Sensibilidad y Resistencia a Antibioticos de Cepas
Probiodticas Empleadas en Productos Comerciales

Ana Luisa May-Torruco,
Egresada de Ingenieria en Alimentos, Division Académica

Multidisciplinaria de los Rios,

Universidad Juarez Auténoma de Tabasco, México
Alma Irene Corona-Cruz,

Facultad de Ingenieria Quimica, Universidad Auténoma de Yucatan, México
Ana Laura Luna-Jiménez,
Nicolas Gonzalez-Cortés,
Roman Jiménez-Vera,
Cuerpo Academico Desarrollo Sustentable.
Division Académica Multidisciplinaria de los Rios,
Universidad Juarez Auténoma de Tabasco, México

D0i:10.19044/esj.2020.v16Nn18p43 URL.:http://dx.doi.org/10.19044/esj.2020.v16n18p43

Resumen

Una caracteristica deseada de los probiéticos es su sensibilidad a los
antibioticos para descartar la transmision de resistencia en el ecosistema
digestivo. Es importante conocer su susceptibilidad ya que se ingieren
frecuentemente con la finalidad de reforzar la microflora intestinal. El objetivo
de este trabajo fue analizar la susceptibilidad de probioticos aislados de
productos comerciales a los principales antibioticos de uso clinico. La prueba
de sensibilidad se realiz6 por el método de difusion en disco sobre agar MRS,
empleando discos de antibidticos mixtos comerciales. Las bacterias
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y Bifidobacterium bifidum
fueron sensibles a: penicilina, ampicilina, ceftriaxona y cefalotina
(Betalactamicos), eritromicina (Macrolidos) y cloranfenicol (Anfenicoles).
Resistentes a dicloxacilina (Betalactdmicos), oxacilina (Fluoroquinolona),
netilmicina, gentamicina y amikacina (Aminoglucoésidos) y trimetoprim-
sulfametoxazol (Sulfonamidas). Los resultados muestran la importancia de
valorar la susceptibilidad (sensibilidad y resistencia) de los probidticos a los
antibidticos ya que, se consumen de forma intencionada con el propdésito de
mantener el equilibrio de la flora intestinal.

Palabras clave: Probidtico, Antibiotico, Bacteria Acido Lactica, Alimento
Funcional
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Abstract

A characteristic of probiotics is their sensitivity to antibiotics to discard
the transmission of resistance in the digestive ecosystem. It is important to
know your susceptibility, which is often ingested for the purpose of
strengthening intestinal microflora. The purpose of this work was to analyze
the susceptibility of probiotics isolated from commercial products to the main
antibiotics for clinical use. The sensitivity test was carried out by means of a
disk diffusion method on MRS agar, using disks of mixed commercial
antibiotics. The bacteria’s Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei and
Bifidobacterium bifidum were sensitive to: penicillin, ampicillin, ceftriaxone
and  cephalotin  (Beta-lactam), erythromycin  (Macrolides) and
chloramphenicol (Amphenicoles). Resistant to dicloxacillin (Beta-lactam),
enoxacillin  (Fluoroquinolone), netilmicin, gentamicin and amikacin
(Aminoglycosides) and trimethoprim-sulfamethoxazole (Sulfonamides). The
results show the importance of assessing the susceptibility (sensitivity and
resistance) of probiotics to antibiotics since they are consumed intentionally
in order to maintain the balance of the intestinal flora.
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Introduccion

Los nuevos estilos de vida han promovido cambios en determinados
habitos de la alimentacién y han surgido los alimentos funcionales como
aquellos que proveen beneficios a la salud. Actualmente se da gran
importancia al consumo de alimentos con propiedades funcionales para
corregir las posibles alteraciones de la alimentacion, principalmente la
microbiota intestinal, mediante el uso de agentes bioterapéuticos como los
prebioticos, probidticos y simbidticos, de origen natural, benéficos para la
salud, con propiedades bioldgicas activas y capacidad preventiva o terapéutica
definida (Marifio, Nufiez, & Barreto, 2016)

La Organizacién Mundial de la Salud define a los probidticos como
microorganismos Vvivos que cuando son administrados en cantidad adecuada
ejercen un efecto beneficioso sobre la salud del huésped. El espectro de los
productos y preparaciones que pueden considerarse como probioticos es muy
amplio y abarca desde farmacos, alimentos de usos médicos especiales,
alimentos como leches fermentadas, formulas infantiles y productos de
administracion no oral, como los vaginales. Para que un microorganismo sea
considerado probidtico es necesario haber realizado estudios en humanos para
demostrar los beneficios concretos sobre la salud de las cepas concretas, no
solo del género o la especie (Olveira & Gonzalez-Molero, 2016).

Los Lactobacillus y Bifidobacterium son los microorganismos usados
con mayor frecuencia como probioticos, asi como la levadura Saccharomyces
cerevisiae y algunas especies de Escherichia coli y Bacillus. Los probidticos
en los alimentos cumplen una doble funcién ya que actdan como agentes para
la fermentacion de alimentos y, ademas, confieren beneficios a la salud de
quien los consume (Organizacion Mundial de Gastroenterologia, 2011).

Las bacterias acido lacticas se caracterizan por fermentar carbohidratos
y producir acido lactico como principal producto metabdlico. Muchas de ellas
poseen propiedades probidticas y estan presentes en la alimentacion del
hombre ya que, se encuentran en productos como leches fermentadas, quesos
madurados, carnicos y hasta en algunas preparaciones de vegetales. Son
microorganismos comensales de la piel, la mucosa del tracto digestivo y
genital de humanos y animales. Este grupo bacteriano inicia la colonizacion
del sistema digestivo al momento del nacimiento de un nuevo ser, la cual
declina con la edad por disminucién en la adhesién a la mucosa intestinal
(Cueto-Vigil, Acufia-Monsalve, & Valenzuela-Riafio, 2010).

Por otra parte, la introduccion de los antibiéticos en la practica clinica
ha sido una de las intervenciones mas importantes para el control de las
enfermedades infecciosas. Los antibidticos han salvado millones de vidas, y
ademas han supuesto una revolucion en la medicina. Sin embargo, una
amenaza creciente deteriora la eficacia de estos farmacos: la resistencia
bacteriana a los antibidticos, la cual se define como la capacidad de una
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bacteria para sobrevivir en concentraciones de antibidtico que inhiben el
crecimiento o matan a otras de la misma especie (Alos, 2015).

El empleo de antibi6ticos ha llevado a la aparicion de cepas patégenas
resistentes ya que, en muchos paises, los antibiéticos se ingieren sin receta
medica o se indican en infecciones virales y se administran sin regulacion
alguna en veterinaria. En tales condiciones, la posibilidad de aparicion de
bacterias multirresistentes es mayor pudiéndose perder la eficacia de los
antibiéticos y diseminar la resistencia a otros microorganismos y otras
regiones, por lo que es un problema de salud publica (Herrera, Mufioz, &
Medina, 2002).

Las infecciones causadas por bacterias resistentes se asocian a una
mayor morbilidad y mortalidad que las causadas por bacterias sensibles de la
misma especie. Cada vez es mas frecuente la asociacion de diferentes
mecanismos de resistencia para una familia de antibidticos en una misma cepa.
Esto hace que el perfil fenotipico sea dificil de interpretar y el tratamiento muy
dificil de abordar. La prevalencia de la resistencia no solo ha aumentado en
bacterias causantes de infecciones, la colonizacion intestinal de personas sanas
por enterobacterias resistentes ha alcanzado niveles de pandemia a nivel
mundial en pocos afios, y se calcula que hay en el mundo 1753 millones de
personas colonizadas. En el intestino humano y animal, donde hay una alta
densidad bacteriana, es un lugar especialmente adecuado para el intercambio
de genes inter e intraespecies que induce la resistencia bacteriana a los
antibioticos (Alés, 2015).

En investigaciones recientes, se ha afirmado que las bacterias
intestinales comensales, incluyendo a las bacterias acido lacticas, pueden
actuar como reservorios de genes de resistencia a antibioticos similares a los
encontrados en patdgenos humanos. La principal amenaza asociada con estas
bacterias es que pueden transferir los genes de resistencia a bacterias
patdgenas por medio de elementos mdviles como plasmidos o transposones;
por este motivo es importante evaluar la resistencia a antibioticos en
microorganismos que se ingieren de manera voluntaria, asi como determinar
si la resistencia de las bacterias acido lacticas se debe a elementos méviles o a
elementos cromosomales, en cuyo caso no presentarian riesgo (Cueto-Vigill,
Acufia-Monsalve, & Valenzuela-Riafio, 2010).

Ademas, las cepas bacterianas evaluadas como probidticos para
animales deben ser resistentes a los antibioticos administrados en sus dietas y
también deben ser productores de sustancias antimicrobianas como el acido
lactico, el peroxido de hidrogeno y las bacteriocinas, entre otras (Brizuela,
Serrano, & Pérez, 2001). En un estudio realizado por Cueto y Aragon (2012),
al evaluar el potencial probibtico de bacterias acido lacticas para reducir el
colesterol in vitro se encontré que, de 26 cepas analizadas, seis resultaron
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sensibles a vancomicina y cefoxitin, lo que corresponde a un 76 % de cepas
resistentes.

De igual manera, Sanchez et al. (2015) analizaron seis cepas de
Lactobacillus spp. con capacidad probidtica aisladas del tracto intestinal de
terneros neonatos; cinco presentaron resistencia a sulfonamida y vancomicina.
La ausencia de resistencias adquiridas a antibioticos es uno de los primeros
criterios de seguridad que se deben controlar en los candidatos a probi6ticos,
aunque se ha descrito que las bacterias lacticas presentan resistencia natural a
la amikacina, oxacilina y vancomicina. Se considera para el género de
Lactobacillus como resistencia intrinseca. Es importante evaluar si la
resistencia a antibidticos encontrada en algunas bacterias &cido lacticas se
debe a elementos mdviles o a elementos cromosomales, en cuyo caso no
presentarian riesgos.

Una caracteristica deseada para un probiotico es la sensibilidad a los
antibioticos, descartando asi la posibilidad de transmitir resistencia en el
ecosistema digestivo y facilitando la eliminacion del bioterapéutico (Ferreira,
Marcal, Duarte, & Nicoli, 2001). Sin embargo, para la prevencion de
trastornos intestinales, los probidticos pueden volverse resistentes a maltiples
farmacos para sobrevivir en presencia de antibidticos administrados
conjuntamente. Esto genera la posibilidad de transferencia de resistencia de
los patogenos bacterianos probioticos a humanos, ya sea directa 0
indirectamente a través de la flora comensal (Courvalin, 2006).

Ademas, es importante analizar la resistencia de los microorganismos
probidticos ya que éstos se ingieren de manera voluntaria y frecuente con el
propdsito de reforzar la microflora intestinal y adquirir una alta concentracion,
por lo que la resistencia de los patdgenos pudiera generarse de éstos
microorganismos y por otra parte, la informacion derivada de muestras
clinicas suele estar sesgada hacia patdgenos especificos de enfermedades
comunes (Herrera et al., 2002). Ademas, existen pocos estudios que
investiguen los mecanismos de resistencia a antibidticos en bacterias acido
lacticas provenientes de los alimentos, en la mayoria dichas investigaciones se
concentran en Enterococcus patdégenos, mientras que el nimero de estudios
sobre Lactococcus y Lactobacillus es limitado (Cueto-Vigil et al., 2010).

El surgimiento de cepas resistentes a los antibioticos es un desafio para
la salud y el bienestar humano, particularmente la terapia con antibidticos para
el tratamiento de infecciones bacterianas. Los lactobacilos pueden restablecer
o mantener el equilibrio de la microbiota normal del intestino durante o al
concluir la terapia con antibidticos. Para lograr este efecto deben sobrevivir en
presencia de antibioticos co-administrados. Por lo tanto, la resistencia a los
antibidticos de los probidticos es un criterio esencial para su deteccion y
seleccion, siempre que, por supuesto, no representen una amenaza por la
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transferencia de genes de resistencia a los antibidticos a otras bacterias
(Neethu, Craig, & Malik, 2014).

Los mecanismos de resistencia adquiridos y transmisibles son los méas
importantes y consisten fundamentalmente en la produccion de enzimas
bacterianas que inactivan los antibidticos o en la aparicion de modificaciones
que impiden la llegada del farmaco al punto diana o en la alteracion del propio
punto diana. Una cepa bacteriana puede desarrollar varios mecanismos de
resistencia frente a uno o muchos antibidticos y del mismo modo un
antibiético puede ser inactivado por distintos mecanismos por diversas
especies bacterianas (Daza, 1998). Por tanto, el objetivo de la presente
investigacion fue analizar la susceptibilidad a antibidticos de bacterias
probidticas aisladas de productos comerciales con la finalidad de conocer la
sensibilidad y resistencia a los antibidticos de uso frecuente en terapia clinica.

Materiales y Métodos

Cepas probioticas. Se emplearon bacterias del cepario del Laboratorio
de Biotecnologia de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad
Auténoma de Yucatan, las cuales fueron aisladas de los principales productos
comerciales adicionados con bacterias probioticas, distribuidos en México:
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Leuconostoc mesenteroides y
Bifidobacterium bifidum. El indculo se preparé tomando de 2 a 4 colonias de
la cepa seleccionada y se inocularon en caldo MRS. Se incubaron 24 h a 37
°C para realizar posteriormente, la prueba de susceptibilidad antimicrobiana.

Antibioticos. Se emplearon multidiscos combinados de 12 antibioticos
comerciales (Bio-Rad®, Reg. 1025R2006SSA) como se muestra en la Tabla
1, conformados por discos de papel impregnados con una concentracion
definida de agente antimicrobiano, se depositaron sobre la superficie del
medio previamente inoculado con cultivo puro de la cepa bacteriana a
comprobar (100 pl). Se incubd a 37°C durante 48 h en condiciones anaerobias
(Rosenblatt & Stewart, 1975).

Susceptibilidad. La prueba de susceptibilidad a antibioticos se realizo
por el método de difusion en disco empleando agar MRS (Dibico®) debido a
las exigencias nutricionales de los microorganismos evaluados. Tras la
incubacion se examinaron las placas de Petri, se midieron las zonas de
inhibicion (mm) que rodean a los discos y se compararon con los valores
criticos para los distintos agentes antimicrobianos comprobados, a fin de
determinar la categoria clinica de la susceptibilidad (resistente, intermedia o
susceptible) establecidos en los multidiscos comerciales. El didmetro de la
zona de inhibicion es proporcional a la susceptibilidad de la cepa bacteriana.
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Tabla 1.Concentracion de los antibi6ticos contenidos en los multidiscos Bio-Rad®.

Antibidtico Clasificacion Simbolo Concentracion
Penicilina Betalactamico PE 10U
Dicloxacilina Betalactamico DC 1 g
Enoxacina Fluoroquinolona EN 10 ug
Netilmicina Aminoglucosido NET 30 g
Gentamicina Aminoglucosido GE 10 ug
Ceftriaxona Betalactamico CRO 30 g
Trimetroprim-sulfametoxazol ~ Sulfonamida STX 25 ug
Amikacina Aminoglucosido AN 30 ug
Ampicilina Betalactamico AM 10 ug
Eritromicina Macrélido E 13 ug
Cloranfenicol Anfenicol C 30 g
Cefalotina Betalactamico CF 30 g
Resultados

La resistencia bacteriana a los antibidticos se presenta cuando un
microorganismo es capaz de adaptarse y sobrevivir a las concentraciones de
un antibidtico que inhibe el crecimiento o mata a otros microorganismos de la
misma especie (Oteo, 2016). Este estudio surge con la finalidad de analizar el
efecto de los antibidticos sobre bacterias probioticas acido lacticas y B.
bifidum. El estudio de estos grupos microbianos es importante debido a que la
microbiota del tubo digestivo humano esta compuesta por poblaciones
bacterianas diversas con diferentes funciones: modifican la fisiologia del
colon, modulan mecanismos de defensa contra patdgenos e influyen sobre la
capacidad metabdlica de los seres humanos. Dentro de este grupo de
microorganismos se encuentran las bacterias acido lacticas y Bifidobacterium
sp. (Vanegas, Gonzalez, & Arévalo, 2010). La Tabla 2 muestra la respuesta de
las cepas probidticas a los 12 antibidticos evaluados: se observa que 50 % de

los antibiodticos resultaron sensibles y la otra mitad, resistentes.
Tabla 2. Sensibilidad y resistencia (R) de cepas probiéticas a antibi6ticos comerciales Bio-

Rad.

Antibiéticos L. acidophilus L. casei L. mesenteroides  B. bifidum
Penicilina > 30 20 17 21
Dicloxacilina R R R R
Enoxacina R R R R
Netilmicina R R R R
Gentamicina R R R R
Ceftriaxona 21 18 20 31
Trimetoprim R R R R
Sulfametoxazol

Amikacina R R R R
Ampicilina > 30 17 11 25
Eritromicina > 30 22 23 26
Cloranfenicol > 30 30 30 31
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Cefalotina > 30 25 23 26

Con relacidn a los microorganismos, las bacterias evaluadas, tanto los
Lactobacillus como Bifidobacterium reaccionaron de igual manera a los
antibiéticos, resultando susceptibles a los mismos antibidticos: seis
antibioticos sensibles y seis resistentes. En L. acidophilus, se observo el mayor
halo de inhibicién en todos los antibidticos sensibles.

De los antibidticos evaluados, 41.67 % corresponde a los
betalactdmicos, seguidos por aminoglucésidos (25.0 %), macrdlidos,
anfenicoles, fluoroquinolonas y sulfonamidas, con un antibiético cada uno
(8.33 %); todos de uso clinico comun y se aplican para el tratamiento en
infecciones por microorganismos gramnegativos y grampositivos.

Entre los antibidticos que indujeron una respuesta sensible de las cepas
probidticas se encuentran: penicilina, ceftriaxona, ampicilina, eritromicina,
cloranfenicol y cefalotina, siendo el cloranfenicol el que indujo mayor
sensibilidad, al mostrar un halo inhibitorio mayor de 30 mm en todas las cepas
evaluadas.

Por otra parte, los antibidticos a los que resultaron resistentes las
bacterias evaluadas se clasifican dentro de los aminoglucésidos (netilmicina,
gentamicina y amikacina), betalactamicos (dicloxacilina), quinolonas
(enoxacina) y trimtoprim-sulfametoxazol, perteneciente a las sulfonamidas.
Conrelacion a los betalactdmicos, aungue fueron evaluados cinco antibiéticos,
solo dicloxacilina provocé resistencia en las bacterias probioticas evaluadas,
siendo los aminoglucésidos los de mayor resistencia.

Discusion

En esta evaluacion de la susceptibilidad de antibioticos, en bacterias
lacticas probioticas, se encontrd que los betalactdmicos fueron los antibidticos
que presentaron el mayor porcentaje de sensibilidad (33.33 %), seguido por
los inhibidores de la sintesis de proteinas (16.67 %). Estos resultados se
relacionan con la inhibicion de proteinas en el crecimiento de los
microorganismos, asi como la estructura de su pared celular que los clasifica
como grampositivos 0 gramnegativos, como se detalla a continuacion. La
Tabla 3 nuestra la clasificacion de los antibioticos que indujeron sensibilidad,
los cuales pueden agruparse en dos grupos: betalactdmicos (penicilinas y

cefalosporinas) e inhibidores de la sintesis proteica (macrélidos y anfenicoles).
Tabla 3.Antibi6ticos a los que son sensibles las bacterias lacticas y B. longum.

Antibioticos Clasificacion Mecanismo de accion Referencias
Penicilina Betalactamicos  Inhibicion de la sintesis de la Suarez & Gudiol
Ampicilina pared bacteriana e induccién (2009).
Ceftriaxona de la autolisis bacteriana
Cefalotina
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Eritromicina Macrolidos Inhibidores de la sintesis Alvarez & Garcia

proteica de la elongacion (2002); Calvo &
Martinez-Martinez
(2009).
Cloranfenicol ~ Bacteriostatico Inhibicidn de la sintesis de Morales, Herrera &
del grupo de los  proteinas en cepas sensibles. Mufioz (2007).

anfenicoles

El mecanismo de accion de los antibidticos betalactamicos consiste en
la inhibicion de la pared bacteriana, interfiriendo en la sintesis del
peptidoglicano mediante un bloqueo en la tltima etapa de su produccién. Son
bactericidas parciales, ya que s6lo actan en fase de crecimiento celular, y su
eficacia es dependiente del tiempo (Goémez, Garcia-Véazquez, & Hernandez-
Torres, 2015). El peptidoglucano o mureina es un componente esencial y
especifico de la pared celular bacteriana que se encuentra en el exterior de la
membrana citoplasmatica de casi todas las bacterias. Su funcion principal es
preservar la integridad celular al resistir la turgencia. Cualquier inhibicion de
su biosintesis 0 su degradacion durante el crecimiento celular dard como
resultado la lisis celular (Vollmer, Blanot, & de Pedro, 2008).

Tanto las bacterias acido lacticas como B. longum son
microorganismos grampositivos anaerobios. Si bien muchas cepas de
Lactobacillus utilizadas en la industria lactea pueden cultivarse en condiciones
microaerdfilas o incluso aerdbicas, los aislamientos intestinales proliferan
mejor en condiciones anaerobicas. Los lactobacilos son bacilos grampositivos
que no forman esporas. De igual manera, las bifidobacterias son bacilos
pleomérficos grampositivos, que van desde formas Y y V bifurcadas
uniformes a ramificadas, espatuladas o en forma de maza. Son estrictamente
anaerdbicos (aunque algunas cepas pueden tolerar el oxigeno en presencia de
dioxido de carbono), no son moviles ni forman esporas (Tannock, 1999).

La estructura de la pared de las bacterias é&cido lacticas vy
bifidobacterias grampositivas suponen una diferenciacion en la sensibilidad a
los antibidticos. La pared celular de las especies grampositivas esta
conformada por gruesas capas multiples de peptidoglucano y otros polimeros
de superficie. Muchas especies también tienen polisacaridos capsulares que a
menudo estan unidos covalentemente al peptidoglucano. En contraste, en las
bacterias gramnegativas la pared es muy delgada en comparacion con la
apariencia gruesa y densa de las paredes celulares de las especies
grampositivas (Vollmer et al., 2008), lo cual puede ser un factor que induzca
sensibilidad a antibiéticos en los microorganismos.

Ademas, en un estudio realizado por Sanchez et al. (2015) evaluaron
la sensibilidad a antibioticos de cepas de Lactobacillus con capacidad
probidtica, encontraron que las cepas fueron sensibles a: amikacina,
ampicilina, cefalotina, cloranfenicol, eritromicina y penicilina, lo que
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concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo, donde las cepas
evaluadas resultaron sensibles a cinco antibidticos: penicilina, ampicilina,
eritromicina, cloranfenicol y cefalotina.

De igual manera en un estudio realizado por Vera-Mejia, Ormaza-
Donoso, Mufioz-Cedefio, Arteaga-Chavez y Sanchez-Miranda (2018), al
evaluar la sensibilidad a antibiéticos de Lactobacillus plantarum, se encontrd
que esta cepa fue sensible a: amikacina, cefalotina, cloranfenicol, sensibilidad
media a ampicilina, ceftriaxona y resistente a penicilina. En otro estudio
realizado por Jurado, Aguirre y Ramirez (2009), al evaluar cepas de bacterias
acido lacticas probidticas aisladas del intestino grueso de cerdos adultos, la
prueba de susceptibilidad antimicrobiana la cepa Pro 1b fue sensible a la
tetraciclina, eritromicina, mientras que la cepa Pro 2b mostr6 ser sensible a
tetraciclina, eritromicina, oxitetraciclina, carbenicilina,  penicilina,
cloranfenicol y ampicilina.

En bacterias acido-lacticas con propiedades probidticas aisladas del
intestino posterior de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) analizadas por
Castafieda et al. (2018) se encontrd que en cepas de bacterias acido lacticas de
Enterococcus faecium (IP5-2a) y Pediococcus pentosaceus (IP5-2b)
presentaron sensibilidad frente a los antibidticos: cloranfenicol,
amoxicilina/acido clavulanico, gentamicina, eritromicina y tetraciclina. Los
datos mostrados de investigaciones realizadas en el mundo muestran que los
resultados coinciden con los obtenidos en este estudio en cepas probioticas
para consumo humano comerciales, donde se encontrd que las cepas evaluadas
de L. acidophilus, L. casei, L. mesenteroides y B. bifidum, son sensibles a
antibioticos betalactamicos (penicilina, ampicilina, ceftriaxona y cefalotina) e
inhibidores de sintesis proteicas (eritromicina y cloranfenicol).

Ademas de los antibioticos betalactamicos, el macrélido (eritromicina)
y el anfenicol (cloranfenicol) también indujeron sensibilidad en este estudio
realizado en bacterias lacticas probidticas. Los macrolidos son antibioticos
cuyo mecanismo de accion consiste en unirse a distintas bases del centro
peptidiltransferasa del ARNr 23S. Su espectro antibacteriano presenta
diferencias en la afinidad y el niamero de lugares de union, las cuales
determinan la intensidad del efecto antibacteriano (bacteriostatico o
bactericida). Son activos contra la mayoria de los microorganismos
grampositivos y muchos microorganismos de crecimiento intracelular.
Ademas, los macrélidos son antibidticos que se incluyen en la categoria B de
farmacos empleados durante el embarazo y su tolerancia es buena y los efectos
secundarios son escasos (Cobos-Trigueros, Ateka, Pitart, & Vila, 2009).

El espectro de la eritromicina abarca fundamentalmente bacterias
grampositivas y algunas gramnegativas e incluye actinomicetos, treponemas,
micoplasmas, clamidias y rickettsias. Se puede utilizar con éxito en
infecciones tales como faringitis, fiebre escarlatina, neumonia, septicemia,
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otitis media y sinusitis.

Se emplea igualmente para el tratamiento de la

amebiasis intestinal, ya que raramente altera la flora intestinal (Alvarez &
Garcia, 2002).

Por su parte, el cloranfenicol es un antibiético de amplio espectro, el
cual no se usa como antibiotico de primera eleccién, debido a su toxicidad
sobre células sanguineas y médula ésea, producir dafio hematoldgico
secundario como mielosupresion relacionada con la dosis y anemia aplastica.
Sin embargo, a pesar de su toxicidad, en ocasiones se indica como antibidtico
sistémico debido a su efectividad contra infecciones causadas por Salmonella
typhi y se recomienda en pacientes con meningitis de tipo bacteriana causada
por Enterococcus faecium, Haemofilus Influenzae, Neisseria meningitidis y
Streptococcus pneumoniae, especialmente en aquellos que son alérgicos a los

B-lactamicos (Morales et al., 2007).

Por otra parte, la Tabla 4 muestra los antibidticos a los que resultaron
resistentes las bacterias evaluadas: L. acidophilus, L. casei, L. mesenteroides
y B. bifidum. Los antibidticos se clasifican dentro de los aminoglucdsidos
(netilmicina, gentamicina y amikacina), betalactdmicos (dicloxacilina),
quinolonas (enoxacina) y trimtoprim-sulfametoxazol, perteneciente a las
sulfonamidas. Se ha descrito que las bacterias lacticas presentan resistencia
natural a amikacina, oxalina y vancomicina. Muchas veces los mecanismos no
son transferibles y se considera para el género de Lactobacillus como una

resistencia intrinseca (Sanchez et al., 2015).
Tabla 4.Antibidticos a los que son resistentes las bacterias lacticas y B. longum.

Antibidticos

Mecanismo de accién

Resistencia

Referencias

Dicloxacilina
(Betalactamico)

Inhibicion de la sintesis
de la pared bacteriana e
induccién de la autolisis
bacteriana

Produccién de enzimas,
modificacion de la diana 'y
alteraciones en la permeabilidad
y bombas de expulsién.

Suéarez & Gudiol
(2009).

Enoxacina
(Fluoroquinolona)

Inhiben a las enzimas
encargadas de la
replicacién,
transcripcion,
reparacion y
recombinacién del ADN
bacteriano.

Mutaciones cromosomicas,
reduccion de la concentracion
intracelular y genes mediados
por plasmidos.

Carrillo-Alduenda,
Flores-Murrieta, &
Rodriguez-Alcocer
(2018); Alvarez-
Hernandez, Garza-
Mayén, & Vazquez-
Lépez (2015).

Netilmicina,
Gentamicina,
Amikacina
(Aminoglucosidos)

Inhiben la sintesis
proteica bacteriana 'y
alteran la integridad de
la membrana
citoplasmatica.

Menor penetracion al interior de
bacterias

sobrevivientes a la exposicién
de antibi6tico menores que la
CIM.

Rodriguez-Alvarez
(2002); Palomino &
Pachon (2003).

Trimetoprim
Sulfametoxazol
(Sulfonamidas)

Inhiben la sintesis del
folato al unirse a la
enzima dihidropteroato
sintetasa y la
dihidrofolatoreductasa.

Alteracion e hiperproduccion de
enzimas a través de mutaciones,
pldsmidos u otros elementos
genéticos transmisibles.

Vigliarolo, Gazzeli,
Bonofiglio,
Mollerach, &
Horacio (2018).
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Con relacion a los betalactamicos, fueron evaluados cinco antibioticos,
de los cuales, sélo uno, la dicloxacilina provocd resistencia en las bacterias
probidticas evaluadas, siendo los aminoglucésidos los de mayor resistencia.
La progresiva aparicion de resistencias adquiridas hacia los betalactdmicos ha
limitado el uso empirico y su eficacia en determinadas situaciones. Aun asi, la
penicilina sigue siendo el tratamiento de eleccion en un buen nimero de
infecciones clasicas (Marin & Gudiol, 2003).

Sin embargo, los investigadores Strompfova y Laukova (2004)
reportan haber aislado en perros cepas de Lactobacillus sp. en donde la mitad
(54.6 %) resulto resistente al antibiético penicilina. En este mismo estudio las
cepas de lactobacilos fueron resistentes a lincomicina el 40.4 %, novobiocina
34.0 %, eritromicina, 21.3 %, tetraciclina y vancomicina 6.4 %, siendo
solamente sensibles a ampicilina y cloranfenicol el 100 % de las cepas.

La resistencia a antibidticos es un factor muy importante en la
evaluacion de bacterias acido lacticas como cepas probidticas, ya que al ser
microorganismos que se espera sean utilizados como cultivos iniciadores en
alimentos, deben ser seguros en consumidores sanos Yy en individuos
inmunodeficientes, por lo que se busca que se les otorgue la clasificacion
Generally Recognized As Safe (GRAS) por la Food and Drug Administration
de los Estados Unidos de Norteamérica (Serrano-Casas, Gaime, & Pérez-
Chabela, 2019).

Por su parte, la resistencia al grupo de los aminoglucosidos es cada vez
mayor y muchas veces las pruebas de sensibilidad en especial la de los
métodos automatizados no garantizan la actividad antimicrobiana de estos por
la generacidn de discordancia en los resultados, lo que causa preocupacion en
cuanto a la actividad de los aminoglucosidos (Martinez & Mattar, 2012).

Los aminoglucosidos son antibioticos que han sido usados por mas de
40 afos. Son substancias producidas por actinomicetos, todos son policationes
y sus propiedades farmacocinéticas dependen de su polaridad. Su actividad
antimicrobiana es favorecida en medios con pH alcalino. Se absorben
rapidamente por via intramuscular o subcutanea. Sélo atraviesan la barrera
hematoencefalica si las meninges estan inflamadas. En pacientes con falla
renal pueden alcanzar niveles toxicos en sangre. Los aminoglucosidos son
bactericidas rapidos, inhiben la sintesis proteica bacteriana y alteran la
integridad de la membrana citoplasmatica. Los mecanismos de resistencia
bacteriana a estos antimicrobianos estan bien identificados. (Rodriguez-
Alvarez, 2002; Palomino & Pachén, 2003).

La actividad antibacteriana de los antibiéticos aminoglucdésidos:
gentamicina, tobramicina, kanamicina, amikacina y netilmicina, se orienta
fundamentalmente contra bacilos gramnegativos aerobios, siendo los
anaerobios resistentes, como las cepas analizadas en este estudio. Se ha
reportado que son tres los principales mecanismos de resistencia a estos
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antibidticos. a) inactivacion enzimatica de la molécula del aminoglucésido por
interferencia en la captura ocasionando un efecto de impermeabilizacion de la
membrana bacteriana), b) produccion de enzimas que los inactivan como la
acetiltransferasa, adeniltransferasa y fosfotransferasa y, c¢) cambios en los
sitios de union ribosomales en el citosol (Rodriguez-Alvarez, 2002).

Los investigadores Brizuela et al. (2001) evaluaron las propiedades
probidticas de dos especies de bacterias lacticas Lactobacillus sp. Lb12 y
Lactobacillus acidophillus B/103-1-5, y se encontr6 que ambos
microorganismos lograron sobrevivir 24 h en presencia de antibi6ticos, con un
crecimiento maximo a las 12 h. De los antibidticos evaluados, en los
aminoglucdésidos fue donde se present6 el mayor porcentaje de resistencia (25
%), mientras que con los betalactamicos solo uno indujo resistencia y cuatro
(33 %) resultaron sensibles.

En cuanto a la enoxacina, perteneciente al grupo de las quinolonas es
un antibiético bactericida que inhibe la sintesis del ADN bacteriano el cual
entra a la célula a través de porinas e interfiere con la accion de la ADN-girasa
bacteriana formando complejos enzimaticos con la misma. Hasta el momento,
la resistencia bacteriana descrita ha sido a través de mutaciones cromosomicas
y no de plasmidos. Ademas, existe resistencia cruzada que generalmente es
entre la misma clase (Maguifia & Solarizerpa, 2002).

Cada quinolona tiene un amplio espectro antibiotico y, como en la
mayor parte de los tratamientos antibioticos, éstos deben seguir un analisis y
diagnostico precisos con la finalidad de evitar un tratamiento innecesario,
considerando el incremento en las tasas de resistencia a los antibioticos,
especialmente a las fluoroquinolonas y a las cefalosporinas. Las
fluoroquinolonas muestran actividad in vitro contra un amplio rango de
microorganismos gramnegativos y grampositivos (Carrillo-Alduenda, Flores-
Murrieta, & Rodriguez-Alcocer, 2018).

Otro antibiotico al cual resultaron resistentes las bacterias evaluadas
fue trimetoprim-sulfametoxazol. Las bacterias resistentes a este antibiotico
promueven una disminucion en la permeabilidad al compuesto o en ocasiones
la resistencia es secundaria a una produccion excesiva de acido p-
aminobenzoico o cambios mutacionales en la reductasa del dihidrofolato, lo
que impide la unién del antibiético con su sitio blanco. En las bacterias
grampositivas los mecanismos de resistencia mas importantes son el eflujo
activo o las alteraciones enzimaéticas que comprenden vias metabolicas
alternativas e hiperproduccion de enzimas, a través de mutaciones, plasmidos
u otros elementos genéticos transmisibles (Vigliarolo, Gazzeli, Bonofiglio,
Mollerach, & Horacio, 2018).

La resistencia a trimetoprima puede estar mediada por al menos cinco
mecanismos: a) permeabilidad, b) presencia de una dihidrofolato-reductasa
naturalmente insensible, ¢) mutaciones espontaneas en la dihidrofolato-
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reductasa, d) produccion aumentada de la enzima sensible por sobre-
regulacién o duplicacién de los genes y e) adquisicion horizontal de genes que
codifican dihidrofolato-reductasa resistente. Solo unos pocos genes
transmisibles se han identificado en bacterias grampositivas, dos de ellos, el
dfrG y el dfrF fueron detectados en Streptococcus pyogenes (Vigliarolo et al.,
2018).

En cuanto a microorganismos probidticos, los trabajos de Ferreira et
al. (2001) muestran el efecto de ocho antibidticos (cefaclor, clindamicina,
azitromicina, cloranfenicol, vancomicina, amoxicilina, tetraciclina y
gentamicina) en Bifidobacterium bifidum Bb12 y Bifidobacterium longum
Bb46 y solamente se encontrd resistente a gentamicina. Sin embargo, se
encontrd que la resistencia a antibacterianos en probiéticas ha aumentado, ya
que, de 12 antibioticos evaluados, 6 (50 %) resultaron ser resistentes en las
bacterias evaluadas.

Por otra parte, es importante mencionar, que después de completar la
terapia con antibioticos es necesario el consumo de probioticos con resistencia
ya que, lo méas probable, es que las bacterias benéficas de la flora intestinal se
encuentren en menor concentracion (Brizuela et al., 2001). Para la prevencion
de la diarrea asociada a antibidticos, existen fuertes evidencias de eficacia en
adultos o nifios que estan recibiendo antibioticos (Organizacion Mundial de
Gastroenterologia, 2017).

Conclusion

Se evaluo la susceptibilidad a antibiéticos de cepas de bacterias lacticas
con actividad probiotica, aisladas de alimentos funcionales comercializados
en Mexico: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y Bifidobacterium
bifidum. Las cuatro cepas analizadas mostraron similar susceptibilidad a los
antibioticos evaluados: fueron sensibles a penicilina, ampicilina, ceftriaxona y
cefalotina (Betalactdmicos), eritromicina (Macrolidos) y cloranfenicol
(Anfenicoles) y resistentes a dicloxacilina (Betalactamicos), enoxacilina
(Fluoroquinolona), netilmicina, gentamicina y amikacina (Aminoglucosidos)
y trimetoprim-sulfametoxazol (Sulfonamidas). Los hallazgos del presente
estudio ponen de manifiesto la importancia de valorar la susceptibilidad
(sensibilidad y resistencia) de los probidticos a los antibioticos ya que, se
consumen de forma intencionada con el propdsito de mantener el equilibrio de
la flora intestinal, lo que puede traer como consecuencia el aumento en la
resistencia de las bacterias patdgenas. Extrapolando estos datos a la terapia
clinica, dichas alteraciones podrian complicar la evolucién y recuperacion de
ciertas enfermedades.
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