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RESUMEN EJECUTIVO

Los probioticos, particularmente las bacterias acido-lacticas (BAL), son microorganismos con propiedades
terapéuticas que mejoran la salud intestinal de los animales al resistir condiciones adversas del tracto
gastrointestinal, como la acidez, los jugos pancreaticos y la bilis. Estas bacterias, como Lactobacillus sp.,
Weissella spp., Leuconostoc spp. y Pediococcus sp., se destacan por sus aplicaciones en diversos sectores.
Sin embargo, su uso indiscriminado plantea preocupaciones relacionadas con la resistencia bacteriana y sus
implicaciones para la salud publica. Los probidticos favorecen la microbiota intestinal mediante
mecanismos como la competencia por sustratos y la modulacion de la respuesta inmune, aunque pueden
adquirir genes de resistencia a antibidticos, lo que resalta la necesidad de un uso controlado. Este estudio
evalu6 10 cepas de BAL con potencial probidtico, analizando su capacidad de competencia bacteriana,
formaciéon de biofilm, reduccidon de azucares y disminucién de colesterol. Se desarrollé un sistema de
cultivo in vitro frente a bacterias gastrointestinales para evaluar la supervivencia de las BAL en condiciones
simuladas. La cantidad de azlicares reductores se midio con la técnica del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
y la asimilacion de colesterol con caldo MRS suplementado con 0,4 porciento de sales biliares y 1 porciento
de colesterol. Los resultados mostraron que las cepas analizadas poseen un alto potencial para inhibir
bacterias patdgenas, reducir azicares y disminuir el colesterol, lo que subraya su relevancia como

promotores de la salud intestinal y su contribucion al bienestar animal.

Palabras clave: Microbiota, probidticos, bacterias acido-lacticas (BAL), colesterol, azicares reductores,

competencia, biofilms, biopeliculas, antibidticos.
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ABSTRACT

Probiotics, particularly lactic acid bacteria (LAB), are microorganisms with therapeutic properties that
improve the intestinal health of animals by resisting adverse conditions in the gastrointestinal tract, such as
acidity, pancreatic juices, and bile. These bacteria, including Lactobacillus spp., Weissella spp.,
Leuconostoc spp., and Pediococcus spp., stand out for their applications in various sectors. However, their
indiscriminate use raises concerns related to bacterial resistance and its implications for public health.
Probiotics enhance the intestinal microbiota through mechanisms such as substrate competition and
modulation of the immune response, although they can acquire antibiotic resistance genes, highlighting the
importance of controlled use. This study evaluated 10 LAB strains with probiotic potential, analyzing their
bacterial competition capacity, biofilm formation, sugar reduction, and cholesterol-lowering ability. An in
vitro culture system was developed to assess LAB survival under simulated gastrointestinal conditions. The
amount of reducing sugars was measured using the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method, while
cholesterol assimilation was evaluated using MRS broth supplemented with 0.4 percent bile salts and 1
percent cholesterol. The results showed that the analyzed strains have high potential to inhibit pathogenic
bacteria, reduce sugars, and lower cholesterol levels, underscoring their relevance as promoters of intestinal

health and contributors to animal well-being.

Keywords: Microbiota, probiotics, lactic acid bacteria (LAB), cholesterol, reducing sugars, competition,

biofilms, antibiotics.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

La competencia que se da entre la microbiota intestinal la cual tienen una correlaciéon en los sistemas
bioldgicos, generando interacciones huésped-microbiota representado diversos factores en el desarrollo y
crecimiento de la salud del ser vivo. Las comunidades microbianas en el tracto intestinal de diferentes
animales se han desarrollado de la mano de su estrategia de digestion (Duque S et al., 2023). En los
animales monogastricos, la fermentacion bacteriana se ha concentrado en el tracto gastrointestinal inferior,
mientras que, en los rumiantes, las bacterias son responsables de la digestion inicial de la dieta. Menciona
Hernandez E et al., (2019) que en la mayoria de los animales se encuentran sitios similares al rumen con

una diferencia en la fermentacidon bacteriana intensa.

En la actualidad los probidticos, son conocidos por tener diversos beneficios y propiedades profilacticas los
cuales pueden ser terapéuticos, medicinales, etc. En los ultimos afios han sido utilizados de manera
indiscriminada en la industria ganadera, alimenticia, farmacéutica, etc. Debido a que estos productos estan
controlados como sustancias farmacéuticas, las mismas deben cumplir diversas pautas las cuales pueden
ser registro y autorizaciones, control de calidad, etiquetado adecuado, pruebas de eficiencia y eficacia
(Mackie et al., 2020). Menciona Verhoeckx et al., (2015) que, en paises de Europa y Asia donde la
seguridad alimentaria ha adoptado un enfoque de presuncion cualificada de seguridad para utilizar
probidticos en alimentos, no requieren un mayor cuidado en presencia de virulencia y otros factores de

riesgo.

Generando una resistencia y provocando problema en la salud publica mundial. Segin Tompkins et al.,
(2008) el uso indiscriminado e inadecuado ha llevado a una crisis en la disminucioén de la sustentabilidad y
un aumento progresivo a la resistencia de probioticos. Este uso ha causado que los microorganismos puedan
adaptarse a un ambiente mas riguroso y sobreviviendo mediante la adquisicion de genes de resistencia a

diferentes cepas.



Segtin Brodkorb et al., (2019) las investigaciones recientes que utilizan enfoques moleculares han revelado
una microbiota intestinal humana que comprende mas de 1000 fenotipos. Los diferentes mecanismos por
los cuales los probidticos impactan a la microbiota intestinal incluyen competencias por sustratos,
antagonismo directo de las diversas sustancias inhibidoras, como la una funcion de barrera mejorada y una

respuesta inmune alterada (Mulet C et al., 2020).

En la antigliedad se utilizaban a los probidticos tradicionalmente para conservar productos alimenticios por
fermentacion. Segun O’Toole & Cooney, (2008), los probidticos se incluyen en una amplia gama de
formulaciones de consumo, bebidas, capsulas, suplementos alimenticios que representan un impacto
significativo en el mercado moderno. Los organismos utilizados como agentes probidticos que se utilizan
con frecuencia son del género: Lactobacillus o Bifidobacterium, también se emplea bacterias como Bacillus
subtilis, Enterococcus faecium, Saccharomyces boulardii. Por lo tanto, un microorganismo empleado como

agente probiodtico no es necesariamente parte de la microbiota del huésped (Tegegne & Kebede, 2022).

Sin embargo, seglin, Apajalahti, (2005) los microorganismos utilizados como probidticos no estan exentos
de adquirir genes de resistencia a los antibioticos, debido a que su ambiente microbiano esta compartido y
en constante competencia en el tracto gastrointestinal, existiendo un riesgo de que los organismos patdgenos

cedan genes de resistencia a diferentes cepas probidticas o viceversa.

En base a lo mencionado, el presente trabajo de investigacion plantea la evaluacion de la capacidad de
competencias bacterianas de cepas probidticas frente a cepas presentes en el tracto gastrointestinal de
bovinos para mejorar la salud intestinal de los animales, optimizar la digestion y la absorcion de nutrientes
de manera eficaz y eficiente, con potencial de reducir la necesidad de antibidticos, manteniendo una

microbiota en equilibrio.



1.1.1. Generalidades Globales.

1.1.1.2. Uso indiscriminado de antibioticos.

La respuesta evolutiva, los cambios adaptativos de un microorganismo van evolucionando cada vez que se
hacen resistentes a los antibidticos a través del material genético del organismo. Algunos de estos genomas
mencionan Dadgostar, (2019) que poseen genes de resistencia a los antibioticos que les ofrece la capacidad
de sobrevivir a la exposicién contra los antibidticos. En varios estudios recientes, los investigadores han
demostrado que la presencia de estos genes resistentes se ven afectados por su ecologia microbiana,

provocando asi la interaccion entre los antibidticos y el entorno natural de la microbiota.

Una de las causas principales en la actualidad de la multiresistencia es el uso indiscriminado de los
antimicrobianos. Segiin Tegegne & Kebede, (2022) esto ha sido un problema de salud publica del siglo
XXI. Desde el 2006, todos los paises de la Union Europea (UE) han prohibido el uso indiscriminado de
antibidtico con la unica intencion de promover el crecimiento en la industria ganadera, agricola, alimenticia.
Sin embargo, Mulet C et al., (2020) que en paises de potencia mundial como Estados Unidos (EE. UU),
no han implementado reglas o politicas estrictas sobre el uso de antibioticos para el crecimiento del ganado.
Y en otros paises no tienen ninguna politica establecida con respecto al uso de antibidticos como promotores
de crecimiento, considerandose con un grave impacto al momento de no ser monitoreados con ninguna
entidad a fin. Cada afio el niimero de infecciones y muertes debidas por muertes bacterianas son mas
frecuentes en cepas como: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecium, Streptococcus

pneumoniae, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa.

1.1.1.3. Resistencia a los antimicrobianos (RAM).

Los antibidticos se utilizan para tratar una amplia gama de infecciones bacterianas que pueden ser mortales,
tanto de manera curativa o profilactica. Segiin Latif et al., (2023) los antibidticos han sido expuestos de
manera exagerada en la poblacion mundial, de manera directa o indirecta. El uso de antibidticos a gran

escala destruye a las bacterias normales del intestino y la microbiota intestinal.



Los mecanismos de defensa del tracto gastrointestinal de los mamiferos de la colonizacion bacteriana son
muy complejos. La inflamacién intestinal, que es causada por un desequilibrio en la microbiota intestinal
entre bacterias comensales y patdogenas, provoca que la capa de moco se desequilibre y desaparezca, lo que
genera que patdogenos y sus metabolitos pasen a través de la membrana de moco e invadan las células
epiteliales intestinales. Menciona Bermudez B et al., (2012) que en la mayoria de los mamiferos el tracto

gastrointestinal estdn colonizado por dos tipos de bacterias: patdgenos y microbiota nativa.

La resistencia a los antibidticos compromete la capacidad del sistema inmunoldgico humano para combatir
enfermedades infecciosas y también contribuye a diferentes enfermedades en los pacientes mas vulnerables
sometidos a cirugias, quimioterapias, dialisis, etc. Segiin Taneja & Sharma, (2019) las personas con
enfermedades crénicas como el asma, dialisis, o artritis son las que se ven afectados gravemente por la

resistencia a los antibiodticos.

Los antibioticos en la agricultura es uno de los factores mas importantes que contribuyen en la resistencia
a los antimicrobianos en los seres humanos. Segun Magouras et al., (2017) menciona, en los Estados
Unidos, aproximadamente el 80% de los antibidticos se aplican en los alimentos que consumen los
animales, mas de 63.300 toneladas de antibioticos en la produccion ganadera de todo el mundo, por lo que
es una cantidad significativa para el consumo del ser humano. Cabe mencionar que el uso de antibioticos
para tratar animales enfermos se aflade en gran cantidad en alimentos o en agua potable (Tompkins et al.,

2008).

Las bacterias resistentes pueden introducirse en el medio ambiente de diferentes maneras, una de ellas en
la aplicacion de estiércol del ganado como fertilizante. Por esta razon es preocupante el consumo mundial
de antibidticos. Segun Tegegne & Kebede, (2022) la carga de la RAM a nivel mundial no estd bien
cuantificada. Las granjas de produccion de animales son ecosistemas complejos, donde las bacterias de
origen animal o de seres humanos y los entornos agricolas se mezclan entre si constantemente debido a la

aplicacion de estiércol en el suelo agricola (Apajalahti, 2005).

1.1.1.4. Competencia bacteriana.



Existen diversas ventajas en el ecosistema microbiano natural contra los patdgenos, existen diversas
aplicaciones que incluyen la facilidad de aplicacion debido a los bajos costos y mano de obra. En muchos
aspectos, la ecologia microbiana dentro del intestino se puede comparar con la ecologia del mundo
microbiologico. Segin Huber et al., (2021), el tracto intestinal es muy diverso, el cual contiene més de
2000 especies conocidas. Debido a las densidades de poblacidn intestinal extremadamente altas, existen
competencias por los nutrientes, por ende, los nichos ambientales son mdas intensos en la jungla

microbiologica.

Los cambios se producen mas rapido en el mundo microbiano, lo que requiere una mayor adaptabilidad y
desafios por parte de los habitad microbianos. Menciona Callaway et al., (2008) que existe una relacion
sinérgica entre el animal y su ecosistema microbiano gastrointestinal lo cual es fundamental para la salud y
el bienestar del huésped. Existen diversas mejorar competitivas que han desarrollado en el transcurso del
tiempo como es la introduccion de una poblacion microbiana al tracto gastrointestinal, o a la vez la adicién

de un suplemento microbiano llamado probiético o suplemento alimenticio.

Como sefiala Huber et al., (2021) las especies bacterianas que mejor se adapta para ocupar un habitad
particular dentro de la microbiota intestinal serdn una de las exitosas y por ende es la que prevalecera en el
tracto intestinal. Ademas, menciona Latif et al., (2023) que una poblacién microbiana establecida y con
todas las condiciones y nutrientes disponibles hace que el animal sea mas resistente a la colonizacion por

bacterias patdgenas, a esta actividad se le denomina “antagonismo bacteriano”.

1.1.2. Uso de probioticos.

Existen microorganismos considerados probiodticos que comprenden un grupo extenso de bacterias Gram
Positivas, como Bifidobacterium sp, Lactobacillus sp, Enterococcus sp, levaduras como Saccharomyces sp,
Leuconostocaceae sp, etc, la mayoria perteneciente a las bacterias Acido-Lactica (BAL), las cuales en los
ultimos afios se han estudiado, considerandose unas de las mejores cepas probidticas para obtener un mejor
resultado, ya sea en la prevencion de un estado patologico o mejora de la salud general, menciona So,
(2019) que esta clase de cepas tienen el beneficio de sobrevivir en el tracto intestinal en un ambiente acido

lactico, jugo pancreatico y bilis, efectuando asi beneficios en la parte del intestino delgado y colon.
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Segiin Magouras et al., (2017) al limitar el uso de antibidticos, con el uso de probidticos ayuda a disminuir
la tasa de desarrollo de cepas resistentes a los antibiéticos. Dadgostar, (2019) menciona que existe animales
de granja que se adaptan a una relacion simbiotica con microorganismos, desarrollandose en los 6rganos
gastrointestinales permitiendo una fermentacion microbiana. Por otro lado, la capacidad de los animales de
granja en fermentar polisacaridos complejos con la ayuda de su microbiota intestinal proporciona hasta un

70% de la energia adquirida por los rumiantes y hasta el 30% de la energia por los animales monogastricos.

Existen estudios en la cria de ganado, en donde se informo6 que el uso de probidticos no contiene efectos
significativos en la reduccion de patogenos en el ganado, sin embargo, Escherichia coli O157:H7, es un
patégeno transmitido por alimentos capas de causar varias enfermedades hemorragicas en los seres
humanos, las cuales eran eliminados por los bovinos en sus heces. Menciona Harbarth et al., (2015) que
con el uso de combinaciones de bacterias probidticas ha demostrado una disminuciéon de este
microorganismo Escherichia coli O157:H7 tanto en el ganado vacuno como en el ovino, lo que se traduce

en una disminucion del riesgo de enfermedades a humanas.

1.1.2.1. Bacterias del acido lactico y su seguridad como probioticos.

Es uno de los grupos méas conocidos de bacterias utilizadas como probidticos las cuales perteneces al grupo
de bacterias &cido-lacticas. Menciona Taneja & Sharma, (2019) que en este grupo estan los géneros
Lactobacillus sp y Enterococcus sp. Estos géneros han sido examinados ultimamente para usarse como
bacterias probidticas. Segun las cepas probidticas de Lactobacillus sp. son capaces de mejorar la absorcion,

la digestion de los nutrientes en animales de granja.

También se ha informado en varias investigaciones que existen especies de bacterias acido lactico que
tienen la capacidad de resistir a la bacitracina, kanamicina, betalactimicos, vancomicina y teicoplanina.
Debido a los efectos beneficiosos de las BAL, la resistencia intrinseca a ciertos antibioticos considerandose

ventajosa en una terapia de combinaciones.



1.1.2.2. Los probidticos inhiben a los patégenos intestinales

Existen varios estudios in vivo ¢ in vitro que han aclarado que los probidticos ofrecen un gran potencial en
la prevencion y en el tratamiento de infecciones, para ello existen varios mecanismos de accion de
probidticos. Menciona Esparza et al., (2012) que los probidticos modulan la microbiota intestinal

autoctona y mejora la salud a través de una gran cantidad de mecanismos de accion potenciales.

Los probidticos pueden inhibir el crecimiento de patégenos entéricos al disminuir el pH luminal, la
secrecion de péptidos o proteinas bactericidas o a la vez en la estimulacion de la produccion de células
epiteliales. Segin Camacho C et al., (2022) menciona que los probidticos tienen la funcién de bloquear
la invasion o adhesion del epitelio intestinal causada por patdgenos a través del bloqueo de los receptores
de la superficie epitelial o a la vez causada a través de la induccién de mucinas, las cuales son moléculas

grandes de carbohidratos que forman una barrera a lo largo de la monocapa epitelial.

1.1.2.3. Probiéticos en la produccion de agentes antioxidantes.

Los probidticos son capaces de generar compuestos que tengan una actividad antioxidante, lo cual sirve
para neutralizar toxicas. Segin Twomey & Kilcoyne, (2017) este mecanismo no solo ocurre a nivel
intestinal, sino que tiene una funcional a nivel sistematico.

Existen reportes en donde los probidticos pueden generar agentes antioxidantes como glutation reductasa,
catalasa, glutation, superéxido dismutasa. Segun Dehkohneh et al., (2019) los probidticos estimulan la
motilidad intestinal, facilitando asi la expulsion enzimas, bacterias y molécula procarcinogénicas y asi

poder reducir el riesgo de padecer cancer o enfermedades mortales.

1.1.2.4. Formacion de biofilms.

La formacién de biofilms o biopeliculas en una aglomeraciéon de microorganismos sobre sustancias
abidticas y bidticas, menciona Benitez C et al., (2020) que esta formacion no es un proceso normal, lo que
implica una serie de mecanismos complejos, dando lugar desde la fijacion o adherencia bacteriana en donde

sigue la maduracion y la liberacion de las células de la matriz. Barzegari et al., (2020) menciona que los
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biofilms o biopeliculas estan involucradas en alrededor del 65% al 80% de todas las infecciones
microbianas y cronicas, implicando la colonizaciéon de implantes como por ejemplo catéteres, valvulas

cardiacas protésicas o en el remplazo de articulaciones.

Por otro lado, las biopeliculas facilitan la distribucion de la resistencia a los antibidticos al estimular una
transferencia de genes la cual se da de manera horizontal. De igual manera existen especies de Lactobacillus
sp producen distintos exometabolitos como, bacteriocinas, EPS (exopolisacaridos) o a su vez
biosurfactantes con actividad anti-biofilm que segin estudios podrian ayudar a bloquear la formacion de

estos biofilms formados por bacterias patdgenas (Barzegari et al., 2020).

De igual manera existen bacterias probidticas que se adhieren con gran facilidad gracias a su alta
hidrofobicidad, pero Benitez C et al., (2020) considera que no solo depende de la hidrofobicidad de las
células, ya que en este proceso se involucra diferentes factores incluyendo la atraccion de Van Der Waals o
a su vez el movimiento Browniano, cargas electrostaticas superficiales o cargas gravitacionales para que

puedan adherirse a cualquier superficie.

1.1.2.5. Uso de probioticos para el control de colesterol y azicares reductores.

Segun Ezema, (2013) los probidticos y algunas cepas de Lactobacillus sp. tienen la capacidad de disminuir
los niveles de colesterol en la sangre y en el lumen intestinal. Asi mismo cepas de Bifidobacterium sp. se
ha visto que elimina el colesterol, y a su vez las bacterias acido-lacticas (BAL) con actividad HSB

disminuyen los niveles de colesterol a través de la interaccion con la bilis del huésped.

Cabe mencionar que para el autor Ishimwe et al., (2015) existen estudios in vitro que demuestran que el
colesterol no es degradado metabdlicamente si no que se une a las membranas de las células probidticas del
género Lactobacillus sp. Esta bacteria es una de las més resistentes a la lisis por sonicacion, lo que provoca

una alteracion en la pared celular debido a la incorporacion del colesterol.



Por otro lado, los probidticos pueden mejorar el rendimiento del crecimiento, la ingesta de alimentos y los
procesos enzimaticos digestivos en animales acuaticos, en animales de granja, y en la salud de las aves asi
mismo se ha visto que disminuye la actividad bactericida y el nivel de colesterol, de glucosa y cortisol

(Ishimwe et al., 2015).
1.1.3. Mecanismo de accion de los probioticos.

En la figura 1 se describe el mecanismo de accion que poseen los probidticos en la mucosa intestinal,
menciona Harbarth et al., (2015) que estos mecanismos ofrecen varios beneficios en una gran parte
desconocidos, seguin Muhammad S & Muhammad K, (2023) estos pueden ser extensos y
multifactoriales. Entre los diferentes mecanismos relacionados son los efectos antagénicos de los
probidticos sobre algunos microorganismos los cuales se incluyen: adherencia competitiva a la mucosa,
secrecion de sustancias antimicrobianas, modulacion del sistema inmunitario y fortalecimiento de la barrera

epitelial intestinal.
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Figura 1. Principales mecanismos de accion de los probioticos.

Nota. Mejora de la barrera epitelial, (i) aumento de la adherencia de la mucosa intestinal. (iii) inhibicion
de adherencia de patogenos, (iv) exclusion competitiva de macroorganismo patoégenos, (v) produccion de
sustancias antimicrobianos, (vi) modulacion del sistema inmunologico. Adapto de Bermudez B et al.,

(2012).



i.  Mejora de la barrera epitelial.

Es uno de los mecanismos fundamentales en donde los probidticos ejerce una actividad anti-invasiva por
medio de cambios conformacionales dentro de la monocapa epitelial. Segin Alaqil et al., (2020) las
uniones estrechas que existen entre las células de la mucosa son muy importantes para evitar la entrada de
patogenos. Por medio de investigaciones se han observado que los cultivos de células gastrointestinales que

los probidticos inhiben o disminuyen la permeabilidad a manitol (Muhammad S & Muhammad K, 2023).

Menciona Alaqil et al., (2020) que existen patdogenos que tienen las propiedades de modificar ciertas
proteinas del citoesqueleto. Por ello los probidticos incrementan la produccion de moco, de acuerdo con
Plaza D et al., (2019) algunos probidticos disminuyen la secrecién de agua inducida por la bacteria E. coli

enteroinvaciva y de cloro.

ii. Adherencia de la mucosa intestinal.

La unién de diferentes tipos de bacterias a la mucosa se convierte en un factor clave para una colonizacion
adecuada en el tracto gastrointestinal, debido a que existen bacterias que poseen una mayor capacidad de
adherencia las cuales se ven establecidas como microbiota nativa. Segin Alaqil et al., (2020) existen
diversas formas de adherirse a la mucosa intestinal una de ellas es por bacterias Gram Negativas
denominada “Pili”, la cual es un organelo con forma de pelo que sobresale en la superficie bacteriana cuya

funcién principal es brindarle la capacidad de unirse a una superficie (Plaza D et al., 2019).

iii.  Inhibicion de adherencia de patogenos.

Los probioticos disminuyen el crecimiento de bacterias patdogenas mediante la exclusion competitiva, o la
modificacion de un ambiente bacteriano. En cada uno de los ambientes bacterianos existe una competencia
bacteriana y asi adherirse a la mucosa y atenuar la colonizacion de bacterias patdgenas. Segiin Hemarajata

& Versalovic, (2013) las principales bacterias que son eliminadas por el acido lactico son: Helicobacter
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pylori, Escherichia coli, Listeria sp. y Salmonella enterica. Por otro lado, los probiodticos bloquean los

efectos de patogenos por la produccidon de bacteriocinas y péptidos antibacterianos.

iv.  Exclusion competitiva de microrganismos patogenos.

En varios estudios se informa que la exclusion competitiva de macroorganismo patdégenos en donde el
microorganismos Salmonella typhimurium presente en gusanos de moscas azules es una de las bacterias
que tiene una capacidad de competir fuerte en el tracto intestinal de otra especie. Segiin van Zyl et al.,
(2020) las propiedades de adhesividad que existen entre la interaccidon entre mucinas y proteinas pueden
inhibir la colonizacién de microorganismos patogenos resultando en la actividad antagdénicas de algunas

cepas probidticas contra patdgenos gastrointestinales.

La exclusion es el resultado de diferentes mecanismos y propiedades de los probiodticos para poder inhibir
la adhesion de patégenos. Cabe mencionar que para Corr et al., (2009) la exclusion competitiva por parte
de la microbiota intestinal se basa en la interaccion entre bacterias mediada por la competencia por los
diferentes nutrientes y el habitat para la supervivencia o a la vez la adhesion en los sitios de la mucosa. Para

poder tener una ventaja competitiva se puede modificar su entorno para sus microorganismos competidores

(Bhogoju & Nahashon, 2022).

Segun Zhao et al., (2021) existen algunas cepas probidticas como Lactobacillus sp. y Bifidobacterium sp.
las cuales comparten requerimientos nutricionales como uniéon a carbohidratos con algunos
enteropatogenos, lo que hace posible que las cepas compitan con las diferentes cepas patdgenas por sitios

o células especificas.

V. Produccion de sustancias antimicrobianas.

Los probioticos son una de las fuentes que previenen la colonizacion intestinal de agenten patégenos,

debido a que estos disminuyen el pH intestinal, segun esto pueden incrementar la produccion de metabolitos
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que inhiben el crecimiento de microrganismos patégenos (Plaza D et al., 2019). Entre los que se destacan
diversos acidos grasos libres, acido lactico, péptidos antibacterianos y agentes oxidantes como el peroxido

de hidrogeno o a su vez biosurfactantes (Hemarajata & Versalovic, 2013).

vi.  Modulacion del sistema inmunolégico.

Los probidticos tiene una modulacién en el sistema inmune. Menciona Gou et al., (2022) que los
probidticos reducen la produccion de antigenos, y a la vez incrementan la produccion de IgA. Algunos de
los componentes de los lactobacilos actian como potentes adyuvantes teniendo una respuesta inmune. Asi
mismo, Plaza D et al., (2019) los probidticos activan el sistema reticuloendotelial, la cual funciona en la

produccién de citocinas y factores de crecimiento.

1.1.4. Simulacion de condiciones gastricas

Las condiciones in vitro se realizan para simular un ambiente gastrico en condiciones quimicas y nutrientes
similares a las que se encuentra en el estomago. Segiin Gou et al., (2022) este tiene como objetivo el
replicar un adecuado ambiente para el estudio de interaccion entre microbiota y probidticos o a su vez con
antibioticos, los cuales son necesarios para un analisis en sus propiedades y asi ver la supervivencia de

microorganismos y el comportamiento de compuestos bioactivos en condiciones similares.

Algunas de las funciones principales de un medio de cultivo basal es simular el contenido nutricional el
cual comprende en adicionar nutrientes y sustratos necesarios para analizar diferentes competencias entre
microbiota y diferentes sustratos o a la vez observar como distintos microorganismos soportan las

condiciones gastricas.
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1.2.  Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Evaluar la capacidad de competencias bacterianas de cepas probioticas frente a cepas presentes

en el tracto gastrointestinal de bovinos.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Establecer las condiciones de los sistemas de cultivo de las cepas probidticas frente a bacterias del

tracto gastrointestinal.

e Determinar la capacidad de adherencia de las cepas probioticas.

e Reconocer el grado de reduccion del colesterol y azicares reductores de las cepas probidticas.
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CAPITULO IL.- METODOLOGIA

2.1. Materiales.

El presente trabajo de titulacion fue de caracter experimental, llevandose a cabo dentro de los laboratorios
académicos y de investigacion de la Facultad de Ciencia ¢ Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia. En las
tablas 1, 2 y 3 se enlistan los materiales fungibles, reactivos, y equipos que se utilizaron en la presente

investigacion.

Tabla 1.

Reactivos de Laboratorio.

Reactivos Cantidad
Acido cloritico 0.5 g/L
Acido acético glacial al 33% 0.5¢g/L
Solucién salina tampoén fosfato 0.25L
Agua desionizada 0.5L
Peptona 15¢g
Extracto de levadura 15g
NaCl 0.05¢g
K>HPO4:7H20 0.05¢
CaClz -6H20 0.025 ¢
NaHCOs3 05¢g
Tween 80 0.1L
Hemina 0.0025 g
Vitamina K 025¢
Cisteina HCI 0.15¢g
Sales biliares 0.15¢g
Solucioén salina al 0.9% estéril taponada con 0.20L
PBS 0.1 M
Agua estéril 1L
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Reactivos Cantidad

Glucosa 0.5-2¢g/L
Sacarosa 1.5 g/L
NaOH al 25% 0.5L
Alcohol 70 % 3L
Alcohol 90 % 3L
Solucion Acida De Colesterol 0.5 g/L
Medio MRS liquido y agar 0.75 g
Medio de cultivo basal 05¢g
Medio de cultivo XLD 05¢g
Medio agar MacConkey 05¢g

Nota. Se reactivos utilizados fueron donados por los laboratorios académicos y UODIDE de la Facultad

de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia, carrera de Biotecnologia de la Universidad Técnica

de Ambato. Elaboracion Propia.

Tabla 2.
Material de laboratorio.
Material Cantidad (ud)
Tubos estériles 5
Placas con pocillos 5
Espatula 1
Caja Petri vidrio 10
Pipetas 10 ml 2
Pera de succion 1
Gradilla 2
Juego de micropipetas 1
Puntas para micropipetas 1 de cada tipo
Pocillos de TCP de poliestireno de fondo plano 2
Botellas Boeco de 100 mL 2
Botellas Boeco de 500 mL 2
Parafilm 30 cm
Pinzas metalicas 2
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Material Cantidad (ud)

Cajas coprologicas 2

Matraces Erlenmeyer de 100 ml 5

Vasos de precipitacion 10

Varillas de agitacion 2
Puntas de micropipetas de 20, 200 y 1000 uL 50 C/U
Pipetas de 5y 10 uL 50 C/U

Asa de siembra 1

Asa Digralsky 1

Nota. Los materiales utilizados fueron obtenidos de los laboratorios académicos y UODIDE de la Facultad
de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia, carrera de Biotecnologia de la Universidad Técnica

de Ambato. Elaboracion Propia.

Tabla 3.

Equipos de laboratorio.

Equipo Cantidad
Autoclave 1
Balanza analitica 1
Estufa bacteriologica 1
Microondas 1
Incubadora bacteriologica 1
Mechero Bunsen 1
pH-metro 1
Nevera (4°C) 1
Congelador (-20°C) 1
Cabina de flujo laminar Bioseguridad 2 1
Microcentrifuga 1
Vortex 1
Kitasato 1
Espectrofotometro a 540 nm 1

16



Nota. Se utilizaron los laboratorios académicos y UODIDE de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en
Alimentos y Biotecnologia, carrera de Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato. Elaboracion

Propia.

2.2.Métodos

2.2.1. Establecimiento de las condiciones de los sistemas de cultivos de las cepas probidticas frente

a bacterias del tracto gastrointestinal.

2.2.1.1. Preparacion del inéculo.

Se preparé caldo MRS para la reactivacion de las 10 cepas acido-lacticas obtenidas del proyecto de
investigacion titulado, “Obtencion de cepas probioticas a partir de diferentes sustratos de origen organico
de la provincia de Santo Domingo de los Tsdchilas — Ecuador”, en donde se dispensaron 12 mL de este
caldo en tubos estériles para cada una de las cepas a una escala McFarland de 2 y se incubaron en

condiciones anaerobias a 37 °C durante 48 horas.

2.2.1.2. Preparacién del cultivo basal — Fermentacién discontinua a nivel de Erlenmeyer.

Para los sistemas de cultivo anaerobico discontinuo, el medio de cultivo basal se incluyd los siguientes
componentes por litro: 1 g de peptona, 1 g de extracto de levadura, 0,05 g de NaCl, 0,02 g de KoHPOs,
0,005 g de MgSO4 -7H20, 0,005 gde CaClz -6H20, 1 g de NaHCO3, 1 ml de Tween 80, 0,0025 g de hemina,
5 plde vitamina K1, 0,25 g de cisteina HCl y 0,25 g de sales biliares disueltas en 500 ml de agua desionizada.

El pH se ajust6 a 7,0 y el medio se esteriliz6 en el autoclave (Ortiz et al., 2018).

2.2.1.3. Preparacion de la solucion fecal bovina, siembra e incubacion.
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La recoleccion de las heces bovinas se realizo en la finca del Sr. Manotoa Mejia Mario German, ubicada en
el recinto Sillagua, de la parroquia Morospungo, Provincia de Cotopaxi, posteriormente se siguié el método
descrito por Li et al., (2020), el mismo que consistié en la recoleccion de heces bovinas con medidas de
proteccion como guantes, mascarillas y cajas coprologicas. Se tom6 una muestra de las heces frescas de los
bovinos y se recolecté en las cajas coproldgicas, estas se trasladaron en cooler con refrigerantes y se
almaceno en los laboratorios de la Facultad de Ciencias e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia (UODIE

- FCIAB) en refrigeracion a 5 °C en un tiempo maximo de 12 horas.

Se prepard 50 mL de una suspension fecal bovina al 10 % (p/v) con una solucion salina al 0.9 % estéril

tamponada con PBS 0.1 M, se ajust6 el pH a 7.2.

Durante la toma de muestra no existio interaccion con el bovino, por consiguiente, no se requirié ningun

permiso de la Institucion de Agrocalidad.

2.2.1.4. Preparacion del sistema de cultivo por lotes a nivel de Erlenmeyer.

En matraces Erlenmeyer de 100 mL, se anadi6 50 mL del medio de cultivo basal y se adiciond los
probioticos a una concentracion inicial de 1x108 UFC/ml de cada cepa probiotica. Se incubd por 24 horas
en condiciones anaerobias manteniendo una atmdsfera de anaerobiosis (Ortiz et al., 2018). Pasado las 24
horas se adiciono 5 mL de la suspension fecal bovina al 10 % (p/v) y se dejo incubar por 24 horas adicionales

en condiciones anaerobias.

2.2.1.5. Evaluacion de la competencia bacteriana.

Para la evaluacion de la competencia bacteriana se realizaron diluciones seriadas hasta la dilucion 107 en
tubos con 9 mL de solucién salina estéril de las bacterias presentes en el sistema de cultivo, para esto se
utiliz6 3 medios de cultivo XLD (Agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato), Agar MacConkey en donde se evaluo

el crecimiento de Enterobacterias y agar MRS (Man, Rogasa & Sharpe) para evaluar el crecimiento de las
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bacterias acido-lacticas. Se sembraron las diluciones 10, 10-¢ y 107 en agar MRS, y a su vez se realizd
diluciones 10-, 104, 10-3 en agar XLD y agar MacConkey, se realizé el método de extension en placa para

el conteo de las colonias.

2.2.2. Determinacion de la capacidad de adherencia de las cepas probiéticas.

2.2.2.1. Determinacion de la formacion de biofilms.

El ensayo se realiz6 en placas de 96 pocillos, segiin el método descrito por Mulaw et al., (2020) siendo el
método mas comun utilizado, considerandose el estandar para detectar la formacion de biofilms. Para este
estudio, las 10 cepas probidticas se reactivaron en caldo MRS y luego se sembraron en agar MRS a 37 °C
durante 24 horas en condiciones anaerobias. Las cepas se diluyeron en una proporcion de 1:100 en caldo
MRS y se colocaron en las placas de 96 pocillos de TCP de poliestireno de fondo plano (Thermo Fisher
Scientific, Shanghai, China), se adicion6 0,2 mL de cultivo de cada cepa diluida en cada pocillo. También
se afiadi6 caldo no inoculado a los pocillos para controlar la esterilidad (control negativo). Las placas se
incubaron a 37 °C durante 24 horas, luego se retird el contenido de los pocillos golpeandolas suavemente.
Posteriormente, las placas se lavaron dos veces con 0,2 mL de solucion salina tampoén fosfato (pH 7,2) y se
incubo a 37 °C durante una hora. Posteriormente, las placas se tifieron con 0,2 mL de cristal violeta al 0,1
% durante 10 minutos, luego se elimin6 el exceso de colorante lavando dos veces con agua desionizada y
se secaron al ambiente, transcurrido los 10 minutos se afiadié 200 pL de acido acético glacial al 33 % a los

pocillos y se procedio a pedir la absorbancia de las placas.

La densidad optica (DO) de los aislados se determiné utilizando un espectrofotometro a una longitud de

onda de 570 nm (OD 570 nm). El experimento se realizé por triplicado.

La formaciéon de biopeliculas se clasifico en productores fuertes, moderados y débiles/sin formacion de

biofilms segun se muestra en la Tabla 4 (Harika et al., 2020).
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Tabla 4.

Interpretacion de la produccion de biofims basada en valores de densidad optica del método de placa de

cultivo de tejidos.

Valor medio de densidad dptica (DO) Produccion de biopeliculas
<0.17 Negativo
0.17-0.34 Positivo débil
0.35-0.68 Positivo moderno
>0.68 Fuerte positivo

Nota. Tabla de valores de densidad optica obtenida de Harika et al., (2020).

2.2.3. Reconocer el grado de reduccion del colesterol y azticares reductores de las cepas

probidticas.

2.2.3.1. Determinacion de azucares reductores totales.

Para este ensayo se utilizé caldo MRS y se colocé 100 ml en matraces Erlenmeyer de 250 ml, se adiciond
las cepas probioticas a una concentracion inicial de 1x10% UFC/ml para cada una de las cepas. Se incubd
por 48 horas en condiciones anaerobias y manteniendo una atmoésfera de anaerobiosis, se tom6 1 ml de
muestra de caldo cada 3 horas para evaluar el consumo de azlicares. También se prepar6é una curva patron
con concentraciones conocidas de glucosa (0.5-2 g/L). La cuantificacion de azicares reductores se llevo a
cabo mediante la técnica del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Las muestras se midieron en un

espectrofotometro a una absorbancia de 540 nm (Ortiz et al., 2018).

2.2.3.2. Reduccion de colesterol en presencia de sales biliares.

Para evaluar la capacidad de asimilacion de colesterol in vitro de las cepas probidticas, se utilizé un método
modificado descrito por Liu et al., (2022). En donde se incub6 las bacterias probioticas en tubos con 10 ml
de caldo MRS, adicionado con 0,4 % de sales biliares y 1 % de solucion acida de colesterol. Los cultivos

se incubaron a 37°C durante 24 h. Después de la incubacion, los cultivos se centrifugaron a 5000 rpm
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durante 10 min a 4°C y se estimo el colesterol no utilizado en el sobrenadante mediante espectrofotometria
a 540 nm, se compar6 con el control el cual fue la concentraciéon del colesterol inicial segin Guan et al.
(2017). La capacidad de cada cepa para reducir la cantidad de colesterol en los medios de cultivo se

determino mediante la siguiente ecuacion (Ec. 1):

Co — Cr

% de colesterol reducido = x100

Ecuacion 1. Porcentaje de colesterol reducido

Donde:

Co = es la concentracion de colesterol en el medio inicial.

Ct = es la concentracion de colesterol al final de la inoculacion

(Fossi et al., 2022).
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CAPITULO IIL.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis y discusion de los resultados.

3.1.1. Competencia bacteriana.

Las 10 cepas 4cido lacticas obtenidas del proyecto “Obtencion de cepas probidticas a partir de diferentes
sustratos de origen organico de la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas — Ecuador” fueron
sometidas a condiciones de simulacion gastricas para evaluar competencia microbiana frente a cepas
presentes en el tracto gastrointestinal de bovinos, ya que se ha visto que los probioticos tienen la capacidad
de introducirse en la microbiota intestinal y mejorar las condiciones géstricas en los mamiferos (Pagliaro

& Battino, 2010).

Por esta razon, se evalud la competencia entre cepas nativas gastrointestinales de bovinos y cepas
probioticas acido lacticas. En la Tabla 5 se presenta el nimero de UFC/ml detectados en los medios de
cultivo XLD, MacConkey y MRS. Los resultados muestran como las cepas acido-lacticas se destacan por
su capacidad para reducir o incluso inactivar a las enterobacterias presentes en la microbiota normal de los
bovinos. En particular, las cepas BAL 20, 1 y 16, a una dilucién de 10, evidenciaron una disminucion
significativa de colonias en el agar XLD, un medio especifico para enterobacterias, especialmente especies
de Salmonella sp. y Shigella sp. Este efecto, segiin Reuben et al. (2019), se atribuye a la capacidad de las
cepas probidticas para producir sustancias inhibidoras como bacteriocinas, acidos organicos y peroxido de

hidrogeno.

Por otro lado, en el agar MacConkey las cepas BAL 7, 4, 20, 1, 16 y 29, también en una dilucién de 107,
Como se muestra en la tabla 5, son contables, observandose una leve disminucioén en las colonias de cepas
de enterobacterias. Segin José et al. (2015) destacan que los probidticos pueden ejercer un efecto
antagonista sobre los patogenos gastrointestinales, lo cual constituye uno de los principales factores que
afectan a las bacterias autoctonas establecidas en el tracto gastrointestinal. Este antagonismo contribuye de

manera significativa al control de patdégenos oportunistas que pueden llegar a colonizar el intestino.
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Teniendo en cuenta que Setyawardani et al., (2014) menciona que se encontraron bacterias BAL en el
rumen animal las cuales inhiben el crecimiento de patdégenos y enterobacterias como Enterococcus faecalis,

Salmonella typhimurium, Clostridium sporogenes van Zyl et al., (2020).

En cuanto a la supervivencia y persistencia de los probidticos difieren mucho entre los distintos géneros e
incluso entre cepas Bifidobacterium spp y Lactobacillus sp., ya que estas son de las cepas mas utilizadas
debido a que forman parte de la microbiota intestinal de animales y humanos. De igual manera Gill et al.,
(2001) cita que existen algunas cepas probioticas que no son viables y no colonizadoras los cuales pueden

inferir en ciertos beneficios para la salud del ser vivo.

De igual forma, existen bacteriocinas, las mismas que son péptidos antimicrobianos que son hechos por los
ribosomas caracterizdndose por tener un tamafio de (2-10 kDa). Mathipa & Thantsha, (2017) plantea que
la produccion de bacteriocinas por bacterias probidticas son un mecanismo de accidon clave para inhibir
patogenos en el tracto gastrointestinal. Postula Bezkorovainy, (2001) que existen diversas bacteriocinas
que disponen de una amplia gama de la actividad antimicrobiana, como la nisina, la lactina B, la
plantaricina, entre otras, que son producidas por bacterias acido lacticas, que se caracterizan por activarse

contra enteropatdgenos trasmitidos en alimentos.

Alakomi et al. (2000) afirma que algunos microorganismos liberan sustancias antimicrobianas capaces de
inhibir diversos patdgenos. Este mecanismo es empleado por los probidticos para controlar bacterias
patdgenas, como se observa en la Tabla 5, especificamente en la dilucion 1077, donde se evidencidé un
notable aumento de colonias en el agar MRS. Este medio es adecuado para el crecimiento de bacterias como
Lactobacillus sp., Lactococcus sp., Streptococcus sp., Bifidobacterium sp.y Enterococcus sp., entre otras.
Wohlgemuth et al. (2010) recalca que la exclusion de patogenos se debe a la produccion y secrecion de
acidos organicos, como el acido lactico y acético, por parte de los probidticos, lo que genera una
disminucion del pH en el entorno. En este caso, todas las cepas se incubaron en un caldo basal que contenia
los nutrientes y condiciones necesarias para simular el ambiente del tracto gastrointestinal de los bovinos

(Servin, 2004).
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Figura 2. Diluciones seriadas de las cepas probioticas.

!

Nota: Cada cepa probidtica se realizaron diluciones seriadas hasta la 10-7 para una mayor precision de

conteo de colonias. Elaboracion Propia

Tabla S.
Resultados de UFC/ mL de cada cepa Probidtica.

Cepa UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/ UFC/mL
103 104 105 mL 107
106

XLD Mac XLD Mac XLD Mac MRS MRS MRS
19 Incontable  Incontable Incontable Incontable  1*10® 2.9*107  4.5*%107 7*107 4*108
21 Incontable  Incontable Incontable Incontable  7*107  60*10° 55*10° 2*108 2*108
7 Incontable  Incontable Incontable 4.3*10° 13*106  30*106 30*106 1.4*%108 2*%108
2 Incontable  Incontable Incontable Incontable  7*107  60*10° 50*109 1.1*108 2*108
4 Incontable  Incontable Incontable 11*10° 1*108  85*10° Incontable 5*108 4*108
20 Incontable  Incontable 5*106 7.5*%106 20*106 28*10% Incontable 2.5%108 2*%108
5 Incontable  Incontable Incontable Incontable 50*10¢ 44*10° Incontable 1.7*103 1*108
1 Incontable  Incontable 7*10° 9.8*10° 10*106 24*10° Incontable 1.3*108 4*108
16 Incontable  Incontable  10.2*%10° 10*10¢6 28*10° 20*10° Incontable 1.2*10% 1*108
29 Incontable  Incontable Incontable 7.5%10° 75%106  35%106  8.5*%107  1.5*%108 1*108

Nota. Se observa el nimero de UFC (unidades formadoras de colonias) que se encontraron en las diluciones

de los diferentes medios de cultivo. Elaboracion Propia

3.1.2. Formacion de biofims.
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Por medio de la presente investigacion se realizo la prueba de adherencia de las 10 cepas probidticas para
la formacion de biofilms. Como se puede observar en la Tabla 4 se muestran los valores de absorbancia en
funcioén de la capacidad de las bacterias de adherirse a la placa de poliestireno, en funcion de rangos, donde
un valor mayor de 0.17 de densidad optica indica la formacion de biofilms. En la Tabla 6 las 10 cepas no
mostraron ninguna formacién de biofilms, esto se debe a la adhesion y la autoagregacion que son puntos
clave para determinar el inicio del desarrollo de la formaciéon de biofilm, que es una de las estrategias de
utilizan algunos microorganismos para persistir en ambientes dificiles y asi tener una resistencia microbiana

frente a agentes antimicrobianos y a su vez tolerar condiciones de estrés (Leccese T et al., 2016).

Benitez C et al., (2020) indica que los biofilms pueden ser facilmente detectables, existiendo una amplia
gama de macroorganismos como Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans,
capaces de formar biofilms. Qian et al., (2021) menciona que las bacterias acido-lacticas ayudan al sistema
inmunitario por medio de la microbioma intestinal al mantenerla saludable ya que ayuda a una mejor
absorcion de nutrientes, también son capaces de modular potencialmente la ecologia microbiana de los
biofilms mediante una inhibicion del crecimiento y a su vez impidiendo la congregacion y adhesion de

patdgenos.

Por otro lado, depende de la cepa para producir biofilms en donde las cepas 19 y 16 las cuales fueron
identificadas como L. plantarum se caracterizan por producir biofilms con gran frecuencia, pero en los
resultados obtenidos dieron una produccidén negativa, esto puede darse por que estas bacterias persisten en
el intestino, donde existe un flujo abundante de azucares, enzimas y a la vez una invasion de microrganismo
desconocidos. De igual manera Iorizzo et al., (2021) indica que la adhesion a la pared intestinal para una
formacion de biofilms por parte de bacterias antagénicas como son los hongos patégenos podrian ser un
obstaculo para el desarrollo de estos biofilms, de igual manera los probioticos en la formacion de biofilms
son mas resistentes en condiciones gastrointestinales y a la vez colonizan con mas eficiencia en el intestino
(Klimko et al., 2020). Cabe mencionar, que existen algunas cepas probioticas que inhiben el crecimiento

de bacterias como E. coli, Helicobacter pylori, y subespecies de Salmonella.
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Tabla 6.

Resultados de las adherencias de las cepas probioticas en la formacion de biofilms.

Cepa Replica 1 Replica 2 Replica 3
Absorbancia (570 nm) | Absorbancia (570 nm) | Absorbancia (570 nm)
29 0.084 0.089 0.110
5 0.126 0.085 0.083
2 0.074 0.093 0.079
4 0.081 0.074 0.136
7 0.072 0.075 0.070
20 0.062 0.078 0.081
16 0.060 0.066 0.103
21 0.071 0.067 0.066
19 0.097 0.059 0.078
1 0.081 0.056 0.067
Blanco 0.058 0.056 0.057

Nota. De cada cepa se realizo 3 réplicas para una mejor obtencion de resultados. Elaboracion propia

3.1.3. Reduccion de azucares reductores

Por medio de los resultados obtenidos se pudo evidenciar que dentro de las primeras 6 horas se pudo obtener
valores menores al control en el tiempo 0, esto se pudo evidencias en todas las 10 cepas acido-lacticas.
Ortiz et al., (2008) menciona que existen diferentes cepas probidticas en donde la exclusion por medio de
la competencia por sitios de adherencia y a su vez por nutrientes son uno de los mecanismos de accion de
ciertos probioticos, de igual manera se puede evidenciar que las 10 cepas metabolizan los azucares

reductores como fuente de energia.

Por otro lado, Mu et al., (2023) indica que algunos probidticos pueden regular niveles de acidos grasos de
cadena corta (AGCC), de igual manera cuando estos rangos de AGCC estdn de manera normal estas cepas
pueden regular el metabolismo de la glucosa, cabe mencionar que estos pueden reducir el pH y previenen
el crecimiento de microorganismos patdogenos. Ademas, en las primeras horas los microorganismos se
encuentren en una fase exponencial de crecimiento lo que provoca el consumo de azficares produciendo asi

acido lactico, acido acético, entre otros (Cai et al., 1998).
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Cerero C et al., (2022) menciona que en algunas cepas como Leuconostoc sp. y Weissella sp., que tienen
propiedades para descomponer polisacaridos o carbohidratos mas complejos en moléculas mas pequefias
como se obversa en la Tabla 7 que en algunas cepas en el tiempo 15 h liberando aztcares reductores en el
medio en este caso caldo MRS puede producir exopolisacaridos o a la vez liberar oligosacaridos de igual

manera pueden aumentar los niveles de azlicares por un tiempo (Bordons & Reguant, 2013).

En las penultimas 3 horas la acumulacion de los diferentes productos metabdlicos como son los AGCC
pueden inhibir la actividad de las bacterias, disminuyendo asi el consumo de azlicares reductores, menciona
Benavides, (2019) que esto puede provocar un menor consumo o incluso acumulaciéon de azucares

reductores provocando que la bacteria no metabolice eficientemente.

Tabla 7.

Resultados de la determinacion de aziicares reductores g/L por el método de DNS

Cepa Oh 3h 6h 9h 12h 15h
5 0.14 0.09 0.08 0.10 0.12 0.12
19 0.17 0.08 0.08 0.12 0.18 0.18
29 0.17 0.09 0.08 0.10 0.14 0.11
20 0.14 0.10 0.09 0.34 0.37 0.30
4 0.14 0.10 0.08 0.10 0.11 0.11
16 0.15 0.10 0.08 0.09 0.09 0.15
1 0.14 0.09 0.09 0.10 0.18 0.15
2 0.15 0.09 0.08 0.10 0.12 0.14
7 0.14 0.10 0.09 0.11 0.13 0.13
21 0.15 0.08 0.08 0.09 0.09 0.10

Nota. Cada una de las mediciones se realizaron en el espectrofotometro a 540 nm, azucares reductores en

g/L. Elaboracion propia.

3.1.3.1. Reduccion de colesterol en presencia de sales biliares.

Ghatani et al., (2022) menciona que existen investigaciones sobre las propiedades de los probidticos de

las bacterias de acido lactico BAL en donde se especifico en la reduccion de colesterol mediante estudios
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in vitro, en donde cada cepa debe caracterizarse por tener al menos un beneficio para la salud. Cabe
mencionar que en la sangre humana existe un nivel de colesterol superior a Immol (18 mg/dl) del nivel
normar lo cual puede provocar un riesgo para la salud en donde las enfermedades como la muerte cardiaca

y la enfermedad cardiaca coronaria son unas de las comunes (Argyri et al., 2013).

Cada una de las cepas se caracteriza por tener una resistencia al pH de 3— 8, de igual manera de sales
biliares de 0.5 -1 % (p/v), se han informado que varios mecanismos, como es la asimilacion de colesterol,
la union de colesterol en la pared celular bacteriana, la coprecipitacion del colesterol y la desconjugacion
enzimatica de los 4cidos biliares, son caracteristicos para que estas cepas sean altamente eficientes, la
tolerancia de la bilis y el pH con concentraciones que imitan las condiciones intestinales. De igual manera
las cepas probidticas potenciales deben tolerar ambientes acidos y secreciones biliares para tener éxito al

momento de estar en el estbmago y en el intestino delgado (Lee et al., 2012).

Menciona Ghatani et al., (2022) que las cepas de Weissella sp. (cepa 1y cepa 2) aisladas de heces de
bovinos en caldo MRS destacan en un pH 3.0, de igual manera para las demas cepas de Lactobacillus sp.
existe una mayor tasa de supervivencia a un pH 3.0 conservando su viabilidad al momento de exponerse a

un pH écido.

Klimko et al., (2020) plantea que al momento de tener una cepa activa en enzima BSH que prefieren
hidrolizar el glicocolato de sodio pueden tener mayor eficiencia para reducir los niveles de colesterol sérico
in vivo, de acuerdo con Argyri et al., (2013) la resistencia a sales biliares y la reduccion de colesterol son
estrechamente relacionados con la produccion de BSH. Considera Anandharaj & Sivasankari, (2014) que
existe un método mas eficiente para reducir el colesterol es el cual es a través de la actividad de la hidrolasa
de sales biliales (BSH). En donde la BSH es una enzima responsable de la desconjugacion de sales biliares
en la circulacion enterohepatica. A su vez la BSH hidroliza el acido glicodesoxicolico conjugado y el acido
taurodesoxicolico en acidos glicobiliares y taurobiliares, menciona Anandharaj et al., (2015) que esta
propiedad se encuentra en la mayoria de las especies probioticas intestinales. De acuerdo con (Coppola et
al., 2005) afirma que existe una eliminacidon del colesterol en cepas Weissella sp. (cepa 1 y cepa 2)
observandose en la Tabla 8 dando un porcentaje en la cepa 1 de 87% y de la cepa 2 un 84.29% de igual

manera la cepa 19 dio un resultado de 84.80% caracterizandose por ser un género de Lactobacillus
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plantarum caracterizandose por la adherencia de colesterol en la superficie externa de los Lactobacillus sp.

durante la fermentacion, dando una variacion después de 24 h de incubacion entre las distintas cepas.

Finalmente Ruiz R et al., (2023) que la sintesis de enzimas BSH por bacteria BAL es uno de los principales
mecanismos que se ven involucrados en una mejora de la reduccion de colesterol y a su vez a la mejora de

resistencia de la célula en presencia de sales biliares.

Tabla 8.

Resultados obtenidos de la determinacion de reduccion de colesterol en presencia de sales biliares.

Cepa Muestra Inicial Muestra al final de la Porcentaje de
Absorbancia (540 nm) inoculacion colesterol.
Absorbancia (540 nm)
1 0.5422 0.0705 87%
20 0.5335 0.0838 84.29%
16 0.4388 0.0741 83.11%
2 0.4535 0.0800 82.35%
5 0.4494 0.8030 81.53%
29 0.3406 0.0785 79.96%
4 0.3455 0.0962 72.15%
21 0.5210 0.0826 84.14%
19 0.5081 0.0772 84.80%
7 0.4097 0.0745 80.54%

Nota: Elaboracion propia.
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones.

e Mediante el estudio realizado se demostrdo que las cepas probidticas BAL, como los géneros de
Lactobacillus sp, Weissella sp, y Leuconostoc sp, obtenidas de sustratos organicos de tema de
investigacion “Obtencion de cepas probioticas a partir de diferentes sustratos de origen organico
de la provincia de Santo Domingo de los Tsdachilas — Ecuador”, tiene un efecto significativo en la
reduccion de microorganismos patdgenos que se en encuentran en el tracto gastrointestinal en
bovinos, como Salmonella sp, Shigella sp y Enterococcus sp, atribuyéndose principalmente a la
produccion de acidos organicos, bacteriocinas y peréxido de hidrogeno, lo cual provocan una
disminucion en el pH promoviendo la exclusion competitiva de microorganismos. De igual manera
cepas como la 20, 16 y 1 mostraron una mejor efectividad en medios selectivos, destacandose por
su capacidad para una mejora de la microbiota y fortalecimiento de la inmunidad del huésped.
Teniendo en cuenta lo mencionado estos estudios reafirman el potencial de las cepas probidticas
como una estrategia sostenible para mejorar la salud del bobino y reducir la presencia de agentes

patogenos.

e La investigacion reveld que las 10 cepas probidticas analizadas no presentaron formacion de
biofilms o biopeliculas, lo que puede atribuirse a factores como la adhesion insuficiente y la
autoagregacion limitada, fundamentalmente para el inicio del desarrollo de biofilms. Aunque
algunas cepas como la 16 y 19 suelen asociarse en la formacién de biopeliculas, de igual manera
los resultados fueron negativos teniendo en cuenta las diferentes condiciones gastrointestinales,
como la abundancia de azlcares enzimas y microorganismos competitivos, dificultando asi este
proceso. De igual manera, las propiedades antimicrobianas de las bacterias BAL particularmente el
acido lactico, desempefian un papel clave en la inhibicion del crecimiento de patégenos como
E.coli, Helicobacter pylori y Salmonella sp, provocando un potencial entre las cepas probidticas

para modular la microbiota intestinal incluso sin la formacion de biopeliculas.
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Mediante los resultados obtenidos muestran que durante las primeras 6 horas, las 10 cepas
probidticas analizadas presentaron una disminucion de azucares reductores en comparacion con el
tiempo 0, indicando asi que las cepas utilizaron estos azucares como fuente de energia. Esto se
puede atribuir a la fase exponencial de crecimiento, lo cual provoca que se metabolicen los azlicares
para la produccién de acidos organicos de cadena corta AGCC, reduciendo el pH y limitando el
crecimiento de patégenos. Sin embargo, en los periodos posteriores, algunas cepas mostraron un
aumento en los niveles de azicares reductores, provocando la liberacion de oligosacaridos o
exopolisacaridos debido a la actividad de enzimas especificas, como ocurre en géneros de cepas
probidticas como Leuconostoc sp. y Weissella sp. Finalmente, en las ultimas horas, la acumulacion
de productos metabolicos AGCC podrian inhibir parcialmente la actividad bacteriana,
disminuyendo el consumo de azlicares reductores, causando una acumulacion temporal de estos en
el medio. Provocando asi un comportamiento dindmico entre el metabolismo bacteriano y las

condiciones ambientales.

Los resultados obtenidos confirman que las cepas probioticas evaluadas, especialmente aquellas
pertenecientes al géneros de Weissella sp y a la bacteria Lactobacillus plantarum, presenta una
notable capacidad para reducir los niveles de colesterol. Estos efectos se atributen principalmente
a la actividad de la enzima hidrolasa de sales biliares (BSH), la cual permite la desconjugacion de
acidos biliares y la eliminacion del colesterol durante la fermentacion. La resistencia de estas cepas
probidticas a condiciones extremas, como pH acido y la presencia de sales biliares, asegura su
viabilidad y eficiencia en el entorno del tracto gastrointestinal. Ademas, los porcentajes son
significativos tras 24 horas de incubacion reforzando su potencial como probiodticos funcionales

para mejorar la salud cardiovascular y regular los niveles de colesterol sérico in vivo.
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4.2. Recomendaciones.

Evaluar la viabilidad y colonizacion de las cepas probidticas en matrices alimentarias y condiciones
de campo, considerando factores como el almacenamiento y el uso de prebidticos, para optimizar

la eficiencia en la salud gastrointestinal de bovinos.

Probar diversas estrategias para una mejor adhesion de las cepas probioticas, para tener formacion
de biopeliculas, mediante la manipulaciéon de factores como la disponibilidad de nutrientes,

condiciones de cultivo con el fin duplicar las condiciones gastrointestinales del bobino.

Estudiar con mayor profundidad cada una de las cepas probidticas como la de los géneros
Leuconostoc sp y Weissella sp, para descomponer polisacaridos complejos y a su vez realizar

investigaciones adicionales sobre los efectos de los productos metaboélicos.

Evaluar el efecto sinérgico de combinacion de cepas con propiedades especificas para mejorar la
reduccion de colesterol y la tolerancia a las condiciones del tracto gastrointestinal, lo que podria

potenciar la eficiencia de los tratamientos probidticos.
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ANEXOS

Anexo 1.

Proceso de conteo de colonias y elaboracion de agar MRS, MacConkey, XLD.

Nota. Cada una de las cajas Petri se realizdo con agar MRS, MacConkey, XLD. Elaboraciéon Propia.

Anexo 2.

Proceso de conteo de colonias en agar MRS, XLD y MacConkey de la cepa 1.

Nota. De cada una de las 10 cepas con las diluciones 10 en los medios XLLD y MacConkey se realizaron
diluciones 103, 10* y 105, por otro lado, para el medio MRS se realizaron diluciones 105, 106 y 107

seguidamente del conteo de colonias. Elaboraciéon propia.
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Anexo 3.

Resultados de las competencias bacterianas de la CEPA 19.

1073 10+ 105 10-6 107
XLD Incontable Incontable 1 - -
MacConkey Incontable Incontable 29 - -
MRS - - 45 7 4

Nota. En los medios XLD y MacConkey se realizaron diluciones 103, 10 y 105, por otro lado, para el

medio MRS se realizaron diluciones 10-, 10 y 10-7. Elaboracion propia.

Anexo 4.

Resultados de las competencias bacterianas de la CEPA 21.

1073 10+ 105 10-6 107
XLD Incontable Incontable 70 - -
MAC Incontable Incontable 60 - -
MRS - - 55 20 2

Nota. En los medios XLD y MacConkey se realizaron diluciones 103, 10y 10, por otro lado, para el

medio MRS se realizaron diluciones 10-3, 10-% y 10-7. Elaboracion propia.

Anexo 5.

Resultados de las competencias bacterianas de la CEPA 7.

1073 10+ 105 10-¢ 107
XLD Incontable Incontable 13 - -
MAC Incontable 43 30 - -
MRS - - 30 14 2

Nota. En los medios XLD y MacConkey se realizaron diluciones 103, 10 y 103, por otro lado, para el

medio MRS se realizaron diluciones 105, 10 y 10”7, Elaboracion propia.
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Anexo 6.

Resultados de las competencias bacterianas de la CEPA 2.

1073 10+ 105 10-6 107
XLD Incontable Incontable 70 - -
MAC Incontable Incontable 60 - -
MRS - - 50 11 2

Nota. En los medios XLD y MacConkey se realizaron diluciones 103, 10 y 105, por otro lado, para el

medio MRS se realizaron diluciones 10-, 10 y 10-7. Elaboracion propia.

Anexo 7.

Resultados de las competencias bacterianas de la CEPA 4.

1073 10+ 105 10-6 107
XLD Incontable Incontable 100 - -
MAC Incontable 110 85 - -
MRS - - Incontable 50 4

Nota. En los medios XLD y MacConkey se realizaron diluciones 10-3, 10y 103, por otro lado, para el

medio MRS se realizaron diluciones 10-3, 10-% y 10-7. Elaboracion propia.

Anexo 8.

Resultados de las competencias bacterianas de la Cepa 20.

1073 10+ 105 10-¢ 107
XLD Incontable 50 20 - -
MAC Incontable 75 28 - -
MRS - - Incontable 25 2

Nota. En los medios XLD y MacConkey se realizaron diluciones 103, 10 y 103, por otro lado, para el

medio MRS se realizaron diluciones 105, 10 y 10”7, Elaboracion propia.
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Anexo 9.

Resultados de las competencias bacterianas de la Cepa 5.

1073 10+ 105 10-6 107
XLD Incontable Incontable 50 - -
MAC Incontable Incontable 44 - -
MRS - - Incontable 17 10

Nota. En los medios XLD y MacConkey se realizaron diluciones 103, 10 y 105, por otro lado, para el

medio MRS se realizaron diluciones 10-, 10 y 10-7. Elaboracion propia.

Anexo 10.

Resultados de las competencias bacterianas de la Cepa 1.

1073 10+ 105 10-6 107
XLD Incontable 70 10 - -
MAC Incontable 98 24 - -
MRS - - Incontable 13 4

Nota. En los medios XLD y MacConkey se realizaron diluciones 10-3, 10# y 103, por otro lado, para el

medio MRS se realizaron diluciones 10-3, 10-% y 10-7. Elaboracion propia.

Anexo 11.

Resultados de las competencias bacterianas de la Cepa 16.

1073 10+ 105 10-¢ 107
XLD Incontable 102 28 - -
MAC Incontable 100 20 - -
MRS - - Incontable 12 1

Nota. En los medios XLD y MacConkey se realizaron diluciones 103, 10 y 103, por otro lado, para el

medio MRS se realizaron diluciones 105, 10 y 10”7, Elaboracion propia.
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Anexo 12.

Resultados de las competencias bacterianas de la Cepa 29.

1073 10+ 105 10-6 107
XLD Incontable Incontable 75 - -
MAC Incontable 75 35 - -
MRS - - 85 15 1

Nota. En los medios XLD y MacConkey se realizaron diluciones 103, 10 y 105, por otro lado, para el

medio MRS se realizaron diluciones 10-, 10 y 10-7. Elaboracion propia.

Anexo 13.
Calculos demostrativos Calculo de UFC/mL
UFC
_L = Colonias * Volumen Extendido
UFC
—— = UFC * Volumen Extendido
mL
Anexo 14.

Calculo demostrativo de la Cepa 19

Diluciéon 105 XLD
UFC
‘mL
UFC

UCF
—— = 100000 %10 uL = 1 = 10°
mL mL

= 1% 100000 = 100000 UCF /mL

Dilucién 105 MacConkey

UFC
—— = 29% 100000 = 2900000 UCF /mL
mL
UF

C UCF
= 2900000 * 10 uL = 2.9 = 107
L mL

Dilucion 10> MRS

UFC
L 45 % 100000 = 4500000 UCF /mL

UFC UCF ;
—— = 4500000 * 10 uL = 4.5 10
mL mL
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Dilucién 10-¢ MRS
UFC

——=7%1000000 = 7000000 UCF /mL
mlL
U

FC UCF
= 70000000 * 10 uL = 7 x 107
L mL

Dilucion 107 MRS

FC
_L =4 % 10000000 = 40000000 UCF /mL
m
UFC UCF
—— = 40000000 %10 ul = 4 = 108
L mL

Anexo 15.

Proceso de obtencion de resultados de Biofilms o Biopeliculas en placa de 96 pocillos.

Nota. En cada cepa se realizé por triplicado. Elaboracion propia.
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Anexo 16.

Resultados de absorbancia a 540 nm de la reduccion de azicares reductores.

Cepa Oh 3h 6h 9h 12 h 15h
5 0.100 0.0258 0.0176 0.0436 0.0775 0.0783
19 0.154 0.0095 0.0053 0.0763 0.1623 0.1634
29 0.155 0.0242 0.0047 0.0476 0.0988 0.0632
20 0.103 0.0466 0.0267 0.4208 0.4666 0.3559
4 0.109 0.0495 0.0096 0.0450 0.0574 0.0613
16 0.120 0.0360 0.0158 0.0203 0.0309 0.1137
1 0.098 0.0217 0.0210 0.0507 0.1612 0.1280
2 0.120 0.0214 0.0059 0.0418 0.0733 0.1017
7 0.107 0.0493 0.0350 0.0640 0.0968 0.0857
21 0.118 0.0123 0.0088 0.0230 0.0273 0.0475

Nota. Se observa los resultados obtenidos en el espectrofotometro a una absorbancia de 540 nm.

Elaboracion Propia

Anexo 17.

Calculo demostrativo para generar la ecuacion de la curva de glucosa.

Curva De Glucosa

3.5
3
25
@©
[3)
€ 2
@©
e —
5 15 y=1.5594x-0.1203
3 R*=0.9923
<
]
0.5
0
0 0.5 1 1.5 2 2.5

Concentraciones g/L

Nota. La curva de calibracion de glucosa se realizéo por medio de una curva patrén con concentraciones

conocidas de glucosa (0.5-2 g/L). Elaboracion propia.
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Se sustituyo los valores de absorbancia de las 10 cepas.

Cdalculo demostrativo cepa 5
y=mx+b

y = 1.5594x — 0.1203
0.100 = 1.5594x — 0.1203
0.100 +0.1203 = 1.5594x

0.2203
=x
1.5594
x =0.1412
Anexo 18.
Proceso de obtencion de azucares reductores, des pues del método DNS.

}0 '__,' BJV » ?

Nota. De cada una de las 10 cepas probidticas se realizo por la técnica del acido 3,5-dinitrosalicilico

(DNS). Elaboracion propia.
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Anexo 19.

Proceso para obtener la reduccion de colesterol.

Nota. Mediante el proceso de centrifucacion de las cepas probioticas se obtuvd un sobrenadante, el
mismo que se llevo al espectrofotdmetro a una absorbacia de 540 nm, esto se realizé por cada cepa

probiotica.

Anexo 20.

Porcentaje de reduccion de colesterol

Calculo demostrativo.

Co

% de reduccion de colesterol =

Donde:
Co = es la concentracion de colesterol en el medio inicial.

Ct = es la concentracion de colesterol al final de la inoculacion.
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e Cepal

0.5422 — 0.0705
% de reduccion de colesterol = 0.5422 * 100 = 87%

Anexo 21.

Caracterizacion de Cepas Probidticas.

Cepa Identificacion Genero
Cepa 21 Leuconostoc mesenteroides
Cepa 19 Lactobacillus plantarum
Cepa 7 Leuconostoc mesenteroides
Cepa 4 Leuconostoc mesenteroides
Cepa 2 Weissella cibaria
Cepa 16 Lactobacillus plantarum
Cepa 5 Leuconostoc mesenteroides
Cepa 1 Weissella cibaria
Cepa 29 Leuconostoc mesenteroides
Cepa 20 Pediococcus pentosaceus

Nota. Cada cepa probidtica se idéntico para tener una mayor precision en el momento de poder discutir.

Elaboracion Propia.

Anexo 22.

Resultados de la caracterizacion de la cepa probioticas 20.
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CENTRO DE INVESTIGACION MICROBIOLOGICA "CIM"
CORDOWA 603 ¥ MENDIBURO, ED. K1 - PB - GUAYAQUIL

Telfs.: 04-256-1019 / 04-231-3696 / 04-230-9179/ 0995133333 / 0983477777
repores@|abcim.ec

RUC 0992644451001 UNICODIGD:27079

centrog,
q

EO;E gqn\"P

Dr. Henry Parra

Experiencia que genera conflanza.

ORDEN NO. 24122623
A.B. BAL

Fecha de ingreso: 2024-12-26 2:15PM GMT-05
Identificacion: CEPA 20 Fecha de impresion: 2025-01-12 3:38PM GMT-05
Médico: 1. MEDICO PARTICULAR

Informe de resultados

EXAMEN RESULTADO UNIDAD V. REFERENCIA
MICROBIOLOGIA

IDENTIFICACION DE BACTERIAS POR MALDI TOF (Muesira externa)
IDENTIFICACION POR MALDI TOF

GERMEN IDENTIFICADO PEDIOCOCCUS pentosaceus
SCORE 2.02

Resultadas
i ]

e k'll_‘l:l: J_':rl'.'l-\ ri
~ Microbidlogo
CENTRO DE INVESTIGACION
MICROBIOLOGICA
Dr. Henry Junior Parra Vera

Cl# 0913233904
REG. SANT. 4061

Nota. Cada una de las cepas probidticas se llevo a caracterizar en el centro de investigacion de

microbiologia “CIM”. Adaptado de CIM (2024)
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Anexo 23.

Resultados de la caracterizacion de la cepa probidtica 1.

ag\wiﬂ\ﬂ %

gentro q.;
K

Dr. Hanry Parra

Experiencia gue genera confianag,

ORDEN NO. 24122613
ABBAL

I Identificacion: CEPA 1

CENTRO DE INVESTIGACION MICROBIOLOGICA "CIM"
CORDOVA 603 Y MENDIBURO, ED. K1 - PB - GUAYAQUIL

Telfs.: 04-256-1019 / 04-231-3696 / 04-230-9179 / 0995133333 / 0983477777
repores@labcim.ec

RUC 0992644451001 UNICODIGO:27079

Fecha de ingreso: 2024-12-26 1:34PM GMT-05
Fecha de impresidn: 2025-01-01 4:01PM GMT-05
Médico: 1. MEDICO PARTICULAR

Informe de resultados

UNIDAD V. REFERENCIA

EXAMEN

IDENTIFICACION DE BACTERIAS POR MALDI TOF (Muestra externa)

IDENTIFICACION POR MALDI TOF
IDENTIFICACION DE MUESTRA

GERMEN IDENTIFICADO
SCORE

RESULTADO
MICROBIOLOGIA

1
ABBAL CEPA 1

WEISSELLA cibaria

2.05
Validado por: Msc. Lenay Barrera

CENTRO DE INVESTIGACION
MICROBIOLOGICA
Dr. Henry Junior Parra Vera
Cl# 0913232904
REG. SANT. 4081

Nota. Cada una de las cepas probioticas se llevo a caracterizar en el centro de investigacion de

microbiologia “CIM”. Adaptado de CIM (2024).
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Anexo 24.

Resultados de la caracterizacion de la cepa probiotica 5.

gentro g
%,
'

€9/501010°

Dr. Henry Parra
Experiencia que genera confianza.

ORDEN NO. 24122616
ABBAL

I Identificacion: CEPAS

Informe de resultados

@S09%gin CENTRO DE INVESTIGACION MICROBIOLOGICA "CIM"
@ CORDOVA 603 Y MENDIBURO, ED. K1 - PB - GUAYAQUIL
Telfs.: 04-256-1019 / 04-231-3696 / 04-230-9179 / 0995133333 / 0983477777

reportes@labcim.ec
RUC 0992644451001 UNICODIGO:27079

Fecha de ingreso: 2024-12-26 1:41PM GMT-05
Fecha de impresion: 2025-01-01 4:03PM GMT-05
Médico: 1. MEDICO PARTICULAR

EXAMEN RESULTADO
MICROBIOLOGIA

IDENTIFICACION DE BACTERIAS POR MALDI TOF (Muestra externa)
IDENTIFICACION POR MALDI TOF

IDENTIFICACION DE MUESTRA ABBAL CEPA 5
GERMEN IDENTIFICADO Leuconostoc mesenteroides
SCORE 2.021

Resultados

UNIDAD V. REFERENCIA

Validado por: Msc. Lenay Barrera

Dr \'IE‘IZVL'MIA\/;' ra
Microbidlogo
CENTRO DE INVESTIGACION
MICROBIOLOGICA
Dr. Henry Junior Parra Vera
Cl# 0913233904
REG. SANT. 4061

Nota. Cada una de las cepas probidticas se llevd a caracterizar en el centro de investigacion de

microbiologia “CIM”. Adaptado de CIM (2024)
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Anexo 25.

Resultados de la caracterizacion de la cepa probiotica 16.

CENTRO DE INVESTIGACION MICROBIOLOGICA "CIM"
CORDOVA 603 ¥ MENDIBURO, ED. K1 - PB - GUAYAQUIL

Telfs.: 04-256-1019 / 04-231-3696 / 04-230-9179/ 0995133333 / 09834777717
reportes@labecim.ec

RUC 0992644451001 UNICODIGO:27079

ygacig
qe‘-"‘ 9 n 1y,

)

Dr. Henry Parra

Experiencia que genera confianza.

ORDEN NO. 24122618

ABBAL
Fecha de ingreso: 2024-12-26 1:43PM GMT-05
Identificacién: CEPA16 Fecha de impresion: 2025-01-01 4:00PM GMT-05
Médico: 1. MEDICO PARTICULAR

Informe de resultados

EXAMEN RESULTADO UNIDAD V. REFERENCIA
MICROBIOLOGIA

IDENTIFICACION DE BACTERIAS POR MALDI TOF
IDENTIFICACION POR MALDI TOF

IDENTIFICACION DE MUESTRA ABBAL
GERMEN IDENTIFICADO LACTOBACILLUS plantarum
SCORE 2.00
Validado por: Msc. Lenay Barrera
Resultados

Dr {Téenry Barr i Vera

" Microbidlogo

CENTRO DE INVESTIGACION
MICROBIOLOGICA
Dr. Henry Junior Parra Vera
Cl# 0913233904
REG. SANT. 4061

Nota. Cada una de las cepas probioticas se llevd a caracterizar en el centro de investigacion de

microbiologia “CIM”. Adaptado de CIM (2024)
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Anexo 26.

Resultados de la caracterizacion de la cepa probiotica 2.

SN0 g, CENTRO DE INVESTIGACION MICROBIOLOGICA "CIM"
CORDOVA 603 Y MENDIBURO, ED. K1 - PB - GUAYAQUIL

Telfs.: 04-256-1019 / 04-231-3696 / 04-230-9179 / 0995133333 / 0983477777
reportes@labcim.ec

RUC 0992644451001 UNICODIGO:27079

(>

centro de,
2,

Dr. Henry Parra

Experiencia que genera confianza.

ORDEN NO. 24122622

BACTERIA ACIDO LACTICA
Fecha de ingreso: 2024-12-26 2:14PM GMT-05

Identificacion: CEPA 2 MDGM Fecha de impresion: 2025-01-01 4:00PM GMT-05
Meédico: 1. MEDICO PARTICULAR

Informe de resultados

EXAMEN RESULTADO UNIDAD V. REFERENCIA
MICROBIOLOGIA

IDENTIFICACION DE BACTERIAS POR MALDI TOF (Muestra externa)
IDENTIFICACION POR MALDI TOF

IDENTIFICACION DE MUESTRA BACTERIA ACIDO LACTICA CEPA
2 MDGM

GERMEN IDENTIFICADO WEISSELLA cibaria

SCORE 215

Validado por: Msc. Lenay Barrera

Resultados

i)

Dr {Ténry Parra Vera
~ Microbidlogo

CENTRO DE INVESTIGACION
MICROBIOLOGICA
Dr. Henry Junior Parra Vera
Cl# 0913233904
REG. SANT. 4061

Nota. Cada una de las cepas probioticas se llevo a caracterizar en el centro de investigacion de

microbiologia “CIM”. Adaptado de CIM (2024)
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Anexo 27.

Resultados de la caracterizacion de la cepa probiotica 4.

CENTRO DE INVESTIGACION MICROBIOLOGICA "CIM"
CORDOVA 603 Y MENDIBURO, ED. K1 - PB - GUAYAQUIL

Telfs.: 04-256-1019 / 04-231-3696 / 04-230-9179 / 0995133333/ 0983477777
reportes@labcim.ec

RUC 0892644451001 UNICODIGO:27079

x\gacion
K ;

)

Gem ro d@,
“,
>

2916010 °

Dr. Henry Parra

Experiencia que genera confianza.

ORDEN NO. 24122621

BAL MDGM
Fecha de ingreso: 2024-12-26 2:06PM GMT-05
Identificacion: CEPA 4 Fecha de impresion: 2025-01-01 4:00PM GMT-05
Médico: 1. MEDICO PARTICULAR
Informe de resultados
EXAMEN RESULTADO UNIDAD V. REFERENCIA

MICROBIOLOGIA

IDENTIFICACION DE BACTERIAS POR MALDI TOF (Muestra externa)
IDENTIFICACION POR MALDI TOF

IDENTIFICACION DE MUESTRA BAL-MDGM CEPA 4
GERMEN IDENTIFICADO Leuconostoc mesenteroides
SCORE 2.01

Validado por: Msc. Lenay Barrera

Dr \-nut\; Parri v era

~ Microbidlogo

CENTRO DE INVESTIGACION
MICROBIOLOGICA
Dr. Henry Junior Parra Vera
CI# 0913233904
REG. SANT. 4061

Nota. Cada una de las cepas probioticas se llevo a caracterizar en el centro de investigacion de

microbiologia “CIM”. Adaptado de CIM (2024)
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Anexo 28.

Resultados de la caracterizacion de la cepa probiotica 29.

Dr. Henry Parra

Experiencia que genera confianza.

ORDEN NO. 24122611
MD6M

I Identificacion: BAL

Informe de resultados

CORDOVA 603 ¥ MENDIBURO, ED. K1 - PB - GUAYAQUIL

qeﬁ““aCE"”ay, CENTRO DE INVESTIGACION MICROBIOLOGICA "CIM"
c.
Telfs.: 04-256-1019 / 04-231-3696 / 04-230-9179 / 0995133333 / 0983477777

reportes@labeim.ec
RUC 0992644451001 UNICODIGO:27079

Fecha de ingreso: 2024-12-26 1:13PM GMT-05

Fecha de impresion: 2025-01-01 4:01PM GMT-05
Meédico: 1. MEDICO PARTICULAR

EXAMEN RESULTADO
MICROBIOLOGIA

IDENTIFICACION DE BACTERIAS POR MALDI TOF (Muestra externa)
IDENTIFICACION POR MALDI TOF

IDENTIFICACION DE MUESTRA MD6M
GERMEN IDENTIFICADO Leuconostoc mesenteroides
SCORE 2.10

Resultados

UNIDAD V. REFERENCIA

Validado por: Msc. Lenay Barrera

Dr \'I!l;; Barri Vera

Microbidlogo

CENTRO DE INVESTIGACION
MICROBIOLOGICA
Dr. Henry Junior Parra Vera
Cl# 0913233904
REG. SANT. 4061

Nota. Cada una de las cepas probioticas se llevo a caracterizar en el centro de investigacion de

microbiologia “CIM”. Adaptado de CIM (2024)

56



Anexo 29.

Resultados de la caracterizacion de la cepa probiotica 7.

CENTRO DE INVESTIGACION MICROBIOLOGICA "CIM"
CORDOVA 603 Y MENDIBURO, ED. K1 - PB - GUAYAQUIL

Telfs.: 04-256-1019 / 04-231-3696 / 04-230-9179 / 0995133333 / 0983477777
reportes@labcim.ec

RUC 0992644451001 UNICODIGO:27079

e.}\gac"dn
&

Yy,

@)

)
©a8. 9|0\.q°

centro gg i
&/

Dr. Henry Parra

Experiencia que genera confianza,

ORDEN NO. 24122615

MD6M
Fecha de ingreso: 2024-12-26 1:39PM GMT-05
Identificacion: CEPA7 Fecha de impresion: 2025-01-01 4:01PM GMT-05
Médico: 1. MEDICO PARTICULAR

Informe de resultados

EXAMEN RESULTADO UNIDAD V. REFERENCIA
MICROBIOLOGIA

IDENTIFICACION DE BACTERIAS POR MALDI TOF (Muestra externa)
IDENTIFICACION POR MALDI TOF

IDENTIFICACION DE MUESTRA MD6M CEPA 7
GERMEN IDENTIFICADO Leuconostoc mesenteroides
SCORE 2.03
Validado por: Msc. Lenay Barrera

Resultados

et -
Dr {Ténry Parrd Vera

Microbidlogo

CENTRO DE INVESTIGACION
MICROBIOLOGICA
Dr. Henry Junior Parra Vera
Cl¥# 0913233904
REG. SANT. 4061

Nota. Cada una de las cepas probidticas se llevd a caracterizar en el centro de investigacion de

microbiologia “CIM”. Adaptado de CIM (2024)
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Anexo 30.

Resultados de la caracterizacion de la cepa probiotica 19.

CENTRO DE INVESTIGACION MICROBIOLOGICA "CIM"
CORDOVA 603 Y MENDIBURO, ED. K1 - PB - GUAYAQUIL

aci
N9%i0n
&
s Telfs.: 04-256-1019 / 04-231-3696 / 04-230-9179 / 0995133333 / 0983477777
2 reportes@labcim.ec
% RUC 0992644451001 UNICODIGO:27079
o

Dr. Henry Parra
Experiencia que genera confianza.

ORDEN NO. 24122614

mdém
Fecha de ingreso: 2024-12-26 1:36PM GMT-05
Fecha de impresion: 2025-01-01 4:01PM GMT-05
Médico: 1. MEDICO PARTICULAR

I Identificacion: cepa19

Informe de resultados

EXAMEN RESULTADO UNIDAD V. REFERENCIA
MICROBIOLOGIA
IDENTIFICACION DE BACTERIAS POR MALDI TOF (Muestra externa)
IDENTIFICACION POR MALDI TOF
IDENTIFICACION DE MUESTRA CEPA MDé&M
GERMEN IDENTIFICADO LACTOBACILLUS plantarum
SCORE 2.03
Validado por: Msc. Lenay Barrera
Resultados
Dr .-u‘-i Perri Vera
~ Microbidlogo

CENTRO DE INVESTIGACION
MICROBIOLOGICA
Dr. Henry Junior Parra Vera
Cl# 0913233904
REG. SANT. 4061

Nota. Cada una de las cepas probioticas se llevd a caracterizar en el centro de investigacion de

microbiologia “CIM”. Adaptado de CIM (2024)
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Anexo 31.

Resultados de la caracterizacion de la cepa probiotica 21.

CENTRO DE INVESTIGACION MICROBIOLOGICA "CIM"

x\gacio,
&° 4'/6
0\0 . CORDOVA 603 Y MENDIBURO, ED. K1 - PB - GUAYAQUIL
T % Telfs.: 04-256-1019 / 04-231-3696 / 04-230-9179 / 0995133333 / 09834777717
2 > reportes@labcim.ec
% g RUC 0992644451001 UNICODIGO:27079
3

Dr. Henry Parra

Experiencia que genera confianza.

ORDEN NO. 24122617

MD6M
Fecha de ingreso: 2024-12-26 1:42PM GMT-05
Identificacion: CEPA21 Fecha de impresion: 2025-01-01 4:01PM GMT-05
Médico: 1. MEDICO PARTICULAR

Informe de resultados

EXAMEN RESULTADO UNIDAD V. REFERENCIA

MICROBIOLOGIA

IDENTIFICACION DE BACTERIAS POR MALDI TOF (Muestra externa)
IDENTIFICACION POR MALDI TOF

IDENTIFICACION DE MUESTRA CEPA MD6M
GERMEN IDENTIFICADO Leuconostoc mesenteroides
SCORE 2.010
Validado por: Msc. Lenay Barrera
Resultados
5

Dr w!r; Parra Vera
Microbidlogo
CENTRO DE INVESTIGACION
MICROBIOLOGICA
Dr. Henry Junior Parra Vera
Cl# 0913233904
REG. SANT. 4061

Nota. Cada una de las cepas probioticas se llevd a caracterizar en el centro de investigacion de

microbiologia “CIM”. Adaptado de CIM (2024)
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