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ACTIVIDIDAD PROBIOTICA DE HONGOS NO
FILAMENTOSOS FRENTE A GERMENES
PATOGENOS QUE INTERVIENEN EN PROCESOS
GASTROINTESTINALES

PROBIOTIC ACTIVITY OF NON FILAMENTOUS
FUNGI AGAINST PATHOGENIC GERMS THAT
INTERVIN IN GASTROINTESTIN PROCESSES

RESUMEN

Desde 1962, Saccharomyces sp. ha sido empleada en
diferentes paises para el tratamiento de la diarrea
nosocomial, enterocolitis, colitis pseudomembranosa,
diarrea precedida de tratamiento con antibidticos y SIDA.
El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar hongos
no filamentosos con efectos antagonicos frente a
patogenos productores de diarrea, tales como
Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Plesiomonas
shiguelloides, Aeromonas hidrophyla y Candida
albicans. Para esto, se realizd6 una caracterizacion
bioguimica de microorganismos probioticos
levaduriformes obtenidos a partir de frutas y
posteriormente se evaluo su capacidad antagonica frente
a éstos patdgenos. De acuerdo con la coloracion de
Gram y las pruebas bioquimicas, asimilacion y
fermentacion de carbohidratos, se establecieron los
diferentes hongos levaduriformes y se realizaron las
pruebas iniciales correspondientes a: resistencia a los
antibioticos empleados con mayor frecuencia contra
bacterias patogenas de importancia gastrointestinal y
resistencia al jugo gastrico artificial. Seguidamente, se
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realizaron los ensayos de Ritter y de adherencia respecto
a los diferentes patogenos evaluados. De acuerdo a los
resultados, se observo que la levadura con efecto
probictico aislada e identificada corresponde a
Saccharomyces cerevisiae y su efecto antagénico esta
dado por su capacidad de adherir patégenos a su pared.
Se determin® que no existen diferencias entre los efectos
de los hongos no filamentosos frente a los patogenos
evaluados.

Palabras clave: hongos, bacterias, probi6ticos, levaduras,
efecto antagoénico.

SUMMARY

Saccharomyces sp. has been employed since 1962 in
different countries for the treatment of diarrhea
nosocomial, enterocolitis, colitis pseudomembranosa,
diarrhea preceded by treatments with antibiotics and
AIDS. Therefore this research was carried out to establish
the antagonistic effect of non filamentous fungi against
pathogens which produce diarrhea, such as Escherichia
coli, Salmonelia enteritidis, Plesiomonas shiguelloides,
Aeromonas hidrophyla y Candida albicans. A
biochemical characterization of probiotic microorganisms
with yeast forms, obtained from fruits, was realized and
their antagonistic capacity against these pathogens
evaluated. According to the Gram colcration and the
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biochemical proofs, assimilation and carbohydrate
fermentation, the different yeast form fungi were
determined and the initial test, corresponding to
resistance to antibiotics used most frequently against
pathogenic bacteria of gastrointestinal importance and
resistance to artificial gastric fluid were carried out. These
experiments were followed by the Ritter test and the
determination of its adherence to the different pathogens.
The results show that the isolated and identified yeast
corresponds to Saccharomyces cerevisiae and that the
antagonistic effect is due to its capacity to adhere
pathogens to its wall. It was established that no
differences between the effects of non filamentous fungi
against the evaluated pathogens exist.

Key words: Fungi, bacteria, probiotics, yeast, antagonistic
effect.

INTRODUCCION

A través de la historia, el hombre ha empleado para su
bienestar microorganismos, tales como microalgas,
mohos, levaduras y bacterias no patogenas en sus
sistemas de alimentacion, ya que amplian las
posibilidades de conservacion de los alimentos
perecederos, mejoran la digestibilidad y el valor nutritivo,
incrementan el sabor e intensifican los aromas que se
desean obtener, asi como en muchas otras aplicaciones
de la tecnologia alimentaria tradicional o no
convencional. Sin embargo, hasta el momento, se ha
utilizado muy poco la biomasa de microorganismos
propiamente dicha como alimento integrante del
régimen de alimentacion considerando que existen
grandes ventajas que permiten su procesamiento y su
aceptacion como consumo. Las virtudes de los
probidticos no deben hacer olvidar sus posibles riesgos,
aunque por ahora sean solo potenciales. “La mayoria
de estos organismos se consumen desde hace décadas
sin ningln impacto sanitario negativo™ (Barrow et al.
1997; Bengmark, 1998).

Actualmente solo se conoce un agente bioterapeutico
no bacteriano: S. boulardii, antes denominado S.
cerevisiae. Es una levadura no patdgena aislada del
Lychie (citrico) en indochina y crece a 37°C. S. cerevisiae
presenta diferencias en varios parametros taxonomicos,
metabdlicos y moleculares frente a S. boulardii. Este
microorganismo resiste la accion del dcido gastrico y la
bilis, se encuentra en todo el sistema digestivo y es

resistente a los antibi6ticos antimicrobianos. La nistatina
la elimina del tubo digestivo (Penna, 1998). Es
considerado probiotico porque se reactiva en el tracto
gastrointestinal después de su administracion oral y tiene
un impacto positivo en la salud y la fisiologia del huésped,
asi mismo ha sido desarrollado como un producto
medicinal de conformidad con la legislacion vigente
(Macfarland & Bernasconi, 1993; Elmer et al. 1996).

Diversos patogenos, en la actualidad, se han convertido
en un problema de salud publica, debido a la alta
prevalencia y la resistencia antimicrobiana desarrollada,
lo que ha facilitado la transmision horizontal y vertical
de los mecanismos moleculares de resistencia, haciendo
mas dificil los tratamientos posteriores e incrementando
su costo (Fuller & Gibson,1997).

La aparicion de diversas enfermedades, entre ellas las
transmitidas por alimentos (E.T.A), es el problema de
salud publica mas extendido en el mundo actual y una
causa importante de disminucion de la productividad
para paises, empresas, familias e individuos. La aparicion
de enfermedades transmitidas por alimentos e
infecciones transmitidas por otras fuentes diferentes a
los alimentos estd aumentando en el pais en razén de
varios factores, destacandose el crecimiento de la
poblacién, la acelerada urbanizacion en las grandes
ciudades, asi como la expansioén del sector rural, el
intenso comercio internacional de alimentos, la
contaminacion quimica de éstos, el incremento de
establecimientos destinados a la alimentacion colectiva
en industrias, en escuelas y en otros lugares que
concentran grupos vulnerables y, por ultimo, las ventas
callejeras y ambulantes de alimentos en la via publica
(Biffi et al. 1997).

Por otra parte, la enfermedad diarreica aguda en los ninos
ha sido por muchos aros una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en Colombia, representando uno
de los problemas de salud publica méas importantes del
pais y de los paises en via de desarrollo (Vanegas et al. 1999;
Hernandez et al. 2000; Penna, 1998; Roberfroid, 2000).

La nueva normativa reguladora de ingredientes
alimentarios entré en vigencia en mayo de 1997,
permitiendo asi la accesibilidad de los consumidores
europeos a una nueva categoria de alimentos, en donde
se deben incorporar microorganismos con efectos
benéficos para la salud (Lilly & Stillwell, 1985).
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Levaduras, como S. boulardii, han tenido basicamente
aplicaciones terapéuticas, aunque existen reportes del
uso de suplementos de S. cerevisiae en animales con
estimulacion del crecimiento de bacterias anaerébicas
a nivel intestinal. Sus principales usos en nifios han sido
en procesos infecciosos, como diarreas agudas de origen
viral (Rotavirus, adenovirus serotipos 40 y 41 F, virus
Norwalk), por Salmonella y Shigella, en la diarrea del
turista, en la colitis pseudomembranosa asociada a
sobrecrecimiento de Clostridium difficile y en la
recolonizacion después del uso de antibitticos. También
se ha utilizado en el manejo médico de colitis, de
intolerancia a la lactosa y, en los ultimos afos, se han
realizado investigaciones que tratan de determinar su
papel en el tratamiento de enfermedades asociadas con
la presencia de Helicobacter pylori en estémago. Los
mecanismos protectores de Saccharomyces contra la
infeccién por EPEC (E. coli enteropatégena) y EHEC
(E.coli enterohemorréagica) han sido demostrados
obteniendo 6ptimos resultados en la inhibicion de éstos
patogenos a nivel in vivo (Heller, 1998; Arbo & Santos,
1987; Biffi et al.1997).

La eficacia de S. boulardii liofilizada ha sido demostrada
clinicamente a través de estudios controlados de
diferentes sindromes diarreicos asociados al trastorno
del equilibrio del ecosistema microbiano intestinal. Al
ser administrado regularmente por via oral, S. boulardii
no se instala en el tracto gastrointestinal sino que lo
recorre manteniendo su forma viable a un nivel estable
de concentracion a partir del tercer dia de su
administracion. La levadura desaparece de las heces 48
horas después de interrumpir la terapia. A medida que
recorre el tracto gastrointestinal, produce efectos
farmacodindmicos que son semejantes a los efectos
protectores de la flora intestinal normal. Los mecanismos
de accién incluyen la inhibicion de algunas toxinas
bacterianas y sus efectos patogénicos, troficos, anti
secretores, inmuno estimulantes y anti inflamatorios en
la mucosa intestinal (Penna, 1998; Roberfroid, 2000).

El presente trabajo buscé evaluar la capacidad de
inhibicion (in vitro) que tienen las levaduras obtenidas
de frutas frente a diversos patégenos emergentes en
humanos y animales, como son E. coli, Salmonella
enteritidis, Shigella dysenteriae, Aeromonas sp.,
Plesiomonas sp. y Candida albicamns.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién de cepas patégenas

Los microorganismos patdogenos Candida sp.,
Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Plesiomonas
shigelloides y Aeromonas hidrophyla se obtuvieron a
partir del cepario microbiolégico de la Universidad de
Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A los cuales
fueron obtenidos a partir de diferentes centros
hospitalarios de la ciudad de Bogotd, D.C. A dichas cepas
patdgenas, se les realizé una confirmacién de género y
especie mediante pruebas de diagndstico comercial
(Macfaddin, 1980; Manafi et al. 1991 ), las cuales se
basan en la utilizacion de diferentes sustratos
cromogénos y convencionales modificados por parte de
los microorganismos (Sanchez & Guzman, 1998).

Aislamiento e identificacion de cepas
empleadas como probiéticos

Se realiz6 un aislamiento de hongos no filamentosos a
partir de las frutas de uva, uchuva y feijoa, para lo cual
se tomaron muestras en estado de madurez y se adiciono
1g de éstas en caldo glucosado al 2%, incubéndose a
28°C por espacio de 48 horas. Posteriormente, se
realizaron aislamientos en el medio de cultivo agar
sabouraud a 28°C por espacio de 48 horas. A partir de
las unidades formadoras de colonia, se realizaron los
ensayos iniciales con el fin de seleccionar las cepas que
presentaban mejor desempefno probidtico, los cuales
consistieron en: resistencia frente a los antibioticos
empleados con mayor frecuencia frente a bacterias
patogenas de importancia gastrointestinal, como son:
Amikacina, Ampicilina, cefotaxime, trimetoprim-Sulfa,
Norfloxacina y Gentamicina. La metodologia empleada
correspondio al método por diluciéon en agar (Sanchez
& Guzman, 1998), técnica que ha sido estandarizada
para microorganismos aislados y de crecimiento rapido
que demuestran una rata de crecimiento consistente
cuando se cultivan en condiciones 6ptimas. El medio
de soporte empleado es agar Mueller Hinton en caja de
Petri y caldo tripticasa de soya. Seguidamente, se realizd
la prueba de resistencia al jugo gastrico artificial.

El medio consta de los ingredientes NaCl 2g, Pepsina
3,2g y HCI 7ml, disueltos en 1000ml de agua destilada
estéril, pH final de 2-5. A partir de un cultivo de levaduras,
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crecido durante 12 horas a 28°C. se sembré 1ml de la
muestra (hongo no filamentoso mantenido en caldo
glucosado) y se incubé durante 48 horas, a 28°C, para
posteriormente determinar el crecimiento de los
microorganismos basados en la coloracién de Gram,
indicando de esta manera, la resistencia frente al jugo
gastrico (Vanegas et al. 1999).

(na vez obtenidos los resultados de las cepas que
presentaron los mejores efectos frente a estas pruebas,
se realizaron los ensayos de Ritter, la prueba de
adherencia frente a los diferentes patégenos evaluados
y se culminé con la identificaciéon microbiana de los
hongos no filamentosos.

Prueba de Ritter: Se realizé la prueba de Ritter con el
fin de determinar el efecto antagonico de sustancias
secretadas por los hongos no filamentosos frente a los
diferentes patégenos de acuerdo con la metodologia
recomendada por Hernéandez et al. (2000).

Prueba de adherencia: Se realizé ésta prueba con el fin
de evaluar la adhesion de los diferentes patogenos
respecto a los hongos no filamentosos, de acuerdo con
la metodologia recomendada por Jagnow (1991) y
Hernéndez et al. (2000).

Identificacién microbiana: Se empleé el sistema de
identificacion para levaduras (Hernandez et al. 2000 ),
el cual emplea doce carbohidratos en concentracion
simple, evaluados con base en la fermentacion y la
asimilacion de éstos.

Para la comprobacién estadistica, se aplico la prueba
de rachas segin Wald-Wolfowitz, la cual evalta si el
nimero de rachas en un ordenamiento es o no aleatorio.
Si los dos grupos provienen de poblaciones diferentes,
se espera que el nimero de rachas sea menor que cierto
namero esperado.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con las caracteristicas macroscopicas,
microscépicas (Gram y azul de lactofenol) y la identificacion
bioquimica, se aislaron cinco cepas de un mismo hongo
no filamentoso a saber: tres cepas a partir de uva, una
cepa a partir de uchuva, y una cepa a partir de feijoa.

Se determinaron cinco cepas compatibles, es decir con
ellas se lograron los mejores resultados, frente a las
pruebas de resistencia referente al jugo gastrico artificial
y a la resistencia respecto a los antibiéticos evaluados.
Para el ensayo de Ritter no se determinaron halos de
inhibicién describiendo, de esta manera, que los hongos
no filamentosos en estudio no secretaron sustancias
antibacterianas frente a los patégenos evaluados. Como
control positivo, se emple6 un disco con Ketoconazol
de 10mg presentandose un halo de inhibicion de
16mm. El control negativo no present6 inhibicion y
correspondio a un disco con solucion salina estéril.

De acuerdo con la identificacion microbiana de las
diferentes frutas evaluadas, se identificaron cinco cepas
similares de hongos no filamentosos, los cuales fueron
compatibles con S. cerevisiae (Figura 1).

Segun la prueba de rachas Wald-Wolfowitz, se determind
que no existen diferencias entre los efectos de las
levaduras frente a los patdgenos evaluados (p-valor
>0,05) (Tabla. 1), destacando finalmente que a partir
de las cinco cepas obtenidas, se observé un 6ptimo
porcentaje de adherencia de acuerdo con los diferentes
ensayos evaluados. Basados en lo anterior, se deduce
que los cinco hongos no filamentosos obtenidos tienen
igual efecto en el porcentaje de adherencia.

Dentro de los beneficios reportados de los probiéticos,
se tiene que éstos ayudan a mantener el equilibrio de la
micro biota intestinal, inhibiendo el crecimiento de
microorganismos patégenos, como E. coli, Salmonella
sp., Shigella sp. y Candida sp., entre otros.. Ademas
del efecto barrera, producen metabolitos inhibidores de
patégenos: acido lactico, peroxido de hidrégeno,
antibidticos naturales, sales y acidos biliares
desconjugados (Penna, 1998; Elmer, 1996; Jagnow,
1991). La administracion de una scla dosis de 10mg de
Saccharomyces sp. en ratones gnotoxénicos inoculados
oralmente con una suspension de los agentes
enteropatégenos Shigella flexneri o Salmonella
typhimurium produjo un efecto protector, en términos
de mortalidad, para el caso de S. flexneri y de
disminucién de severidad de las lesiones intestinales por
S. typhimurium, como lo encontraron Macfarland &
Bernasconi (1993), Adams et al. (1991) y Berchieri et
al. (1991).

Actualmente, la enfermedad diarreica es la segunda
causa de morbilidad y mortalidad en los ninos menores
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Figura 1 Garacteristicas microscopicas de S. cerevisiae aislada a partir de uva, feijoa y uchuva (100x). Notese las ascas con ascosporas

en su interior.

de cinco anos (Penna, 1998). Hoy en dfa, se emplean
los probidticos, sustancias de caracter nutritivo
suplementadas con microorganismos que regulan el pH
intestinal, produciendo vitaminas, las cuanes equilibran
la carga microbiana patégena, resultando en productos
benéficos para el hombre y los animales. Dentro de los
gjemplos de microorganismos empleados como
probidticos encontramos las diferentes bacterias acido
lacticas (homo y heterofermentativas) y levaduras
principalmente pertenecientes a los géneros
Saccharomyces y Candida (Arbo & Santos, 1987;
Morishita et al. 1991).

Desde 1962, S. boulardii ha sido empleada en diferentes
paises para el tratamiento de la diarrea producida por el
consumo de antibidticos. En Europa, se realizé un
estudio para el tratamiento de pacientes a quienes su
microcarga intestinal habia sido comprometida por una
terapia intensiva de antibiéticos. Algunas patentes
muestran que S. boulardii es un producto efectivo contra
diferentes enfermedades del hombre (Fuller, 1998;
Jagnow, 1991). S. boulardii disminuy6 la secrecién de
liquidos y la permeabilidad al manitol inducida por la
toxina A de C. difficile en el ileon de la rata (Qamar et
al. 2001).

Tabla. 1. Resultados de la prueba de Wald-Wolfowitz (prueba de efectos entre levaduras)

, Corte N ~ CorteB : P‘fa*""’ .
Uv1 F1 >0,05
Uv1 Uv2 >0.05
Uvt F3 >0,05
F1 Uc2 >0,05
F1 F3 >0,05
W3 ELRE >0,05
*Cepas de S, cerevisiae obtenidas a partir de: UV= uva; F= feijda; UC=uchuva
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De acuerdo a los resultados, se observa que las cinco
levaduras con efectos probidticos aisladas e identificadas
corresponden a S. cerevisiae y su efecto antagénico
esta dado por su capacidad de adherir patogenos a su
pared y no excretar metabolitos secundarios al medio
exterior en concordancia con los trabajos reportados por
Hernéndez et al. (2000) y Vanegas et al. (1999), quienes
encontraron que en el ensayo de Ritter no existe efecto
antagonico influenciado por metabolitos producidos por
levaduras del género Saccharomyces. Asi mismo, los
microorganismos encontrados presentaron gran
capacidad de adherir en sus paredes las bacterias
patégenas, previo tratamiento con glutaraldehido, un
reactivo especifico para adhesion.

Varios estudios han demostrado la capacidad que poseen
ciertas levaduras de inhibir el crecimiento de bacterias
patogenas. S. boulardii ha mostrado la propiedad de
proteccion en su pared celular y de estimulacion del sistema
inmunolégico. Las levaduras a su vez tienen la capacidad
de brindar a su huésped sustancias nutritivas, tales como
enzimas, minerales y complejo B (Adams et al. 1991; Blum
et al. 1999).

La eficacia de S. boulardii en la prevencion de la diarrea
del viajero ha sido demostrada en un estudio por
Macfarland (1998). La Investigacion incluy6 a 1231
pacientes que viajaron a diferentes paises. Los
participantes fueron divididos en tres grupos: el primero
recibié un placebo, al segundo se le administr6 una dosis
diaria de 250mg de S. boulardii y el tercer grupo recibio
una dosis diaria de 500mg de S. boulardii. Estas dosis
se administraron cinco dias antes de salir del pais y
durante el viaje. La incidencia de casos de diarrea fue
de 42,6%, 33,6% (P<0,007) y 31,8% (P<0,002),
respectivamente.

En los Gltimos anos, se ha venido trabajando con cultivos
de levaduras, como S. boulardii puesto que presenta
propiedades antidiarreicas, empleandose para el
tratamiento de diarreas, enterocolitis, colitis
pseudomembranosa, diarrea precedida de tratamiento
antibiético y Sida. Las especies de Saccharomyces
hacen referencia a uvarum, boulardii y cerevisiae lo cual
esta en concordancia con lo obtenido en el presente
trabajo, logrando la recuperacion e identificacion de la
especie S. cerevisiae, cuya efectividad se debe a la
variedad de enzimas activadas y factores de crecimiento

que liberan estos microorganismos. Su mecanismo de
accion, aunque no esta bien definido, se relaciona con
sus caracteristicas bioquimicas, fisiol6gicas y de
crecimiento (Qamar et al. 2001; Macfarland, 1998; Blum
et al. 1999).

Al obtener S. cerevisiae a partir de frutas, como feijoa,
uchuva y uva se evidencia aun méas que esta levadura se
encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza
jugando un papel importante en la dinamica biologica y
quimica de los suelos, plantas, animales y agua, donde
ellas son altamente activas como competidoras de
nutrientes, actuando como antagonistas y como
sinergistas en asociaciones simbiéticas. Basado en el
anterior concepto, el consumo de éstas frutas aportaria
de una forma benéfica éste microorganismo antagonista
de diversos patégenos, como lo es la levadura del género
Saccharomyces (Jagnow, 1991).

CONCLUSIONES

De acuerdo con las caracteristicas macroscopicas,
microscopicas y las pruebas bioquimicas, asimilaciony
fermentacion de carbohidratos, se identificaron cinco
cepas de hongos no filamentosos pertenecientes al
género Saccharomyces especie cerevisiae

Las cepas reportadas presentan, entre otros aspectos,
las caracteristicas éptimas que deben tener los
probi6ticos, como son resistencia a los antibioticos y
jugo gastrico artificial, crecimiento rapido en medios
sencillos y no ser descrita en la literatura como patégena.

Se determiné que no existen diferencias entre los efectos
de las levaduras obtenidas a partir de las diferentes frutas
frente a los patogenos evaluados.

Al obtener levaduras de interés industrial como S.
cerevisiae se ve un futuro promisorio en una formulacion
que podria ser una alternativa en la alimentacion humana
y animal. Asi mismo, abre nuevos enfoques de estudio
encaminados a describir los efectos antagénicos frente
a patégenos, como H. pylori y microorganismos
emergentes y re-emergentes.

Al obtener S. cerevisiae a partir de frutas como feijoa,
uchuva y uva, se evidencia el poder de ubicuidad que
tienen estos microorganismos en la naturaleza.
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RECOMENDACIONES

Una vez evaluado in vitro el efecto de este
microorganismo benéfico y su conocimiento antagonico
frente a los patégenos bacterianos y levaduriformes
estudiados, se debe buscar una formulacién que permita
ser una alternativa en la alimentacion humana y animal.
Es de gran importancia caracterizar la levadura obtenida
al nivel de biologia molecular y seguir evaluando el efecto
de esta frente a otros patégenos gastroentéricos que
afectan a humanos y animales.
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