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Introduccioén

Los agentes bioterapéuticos son microorganismos vivos que a través de su accion local o
general producen efectos profilacticos y/o terapéuticos sobre ciertas enfermedades en
humanos. Dentro de este grupo se encuentran los probiéticos, microorganismos vivos que al
ser administrados en dosis adecuadas confieren efectos beneficiosos a la salud del
hospedador. Los probioticos tienen efectos beneficiosos en la prevencion y/o tratamiento de
varias enfermedades entéricas. Enterococcus faecalis CECT 7121 (Ef 7121), una cepa
aislada de un ensilado de maiz cumple con varios requisitos para ser considerado un
probidtico. Resiste: pH gastrico, presencia de bilis, persiste en intestino de ratones BALB/c
inmunocompetentes y produce una bacteriocina con actividad inhibitoria sobre Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus y algunas cepas de Escherichia coli.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la persistencia intestinal y el efecto inmunomodulador
de Ef 7121 en ratones inmunosuprimidos con dexametasona (DXM).

Ratones N: NIH-Swiss machos de 4 semanas de edad (n=24) fueron distribuidos al azar en 4
grupos.

Grupo [: ratones inmunosuprimidos por via oral con 200 ug/dia DXM durante 19 dias que los
dias 8, 9 y 10 de la experiencia recibieron x via oral PBS.

Grupo Il: ratones inmunosuprimidos por via oral con 200 ug/dia DXM durante 19 dias que los
dias 8, 9 y 10 de la experiencia recibieron x via oral una suspensién 1x10’ UFC/ml de Ef

7121.
Grupo llI: ratones no inmunosuprimidos que los dias 8, 9 y 10 de la experiencia recibieron x
via oral PBS.

Grupo IV: ratones no inmunosuprimidos por via oral con 200 ug/dia DXM que los dias 8, 9y
10 de la experiencia recibieron x via oral una suspensién 1x10” UFC/ml de Ef 7121.

Los animales fueron sacrificados 3 y 6 dias post ultima inoculacion de Ef 7121 para evaluar
persistencia intestinal y estado inmunoldgico. Un score de salud diario fue utilizado.
Valoracion de la persistencia intestinal de Ef: Los intestinos fueron extraidos y posteriormente
homogeneizados en PBS para evaluar persistencia. Diluciones seriadas fueron sembradas
en medios selectivos para recuento de enterobacterias y enterococos. La caracterizacion
fenotipica fue realizada por pruebas bioquimicas. Colonias al azar de E. faecalis (n=10)
fueron sometidas a pruebas de inhibicion para evaluar su actividad sobre L. monocytogenes
CEB101, S. aureus CEB162 y E. coli MR34. Para el andlisis estadistico se empleo test de
Student.

Evaluacion del efecto inmunomodulador: De cada ratdn sacrificado, el bazo fue extraido para
evaluar el estado de inmunosupresion alcanzado tras la administracién de dexametasona. El
recuento total de células de bazo sin y con estimulo mitdgeno (Concavalina A —ConA-) fue
llevado a cabo por Elisa mediante kit comercial (BD Biosciences).

Para el andlisis estadistico, se utilizé analisis de varianza (ANOVA).

Resultados

En todas las muestras de intestino se recuperaron E. coliy P. mirabilis. En el grupo inoculado
con Ef 7121 el promedio de UFC/g de intestino de E. coli al dia 3 postinoculacion fue: 5,2 x
108 +/- 6,2 x 10" mientras que al dia 6 fue: 5,4 x 10’ +/- 1,9 x 10. En el grupo control los
recuentos fueron: 5,1 x 10® +/- 7 x 10" y 5,4 x 10® +/- 1,9 x 108 respectivamente. En el grupo
inoculado con Ef 7121 los recuentos de P. mirabilis al dia 3 fueron: 2,6 x 10° +/- 2,4 x 10% y al
dia 6: 8 x 10° +/- 1,3 x 10° mientras que en el grupo control fueron: 2 x 10° +/- 1,6 x 10%y 7 x
10° +/- 1,2 x 10° respectivamente. No se encontraron diferencias significativas en los
recuentos de la microbiota endégena al comparar ambos grupos. El promedio de UFC/g de
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intestino de E. faecalis al dia 3 postinoculacién fue: 5 x 10° +/- 1,3 x 10° mientras que al dia 6
fue: 1 x 10° +/- 1,4 x 10°. Todas las colonias demostraron inhibicién sobre las cepas
indicadoras sensibles, caracterizandose como Ef 7121. Los ratones control e inoculados
presentaron igual score de salud.

El conteo de las células de bazo mostro diferencias significativas entre los grupos | y |l
respecto a los grupos Il y IV tanto al dia 3 como al 6 postinoculacion (p < 0,001y p <0,01
respectivamente). Respecto a la proliferacion de células de bazo con estimulo mitégeno, la
administracién de Ef produjo al dia 3 postinoculacion, una disminucién del nimero de células
tanto en los animales inmunosuprimidos como inmunocompetentes. Este efecto no se
mantuvo al dia 6 postinoculacion.

Conclusiones

Ef 7121 fue capaz de persistir durante por 6 dias en el intestino de ratones N:NIH-Swiss
sometidos a inmunosupresién quimica con DXM en valores del orden de 10 °> UFC/g, sin
desplazar la microbiota endégena. El efecto inmunomodulador de Ef 7121 se observa a los 3
dias postinoculacion pero no al dia 6, lo cual indicaria que para mantener dicho efecto es
necesaria su administracion continua.



