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RESUMEN

La listeriosis es una infeccion causada por Listeria monocytogenes que afecta
principalmente a la poblacion inmunocomprometida, debido a que el patdgeno se
encuentra en todas partes y contamina los alimentos de consumo; éste es un
problema relativamente desapercibido, por la baja tasa de morbilidad que
presenta. ., Numerosas investigaciones internacionales han demostrado que los
suplementos alimenticios comerciales que contienen Bacillus coagulans como

probidticos, presentan actividad inhibitoria contra Listeria monocytogenes. e,

El objetivo de ésta investigacion fue realizar una evaluacién in vitro de un
suplemento alimenticio comercial que contiene Bacillus coagulans como

probiotico para el tratamiento preventivo de listeriosis.

El suplemento alimenticio seleccionado son dulces masticables empacados
individualmente, comercializados en una bolsa de aluminio de 30 unidades; del

cual se realizé un muestreo que representa un 30% del producto.

El suplemento rotula que contiene 5.0x10*? UFC de B.coagulans/masticable; y se
le realizé un recuento bacteriano para determinar la concentracién real del
probiético. Se aisl6 e identificd el microorganismo probidtico asi como la Listeria
monocytogenes para el desarrollo de este estudio.

Posteriormente, se realiz0 el ensayo de antagonismo microbiano utlizando
suspensiones de concentracién estandarizada de probidtico y patdgeno. Como
patrén de comparacion se utilizaron discos antibiéticos Penicilina-G, Ampicilina 'y

Trimetroprim-Sulfametoxazol.



Adicionalmente se realizé un estudio de resistencia a las barreras bioldgicas de
acidez géstrica y sales biliares.

El resultado obtenido del recuento para determinar la concentracién de probiotico
en el suplemento fue de 2.0x10'2 UFC/masticable. Los microorganismos sujetos
a las pruebas de identificacion, resultaron ser Listeria monocytogens y Bacillus

coagulans.

Listeria monocytogenes demostré ser resistente o tener sensibilidad intermedia
ante la accion de Bacillus coagulans y al comparar la accién inhibitoria del
probidtico con los patrones (Penicilina G, Ampicilina y Trimetroprim-
Sulfametoxazol), se obtuvo un minimo de 39.29% y un maximo de 64.0% del

poder inhibitorio de los antibioticos.

La resistencia de Bacillus coagulans a la acidez gastrica y a las sales biliares fue
del 83.72% y 78.80%, respectivamente.

Se recomienda el consumo regular del suplemento alimenticio para garantizar el
efecto benéfico de Bacillus coagulans como tratamiento profilactico para

listeriosis.

La parte experimental de esta investigacion se realizd en el Laboratorio de
Alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la
Universidad de El Salvador durante el periodo de Julio a Septiembre del afio
2015.
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1.0 INTRODUCCION

De acuerdo con investigaciones internacionales, el microorganismo Bacillus
coagulans, posee actividad inhibitoria contra Listeria monocytogenes, por lo que
puede utilizarse como un tratamiento profilactico contra listeriosis, ya que ha

demostrado ser seguro para su ingesta como probiético.

La listeriosis, es un problema relativamente desapercibido, por su baja tasa de
morbilidad; sin embargo, la poblacién inmunocomprometida es muy susceptible
debido a que Listeria monocytogenes se encuentra en todas partes, por lo que

puede contaminar alimentos de consumo.

Por lo tanto, en la presente investigacion se realizo el analisis de un suplemento
alimenticio, constituido por dulces masticables presentados en forma de prismas
rectangulares, color violeta, empacados individualmente y contenidos en una
bolsa de aluminio plastificado con cierre hermético. La etiqueta del suplemento
rotula que contiene Bacillus coagulans como microorganismo probiético a una

concentracion de 5 billones de UFC por masticable.

La presente investigacion consistio en determinar si el suplemento alimenticio
contiene el microorganismo probiético Bacillus coagulans, comprobandose la
concentracion del probidtico por unidad masticable, mediante la técnica de
conteo en placa; posteriormente, se aislo el probidtico, para su identificacion.
Luego, se determind la actividad inhibitoria de B. coagulans vs L.
monocytogenes, previamente aislada e identificada, mediante un ensayo de
antagonismo microbiano segun la Técnica de Difusion en Agar, tomando como
patron de referencia, discos comerciales de papel filtro, que contienen los
antibidticos utilizados en el tratamiento de listeriosis, los cuales son: Penicilina G,

Ampicilina y Trimetroprim-Sulfametoxazol.
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Todo probidtico debe ser capaz de resistir a las barreras bioldgicas, por lo cual,
se cuantificd la resistencia del B. coagulans al someterlo a las pruebas de
supervivencia contra los acidos estomacales y las sales biliares; para

posteriormente proponerlo como tratamiento preventivo para listeriosis.

El resultado obtenido del recuento para determinar la concentracion de probiético
en el suplemento fue de 2.0x10'2 UFC/masticable. Los microorganismos sujetos
a las pruebas de identificacion, resultaron ser Listeria monocytogens y Bacillus

coagulans.

Listeria monocytogenes demostro ser resistente o tener sensibilidad intermedia
ante la accion de Bacillus coagulans y al comparar la accion inhibitoria del
probidtico con los patrones, se obtuvo un minimo de 39.29% y un méximo de

64.0% del poder inhibitorio de los antibioticos.

La resistencia de Bacillus coagulans a la acidez gastrica y a las sales biliares fue
del 83.72% y 78.80%, respectivamente.

Se recomienda el consumo regular del suplemento alimenticio para garantizar el
efecto benéfico de Bacillus coagulans como tratamiento profilactico para

listeriosis.

La parte experimental se realizé en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
en el Centro de Investigacidon y Desarrollo en Salud (CENSALUD) en el periodo
de Julio a Septiembre de 2015.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar in vitro un suplemento alimenticio comercial que contiene Bacillus

coagulans como probiético para el tratamiento preventivo de listeriosis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

2.2.2

2.2.3

224

2.2.5

Comprobar la concentracion del probiético en el suplemento

alimenticio comercial, utilizando la técnica de conteo en placa.

Aislar el probidtico Bacillus coagulans del suplemento alimenticio

comercial.

Identificar el probiético Bacillus coagulans en el suplemento
alimenticio comercial, por medio de morfologia macroscopica y
microscopica, tincion al Gram, y las pruebas metabdlicas de catalasa,

oxidasa y reduccion de nitratos.

Determinar la capacidad que tiene el microorganismo Bacillus
coagulans para inhibir el crecimiento de Listeria monocytogenes,

utilizando la prueba de antagonismo microbiano.

Cuantificar la resistencia a las barreras biolégicas (acidez gastrica y
sales biliares) del probidtico Bacillus coagulans aislado del

suplemento alimenticio.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Probidticos

3.1.1 Definicién de probidticos

El término probidticos tiene un origen etimoldgico del griego “pro bios” (por la
vida), y tiene un origen de mas de cien afios cuando Ddrderlein en 1892 y
subsecuentemente Metchnikoff en 1907, propusieron que las bacterias
formadoras de acido lactico a partir de azucares, deberian tener algunos efectos
beneficiosos para el organismo. Esta definicion ha sido revisada y cambiada

muchas veces a lo largo del tiempo.

El término probidtico, como tal, fue empleado por primera vez por Vergio en 1954,
cuando comparaba los efectos adversos que los antibiéticos ejercian sobre la
microbiota intestinal, con las acciones beneficiosas ejercidas por otros factores
gue no pudo determinar. Una década mas tarde, Lilly y Stillwell (1965) se referian
a los probidticos como microorganismos que promovian el crecimiento de otros
microorganismos. Fuller (1989) redefinié a los probidticos como “aquellos
suplementos alimenticios integrados por microorganismos vivos que afectan
beneficiosamente al hospedador que los consume mediante la mejora de su

equilibrio microbiano intestinal”.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS o WHO), la definicion
de probidtico es: «Microorganismos vivos que, cuando son suministrados en
cantidades adecuadas, promueven beneficios en la salud del organismo

huésped».
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En concordancia con las definiciones anteriores se ha propuesto una gama de
microorganismos que poseen actividad probidtica como se evidencia en el
Cuadro N° 1.

Cuadro N° 1: Microorganismos utilizados como probidticos en humanos y

animales. .,
Lactobacilus | Bifidobacterium Lactic acid bacteria Non lactic acid bacteria
spp. spp.
L. acidophilus | B. adolescentis | Enterococcus faecalis Bacillus cereus
L. amylovorus | B. animalis Enterococcus faecium Escherichia coli
L. casei B. bifidum Leuconostoc mesenteroides | Saccharomyces cerevisiae
L. crisparus B. breve Sporolactobacillus inulinus Saccharomyces boulardii
L. gallinarum B. infantis Bacillus coagulans
L. gasseri B. longum
L. johnsonii
L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri
L. rhamnosus

Sin embargo, entre los microorganismos a los que se les atribuyen caracteristicas
probidticas, y que ocupan el lugar mas destacado, se encuentran las bacterias
lacticas (productoras de acido lactico como producto final de su metabolismo) y
las bifidobacterias, entre estos dos grupos podemos mencionar:

Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis,
Pediococcus acidilactici, Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus,
Lactobacillus  acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri,
Propionibacterium freudenrichi, Streptococcus faecium y Lactobacillus

plantarum.

El género Bifidobacterium no estad relacionado filogenéticamente con las
bacterias lacticas, pero comparte con ellas diversas propiedades fisiologicas,

bioquimicas y ecoldgicas.
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3.1.2 Caracteristicas de los probioticos

Para que un microorganismo pueda considerarse como probiotico debe cumplir

con una serie de caracteristicas:

- Ser de origen humano, ya que, en teoria, las cepas aisladas de seres humanos
sanos, presentan una mayor facilidad para colonizar el intestino humano, y
probablemente, no sean patégenas. Para referirse a esta caracteristica, es
muy utilizado el acrénimo en inglés “Generally Recognized As Safe” (GRAS).
No obstante, se han utilizado probidticos de origen no humano, como
Saccharomyces cerevisiae, demostrandose su seguridad tras el consumo

regular por el hombre.

- Deben poseer tolerancia a las condiciones ambientales del tracto
gastrointestinal, ya que, si los microorganismos probioticos han de llegar viales
al intestino, es preciso que resista el pH gastrico, las enzimas digestivas y la

accion detergente e inhibidora de las sales biliares.

- Han de ser capaces de colonizar el intestino y producir efectos benéficos a
éste, con un tiempo corto de replicacion, y deben ser capaces de adherirse a
la mucosa intestinal para que tenga lugar la modulacion de la respuesta
inmune, asi como, la exclusién de microorganismos patdégenos, aunque esto
altimo puede deberse también a su capacidad de producir compuestos

antimicrobianos.

- Mantener la viabilidad y actividad en el alimento conductor o vector del

microorganismo. g,
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Ser estable en el almacenamiento y tener la capacidad de ser cultivado a

escala industrial.

Deben poseer una concentracion de células viables >10%UFC/g en el intestino
delgado y >10%8 UFC/g en el intestino grueso, ya que estas son las
concentraciones necesarias para obtener un efecto clinico; sin embargo, una
ingesta de 10° UFC/g ha sido sugerida como la minima para proveer efectos

terapéuticos. e,

Al alcanzar el intestino, deben ser capaces de permanecer alli durante un

corto periodo de tiempo en estado no proliferativo.

Debe poseer capacidad de adhesiéon a las células epiteliales de la mucosa
intestinal o directamente a la capa de mucus, para que puedan establecerse
como habitantes permanentes del tubo gastrointestinal. La importancia de este
requisito radica en que la adhesion a la mucosa intestinal, es el primer paso
en la colonizacion, y muchos autores lo consideran un prerrequisito para
ejercer efectos beneficiosos en el huésped, como la exclusién competitiva de

bacterias enteropatdgenas o la inmunomodulacion.

3.1.3 Mecanismo de accidn de los probidticos

La actividad probiotica, se conoce generalmente, como la sustitucién de las

bacterias patdégenas por bacterias benéficas para el organismo, la forma en que

los probidticos realizan esta sustitucion esta basada en una serie de mecanismos

moleculares que se desarrollan en el sitio de union del tracto gastrointestinal. Los

mecanismos que se conocen son los siguientes:
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3.1.3.1 Mejora de la funcion de barrera intestinal

El tracto gastrointestinal, cuenta con diferentes mecanismos que impiden la
insercion de compuestos o0 agentes potencialmente lesivos, dentro de ellos se
encuentra la formacion de una barrera fisica por la unién estrecha entre los
enterocitos y la formacion de moco; otro mecanismo, consiste en la produccién
de Inmunoglobulinas “A”, que son capaces de bloquear la unidon de
microorganismos patdgenos al epitelio intestinal, y forman también grandes
aglomerados de virus y bacterias que son atrapadas en el moco intestinal.

Las bacterias probidticas, se unen al epitelio intestinal y forman una barrera con
la que impiden la union de microorganismos patégenos y compiten con ellos por
los sitios de unidn, asi como por los sustratos disponibles, por lo tanto favorece

la eliminacion de los patégenos en las excreciones y evitando su replicacion.

3.1.3.2 Produccién de nutrientes para la funcién intestinal

Los acidos grasos de cadena corta principalmente el acetato, propionato y
butirato, generados principalmente en el intestino grueso, son productos de la
fermentacién realizada por las bacterias de la flora bacteriana comensal de los
carbohidratos ingeridos en la dieta humana, que no son digeridos en el intestino
delgado. Estos productos son la principal fuente de energia de los colonocitos
ayudando a su crecimiento y diferenciacion; ademas, poseen efectos troficos
sobre el epitelio intestinal, que ayudan a la recuperacion de la integridad del
epitelio en casos de alteraciones de la funcion de barrera, como es el caso de la
enfermedad inflamatoria intestinal.

Un ejemplo concreto de este tipo de mecanismo, es la produccion de
transglutaminasas por accion del butirato. Dichas enzimas tienen un papel

fundamental en la restauracion de la mucosa dafada.
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3.1.3.3 Efectos inmunomodulatorios

Se ha propuesto que los probi6ticos tienen un efecto inmunomodulador al actuar
sobre el Tejido Linfoide Asociado al Intestino (GALT); y aunque, se desconoce
como actuan especificamente, se sugiere que estimulan la produccion de
Inmunoglobulinas “A” y la activacion de las células “K”. También, se ha propuesto
la capacidad que tienen los probi6ticos en la actividad fagocitica de los linfocitos

intestinales y promover la proliferacién de linfocitos tipo “B”.

Cuadro N° 2: Efectos inmunomodulatorios de algunos probidticos.

Autor Probidtico Efecto
Kitazawa et al., 2001 Lactobacillus gasseri T Proliferacion células B
Sheih et al., 2001 Lactobacillus rhamnous HNOO1 T Capacidad fagocitica
Gill et al., 2001 Bifidobacterium lactis HNO19 T Capacidad fagocitica
Arunachalam et al., 2000 Bifidobacterium lactis HNO19 T Capacidad fagocitica
Yasui et al., 1999 Bifidobacterium breve f Pro“feerjﬂg:]& ellgf\\s B con
Marin et al., 1998 Streptococcus thermophilus T 1L-6, TNFa
Zalashko et al., 1997 Lactobacillus acidophilus Ke-10 TIL-2
Isolauri et al., 1995 Lactobacillus casei GG T Células secretoras 1gG

3.1.3.4 Competicién con bacterias patogenas

Uno de los mecanismos de accion implica la disminucion del pH del lumen
intestinal por la produccion de acidos organicos de cadena corta, como el lactato,
butirato, acetato y propionato, que son resultado del metabolismo bacteriano que
se origina de la fermentaciéon de los azucares consumidos en la dieta humana y
gue no son digeridos en el intestino delgado, aztucares mejor conocidos como

fibra dietética.
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Sin embargo, el mecanismo principal con el cual disminuyen la colonizacion de
las bacterias patdégenas es por la produccion de bacteriocinas, que son
sustancias producidas durante la fase estacionaria del crecimiento microbiano y
gue son responsables de inhibir el crecimiento de otras bacterias que compiten

por el sitio de unién al intestino.

Produccion WM Patogeno

sustancias

antimicrobianas SECIIEE: rrobiotico
Producciéon

nutrientes

Competicion
puntos uniéon
al epitelio

Incremento funcion barrera

Inmunomodulacion

Figura N° 1: Mecanismos de accién generales de los probi6ticos.

3.1.4 Probiéticos no pertenecientes al tracto gastrointestinal:

Formadores de esporas como probidticos.

Previamente se mencioné que idealmente una bacteria probidtica, debe ser parte
de la flora normal del intestino humano, ya que al ingerirse, la colonizacion del
intestino es mucho mas facil y descarta posibles interacciones perjudiciales con
el huésped. Sin embargo, un acercamiento mas pragmatico del concepto de

probidtico reconoce que la actividad probidtica deriva la accion que realiza la
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bacteria en diferentes sitios (incluyendo sitios no intestinales como la boca, el
estdbmago o el tracto vaginal) y una variedad de mecanismos, algunos de los
cuales no requieren de los atributos de la flora nativa, como lo es la habilidad de

adherirse a las células epiteliales o la colonizacion del tracto gastrointestinal.

Dentro de estos probiodticos no pertenecientes al tracto gastrointestinal, tenemos

a las bacterias formadoras de esporas del género Bacillus.

3.1.4.1 El género Bacillus.

Las bacterias del género Bacillus se presentan como células en forma de
pequefios bastones, a veces, en cadenas capaces de producir endosporas. La
esporangia, no difiere de las células vegetativas salvo en los casos donde la
espora es mayor al didmetro celular. Tal esporangia tiene forma de eje si la
espora se encuentra en el centro del citosol, o bien, obtienen forma similar a

palillos de tambor cuando es terminal.

La formacién de esporas sucede obedeciendo el mecanismo presentado en la
Figura N° 2.

El proceso de esporulacion inicia cuando las condiciones nutricionales se tornan
poco favorables, hay casi agotamiento de las fuentes de nitrégeno o de carbono

(o ambas), lo que constituye los factores mas significativos.

Desde el punto de vista morfologico, la esporulacion inicia con la formacion de
un filamento axil. El proceso continta con el plegamiento de la membrana, de
forma, que se produce una doble membrana cuyas superficies corresponden a la

superficie de sintesis de la pared celular de la envoltura celular.
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Figura N° 2: Proceso de formacion de espora en una bacteria del género
Bacillus.,

Los puntos de crecimiento se desplazan de manera progresiva hacia el polo de
la célula de forma que pueda englobar la espora en formacion.

Las dos membranas de la espora inician la sintesis activa de capas especiales
que formaran la envoltura celular: la pared de la espora y la corteza que se
encuentran fuera de las membranas en aposicion. En el nuevo citoplasma
aislado, muchas enzimas de la célula vegetativa sufren degradaciéon y son

sustituidas por un grupo de constituyentes singulares para la espora.
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Las bacterias del género Bacillus pueden presentar movilidad o no, dependiendo
si el microorganismo presenta flagelos del tipo peritrico. En general, son Gram-
positivos; sin embargo, algunas especies pueden presentarse como Gram-

variables o Gram-negativos.

La diferencia entre los bacilos Gram-positivos o Gram-negativos, radica en el
grosor de la pared celular formada por peptidoglucanos, macromoléculas
compuestas por estructuras alternadas de &cido N-acetiimuramico y N-
acetilglucosamina. El grosor de la pared celular de las bacterias Gram-positivas
puede ser hasta de cuarenta hojas de peptidoglucano, formando hasta un 50%
de la pared y aumentando su grosor significativamente. En el caso de las
bacterias Gram-negativas, estas solo constan de una o dos hojas de
peptidoglucano, formando solamente un 5-10% de la estructura de la pared; sin
embargo, esta ausencia de grosor es compensada con la formacién de una

membrana externa que afiade proteccion a las bacterias.

Usualmente, las bacterias pertenecientes al género Bacillus descomponen las
fuentes de nitrégeno para formar amoniaco, fermentan los carbohidratos con la
produccion de acidez moderada; algunas incluso son capaces de producir gas en

cantidades visibles.

3.1.4.2 Bacillus coagulans

El Bacillus coagulans es una especie del género Bacillus, que se aisla de
diferentes fuentes, como la leche; se presenta como bastones de tamario de 0.6
a 1.0 micrones de ancho y de 2.5 a 5.0 micrones de largo, es un microorganismo
gue presenta movilidad, es Gram positivo y a veces Gram Variable, se tife
uniformemente al observarlo al microscopio.«ESs un microorganismo formador de
esporas, y a diferencia de otras bacterias del género Bacillus, su espora se forma

en los polos del cuerpo bacteriano, lo que se denomina como espora terminal.



41

Bacillus coagulans crece Optimamente a temperaturas entre 33°C y 45°C; s un
microorganismo anaerobio facultativo preferentemente, aunque crece en
presencia normal de oxigeno (aerobio); es Catalasa positivo, por lo que le puede
producir oxigeno molecular a partir de peroxido de hidrogeno; es incapaz de
reducir nitratos a nitritos; y no posee citocromo-c oxidasa, por lo que no pueden
utilizar el oxigeno como fuente de energia en la cadena de transporte de
electrones, o bien, utilizan otra enzima citocromo para aportar electrones al

0Xigeno. ¢ us

El Cuadro N° 3, muestra las principales diferencias entre Bacillus coagulans con
otras bacterias del género Bacillus y con bacterias del género Lactobacillus:

Cuadro N° 3: Principales diferencias entre Bacillus coagulans y bacterias de los
géneros Bacillus y Lactobacillus.

Caracteristica B. coagulans Bacillus Lactobacillus
Catalasa + + -
Oxidasa - + -
Reduccidn de nitratos - +a -
Esporas + -
Motilidad + -[+
Produccion de &cido lactico + - +
Acido meso-diaminopimélico + + -1+

Bacillus coagulans, ha demostrado cumplir con varias de las caracteristicas para
que pueda clasificarse como bacteria probiética, ya que la FDA (Food and Drug
Administration), lo ha considerado como GRAS (Generally Recognized as Safe)

por sus siglas en inglés, que significa Generalmente Reconocido como Seguro.

(15) (22)

Ademas, presentan resistencia a las sales biliares con una tolerancia de débil
(crecimiento retardado, por al menos 40 minutos con respecto a un control) a
sensitiva (crecimiento retardado por al menos 60 minutos con respecto a un

control). ues
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De acuerdo a una investigacion con 4 cepas de B. coagulans, sometidas a pH de
2.5y 3.0, ninguna célula vegetativa fue capaz de sobrevivir en estas condiciones
de acidez. ., Por lo que su potencial probiotico se ve puesto en duda; sin
embargo, el estudio no toma en cuenta la capacidad del B. coagulans para formar
esporas, lo cual puede ser de gran importancia para su supervivencia a

condiciones extremas de acidez como lo es el pH estomacal.

Ademas, de tener potencial resistencia a las barreras biologicas, también
presenta actividad antimicrobiana por la produccién de sustancias inhibitorias,
como el 4cido lactico y una Sustancia Inhibitoria Similar a Bacteriocina llamada
“coagulina”, la cual es un polipéptido perteneciente a las bacteriocinas del tipo Il
a o llamadas “bacteriocinas similares a la pediocina”. La pediocina, es una
sustancia inhibitoria producida por la bacteria Pediococcus acidilactici y al
pertenecer al grupo Il de la clasificacion bioquimica y genética para las
bacteriocinas, se caracteriza por tener marcada actividad contra especies de

Listeria. e e

La coagulina, al igual que la pediocina, posee un mecanismo de accién para su
actividad contra las diferentes especies de Listeria el cual trabaja de la siguiente
manera: la coagulina es un polipéptido altamente hidrofobico, por lo que es capaz
de actuar sobre la membrana celular de la Listeria, lo hace adhiriéndose a la
superficie de la célula de una manera no especifica, luego se une a una estructura
similar a receptor que se encuentra en la membrana. Posteriormente, la
coagulina se inserta en la membrana y forma agregados o estructuras
oligoméricas, las cuales forman poros hidrofilicos, que permiten la salida de iones
y moléculas pequefias del contenido intracelular de las células de Listeria,;
resultando asi en la muerte celular, ya sea por lisis o simplemente por la salida

del contenido intracelular.
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3.2 Listeria monocytogenes

3.2.1 Generalidades de Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es una bacteria patégena para el ser humano cuya
infeccion principalmente se produce por la via alimentaria, se implico6 como
agente etioldgico en las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) a partir
de los afos 80. ., Se encuentra ampliamente distribuida tanto en el ambiente
terrestre (suelo, plantas, ensilaje, materia fecal, aguas residuales), como en el

ambiente acuicola, y también en lugares donde se procesan alimentos.

Este microorganismo se describié por primera vez en 1926 por Murray, Webb,
Swann como Bacterium monocytogenes debido a una epizootia en conejos y
cobayos de laboratorio que se caracterizaba por monocitisis, pero hasta en 1957,
el aleman Heinz Seeliger impuso el nombre Listeria monocytogenes, que se

utiliza hasta hoy. ¢,

3.2.2 Caracterizacion de Listeria monocytogenes

El género Listeria concentra numerosas especies: Listeria innocua, Listeria
welshimeri, Listeria seeligeri, Listeria ivanovii, Listeria grayi y Listeria

monocytogenes; solo esta Ultima se ha mostrado patégena al hombre.

Listeria monocytogenes, es una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa, no
esporulante con forma de baston, movil a 25 °C e inmovil a 37 °C, capaz de
sobrevivir a temperaturas extremas entre 1 °C y 45 °C con un 6ptimo a 37 °C. Se
le considera un patdgeno psicrotrofo, es decir, capaz de desarrollar a

temperaturas de refrigeracion.
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Las células tienen resistencia al frio, deshidratacion, concentraciones altas de
sal, desarrollando en concentraciones de un 10% y sobreviviendo a valores de
hasta 16-20% de NaCl. En cuanto al pH, desarrolla en un rango entre 4,4y 9,4;
también son muy tolerantes al 4cido estomacal. Esta tolerancia se debe a la
presencia del sistema enzimatico glutamato descarboxilasa (GAD). Por tanto,
puede superar la preservacion de alimentos y las barreras de seguridad de
manera que es un microorganismo patdégeno importante transmitido en los

alimentos. s es) o)

Presenta catalasa positiva y oxidasa negativa, ., es hemolitica y produce [3-
hemodlisis en placas de agar con sangre de ovejas o caballos. En la prueba CAMP
(Cristie, Atkinson, Munch, Peterson), en presencia de Staphylococcus aureus, es
positiva a B-lisina, genera una zona de hemolisis larga caracteristica en la union

de dos cultivos en la placa de agar con sangre. «,

Listeria monocytogenes posee flagelos peritricos, que le dan un volteo
caracteristica, la motilidad, que ocurre solo en un estrecho intervalo de
temperatura, cuando el organismo se cultiva entre 20 y 25 °C, la flagelina es a la
vez producido y montado en la superficie celular; pero la produccién de flagelina
se reduce notablemente a 37°C. Las colonias demuestran una caracteristica brillo

azul-verde con luz transmitida oblicuamente. .,

3.2.3 Patogénesis

Listeria monocytogenes ha sido aislada de una gran variedad de fuentes, como
agua dulce, agua salada, sumideros, suelos, polvo ambiental, silos, fertilizantes
y vegetacion en descomposicion; alimento para animales, alimentos crudos de
origen animal, incluidas aves frescas y congeladas, carnes roja, y productos

carnicos; pescado; productos lacteos crudos, como leche, quesos y helados;
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frutas y vegetales crudos; y a partir de heces de seres humanos sanos y
sintométicos, como también de otros animales. .;, No obstante, su principal habitat
es el suelo y la materia vegetal en descomposicion, en la cual sobrevive y crece
como saprofito. Debido a su amplia distribucion, este microorganismo tiene
muchas oportunidades de contaminar alimentos en distintos pasos de la
produccion alimentaria, siendo ésta la via mas frecuente por la que el ser humano

adquiere la infeccion.

La susceptibilidad del huésped juega un papel importante en la presentacion de
la enfermedad clinica tras la exposicion a Listeria monocytogenes. Por lo tanto,
la mayoria de los pacientes de listeriosis tienen un defecto fisioldégico o patolégico
gue afecta a la inmunidad mediada por células T, este justifica la clasificacién de
Listeria monocytogenes como un patdgeno oportunista. Los grupos en riesgo de
listeriosis son las mujeres embarazadas y los recién nacidos, los ancianos
(mayores de 55 afios) y adultos inmunocomprometidos o debilitados con
enfermedades subyacentes. La listeriosis en adultos no embarazadas esta
asociada en la mayoria de casos (0,75%) con al menos una de las condiciones
siguientes: neoplasias malignas (leucemia, linfoma o sarcoma) y la quimioterapia
antineoplasica, la terapia de inmunosupresor (el trasplante de 6rganos o el uso
de cortico-esteroides), enfermedad hepética crénica (cirrosis o alcoholismo),

enfermedad renal, diabetes y enfermedades del colageno (lupus). «

La cantidad de células capaces de causar infeccion varian entre individuos, entre
los cuales los inmunosuprimidos son los mas susceptibles, en base a datos
epidemiologicos, se estima que la dosis de infeccion es de 100 a 1000 células;
en individuos saludables la enfermedad es menos grave y se manifiesta como
gastroenteritis febril, y se requieren cantidades de 108 a 10'° UFC/g 6 UFC/mL

para causar la enfermedad. &,
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L. monocytogenes produce una toxina citolitica y hemolitica, llamada listeriolisina
O, que actia como un importante factor de virulencia. Se trata de una proteina
de 52 kD que se secreta a pH bajo y baja concentracion de hierro, condiciones
presentes en el interior del fagolisosoma. Cuando es fagocitado, el
microorganismo empieza a fabricar la listeriolisina, que se fija al colesterol y
rompe la membrana del fagolisosoma. Este puede ser el principal factor que
favorece su supervivencia intracelular, una de las caracteristicas patogénicas

mas definitorias de Listeria monocytogenes.

3.2.4 Ciclo infectivo de Listeria monocytogenes
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Figura N° 3: Ciclo de infeccion de Listeria monocytogenes.

Listeria monocytogenes es un parasito intracelular facultativo que penetra en el
hospedador a través del sistema digestivo, tanto del hombre como de los

animales.
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En los ultimos afos se han identificado un gran niumero de factores de virulencia
involucrados en los pasos clave del ciclo de vida intracelular de L.

monocytogenes.

El ciclo de infeccion de Listeria monocytogenes consta de cuatro etapas:
3.2.4.1 Entrada a las células del hospedero

3.2.4.2 Escape del fagosoma y desarrollo intracelular

3.2.4.3 Desplazamiento intracitoplasmatico

3.2.4.4 Diseminacion de célula a célula

3.2.4.1 Entrada alas células del hospedero

Después de la infeccion, Listeria monocytogenes pasa al estbmago indemne y
luego alcanza el intestino delgado. El glutamato descarboxilasa (GAD) ayuda a
que estas bacterias sobrevivan en el 4cido estomacal, mientras que la hidrolasa
de las sales biliares protege a la Listeria monocytogenes de la accion
antimicrobiana de las sales biliares. Las bacterias pasan rapidamente a través
del intestino via la placa de Peyer, que se localiza en el tejido linfatico, donde las
células M las fagocitan y permiten la translocacion bacteriana a la lamina propia

y luego a la circulacion sanguinea.

La internalizacién se lleva a cabo por la formacion de una vesicula fagosémica,
en esta participan dos proteinas de superficie denominadas internalina A (Inl A)
e internalina B (Inl B), cada una provoca un mecanismo de internalizacion de

Listeria monocytogenes diferente.

La internalina A, interviene en la adhesion e invasion de células epiteliales
polarizadas como las intestinales. ¢ El receptor en la célula epitelial, para la

internalina A es la proteina transmembranal E-caderina, glicoproteina
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transmembranal que contiene cinco dominios extracelulares de caderina
(Ectodominios, EC1-EC5) y un dominio intracitoplasmatico que regula la

adhesioén célula a célula y es dependiente de calcio.

La via de internalizacion mediada por las internalinas B esta basada en la
interaccion de estas con su receptor (Met), lo cual, da lugar a una cascada de
seflales que producen la internalizacion de Listeria, esto se da en células

epiteliales no polarizadas como los hepatocitos.

3.2.4.2 Escape del fagosoma y desarrollo intracelular

Una vez que Listeria monocytogenes ha ingresado a la célula hospedera, lleva a
cabo la lisis de la membrana vacuolar, con base en la accion de una potente
toxina formadora de poros: la listeriolisina O (LLO), reconoce el colesterol de
membrana, forma poros y favorece la lisis de la membrana del fagolisosoma,
emigrando al citosol de la célula hospedero, donde encuentra el medio favorable

para la multiplicacion. e,

Una vez la LLO perfora la membrana vacuolar, es reconocida por enzimas en el
citoplasma de las células y destruida antes de que pueda dafiar la membrana
celular. La LLO acttia como un estimulo inflamatorio induciendo activacion celular
endotelial, activacion neutrofilica y apoptosis, y es responsable de la b-hemdlisis

en agar sangre.

Cepas de Listeria monocytogenes no productoras de Listeriolisina O, pueden
sobrevivir dentro de las vacuolas de los fagocitos, pero no se pueden multiplicar

e infectar otras células debido a la incapacidad de escapar de las vacuolas. g,
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Dos tipos de fosfolipasas C sintetizadas por L. monocytogenes, las fosfolipasas
C fosfatidilinositol especificas (PI-PLC) de 33KDa, codificadas por el gen plcA 'y
las fosfolipasasas C fosfatidilcolina especificas (PC-PLC) de 29KDa, codificadas

por el gen plcB, juegan un papel importante en el poder invasivo. ,

Adicionalmente, Listeria monocytogenes produce catalasa y
superéxidodismutasa, dos enzimas que la protegen de la oxidacion
fagolisosdmica. Una vez que concretada la lisis del fagosoma, el microorganismo
se libera al citosol, en donde se multiplica con un tiempo de generaciéon de 50
minutos, lo que se considera una alta velocidad de crecimiento para un patégeno

intracelular.

3.2.4.3 Desplazamiento intracitoplasmatico

El movimiento intracelular tiene lugar como consecuencia de un ensamblaje
direccional de mondmeros de actina de la célula hospedadora en uno de los polos
de la bacteria, fendmeno aparentemente dirigido por la proteina de superficie Act
A (Actina A).De esta manera, la morfologia del microorganismo muestra
estructuras (actinicas) semejantes a la cola de un cometa. Consecuentemente la
polimerizacién de la actina aporta la fuerza locomotora para que Listeria
monocytogenes transite en el ambiente intracelular a velocidades de 0.05 a 0.3

Mm/seq. sy

3.2.4.4 Diseminacion de célula a célula

La polimerizacion polar de actina propulsa a L. monocytogenes por el citoplasma
en un movimiento aleatorio que hace que finalmente algunas bacterias alcancen
la periferia de la célula infectada. Alli éstas entran en contacto con la membrana
celular, haciendo protrusion hacia la célula colindante en evaginaciones

citoplasmicas que contiene en su extremo una bacteria. Estas estructuras
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invasoras son fagocitadas y la bacteria queda encerrada en un fagosoma de
doble membrana, en cuya disrupcion parece jugar un principal papel la lecitinasa.
Al ser un mecanismo que permite la diseminacion de la bacteria por los tejidos
del hospedador sin entrar en contacto con los efectores humorales del sistema

inmune, este fendbmeno es crucial en la patogénesis de la infeccion por Listeria.

Estas estructuras invasoras son fagocitadas y la bacteria queda encerrada en un
fagosoma de doble membrana, del cual procederd a escapar y a repetir los

eventos que protagoniz6 anteriormente.

3.2.5 Listeriosis

Listeriosis es una infeccién causada por Listeria monocytogenes, es un patdégeno
oportunista, que puede suponer un riesgo vital, con tasas de letalidad de 20
a 30%; afecta a las personas con circunstancias subyacentes graves (como
tratamiento inmunodepresor, VIH/SIDA y enfermedades crénicas, como la
cirrosis, que producen inmunodeficiencia), mujeres embarazadas; fetos o

nifos recién nacidos, y personas mayores.

Una caracteristica importante de la listeriosis transmitida por alimentos es que el
patbgeno puede multiplicarse a temperaturas de refrigeracion hasta alcanzar
cifras significativas, si transcurre suficiente tiempo. A pesar de que son muchos
y diversos los alimentos que pueden contaminarse con L. monocytogenes, las
epidemias y los casos esporadicos de listeriosis estan predominantemente
asociados a alimentos listos para el consumo, verduras, hortalizas, carnes

frescas o procesadas, mariscos, quesos, leches. g,
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3.2.6 Cuadro clinico de listeriosis &,

Las diversas manifestaciones clinicas asociadas a la listeriosis pueden agruparse

en dos categorias: listeriosis invasiva y listeriosis no invasiva.

- Listeriosis invasiva

Se refiere a los casos en que una infeccion inicial del tejido intestinaL por L.
monocytogenes deriva en la invasion de partes del organismo que habitualmente
son estériles, como el Utero gravido, el Sistema Nervioso Central o la sangre, o
combinaciones de éstos. La listeriosis invasiva se caracteriza por una tasa de
letalidad alta, de 20 a 30% Yy las infecciones pueden producir secuelas, aunque

la incidencia de éstas pocas veces se determina.

- Listeriosis no invasiva (conocida como gastroenteritis febril por listerias)

En estos casos se han observado en algunos brotes en los que la mayoria de los
casos presentaron sintomas de gastroenteritis, como diarrea, fiebre, cefalea y
mialgia, tras un periodo de incubacién corto. Estos brotes se han producido
generalmente tras la ingestién de dosis altas de L. monocytogenes por personas

previamente sanas.

3.2.7 Listeriosis durante el embarazo  us

Las mujeres embarazadas tienen una probabilidad aproximadamente 10 veces
mayor de contraer listeriosis que otros adultos sanos. Se estima que 1 de cada 7

mujeres embarazadas presentan casos de listeriosis.

Los sintomas pueden tardar unos dias o semanas en aparecer, los cuales son
similares a la influenza (gripe) y pueden incluir: fiebre, escalofrios, dolores
musculares, diarrea, malestar estomacal. Si la infeccion se propaga al sistema

nervioso, los sintomas pueden incluir: dolor de cabeza, cuello rigido, confusion y
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pérdida del equilibrio. En algunos casos mas graves, la listeriosis también puede

provocar la muerte de la madre.

La mayoria de las veces, las mujeres embarazadas infectadas con listeriosis son
asintométicas. Sin embargo, pueden transmitir la infeccidbn a sus bebés no
nacidos sin siquiera saberlo. Por esta razon, la prevencion de la listeriosis es muy

importante.

Durante el primer trimestre de embarazo, la listeriosis puede provocar abortos
espontaneos. A medida que el embarazo llega al tercer trimestre, la madre corre
mayores riesgos. La listeriosis también puede provocar partos prematuros,
nacimientos de bebés con bajo peso o la muerte de bebés. Los fetos que
contraen una infeccién tardia pueden desarrollar una amplia gama de problemas
de salud, incluidos retrasos mentales, paralisis, crisis epilépticas, ceguera o
trastornos cerebrales, cardiacos o renales. En los recién nacidos, la L.

monocytogenes puede provocar infecciones sanguineas y meningitis.

3.2.8 Diagnoéstico y tratamiento

Depende esencialmente de los siguientes factores: antecedentes de la madre,

manifestaciones clinicas y hallazgos bacteriol6gicos. .,

Antecedentes maternos: abortos, mortinatos, hijos de bajo peso al nacer,
infeccion ovular con o sin rotura prematura de membranas, cuadros febriles
maternos de causa desconocida y que se acompafian de mialgias durante el
tercer trimestre del embarazo, endometritis, meconio en liquido amnidtico,
alteracion de los latidos cardiofetales; deben hacer pensar al clinico en la

posibilidad de esta infeccion. La Listeria monocytogenes se ha encontrado en la
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secrecion vaginal de mujeres con antecedentes de aborto habitual en mas de un
70%.(12)

Las manifestaciones clinicas en el recién nacido, descritas anteriormente, son

variables y dependen del momento en que adquiere la enfermedad. .,

El diagnédstico definitivo se realiza a través de cultivos seriados positivos para
Listeria monocytogenes en sangre, Liquido Cefalorraquideo o liquido

amniotico.

La Listeria monocytogenes es un microorganismo sensible a penicilina,
ampicilina, eritromicina, trimetroprim-sulfametoxazol, cloramfenicol, rifampicina,
tetraciclinas, aminoglucésidos, imipenem, quinolonas y cefalosporinas. El
tratamiento de eleccion es la ampicilina o la penicilina por via intravenosa. Como
alternativa se recomienda el uso de trimetroprim-sulfametoxazol. Es conocido
que el tratamiento durante la fase de bacteriemia materna puede evitar la
infeccion neonatal. De acuerdo con estudios, los casos de aparicién antes de las
20 semanas tuvieron un peor pronostico en comparacioén con los de aparicién

mas tardia. .,

- En la mujer embarazada:

Se recomienda como tratamiento de eleccion alta dosis de Penicilina o de
Ampicilina, pero la respuesta suele ser pobre debido a la poca penetracion
celular. Trimetoprim-Sulfametoxazol parece que es mas efectivo, debido a las
altas concentraciones celulares. Pero éste esta contraindicado en el primer
trimestre del embarazo: Trimetoprim es teratogénico. En el Ultimo trimestre
tampoco debe usarse, ya que el Sulfametoxazol desplaza a la bilirrubina de la
albumina (kernicterus neonatal), por lo cual, también esta contraindicado en la

lactancia.
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Otra terapia alternativa seria la Gentamicina. El tratamiento debe ser siempre

combinado:

Penicilina G 240.000 a 320.000 U/kg/dia, cada 4 horas + Tobramicina 5 a 6
mg/kg/dia cada 8 horas.

Un plan alternativo, pero con menos ventajas, es usar Ampicilina + Gentamicina

en dosis similares.

- En individuos de edad avanzada, personas inmunocomprometidas y lactantes.
El tratamiento de eleccidn para Listeriosis en estos individuos es la Penicilina o
Ampicilina solas o asociadas a Gentamicina. La Eritromicina es una alternativa

en personas alérgicas a la penicilina y sus derivados.

Cabe sefialar que algunas publicaciones subrayan la ineficacia de la Penicilina,
pero los reportes sélo estan basados en fracasos terapéuticos; de hecho, los
farmacos mas utilizados para tratar la Listeriosis son ésta y la Ampicilina: la
combinacion Penicilina—Gentamicina logra efectos sinérgicos contra el
microorganismo, tanto in vitro como in vivo, por lo cual representa el tratamiento

estandar de la listeriosis humana.

Otra alternativa consiste en usar Trimetropin-Sulfametoxasol. La Listeriosis sin
tratamiento en estos grupos de pacientes casi siempre es mortal. Inclusive con
la terapéutica adecuada produce la muerte en 13 a 34% de los adultos con
Listeriosis sistémica aguda, en 15 a 50% de los lactantes con Listeriosis de inicio

temprano y en 10 a 20% de los lactantes con Listeriosis de inicio tardio.

La infeccion de los adultos inmunocompetentes suele ser leve y autolimitante por

lo tanto no requiere tratamiento. g,
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3.2.9 Epidemiologia

La Listeriosis puede presentarse esporadicamente o en epidemias; en ambas
situaciones, los alimentos tanto de origen animal (carnicos y lacteos) como de
origen vegetal (verduras, frutas y hortalizas) contaminados son los principales

vehiculos de transmision de Listeria monocytogenes. g,

Listeria  monocytogenes habia sido conocida por ser un microorganismo
patdbgeno para el ser humano, no fue hasta la década de 1980, que las
autoridades sanitarias reconocen que se ha ido convirtiendo en una de las
Enfermedades de Transmision Alimentaria (ETA) mas letal conocida, causando
gran alarma a nivel mundial a productores de alimentos, consumidores y

autoridades sanitarias. .

Los alimentos implicados con mayor frecuencia en los brotes de Listeriosis en el
hombre son los productos elaborados que no necesitan coccidén antes de su
consumo o al uso extensivo de la refrigeracién por el hombre. La conservaciéon y
la industrializacién de los alimentos trajeron como consecuencia algunos cambios

que dieron lugar a brotes masivos por Listeria en lugar de casos esporadicos.

Desde entonces han continuado reportdndose brotes causado por Listeria

monocytogenes en todo el mundo:

Nueva Escocia, Canada, en 1981. Brote causado por la ensalada de col que
involucré a 41 casos con 27 por ciento de mortalidad. Treinta y cuatro de ellos
fueron casos asociados con el embarazo, mientras que siete eran mujeres

adultas no embarazadas. .,

Oeste de Suiza, desde 1983 a 1987. Brotes asociados al consumo de queso

blando; ocurrieron un total de 122 casos: 65 casos se dieron en recién nacidos y
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mujeres embarazadas; y 57 casos en varones y en mujeres no embarazadas.
Todos los pacientes eran mayores de 18 afios de edad, de los cuales se aislo
Listeria de la sangre o del LCR. La tasa de mortalidad fue de 32%. ,

Los Angeles, 1985. Un brote de listeriosis se produjo en gran escala en el
condado de Los Angeles, California; debido al consumo de queso al estilo
mexicano. Se reportaron 142 casos de listeriosis en humanos, de los cuales 93
de ellos ocurrieron en mujeres embarazadas, y el resto de casos se produjeron
en mujeres adultas no embarazadas. Este brote provoc6 48 muertos, entre ellos
20 fetos, 10 neonatos y 18 mujeres no embarazadas. Una investigacion de la
planta de queso sugirié que el queso era comunmente contaminado por la leche

sin pasteurizar. La cepa del brote fue el serotipo 4b. .,

Estados Unidos, 1998 y 1999. Un brote multiestatal ocurrido en 11 estados, caus6
al menos 50 casos de listeriosis, de los cuales 6 adultos murieron y 2 mujeres
embarazadas tuvieron abortos espontaneos. El alimento contaminado vinculado
a este brote eran Hotdogs, cuyos aislamientos de Listeria monocytogenes fueron

de serotipo 4b. .,

Carolina del Norte, 2000 y 2001. Brote de listeriosis asociado al consumo de
gueso casero estilo mexicano, elaborado con leche sin pasteurizar, proveniente
de una lecheria local. Las personas afectadas eran inmigrantes mexicanos
residentes en E.U.A. De los 12 casos identificados, 11 eran mujeres con una
edad media de 21 afios (18-38 afios) y un hombre de 70 afios
inmunocomprometido. Diez de las mujeres estaban embarazadas y la infeccion
con L. monocytogenes dio lugar a 5 fetos muertos, 3 prematuros y 2 recién
nacidos infectados. La undécima mujer tenia 5 meses post parto cuando se
presentd en un hospital local con meningitis causada por L. monocytogenes, sin

haber tenido condicién médica pre-existente alguna. e
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De acuerdo con las estadisticas de los Centros para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC), estiman que se producen anualmente en los Estados
Unidos aproximadamente 1.600 enfermedades y 260 muertes debido a la
listeriosis. En 2013, la incidencia media anual de listeriosis en los Estados Unidos
fue de 0,26 casos por cada 100.000 personas. La listeriosis se observa
principalmente en paises industrializados, pero no se sabe si las diferencias entre
las incidencias en los paises desarrollados y en los paises menos desarrollados
se deben a diferencias geograficas verdaderas, a las diferentes costumbres
alimentarias y medios de conservacion de los alimentos, o a diferencias en las

practicas de diagnostico y notificacion. . e,

3.3 Efecto del Bacillus coagulans contra Listeria monocytogenes

Bacillus coagulans como parte del mecanismo probidtico de competicion con
bacterias patdgenas secreta una sustancia inhibitoria similar a bacteriocina
llamada “coagulina”, la cual es un polipéptido perteneciente a las bacteriocinas
del tipo lla conocidas como “bacteriocinas similares a la pediocina” nombradas
debido a la bacteriocina secretada por el microorganismo Pediococcus acidilactici
conocida como pediocina. La similitud de la coagulina con la pediocina radica en
que su estructura de aminoacidos es idéntica a la pediocina en 32 de 44
aminoacidos, ademas de la presencia de residuos de cisteina con dos puentes

disulfuros; esta estructura es necesaria para la actividad antimicrobiana. s, s,

La coagulina es un polipéptido altamente hidrofobico, por lo que es capaz de
actuar sobre la membrana celular de Listeria monocytogenes, lo hace
adhiriéndose a la superficie de la célula de una manera no especifica, luego se
une a una estructura similar a receptor que se encuentra en la
membrana.Posteriormente, la coagulina se inserta en la membrana y forma

agregados o estructuras oligoméricas las cuales forman poros hidrofilicos que



58

permiten la salida de iones y moléculas pequefias del contenido intracelular de
las células de Listeria monocytogenes; resultando asi en la muerte celular ya por

lisis o simplemente por la salida del contenido intracelular.
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Figura N° 4: Mecanismo de accion de coagulina en la membrana celular de
Listeria monocytogenes. .,

3.4 Fundamento de pruebas para la identificacion de Listeria

monocytogenes.

3.4.1 Pruebas presuntivas
3.4.1.1 Tincién de Gram .,

La tincion de Gram o coloracién de Gram es un tipo de tincién diferencial
empleado en Bacteriologia para la visualizacion de bacterias, sobre todo en
muestras clinicas. Debe su nombre al bacteridlogo danés Christian Gram, que
desarroll6 la técnica en 1884. Se utiliza tanto para poder referirse a la morfologia
celular bacteriana como para poder realizar una primera aproximacion a la

diferenciacion bacteriana, considerandose bacteria Gram positiva a las bacterias
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gue se visualizan de color morado, y bacteria Gram negativa a las que se

visualizan de color rosa o rojo.

El cristal violeta (colorante catidnico) penetra en todas las células bacterianas
(tanto Gram positivas como Gram negativas) a través de la pared bacteriana. El
lugol es un compuesto formado por Iz (yodo) en equilibrio con Kl (yoduro de
potasio) y Sl (Siulterio), los cuales estan presente para solubilizar el yodo, y
actuan de mordiente, haciendo que el cristal violeta se fije con mayor intensidad
a la pared de la célula bacteriana. El |2 entra en las células y forma un complejo

insoluble en solucién acuosa con el cristal violeta.

La mezcla de alcohol-acetona que se agrega, sirve para realizar la decoloracion,
ya que en la misma es soluble el complejo I2/cristal violeta. Los organismos Gram

positivos no se decoloran, mientras que los Gram negativos si lo hacen.

Para poner de manifiesto las células Gram negativas se utiliza una coloracién de
contraste. Habitualmente es un colorante de color rojo, como la safranina o la
fucsina. Después de la coloracion de contraste las células Gram negativas son

rojas, mientras que las Gram positivas permanecen violetas.

3.4.1.2 Sistema Optico de Henry

Consiste en examinar la placa con colonias sospechosas de Listeria spp.,
utilizando un haz de luz blanca, que debe alcanzar el fondo de la placa en un
angulo de 45° cuando se examina con esta luz oblicua, reflejada con una
posicion ocular directamente encima de la placa, ya sea a simple vista o con
ayuda de una lupa, las colonias de Listeria spp., se observan de color azul-

grisaceo a azul.
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3.4.1.3 Catalasa

El objetivo es buscar la presencia de la enzima catalasa, la cual, es capaz de
descomponer el peréxido de hidrégeno (agua oxigenada) en agua y oxigeno
molecular, lo cual infiere en la destruccion intrafagocitica mediada por radicales

téxico de oxigeno, con la consiguiente aparicion de burbujas.

Catalasa

2H,0,-5 2H,0 + O,

3.4.1.4 Prueba de hemoOlisis qess

Detecta la presencia de hemolisina, enzima que permite la clasificacion de los
Streptococcus en alfa (hemdlisis parcial, incompleta que torna color verdoso),
beta (hemdlisis total) y gamma hemoliticos (no existe hemdlisis). Muchas otras
bacterias, aparte de los Streptococcus, como por ejemplo Listeria, pueden tener
esta enzima. Se usa el cultivo para demostrar el grado de hemdlisis (hemolisis

beta) en la cual se puede observar claramente por detras de la siembra.

3.4.2 Pruebas semiconfirmatorias

3.4.2.1 MIO (MOVILIDAD-INDOL-ORNITINA) @ e

Esta prueba bioquimica permite identificar bacterias de acuerdo a su motilidad a

la reaccion del Indol a la descarboxilacion de la ornitina.
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3.4.2.2 Prueba CAMP e

La prueba Christie—Atkins—Munch—Peterson (CAMP) es una herramienta muy
atil que facilita la identificacion de las especies de Listeria spp., a partir de los

aislamientos.

Consiste en sembrar en estria una cepa R-hemolitica de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y de Rhodococcus equi ATCC 13071, formando unas
Unicas lineas rectas y paralelas, en una placa de agar sangre de oveja;
las estrias deben tener la suficiente separacion para permitir que las cepas
de Listeria de prueba y de control se puedan sembrar perpendicularmente,

entre los dos organismos indicadores, sin que los toquen.

La prueba positiva se evidencia por la presencia de una zona de potenciacion de
la hemdlisis en forma de puntas de flecha en el lugar donde se contactan las dos

estrias.

La prueba CAMP aprovecha la capacidad hemolitica de las distintas especies de

Listeria para su confirmacion.

Listeria producen un factor llamado CAMP (factor de monofosfato de adenina
ciclica) que aumenta la zona de hemdlisis producida por un estafilococo
productor de R-lisina.

3.4.3 Prueba confirmatoria

3.4.3.1 Pruebas API .,

La galeria API Listeria es un sistema estandarizado para la identificacion de

Listeria que utiliza ensayos miniaturizados, asi como una base de datos
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especifica. La lista completa de las bacterias que pueden identificarse utilizando
este sistema esta indicada en el Cuadro N° 7 (Ver Anexo N° 5)

Principio
La galeria API Listeria consta de 10 microtubos que contienen substratos
deshidratados, y permiten la realizacion de ensayos enzimaticos o de

fermentacion de azucares.

Las reacciones que se producen durante la incubacion se traducen en cambios
de color, bien espontaneos o bien provocados mediante la adicion de reactivos.

La lectura de estas reacciones se realiza con la ayuda del Cuadro N° 6,
Identificacion de las reacciones de pruebas API® Listeria; y la interpretacion se
realiza tras consultar la lista de perfiles numéricos (Cuadro N° 7) o con la ayuda

de un software de identificacion.

Las pruebas que consta la galeria son las siguientes: DIM (Substrato enzimatico),
ESC (Esculina, Citrato férrico), aMAN (4-nitrofenil-aD-manopiranosida), DARL
(D-Arabitol), XYL (D-Xilosa), RHA (L-Rhamnosa), MDG (Metil-aD-
glucopiranosido), RIB (D-Ribosa), G1P (Glucosa-1-Fosfato), TAG (D-Tagatosa).

3.5 Fundamento de pruebas para la identificacién de Bacillus coagulans
3.5.1 Prueba de Oxidasa g a0

La prueba de oxidasa es una prueba usada en microbiologia para determinar si
una bacteria produce alguna de las citocromo c oxidasas. La prueba hace uso de
discos impregnados con el reactivo N,n,n,n-tetrametil-p-fenilendiamina (TMFD o
Reactivo de Kovac's) o N,N-Dimetil-p-fenilendiamina (DMFD), el cual también es
un indicador redox. El reactivo pasa de azul oscuro a granate al ser oxidado, y se

vuelve transparente al ser reducido. Las bacterias oxidasa positiva poseen


http://es.wikipedia.org/wiki/Citocromo_c_oxidasa
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=N,n,n,n-tetrametil-p-fenilendiamina&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=N,N-Dimetil-p-fenilendiamina&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Redox
http://es.wikipedia.org/wiki/Granate_(color)

63

citocromo oxidasa o indofenol oxidasa; una hemoproteina que contiene dos
moléculas de Hemo A y cada una contiene un atomo de hierro que varia en sus
valencias entre Fe®* y Fe?* y dos atomos de cobre (Cu?*) asociados con la
actividad de citocromo oxidasa y la reaccion de electrones con el oxigeno

molecular.

Las enzimas citocromo oxidasa catalizan el transporte de electrones de
compuestos donantes (NADH) a receptores de electrones (por lo general el
oxigeno). En la prueba, el reactivo TMFD actia como donante artificial de
electrones para la enzima oxidasa. El reactivo oxidado forma el compuesto
coloreado de indofenol azul. El sistema citocromo esta normalmente presente
solo en los organismos aerobios capaces de usar el oxigeno como aceptor final
de hidrégeno. El producto final de este metabolismo puede ser agua o peroxido
de hidrogeno. También una reaccion positiva de oxidasa evidencia la presencia
de microorganismos que son capaces de crecer en presencia de oxigeno y

producir la enzima catalasa.

3.5.2 Prueba de Reducciéon de Nitratos g,

La reduccion de nitrato (NO%) a nitrito (NO?) y a nitrégeno gaseoso (N2) por lo
comun se produce en condiciones de anaerobiosis, en las cuales un
microorganismo produce oxigeno a partir del nitrato. El oxigeno actia como
aceptor final de electrones a fin de proporcionar energia en un ambiente
anaerobio. El proceso de reduccion de nitrato a nitrégeno gaseoso u 6xido nitroso

(N20) se denomina desnitrificacion.

En el proceso de desnitrificacion, puede acumularse 6xido nitroso (intermediario)
si la concentracién de nitrato es alta; cuando la concentracion de nitrato es baja,

el oxido nitroso es reducido con posterioridad a nitrogeno molecular. En la


http://es.wikipedia.org/wiki/NADH
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reduccion de nitratos pueden ocurrir diversos procesos para la utilizacion de los
productos finales obtenidos; por consiguiente, en la prueba de reducciéon de
nitratos, la reduccion se evidencia por la presencia de un producto final catabdlico

o por la ausencia de nitrato en el medio.

Para la prueba de reduccion de nitratos se utilizan medios de cultivo que en su
composiciéon posean una fuente de nitrato como lo es el KNOs (Nitrato de
potasio). Para evidenciar la reaccion se utilizan dos reactivos: N,N-Dimetil-a-
naftilamina disuelta en Acido acético glacial 5N y acido sulfanilico (acido p-
aminobenceno sulfénico) disuelto en Acido acético glacial 5N.

La formacion de gas en el medio de cultivo es evidencia de la reduccion de nitrato,
sin embargo, si el microorganismo es fermentador, la presencia de gas no es un
resultado confirmatorio por lo que es necesario afadir los reactivos anteriormente

mencionados, en partes iguales.

La presencia de una coloracién roja dentro de 1-2 minutos denota una prueba
positiva. La reaccion evidencia la presencia de nitritos en el medio los cuales
reaccionan con el acido sulfanilico y dimetil- a-naftilamina para formar un
compuesto diazonio coloreado (p-sulfobenceno-azo-a-naftilamina). Si no se
desarrolla color, es necesario posteriormente afiadir unos 20 mg de polvo de cinc
(Zn) puro, si aparece una coloracion roja dentro de 5-10 minutos, el resultado se
considera negativo, ya que el cinc metalico reacciona con los nitratos presentes
en el medio, por lo que el microorganismo no es capaz de reducir los nitratos
como fuente de energia. Sin embargo, si no hay desarrollo de color al afiadir cinc
metalico, el microorganismo ademas de reducir los nitratos a nitritos, es capaz de
reducir los nitritos a nitrdgeno molecular, que solo se evidencia en la produccion

de gas.
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3.6 Medios selectivos utilizados.

Un medio de cultivo esta constituido de un gel (Agar) o una solucién (caldo) que
cuenta con los nutrientes necesarios para permitir, en condiciones favorables de
pH y temperatura, el crecimiento de microorganismos. Los medios de cultivo
sélidos, son llamados agares debido a que en su composicion se encuentra una
gelatina de origen vegetal conocida como agar-agar la cual es un extracto coloidal
hidrofilico proveniente de las algas Gelidium cartilagineum, Gracilaria

confervoides y algas relacionadas de la clase Rhodophyceae. 4«

Para que las bacterias crezcan adecuadamente en un medio de cultivo artificial
debe reunir una serie de condiciones como son: temperatura, grado de humedad
y cantidad de oxigeno adecuado, asi como un grado correcto de acidez o
alcalinidad. Un medio de cultivo ideal debe contener los nutrientes y factores de
crecimiento necesarios para permitir el desarrollo de los microorganismos y debe

estar exento de todo contaminante quimico, fisico o biolégico.

La selectividad de un medio de cultivo radica en la composicién del medio como
tal, ya que puede modificarse con ingredientes especificos que permitan el
crecimiento de un solo microorganismo y ademas, inhibir el crecimiento de

bacterias que no forman parte del objeto de estudio.

A continuacion, se detallan los medios de cultivos necesarios para el crecimiento,
identificacion, conteo y prueba de antagonismo microbiano para los

microorganismos Listeria monocytogenes y Bacillus coagulans.

- Caldo BHI (Brain Heart Infusion) .

Este medio de cultivo estd basado en el principio del caldo ROSENOW que

contiene pequeias piezas de tejido cerebral y puede ser utilizado para cultivar



66

varios tipos de bacterias fastidiosas como streptococos, pneumococos,
miningococos, etc.
El Caldo Cerebro Corazon es especialmente adecuado para el cultivo de

estafilococos para la prueba de coagulasa en plasma sangineo.

- Caldo MRS (50)

El caldo Lactobacilli MRS, se basa en las formulaciones de Deman, Rogosa y
Sharpe (MRS). Este medio favorece el crecimiento exuberante de lactobacilos de
oral, fecal, lacteos y otras fuentes.

El digerido enzimatico de tejidos animales, extracto de carne, y extracto de
levadura son los de carbono, nitrégeno, y fuentes de vitaminas utilizadas para
satisfacer los requisitos generales de crecimiento en caldo MRS lactobacilos. La
dextrosa es el carbohidrato fermentable. Acetato de sodio es un agente inhibidor.
Acetato de sodio y citrato de amonio actian como agentes selectivos, asi como
fuentes de energia. Fosfato de potasio es el agente tampén. Sulfato de magnesio
y sulfato de manganeso proporcionan cationes utilizados en el metabolismo.
Polisorbato 80 es un tensioactivo, facilitar la absorcion de nutrientes por los

lactobacilos.

= Ag ar MRS (26)

El medio MRS esté basado en la formulacién de Man, Rogosa and Sharpe con
una ligera modificacion. Es compatible con el crecimiento cuantioso de todos los
Lactobacillus de la cavidad oral, productos lacteos, alimentos, heces y otras
fuentes. La Proteasa peptona y el extracto de carne aportan nitrégeno vy
compuestos del carbono. El extracto de levadura aporta vitaminas del complejo
B. La dextrosa es el carbohidrato fermentable como fuente de energia. El

Polisorbato 80 suministra los acidos grasos requeridos para el metabolismo de
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los Lactobacillus. El acetato de sodio y citrato de amonio inhiben estreptococos,
mohos y muchos otros microorganismos. El sulfato de magnesio y sulfato de
manganeso proporcionan iones esenciales para la multiplicacion de los
Lactobacillus. Los fosfatos proporcionan una buena accion tampén en el medio.
Los Lactobacillus son microaeréfilo y generalmente requieren cultivo aerdbico en
medios solidos. Por su lado el género Bifidobacterium requiere un cultivo

anaerobico en medio sélido.

- Agar Mueller Hinton g,

El agar Mueller Hinton es recomendado para la difusion de agentes

antimicrobianos impregnados en discos de papel a través de un agar en gel como

se describe en los Estandare Aprovados por la CLSI. La CLSI ha seleccionado el

agar Mueller Hinton por varias razones:

- Es bajo en inhibidores de sulfonamida, trimetropim y tetraciclinas.

- Permite el crecimiento de la mayoria de bacterias patégenas no fastidiosas.

- El comité de estandarizacion de Pruebas de Susceptibilidad de la OMS, ha
aceptado el agar Muelller Hinton para determinar la suceptibilidad de

microorganismos debido a la reproducibilidad de las pruebas.

Infusion de carne e hidrolizado de caseina proveen componentes nitrogenados,
de carbono, azufre y otros nutrientes esenciales. El almidén actia como un
protector coloidal contra sustancias toxicas presentes en el medio. El hidrolizado
de almiddn contiene dextrosa, lo cual se utiliza como una fuente de energia. Estos
ingredientes son seleccionados para obtener bajo contenido en timina y timidina,
como se ha determinado para los valores de CIM (concentracion inhibitoria
minima) para Enterococcus faecalis con Trimetropinsulfametoxazol. Las
concentraciones de iones calcio y magnesio han sido ajustadas para proveer las
cantidades recomendadas por la CLSI para obtener los valores correctos de CIM

para aminoglucoésidos y Pseudomona aeruginosa.
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= Ag ar PALCAM (60)

El medio PALCAM esta basado en la formulacion descrita por Van Netten y es
recomendado para el aislamiento de Listeria monocytogenes a partir de
alimentos.

El medio PALCAM es altamente selectivo debido a la presencia de cloruro de
litio, ceftazidima, polimixina y clorhidrato de acriflavina. Esto permite el facil
diagnéstico diferencial de Listeria monocytogenes utilizando el sistema de
indicador doble.

- 16n férrico y esculina.

- Manitol y rojo de fenol.

Listeria monocytogenes hidroliza la esculina resultando en la formacion de un
halo color negro alrededor de las colonias. Listeria monocytogenes no fermenta
el manitol, asi que se puede hacer una facil diferenciacion de los contaminantes
como enterococos Yy estafilococos ya que estos microorganismos si fermentan el
manitol. Esta formulacién produce un cambio de rojo a amarillo por medio del
indicador Rojo de Fenol cuando existe una alteracién de pH que lo hace inferior
a6.8.

- Agar Sangre .

Su abundante base nutritiva ofrece condiciones éptimas de crecimiento a todos
los microorganismos presentes. El valor del pH de 6,8, es especialmente
favorable para la conservacion de los eritrocitos y para la formacion de halos
hemoliticos claros. Para la determinaciéon de las formas de hemdlisis es
adecuado afiadir sangre de oveja, recién obtenida, desfibrinada. Por
calentamiento, después de la adicién de sangre, se obtiene el Agar-sangre cocida

(«Agar chocolate») que es un medio nutritivo excelente.
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- Agar SIM ,

Motilidad se indica mediante una turbidez difusa del medio de cultivo que rodea
a la linea de puncion. En caso de inmovilidad, el crecimiento tiene lugar
Unicamente a lo largo de la linea de la puncion. Formacion de H2S se muestra
por un ennegrecimiento en aquellas areas del medio en el que el crecimiento

microbiano se ha producido.

- Agar TSA + Extracto de Levadura g e

El agar Triptona Soya esta conformado de acuerdo a la USP y es usado en la
prueba de limites microbianos y la prueba de efectividad antimicrobiana. La
combinacion de digerido pancreatico de caseina y digerido papaico de soya,
hacen a este medio muy nutritivo ya que provee aminoacidos y largas cadenas
peptidicas para el crecimiento de microorganismos. El cloruro de sodio mantiene
el balance osmdtico.

El extracto de levadura es manufacturado de sepas seleccionadas de
Saccharomyces bajo condiciones controladas, reteniendo todos los valores
nutritivos, aminodacidos, vitaminas especialmente del complejo B y factores de
crecimiento. Su contenido en sal es bajo y es recomendado para medios de
cultivo microbiolégico, donde aporta vitaminas del complejo B en una
concentracion de 0.3% al 0.5%. Es particularmente utilizado para aislamiento de

microorganismos encontrados en productos lacteos.
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO.

Estudio de Campo

Se desarroll6 una visita al Hospital Nacional de La Mujer y al Hospital Dr.
Benjamin Bloom con la finalidad de realizar un estudio epidemioldgico para
recopilar datos de casos de listeriosis, detectados anualmente desde el afio 2012
a 2015, en mujeres embarazadas y en nifios, de edades entre cero y dos afios.
Solo se obtuvieron datos del Hospital Nacional de La Mujer.

Se realiz6 una blsqueda de productos alimenticios que contengan
microorganismos probiéticos, en diferentes puntos de venta de San Salvador,
seleccionando un suplemento alimenticio que contenga la bacteria probidtica
Bacillus coagulans, debido a que investigaciones internacionales han
demostrado que dicha bacteria probibtica, posee actividad inhibitoria contra

Listeria monocytogenes.

Estudio Experimental

Los analisis de la parte practica se realizaron en el Laboratorio de Alimentos del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la Universidad de
El Salvador.

Estudio Prospectivo

Los resultados obtenidos de este trabajo podran ser utilizados para recomendar
el probidtico comercializado, en forma de suplemento alimenticio, a personas
inmunocomprometidas para prevenir una infeccion por Listeria monocytogenes.
De igual manera, pueden servir de referencia para posteriores estudios sobre

Bacillus coagulans.
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4.2 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

La investigacion bibliogréafica se realizé en los siguientes sitios:

- Biblioteca Dr. Benjamin Orozco, Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad
de El Salvador.

- Biblioteca de Ciencias Agrondmicas, Universidad de El Salvador.

- Biblioteca Central de la Universidad de El Salvador.

- Internet.

4.3 PARTE EXPERIMENTAL

Este trabajo de investigacion se desarroll6 en dos etapas:

Primera etapa

Se realiz6 la caracterizacion del patdgeno, Listeria monocytogenes, partiendo de
una cepa ATCC 19114, proporcionada en criovial congelado por el laboratorio de
microbiologia del Centro de Investigacién y Desarrollo en Salud; del cual se
obtuvo la cepa de trabajo en caldo BHI. Se aislé el microorganismo patégeno en
agar TSAye, posteriormente se ejecutaron las pruebas de identificacion
presuntivas (inoculacion en medio selectivo PALCAM, iluminacién oblicua de
Henry, catalasa, tinciébn de Gram, y hemdlisis), semiconfirmatorias (Movilidad y
CAMP), y confirmatorias (pruebas API).

También se llevdé a cabo el aislamiento de microorganismo que contiene el
suplemento alimenticio; posteriormente, se ejecuto la caracterizacion del Bacillus
coagulans, por medio de tincion de Gram, prueba de catalasa, reducciéon de
nitratos y la prueba de oxidasa.

El suplemento alimenticio, rotula que contiene 5x10%*? UFC por dulce masticable.
Se realizé un recuento en placa, en condiciones anaerobicas para comprobar la

concentracion real en el suplemento alimenticio. Este procedimiento se realizo
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con un total de 10 muestras (10 masticables) tomados a partir de un paquete que

contenia 30 gomas masticables.

Segunda etapa

Se evaluo el microorganismo probiotico, encontrado en el suplemento alimenticio,
por el método de antagonismo microbiano para establecer si posee la capacidad
de inhibir a la bacteria patdégena, Listeria monocytogenes ATCC 19114; y
ademas, si cumple con la definicion de probiético al someterlo las pruebas de
resistencia contra barreras bioldgicas, como los acidos estomacales y las sales
biliares.

4.3.1 Aislamiento de Listeria monocytogenes.

La cepa patdgena Listeria monocytogenes ATCC 19114, fue donada por el
Laboratorio de Control de Calidad Microbiolégico del Centro de Investigacion y
Desarrollo en Salud (CENSALUD), proporcionada en criovial congelado con
caldo BHI. (Ver Anexo N° 5)

4.3.2 Mantenimiento de la cepa de trabajo de Listeria monocytogenes
ATCC 19114. .,

Partiendo del criovial proporcionado por el Laboratorio de Control de Calidad
Microbioldgico del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD),
se procedio a descongelarlo a temperatura ambiente por 4 horas; a partir de este
criovial, inocular en tres tubos con 5 mL de caldo BHI, dejar incubar por 24 horas
a 37°C. Luego de su crecimiento, colocar los tubos con BHI en refrigeracion
a 3°C. (Ver Anexo N° 5)
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4.3.3 Pruebas de identificacion de Listeria monocytogenes ATCC 19114

A partir del tubo con caldo BHI, donde se mantiene la cepa patégena (cepa de
trabajo), inocular en placas con Agar Tripticasa Soya con 0.6% de Extracto de
Levadura (TSAye), de la siguiente manera: dos placas utilizando la técnica de
estriado continuo, para la identificacion de Listeria monocytogenes por medio del
Sistema Optico de Henry; y otras dos placas utilizando la técnica de estriado de
tres campos, con la finalidad de aislar colonias, para la inoculacion en medio de
cultivo selectivo para Listeria (agar PALCAM) y para las pruebas de identificacion

por medio de tincion al Gram, hemalisis y la prueba CAMP. (Anexo N° 5)

4.3.3.1 Frotis bacteriano y tincion Gram.

Con una asa bacteriolégica estéril, tomar una colonia aislada de Listeria
monocytogenes ATCC 19114, a partir del crecimiento en medio agar TSAye;
extender sobre una gota de solucion salina en un portaobjeto de vidrio, para
formar una pelicula. Pasar el frotis, por el mechero cerca de la llamay luego dejar
secar cerca del mechero. Aplicar al frotis unas cuantas gotas de cristal violeta y
dejar actuar durante un minuto. Enjuagar con agua destilada y agregar unas
gotas de lugol, y dejar actuar un minuto. Enjuagar con agua destilada y decolorar
de inmediato con alcohol-acetona. Luego enjuagar con agua destilada. Después
adicionar gotas de safranina hasta cubrir el frotis, esperar un minuto y enjuagar
con agua destilada. Eliminar el exceso de agua secar con papel toalla para quitar
la humedad. Por ultimo observar al microscopio y determinar la morfologia. (Ver
Anexo N° 5)

4.3.3.2 Sistema Optico de Henry

1. Armar el equipo que se muestra en el Anexo N° 5, Figura N° 37; colocando

un haz de luz blanca, muy potente, en un soporte de manera que refleje el haz
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de luz sobre un espejo plano, y este se refracte hacia placa de Petri, que
contiene el patégeno.

2. Observar con una posicion ocular directamente encima de la placa, ya sea a
simple vista o con ayuda de una lupa, las colonias de Listeria spp se observan

de color azul-grisaceo a azul.

4.3.3.3 Inoculacién en medio selectivo PALCAM

1. Inocular una colonia de Listeria monocytogenes, aislada de agar TSAye con
asa bacteriologica estéril en medio selectivo PALCAM.
2. Incubar a 35°C por 24 — 48 horas

Observar colonias transparentes con halo de color negro.

4.3.3.4 CATALASA 4

1. Seleccionar una colonia de Listeria monocytogenes, aislada de agar TSAye
con palillo estéril y colocar sobre un porta objeto limpio.
2. Agregar una gota de peréxido de Hidrogeno al 3 % (H202). Un burbujeo en

los primeros segundos indica reaccion positiva. (Ver Anexo N° 5)

H202) > H20 (1 + O2 ()

4.3.3.5 Prueba de Hemolisis 4,

1. Dibujar de 20-25 espacios en la base de la placa de Petri que contiene
agar sangre de carnero al 5%.

2. Inocular con asa bacterioldgica, en punta, colonias tipicas de las placas
de TSAye a placas de agar sangre de carnero al 5%, punzar una colonia por
espacio dibujado en la placa.

Nota: Tener el cuidado de no romper el medio.
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Incubar a 35°C por 24 — 48 horas
Observar la formacion de un halo claro alrededor de la colonia color
beige. (Ver Anexo N° 5)

4.3.3.6 Prueba MIO (MOVILIDAD-INDOL-ORNITINA)

1.

A partir de una cepa de trabajo de Listeria monocytogenes ATCC 19114,
inocular con asa bacteriolégica en punta en medio SIM.

Incubar por 7 dias a temperatura ambiente (25°C).

Observar diariamente. Listeria spp. es movil, proporcionando un patron

caracteristico en forma de paraguas. (Ver Anexo N° 5)

4.3.3.7 Prueba CAMP ,

En una placa con agar sangre de oveja, sembrar una estria con cultivo puro
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (B hemolitico), y otra de
Rhodococcus equi ATCC 13071, en forma vertical y paralelas entre si, lo
suficientemente  separadas para  sembrar  horizontalmente vy
perpendicularmente la cepa de Listeria monocytogenes, sin que toquen las
estrias verticales.

Incubar a 35°C por 24 — 48 horas.

Examinar las placas a fin de observar formacion de flecha. (Ver Anexo N° 5)

4.3.3.8 Pruebas API

a) Preparacion de la galeria

1. Reunir fondo y tapa de una camara de incubacion y repartir
aproximadamente 3 mL de agua desmineralizada estéril en los alvéolos,

para crear la atmoésfera himeda.
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Escribir la referencia de la cepa en la lengleta lateral de la camara.
Sacar la galeria de su envase individual.
Colocar la galeria en la camara de incubacion.

Tirar la bolsa antihumedad. (Ver Anexo N° 5)

b) Preparacién del inéculo

1.
2.

Abrir una ampolla de API Suspension Medium (2 mL).

Con la ayuda de una asa bacteriolégica, tomar colonias bien aisladas de
un subcultivo con sangre de carnero al 5%. Utilizar preferentemente
cultivos jovenes (18-24 horas).

Realizar una suspension de turbidez igual a 1 de McFarland. Esta
suspension debe ser utilizada inmediatamente después de su
preparacion. (Ver Anexo N° 20)

Observar el tipo de hemdlisis y anotarlo en la hoja de resultados, ya que

esta caracteristica constituye un ensayo adicional.

c) Procedimiento general de estandarizacion de McFarland

1.

2.

Preparar el estandar de concentracién deseada, agregando la cantidad
indicada en la Tabla N° 10 (Anexo N° 20) de los reactivos: cloruro de
bario dihidratado (BaCl2.2H20 0.048M; 1.175% P/V); y de acido sulfurico
(0.18 M, 0.36 N, 1%V/V).

Verificar la densidad correcta del estandar usando un espectrofotémetro,
cuya absorbancia a 625 nm deberia ser 0,08 - 0,10 para el estandar 0.5
de McFarland. (Ver Anexo N° 20)

Distribuir de 4 — 6 mL dentro de tubos similares a los que va a usar para

preparar indculos.

. Mantener los estandares guardados a temperatura ambiente al abrigo de

la luz.
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Agitar vigorosamente el estandar antes de su uso para lograr una
turbidez homogénea.

Reemplazar o verificar la confiabilidad de los estandares mensualmente.

d) Preparacion del microorganismo de prueba para la estandarizacion por

medio de McFarland. .,

1.

Tomar con asa bacteriolégica estéril, 4 — 5 colonias aisladas del
microorganismo de un cultivo en TSAye.

Suspender las colonias en un tubo que contiene 4 mL de solucién salina.
Por comparacion visual, llegar a la concentracion de 1 McFarland,
diluyendo la suspension del microorganismo o agregando mas
microorganismos y agitar en vortex. (Ver Anexo N° 20)

La suspension estandarizada del inéculo debe de ser utilizada en los

siguientes 15 minutos de su preparacion.

e) Inoculacién de la galeria «,

1.

Repartir la suspension bacteriana precedente en los tubos, evitando la
formacién de burbujas (para ello) inclinar la camara de incubacién hacia
delante y colocar la pipeta en un lado de la cupula.

Llenar el tubo y la ctpula del ensayo DIM (100uL aprox.), cuidando que no
se produzca un menisco convexo.

Llenar solamente la parte del tubo de los ensayos ESC a TAG (50puL
aprox.).

NOTA: La calidad de llenado es muy importante: los tubos excesiva o

insuficientemente llenos originan resultados falsos positivos 0 negativos.

5. Cerrar la camara de incubacion.

Incubar de 18-24 horas a 36 + 2°C en atmoésfera aerobia.
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LECTURA E INTERPRETACION,,

f) Lectura de la galeria (Ver Anexo N° 5)

Después de la incubacion:

1.
2.

Agregar una gota de reactivo ZYM B al ensayo DIM.

Pasados 3 minutos leer todas las reacciones haciendo referencia a la
Tabla de Identificacion (Cuadro N° 6)

Anotar las reacciones de +/- en la hoja de resultados.

Anotar igualmente el tipo de hemodlisis. El resultado de este ensayo no se

tiene en cuenta en la interpretacion de la galeria.

g) Interpretacion (Ver Anexo N° 5)

La identificacidn se obtiene a partir de la lista de perfiles numéricos.

Determinacion del perfil numérico.

En la hoja de resultados, los tests estdn separados en grupos de tres y
se asigna para cada uno, un valor de 1, 2 6 4. Sumando en el inferior
de cada grupo los nimeros que corresponden a reacciones positivas, se

obtienen 4 cifras que constituye el perfil numeérico.

Identificacion.

Se realiza a partir de la base de datos:

- Con la ayuda del Perfil Numérico: localizar el perfil numérico en la lista
(Ver Cuadro N° 7); esta lista no es exhaustiva, en caso de un perfil
inexistente, consultar en el programa informatico citados o con la
Asistencia Técnica de bioMérieux.

- Por medio del software de identificacion apiweb™: introducir

manualmente por teclado el perfil numérico de 4 cifras.
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4.3.4 Comprobacién de la concentracion de B. coagulans en el

suplemento alimenticio.

La comprobacion de la concentracion de la bacteria Bacillus coagulans a partir
del suplemento alimenticio, el cual rotula una concentracion de 5 billones
(5.0x10%?) de UFC por masticable, se realizé por medio del método de conteo en
placa.., El suplemento rotula que contiene 30 gomas masticables, por lo tanto se
decidi6 tomar como muestra la tercera parte del contenido, es decir 10
masticables, y el procesamiento de muestras se realizé de acuerdo al Cuadro
N°4.

Cuadro N° 4: Namero de muestras a procesatr.

Primer Segundo Tercer Total de
Muestras
Recuento Recuento Recuento muestras
NuUmero de masticables a procesar 4 4 2 10

Se escogi6 esta forma de muestreo, para realizar las diluciones adecuadamente,
por ello fue necesario separar la muestra en tres recuentos, debido a que el

equipo “stomacher” no tiene la capacidad de contener 1000 mL de diluyente.

La técnica a seguir consiste en: tomar del suplemento alimenticio, el nimero de
muestras requerido de acuerdo al cuadro N° 4, y cortarlos con cuchillo estéril en
piezas pequefas, agregarlas a una bolsa de stomacher estéril, la cual debera
contener 400 mL de solucién salina estéril para los dos primeros recuentos y 200
mL para el tercer recuento (Ver Anexo N° 7). Mezclar por 2 minutos a 200 rpm,
para asegurar que la distribucion del microorganismo en la solucion salina sea
uniforme. La solucién que se obtenga tendra una concentracion de 10° UFC.

Posteriormente, verter el contenido ya homogéneo de la bolsa, en un frasco de
vidrio adecuado para contener la solucion homogénea del suplemento

alimenticio, obtenida en cada recuento.
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Luego, realizar diluciones seriadas de manera que se reduzca un logaritmo en la
concentracion por cada dilucion, para ello inocular con pipeta 10 mL de la
suspension de concentracion 10'° de Bacillus coagulans utilizando una pipeta
estéril de 10 mL y verter en un frasco de 100mL que contiene 90 mL de solucion
salina, lo que conforma una concentracién de 10° (Dilucién 1 en 10). Proseguir
con este método hasta una concentracion de 10

Proseguir tomando un mililitro de las concentraciones 10,103, 102 y 10,
utilizando pipetas estériles de 1 mL y verter en placas Petri estériles de 90x15mm.
Realizar este paso por duplicado. Aiadir 20 mL de agar MRS, enfriado a 45°C, a
cada placa petri inoculada con la suspension de B. coagulans. e

Homogeneizar el medio de cultivo y el in6culo mezclando en movimientos
rotativos alternados y en un movimiento de vaivén en una superficie plana.
Permitir que el agar solidifique, colocar las placas en una jarra de anaerobiosis
de forma invertida y colocar un sobre de anaerobiosis activado, cerrar la jarra e
incubar a 37°C por 48-72 horas.

Pasado el tiempo de incubacion, realizar el conteo de colonias de las
concentraciones 103, 10?2 y 10? utilizando un contador de colonias. (Ver Anexo
N°7)

4.3.5 Aislamiento del probiético Bacillus coagulans del suplemento

alimenticio comercial. g e

Para realizar el aislamiento del microorganismo Bacillus coagulans a partir del
suplemento alimenticio, se utilizara la placa petri inoculada con una
concentracion 101° del suplemento alimenticio. Verter sobre el crecimiento
microbiano observado en el agar MRS de la placa, 10 mL de caldo BHI y arrastrar

las colonias utilizando un asa bacterioldgica previamente esterilizada.
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Recolectar la suspension de BHI con microorganismo y verter la suspension
utilizando pipeta de 5mL en dos tubos de ensayo estériles, 5mL de suspension
en cada tubo.

El microorganismo contenido en el caldo BHI se considera cepa de trabajo

aislada. (Ver Anexo N° 8)

4.3.6 Pruebas de Identificacion del probidtico Bacillus coagulans.

4.3.6.1 Tincion Gram (, (Ver Anexo N° 5)

4.3.6.2 Prueba de Catalasa , (Ver Anexo N° 5)

4.3.6.3 Prueba de Oxidasa. @

Para realizar esta prueba, cortar tiras de papel filtro Whatman N° 1 de 6-8cm de
ancho, saturar afiadiendo gotas de tetrametil-p-fenilendiamina al 1% (Reactivo

de Kovacs) y secar rapidamente.

Afnadir a cada tira de papel impregnada con reactivo una colonia pura del cultivo
de Bacillus coagulans utilizando un palillo de madera estéril.

La aparicion de una coloracion azul oscura en el sitio de inoculacién a los 10
segundos denota una prueba positiva, la ausencia de coloracién o la decoloraciéon
de la tira saturada es prueba negativa. Como control positivo de la prueba utilizar
una colonia de la cepa de Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802. (Ver Anexo
N°9)e,
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4.3.6.4 Prueba de Reduccién de Nitratos «,

La reduccion de nitratos se evidencia inoculando un medio de cultivo para nitratos
tomando una colonia del cultivo de Bacillus coagulans e incubarlo a 37°C por 24

horas.

Esta prueba se realizé utilizando la galeria APl NE; usando el tubo que rotula

“‘NIT”. Para el desarrollo de la prueba se sigui6 el siguiente procedimiento:

a) Preparar una suspension del microorganismo inoculando de 1 a 4 colonias de
Bacillus coagulans en 2 mL de solucidon salina 0.85% o bien utilizar una
ampolla de API NaCl 0.85% Medium (2 mL).

b) Realizar una suspension de turbidez igual a 0.5 de McFarland (Anexo N° 20)
Esta suspension debe ser utilizada de inmediato después de su preparacion.

c) Rellenar el tubo del ensayo de NOs con la suspension al 0.5 de McFarland
utilizando pipeta pasteur e inoculando sobre el lateral de la cupula inclinando
ligeramente la cAmara de incubacion hacia adelante.

d) Tomar tapa de la camara de incubacién y repartir aproximadamente 5 mL de
agua desmineralizada estéril en los alveolos para crear una atmoésfera
hiameda.

e) Reunir fondo y tapa de la cAmara de incubacion. Cerrar la camara e incubar a
29 + 2°C durante 24 horas.

f) Posterior a la incubacion al tubo de ensayo NO3s afiadir una gota del reactivo
NIT1 (a-naftilamina) y NIT 2 (acido sulfanilico) en la capula NOs.

g) Pasados 5 minutos la aparicion de un color rojo indica una reaccion positiva.
La ausencia de color denota una reaccion negativa.

h) Si existe una ausencia de coloracién en la prueba anterior, afiadir a la ctupula

de NOs de 2-3 mg de reactivo de cinc.
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i) Después de 5 minutos una cupula incolora denota reaccion positiva en la
reduccion de nitratos y una cupula color rosa-rojo denota una reaccion

negativa. (Ver Anexo N°9)

4.3.7 Prueba de Antagonismo Microbiano.

La prueba de antagonismo microbiano se realiz6 utilizando el ensayo de difusion
en agar por medio de pozos; « « para ello se estandarizé los microorganismos

utilizando espectrofotometro UV-VIS

4.3.7.1 Estandarizacién de microorganismos por espectrofotometria UV-
VIS.

Para preparar las bacterias de la prueba de antagonismo, sembrar un in6culo de
Listeria monocytogenes en agar TSA y un in6culo de Bacillus coagulans en agar
MRS, incubar a 37°C por 24h para Listeria monocytogenes y a 37°C por 48h
para B. coagulans. Realizar este procedimiento 1 vez méas para un total de 2
pases. Luego de este procedimiento, afiadir a cada placa con crecimiento 10mL
de solucién salina al 0.9% , y recoger el sembrado de microorganismos, verter
la suspension bacteriana en tubos de ensayo y agitar para obtener una
suspension bacteriana homogénea. (Ver Anexo N° 11)

Leer en espectrofotdmetro UV-VIS a 620 nm y ajustar la suspension afiadiendo
solucion salina hasta una absorbancia de 0.3-0.4 para bacterias Gram positivas.
Esta suspension asi ajustada corresponde entre 1-3 x 108 UFC/mL. A partir de la
suspension de Bacillus coagulans, ya estandarizada, realizar diluciones seriadas
para obtener concentraciones de hasta 10° UFC/mL. Para obtener las diluciones

de Bacillus coagulans, tomar 1.0 mL del tubo con suspensién estandarizada y
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afadir a otro tubo con 9.0 mL de solucion salina 0.9% utilizando pipeta de 1mL;
ésta sera la concentracién 10’ UFC/mL. Repetir el paso anterior tomando 1.0 mL
del tubo con concentracién 107 UFC/ mL de Bacillus coagulans para obtener una
suspension de concentracion 10° UFC/mL y asi sucesivamente hasta la
concentracion de 10° UFC/mL. Posteriormente realizar un recuento microbiano
utilizando la técnica de placa vertida. Dicho recuento servira para obtener la
concentracion exacta de la suspension madre estandarizada. Las diluciones de
concentracion 10’ UFC/mL y 10® UFC/mL asi como la solucion madre de
concentracion 108 UFC/mL se guard6 para su uso posterior en la prueba de
antagonismo microbiano y la prueba de resistencia a las barreras bioldgicas. (Ver
Anexo N° 11)

4.3.7.2 Ensayo preliminar para determinar la concentracion real de Bacillus
coagulans en un disco impregnado con suspension estandarizada

de probidtico.

Para determinar la concentracion real de Bacillus coagulans en los discos
impregnados de probidtico: inocular 100 pL de la suspension estandarizada de
Bacillus coagulans en un disco de papel filtro Whatman N° 1 estéril, dejar secar
en camara de flujo laminar y luego inocular el disco en un tubo con 10 mL de
solucién salina estéril. Esta suspension es el factor de dilucién 101, Agitar el tubo
vigorosamente para obtener una suspension homogénea y luego realizar
diluciones seriadas afiadiendo 1 mL de la suspensién 101 a un tubo que contiene
9 mL de solucién salina estéril y asi sucesivamente hasta un factor de dilucion de
108. Inocular con pipeta en placas de Petri, 1 mL de las suspensiones 106, 10”7
y 108, Afiadir a cada placa petri entre 15 y 20 mL de agar MRS a 45°C. Mezclar
cuidadosamente con la técnica de mezclado en ocho y luego dejar solidificar.

Incubar las placas en anaerobiosis por 48-72 horas y realizar conteo de las

colonias obtenidas. (Ver Anexo N° 12)
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4.3.7.3 Ensayo de antagonismo microbiano usando la técnica de Difusion
en Agar por medio de Discos Yy P0z0S. asuoes)

El ensayo de difusion en agar por medio de pozos, se realiz6 inoculando 1.0mL
de una suspension estandarizada de Listeria monocytogenes de concentracion
108 UFC/mL en agar Mueller Hinton por esparcimiento en 3 planos de manera
similar cada vez utilizando hisopo. Remover el exceso de suspension de Listeria
monocytogenes rotando el hisopo contra las paredes internas del tubo antes de
la inoculacién en el agar, dejar secar el inéculo por 3-5 min. ., Posteriormente
utilizando un horadador, abrir tres pocillos en el agar Mueller Hinton con una
distancia suficiente entre los tres para observar la presencia de posibles halos de
inhibicién. Inocular 100 uL de una suspensién estandarizada de Bacillus
coagulans de concentracion 108 UFC/mL, 107 UFC/mL y 108 UFC/mL en cada
uno de los pocillos «, e incubar por 48 a 72 horas a 37°C. 4 Realizar este paso
por triplicado incubando dos de las repeticiones en condiciones de anaerobiosis
y una en condiciones normales de oxigeno. (Ver Anexo N° 13)

Realizar el procedimiento anterior de nuevo por triplicado, reemplazando los
pozos por discos impregnados con una suspension estandarizada de Bacillus

coagulans de concentracion 108 UFC/mL. (Ver Anexo N° 13)

Como patron de comparacion de inhibicidén se realizara el mismo procedimiento,
inoculando 1.0 mL de una suspension estandarizada de Listeria monocytogenes
de concentracion 108 UFC/mL en agar Mueller Hinton por esparcimiento en 3
planos de manera similar cada vez utilizando hisopo. Remover el exceso de
suspension de Listeria monocytogenes rotando el hisopo contra las paredes
internas del tubo antes de la inoculacion en el agar, dejar secar el in6culo por 3-
5 min. Posterior a este paso, depositar discos de antibidticos en el agar Mueller

Hinton con una distancia suficiente entre los tres para observar la presencia de
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posibles halos de inhibicion. Cada uno de los discos contiene los siguientes
antibiéticos: Penicilina G (10 Ul); Ampicilina (10ug) y Trimetroprin-sulfametoxazol
(300 pg) e incubar por 48-72 horas. Realizar este procedimiento por triplicado
incubando dos de las repeticiones en condiciones de anaerobiosis y una en

condiciones normales de oxigeno. (Ver Anexo N° 13)

Repetir el mismo procedimiento de prueba y estandar alterando la concentracion
de in6culo de Listeria monocytogenes. Dicho indculo tendrd una concentracion
de 103.UFC/mL. (Ver Anexo N° 13)

4.3.7.4 Interpretacion de resultados.

Realizar una medida de los halos de inhibicion tanto del probiético como de los

patrones utilizando un pie de rey.

Para determinar si el microorganismo patdégeno Listeria monocytogenes es
susceptible, medianamente susceptible, o resistente a las sustancias inhibitorias
ya sea probibtico o antibiético, se hard una comparacion de la medida obtenida
de los halos de inhibicion en cada caso con las medidas de referencia
establecidas por Kirby-Bauer para los quimioterapéuticos antimicrobianos mas
utilizados. (Ver Anexo N° 14, Cuadro N° 10)

Adicionalmente, realizar una comparacion porcentual de las zonas de inhibicion
obtenidas de cada concentracién ensayada de Bacillus coagulans (108,107 y 108),
con las zonas de inhibicion que presenten los antibidticos ensayados, de tal
manera que cada concentracion de Bacillus coagulans se compara con los tres
diferentes antibidticos utilizados (Anexo N° 19). La férmula a utilizar es la

siguiente:
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L DBC
% Inhibicién =ﬁ x 100

Donde:

% Inhibicion =  Porcentaje de Inhibicién

DBC = Diametro de zona de inhibicion de concentracion de B. coagulans
en milimetros.

DA = Diametro de zona de inhibicién de antibiético en milimetros.

4.3.8 Evaluacion del Bacillus coagulans frente a la resistencia contra el

pH acido del estbmago y a sales biliares. (s

El procedimiento se debe realizar en caldo MRS ajustado a pH de 2.0y en caldo
MRS enriquecido con sales biliares de origen bovino al 0.3%. Preparar 60 mL de
caldo MRS, repartidos en cantidades de 25mL y 35mL en Erlenmeyers separados
(Sistema A y Sistema B, respectivamente). Luego, se ajusta el pH del sistema “A”
a pH de 2.0 con HCI 6M, luego distribuir en tubos con rosca en cantidades de
10mL; para el Sistema B, distribuir en tubos estériles en cantidades de 10 mL, sin
modificar el pH. Esterilizar los 2 sistemas en autoclave a 121°C por 15min a 15lbs
de presion. Después de la esterilizacion, a los tubos bacteriolégicos del sistema
“B”, adicionar 30uL de sales biliares, de tal manera que se obtenga una
concentracion de 0.3% de sales biliares en el caldo MRS. (Ver Anexo N° 21)

4.3.8.1 Resistencia a acidez. 4,

El siguiente procedimiento se realiza por duplicado (Sistema “A”), dos tubos
bacteriologicos con caldo MRS, pH=2.0; y un tubo bacteriolégico con 10mL de
caldo MRS, pH normal (6.5 + 0.2) el cual sera nuestro blanco. Se transfiere 100puL
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del probiético estandarizado (Bacillus coagulans) a una concentraciéon de 108
UFC/mL a los cuatro tubos bacteriol6gicos con 10.0mL de caldo MRS. Se realiza
recuento en tiempo inicial, pipeteando 1.0mL de cada uno de los tubos,
inoculando en placa de Petri, y se afiade por medio de la técnica de placa vertida,

20 mL de agar MRS, por duplicado.

Luego, se incuba los tubos con el probidtico inoculado a 37°C por 2 horas en jarra
de anaerobiosis al 5% de COz2, después de la incubacion, pipetear 1.0mL de cada
uno de los tubos, inoculando en placa de Petri, y afiadir por medio de la técnica
de placa vertida, 20 mL de agar MRS, por duplicado.

Incubar las placas de tiempo inicial (cero horas) y tiempo final (dos horas), a 37°C

por 48-72 horas en condiciones de anaerobiosis al 5% de COz2. (Ver Anexo N°21)

4.3.8.2 Resistencia a sales biliares. 4,

El siguiente procedimiento se realiza por duplicado (sistema “B”). Dos tubos
bacteriol6gicos con caldo MRS, pH normal (6.5+0.2) con 0.3% de sales biliares;
y un tubo bacteriolégico con 10mL de caldo MRS, pH normal (6.5£0.2) (blanco).
Transaferir 100uL del probidtico estandarizado (Bacillus coagulans) a una
concentracion de 108 UFC/mL, a los cuatro tubos bacteriolégicos con 10.0mL de
caldo MRS. Realizar recuento en tiempo inicial, pipeteando 1.0mL de cada uno
de los tubos, inoculando en placa de Petri, y afiadir por medio de la técnica de

placa vertida, 20 mL de agar MRS, por duplicado.

Luego, incubar los tubos con el probidtico inoculado a 37°C por 2 horas en jarra
de anaerobiosis al 5% de COz2, después de la incubacion, pipetear 1.0mL de cada
uno de los tubos, inoculando en placa de Petri, y afiadir por medio de la técnica

de placa vertida, 20 mL de agar MRS, por duplicado.
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Incubar las placas de tiempo inicial (cero horas) y tiempo final (dos horas), a 37°C

por 48-72 horas en condiciones de anaerobiosis al 5% de COz2. (Ver Anexo N° 21)

4.3.8.3 Determinacién del porcentaje de células viables.

La supervivencia de las cepas probioticas se realizo por medio del método conteo
en placa utilizando agar MRS. Este porcentaje de supervivencia se calculé de la

siguiente manera:

_ LogUFCN1 100
° ~LogUFCBo *
Donde:
% = Porcentaje de supervivencia.
N1 = Total de unidades formadoras de colonias obtenidas en el recuento

después de la incubacion en agar MRS.

Bo = NuUmero inicial de Probidticos inoculados.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Mantenimiento de la cepa de trabajo de Listeria monocytogenes.

Para obtener la cepa de trabajo de Listeria monocytogenes se procedié como

i
g

i

Figura N° 5: Cepa de trabajo de Listeria monocytogenes.

establece el numeral 4.3.2

A partir del aislamiento del criovial se obtuvo una suspensién de bacteria que
denominamos “cepa de trabajo de Listeria monocytogenes”, a partir de la cual se

realizaron las subsecuentes pruebas de identificacion.

5.2 Pruebas de identificacion de Listeria monocytogenes.

La bacteria Listeria monocytogenes se identificd de acuerdo con la metodologia
gue se detalla en el apartado 4.3.3. Los resultados de identificacion de Listeria
monocytogenes ATCC 19114, confirman que efectivamente se trabajo con dicha

bacteria patdgena en los analisis realizados.

En primer lugar se llevo el proceso de reanimacion de la cepa Listeria
monocytogenes ATCC 19114, proporcionada por el Centro de Investigacion y
Desarrollo en Salud (CENSALUD), en criovial congelado. Una vez obteniendo la
cepa de trabajo, se inoculo en placas con agar nutritivo enriquecido con 0.6% de

extracto de levadura.
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Posteriormente, se llevd a cabo el Frotis bacteriano y tincion Gram (Ver Anexo
N° 5), en donde se observé que el patdgeno pertenece al grupo de las bacterias
Gram positivas, cuya morfologia microscopica son bacilos cortos, color morado;
ademas, se dedujo que el cultivo no estaba contaminado, por observarse

Unicamente dicha morfologia en el frotis bacteriano. (Ver Figura N° 6)
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Figura N° 6: Resultados del frotis bacteriano y tincibn Gram de Listeria
monocytogenes.

Luego, se procedi6 a examinar una placa con colonias de Listeria
monocytogenes, mediante el Sistema Optico de Henry (Ver Figura N° 7), en el
cual, se observé colonias color azul-grisaceo, debido a la refraccion de un haz de

luz blanca sobre un espejo plano.

Figura N° 7: Resultados del Sistema Optico de Henry.
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En la inoculacion en medio selectivo PALCAM, se observaron colonias
transparentes con halo de color negro, lo cual indica la capacidad del patégeno

de hidrolizar la esculina, tal como se observa en la Figura N° 8.

Figura N° 8: Resultados de la inoculacion en medio selectivo PALCAM.

En la prueba catalasa, se observé burbujeo (Ver Figura N° 9), al agregar el
peréxido de hidrogeno 3% sobre una colonia de Listeria monocytogenes,

confirmando la presencia de la enzima de catalasa en el microorganismo

patogeno.

Figura N° 9: Resultados de la prueba catalasa de Listeria monocytogenes.
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En la prueba de hemdalisis, se llevo a cabo la inoculacion de colonias tipicas de
Listeria monocytogenes, mediante puncion con asa bacteriolégica en punta, en
placas de agar sangre de carnero al 5%; luego del periodo de incubacion, se
observaron halos claros alrededor de la puncion realizada, tal como se muestra
en la Figura N° 10. Por consiguiente, se utilizé el microorganismo Rhodococcus
equi, como control negativo, debido a que no produce hemdlisis; y también se
llevé como control positivo al microorganismo Staphylococcus aureus, el cual

produce hemodlisis.

Figura N° 10: Resultados de la prueba de hemodlisis.

En la prueba de movilidad, se inoculé la bacteria patdégena, Listeria
monocytogenes, en un tubo que contenia agar SIM, el cual se incubé por 7 dias
a 25°C. Posterior a su incubacion (Ver Figura N° 11) se observé un crecimiento
circular, simulando una forma caracteristica en forma de paraguas, confirmando
la presencia de Listeria monocytogenes de acuerdo a lo que establecido en la

literatura.



96

Figura N° 11: Resultados de la prueba movilidad.

En la prueba CAMP, se utilizaron los microorganismos Staphylococcus aureus y
Rhodococcus equi, los cuales se inocularon realizando estrias verticales y
paralelamente entre si; luego se sembré horizontalmente y perpendicularmente
la cepa de Listeria monocytogenes, sin que toquen las estrias verticales. Se
incubo a 37 °C por 24 horas, posterior a su incubacién, se observdé un aumento
de hemodlisis de Listeria monocytogenes, cerca de la estria de Staphylococcus
aureus, tal como se muestra en la Figura N° 12, confirmando efectivamente que

la cepa en estudio es Listeria monocytogenes.

Figura N° 12: Resultados de la prueba CAMP.
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Finalmente, se identificd el microorganismo patdgeno Listeria monocytogenes,
utilizando la galeria de API® Listeria, el cual es un sistema estandarizado para la
identificacion de Listeria. Se obtuvo un perfil numérico de 4 cifras, el cual, se
comparo con la lista de perfiles numéricos (Cuadro N° 7), proporcionado por el
catalogo fisico API® Listeria; ademas, se introdujo el perfil numérico obtenido en
identificando efectivamente el

el software de identificacion apiweb™,

microorganismo Listeria monocytogenes. Los resultados se detallan en el Cuadro

N°® 5

Cuadro N° 5: Resultado de la prueba API® Listeria.

Prueba Reacciones Resultados esperados Resultado obtenido
Negativo | Positivo
ZYM B/ <3 min Rosa beige ()
Diferenciacion L. . .
DIM | innocua/L. Npagl?géa Naranja
monocytogenes Rosa beige
Gris beige
ESC | hidrélisis (ESCulina) Amarillo Negro Negro (+)
palido
Aman | a-MANosidasa Incoloro Amarillo Amarillo (+)
Acidificacion (D- Rojo/ Amarillo/ Amarillo (+)
DARL .
ARabitoL)
XYL Acidificacion (D- Roj<_3 Amar?llo Rojo anaranjado (-)
Xilosa) anaranjado | anaranjado
Acidificacion Amarillo (+)
RHA (RHAmMnosa)
Acidificacion (Metil- Amarillo (+)
MDG . .
aD-Glucopiranosido)
RIB Acidificacién (RIBosa) Rojo anaranjado (-)
G1pP Acidificacion Rojo anaranjado (-)
(Glucosa-1-Fosfato)
TAG Acidificacion Rojo anaranjado (-)
(TAGatosa)

Con todo lo anterior realizado, se verifico e identificdé que el microorganismo
patdgeno proporcionado por el laboratorio de CENSALUD es efectivamente
Listeria monocytogenes, por lo que puede utilizarse para los ensayos de

antagonismo microbiano



5.3 Comprobacién de

suplemento alimenticio. ¢

La comprobaciéon de la concentracidon de Bacillus coagulans a partir del
suplemento alimenticio se realiz6 siguiendo el procedimiento del numeral 4.3.4,

tomando en cuenta el nimero de muestras establecido en el Cuadro N° 4. Los

la concentracién de B.

resultados obtenidos pueden observarse en la Tabla N° 1

Figura N° 13: Muestras procesadas del suplemento alimenticio comercial.

Tabla N°1: Promedio de resultados de la concentracion de B. coagulans en el

suplemento alimenticio segun recuento.

coagulans en el

Concentracién N° de Diluciéon Factor de Diluciéon UFC/mL
colonias (FD)

1.00E+00 2 1.00E-12 1.00E+12 2.00E+12

1.00E+01 1 1.00E-11 1.00E+11 1.00E+11

1.00E+02 1 1.00E-10 1.00E+10 1.00E+10

Los resultados obtenidos demuestran que el suplemento alimenticio, si posee la
concentracion exponencial que rotula del microorganismo Bacillus coagulans, por
cada dulce masticable contenido en el suplemento, obteniendo en los recuentos,
concentraciones de hasta 2.0x10'2 UFC/mL. Sin embargo, no se obtuvieron
resultados iguales o mayores a 5.0x10%*? UFC/dulce masticable
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5.4 Aislamiento del probiotico Bacillus coagulans del suplemento

alimenticio comercial.

El procedimiento para aislar el probidtico Bacillus coagulans del suplemento

alimenticio comercial, se realizé6 como lo establece el numeral 4.3.5.

Figura N° 14: Cepa de trabajo, Bacillus coagulans.

Del aislamiento se obtuvo una suspension de Bacillus coagulans la cual
denominamos “cepa de trabajo” y a partir de la cual se realizaron las

subsecuentes estandarizaciones del microorganismo y los posteriores ensayos.

5.5 Pruebas de Identificacidén del probioético Bacillus coagulans.

5.5.1 Tincién Gram.
El procedimiento para la tincion Gram se desarroll6 como lo establece el numeral
4.3.3.1.

Figura N° 15: Resultados del frotis bacteriano y tincion Gram de B. coagulans.
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Segun lo observado en el microscopio, el microorganismo demostré tener una

morfologia de bacilos largos, gram positivos y asociados en cadenas.

5.5.2 Prueba de Catalasa
La prueba de Catalasa se realiz6 de acuerdo al procedimiento del numeral

4.3.3.3.

Figura N° 16: Resultados de la prueba catalasa de Bacillus coagulans.

El microorganismo encontrado en el suplemento alimenticio demostré mantener
un burbujeo abundante al frotar una colonia de la bacteria en una gota de
peroxido de hidrégeno al 3%. Por lo que el microorganismo encontrado en el
suplemento alimenticio posee la enzima catalasa, es decir se considera como

catalasa positivo.

5.5.3 Prueba de Oxidasa.

La prueba de oxidasa se desarroll6 como lo establece el numeral 4.3.6.3.

Figura N° 17: Resultados de la prueba de oxidasa.



101

La inoculacién de una colonia del microorganismo encontrado en el suplemento
alimenticio, resulté en la decoloracion del color purpura caracteristico de una tira
saturada con reactivo de oxidasa. Esto demuestra una reaccion negativa, lo que
implica que la bacteria no posee la enzima citocromo - ¢ oxidasa, y utiliza otros
medios para obtener energia en lugar de oxigeno o bien utiliza otra enzima

citocromo para aprovechar el oxigeno en la cadena transportadora de electrones.

Como contraste a la prueba, se utilizé Vibrio parahaemolyticus para demostrar la
prueba positiva, evidenciada por la formacion de un color morado intenso al

inocular una colonia en la tira saturada con reactivo de oxidasa.

5.5.4 Prueba de Reduccién de Nitratos

Se desarrollo la prueba de reduccion de nitratos segun el numeral 4.3.6.4.

Figura N° 18: Resultados de la prueba de Reduccion de Nitratos.

Los resultados obtenidos demuestran que la reaccion presentd una coloracion
rosa oscuro posterior a la adicion de los reactivos NIT 1 y NIT 2 lo que es
presuntivo de una reaccion negativa, y luego al afiadir el reactivo de cinc metalico
se observo la formacién de un color rojo alrededor de las trazas de cinc, lo que
confirma una reaccién negativa y la incapacidad del microorganismo de reducir

los nitratos a nitritos como fuente de nutrientes.
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5.6 Prueba de Antagonismo Microbiano
El ensayo de antagonismo microbiano se realizd en distintos pasos segun lo

detalla el numeral 4.3.7.

5.6.1 Estandarizacién de microorganismos por espectrofotometria UV- Vis.

Figura N° 19: Absorbancias del blanco, Bacillus coagulans y Listeria
monocytogenes, respectivamente.
Los valores de la estandarizacion resultaron ser de 0.329 de absorbancia para B.
coagulans y de 0.334 para L. monocytogenes. Los valores obtenidos de los
recuentos bacterianos realizados a dichas estandarizaciones se muestran en la
Tabla N° 2.

Tabla N° 2: Valores obtenidos en UFC/mL para los estandares de B. coagulans
y L. monocytogenes.

Microorganismo Absorbancia UFC/mL
Bacillus coagulans 0.329 2.0E+08
Listeria monocytogenes 0.334 5.0E+08

Los resultados obtenidos muestran que se obtuvieron las concentraciones

exponenciales esperadas de una estandarizacion. e,
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5.6.2 Ensayo preliminar para determinar la concentracién real de Bacillus
coagulans en un disco impregnado con suspension estandarizada de

probidtico.

Figura N° 20: Discos impregnados con la suspension estandarizada de Bacillus
coagulans.

Al realizar esta prueba, se observd que los discos de papel filtro sélo eran
capaces de absorber 10 uL de suspension estandarizada de probidtico, debido
al escaso grosor del papel filtro. Se procedié con el ensayo y se obtuvieron
recuentos con concentraciones exponenciales de 108; sin embargo, para cumplir
con el método propuesto, se repitio la prueba utilizando discos mas gruesos. Se
comprobd que los discos mayor grosor fueron capaces de absorber 100 uL de
suspension estandarizada de probidtico. Luego de realizados los recuentos

microbianos, los datos obtenidos se muestran en la Tabla N° 3.

Tabla N° 3: Resultados de recuentos microbianos para determinar la
concentracion de B. coagulans en un disco impregnado con
suspensioén estandarizada de probidtico.

Concentracién Dilucién Fa_cto_r,de Numer(_) de UFC/ mL
Dilucién Colonias

100 108 108 9 9.0E+08

10?1 107 107 15 1.5E+08

Los datos obtenidos para este ensayo preliminar, muestran que los discos de

papel filtro, son capaces de absorber la concentracion exponencial estandarizada
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de microorganismo inoculada en ellos, bajo las condiciones del ensayo. Estos
resultados demuestran que los discos de mayor grosor impregnados con
microorganismo, pueden ser utilizados para la prueba de antagonismo

microbiano.

5.6.3 Ensayo de antagonismo microbiano usando la técnica de Difusién en

Agar por medio de Discos y Pozos.

Los halos de inhibicion obtenidos, tanto del probiético como de los patrones,
fueron medidos con pie de rey y la capacidad de inhibicién del patégeno se
comparé con las medidas de referencia para los quimioterapéuticos

antimicrobianos establecidas por Kirby-Bauer para determinar sensibilidad.
Adicionalmente, se realiz6 una comparacion porcentual de las zonas de inhibicion

obtenidas para cada concentracion ensayada de probidtico, con las obtenidas de

los patrones. Este paso se realizé utilizando la siguiente formula:

L DBC
% Inhibicion =—— x 100

DA
Donde:
% Inhibicion =  Porcentaje de Inhibicién
DBC = Diametro de zona de inhibicion de concentracion de B. coagulans en
milimetros.
DA = Diametro de zona de inhibicién de antibi6tico en milimetros.

Se realizo la prueba como lo establece el numeral 4.3.7.3; sin embargo, no se
observaron halos de inhibicion ni en los ensayos con pocillos ni en los ensayos
con discos impregnados, por lo que se procedié a repetir la prueba, esta vez
repitiendo el procedimiento tanto en agar Mueller Hinton como en agar MRS y en

condiciones de aerobiosis. Adicionalmente, se sembraron blancos de las
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diferentes concentraciones de Bacillus coagulans y de Listeria monocytogenes

en ambos medios de cultivo para evaluar su crecimiento.

Los resultados muestran que Listeria monocytogenes es capaz de crecer en agar
MRS a concentraciones de 108, pero no asi a concentraciones de 103. (Ver Anexo
N° 16). Por lo que se descartan todos los ensayos de antagonismo realizados en

agar MRS de la ultima concentracion mencionada.

Los resultados obtenidos de la prueba de antagonismo microbiano, utilizando

discos impregnados con probidtico se muestran en las Tabla N° 4 y N° 5.

Tabla N° 4: Resultados de prueba de antagonismo para discos impregnados con
Bacillus coagulans de concentraciéon 2.0 x 108 UFC/mL en agar
Mueller Hinton

Halo de | Halo de | Valores de referencia segun Kirby- | % Inhibicion de
inhibicién de | inhibicibn  de | Bauer B. coagulans vs
B. coagulans | antibiéticos R | S antibiéticos.
PG 28mm <20mm 21-28mm 229mm 39.29
11 mm AMP 25mm <1lmm 12-13mm 214mm 44.0
TZX 25mm <14mm 15-18mm =19mm 44.0

El ensayo con discos impregnados de suspension estandarizada de probidtico
solo demostré la formacién de halo para las concentraciones de Listeria
monocytogenes de 5.0x108 UFC/mL cuando la concentracion del disco
impregnado con probiético fue de 2.0x108 UFC/mL habiendo realizado el ensayo
en agar Mueller-Hinton. El halo de inhibicién obtenido por difusion de Bacillus
coagulans fue de 11 mm de didmetro. El didmetro del halo de inhibicion del
probiotico se comparo con los valores de referencia de sensibilidad segun Kirby-
Bauer. En este caso se observa que Listeria monocytogenes es resistente a la
accion de Bacillus coagulans al comparar el halo de inhibicion obtenido, con los
valores de referencia para Penicilina G, Ampicilina y Trimetroprim-
Sulfametoxazol. Al comparar de manera porcentual el diametro del halo de

inhibicion del probidtico, con los diametros de los halos obtenidos por los
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antibioticos utilizados como patron, se encontré que el Bacillus coagulans solo es
capaz de inhibir un 39.29% de lo que inhibe la Penicilina G. Para el caso de
Ampicilina y Trimetroprim-Sulfametoxazol el probiético solo es capaz de inhibir

un 44.0% de lo que estos antibioticos son capaces de inhibir.

Tabla N° 5: Resultados de prueba de antagonismo para discos impregnados con
Bacillus coagulans de concentracién 2.0 x 108 UFC/mL en agar MRS

Halo de | Halo de | Valores de referencia segun Kirby- | % Inhibicion de
inhibicién de | inhibicion  de | Bauer B. coagulans vs
B. coagulans | antibiéticos R I S antibidticos.
PG 28mm <20mm 21-28mm =29mm 50.0
14 mm AMP 25mm <1lmm 12-13mm 214mm 56.0
TZX 25mm <14mm 15-18mm =19mm 56.0

El ensayo con discos impregnados de suspension estandarizada de probiético
solo demostré la formacion de halo para las concentraciones de Listeria
monocytogenes de 5.0x108 UFC/mL cuando la concentracion del disco
impregnado con probidtico fue de 2.0x108 UFC/mL habiendo realizado el ensayo
en agar MRS. El halo de inhibicién obtenido por difusion de Bacillus coagulans
fue de 14 mm de diametro. El diametro del halo de inhibicién del probidtico se
comparo con los valores de referencia de sensibilidad segun Kirby-Bauer. En este
caso se observa que Listeria monocytogenes es resistente a la accion de Bacillus
coagulans al comparar el halo de inhibicion obtenido, con los valores de
referencia para Penicilina G y Trimetroprim-Sulfametoxazol; pero de sensibilidad
Intermedia al compararlo con el valor de referencia para Ampicilina. Al comparar
de manera porcentual el diametro del halo de inhibicion del probiotico, con los
diametros de los halos obtenidos por los antibidticos utilizados como patron, se
encontré que el Bacillus coagulans solo es capaz de inhibir un 50.00% de lo que
inhibe la Penicilina G. Para el caso de Ampicilina y Trimetroprim-Sulfametoxazol
el probidtico solo es capaz de inhibir un 56.0% de lo que estos antibiéticos son

capaces de inhibir.
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Los discos de concentraciones 2.0 x 10" UFC/mL y 2.0 x 10%° UFC/mL
impregnados con Bacillus coagulans no desarrollaron halos de inhibicion en

ningun medio de cultivo.

En el ensayo de antagonismo microbiano por la técnica de difusién en pozos, se
observo la formacion de halos solamente en los pozos que se encuentran en agar
MRS a concentraciones de 2.0 x 108 UFC/mL y 2.0 x 10’ UFC/mL de Bacillus
coagulans cuando la concentracién de Listeria monocytogenes es de 5.0x108

UFC/mL. Estos resultados pueden observarse en la Tabla N° 6 y la Tabla N° 7:

Tabla N° 6: Resultados de prueba de antagonismo por difusiébn en pozos a
concentracion 2.0 x 108 UFC/mL de Bacillus coagulans en agar

MRS.
_Hal_o_ 3 de Halo de Valores de referencia segun Kirby- % Inhibicion de
inhibicion de | . ... ., Bauer I
B. coagulans 'nh'.b'.c,'c.m de B. po_ggu ans vs
eﬁ antibioticos R | S antibiodticos.
PG 28mm <20mm 21-28mm 229mm 57.0
16 mm AMP | 25mm <11lmm 12-13mm 214mm 64.0
TZX | 25mm <14mm 15-18mm 219mm 64.0

El ensayo por la técnica de difusibn en pozos inoculados con suspension
estandarizada de probittico, demostré la formaciébn de halo para las
concentraciones de Listeria monocytogenes de 5.0x108 UFC/mL cuando la
concentracion del disco impregnado con probiético fue de 2.0x108 UFC/mL
habiendo realizado el ensayo en agar MRS. El halo de inhibicién obtenido por
difusién de Bacillus coagulans fue de 16 mm de diametro. El diametro del halo
de inhibicion del probiotico se comparé con los valores de referencia de
sensibilidad segun Kirby-Bauer. En este caso se observa que Listeria
monocytogenes es resistente a la accion de Bacillus coagulans al comparar el
halo de inhibicion obtenido, con los valores de referencia para Penicilina G, sin

embargo posee sensibilidad intermedia al compararlo con los valores de
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referencia para Ampicilina y Trimetroprim-Sulfametoxazol. Al comparar de
manera porcentual el didmetro del halo de inhibiciébn del probidtico, con los
diametros de los halos obtenidos por los antibiéticos utilizados como patrén, se
encontré que el Bacillus coagulans solo es capaz de inhibir un 57.00% de lo que
inhibe la Penicilina G. Para el caso de Ampicilina y Trimetroprim-Sulfametoxazol
el probidtico solo es capaz de inhibir un 64.0% de lo que estos antibiticos son

capaces de inhibir.

Tabla N° 7: Resultados de prueba de antagonismo por difusién en pozos a
concentracion 2.0x10” UFC/mL de Bacillus coagulans en agar MRS.

il;:ﬁliobicién gg .Hal'o. ) de \é:f(er(ras de referencia segun Kirby- % Inhibicion de
B. coagulans |nh!b[<§lqn de B. po_ggulans vs
en antibiéticos R | S antibidticos.
PG 28mm <20mm 21-28mm 229mm 50.0
14 mm AMP | 25mm <11lmm 12-13mm 214mm 56.0
TZX | 25mm <14mm 15-18mm 219mm 56.0

El ensayo por la técnica de difusibn en pozos inoculados con suspension
estandarizada de probidtico, demostré la formacion de halo para las
concentraciones de Listeria monocytogenes de 5.0x10%8 UFC/mL cuando la
concentracion del disco impregnado con probidtico fue de 2.0x108 UFC/mL
habiendo realizado el ensayo en agar MRS. El halo de inhibiciébn obtenido por
difusion de Bacillus coagulans fue de 16 mm de didmetro. El diametro del halo
de inhibicién del probidtico se compardé con los valores de referencia de
sensibilidad segun Kirby-Bauer. En este caso se observa que Listeria
monocytogenes es resistente a la accion de Bacillus coagulans al comparar el
halo de inhibiciéon obtenido, con los valores de referencia para Penicilina G y
Trimetroprim-Sulfametoxazol; pero de sensibilidad Intermedia al compararlo con
el valor de referencia para Ampicilina. Al comparar de manera porcentual el
diametro del halo de inhibicion del probiético, con los didmetros de los halos

obtenidos por los antibioticos utilizados como patron, se encontré que el Bacillus
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coagulans solo es capaz de inhibir un 50.00% de lo que inhibe la Penicilina G.
Para el caso de Ampicilina y Trimetroprim-Sulfametoxazol el probiético solo es

capaz de inhibir un 56.0% de lo que estos antibidticos son capaces de inhibir.

Los calculos de las comparaciones porcentuales entre los halos de inhibicién de
Bacillus coagulans y los halos de inhibicion de los antibiéticos utilizados como

patrén, pueden encontrarse en el Anexo N° 19.

5.7 Evaluacién del Bacillus coagulans frente a la resistencia contra el

pH acido del estbmago y a sales biliares.

Para determinar si el probidtico, Bacillus coagulans, contenido en el suplemento
alimentico, cumple con los requisitos establecidos por la OMS/FAO , para ser
considerado probidtico se realiz6 el procedimiento de la metodologia detallado
en el numeral 4.3.8.

El porcentaje de sobrevivencia de las células se determindé mediante la formula

detallada a continuacion:

o _LogUFCN1 100
° ~LogUFCBo *
Donde:
% =  Porcentaje de supervivencia.

N1 = Total de unidades formadoras de colonias obtenidas en el recuento
después de la incubacion en agar MRS.
Bo = Numero inicial de probidticos inoculados. (Blanco)

En la Tabla N° 8, se detalla los resultados promedios de evaluacién del Bacillus
coagulans frente a la resistencia contra el pH acido del estbmago y a sales
biliares. Se describe el conteo de UFC/mL de probioticos del blanco y luego de
haber estado en contacto en un medio de pH acido (pH=2.0) (sistema A) y con

sales biliares 0.3% (sistema B), en tiempo inicial (t=0h) y tiempo final (t=2h). Se
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utilizé el dato promedio de las UFC/mL de cada sistema y del blanco, para

calcular el porcentaje de supervivencia del probiético en las barreras biolégicas.

Tabla N° 8: Conteo de UFC/mL de probiéticos del blanco, sistema A (pH &cido)
y Sistema B (sales biliares).

Blanco Sistema “A” Sistema “B”
HCI pH=2.0 Sales biliares 0.3%
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
t=0h (Bo) t=2h (Bo) t=0h (N1) t=2h (N1) t=0h (N1) t=2h (N1)
6.60E+03 1.04E+04 1.20E+03 3.70E+03 6.00E+02 8.00E+02
8.70E+03 1.06E+04 3.70E+03 1.70E+03 3.00E+02 9.00E+02
- 2.70E+03 2.60E+03 9.00E+02 2.10E+03
- 2.00E+03 1.30E+03 6.00E+02 2.10E+03
Promedio
7.65E+03 1.05E+04 2.40E+03 2.33E+03 6.00E+02 1.48E+03
UFC/mL

La Tabla N° 8 indica que el resultado del blanco (Bo) fue de 7.65E+03 UFC/mL
para t=0h, y de 1.05E+04 UFC/mL para t=2h, es decir el niumero inicial de

probiéticos, para cada tiempo. También indica las UFC/mL del probiético luego

de someterse a los dos factores de estrés (N1), resultando 2.40E+03 UFC/mL

para t=0h, y de 2.33E+03 UFC/mL para t=2h, luego de estar en contacto en un
medio de pH 2.0. Se obtuvieron resultados de 6.00E+02 UFC/ml para t=0h, y de

1.48E+03 UFC/mL para t=2h, luego de estar en contacto con las sales biliares

0.3%.
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Evaluacion del probiético frente a la resistencia ante el pH
acido del estémago y a sales biliares, a t=2h.

1.20E+04

1.05E+04

1.00E+04

8.00E+03
-
=
O 6.00E+03
LL
)

4.00E+03

2.33E+03
2.00E+03 - 1.48E+03
Sistema "A" Sistema "B" Blanco

Figura N° 21: Evaluacién del Bacillus coagulans frente a la resistencia ante el pH
acido del estbmago y a sales biliares, a t=2h.

En la Figura N° 21, se visualiza la diferencia entre la reduccién de las UFC/mL
en cada sistema, luego de haberse sometido por dos horas a las condiciones de
estrés. Siendo el rectangulo verde, el blanco de comparacién, el cual tiene una
concentracion inicial de 1.05E+04 UFC/mL. Al comparar los resultados con las
UFC/mL de los sistemas “A” y “B”, se observa una disminucion de la
concentracion del probiético, debido a las condiciones de estrés al que se ve
sometido el microorganismo Bacillus coagulans, simulando las barreras
biol6gicas del organismo. Sin embargo, la disminucion observada no es
significativa, ya que ambas condiciones de estrés solo redujeron en un logaritmo

la concentracion inicial del probiético en el medio de cultivo.

En la Tabla N° 9, se describen los resultados del porcentaje de supervivencia del
Bacillus coagulans frente a la resistencia ante el pH acido del estbmago y a sales

biliares.
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Tabla N° 9: Resultados del porcentaje de supervivencia del Bacillus coagulans
frente a la resistencia ante el pH &acido del estbmago y a sales

biliares.
Blanco Sistema “A” Sistema “B”
HCI pH 2.0 Sales biliares 0.3%
UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL | o | UFC/mL | o | UFC/mL | .. | UFC/mL | o
t=0h (Bo) | t=2h (Bo) | t=0h (N1) | ° |t=2h(N1)| ° | t=0nh(N1) | ° [t=2h (N1)| 7°
7.65E+03 | 1.05E+04 | 2.40E+03 87.04 | 2.33E+03 [83.72| 6.00E+02 |71.53|1.48E+03 |78.80

Al comparar los valores del tiempo inicial del blanco con los valores del tiempo
inicial del sistema “A”, se observa una reduccion menor a un logaritmo de
concentracion, obteniendo un 87.04% de recuperacion del microorganismo en

condiciones de pH 2.0, con respecto al blanco.

En el sistema “A”, se observa una reduccion en el porcentaje de supervivencia
en tiempo final (83.72%) con respecto al tiempo inicial (87.04%); después de dos
horas de incubacion en condiciones de pH 2.0. Al comparar el valor final de la
concentracion del sistema “A” con el valor final de la concentracion en el blanco
se observa una reduccién de un logaritmo, obteniendo un 83.72% de

recuperacion del microorganismo en condiciones de pH 2.0.

En el sistema “B”, se observa una reduccion de un logaritmo de concentracion,
al comparar los valores iniciales obtenidos para 0.3% de sales biliares, con los
valores iniciales del blanco, obteniendo un 71.53% de recuperacion del

microorganismo probidtico.

Se observa un aumento en el porcentaje de supervivencia en tiempo final
(78.80%) con respecto al tiempo inicial (71.53%); después de dos horas de
incubacion en condiciones de 0.3% de sales biliares. Al comparar el valor final de
la concentracion del sistema “B” con el valor final de la concentracion en el
blanco, se mantiene una reduccion de un logaritmo a pesar del incremento en la
concentracion del blanco luego de dos horas de incubacion, obteniendo un

78.80% de recuperacion del microorganismo en condiciones de 0.3% de sales
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biliares. Estos resultados demuestran que el probiético Bacillus coagulans es
capaz de crecer en presencia de sales biliares, lo que concuerda con el
incremento en el porcentaje de supervivencia obtenido. (Ver calculos en Anexo
N° 23)

Los ensayos realizados, comprueban que el suplemento alimenticio, contiene
efectivamente Bacillus coagulans, a una concentracion de 2.0 x 10*? UFC/unidad
masticable, presenta actividad contra Listeria monocytogenes y es capaz de

resistir adecuadamente la accién del &cido gastrico y de las sales biliares.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

El suplemento alimenticio seleccionado rotula 5x10'?2 UFC de Bacillus
coagulans por unidad masticable; sin embargo, se analiz6 la concentracion
de este suplemento mediante la técnica de recuento en placa, y aunque el
coeficiente obtenido demuestra que hay una menor cantidad de Bacillus
coagulans (2.0x10?2 UFC por unidad masticable), la concentracion
exponencial se mantiene, siendo suficiente para que el probiético realice su

efecto benéfico en el organismo.

El microorganismo aislado del suplemento alimenticio comercial, resulté ser
efectivamente Bacillus coagulans, de acuerdo a las pruebas de

identificacion.

Los valores obtenidos en UFC/mL para los estandares de Bacillus
coagulans y Listeria monocytogenes, demostraron cumplir con los valores
esperados de acuerdo a la literatura, «, ya que se obtuvieron entre 1-3x108
UFC/mL para Bacillus coagulans. Sin embargo, se obtuvo un valor de 5x108
UFC/mL para Listeria monocytogenes, lo que supera los valores esperados,
pero mantiene la concentracién exponencial necesaria para desempefiar el

ensayo de antagonismo microbiano.

El microorganismo Bacillus coagulans demostré ser capaz de formar halos
de inhibicion contra la bacteria patdégena Listeria monocytogenes, a
concentraciones especificas de 108 UFC/mL o superiores y en condiciones

especificas.

El microorganismo Listeria monocytogenes presenta resistencia o

sensibilidad intermedia ante la accion de Bacillus coagulans, y puede



116

utilizarse como tratamiento profilactico ante una infeccién por Listeria en

personas inmunocomprometidas.

Al comparar los resultados de inhibicion obtenidos a partir del ensayo de
antagonismo, con los resultados obtenidos de los patrones hechos con
discos de antibioticos, se deduce que el probidtico tiene una capacidad
inhibitoria entre 39.29% y 64.0% de la que poseen los antibioticos utilizados
como tratamiento de eleccién, siempre y cuando se cumplan con las
condiciones ambientales que favorezcan el crecimiento de Bacillus

coagulans.

La evaluacion del Bacillus coagulans frente al pH acido del estbmago y las
sales biliares, demostrd tener un buen porcentaje de supervivencia ante
dichas barreras biolégicas, siendo del 83.72% vy de 78.80%,
respectivamente. De acuerdo con estos resultados, el microorganismo
evaluado, es considerado como probidtico, segun las directrices de
evaluacién de la FAO/OMS.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

. Proponer a las autoridades correspondientes de la Universidad de El Salvador
que provean los insumos necesarios al laboratorio de control de calidad
microbiologico del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
(CENSALUD), para la identificacibn de microorganismos no comunes Yy

probidticos.

. Realizar ensayos con diferentes medios de cultivo sélido (agar), que permitan
el desarrollo éptimo de los ensayos de antagonismo microbiano entre Listeria

monocytogenes y Bacillus coagulans para futuras investigaciones.

. Adquirir un tipo de papel filtro que posea el grosor adecuado, capaz absorber
100 pL de una suspensidon estandarizada de probiotico, para realizar los
ensayos de antagonismo microbiano mediante la técnica de Difusion en Agar
por medio de Discos.

. Utilizar sales biliares de extraccién reciente, para garantizar un resultado mas
exacto en el ensayo de resistencia de Bacillus coagulans a la accién de las

sales biliares.

. Evaluar el efecto Bacillus coagulans sobre la cinética de muerte de Listeria

monocytogenes, para futuras investigaciones.

. Realizar ensayos de antibiogramas de muestras bacteriol6gicas de pacientes
inmunocomprometidos con sintomas de infeccion para determinar si

efectivamente ésta es causada por Listeria monocytogenes, para que la
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autoridad de salud correspondiente, provea un diagnostico real a los
infectados y lleve un mejor control estadistico de esta infeccion.

. Promover el consumo de suplementos alimenticios que contengan el
probiotico Bacillus coagulans, mediante la autoridad de salud correspondiente;
de manera regular, para que pueda encontrarse en concentraciones optimas
en el sistema gastrointestinal de pacientes inmunocomprometidos, y le permita
realizar su mecanismo de inhibicién contra bacterias patégenas, como Listeria

monocytogenes.
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Anaerobios facultativos: microorganismos que no requieren de oxigeno,

pero puede crecer en condiciones microaerébicas 0 anaerobicas.

Bacterias acido lacticas: Microorganismos productores de acido lactico

como producto final de su metabolismo.

Bacteriocinas: son péptidos biologicamente activos que tienen la
capacidad de inhibir el crecimiento de otros miembros de la misma

especie productora o miembros de distintos géneros bacterianos.

Cepa: Unidad taxondémica. La cepa o clon puede considerarse como una

poblacién de caracteristicas idénticas.

Dosis de infeccion: se refiere al nUmero de microorganismos necesarios para

causar enfermedades.

Enterocito: Células epiteliales del intestino encargadas de absorber diversas
moléculas alimenticias y transportarlas al interior del organismo (perteneciente
en ser humano y en animales). Se encuentran en el intestino delgado,

intestino grueso y en el colon.

Generalmente reconocido como seguro: GRAS (por sus siglas en inglés
“‘Generalmente Recognized As Safe.”) es un aditivo alimentario, que se
agrega intencionalmente a los alimentos que esta sujeto a la revisién y
aprobacion previa a la comercializacion por la FDA, a menos que la sustancia
generalmente se reconoce, entre expertos cualificados, como si hubieran sido

demostrado adecuadamente para ser seguro en las condiciones de su uso



previsto, o que el uso de la sustancia se estén excluidas de la definicion de un

aditivo alimentario.

Inmunoglobulina A: Clase predominante de anticuerpo en las secreciones
seromucosas del organismo como saliva, lagrimas, calostro, leche y
secreciones respiratorias, gastrointestinales y genitourinarias. Actdan como
la defensa inicial contra los patdgenos invasores (virus y bacterias) antes
de que penetren en el plasma; identifican los antigenos patdégenos e impiden

gue se instalen en las mucosas.

Probidtico: Microorganismos vivos que, cuando son suministrados en
cantidades adecuadas, promueven beneficios en la salud del organismo

huésped.
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ANEXO N° 1

1 FAGULTAD, DE QUIMICA Y FARMACIA
7, UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

R berto Edmundo Sanchez Ochoa

Director

Hospital Nacional de la Mujer

Presente.

Estimado Dr. Sénchez:

La presente es para saludarle y desearle éxitos en el desempefio de su gestién, ocasién que
aprovechamos para informar que realizaremos nuestro Trabajo de Graduacién de la carrera de
Licenciatura en Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador, con el tema “Evaluacién in
vitro de un suplemento alimenticio comercial que contiene Bacillus coagulans como probiético
para el tratamiento preventivo de listeriosis en mujeres embarazadas en El Salvador”, por lo que
solicitamos su apoyo, para que el Area de Epidemiologia nos pueda entregar un informe sobre los
casos de listeriosis anuales que hayan presentado en mujeres embarazadas y nifios de edades
entre cero y dos afios de edad que ha atendido el hospital.

No omitimos sefialarle que los datos anteriormente solicitados son para ser utilizados
exclusivamente en el desarrollo de un trabajo de graduacién de pre grado.

En espera de contar con su amable atencién y respuesta favorable a nuestra peticién pudiéndonos
contactar al nimero de celular: 7852-7327 con Br. Samuel Castillo 6 al 7063-6329 con Br. Lucia
Segura.

Agradeciendo de antemano, la comprension a la presente, nos despedimos.

Atentamente,

L
Br, muel‘fnrique Castillo Grande Br. Lucia

&

a Segura Figueroa

Docente de Microbiologia Aplicada i
Facultad de Quimica y Farmacia §
Universidad de El Salvador g
{
|

moe_9 1S Ao\

: HORA: _l_3 APR 7015

e e

Final Avenida “Martires Estudiantes del 30 de julio”, Ciudad Universitaria, San Salvador, El Salvador, CA Apdo. Postal 3026
Telefax: (503) 2225-1645 Teléfonos: (503) 2225-4967, (503) 2225-2326, (503) 2511-2000 Extensiones 7510 y 7515

Figura N° 22: Solicitud de datos epidemiolégicos de listeriosis al Hospital
Nacional de la Mujer.



ANEXO N° 2

T ACONAL ESPECIALIZADO DE AAIERNIDAY
“fyr. Radii Arguetio Esc :é".mhé A.LY{MDCDR

0% TODOS

Hospital Nacional dé la Mujer O!RECCION l‘-k“—
Unidad de epiden%uiologia |
T T e R
| 13 MR eppor00.1s30

PSS
AL e s

PARA: Bo. Samuel Enrique Castillo Grande
Estudiante de Quimica y farmacia

De: Dra. Nancy Ruiz
Jefe de Unidad de Epidemiologia

A través de: Dr. Roberto Edmundo Sdnchez Ocho
Director

Fecha: 13 de abrilde 2015

Sirva la presente para saludarle.

Reporto casos positivos a Listeriosis durante los afios 2012 al 2015 reportados por bacteriologia del
Hospital Nacional de la Mujer.

Afio Mes Servicio Medio
2012 Febrero Ambulatorio Orina
Marzo Obstetricia Placenta
Recién nacidos Sangre
Noviembre Emergencia Ovario
2013 Diciembre Recién nacido Sangre
2014 Mayo Recién nacidos Sangre
Diciembre Recién nacidos Sangre
2015 Enero Recién nacidos Sangre

Espero sean de su utilidad.

Atentamente.

Figura N° 23:  Datos epidemioldgicos de listeriosis provistos por el Hospital
Nacional de la Mujer.




ANEXO N° 3

uad AGHETAD: PE QUIMIGH Y FARMACIA ? __

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR || 2= -/

s I

Doctor

Alvaro Hugo Salgado

Director

Hospital Nacional Benjamin Bloom
Presente.

Estimado Dr. Salgado

La presente es para saludarle y desearle éxitos en el desempefio de su gestién, ocasién que
aprovechamos para informar que realizaremos nuestro Trabajo de Graduacion de la carrera de
Licenciatura en Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador, con el tema “Evaluacion in
vitro de un suplemento alimenticio comercial que contiene Bacillus coagulans como probidtico
para el tratamiento preventivo de listeriosis en mujeres embarazadas en El Salvador”, por lo que
solicitamos su apoyo, para que el Area de Epidemiologia nos pueda entregar un informe sobre los
casos de listeriosis anuales que hayan presentado en nifios de edades entre cero y dos afios de
edad que ha atendido el hospital.

No omitimos sefialarle que los datos anteriormente solicitados son para ser utilizados
exclusivamente en el desarrollo de un trabajo de graduacion de pre grado.

En espera de contar con su amable atencion y respuesta favorable a nuestra peticién pudiéndonos
contactar al nimero de celular: 7852-7327 con Br. Samuel Castillo ¢ al 7063-6329 con Br. Lucia
Segura.

Agradeciendo de antemano, la comprensién a la presente, nos despedimos.

Atentamente,

Z

N
K/?{/x/v

= —
Br. Samuel Enrique Castillo Grande Br<Lucia Esmerajda Segura Figueroa

/ o
Msc. Cofali os Angeles Gonzalez de Diaz

Asesora dé Trabajos de Graduacion
Docente de Microbiologia Aplicada . -
Facultad de Quimica y Farmacia Ok /a/(/b O
Universidad de El Salvador Qr~ 7 113-ABR 2015
G (Op— —|
5 LA 5 =
Fol. 2133-3 2> A el
Final Avenida “Martires Estudiantes del 30 de julio”, Ciudad Universitaria, San Salvador, El Salvador, C.A. Apdo. Postal 3026
Telefax: (503) 2225-1645 Teléfonos: (503) 2225-4967, (503) 2225-2326, (503) 2511-2000 Extensiones 7510 y 7515

Figura N° 24: Solicitud de datos epidemiolégicos de listeriosis al Hospital
Nacional de Nifios Benjamin Bloom.



ANEXO N° 4
PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO
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Pesar 37 g del medio Agregar 1 litro de agua
caldo BHI en un desmineralizada y
Erlenmeyer limpio. disolver

%)
K O <:
Tratar en autoclave 15 Distribuir en tubos con
minutos a 121 °C. tapon de rosca en
cantidades de 5 mL.

Figura N° 25: Preparacion del medio caldo BHI.



Pesar 55 g del medio
caldo MRS en un
Erlenmeyer limpio.

= £

Agregar 1 litro de agua
desmineralizada y
disolver

\~

Tratar en autoclave 15
minutos a 121 °C.

Distribuir en tubos con
tapdn de rosca en
cantidades de 10 mL.

Figura N° 26: Preparacion del medio caldo MRS.




Pesar 67.15 g de medio
agar MRS un Erlenmeyer
limpio.

Agregar 1 litro de agua
desmineralizada y
disolver

Tratar en autoclave 15
minutos a 121 °C.

Calentar en hoteplate,
con agitacion
magnética, y ebullir
levemente.

Figura N° 27: Preparacion del medio agar MRS




Pesar 38 g de medio agar
base Mueller Hinton, en
un Erlenmeyer limpio.

-

Agregar 1 litro de agua
desmineralizada y disolver

Tratar en autoclave 15
minutos a 121 °C.

Calentar en hoteplate, con
agitaciébn magnética, y
ebullir levemente.

Dejar enfriar el medio a
45°C , y verter en placas
de Petri.

Figura N° 28: Preparacion del medio agar Mueller Hinton




Pesar 34.5 g de medio
agar base PALCAM, en un
Erlenmeyer limpio.

Agregar 500 mL de agua
desmineralizada y disolver

Tratar en autoclave 15
minutos a 121 °C.

Calentar en hoteplate, con
agitacion magnética, y
ebullir levemente.

Reconstituir el
Suplemento Selectivo
PALCAM, con 2 mL de
agua estéril.

Dejar enfriar el medio a
50°C e incorporar el
Suplemento Selectivo
PALCAM, luego verter en
placas de Petri.

Figura N° 29: Preparacion del medio agar PALCAM.




Pesar 40 g de medio agar
Sangre (base) en un
Erlenmeyer limpio.

R

= 4

Agregar 1 litro de agua
desmineralizada y
mezclar.

Tratar en autoclave 15
minutos a 121 °C.

Calentar en hoteplate, con
agitacion magnética, y
ebullir levemente.

Dejar enfriar el medio a
45°C , e incorporar 50 mL
de sangre de oveja (estéril,
desfibrinada)

Verter en placas de Petri.

Figura N° 30: Preparacion del medio Agar Sangre (Base)




Pesar 30 g de medio SIM,
en un Erlenmeyer limpio.

R

Agregar 1 litro de agua
desmineralizada y disolver

Distribuir en tubos en
cantidades de 4mL.

Calentar en hoteplate, con
agitaciéon magnética, y
ebullir levemente.

Tratar en autoclave 15
minutos a 121 °C.

Figura N° 31: Preparacion del medio SIM.




R

Pesar 40 g de medio agar TSA en
un Erlenmeyer limpio y agregar 6
gramos de Extracto de Levadura.

Tratar en autoclave 15
minutos a 121 °C.

Dejar enfriar el medio a
45°C , y verter en placas
de Petri.

Agregar 1 litro de agua
desmineralizada y
mezclar.

Calentar en hoteplate, con
agitacion magnética, y
ebullir levemente.Distribuir
en tubos con tapén de

Figura N° 32: Preparacion del medio agar TSAye




ANEXO N° 5
PROCEDIMIENTOS PARA LA IDENTIFICACION DE LA CEPA
PATOGENA Listeria monocytogenes.



b

|

)
!

Criovial con cepa
patégena de L.
monocytogenes

ATCC 19114

R N

Repetir
procedimiento
anterior por triplicado

Vv

Incubar por 24 horas
a37°C.
Luego, guardar en
refrigeracion a 3°C.
(Cepa de trabajo)

Figura N° 33: Procedimiento para obtener la cepa de trabajo de
Listeria monocytogenes.

b

|

)
!

Descongelar por 4
horas a
temperatura
ambiente

y
8

Tomar un inéculo con
asa bacteriologica
estéril y pasar a un

tubo con 5mL de
caldo BHI.




Tomar con asa estéril una
colonia aislada de Listeria
monocytogenes ATCC 19114

Aplicar al frotis unas cuantas
gotas de soluciéon de cristal
violeta y dejar actuar durante
un minuto.

T~
7 EP -
-.’;\\./ L "'_\\\‘\\‘L/\
i o
AR
\\.;'\ N e '>
\\,:—\; o

Enjuagar con agua destilada y
agregar unas gotas de lugol,
dejar actuar un minuto.

e 5’ LA '

r M_ > l '
| .‘7, ¥ ““ .l

b

=

Extender la colonia sobre una
gota de solucién salina en un
portaobjeto de vidrio, para
formar una pelicula.

Flamear el frotis y luego deje
| secar cerca del mechero.

—/

Enjuagar con agua
desmineralizada y decolorar
de inmediato con alcohol-
acetona.

Figura N° 34: Frotis bacteriano y tincion Gram.



Enjuagar con
desmineralizada.

Observar al microscopio Yy
determinar la morfologia.

—/

Adicionar gotas de safranina
hasta cubrir el frotis, esperar 1
minuto y enjuagar con agua
desmineralizada.

Eliminar el exceso de agua y
secar con papel toalla para
quitar la humedad.

Figura N° 34: Continuacion.




Tomar una colonia aislada de Listeria
monocytogenes ATCC 19114 o
Bacillus coagulans, con palillo de
madera. estéril. a partir de un cultivo

v . .
e LA - b
r ——.—M \ ‘ -\
| o e
LS
—_— ‘7;’.'/' ‘

Colocar la colonia aislada sobre un
portaobjeto de vidrio limpio.

Agregar 1 gota de Perdxido de
Hidrogeno 3%.

ol

L

Un Dburbujeo en los primeros
segundos indica reaccion positiva.

Figura N° 35: Prueba catalasa.




Inocular una colonia aislada
de Listeria monocytogenes
ATCC 19114 en medio
selectivo PALCAM.

v

Incubar a 35°C por
24 — 48h.

N

Observar colonias
transparentes con
precipitado negro alrededor.

Figura N° 36: Inoculacion en medio selectivo PALCAM.



Observar viendo
directamente hacia abajo

l

L

Tripode

Figura N° 37: Examinacion de colonias sospechosas de Listeria monocytogenes
por el Sistema Optico de Henry.

/
\ \ / /

- - —

-—'-Ih.\

" -

Tomar colonias aisladas con asa Inocular con asa bacterioldgica,

bacteriolégica en punta, de agar / en punta, en placa de Petri con
TSAye. agar sangre de carnero al 5%.

S
Incubar a 35°C por 24— 48 horas

Figura N° 38: Prueba de hemdlisis.



Tomar un in6culo con asa
bacteriolégica en  punta
estéril, desde un cultivo de L.
monocytogenes ATCC 19114
(cepa de trabajo)

Inocular con asa
bacteriolégica en punta en

medio SIM. |

I
v

Incubar por 7 dias a
temperatura ambiente (25°C).

|
|
v

. :

.

Observar  diriamente,
patron  caracteristico
forma de paraguas.

un
en

Figura N° 39: Prueba de movilidad.




N

Staphylococcus aureus Rhodococcus equi

ATCC 13071

ATCC 25923

TN

/

L. monocytogenes

1 MicrobeLibrary.org © Hanson \/

Observar zonas de Incubar a 35°C por
hemolisis (con forma de 2448 horas.
flecha), cerca de las
estrias de Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

Figura N° 40: Prueba CAMP.



Gélose au sang / Blood agar / Blutagar /
Agar con sangre / Agar al sangue /
Gelose de sangue / Aipatoiyo dyap /
Blodagar / Agar krwawy

l

API Suspension Medium 2 ml

l

9900666553 —m. (oW

API Listeria Tl ESC —» TAG

l

18:00 - 24:00 :.:.: 36°C + 2°C

l O

BisEEe YLy g BB e

API Listeria

l

il

&

Figura N° 41: Procedimiento para la identificacion de Listeria monocytogenes
por medio de galeria API® Listeria.




Cuadro N° 6: Identificacion de las reacciones de pruebas API® Listeria.

Tests Componentes Reacciones Resultados
activos Negativo | Positivo
ZYM B /<3 min
DIM Substrato Diferenciacion L. innocua/ L. Naranja Naranja
enzimatico monocytogenes palido
Rosa beige
Gris beige
ESC ESC“'fif‘az Citrato | 1 yr6lisis (ESCulina) Amarillo Negro
errico palido
Aman 4-nitrofenil-aD- a-MANosidasa incoloro Amarillo
manopiranosida

DARL D-Arabitol Acidificacién (D-ARabitol) Rojo/ Amarilo/
XYL D-Xilosa Acidificacién (D-Xilosa)

RHA L-Rhamnosa Acidificaciéon (RHAmnosa) Rojo Amarillo

Metil-aD- Acidificacién (Metil-aD- anaranjado anaranjado
MDG . . . )
glucopiranosido | Glucopiranosido)
RIB D-Ribosa Acidificacion (RIBosa)
G1P Glucosa-1- Acidificacién (Glucosa-1-
Fosfato Fosfato)
TAG D-Tagatosa Acidificacién (TAGatosa)




Cuadro N° 7: Lista de perfiles numéricos.

2150 Listeria ivanovii 3750 Listeria ivanovii

2170  Listeria ivanovii 3770 Listeria ivanovii

2250 Listeria ivanovii 6 010 Listeria monocytogenes
2310 Listeria seeligeri/ivanovii 6 110 Listeria monocytogenes/innocua
2311  Listeria welshimeri 6 120 Listeria grayi

2330 Listeria ivanovii 6 130 Listeria grayi

2 340 Listeria ivanovii 6 150 Listeria monocytogenes
2350 Listeria ivanovii 6 310 Listeria seeligeri/welshimeri
2370 Listeria ivanovii 6 311 Listeria welshimeri

2410 Listeria monocytogenes 6 410 Listeria monocytogenes
2510 Listeria monocytogenes 6 450 Listeria monocytogenes
2550 Listeria monocytogenes/ivanovii 6 510 Listeria monocytogenes
2711 Listeria welshimeri 6 520 Listeria grayi

2750  Listeria ivanovii 6 550 Listeria monocytogenes
2770 Listeria ivanovii 6 701 Listeria welshimeri

3110 Listeria seeligeri/innocualivanovii 6 711 Listeria welshimeri

3120 Listeria grayi 7 110 Listeria innocua

3130 Listeria grayi/ivanovii 7 111 Listeria welshimeri

3150 Listeria ivanovii 7 120 Listeria grayi

3170  Listeria ivanovii 7 130 Listeria grayi

3210 Listeria seeligeri/ivanovii 7 301 Listeria welshimeri

3250  Listeria ivanovii 7 310 Listeria seeligeri/welsimeri/innocua
3270 Listeria ivanovii 7 311 Listeria welshimeri

3300 Listeria seeligeri/ivanovii 7 320 Listeria grayi

3310 Listeria seeligeri/ivanovii 7 330 Listeria grayi

3311  Listeria welshimeri 7500 Listeria innocua

3330 Listeria ivanovii 7 510 Listeria innocua

3340  Listeria ivanovii 7511 Listeria welshimeri

3350 Listeria ivanovii 7520 Listeria grayi

3360 Listeria ivanovii 7530 Listeria grayi

3370 Listeria ivanovii 7 701 Listeria welshimeri

3510 Listeria innocua 7710 Listeria welshimeri/innocua
3520  Listeria grayi 7711 Listeria welshimeri

3711  Listeria welshimeri 7 720 Listeria grayi

3730 Listeria ivanovii



ANEXO N° 6

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE
Listeria monocytogenes



Cuadro N° 8: Resultados de la pruebas de identificacion para Listeria
monocytogenes.

Prueba

Resultado esperado

Resultado real

Tincién de Gram

Bacilos cortos, Gram positivo

Bacilos cortos, color morado.
Gram positivo.

Sistema Optico de Henry

Colonias de color azul-
grisaceo a azul.

Colonias de color azul-
grisaceo a azul.

Catalasa Burbujeo positivo Burbujeo positivo
Hemblisis Halo claro alrededor de las Halo claro alrededor de las
colonias. colonias.
MIO Formacion de paraguas Formacién de paraguas
CAMP Positivo Positivo
Pruebas API® Listeria Positivo Positivo
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Figura N° 42: Resultados de la prueba API® Listeria
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Nota
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Listeria monocytogenes 98.6 1.0 |

Taxon siguiente % 1D T Pruebas en contra
Listeria innocua 1.3 0.58 | DIM  99% |

Figura N° 43: Resultados de la prueba API® Listeria, mediante apiweb.




ANEXO N° 7
PROCEDIMIENTO PARA COMPROBACION DE LA CONCENTRACION
DE Bacillus coagulans EN EL SUPLEMENTO ALIMENTICIO.



Pesar 9.0 g de Cloruro
de Sodio

Agregar el NaCl a un
beaker con capacidad
para 1000 mL e
incorporar 1 litro de agua
desmineralizada.

Tratar en autoclave 15
minutos a 121 °C.

L

Distribuir en frascos de
vidrio en cantidades de
100mL o 90mL

Figura N° 44: Preparacién de solucion salina 0.9%.




Cortar 4 masticables Afadir los trozos
gue contiene cortados de
Bacillus coagulans masticable a una

10'2 UFC en trozos bolsa de
pequefios. stomacher estéril.
. - < ;
-

Agregar a la bolsa de
stomacher que contiene el
masticable, 400 mL de
solucién salina 0.9%
estéril.

Mezclar en
stomacher por 2
minutos a 200 rpm.

Nota: Realizar el procedimiento
por duplicado, para completar el
analisis con numero de 8 muestras.

Figura N° 45: Procedimiento para la comprobaciéon de la concentracion de
Bacillus coagulans en el suplemento alimenticio.



e 10 mL
Trasladar los ED:
400mL.deI 102
contenido
homogéneo a un
frasco de vidrio. Cada frasco contiene 90 mL

de solucion salina estéril.

10mL 10mL 10mL 10ml 10 mL 10mL 10 ml 10 mL 10 mL
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N Z

10* 101 101 10° 10® 107 10% 10° 104 103

/1mL l 1mL\ 1mL l 1mL

T
I
1/ .

\ \‘ Fi

Afadir por la técnica de placa vertida, agar MRS a 45° C, dejar solidificar
las placas e incubar en anaerobiosis a 37°C por 48-72 horas. Realizar
conteo de colonias de las diluciones 1012, 1011y 10-10,

Figura N° 45: Continuacion.



Cortar 2 masticables Anadir los trozos
gue contiene cortados de
Bacillus coagulans masticable a una

10%*? UFC en trozos bolsa de
pequefios. stomacher estéril.

L

=
Mezclar en Agregar a la bolsa de
stomacher por 2 stomacher que contiene el
minutos a 200 rpm. masticable, 200 mL de
solucién salina 0.9%
esteril.

Figura N° 45: Continuacion.
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FD:
102

10 mL

Cada frasco contiene 90 mL de
solucién salina estéril.
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Afadir por la técnica de placa vertida, agar MRS a 45° C, dejar solidificar
las placas e incubar en anaerobiosis a 37°C por 48-72 horas. Realizar
conteo de colonias de las diluciones 102, 1011y 10-10.

Figura N° 45: Continuacion.




ANEXO N° 8

Verter 10 mL de caldo BHI a la
placa de Petri que contiene la
dilucién de B. coagulans 103

Arrastrar las
colonias con asa
bacterioldgica
estéril

Recuperar la
suspension

<:| formada con
| | pipeta de 5 mL

Verter la de suspension
de microorganismo en
dos tubos de ensayo,

5mL en cada tubo.

Figura N° 46: Procedimiento para aislar el probidtico Bacillus coagulans del
suplemento alimenticio comercial.



ANEXO N° 9
PRUEBAS DE IDENTIFICACION DEL PROBIOTICO Bacillus coagulans.



Saturar una pieza de papel filtro
Whatman N°1 con
tetrametil-p-fenilendiamina al
1%

f

Tomar una colonia de
B. coagulans con palillo
de madera y colocar en
papel filtro saturado con
@ / Oxydase + reactivo

La aparicion de un color
violeta a los 10

/ Quydase:: _ segunc_ips de la

inoculacion denota

reaccion positiva. Una

reaccion negativa se
observa por la

decoloracion de la tira

al ser inoculada.

Como control positivo de la prueba utilizar una una colonia de la
cepa de Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802

Figura N° 47: Procedimiento para realizar la prueba de oxidasa




Suspender de 1-4

: colonias de
B.coagulans en 2 mL
:> de solucion salina
, 0.85% y llevar a 0.5 de
McFarland.

Rellenar tubo de NOs3 con

la suspension 0.5 de
McFarland con pipeta é
pasteur.

Incubar en atmésfera
de humedad
a 29 + 2°C durante 24
horas.

Afadir 1 gota de reactivos NIT 1 Si no hay coloracion en el paso
y NIT 2 en la cupula de NOs y anterior, afiadir 2-3mg de
esperar 5 min. reactivo de cinc metalico y

Coloracion roja es reaccion esperar 5 min. Coloracion rosa-
positiva. roja es reaccion negativa.

Figura N° 48: Procedimiento para realizar la prueba de reduccion de nitratos



ANEXO N° 10

Cuadro N° 9: Resultados de las pruebas de identificacion para Bacillus coagulans

Prueba

Resultado esperado

Resultado real

Tincién de Gram

Bacilos cortos, Gram positivo

Bacilos cortos, Gram
positivo, asociados en
cadena

Catalasa Burbujeo positivo Burbujeo positivo
Oxidasa Negativo Negativo
Reduccioén de nitratos Negativo Negativo




ANEXO N° 11
PROCEDIMIENTO PARA ESTANDARIZACION POR
ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS.



= |

Criovial con cepa
patégena de Se sembrara en caldo BHI
Listeria para su enriguecimiento y se
monocytogenes incubara a 37°C por 24 horas
ATCC 19114

A patrtir de los tubos
con caldo BHI que
contienen L.
monocytogenes
ATCC 19114y
B.coagulans, sembrar
en agares TSAyey
MRS respectivamente

Incubar a 37°C por
24h  para Listeria

monocytogenes y a TN
37°C por 48h para \
B.coagulans . Realizar g

este procedimiento 1
vez mas para un total
de 2 pases.

Afadir a cada placa
con crecimiento 10 mL
de solucion salina

estéril 0.9% y recoger
,’ I, el sembrado en tubos

de ensayo.

Figura N° 49: Procedimiento para estandarizacion por espectrofotometria
UV-VIS.



Leer en
espectrofotometro a
una longitud de onda
de 620 nmy ajustar

hasta obtener
absorbancias de 0.3-
0.4 para bacterias
Gram positivas.

| |

Suspension
corresponde a una
concentracion de 1-3
x 108 UFC/mL

101 102 103 104 10° 106 107 108

107 106 10° 104 103 10? 10t 10°
Afadir por la técnica de placa vertida, agar MRS a 45° C, dejar solidificar
las placas e incubar en anaerobiosis a 37°C por 48-72 horas. Realizar
conteo de colonias de las diluciones 10 ® ,107 y 10°. Los tubos

encerrados en linea punteada se guardaran para ensayos posteriores

Figura N° 49: Continuacion.



ANEXO N° 12

/ Inocular 100 pL
/ en un disco de
/ papel filtro
estéril y dejar
secar.

' , —) Afadir el disco

a un tubo con

10 mL de
Suspension de B. solucioén salina
coagulans 1-3 x estéril y agitar.

108 UFC/ mL

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL ImL 1mL
Y Y Y AN Y Y At

| |1 | 1 1] |

101 102 103 10+ 10° 10° 107 108

1mL / 1mL l \1mL

Afadir por la técnica de placa vertida, agar MRS a 45° C, dejar solidificar
las placas e incubar en anaerobiosis a 37°C por 48-72 horas. Realizar
conteo de colonias de las diluciones 10 ®,107v 10°.

Figura N° 50: Procedimiento para determinar la concentracién real de Bacillus
coagulans en un disco impregnado con suspension estandarizada
de probidtico.



ANEXO N° 13
ENSAYO DE ANTAGONISMO MICROBIANO USANDO LA TECNICA DE
DIFUSION EN AGAR POR MEDIO DE DISCOS Y POZOS



Inocular 1mL de
suspension de L.
monocytogenes
con hisopo en 3
planos.

Suspension de L.
monocytogenes ATCC
19114 de 1-3 x 108
UFC/mL

1] 1€ &

Dejar secar y
abrir tres
pocillos con
horadador.

Suspension de B.
coagulans 1-3 x 108,
107y 10 UFC/ mL

~3 Inocular 100 uL de
4 suspension de B.
coagulans, una
/ concentracion por
cada pocillo.
O
O @

4

Incubar a 37°C por 24-48 horas en
anaerobiosis.
Realizar procedimiento por triplicado.

Figura N° 51: Ensayo de Antagonismo microbiano usando la técnica de Difusion

en Agar por medio de Pozos.




Inocular 1mL de
suspension de
L.
monocytogenes
con hisopo en 3
planos.

| =

Suspension de L.
monocytogenes ATCC
19114 de 1-3 x 108
UFC/mL

Suspension de B.

/ coagulans 1-3 x 108,
= 't ,l ,} 107y 108 UFC/ mL

Inocular 100 pL de
suspension de B.
coagulans, a tres discos de O
papel filtro estéril, una :>
concentracion por disco.

Incubar a 37°C por 24-48 horas en
anaerobiosis.
Realizar procedimiento por triplicado.

Figura N° 52: Ensayo de Antagonismo microbiano usando la técnica de Difusion
en Agar por medio de Discos.



Inocular 1mL de
suspension de
Listeria
monocytogenes
con hisopo en 3
planos.

| /=

Suspension de L.
monocytogenes ATCC
19114 de 1-3 x 108
UFC/mL

Colocar en placa con agar
O Muller Hinton, tres discos
de antibitticos: Penicilina
G 10U, Ampicilina 10ug,
Trimetroprim-
Sulfametoxazol 25ug.

Incubar a 37°C por 24-48 horas en
anaerobiosis.
Realizar procedimiento por triplicado.

Figura N° 53: Patron de referencia para ensayo de Antagonismo microbiano
usando la técnica de Difusion en Agar por medio de Pozos y
Discos.



Inocular 1mL de
suspension de
L.
monocytogenes
con hisopo en 3

planos.

Suspension de L.
monocytogenes ATCC
19114 de 1-3 x 103
UFC/mL

O O abrir tres
) pocillos con
horadador.

l , l ’ l , <:| O Dejar secar y
| | |

Suspension de B.
coagulans 1-3 x 108,
107y 10 UFC/ mL

~3 Inocular 100 uL de
4 suspension de B.
coagulans, una
/ concentracion por
cada pocillo.
O
O @

4

Incubar a 37°C por 24-48 horas en
anaerobiosis.
Realizar procedimiento por triplicado.

Figura N° 54: Ensayo de Antagonismo microbiano usando la técnica de Difusiéon
en Agar por medio de Pozos.



| =

Suspension de L.
monocytogenes ATCC
19114 de 1-3 x 103
UFC/mL

Inocular 100 pL de
suspension de B.

papel filtro estéril, una
concentracion por disco.

coagulans, a tres discos de :

Inocular 1mL de
suspension de
L.
monocytogenes
con hisopo en 3
planos.

Suspension de B.

107y 108 UFC/ mL

I, l' coagulans 1-3 x 108,

Incubar a 37°C por 24-48 horas en
anaerobiosis.
Realizar procedimiento por triplicado.

Figura N° 55: Ensayo de Antagonismo microbiano usando la técnica de Difusion

en Agar por medio de Discos.




Inocular 1mL de
suspension de L.
monocytogenes
con hisopo en 3
planos.

| /=

Suspension de L.
monocytogenes ATCC
19114 de 1-3 x 103
UFC/mL

Colocar en placa con agar
O Muller Hinton, tres discos
de antibioticos: Penicilina
G 10U, Ampicilina 10ug,
Trimetroprim-
Sulfametoxazol 25ug.

Incubar a 37°C por 24-48 horas en
anaerobiosis.
Realizar procedimiento por triplicado.

Figura N° 56: Patron de referencia para ensayo de Antagonismo microbiano
usando la técnica de Difusién en Agar por medio de Pozos y

Discos.



ANEXO N° 14

Cuadro N° 10: Tamafio de zonas de inhibicion y su interpretacion para
quimioterapéuticos de uso frecuente. s

Inhibition Zone Diameter to Nearest Millimeter
Antibiotic or Chemotherapeutic Agent [hisk Potency
Resistant Intermidiate Sensitive

Ammeilhin

8. aurens 10 pg. 0 or leas M-8 H or more

All other organisms 10 g, 11 or less 12-13 14 or more
Bacitraein 10 units 8 or less g-12 13 or more
Cephalothin 30 g, 14 or less 15-17 I8 or more
Chloramphenieol 30 g 12 or less 13-17 18 or more
Colistin 10 e § or |ess O-10 11 or more
Erythromyein 15 pg. 13 or less 14-17 I8 or more
Kanamyein 30 g, 13 or less 14-17 I8 or more
Lincomyein§ 2 g, 17 or more
Methicillin b g 9 or less 10-13 14 or more
Nalidixic acid® 30 ug. 13 or |less 14-18 19 or more
Neomyein 0 g, 12 or less 13-16 17 or more
Nitrofurantoin® 300 g, 14 or less 15-16 17 or more
Novobiorint 30 g 17 or less 18-21 22 or more
Oleandomyein 15 ug. 11 or less 12-16 17 or more
Penicillin-G 10 units 20 or less 21-28 29 or more
Polvmyxin-B 300 units 8 or less g-11 12 or more
Streptomyein 10 pg. 11 or less 12-14 15 or more
Sulfonamides] B LIS 12 or less 13-16 17 or more
Tetracycling 30 pg. 14 or less 15-18 19 or more
Vancomyein 30 pg. 9 or less 10-11 12 or more




ANEXO N° 15

Figura N° 57: Ensayo de Antagonismo microbiano por medio de la técnica de
discos y pozos.



ANEXO N° 16

Figura N° 58: Blancos de microorganismos utilizados en los ensayos de
antagonismo microbiano



ANEXO N° 17

Figura N° 59: Resultados del ensayo de antagonismo microbiano por la técnica
de difusion en pozos.



ANEXO N° 18

Figura N° 60: Resultados del ensayo de antagonismo microbiano por la técnica
de difusion por discos y patrones de antibioticos.



ANEXO N° 19
CALCULOS PARA LA COMPROBACION PORCENTUAL DE LAS ZONAS DE
INHIBICION OBTENIDAS EN EL ENSAYO DE ANTAGONISMO
MICROBIANO

L DBC
% Inhibicion =w x 100

- Difusion por disco en agar Mueller Hinton
Concentracion de L. monocytogenes: 5.0x108
Antibiético de comparacion: Penicilina G

11 mm
% Inhibicién =28 pmp— x 100 = 39.29%

Antibidtico de comparacion: Ampicilina

11 mm
% Inhibicién =25 o x 100 = 44.0%

Antibiético de comparacion: Trimetroprim-Sulfametoxazol

V. ., 11mm
% Inhibiciéon = x 100 = 44.0%

25 mm




Difusion por disco en agar MRS

Concentracion de L. monocytogenes: 5.0x108

Antibittico de comparacion: Penicilina G

14 mm
% Inhibicion =28 o x 100 = 50.0%

Antibidtico de comparacion: Ampicilina

14 mm
% Inhibicion =25 pmpes x 100 = 56.0%

Antibittico de comparacion: Trimetroprim-Sulfametoxazol

14 mm
% Inhibicién =25 s x 100 = 56.0%

Difusion por pozos en agar MRS

Concentracion de L. monocytogenes: 5.0x108
Concentracion de B. coagulans: 2.0x108
Antibiético de comparacion: Penicilina G

16 mm
% Inhibicién =28 pmps x 100 = 57.0%

Antibidtico de comparacion: Ampicilina

16 mm
% Inhibicion =25 pap— x 100 = 64.0%



Antibiotico de comparacion: Trimetroprim-Sulfametoxazol

16 mm
% Inhibicion =25 o x 100 = 64.0%

Concentracion de B. coagulans: 2.0x10
Antibiotico de comparacion: Penicilina G

14 mm
% Inhibicion =

— 0,
8 mm X 100 = 50.0%

Antibittico de comparacion: Ampicilina

14 mm
% Inhibicion =25 pmpes x 100 = 56.0%

Antibittico de comparacion: Trimetroprim-Sulfametoxazol

14 mm
% Inhibicién =25 paps x 100 = 56.0%




ANEXO N° 20
PROCESO DE ESTANDARIZACION DE McFARLAND



Pesar 1.175 g de Cloruro Agregar el BaCl, a un
de Bario (BaCl,) beaker con capacidad para
100 mL e incorporar 15mL
de agua desmineralizada,
agitar hasta homogenizar y
traspasar a un balén
volumétrico de 100.0mL

L
- |

-
Jul
-

Aforar con agua Realizar dos lavados mas al
Desmineralizada y beaker anterior con 5 mL de
rotular. agua desmineralizada y
trasegar al bal6n
volumétrico.

Figura N° 61: Preparacién de la solucién de Cloruro de Bario 1.175%p/v.



H.SO, J

\r
)

- o

Pipetear En un balon volumétrico de
volumétricamente 1.0 mL 100.0mL, con 10 mL de
de Acido sulfirico agua desmineralizada,
concentrado. agregar 1.0mL de H.SO., por
las paredes.
Vv

|

Aforar con agua
desmineralizada y rotular.

Figura N° 62: Preparacion de la solucion de Acido Sulfarico 1%v/v.



Tabla N° 10: Preparacion de los estandares de McFarland

Estandar Volumen (ml) Equivalente en N° de
N° BaCl: (1,175 %) H2S04 (1 %) bacterias/ml {xmﬁ)
0.5 0.5 99.5 1.5

1 1.0 99.0 3
2 2.0 98.0 6
3 3.0 97.0 9
4 4.0 96.0 12
5 5.0 95.0 15
6 6.0 94.0 18
7 7.0 93.0 21
8 8.0 92.0 24
9 9.0 91.0 27
10 10.0 90.0 30

T 1 L J iy |
0.5mLdeBaCl, 99.5mL de H,SO, Leer a 625 nm,
1.175% pl/v 1%viv resultando una
absorbancia de
0.08 a 0.10

Figura N° 63: Esquema de preparacion del estandar de 0.5 de McFarland.



I\

C

Tomar 4-5 colonias aisladas Suspender las colonias en
del microorganismo con un tubo con 4 mL de
hisopo estéril. solucién salina

Por comparacion visual, llegar a
la concentracion de McFarland, || |
diluyendo la suspension del
microorganismo o agregando
MAas microorganismos.

C

=N 7 e

&

Figura N° 64: Esquema general para la preparacion de la suspension de
microorganismo de prueba.



ANEXO N° 21
EVALUACION DEL Bacillus coagulans FRENTE A LA RESISTENCIA
ANTE EL PH ACIDO DEL ESTOMAGO Y A SALES BILIARES.



Preparar 60mL
de Caldo MRS

1
| /W\ )

Sistema “A” Sistema “B”
Caldo MRS 25mL Caldo MRS 35mL
pH=2.0 (HCI 6M) pH normal

(6.5+0.2)

I | Distribuir en tubos l l l
bacteriolégicos en

co H

| |

cantidades de 10mL

Bl

Esterilizar en autoclave, 121°C por 15min.

v

Afadir 0.3% de
sales biliares,
después de la
esterilizacion.

Figura N° 65: Preparacion de sistemas “A” y “B”, para la evaluacion del Bacillus
coagulans frente a la resistencia contra el pH acido del estbmago
y a sales biliares.



Inocular 100uL de la
suspension, a cada tubo

s

‘ Incubar por
| -/ 2ha37°C, |__
' / 5% CO, /
B. coagulans, Caldo MRS 10 mL Caldo MRS 10 mL
108 pH=2.0; t=0h pH=2.0; t=2h
| ]
imL ‘ 1mL\ 1mL‘ 1mL ImL] 1ImL 1mL‘ ImL

Por placa vertida, afiadir 20mL Por placa vertida, afiadir
de agar MRS 20mL de agar MRS
t=0h t=2h
Incubar por
72h a 37°C
5% CO,

Figura N° 66: Evaluacion del Bacillus coagulans frente a la resistencia contra el
pH &cido del estbmago.



Inocular 100uL de la
suspension, a cada tubo

L]

(10

Incubar por
| 2ha37°C, |(__ /
' + 0.3% sales bili 5% CO, +0.3% sales biljares
— 1 ] 1 1
B. coagulans, Caldo MRS 10 mL Caldo MRS 10 mL
10¢ pH=6.5, t=0h pH=6.5; t=2h
1mL‘ 1mL\ 1mL‘ 1mL
P .
N 2 &2
Por placa vertida, afadir 20mL Por placa vertida, anadir
de agar MRS 20mL de agar MRS
t=0h t=2h
\ Incubar por
72h a 37°C,
5% CO,

Figura N° 67: Evaluacion del Bacillus coagulans frente a la resistencia contra a
sales biliares.



Inocular 100uL de la
suspension, a cada tubo

|

| =)

Incubar por
2h a 37°C, _/
5% CO,

B. coagulans, Caldo MRS 10 mL
10e pH=6.5, t=0h

Caldo MRS 10 mL
pH=6.5; t=2h

Por placa vertida, afiadir
20mL de agar MRS
t=0h

Por placa vertida, afiadir
20mL de agar MRS
t=2h

\ Incubar por /
72h a 37°C,

5% CO,

Figura N° 68: Procedimiento para preparar el blanco para la evaluacion del
a resistencia contra el pH acido del

Bacillus coagulans frente a |
estbmago y a sales biliares.




ANEXO N° 22

Figura N° 69: Evaluacion del Bacillus coagulans frente a la resistencia contra el
pH acido del estbmago y a sales biliares.



ANEXO N° 23

CALCULOS DEL PORCENTAJE DE SUPERVIVENCIA DEL Bacillus
coagulans FRENTE A LA RESISTENCIA ANTE EL PH ACIDO DEL
ESTOMAGO Y A SALES BILIARES.
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