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1. RESUMEN

Los probidticos tienen una gran aplicacién para la inhibicion de patdégenos. Ademas,
los probidticos tienen muchas aplicaciones tanto en la salud humana como en la salud animal,
ademas ciertas bacterias contribuyen mucho en la agricultura. Los desbalances de ciertas
bacterias, puede llegar a ser un problema de salud para animales y humanos. El objetivo de
la presente monografia es determinar la eficiencia de una nueva mezcla probidtica en
condiciones similares al intestino delgado a través de pruebas de presencia y ausencia de
microorganismos patdgenos. Se preparé una nueva mezcla probidtica, misma que incluyé su
formulacién y elaboraciéon. Para garantizar que sea un producto seguro para el consumo
humano se realiz6 una investigacion sobre sus componentes, ademas la mezcla fue sometida
a un tratamiento. Posteriormente se selecciond distintas bacterias patégenas: Salmonella
Enteritidis ATCC 3065 y Pseudomonas aeruginosa CBQCA 5407, las cuales presentan
problemas en el ambito de la salud publica. Con las bacterias patégenas y con la bacteria
probiotica, se procedié a realizar pruebas de identificacion. Posteriormente se realizd un
analisis de la eficiencia de la nueva mezcla probiética, mediante tres distintos tratamientos y
por cada uno de estos tratamientos se realizaron tres repeticiones. Los analisis se realizaron
in vitro evaluando si puede inhibir a Pseudomonas aeruginosa CBQCA 5407 y a Salmonella
Enteritidis ATCC 3065. A partir de esto se obtuvo que bajo ciertas condiciones tiene potencial
para inhibir a Pseudomonas aeruginosa CBQCA 5407, pero no a Salmonella Enteritidis ATCC
3065, el mejor tratamiento fue el tratamiento 1. Se concluye que los componentes de la
mezcla probidtica tienen muchos beneficios para la salud y son seguros para su consumo.
Pseudomonas aeruginosa y Salmonella Enteritidis representan un peligro para la salud
publica. El tratamiento 1 es el mas eficiente en la inhibicién bacteriana de Pseudomonas

aeruginosa CBQCA 5407 y Salmonella Enteritidis ATCC 3065.



2. ABSTRACT

Probiotics have big aplications for the inhibition of patogens. In addition, probiotics
have a lot of aplications, such as human and animal health, some bacterias have contributions
to agriculture. The desbalance of some bacterias, can be a problem for human and animal
health. The objective of the present investigation is to determine the efficiency of a new
probiotic mixture in similar conditions of the small inestine, througt tests of presence and
ausence of the pathogen microorganisms. It has been prepared a new probiotic mixture, the
same that it has been included the formulation and the elaboration. To could guarantee that
is a safety product for human consuption an investigation of their componentes was
conducted, and also the mixture were performed with a procedure. Latter different pathogenics
bacteria were selected: Salmonella Enteritidis ATCC 3065 and Pseudomonas aeruginosa
CBQCA 5407, wich represents a problem of public health. Then with the pathogen bacterias
and with the probiotic bacteria proceeded to make the identification tests. Subsequently the
analysis of the eficiency of this new probiotic mixture in vitro, was performed, with 3 different
treatments, each treatment has 3 repetitions. In vitro analysis has tested if this probiotic
mixture can inhibit Salmonella Enteritidis ATCC 3065 and Pseudomonas aeruginosa CBQCA
5407. Results shows that under certain conditions was possible to inhibit Pseudomonas
aeruginosa CBQCA 5407 but not Salmonella Enteritidis ATCC 3065, the first treatment was
the best treatment. For this, it was possible to conclude that under some conditions the
probiotic mixture has potential to inhibit Pseudomonas aeruginosa CBQCA 5407, but not
Salmonella Enteritidis ATCC 3065. It is possible to conclude that the components of the
probiotic mixture has many benefits for health and they are safe for consuption. Pseudomonas
aeruginosa y Salmonella Enteritidis represents a danger for public health. Treatment 1 was
the most efficient treatment for the inhibition of Pseudomonas aeruginosa CBQCA 5407 y

Salmonella Enteritidis ATCC 3065.



3. INTRODUCCION

Los componentes de la mezcla probiotica son Bacillus subtilis, harina de grillos y tres
tipos de vinagre: vinagre blanco, de manzana y vinagre balsamico. Se realizd una
investigacion en el buscador de patentes de la Organizacion Mundial de la Propiedad
Intelectual, no se encontraron registros de publicaciones sobre propiedad intelectual de la

mezcla que se va a analizar in vitro (OMPI, s.f.).

“Los probidticos son alimentos que contienen bacterias vivas que al consumirlos
proporcionan beneficios para la salud. Los probidticos actian principalmente en el aparato
digestivo, donde pueden afectar el microbioma intestinal. Este microbioma esta formado por
muchos microorganismos (en su mayor parte bacterias) que viven principalmente en el
intestino grueso. Cuando una persona come o bebe suficientes probiéticos, estos le ayudan
a proteger el aparato digestivo de microorganismos nocivos, a mejorar la digestion y la funcion
intestinal, y ademas podrian proporcionar otros beneficios para la salud” (National Institute of
Health, 2022). Bacillus subtilis es una bacteria probiodtica, cepas de bacilo probidtico,
aplicadas en humanos puede erradicar la colonizacion nasal e intestinal de la bacteria
patégena Staphylococcus aureus (Piewngam et al., 2018). Ademas, Bacillus subtilis
administrada oralmente tiene la capacidad de inhibir la translocacion de Enterococcus faecalis
en el torrente sanguineo (Piewngam et al., 2021). Los Lactobacillus tienen la capacidad de

incrementar la inmunidad protectora de la mucosa digestiva (Zeise et al., 2021).

En la actualidad, hay un gran consumo de alimentos fermentados, mismos que
aportan una gran cantidad de beneficios, la cantidad de alimentos fermentados que se
consumen es 3500 aproximadamente, lo cual indica el gran mercado que implica este sector
(Abraham et al., 2022). Existen varios métodos de producir alimentos fermentados (Abraham

et al.,, 2022). En el caso de la presente mezcla se la obtuvo mediante el método de



fermentacion por inoculacién, este método se basa en agregar al sustrato cultivos de
microorganismos, tres ejemplos de alimentos fermentados que se producen por este método,
son el vinagre, el kéfir y la kombucha (Abraham et al., 2022). Otro método muy importante en
la obtencién de alimentos fermentados es el de fermentacion espontanea, este método
consiste en que los alimentos que se fermentaran, o en el proceso por el cual se fermentan
estos alimentos, ya contienen los microorganismos necesarios para que se de esta
fermentacion, y no es necesario agregar cultivos de microorganismos, dos alimentos
fermentados que se obtienen mediante este proceso es el kimchi y chucrut (Abraham et al.,

2022).

Un grupo de alimentos que es muy consumido son los insectos (Magara et al., 2021).
Estos han sido consumidos durante miles de afios, y se han realizado muchas investigaciones
para lograr determinar las especies que pueden ser consumidas como un alimento (Magara
et al., 2021). Una gran ventaja que se da por el consumo de insectos consiste en que para su
crianza ocupan menos espacio y recursos que otros animales como es el caso del ganado,
por lo tanto, representan un gran ahorro de recursos en comparacion del consumo de otras
proteinas (Magara et al., 2021). También se debe verificar la seguridad de los mismos

previamente a su consumo (Magara et al., 2021).

Otros probiodticos que se destacan en la literatura son Lactobacillus lactis, pueden
inhibir infecciones bacterianas, por ejemplo, inhiben a Vibrio cholerae gracias a la acidificacion
que produce las bacterias acido lacticas y a su estado metabdlicamente activo (Mao, 2018).
Lactococcus lactis, en ciertas condiciones, puede inhibir el crecimiento de enterococcos
resistentes a la vancomicina (Kim et al., 2019). Lactococcus lactis produce una bacteriocina
que puede inhibir a Salmonella Typhimurium, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus (Azhar
et al., 2017). En un estudio en ratones se vio, de forma experimental, que Lactobacillus
rhamnosus puede dar proteccion frente a una neumonia ocasionada por Pseudomonas

aeruginosa (Gutiérrez, 2021).



En algunas especies de animales acuaticos como peces y camarones se han
encontrado especies de bacterias patdégenas del género Vibrio, incluyendo Vibrio cholerae y
Vibrio parahaemolyticus (Leyva-Castillo et al., 2013). Vibrio parahaemolyticus es causante de
gastroenteritis aguda, que en algunos casos puede ocasionar la muerte de la persona que
contrae la bacteria (Dabanch et al., 2009). Ademas, en los camarones causa la necrosis
aguda del hepatopancreas (Varela y Choc, 2020). Existen otras bacterias que pueden
ocasionar enfermedades en los peces, como es el caso de Pseudomonas aeruginosa
(Balbuena et al., 2011). Los probidticos presentan aplicaciones en la acuicultura, por ejemplo,
en la trucha arcoiris mediante la administracion por dos semanas de las bacterias
Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides y
Lactobacillus sakei se puede lograr que se active el sistema inmune y se dé una proteccion

contra la lactococosis (Gutiérrez, 2021).

En el ileon de los pollos hay una gran cantidad de bacterias, de estas la mayoria
pertenecen al género Lactobacillus, seguida por las familias Clostridiaceae que es la mas
abundante en el ciego, Streptococcaceae y Enterococcaceae (Blajman et al., 2015). Un
problema con la cria intensiva, se da en el intestino, que puede ser colonizado por bacterias

del género Salmonella, que son bacterias patdgenas (Blajman et al., 2015).

Se debe tener cuidado con los desequilibrios de ciertas bacterias, por ejemplo, el
desequilibrio de ciertas bacterias del género Clostridium, las cuales habitan en el intestino y
producen butirato, va a promover procesos en los colonocitos que contribuira ocasionando un
incremento en las concentraciones de oxigeno luminal, lo cual ocasionara que la familia
Enterobacteriacea tenga una expansién (Ashley et al., 2020) La microbiota intestinal, puede
influenciar la inflamacién pulmonar (Ashley et al., 2020). Uno de estos mecanismos consiste
en que los acidos grasos de cadena corta, que son producidos por ciertas bacterias que

forman parte de la microbiota intestinal, contribuyen a dar proteccién en casos de infecciones



pulmonares (Le Guern et al., 2023). Adicionalmente las bacterias que habitan en el intestino,

pueden influenciar los neurotransmisores del cerebro, lo cual influye en el estado de animo y

en la salud mental (Garcia et al., 2021).

Los microorganismos tienen una gran importancia en la calidad del suelo, en el caso
de Bacillus subtilis contribuye a la fertilizacion del suelo de dos formas, la primera consiste en
la fijacién de Nitrégeno, mientras que la segunda se trata de su capacidad de solubilizar
fosfatos (Gonzalez-Ledn et al., 2022). Ademas, esta bacteria puede combatir con bacterias
fitopatégenas (Gonzalez-Ledn et al.,, 2022). En cuanto a las bacterias de los géneros
Lactococcus y Lactobacillus tienen la capacidad de combatir a distintos fitopatégenos que
habitan en el suelo (Tanya Morocho y Leiva-Mora, 2019). Adicionalmente Bacillus subtilis
puede contribuir mucho al desarrollo de las plantas, promoviendo su crecimiento (Sun et al.,

2020).

Se puede producir biofertilizantes que contengan microorganismos, por ejemplo, en
estudios se ha determinado que la mezcla de estiércol con paja sometida a un proceso de
compostaje, y la posterior inoculacion con Bacillus subtilis, produjo muchos beneficios como
biofertilizante, contribuyendo principalmente a evitar la pérdida de Nitrégeno del suelo (Sun

et al., 2020).

3.1 OBJETIVOS

3.1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la eficiencia de una nueva mezcla probidtica en condiciones similares al

intestino delgado a través de pruebas de presencia y ausencia de microorganismos

patégenos.



3.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar sobre los componentes de la mezcla probidtica y sus posibles efectos

beneficiosos para la salud, mediante una revisién bibliografica.

Elaborar una nueva mezcla probiotica que incluya harina de grillo, distintos tipos de

vinagre: de manzana, vinagre blanco y vinagre balsamico y Bacillus subtilis.

Investigar sobre las bacterias patégenas escogidas, con un énfasis en aspectos como
problematica en la salud, identificacion y cultivo mediante una revision bibliografica

del tema.

Analizar la eficiencia de Bacillus subtilis presente en la nueva mezcla probidtica con
distintos tipos de vinagre que incluyen vinagre de manzana, vinagre blanco y vinagre
balsamico y harina de grillos, para la inhibicién de bacterias patégenas luego de ser
sometidos a un medio de cultivo que simula parcialmente las condiciones del intestino

por analisis de presencia o ausencia del patégeno.



4. MARCO TEORCIO

4.1 VINAGRE

Existen varias maneras de obtener vinagre. Entre ellas se encuentra la fermentacion,
misma que corresponde al proceso de fermentacion etandlica y luego la fermentacion acetosa
(Abraham et al., 2022). A continuacion, se describe el proceso, desde que se degrada la
glucosa. La glucosa, debido a la accion de la hexoquinasa, se transforma en glucosa 6-fosfato
(Berg et al., 2008). La glucosa 6-fosfato va a ser modificada por la enzima
fosfoglucoisomerasa transformandose en fructosa fosfato, que, debido a la accién de la
enzima fosfofructoquinasa se convertira en fructosa 1,6 bifosfato (Berg et al., 2008). La aldosa
catalizara la fructosa 1,6 bifosfato y ocasionara que se forme gliceraldehido 3 fosfato, mismo
que debido a la accién de la enzima gliceraldehido 3—fosfato deshidrogenasa, se transformara
en 1,3-bisfosfoglicerato (Berg et al., 2008). El 1,3-bisfosfoglicerato por acciéon de la
fosfoglicerato kinasa se transformara en 3-fosfoglicerato, la fosfoglicerato mutasa convertira
el 3-fosfoglicerato en 2-fosfoglicerato. La enzima enolasa intervendra para que se transforme
el 2-fosfoglicerato en fosfoenolpiruvato, finalmente, el fosfoenolpiruvato debido a la enolsa se

convierte en piruvato y de esta manera se termina la glucolisis (Berg et al., 2008).

Posteriormente se da la fermentacidon alcohdlica, donde el proceso implica dos
reacciones metabdlicas, la primera consiste en que la enzima piruvato descarboxilasa actua
transformando el piruvato en acetaldehido mismo que por accion de la alcohol
deshidrogenasa se trasformara en etanol (Berg et al., 2008). Posteriormente se somete a la
fermentacioén acética, la cual inicia mediante la oxidacion del etanol a acetaldehido, el cual es
un proceso catalizado por la enzima acetaldehido deshidrogenasa y finalmente la aldehido
deshidrogenasa interviene para transformar el acetaldehido en acido acético (Gullo et al.,

2014).



Las caracteristicas organolépticas del vinagre estaran dadas por el sustrato del que
se prepard el mismo, puesto que las bacterias acido acéticas producen varios acidos
organicos, mismos que pueden variar en funcion de los azucares y alcoholes presentes en el

sustrato (Abraham et al., 2022).

El vinagre aporta muchos beneficios, entre estos se encuentra que tiene propiedades
antimicrobianas que son eficientes en medidas pequenas, puede contribuir a reducir las
probabilidades de riesgo del desarrollo de cancer (Johnston y Gaas, 2006). Adicionalmente
a esto, el vinagre tiene muchos beneficios, como es el caso de controlar los indices de
glucemia, esto lo puede realizar en personas sanas, ademas en personas con resistencia a
la insulina e incluso en personas con diabetes tipo 2, aunque en este ultimo caso, la glucemia
no experimenta una reduccion como en los anteriores grupos, y la reduccién de glucemia que

se da es pequena (Johnston y Gaas, 2006).

4.2 HARINA DE GRILLO

Alrededor del mundo existen muchas especies de insectos que son comestibles, entre
estos se encuentran los grillos (Magara et al., 2021). Los grillos, tienen un gran potencial
como alimento, puesto que ocupan muy pocos recursos para su cria, en relacion a otros
animales como es el caso de pollos, ganado vacuno u ovino (Magara et al.,, 2021).
Adicionalmente estos pueden ser recolectados, porque en muchos lugares son una plaga,
aunque se debe tener mucho cuidado con esto, puesto que entre los efectos adversos y
precauciones que presenta el consumo de grillos, se encuentra la transmisién de bacterias
como es el caso de las enterobacterias, ademas que ciertas moléculas se pueden
bioacumular si el grillo las ha consumido en su dieta, como es el caso de metales pesados o
glucésidos cianogénicos, estos riesgos se puede prevenir si el grillo ha sido criado
adecuadamente, aunque un riesgo que no se puede prevenir es que ciertas personas pueden

desarrollar alergias hacia los grillos (Magara et al., 2021).
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El uso de grillos para alimentacion humana o animal aporta grandes beneficios, esto
se da debido a que los grillos son una gran fuente de proteina, aminoacidos esenciales,
vitaminas, minerales y lipidos, donde se incluye acidos grasos poliinsaturados y también los
acidos grasos monoinsaturados (Magara et al.,, 2021). En humanos ademas si son
preparados de ciertas formas aportan con beneficios medicinales al ayudar a controlar la
fiebre y promover un desarrollo mental saludable (Magara et al., 2021). En el sector
agropecuario pueden sustituir la fuente de alimentacion de animales que se crian con fines

de produccion de alimento para humanos, de una manera muy positiva (Magara et al., 2021).

Quinteros (2021) ha estudiado las propiedades de las proteinas de los grillos (Gryllus
assimilis) y reportd que posee una actividad antiinflamatoria, ademas de una actividad
antioxidante. Adiconalmente, la harina de grillos tiene un gran potencial como prebiotico,
puesto que en el intestino humano puede incrementar la bacteria Bifidobacterium animalis en
una cantidad de 5,7 veces (Garcia et al., 2021). Los prebiéticos son alimentos (generalmente
con alto contenido de fibra) que actian como nutrientes para la microbiota humana (National

Institutes of Health, 2022).

4.3 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis puede vivir naturalmente en el intestino, en un estudio se comprobo
que esta bacteria si es consumida por 6 semanas diariamente en una concentracion de 2 x
10° CFU BS50 va a contribuir en mejorar la salud intestinal (Garvey et al., 2022). En el estudio
de Garvey et al. (2022) se ha evidenciado que Bacillus subtilis contribuye a la reduccién de
gases, eructos e hinchazon. En este mismo estudio, se comprobé que el consumo de BS50

no ocasiond ningun cambio clinico en los participantes.

Bacillus subtilis tiene una gran importancia en el sector agropecuario. En el caso de la

acuacultura, cuenta con una gran cantidad de aplicaciones como es el caso de ser usado
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como probidtico para distintas especies de peces, puesto que puede inhibir ciertas bacterias
(Gutiérrez, 2021). Se puede dar la inhibicion de Aeromonas hydrophila luego de un periodo
de 24 horas por Bacillus subtilis que fue aislado del contenido intestinal de Cyprinus carpio
(Gutiérrez, 2021). Ademas, Bacillus subtilis puede modular la produccién de citoquinas
(Gutiérrez, 2021). En otro ambito de la producciéon animal, en el caso de los lechones en
ciertos casos pueden ser tratados por Bacillus subtilis y por otras bacterias del género
Bacillus, y experimentaran una mejoria similar a la que tendrian si se utiliza productos

quimicos (Yue et al., 2020).

Bacillus subtilis al igual que otras bacterias probidticas, pueden producir ciertos
neurotransmisores que incluyen la serotonina, la dopamina, la norepinefrina, la catecolamina
y la acetilcolina como es el caso de Bifidobacterium, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
brevis (Aggarwal et al., 2022). Se ha llegado a determinar que los postbiodticos, metabolitos
producidos por los probioticos, producidos por Bacillus subtlis, tienen beneficios para aves
como pollos (Fang et al., 2024). En este sentido se ha beneficiado el rendimiento de carne y
el crecimiento de los pollos (Fang et al., 2024). Adicionalmente se da una reduccién de la
cantidad de Salmonella que el pollo excreta y también se da una reduccion de la cantidad de
amoniaco que emite (Fang et al., 2024). Bacillus subtilis puede producir una gran cantidad de
enzimas, algunas de estas enzimas son proteasas, alfa-amilasas, beta-mananasas y enzimas

pectinoliticas (Yue et al., 2020).

4.4 ELABORACION DE LA MEZCLA PROBIOTICA

Para la elaboracion de la mezcla probidtica, el fundamento de la técnica se basa en el

proceso que se describe a continuacioén.

Preparar el vinagre y adicionarle un 4% de harina de grillos en relacion al vinagre. Se

procede al tratamiento fisico, mismo que consiste en moverlo a 120 rpm (revoluciones por
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minuto), y en simultdneo se aumenta la temperatura gradualmente y debe alcanzar los 90
grados centigrados en 15 minutos (Puede haber una variacion de 5 grados en este proceso).
Una vez que ha alcanzado los 90 grados centigrados se deja de incrementar la temperatura
y se mantiene la temperatura estable en 90 grados centigrados y se continua con la agitacion
a 120 rpm, por 5 minutos, una vez finalizados los 5 minutos se deja de aplicar calor y también

se para la agitacion.

Una vez que este a temperatura ambiente se inocula los microorganismos, de
preferencia 4% de solucién salina con microorganismos en una concentracion de 0,5

McFarland.

Para la experimentacion se analizé la efectividad de la mezcla probidtica con 3
distintos tipos de vinagre, que corresponderian a 3 distintos tratamientos, donde en el
tratamiento 1 es empleando vinagre de manzana, en el tratamiento 2 es empleando vinagre

blanco y el en tratamiento 3 consiste en el uso de vinagre balsamico.

Para el tratamiento 1 se usa en 50 mL de vinagre de manzana, se adiciona un 4% de
harina de grillos en relacion al vinagre, en este caso 2 gramos. Se procede al tratamiento
fisico, se agita a 120 rpm la mezcla de vinagre de manzana con harina de grillos, y en
simultaneo se aumenta la temperatura gradualmente y debe alcanzar los 90 °C en 15 minutos.
Una vez que ha alcanzada esta temperatura se deja de incrementar la temperatura y se
mantiene la temperatura estable en 90 °C y se continua con la agitacion a 120 rpm, por 5
minutos, una vez finalizados los 5 minutos se deja de aplicar calor y también se detiene la

agitacion.

Una vez que este a temperatura ambiente se inoculan los microorganismos, en este
caso 2 mL de solucion salina en una concentracion de 0,9% con Bacillus subtilis en una

concentracion del 0,5 McFarland.
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En el tratamiento 2 se utiliza 50 mL de vinagre blanco y en el tratamiento 3 se utiliza

50 mL de vinagre balsamico. Y se procede de la misma manera que en el tratamiento 1.

4.5 BACTERIAS PATOGENAS

Se selecciond las bacterias Salmonella enterica serotipo Enteritidis ATCC 3065 y
Pseudomonas aeruginosa CBQCA 5407. Salmonella Enteritidis pertenece a la familia
Enterobacteriaceae es un bacillo gramnegativo, anaerobio facultativo, no esporulado, de
flagelos peritricos, no fermentador de la lactosa (Alcocer, 2024). Salmonella posee 3 distintos
tipos de antigenos, entre estos se encuentra el antigeno O que corresponde al
lipopolisacarido, y es el antigeno mas variable entre los distintos tipos de serotipos de
Salmonella, el antigeno H que corresponde al tipo de flagelo y el antigeno Vi, que corresponde
a la capsula. Este se encuentra en pocos serotipos de Salmonella (Madigan et al., 1999).
Salmonella Enteritidis es una bacteria patdégena que causa salmonelosis en humanos
(Mughini-Gras et al., 2018). A través del consumo de alimentos contaminados con este
serotipo. La carne de pollo y los huevos son los alimentos mayormente involucrados en los

casos de salmonelosis. (Bahramianfard et al., 2021).

Se ha determinado que mas del 80% de los brotes causados por los serotipos
Enteritidis, Heidelberg y Hadar, tienen relacion con distintos productos avicolas incluidos
huevos y la carne de aves de corral (Aljahdali et al., 2020). La prevalencia de Salmonella a
nivel mundial en distintos tipos de productos avicolas, en promedio, registra en pollos de
engorde 40,5%, en carne de pollo cruda 30% y en huevos y gallinas ponedoras 40,5%
(Castro-Vargas et al., 2020). Salmonellosis puede destruir ciertas células en su huésped, por
ejemplo, los macréfagos (Bahramianfard et al., 2021). Las infecciones en algunos casos
pueden variar desde problemas como gastroenteritis leve a problemas de mortalidad que
pueden estar asociados a infecciones sistémicas (Bahramianfard et al., 2021). Las

infecciones ocasionadas por Salmonella Enteritidis en algunos casos puede llegar a
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incrementar el riesgo del desarrollo de cancer de colon (Mughini-Gras et al., 2018). También
se conoce ciertos mecanismos genéticos involucrados en la colonizacion de Salmonella en el
huésped, por ejemplo, el SRNA PinT en Salmonella se encarga de regular la expresién génica
para promover una etapa de la transicién de invasién hacia la supervivencia intracelular (Cao

et al., 2023).

Infecciones con Salmonella Enteritidis puede alterar la microbiota del intestino, por
ejemplo, infecciones en el tracto gastrointestinal de pollos, puede aumentar los miembros de
la familia Enterobacteriacea (Aljahdali et al., 2020). EI aumento del numero de miembros de
Enterobacterias se dio porque los 6rdenes Clostridiales, Lactobacillales y Bifidobacteriales

presentaron una disminucion en su abundancia relativa (Aljahdali et al., 2020).

Las bacterias del género Salmonella presentan un peligro debido a la resistencia a los
antimicrobianos, por ejemplo, hay un aumento en las variantes de Salmonella Typhi en
lugares como Africa y Asia que presentan resistencia a cierto tipo de antibiéticos (Marchello
et al., 2020). Ademas, se ha podido evidenciar que las cepas de Salmonella resistentes a
multiples drogas (MDR) provienen: principalmente, de fuentes avicolas (Castro-Vargas et al.,

2020).

En el caso de Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gramnegativa (Reynolds y
Kollef, 2021). Pertenece a la familia Pseudomonadaceae (Yauri, 2009). Algunas de sus
caracteristicas son que posee flagelos polares y no produce esporas (Madigan et al., 1999).
Pseudomonas aeruginosa fue seleccionada porque es una bacteria que puede ocasionar
muchos problemas de salud, por ejemplo, en Estados Unidos se registra una cantidad

aproximada de 51 000 infecciones por esta bacteria cada afio (Bassetti et al., 2018).

Esta bacteria puede causar enfermedades como la neumonia, infecciones de la piel,

ademas infecciones del tracto urinario (Bassetti et al., 2018). Otro problema consiste en que
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algunos casos de infeccion con esta bacteria pueden dar lugar a una bacteriemia (Bassetti et
al., 2018). Hay muchas personas que son portadoras sanas de Pseudomonas aeruginosa,
llegando a cifras de portadores sanos de aproximadamente el 24% que contiene esta bacteria
en sus intestinos y un 7% que es portador de la bacteria en distintas partes del cuerpo, como
es el caso de la piel, la garganta y en la mucosa nasal (Milagro, 2012). Esta bacteria puede
ser multirresistente a varios antibidticos, de esta manera ocasiona un aumento de la
mortalidad (Milagro, 2012). El uso de ventiladores en hospitales puede ser una forma de
transmisién, ademas las personas que se han realizado un trasplante tienen un mayor riesgo
de infeccion por Pseudomonas aeruginosa y también un mayor riesgo de tener resultados
adversos (Reynolds y Kollef, 2021). La neumonia ocasionada por Pseudomonas aeruginosa,
puede tener sintomas mas graves, en el caso de ser portador de Klebsiella pneumonie en el

intestino (Le Guern et al., 2023).

En Pseudomonas aeruginosa se conoce ciertos mecanismos genéticos que estan
involucrados en los procesos infecciosos, por ejemplo, el ARNs SicX que se encarga de la
transicion de infeccidon crénica a infeccion aguda (Cao et al., 2023). Este ARNs se ve
influenciado por la presencia de oxigeno (Cao et al., 2023). Las infecciones que son causadas
por Pseudomonas aeruginosay se tratan con fagos, en muchos casos se da la administracion
en conjunto de los fagos con antibidticos; sin embargo, no se logra erradicar la bacteria, pero

si controlar la infeccion (Kohler et al., 2023).

4.6 FUNDAMENTOS DE LAS PRUEBAS DE IDENTIFICACION

Posteriormente a la reactivacion de las bacterias Salmonella Enteritidis y
Pseudomonas aeruginosa, se identificaron a través de medios selectivos diferenciales y
pruebas de bioquimica. Ademas, a Bacillus subtilis, microorganismo usado en la mezcla

probidtica.
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4.6.1 Ildentificacion de Salmonella Enteritidis

Agar entérico de Hektoen: Este es un medio selectivo diferencial usado para pocas
bacterias entéricas (Difco, 1984). Se fundamenta en su composicién, la cual contiene
sustancias que inhiben a las bacterias, pero solo parcialmente a bacterias como Shigella y
Salmonella (Difco, 1984). La inhibicion de estas bacterias no es muy grande porque cuenta
con una gran cantidad de peptona y carbohidratos (Difco, 1984). Actia como un medio
diferencial, porque permite la diferenciacion de distintas cepas bacterianas, por ejemplo, las
bacterias que producen sulfuro de hidrégeno, tendran una coloracion negra porque el medio
contiene tiosulfato y también citrato amonico férrico, ocasionado que se dé una reaccion, la
cual produce el color negro (Difco. 1984). En este medio en funcién de la coloracion de las
bacterias se puede identificar a que pertenece, en el caso de Salmonella su aspecto mas
comun es de color verde-azul, y generalmente tiene un centro negro, producto de la formacion
de sulfuro de hidrégeno (Difco. 1984). El tiempo de cultivo en el caso de Salmonella es de 24

horas (Difco, 1984).

Las pruebas bioquimicas empleadas para la identificacion se Salmonella fueron agar
triple azucar (TSI), fenil alanina (FA), caldo urea (U), agar citrato de Simmons (CIT), Rojo de

metilo (RM) y Voges Proskauer (VP); se detallan a continuacion:

Triple Sugar Iron (triple azucar, TSI): Esta prueba emplea varios indicadores para
detectar las moléculas que se han producido como consecuencia del metabolismo bacteriano
(Alcocer, 2024). Por ejemplo, el indicador rojo fenol producira un cambio de color a amarillo
por la produccion de acidos por la fermentaciéon de azucares, mientras que se producira un
color rojo si se da una alcalinizacion (Alcocer, 2024). Este medio contiene 3 distintos tipos de
azucares que son la glucosa, la lactosa y la sacarosa (Alcocer, 2024). En funcion del
metabolismo del microorganismo se pueden dar 3 variables, si se da solo fermentacién de la

glucosa es (alcalino (k)/ acido (A)), si se da la fermentacion de los 3 tipos de azucares que
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contiene se produce (acido/acido) y si no se da la fermentacién de estos azucares se obtiene
un resultado (alcalino/alcalino) (Alcocer, 2024). Es posible observar una coloracion negra, en
el caso de que la bacteria produzca Sulfuro de Hidrégeno, el cual reaccionara con el Sulfato

ferroso que esta presente en el medio, tornandolo a una coloracién negra (Alcocer, 2024).

Fenilalanina: Este es un medio que contiene el aminoacido Fenilalanina, y la finalidad
de esta prueba consiste en ver el metabolismo que ejerce sobre la fenilalanina (Alcocer,
2024). Para lograr determinar esto se realiza el inéculo de la bacteria en este medio y
posteriormente se coloca cloruro férrico, con lo cual, mediante cambios en la coloracion,
especificamente si desarrolla un color verde obscuro indica que se dio una desaminaciéon de
la fenilalanina, en cambio en caso de no observarse un cambio en la coloracion indicaria que

la prueba es negativa y no se dio la desaminacion de la fenilalanina (Alcocer, 2024).

Caldo urea: La urea es la unica fuente de carbono que contiene este medio para
determinar si el microorganismo puede utilizar la urea como fuente de carbono (Alcocer,
2024). Para esto el microorganismo debe contar con la enzima ureasa (Alcocer, 2024). En
caso de que, si utilice la urea, en este medio se producira una coloracion roja, lo cual indica
que la prueba es positiva para la enzima ureasa. Por otro lado, si mantiene su coloracién
original que es amarilla, indicaria que no posee la enzima ureasa y la prueba es negativa para

esta enzima (Alcocer, 2024).

Citrato de Simmons: Esta prueba bioquimica consiste en un medio que contiene
citrato y también sales de amonio (Alcocer, 2024). El mecanismo de esta prueba consiste en
determinar si el microorganismo posee la enzima citratasa, con la cual puede degradar al
citrato, se obtiene dos moléculas que son el piruvato y el didoxido de carbono. Los
microorganismos que pueden usar el citrato como fuente de carbono, también pueden utilizar
las sales de amonio, pero en este caso esta sal seria usada como fuente de Nitrégeno, a

partir del metabolismo de esta sal se obtiene NHs (Alcocer, 2024). Con la obtencién de
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amoniaco se produce una alcalinizacion del medio, que se evidencia por la presencia de un
indicador de pH el azul de bromotimol, que hace que cambie el color del medio de verde a
color azul. Este resultado indicaria que la prueba fue positiva para la enzima citratasa
(Alcocer, 2024). En el caso de que el medio mantenga su color original que en este caso es

verde, la prueba seria negativa para la enzima citratasa (Alcocer, 2024).

Rojo de metilo y Voges Proskauer (RM/VP): El fundamento de estas pruebas
bioguimicas de identificacion se basan en los productos del metabolismo que presentan las

bacterias (Alcocer, 2024).

En la fermentacion acido mixta de la glucosa se producen productos acidos organicos
(acidos férmico, acético, lactico y succinico) en consecuencia se da un fuerte descenso del
pH inicial del medio (Alcocer, 2024). Este cambio, se puede detectar por el viraje del indicador
de rojo de metilo que permanece amarillo por encima de pH 5,1 y rojo por debajo de 4,4
(Alcocer, 2024). Pararevelar esta prueba se colocan 2 a 3 gotas de rojo de metilo, observando
inmediatamente un color rojo que indica una prueba positiva y un color amarillo que indica

una prueba negativa (Alcocer, 2024).

En la fermentacion butilén glicélica de la glucosa se producen productos neutros como
el butanodiol y el etanol, produciéndose acetoina como intermediario (Alcocer, 2024). La
acetoina puede ser detectada afadiendo al medio KOH y alfa-naftol que reaccionaran con
este compuesto produciendo un color rojo caracteristico (Alcocer, 2024). Al realizar la prueba
Voges-Proskauer (VP) usando el reactivo de Barrit, inicialmente hay oxidacion de la acetoina
en la presencia de a-naftol, KOH 40% y el oxigeno atmosférico en diacetil, que representa el
reactivo colorido en la prueba del VP (Alcocer, 2024). En la segunda etapa, el diacetil se une
al nucleo guanidinico de la arginina y el a-naftol con la producciéon de una coloracién roja
indicativa de la prueba positiva (presencia de acetoina) (Alcocer, 2024). Después de este

periodo, para la prueba de VP, adicionar 0,6mL de la solucién de a-naftol 5% y agitar,
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enseguida, adicionar 0,2mL de la solucion de KOH 40%. Dejar descansar y observar
periédicamente, hasta por una hora (Alcocer, 2024). En la prueba positiva se desarrollé un
color rojo o rosa en el medio de cultivo y en la prueba negativa permanece el color del reactivo

amarrillo o ligeramente verdoso (Alcocer, 2024).

Sulfuro indol y movilidad (SIM): El fundamento de este medio se da por su
composicion, la cual consiste en consiste en tiosulfato sddico, el cual contribuye para
determinar si hubo produccién de sulfuro de hidrégeno (Difco, 1984). En este medio es
posible observar si los microrganismos presentan motilidad, esto se lo puede realzar
observando si hay turbidez en partes del medio, excluyendo a la linea de inoculacion, ademas
en algunos casos es posible observar produccién de sulfuro de hidrégeno, fuera de la linea
de inoculacion, como es el caso de organismos moéviles (Difco, 1984). En este medio se puede
detectar la presencia de indol. Para la deteccion del indol se usa el reactivo de Kovacs, el
cual se torna de color rosa o rojo, en el caso de produccion de indol (Difco, 1984). Las
bacterias entéricas deben permanecer en incubacion a 37 grados en este medio por un

periodo de tiempo de 18 a 24 horas (Difco, 1984).

Motilidad indol lisina (MILI): En este medio se puede determinar la habilidad
enzimatica de un determinado microorganismo en descarboxilar el aminoacido lisina con
alcalizacion del medio de cultivo por la formacién de una amina (Difco, 1984). La
descarboxilacion se trata de un proceso en el cual las bacterias que poseen enzimas
descarboxilasas, pueden actuar en los grupos carboxilo-terminal (-COOH) de los aminacidos
produciendo una amina o diamina y diéxido de carbono (Alcocer, 2024). Microorganismos
gue poseen la enzima lisina descarboxilasa pueden descarboxilar la lisina, produciendo amina
Cadaverina (Alcocer, 2024). Este proceso ocasionara un viraje al violeta del indicador de pH
purpura de bromocresol (Alcocer, 2024). Se debe producir previamente la acidificacién del
medio de cultivo, puesto que la descarboxilacion solo tiene lugar en medio acido (pH inferior

a 6.0), esto es posible por la fermentacién de la glucosa (Alcocer, 2024). Un viraje al amarillo
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en la totalidad del medio de cultivo, se puede dar por microorganismos lisinadescarboxilasa-
negativos, pero fermentadores de la glucosa (Alcocer, 2024). Este medio tiene como finalidad
evidenciar la movilidad del microorganismo, determinar la capacidad del microorganismo en
producir indol a partir del triptéfano y la capacidad enzimatica de descarboxilar el aminoacido
lisina, en el caso de que la prueba tenga un resultado positivo se desarrolla un color purpura
y en el caso de que la prueba tenga un resultado negativo se desarrolla un color amarillo,

esta prueba se lee en los dos tercios inferiores (Alcocer, 2024).

Ademas, en este medio se determina la movilidad, produccion de indol. La movilidad
se indica por la turbidez del medio o por un crecimiento, el cual se extiende desde la linea de
inoculacion. Para la prueba del indol, se anadieron 3 a 4 gotas de reactivo de Kovacs en la
parte superior del cultivo. La aparicién de un color rosa a rojo en el reactivo se interpreta como

una prueba positiva para la produccion de indol (Difco, 1984).

4.6.2 Identificacion de Psuedomonas aeruginosa

Medio Cetrimide: Este medio contiene cetramida que es la molécula bromuro de
cetiltrimetilamonio (Difco. 1984). La cetramida cumple la funcién de inhibir el crecimiento
bacteriano de cepas que no sean Pseudomonas aeruginosa, esto lo realiza dado que
ocasiona la liberacion de fésforo y también de nitrégeno de las bacterias que no son
Pseudomonas aeruginosa (Difco, 1984). Adicionalmente a este medio para su preparacion
se le debe adicionar glicerol (Difco, 1984). El tiempo de cultivo en el caso de Pseudomonas

aeruginosa es de 24 horas (Difco, 1984).

Las pruebas bioquimicas empleadas para la identificacion Pseudomonas aeruginosa

se detallan a continuacion:
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Medio basal para oxidacion y fermentacion: Esta prueba se fundamenta en la
capacidad de un organismo para producir acido en su fermentacion o en procesos oxidativos
en presencia de oxigeno (Difco, 1984). Para esto se emplea dos tubos con este medio y en
uno de ellos se le cubre con una sustancia para evitar que, entre oxigeno, en el presente caso
se emple6 1 ml de glicerol (Difco, 1984). Para observar las distintas reacciones que se pueden
producir una vez que se ha preparado el medio, se le coloca una solucién del tipo de
carbohidrato que se quiere evidenciar si produce la oxidacion y la fermentacién o solo la
oxidacioén, para colocar este carbohidrato una vez que se tiene preparada la solucion, se la
pasa por un microfiltro y se la coloca en el medio (Difco, 1984). Posterior a esto se puede
observar si ocurrié una reaccion acida, una reaccion en la que se produzca gas y acido, o a

su vez si no hubo reaccién o si esta fue alcalina (Difco, 1984).

El medio para movilidad, indol y ornitina (MIO) Identifica bacterias de acuerdo a su
movilidad, deaminasa de ornitina e indol (Difco, 1984). La reaccion de ornitina se la puede
evidenciar mediante un color purpura en todo el medio en consecuencia a que el organismo
fermenta la dextrosa de la formula reduciendo su pH (Difco, 1984). Esta condicion acida
origina que el indicador de pH, purpura de bromo cresol, se vuelva amarillo y proporcione
condiciones Optimas para la descarboxilacion de la ornitina presente en la féormula
(Difco,1984). Si ocurre esta reaccion el pH sube en respuesta a la alcalinizacion y como
resultado el indicador se vuelve purpura, lo cual indica un resultado positivo (Difco, 1984). Los
cultivos negativos a ornitina producen un tubo amarillo que puede ser morado en la parte

superior (Difco, 1984).

La identificaciéon fenotipica de Pseudomonas aeruginosa se la puede confirmar,
mediante el crecimiento en caldo BHI a 43 °C por 24 horas. El crecimiento a 43 °C se lo
considera positivo cuando se observa turbidez en el caldo o en la superficie del tubo (Yauri,

2009).
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Asi como el TSI, el SIM y MILI descrito en el 4.6.1

4.6.3 Identificacion de Bacillus subtilis

Para la identicacion de B. subtilis se us6 como medio selectivo diferencial el agar seg
Mossel y las pruebas bioquimicas de reduccién de nitratratos a nitritos, agar gelatina, agar

almindon y tioglicolato.

Agar selectivo seg Mossel: Este medio es selectivo diferencial, selectivo porque
contiene Polimixina B que inhibe el desarrollo de la flora acompafante presente en la muestra
y favorece el aislamiento selectivo de Bacillus. Ademas, es diferencial porque contiene
manitol. Las bacterias fermentadoras de manitol, acidifican el medio produciendo el viraje del
indicador de pH rojo de fenol de rojo a amarillo, como es el caso de Bacillus subtilis. Por otro
lado, las bacterias que no lo fermentan, producen colonias del color del medio, como es el
caso de Bacillus cereus. A este medio se adiciona emulsion de yema de huevo, que mejora
el aislamiento de Bacillus, ademas favorece y facilita la visualizacién de las colonias de
Bacillus cereus ya que se produce un halo de precipitacion de la lecitina hidrolizada, por
accion de la lecitinasa, alrededor de las mismas. Las colonias de Bacillus subtilis no forman

halo de precipitacion (Laboratorios Britannia s,a, s.f.).

Caldo con nitrato: Esta prueba tiene su fundamento en la capacidad de ciertos
microorganismos de reducir el nitrato a nitrito (Difco, 1984). Por lo que en su composicion
esta prueba contiene nitrato potasico (Difco, 1984). Esta reaccidén se la puede observar
ahadiendo alfa-naftilamina, el cual va a reaccionar en el caso de que haya habido una
produccion de nitrito y se tornara el medio de amarillo a un color rojo o rosa (Difco, 1984). En
el caso de que si se de este cambio de coloracion luego de afiadir alfa-naftalina indica que la
prueba es positiva, si no se observa el cambio de coloracion, la prueba es negativa (Difco,

1984). El tiempo que se deje en incubacion el medio, puede variar en funcion del
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microorganismo del que se cree se puede tratar, esto se da porque en tiempos cortos puede
darse esta reduccion e incluso se puede reducir a otras formas como es el caso del amoniaco
o el nitrégeno gaseoso, si esto se produce el indicador ya no tornara el medio a color rojo

(Difco, 1984).

Gelatina nutritiva: Este es un medio que en su composicidén contiene gelatina (Difco,
1984). La gelatina tiene la funcién en este caso de ayudar a determinar si la bacteria que se
esta analizando puede licuar la gelatina (Difco, 1984). Esta licuefaccién se da por medio de
reacciones enzimaticas (Difco, 1984). La licuefaccion de la gelatina es visible a simple vista
sin la necesidad del uso de indicadores (Difco, 1984). En este caso se inoculd el
microorganismo y se dejoé a temperatura ambiente (Difco, 1984). Adicionalmente se puede
incubar este medio a temperaturas superiores de 22 °C, pero en este caso se requerira de
una prueba sin indculo, para que cuando finalice el periodo de incubacién se enfrie el medio
a temperaturas inferiores de 22 grados centigrados y con esto se puede comparar con el
medio que no tenia indculo y de esta forma se determina si hubo licuefaccion de la gelatina

(Difco, 1984).

Tioglicolato: Este medio contribuye a la identificacion del tipo de respiracién que
presentan las bacterias (Difco, 1984). La respiracion bacteriana puede ser identificada gracias
a la resazurina, que se encuentra presente en este medio (Laboratorios Britannia s,a, s.f.).
“La resazurina es el indicador de 6xido-reduccion. En presencia de oxigeno es de color
rosado-fucsia y es incoloro en ausencia de oxigeno” (Laboratorios Britannia s,a, s.f.). “El bajo
contenido de agar (0,75%) le otorga la propiedad de ser un medio fluido y retarda la dispersion
de CO2 y O2. Debido a todas estas caracteristicas desarrollan microorganismos aerobios,
anaerobios facultativos y estrictos” (Laboratorios Britannia s,a, s.f.). Bacillus subtilis es
aerobio estricto y se evidenciara crecimiento en la parte superficial del medio de cultivo (Difco,

1984).
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Agar con almidén: Esta prueba tiene su fundamento en su composicion la cual
incluye almidén (Difco, 1984 ). Debido a esta composicion, se puede inocular microorganismos
y es posible determinar si hubo una hidrdlisis de almidén (Difco, 1984). Para determinar esto,
una vez que se ha realizado el inéculo y ya ha transcurrido el periodo de incubacion, se coloca
yodo, y en base a cambios de coloracion del medio se determina si hubo o no el proceso de
hidrdlisis del almidén (Difco, 1984). Para esto, un resultado positivo se evidencia una vez que
se ha colocado el yodo y si en los lugares donde estan las colonias bacterianas no se observa
un cambio de coloracién, pero en otros lugares donde no se inoculé el microorganismo se
observa un cambio en la coloracién tornandose a un tono purpura o azul, se trata de un
resultado positivo (Difco, 1984). Mientras que si se observa un cambio de coloraciéon azul o

purpura la prueba tiene un resultado negativo (Difco, 1984).

Para las identificaciones bacterianas, se obtuvieron los siguientes resultados, en el
caso de Salmonella Enteritidis ATCC 3065, si se logré observar un crecimiento en el medio
Hektoen, que coincide con lo planteado en la literatura sobre la morfologia que presentan las
colonias bacterianas. Esto consiste en un cambio en la coloracion del medio a un tono verde-
azulado, y ademas en las colonias se las veia de un color negro, debido a la produccién de

H.S.

Posteriormente se realizaron las pruebas bioquimicas y se obtuvieron los siguientes
resultados. En el caso del medio TSI, se observd produccién de gas, al igual que hubo
produccion de H,S y también el resultado de la lectura fue alcalino/acido. En el caso de la
prueba Sulfuro Indol Motilidad (SIM), se obtuvo un resultado positivo para la Motilidad y la
produccion de H>S y negativo para la prueba de produccion de indol. En la prueba de
Fenilalanina, se obtuvo un resultado negativo, asi como para la urea. La prueba de lisina fue
positiva. La prueba fue positiva en el caso de Rojo de metilo posterior a la adicion del reactivo
rojo de metilo y en el caso de la prueba Voges Proskauer, posterior a la adicion de 0,6 mL de

la solucion de alfa-naftol en una concentracién del 5% y a la adicion inmediata de 0,2 mL de
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la solucion de KOH al 40%, se obtuvo un resultado negativo. Finalmente se obtuvieron

resultados negativos para la prueba de Citrato de Simmons (Figura 1).

K/IH,S+ CIT+ Mot+ Lis+ RM+ VP+ UREA - FA -
Gas+ H.S+
Indol -

Figura 1: Pruebas bioquimicas realizadas para la identificacion se Salmonella
Enteriditis. A Bioquimica representativa de Salmonella Enteritis y B. Bioquimica de

Salmonella Enteritis ATCC 3065 usada en este estudio.

En el caso de Pseudomonas aeruginosa CBQCA 5407, se obtuvo el crecimiento
esperado en el medio Cetrimide, donde se observé un cambio en la coloracion del medio,

pasando de un color blanco a un color verde. Por consiguiente, se pudo evidenciar que la
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bacteria que crecio era Pseudomonas aeruginosa CBQCA 5407.

Se realizaron algunas pruebas bioquimicas y se logré obtener los siguientes
resultados. En el caso del medio TSI, se obtuvo que es lactosa negativa y no se produjo
sulfuro de hidrégeno; por lo tanto, fue H>S negativa, con una lectura alcalino/alcalino, en las
pruebas de oxidacion se tuvo un resultado positivo y en el caso de la prueba de fermentacién
se obtuvo un resultado negativo. En la prueba Sulfuro Indol Motilidad se obtuvo un resultado
negativo para H.S, negativo para indol, pero si se obtuvo un resultado positivo para la
motilidad. Adicionalmente se realizé la prueba para determinar la presencia de oxidasa, en la
cual se obtuvo un resultado positivo. En la prueba del MILI y el MIO se obtuvieron resultados

positivos asi como en la prueba de crecimiento a 43 °C (Figura 2).
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MIO  MILI O F BHI

Figura 2 Pruebas de identificacion para Pseudomonas aeruginosa.

A, oxidasa positiva; B, identificacion bioquimica representativa: TSI, triple aztcar y hierro con
produccion de HS, produccion de gas a partir de glucosa, produccion de acido a partir de
lactosa negativas; MIO, motilidad indol ornitina con motilidad positiva, indol negativo y ornitina
descarboxilasa positiva; MILI, motilidad indol lisina con motilidad positiva, indol negativo y
lisina descarboxilasa positiva; O, oxidacién de glucosa positiva; F, fermentacién de glucosa
negativa; BHI, infusién cerebro-corazén con crecimiento positivo a 43°C por 24 horas. C,
prueba con Psuedomonas aeruginosa CBQCA 5407 usada en este estudio.
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Bacillus subtilis en el medio seg Mossel resulté manitol positivo, con presencia de
colonias amarillas sin halo de precipitacién. Se realizaron las pruebas bioquimicas de
identificacion correspondientes y se obtuvieron los siguientes resultados: gelatinasa positivo,
en el medio gelatina nutritiva, donde se evidencio hidrélisis de la gelatina. En el agar con
almidon se obtuvo un resultado positivo, con hidrélisis del almidon, posterior a la colocacion
de lugol. En la prueba de nitrato, se obtuvo un resultado positivo, tornandose a un color rojizo,
posterior a la colocacion de alfa-naftilamina. En el caso de la prueba Sulfuro Indol Motilidad,
se obtuvo un resultado positivo para la Motilidad, negativo para la produccién de H.S y
también para la produccién de indol. Se obtuvo un resultado positivo, en el caso de la prueba
Rojo de metilo y Voges Proskauer (RM/VP), posterior a la adicion de los reactivos rojo de
metilo en el caso de la primera prueba y la adicién de 0,6 mL de la solucion de alfa-naftol en
una concentracion del 5% y a la adicién inmediata de 0,2 mL de la solucion de KOH al 40%,
en el caso de la segunda prueba. Una prueba que fue muy importante para la identificacion
de esta bacteria, fue la prueba del medio fluido con tioglicolato, en la cual se evidenci6é una

respiracion aerobia (Figura 3).
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CIT + Mot+ Urea - Nitrato + RM+ VP+ TIOGLICOLATO (aerobio estricto)
H.S+
Indol -

Figura 3. Pruebas bioquimicas para la identificacion de Bacillus subtilis. A, seg
Mossel, manitol positivo sin halo de precipitacion; B, gelatina positiva; C, almidén positivo.

D, Bioquimica de Bacillus subtilis.
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4.7  ANALISIS DE LA PRUEBA IN VITRO

Los patégenos seran inoculados en medio BHI que ha sido modificado con HCI, para
alterar su pH y que se obtenga un pH de 6,5, esta modificacion se la realizé debido a que el
pH del intestino delgado puede variar en un rango de 7,0 a 5,0 en el caso de alpacas (Vasquez
et al., 2012). En el caso de humanos el pH del intestino delgado es neutro (Garcia Luna y
Lépez Gallardo, 2007). Por lo tanto, este medio acido simulara parcialmente al intestino de
distintas especies. Se inoculara una cantidad de 25 microlitros de solucion salina al 0,9% que
contiene las bacterias Pseudomonas aeruginosa CBQCA 5407 y Salmonella Enteritidis ATCC
3065 en una concentracion de 0,5 McFarland. Posteriormente se las incubara por un lapso
de 4 a 5 horas y se procedera a agregar la mezcla probiética en una cantidad de 200
microlitros al BHI que contiene las bacterias patogenas, que en este caso son Pseudomonas
aeruginosa CBQCA 5407 y Salmonella Enteritidis ATCC 3065. Se dejara en incubacién
durante 18 horas y finalmente se tomara una muestra del BHI para inocularlo en el medio
selectivo diferencial de Pseudomonas aeruginosa CBQCA 5407 y Salmonella Enteritidis

ATCC 3065, para poder determinar si hay presencia o ausencia de las bacterias patdgenas

(Figura 4).

Figura 4: Preparacion del BHI acido
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4.8 RESULTADOS y DISCUSION

En el caso de Salmonella Enteritidis, se obtuvieron los siguientes resultados. En el
tratamiento 1, en el caso de la primera repeticidon hay poco crecimiento, en la segunda
repeticion hay un mayor crecimiento y en la tercera repeticion no se observa crecimiento. Se
puede evidenciar que no se presento en ningun lugar de la placa de la primera repeticién un
cambio en la coloracién del medio Hektoen, lo cual indicaria que la baja cantidad de bacterias
que crecieron, en la segunda repeticion se puede observar que en aproximadamente la mitad
de la placa bipetri no hubo cambio de coloracién y en la tercera repeticion si hubo un cambio

de coloracion.

En el tratamiento 2 se puede observar que en la primera repeticion el crecimiento
bacteriano es minimo, sin llegar a superar la mitad de la placa bipetri. En la segunda repeticion
hay un mayor crecimiento bacteriano, el cual es superado en la tercera repeticion. En el
tratamiento 3 se puede observar que en la segunda repeticion se da el menor crecimiento
bacteriano, seguido por la tercera repeticion, donde se observa mayor crecimiento bacteriano,
y finalmente la primera repeticion es la que presenta el mayor crecimiento bacteriano (Figura

5).
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Figura 5: Tratamientos “in vitro” de Salmonella Enteritidis ATCC 3065 en Hektoen

En el caso de Pseudomonas aeruginosa CBQCA 5407 se obtuvieron los siguientes
resultados. En el tratamiento 1, en el caso de la repeticion niumero 3 no crecié Pseudomonas
aeruginosa, en la segunda repeticién se observo un pequeiio crecimiento y en la repeticion 1
el crecimiento es minimo. Se puede evidenciar que no se presentd en ningun lugar un cambio
en la coloracion del medio Cetrimide, lo cual indicaria la baja cantidad de bacterias que

crecieron.
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En el tratamiento 2 crecio en las 3 repeticiones, observandose un menor crecimiento
en la segunda repeticion en comparacion al resto de repeticiones. En la primera y tercera
repeticiones se observa un cambio de color en el medio cetrimide, lo que indica que, si hubo
un gran crecimiento bacteriano En la segunda repeticion una pequefia region no tiene

crecimiento bacteriano en la cual no se observa el cambio de coloracidon del medio cetrimide.

En el tratamiento 3 crecié en las 3 repeticiones es posible observar un menor
crecimiento, en el tratamiento 2, pero esta diferencia con la primera y tercera repeticién es

minima. En los tres casos se observa un cambio de color en el medio cetrimide, lo que indica

que si hubo un gran crecimiento bacteriano (Figura 6).

Figura 6: Tratamientos “in vitro” de Pseudomonas aeruginosa CBQCA 5407 en

cetrimide.

Posteriormente a la revision de la bibliografia sobre los componentes de la mezcla
probidtica, se pudo evidenciar que los componentes son muy utiles y saludables. En el caso

del vinagre, aporta muchos beneficios a la salud, principalmente con pequefas propiedades
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antimicrobianas, reduce el indice glucémico, lo cual es muy importante para la salud,
especialmente en personas con tendencia al desarrollo de diabetes y tiene propiedades
anticancerigenas (Johnston y Gaas, 2006). Es posible reducir el crecimiento e incluso se
puede llegar a inhibir a los patégenos Macrophomina phaseolina y Magnaporthiopsis maydis
que causan problemas en especies de plantas, esta reduccion se la puede lograr mediante
la aplicacion de vinagre de madera, teniendo una concentracion ideal de 2% de vinagre de

madera para lograr la inhibicion.

La harina de grillo aporta muchos beneficios, puesto que contiene muchas moléculas
muy importantes, como es el caso de aminoacidos esenciales y acidos grasos poliinsaturados
y monoinsaturados, uno de los beneficios que aporta el consumo de grillos se encuentra el
desarrollo mental saludable (Magara et al., 2021). La incorporacion de la harina de grillo en
esta mezcla contribuye aportando prebiéticos, esto se ha evidenciado en el caso de la
bacteria Bifidobacterium animalis la cual incremento en el intestino de una persona que
consumiod harina de grillos en una cantidad de 5,7 veces, por lo cual es muy adecuado que
se incorpore la harina de grillos en la mezcla, puesto que aporta con muchos nutrientes y

tiene este potencial prebidtico (Garcia et al., 2021).

Bacillus subtilis aporta muchos beneficios, esta bacteria puede vivir en el intestino y
contribuye mucho a la salud intestinal en humanos (Garvey et al., 2022), y también puede
contribuir a la salud mental, puesto que Bacillus subtilis contribuye a la produccion de
neurotransmisores (Aggarwal et al.,, 2022). En otras especies también hay una gran
contribucién, por ejemplo, puede ser usada en acuicultura (Gutiérrez, 2021). Ademas, sus
postbidticos producidos son muy importantes, otorgando grandes beneficios a aves de corral
entre estos se encuentra el aumento del rendimiento de las aves en lo referente a la carne
producida y al crecimiento, y también se obtiene una reduccion en sus desechos,
principalmente en bacterias del género Salmonella y en la cantidad de amoniaco que excreta,

lo cual tiene un gran beneficio en el ambito de la salud (Fang et al., 2024). Bacillus subtilis
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también tiene grandes aplicaciones en la agricultura, principalmente actuando en la

biodisponibilidad de nutrientes que pueden tener las plantas (Gonzales-Leon et al., 2022).

Adicionalmente los componentes de la mezcla probidtica son muy faciles de elaborar,
por ejemplo, en el caso del vinagre existen varios métodos para su produccion, y se pueden
producir varios tipos de vinagre que pueden variar en funcién del sustrato del que se inicia la
fermentacion (Abraham et al., 2022). En el caso de la harina de grillos, aporta multiples
beneficios en su produccién, en comparacion a la produccion de otro tipo de animales, puesto
que la produccion de grillos requiere menos recursos como es el caso de espacio y alimento,
en comparaciéon a otros animales destinados al consumo humano como es el caso de los

pollos o el ganado (Magara et al., 2021).

Las bacterias patdégenas escogidas fueron adecuadas, puesto que representan un
problema para la salud. En el caso de Salmonella Enteritidis, puede causar infecciones que
generalmente son gastroenteritis, pero estas infecciones, en algunos casos, pueden llegar a
convertirse en infecciones sistémicas (Bahramianfard et al., 2021). Las bacterias del género
Salmonella representan un peligro, puesto que hay una cantidad grande de alimentos que se
encuentran contaminados con Salmonella, principalmente productos agricolas, llegando a
cifras de contaminaciéon del 40,5% en huevos y gallinas ponedoras (Castro-Vargas et al.,
2020). Ademas, Salmonella puede influir de una manera negativa la composicién de las
bacterias que habitan en el intestino, donde se da una reduccién de bacterias como
Lactobacillales y Bifidobacteriales y se da un incremento de Enterobacterias (Aljahdali et al.,
2020). Ademas, la exposicion a esta bacteria se ha asociado a un mayor riesgo de
enfermedad intestinal, como es el caso del cancer de colon (Mughini-Gras et al., 2018). En
base a esta problematica que presentan estas dos bacterias en la salud, se decidioé evaluar
si la mezcla probidtica puede inhibirlas, para ayudar a tratar este tipo de infecciones, de una

forma en que sea un coadyuvante al tratamiento.
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De forma similar Pseudomonas aeruginosa, puede causar infecciones en distintos
tejidos, e incluso puede llegar a causar bacteriemia y hay una gran cantidad de infecciones
reportadas por esta bacteria, un ejemplo son las 51000 infecciones por esta bacteria que cada
afno se da en Estados Unidos, por lo tanto, esta bacteria constituye un problema para la salud
(Bassetti et al., 2018). Adicionalmente para la neumonia ocasionada por Pseudomonas
aeruginosa, en distintos tipos de tratamientos como es el caso de la terapia en conjunto
empleando el uso de fagos y antibidticos en la mayoria de los casos, no se logra erradicar la
bacteria en los pulmones, aunque si se logra calmar la neumonia (Kdhler et al., 2023).
Ademas, ciertos organismos probioticos pueden ser empleados para el tratamiento de la
neumonia ocasionada por Pseudomonas aeruginosa, en ratones se ha evidenciado que
Lactobacillus rhamnosus puede dar proteccion frente a una neumonia ocasionada por

Pseudomonas aeruginosa (Gutiérrez, 2021).

En el caso de Salmonella Enteritidis, se realizo la prueba bioquimica de identificacion
y a partir de los resultados obtenidos, que son en el caso de la prueba de TSI, se observé
produccion de H»S, la lectura fue acido/acido, y se evidencio que hubo produccion de gas. En
el caso de la prueba Sulfuro Indol Motilidad, se obtuvo positivo para H.S y positivo para
movilidad, pero negativo para la produccién de indol. En la prueba de fenilalanina, al igual
que en la prueba Voges Proskauer y en la prueba de urea, se obtuvo un resultado negativo,
en la prueba rojo de metilo y en la prueba de lisina se obtuvo un resultado positivo, al igual
que se describe en la bibliografia (Alcocer, 2024; Winn et al., 1997). En el caso del Citrato se
obtuvo un resultado negativo, y segun la literatura esta prueba puede variar dependiendo del
serotipo, e incluso puede haber variaciones dentro de un mismo serotipo (Winn et al., 1997).
Para confirmar si se trata del serotipo Salmonella Enteritidis debemos hacer pruebas

serolégicas, pero por falta de sueros no se realizaron.

En cuanto a la identificacion bacteriana, se obtuvo resultados similares a los de otros

autores. En el caso de Pseudomonas aeruginosa, se obtuvo un resultado de oxidasa positivo.
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En las pruebas de oxidacién y fermentacion se obtuvo un resultado positivo para la oxidacion
y negativo para la fermentacion. En el caso de la prueba Sulfuro Indol Motilidad, se obtuvo un
resultado negativo para la produccion de indol y de igual forma para la produccién de H.S,
pero si se obtuvo un resultado positivo para la motilidad. En la prueba empleando el medio
TSI, se obtuvo que es lactosa negativa, con una lectura alcalino/alcalino y no se produjo
sulfuro de hidrogeno; por lo tanto, fue H,S negativa. En el caso de las pruebas MILI y MIO se
obtuvo un resultado positivo. Estos resultados obtenidos fueron de forma similar al obtenido

en otra investigacion (Yauri, 2009).

En el caso de Bacillus subtilis, se obtuvo los siguientes resultados, manitol positivo en
el seg Mossel con colonias amarillas sin halo de precipitacion, lo cual permite diferenciarlo de
otras bacterias como es el caso de Bacillus cereus, que presenta colonias de color rosado
(Laboratorios Britannia s,a, s.f.). En la prueba SIM, se obtuvo H.S negativo, motilidad positiva,
produccién de indol. En la prueba de la gelatina nutritiva se obtuvo un resultado positivo para
la hidrdlisis de gelatina, de igual forma se obtuvo un resultado positivo para la hidrdlisis de
almidoén en el agar almidon y también se obtuvo un resultado positivo para la reduccion a
Nitrato, los cuales son resultados descritos en la literatura sobre la identificacién de Bacillus
subtilis (Winn et al., 1997). Ademas, se ha planteado que se puede evidenciar el tipo de
respiracion de las bacterias mediante la prueba de tioglicolato (Alcocer, 2024). En este caso

se obtuvo un resultado de respiracion aerobia para la prueba de tioglicolato.

Se observo que la asociacion de vinagre de manzana con la harina de grillos y Bacillus
subtilis, fue la que mejor resultados aportaron en la inhibicion bacteriana de Pseudomonas
aeruginosa y Salmonella Enteritidis. Adicionalmente, se observo que en los analisis in vitro,
hubo un menor crecimiento de colonias de Pseudomonas aeruginosa, debido a que se ha
comprobado en estudios que el vinagre puede inhibir de forma parcial el desarrollo de la

bacteria Pseudomonas aeruginosa (Johnston y Gaas, 2006).
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En cuanto a la Salmonella Enteritidis, se observé un resultado de acuerdo a lo
esperado, puesto que el vinagre puede tener distintos efectos sobre las bacterias, por
ejemplo, en mezcla con jugo de limén teniendo un pH de 2,3 tiene la capacidad de reducir la
poblacion de Salmonella en clastodios de nopal (Moreno et al., 2021). Esto puede ayudar a
explicar los resultados, en los cuales en ciertas repeticiones de distintos tratamientos se
observd menos colonias de Salmonella Enteritidis. Ademas de esto, Bacillus subtilis no inhibe
a Salmonella Typhimurium (Jurado-Gamez y Jarrin-darrin, 2015); sin embargo, también se
ha determinado que aves que han consumido Bacillus subtilis, entre los multiples beneficios
que presentan se da la reduccion de Salmonella (Fang et al., 2024). Esto indicaria una posible

razén de porque se observd muy poca inhibicién de Salmonella Enteritidis.
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5. CONCLUSIONES

Se investigo sobre los distintos componentes de la mezcla probidtica, con un énfasis
en los principales beneficios a la salud que presentan, lo cual permitid evidenciar que los

ingredientes con los cuales se preparé la mezcla probidtica son muy saludables.

Posteriormente se logré obtener un bioproducto, con 3 distintas variaciones, que
cambian en funcioén del vinagre utilizado para su elaboracion. Los distintos tipos de vinagre

que se emplearon son el de manzana, el blanco y el balsamico.

Se investigd sobre las bacterias patégenas, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella
Enteritidis, especialmente aspectos relacionados a su problematica en la salud, e informacién
relacionada a su cultivo e identificacion, estos dos ultimos aspectos también se los investigo
para Bacillus subtilis. Esto permitié evidenciar que Pseudomonas aeruginosa y Salmonella
Enteritidis presentan un gran peligro para la salud publica, y con la informacion relacionada
al cultivo e identificacion se facilitd que se pueda cultivar e identificar a las bacterias de una

manera adecuada, y se logré evitar problemas en su desarrollo.

En cuanto a la eficiencia “in vitro”, se puede concluir que la mezcla probiética tiene
efectos que pueden variar sobre la inhibicion en las cepas patdgenas Pseudomonas
aeruginosa CBQCA 5407 y Salmonella Enteritidis ATCC 3065. Se evidencié que en el
tratamiento 1, el cual emplea vinagre de manzana, inhibe de manera mas eficiente a los
patogenos estudiados. Incluso con inhibicion total hacia Pseudomonas aeruginosa CBQCA
5407 y hacia Salmonella Enteritidis ATCC 3065, en uno de las repeticiones, mostrando efecto

bactericida.

En el tratamiento 2 que emplea el vinagre blanco, se plantea como conclusién que hay
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un poco de eficacia sobre la inhibicidn bacteriana, esto se concluye en base al crecimiento
bacteriano, donde se registra la mayor eficiencia en la inhibicion sobre Salmonella Enteritidis
ATCC 3065. La eficiencia en la inhibicion de Pseudomonas aeruginosa CBQCA 5407 en este

tratamiento es minima.

En el tratamiento 3, el cual emplea el vinagre balsamico, se concluye que no hay

ningun tipo de eficiencia, sobre la inhibicion de las bacterias patdgenas.

En base a la investigacion realizada, es posible plantear a manera de una conclusién
general que después de haber realizado la investigacion sobre los distintos elementos que
implicaban la elaboracion de la mezcla probidtica y también sobre los organismos en los
cuales se mediria su eficacia, bajo las condiciones que se trabajé simulando el sistema
digestivo “in vitro”, con ciertas limitaciones, para que se dé una mejor inhibicién de las
bacterias Pseudomonas aeruginosa CBQCA 5407 y Salmonella Enteritidis ATCC 3065, es

mejor la mezcla elaborada con vinagre de manzana.

5.3. PUNTOS FUERTES

Se trabajé con 3 distintos tipos de vinagre, lo cual aporta el beneficio de tener una

mayor diversidad de sustratos con los que se investigo.

Se trabajo con las bacterias Salmonella Enteritidis y con Pseudomonas aeruginosa.
El punto fuerte del trabajo con estas bacterias, consiste en que Salmonella Enteritidis es una
bacteria patégena peligrosa que afecta al sistema digestivo, mientras que Pseudomonas
aeruginosa causa muchos tipos de infecciones, una gran parte de la poblacién es portadora

de esta bacteria en sus intestinos.
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5.4. PUNTOS DEBILES

No se pudo simular mayores variables involucradas en el sistema digestivo, por

ejemplo, la inclusién de enzimas digestivas y moléculas acidas.

No se obtuvo a manera de resultados un numero de unidades formadoras de colonias
de las bacterias patdégenas Pseudomonas aeruginosa y Salmonella Enteritidis luego de ser

sometidas a los distintos tratamientos, en donde se observd que no hubo inhibicién.

No se realizé un estudio “in vivo” para determinar la eficiencia de la mezcla probidtica

inhibiendo a las bacterias Pseudomonas aeruginosa y a Salmonella Enteritidis.
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6. RECOMENDACIONES

En consecuencia, a la investigacion realizada, se sugiere los siguientes usos para la
presente mezcla probiética. Se recomienda para suplementacion de alimentacion animal.
Para este fin se puede diluir la mezcla probidtica en agua y se la puede dar a animales como

cerdos y aves de corral.

Oftro uso que se recomienda es para consumo humano. En este uso se lo recomienda
de varias formas, la principal consiste en usarlo como un aderezo para diversos alimentos
especialmente para ensaladas. Adicionalmente se lo puede diluir en agua y consumirlo, en
este caso se recomienda emplear de 1 a 2 cucharas en un vaso de agua de aproximadamente
250 ml, se recomienda en esta proporcién, porque al contener vinagre este estara mas diluido,

lo cual puede evitar sus efectos secundarios.

Finalmente, otro uso que se recomienda para la mezcla probidtica consiste en
emplearlo como un fertilizante. Para este uso se debe diluirlo, de preferencia en agua, y
posteriormente se lo colocara en el suelo. Con el objetivo de que esto sea lo mas sustentable,
la harina de grillos que se destine para este uso, puede ser elaborada a partir de grillos que
han sido capturados y que representaban una plaga en distintas zonas geograficas, con lo
cual se contribuird a reducir con la plaga en un lugar determinado y al mismo tiempo se
obtiene una fuente de fertilizante. El uso de fertilizante de la mezcla probiética, se recomienda
especialmente para regular el pH del suelo. Debido a la composicién de la mezcla probidtica,

su uso como fertilizante aportara con multiples beneficios.

En base a los puntos débiles, se recomienda realizar estudios donde se analice la
eficiencia “in vitro” de esta mezcla probidtica con mas variables, que pueden incluir las

enzimas digestivas que se encuentran en el sistema digestivo, acidos y sales que también
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forman parte del sistema digestivo, y simular de la forma mas precisa los tiempos que debe

ser sometida a la exposicion de cada uno de estos componentes.

Se recomienda obtener también resultados que implique el numero de unidades
formadoras de colonias que habia luego de realizar las pruebas de analisis “in vitro”, en los
casos en los que si se observo crecimiento bacteriano. Esto se puede realizar con distintas

metodologias de analisis “in vitro”.

Se recomienda realizar estudios “in vitro”, donde se puede trabajar con modelos
biolégicos y se puede determinar la eficiencia “in vitro”. Ademas de esto se puede trabajar
con personas que sean portadoras en su intestino de Pseudomonas aeruginosa, para analizar
mediante experimentos que incluyan placebos si hubo una inhibicion de Pseudomonas
aeruginosa en los participantes. Finalmente se puede trabajar con personas que sean
diagnosticadas con salmonelosis, producida por Salmonella Enteritidis, donde se les puede
suministrar la nueva mezcla probiotica, a un grupo y también se administraria un placebo,
adicionalmente ambos grupos deben seguir las indicaciones médicas, y se puede determinar
cual grupo presento una mejoria mas pronta, ademas que es posible determinar cual de los

dos grupos tubo menores sintomas.

Finalmente, se recomienda que se continue con el desarrollo de nuevos bioproductos,
tratamientos alternativos, alimentos, productos agropecuarios, suplementos y medicamentos.
Ademas de continuar realizando investigacion sobre la ecologia bacteriana analizando que
bacterias tienen la capacidad de inhibir a otras bacterias, ademas de investigar y desarrollar

innovaciones en el desarrollo tecnolégico y cientifico.
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