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RESUMEN
Introduccion: Cambios en la microbiota intestinal se asocian a patologias metabolicas como
diabetes mellitus tipo 2. Probidticos, como el kéfir, podrian restituir la composicion de la
microbiota intestinal e introducir funciones beneficiosas para las comunidades microbianas
intestinales, ayudando de esta forma a mantener un buen control metabdlico. El presente
estudio busca determinar el efecto del consumo de kéfir en la composicion de la microbiota
intestinal y en el control metabdlico en sujetos con diabetes mellitus tipo 2 en tratamiento

con metformina.

Metodologia: Ensayo clinico controlado, ramdonizado y de ciego simple realizado en 20
pacientes con DM2 los cuales fueron asignados a dos grupos: uno que recibié 150 g diarios
del probidtico keéfir y un grupo control que recibio la misma cantidad de un yogurt comercial
convencional durante ocho semanas; se midieron parametros metabolicos antes y después de
la intervencion. Se realiz6 un estudio metagenémico de ADNr 16S a cinco de los pacientes
del grupo keéfir, donde se extrajo ADN metagendmico a partir de muestras fecales tomadas
antes de la intervencién y luego de dos semanas de tratamiento, el cual fue secuenciado y

analizado utilizando la plataforma llumina Miseq y el pipeline informatico QIIME™.

Resultados: Dos semanas de tratamiento con el probiético aumentd la abundancia relativa
de los phylums Firmicutes y Actinobacteria y los géneros productores de butirato
Coprococcus y Lachnospira, ademas de disminuir Bacteroidetes y Proteobacteria. El
tratamiento con kéfir por ocho semanas disminuy6 significativamente los triglicéridos
plasmaéticos en el grupo tratado con kéfir (p=0,04) mientras que la glicemia y el colesterol
total no demostraron diferencias significativas al finalizar la intervencion (p>0,05). EI kéfir

demostro, ademas, mejorar hinchazon (p=0,02), acidez (p=0,04), gases (p=0,02), frecuencia



evacuatoria (p<0,001) y dificultad evacuatoria (p=0,02) de los pacientes tratados al finalizar

el estudio.

Conclusion: EI consumo de keéfir seria una buena terapia para modular la microbiota
intestinal en este tipo de pacientes de forma beneficiosa, llevando a un enterotipo asociado a
sujetos sanos, ademas de ayudar al control y mantencién de los triglicéridos plasmaticos y a

mantener una buena salud intestinal.



ABSTRACT
Introduction: Changes in the intestinal microbiota have been associated with type two
diabetes. Probiotics, like kéfir, migth help restore composition of the gut microbiota and
introduce benefical functions to the microbial intestinal communities, helping mantain
metabolic control en this pacients. This study aims to determine the effect of kéfir in
composition of the gut microbiota and metabolic control in patients with type two diabetes

in treatment with metformin.

Materials and Methods: Randomized single-bind clinical trial was conducted in 20 pacients
with T2D asignated into two groups: one that recibed 150 g of kéfir and a control group that
was given a conventional yogurt for eigth weeks; metabolic parametres were measured at the
baseline and end of the intervention. A DNAr 16s metagenomic study was conducted in five
of the pacients of the kefir group, where metagenomic DNA was extracted of fecal samples
that were takn before and after two weeks of kéfir treatment, DNA that was sequenced and

analysed using Ilimina Miseq platform and QIIME™ pipeline.

Results: Two weeks of kefir treatment increased the relative amounts of phylums Firmicutes
and Actinobacter and butyrte producing genus Coprococcus and Lachnospira, in addition to
decreasing Bacteroidetes and Proteobacteria. Treatment with de kefir for eigth weeks
significantly dicreased serum triglyceride in the probiotic group (p=0,04) whereas glycemia
and total colesterol did not show significat differences within and between groups at the end
of the intervention (p>0,05). Kefir also showed improvement in bloating (p=0,02), heartburn
(0,04), flatulence (0,02), and evacuation frequency (p>0,001) and difficulty (p=0,02) at the

end of the study.



Conclution: Kefir consumption can be useful as a therapy to modulate the gut microbiota in
this type of pacients, leading to a enterotype that is associated with heathy subject, besides

helping to the control of serum triglyceride and mantain good intestinal health.



MARCO TEORICO

Alimentos funcionales probioticos
El concepto probidtico fue introducido por el microbiologo Elie Metchnikoff el cual
postulé que el consumo de grandes cantidades de bacterias del tipo Lactobacillus producia

efectos beneficiosos para la salud humana (1).

El término probiotico hace referencia a microorganismos que al ser incorporados en
la dieta han demostrado ejercer beneficios para la salud humana y animal (2). La FAO/OMS
establece que los probidticos son “microorganismos vivos que, cuando se consumen en
cantidades apropiadas, confieren al hospedero efectos saludables” (3). Es importante
mencionar que los alimentos que contienen microorganismos probioticos pueden ser
considerados como alimentos funcionales dado que contienen componentes que ejercen
efectos beneficiosos para la salud que van més alla de la nutricion (4), al modular una o varias

funciones del organismo contribuyendo a reducir el riesgo de enfermedades (5).

Para ser considerados probidticos, los microorganismos deben cumplir con algunas

propiedades relacionadas con la salud humana (6):

= Habitar naturalmente la flora intestinal.

= Ser viables, es decir, permanecer vivos tanto en el alimento como en el intestino.

= Sobrevivir al trénsito del tracto gastrointestinal, tolerando acidos y sales biliares.

= Adherirse a la superficie de las células epiteliales de la mucosa y colonizar el intestino

humanao.



Los géneros de bacterias Lactobacillus y Bifidobacterium son los mas utilizados
como probidticos (7), seguido por la levadura Saccharomyces cerevisiae y algunas especies

de Escherichia coli y Bacillus (3).

La utilizacion de probidticos se asocia a diversos efectos en la salud, dentro de los
que se encuentran: trastornos relacionados con el aparato digestivo (diarreas causadas por
bacterias o virus, infeccion por Helicobacter pylori, enfermedades inflamatorias y sindromes
intestinales, cancer y estrefiimiento), trastornos del aparato urogenital, del aparato

respiratorio y del aparato inmune (4).

En Chile, los probidticos se comercializan como productos farmacéuticos, alimentos
del tipo bebidas lacteas y formulas y alimentos infantiles (8). Por otro lado, una fuente de
probidticos lo constituyen los preparados caseros transmitidos por la cultura o folclore
popular como por ejemplo el “yogurt de pajaritos” o kéfir. Este alimento es un preparado que
utiliza leche y un in6culo que corresponde a un consorcio microbiano diverso y
metabolicamente activo. La forma de preparacion y los ingredientes se transmiten de

generacion en generacion.

Kéfir como alimento probiético funcional

El Kéfir es un alimento lacteo fermentado originario de las montafias del Caucaso
Ruso y ha sido parte de la dieta de diversas culturas por miles de afios. Se cree que la palabra
kéfir proviene del turco “keyif” que significa “sentirse bien” o “agradable sensacion”, lo que
hace referencia al sentido general de salud y bienestar que brinda el alimento al ser
consumido (9). Al kéfir se le considera un alimento funcional probidtico ya que se trata de

un producto del tipo fermento lacteo que contiene cepas probidticas.



El kéfir es un consorcio de microorganismos, es decir, es una comunidad ecoldgica
estructurada por una gran diversidad de bacterias &cido lacticas, bacterias acido acéticas y
levaduras (10). En cuanto a las caracteristicas organolépticas del kéfir, se trata de una bebida
blanca viscosa, carbonatada, con trazas de alcoholes y un pH 4,5. El inéculo de inicio para
generar el fermento lacteo tiene una estructura macroscopica con forma de granulos blanco
amarillentos de 1 a 3 cm de longitud, lobuladas, de forma irregular y con una textura viscosa

pero firme (10).

Metagenomica aplicada al estudio de la estructura y funcionalidad del kéfir

Estudiar la composicion microbiana del kéfir resulta de gran utilidad para comprender
sus beneficios. La metagenomica es una herramienta molecular que junto a la bioinformatica
permite estudiar a los microorganismos que forman parte de un ecosistema microbiano,
permitiendo analizar la estructura y funcion del ecosistema como un todo y no sélo a nivel
de organismo (11). El objetivo de la metagendmica es estudiar una muestra compleja de ADN
o0 ARN metagendmico obtenida desde un ecosistema en particular, sin la necesidad de pasar
por técnicas de aislamiento y cultivo en el laboratorio (12). De esta forma es posible
identificar a los organismos que forman parte de la comunidad y también es posible conocer

todos los genes presentes en dicho ecosistema.

Para determinar los diferentes microorganismos existentes en una comunidad, la
metagendmica se basa en la secuenciacion y andlisis del ARNr 16S de cada una de las
especies existentes en la muestra. En esta técnica permite identificar la diversidad microbiana
de una poblacién en términos de abundancia relativa y riqueza de phylums, géneros o

especies (12).
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Por otro lado, los estudios metagendmicos completos no sélo se enfocan en el ARNr
16S, sino que secuencian todo el ADN presente en una muestra obtenida desde una
comunidad microbiana especifica, con lo que es posible acceder a la funcionalidad desde un

punto de vista gendmico (12).

Los tipos de microorganismos que forman parte del kefir han sido estudiados por
diversos metodos, siendo la metagendmica una herramienta de gran utilidad dado que permite
estudiar la diversidad en términos de proporciones relativas. Nalbantoglu et al. en el afio 2014
analizd metagenomicamente la comunidad microbiana de dos tipos de kéfir e identificd dos
familias: Lactobacillaceae y Enterococcaceae, siendo la familia Lactobacillaceae la mas
abundante, representada por los géneros bacterianos de kéfir Lactobacillus con un 98%
aproximadamente y Pediococcus con menos del 1%; dentro de los Lactobacillus, quien
presentd mayor abundancia fue L. kefiranofaciens (13). Por otro lado, Gao et al., en 2013,
analizo la diversidad bacteriana en granulos de kéfir del Tibet a través de analisis
metagendmico, y encontré una mayor cantidad de Lactobacillus y Lactococcus seguido de
Acetobacter (14). La secuenciacion metagendmica de ARNr 16S realizada por Korsak et al.
a distintos tipos de kéfir revelo la presencia de 20 especies bacterianas principales, con
predominio de Lactobacillus kefiranofaciens, Lactococcus lactis, Gluconobacter frateurii,
Lactobacillus kefiri, Acetobacter orientalis, y Acetobacter lovaniensis (15). Recientemente
Zamberi et al. determin6 la composicion microbiana de kéfir procedente de Malasia y
encontrd que el género bacteriano predominante correspondia a Lactobacillus, siendo L.

kefiranofaciens y L. kefiri las especies dominantes de los granulos de kéfir (16).

De esta forma, tomando como referencia los estudios metagendémicos realizados a

diversos granulos a lo largo del mundo, la microbiota del kéfir se aprecia en la Tabla 1.

11



Tabla 1: Microbiota de los granulos de keéfir

Microrganismo Referencia
1 Lactobacillus kefiranofaciens (16)
2 Lactobacillus kefiri (16)
3 Lactobacillus ultunensis (16)
4 Lactobacillus apis (16)
5 Lactobacillus taiwanensis (16)
6 Lactobacillus gigeriorum (16)
7 Lactobacillus crispatus (16)
8 Lactobacillus faeni (16)
9 Lactobacillus acidophilus (16)
10 Lactobacillus parakefiri (16)
11 Lactobacillus thailandensis (16)
12 Lactobacillus senmaizukei (16)
13 Lactobacillus tucceti (16)
14 Lactobacillus casei (16)
15 Lactobacillus helveticus (16)
16 Lactobacillus nagelii (16)
17 Lactobacillus buchneri (16)
18 Lactobacillus hilgardi (16)
19 Lactobacillus rhamnosus (16)
20 Lactobacillus animalis (16)
21 Lactobacillus dulbrueckii (16)
22 Lactobacillus lactis (16)
23 Lactobacillus amylovorus (13)
24 Lactobacillus brevis (13)
25 Lactobacillus plantarum (13)
26 Lactobacillus pentosus (13)
27 Lactobacillus salivarius (13)
28 Lactobacillus gasseri (13)
29 Lactobacillus rossiae (13)
30 Lactobacillus sakei (13)
31 Lactobacillus reuteri (13)
32 Lactobacillus gallinarum (13)
33 Lactobacillus paracasei (13)
34 Lactobacillus sunkii (13)
35 Lactobacillus johnsonii (13)
36 Lactobacillus crispatus (13)
37 Lactobacillus otakiensis (13)
38 Lactobacillus kalixensis (13)
39 Lactobacillus rapi (13)
40 Lactobacillus parafarraginis (13)
41 Lactobacillus parabuchneri (13)
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42 Pediococcus lolii (13)

43 Pediococcus pentosaceus (13)
44 Pediococcus halophilus (13)
45 Pediococcus claussenii (13)
46 Pediococcus damnosus (13)
47 Pediococcus argentinicus (16)
48 Pediococcus cellicola (16)
49 Lactobacillus diolivorans (13)
50 Tetragenococcus halophilus (13)
51 Lactococcus garvieae (13)
52 Oenococcus oeni (13)
53 Phylobacteriummyrsinacearum (16)
54 Rhodococcuserythropolis (16)
55 Acinetobactertjernbergiae (16)
56 Mesoplasmaentomophilum (16)
57 Rhodococcus gingshengii (16)
58 Cohnella soli (16)
59 Staphylococcus cohnii (16)
60 Rothiaamarae (16)
61 Streptococcus thermophilus (16)
62 Acinetobacter johnsonii (16)
63 Staphylococcus kloosii (16)
64 Enterobacter amnigenus (15)
65 Enterobacter sp. LH-CAB10 (15)
66 Acetobacter lovaniensis (15)
67 Leuconostoc mesenteroides (15)
68 Gluconobacter frateurii/cerinus (15)
79 Acetobacter orientalis (15)
70 Lactococcus lactis (15)

* Los microorganismos no se presentan en orden ascendente ni descendente, sdlo se evidencia su presencia en
el consorcio metabdlico.
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Beneficios atribuibles al consumo de kéfir

Los efectos beneficiosos asociados al kéfir han sido ampliamente estudiados y entre

ellos destacan aquellos relacionados a los siguientes trastornos:

Malabsorcion de la lactosa: El kefir tiene la propiedad de disminuir la cantidad de lactosa
presente en la leche ya que degrada a este disacarido responsable de la intolerancia a la
lactosa, utilizdndolo como fuente de carbono. Bacterias del geénero Lactobacillus
presentes en el kéfir poseen enzimas lactosidasas del tipo B-galactosidasa las que se
mantienen activas una vez consumido el fermentado lacteo e hidrolizan la lactosa en sus
monomeros glucosa o galactosa al escindir el enlace B-1,4 del aztcar (17). De esta forma,
el kéfir es un lacteo libre tanto de glucosa como lactosa, ya que las bacterias presentes en
el probidtico utilizan primero la glucosa como fuente de carbono y luego, la lactosa (18,
19). Asimismo, el consumo de microorganismos productores de la enzima lactamasa es
de gran importancia e interés debido a que a nivel intestinal esta enzima podria reducir
los niveles de lactosa.

Efecto antitumoral (prevencion de cancer): Estudios in vitro en células de
adenocarcinoma de colon (20), demuestran que el kéfir exhibe un efecto antiproliferativo
sobre células Caco-2 y HT29, tiene la capacidad de inducir la detencion del ciclo celular
en la fase G1, induce apoptosis y disminuye la expresion de TGF-o y TGF-B1 en células
HT-29. Por otro lado, estudios in vivo (21) con roedores portadores de tumores
demuestran que el kéfir inhibe el crecimiento tumoral e induce la lisis de células

tumorales apoptoticas.
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Efecto antibacteriano: El kéfir demostrd efecto antibacteriano frente a organismos tales
como Streptococcus pyogenes, ademas de tener un efecto protector sobre el tejido
conectivo de la piel al mejorar la cicatrizacion de heridas (22). Un péptido penetrante de
células aislado a partir de kéfir demostré actividad antimicrobiana sobre bacterias Gram
positivas, bacterias Gram negativas y hongos (23).

Estimulacion de la inmunidad gastrointestinal: Un estudio en roedores demostré que el
kéfir natural y el kéfir pasteurizado fueron capaces de modular el sistema inmune de la
mucosa de una manera dosis dependiente, sugiriendo que una respuesta Thl fue
controlada por citoquinas Th2 inducidas por la alimentacion con kéfir (24).

Prevencién de la osteoporosis: Los granulos de kéfir degradan las proteinas de la leche
en varios péptidos con efectos promotores de la salud, incluyendo bioactividades
potenciadoras de la absorcion de calcio, lo que fue comprobado en un estudio con ratas
ovariectomizadas y con osteoporosis postmenopausia donde el consumo de kéfir aumentd
la densidad mineral Gsea trabecular, el volumen 6seo y el grosor trabecular, demostrando
que el efecto protector del kéfir en este modelo de roedores puede ocurrir a traves del

aumento de la captacion de calcio intracelular a través del canal de calcio TRPV6 (25).

Por otra parte, el consumo de kéfir y probioticos en general se ha relacionado a

prevencion y mejora en el control de enfermedades cronicas no transmisibles como

hipertension y diabetes (26, 27), ademas de alteraciones en el perfil lipidico (28).
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Enfermedades cronicas no transmisibles: fisiopatologia y epidemiologia de la diabetes
tipo 2

Las enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT) son un problema de salud
publica de gran relevancia a nivel mundial y cuya incidencia ha incrementado de manera
significativa durante la Gltima década (29). Estas patologias crénicas evolucionan, por lo
general, lentamente constituyendo una carga social y econdmica tanto para las personas que

las padecen como para los sistemas nacionales de salud (30).

Dentro de las ECNT se encuentran patologias tales como enfermedades
cardiovasculares, obesidad, resistencia a la insulina y diabetes, siendo esta ultima de
considerable importancia ya que se estima que del total de muertes por ECNT en el afio 2012,
1,5 millones fueron a causa directa de diabetes mellitus (31) y, segun las previsiones de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la diabetes sera la séptima causa de muerte para

el 2030 (32).

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un trastorno metabdlico cronico, no
transmisible, multifactorial que se caracteriza por un aumento de los niveles de glucosa en
sangre por sobre el nivel normal (70 — 100 mg/dl en ayunas), implicando una hiperglicemia
cronica, resultado de la disminucion de la secrecion de insulina o de la sensibilidad de los
tejidos a la misma. En cuanto al desarrollo de la patologia es posible observar tres fases

determinadas (33):

= Una primera fase caracterizada por un estado de resistencia a la insulina (IR) que lleva a
un aumento en la sintesis y secrecion de insulina, resultando en un hiperinsulinismo

compensatorio que es capaz de mantener la homeostasis metabdlica.
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= Una segunda fase en donde se produce un quiebre en el equilibrio entre la Rl y la
secrecién de insulina, llevando a una sobreproduccion de la hormona que no es capaz de

controlar la homeostasis de glucosa y da paso a una hiperglicemia postprandial.

= Una tercera fase en donde declina en funcionamiento de las células beta pancreéticas,
disminuyendo la sintesis de insulina y dando paso a la hiperglicemia de ayuno,

consolidando la totalidad del fenotipo de DM2.

A nivel nacional la prevalencia de DM2 ha ido en aumento, pasando de un 6,3% en
el afio 2003 a un 9,4% en 2010 y encontrandose una prevalencia de 9,7% en la region de
Valparaiso, valor que, si bien no presenta importantes diferencias con la realidad nacional, la
pone como la tercera region con mayor prevalencia de DM2 en el pais (34). Asimismo, el
informe “WHO Diabetes Country Profiles 2016 de la OMS indica que la prevalencia actual
de diabetes mellitus en Chile es de un 11,4%, correspondiendo el 10,7% a hombres y el
12,0% a mujeres. Dentro de este informe también se declara que la prevalencia de diabetes
mellitus ha ido en aumento con el pasar de los afios, y que las mujeres siempre han presentado

valores mas altos que los hombres (35).

Padecer diabetes se asocia a una reduccion de la calidad de vida, debido a las
complicaciones médicas y la disminucion de las expectativas de vida. La elevacién de la
glicemia por sobre los niveles normales puede producir dafios a nivel microvascular
(retinopatia, nefropatia y neuropatia) y macrovascular (arteriopatia de arterias carétidas y

cerebrales, arteriopatia de las coronarias y arteriopatia de extremidades inferiores) (36).

Entre los factores de riesgo para el desarrollo de DM2 se encuentran la

predisponibilidad genética, edad, malnutricién por exceso y estilos de vida poco saludables.
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Actualmente la evidencia sugiere que la microbiota intestinal juega un rol importante en su

patogénesis, contribuyendo a su desarrollo.

Microbiota intestinal en la patogénesis de la diabetes tipo 2

La microbiota intestinal (MI) corresponde a un consorcio de bacterias presentes en el
intestino en una relacion de simbiosis. Su composicion varia a través del tubo digestivo,
albergando alrededor de 10%* géneros bacterianos, levaduras, virus y fagos, principalmente
en el colon (37). El desarrollo de la microbiota comienza tras el nacimiento y esta muy
influenciada por factores externos como las condiciones de nacimiento, la dieta, el entorno y

el uso de antibio6ticos.

Los principales phylum bacterianos encontrados en la composicion de la Ml son
Firmicutes (en su mayoria Gram positivas), Bacteroidetes (mayoritariamente Gram
negativas) y Proteobacterias, que representan alrededor del 90% de las bacterias totales
presentes en la MI (38). La microbiota posee funciones protectoras en la regulacion del
metabolismo y esta involucrada activamente en el metabolismo energético, de la glucosa y

de los lipidos.

En la actualidad se sabe que diversas enfermedades metabdlicas como obesidad y
diabetes mellitus presentan disbiosis, un estado caracterizado por alteraciones en la
composicion de la microbiota, cambios en la actividad metabdlica bacteriana y/o cambios en

la distribucion local de comunidades bacterianas (39).

En la diabetes mellitus tipo 2 se presentan alteraciones en las proporciones de
Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacterias. Los sujetos con DM2 tienden a tener menor

cantidad de Bifidobacterium spp. y Faecalibacterium prausnitzii, ambas bacterias Gram
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positivas con propiedades antiinflamatorias, ademés de un aumento de varios patdégenos
oportunistas y algunas bacterias Gram negativas productoras de endotoxinas (40). Estos
cambios en las proporciones de bacterias presentes en la microbiota intestinal de diabéticos
tipo 2, conllevan a una disminucidn en la cantidad de bacterias productoras de &cidos grasos
de cadena corta (AGCC), los cuales son formados en el colon por la fermentacion de
almidones resistentes y fibra dietética presentes en la dieta (39). Alrededor del 90 — 95% de
los &cidos grasos presentes en el colon corresponden a acetato (60%), propionato (25%) y
butirato (15%) (41). Estos AGCC tienen un rol importante en el metabolismo energético dado
que aportan alrededor del 5 — 10% de los requerimientos energéticos humanos. Un
incremento en la concentracion de AGCC, particularmente propionato y butirato, se asocia a
efectos metabolicos positivos como disminucion en la ingesta alimenticia, estabilizacion de
la glucosa plasmatica y niveles méas bajos de colesterol (42). Por su parte, el butirato participa

en la regulacion del transporte transepitelial y mejora la funcion de la barrera intestinal (43).

Producto de las alteraciones en la microbiota intestinal y la consiguiente disminucion
de AGCC como butirato, ocurre un aumento en la permeabilidad intestinal y en la respuesta
inmune de la mucosa, lo que se asocia a una reduccion en la expresion de proteinas de union
estrecha y contribuye a la aparicion de endotoxemia metabdlica al favorecer la translocacion
de lipopolisacaridos (LPS) bacterianos presentes en las membranas de bacterias Gram
negativas. Estos LPS, al unirse al complejo CD14/receptor de tipo Toll 4 (TLR4) en la
superficie de las células inmunes innatas (44), activan la cascada inflamatoria en donde
citoquinas proinflamatorias estimulan vias intracelulares de sefializacién, siendo las
principales: a) el factor nuclear kappa B (NF-kB) el cual promueve la activacién de

mediadores implicados en la respuesta inflamatoria tales como factor de necrosis tumoral
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(TNF-a), e interleuquina 6 (IL-6) (45), causantes de la inflamacion cronica caracteristica de
la DM2 vy, b) la via de las MAPK/ERK la cual suprime la expresion de los receptores de
insulina, IRS-1 e IRS-2, interfiriendo con la regulacion del metabolismo de la insulina y, por

consecuencia, de la glucosa (46, 47).

Microbiota intestinal en la diabetes tipo 2 y su potencial modulacién por metformina
La metformina es un farmaco cominmente utilizado como tratamiento de primera
linea para patologias como obesidad y diabetes mellitus tipo 2. Aunque el mecanismo
especifico que subyace al efecto hipoglicémico de la metformina no se entiende
completamente, se sabe que la metformina suprime la produccién de glucosa en el higado,
aumenta la sensibilidad a la glucosa y ademas aumenta la captacion de glucosa en musculo
hepatico y esquelético (48). El intestino por si mismo contribuye de manera importante al
efecto hipoglicemiante de la metformina, lo cual se evidencia en estudios que informan
concentraciones mucho mas altas de metformina en la mucosa intestinal que en otros tejidos
(49). Estos hallazgos plantean la posibilidad de que la metformina pueda tener efectos
directos e indirectos sobre la microbiota intestinal, lo que a su vez puede contribuir a sus

efectos antidiabéticos.

Estudios metagendmicos recientes demuestran que la microbiota intestinal de un
sujeto sano difiere de la de un sujeto con DM2 y que, la microbiota de pacientes con esta
patologia cambia su composicién bacteriana segun el tipo de tratamiento (50). De esta forma,
estudios realizados tanto en roedores como en humanos evidencian que la metformina es

capaz de modular la microbiota intestinal.

El consumo de metformina aumenta la abundancia del phylum bacteriano

Verrucomicrobia en ratones alimentados con dieta alta en grasa, ademas de modular las
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alteraciones encontradas previo al tratamiento con el farmaco de Anaerotruncus,
Lactococcus, Akkermansia, Parabacteroides, Odoribacter, Alistipes, Lawsonia, Blautia y
Lactonifactor (51). También se ha demostrado que, al tratar con metformina en roedores
alimentados con dietas altas en grasas, vias metabdlicas como la biosintesis de
lipopolisacaridos, el metabolismo de esfingolipidos, el metabolismo de fructosa y manosa,
las interconversiones de pentosa y glucuronato, y el metabolismo de propanoato, se
enriquecen significativamente (52). Esto sugiere que la modulacion de la microbiota

intestinal a traves de metformina es dependiente de la dieta.

En cuanto a la microbiota humana y su relacion con la metformina, es sabido que el
aumento de Lactobacillus presentado por pacientes diabéticos no tratados con metformina,
se elimina al tratar con ésta. Se conoce también que sujetos diabéticos tipo 2 en tratamiento
con metformina suelen presentar una disminucién en la abundancia de Intestinibacter spp. y
un aumento de Escherichia spp. Por otro lado, pacientes diabéticos sin tratamiento con el
farmaco presentan mayor cantidad de genes implicados en la respuesta al estrés oxidativo
como catalasa, ribosa y glicina, lo que se correlaciona con la abundancia de alteraciones en

la taxonomia bacteriana de este tipo de pacientes (53).

En cuanto a funcionalidad, la abundancia de bacterias que contienen productores de
butirato conocidos es menor en sujetos tratados con el farmaco que en controles no diabéticos
(54). Sin embargo, el consumo de metformina por diabéticos se asocia a un mayor potencial
de produccion de butirato y propionato al comparar con sujetos no tratados, lo que puede
contribuir al efecto beneficioso de la metformina (55). Asimismo, la metformina podria
revertir los cambios asociados a la DM2 dado géneros microbianos como Subdoligranulum

y Akkermansia, tienen abundancia similar a sujetos sanos luego de tratar con el farmaco.
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Kéfir y su potencial uso terapéutico en la reconstitucién de la microbiota intestinal en
la diabetes tipo 2

Alteraciones en la microbiota pueden conducir al desarrollo de enfermedades como
obesidad y diabetes, lo que la vuelve uno de los principales objetivos terapéuticos tanto en la
prevencién como en el tratamiento de este tipo de patologias. Los probidticos, como el kéfir,
inhiben el crecimiento de bacterias patogenas al acidificar el lumen intestinal, competir por
los nutrientes y producir sustancias antimicrobianas; son capaces ademas de adherirse a la
mucosa intestinal y prevenir la translocacion bacteriana (56). Bacterias como Lactobacillus
y Bifidobacterium poseen un efecto antidiabético debido a que poseen la capacidad de
provocar cambios en la composicién de la microbiota intestinal, contribuyendo a la

restitucion del equilibrio de ésta.

Las alteraciones de la microbiota intestinal presentadas por pacientes diabéticos
conllevan un aumento de bacterias tales como Bacteroidetes y disminucion de bacterias
productoras de butirato como Roseburia y Faecalibacterium prausnitzii (Firmicutes) (40).
Dentro de las bacterias que conforman el consorcio microbiano conocido como kéfir, se
encuentran principalmente Lactobacillus, ademas de otras bacterias acidos lacticas (Tabla 1),
lo que permite aportar y aumentar este tipo de microorganismos en la microbiota intestinal
alterada de los diabéticos, modulando su composicion y asemejandola a la de sujetos sanos.
De esta forma, los microorganismos presentes en el kéfir son capaces de actuar a nivel
intestinal, devolviendo el equilibrio de bacterias, aumentando la proporcion de bacterias
productoras de butirato y mejorando la barrera intestinal, lo que evita la translocacion de
LPS, disminuye la endotoxemia metabolica, la inflamacion crénica observada en la diabetes

tipo 2y, por ende, ayuda a contrarrestar el estado de IR caracteristico de la patologia (57).
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Kéfir y control metabdlico en la diabetes tipo 2

El control metabdlico en los pacientes diabéticos se basa principalmente en dos
técnicas: el monitoreo de la hemoglobina glicosilada (HbA1c) y la medicion de glicemia en
sangre capilar o autocontrol (58). Para mantener un adecuado control metabolico existen tres
pilares fundamentales: dieta, ejercicio y tratamiento farmacoldgico. El tratamiento utilizado
actualmente en el pais, que retne los tres pilares fundamentales, estd descrito en la Guia
Clinica de la DM2 (59) y consiste en un algoritmo consensuado entre la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA) y la Asociacion Europea de Diabetes (EASD) (60). Sin
embargo, en busqueda de nuevas terapias nutricionales complementarias que ayuden a
prevenir o enlentecer el progreso de la enfermedad, se ha considerado el potencial uso de

alimentos funcionales probi6ticos, como el kéfir, en este tipo de pacientes.

Las bacterias acido lacticas presentes en el kéfir, como Lactobacillus acidophilus y
Lactobacillus casei, reducen el estrés oxidativo asociado la DM2 (61-63), al modular la
produccion de citoguinas, disminuyendo la interleuquina 1 (IL - 1) y TNF-0, aumentando los
niveles de glutation (GSH) y blogueando la produccidon del anion superoxido (O2-) y radical
hidroxilo (OHe) (64, 65), el consumo de kéfir podria disminuir los niveles de glucosa en
diabetes a través de la reduccidon de la respuesta inflamatoria por la restitucién de la
microbiota intestinal. Estudios clinicos controlados sefialan que el consumo de probi6ticos,
como Lactobacillus, disminuye la curva de glicemia, resistencia a la insulina y HbAlc (63,

66, 67).

Kéfir y mejoras en las alteraciones en el perfil lipidico
En pacientes con diabetes mellitus 2 ocurren frecuentemente anormalidades en el

metabolismo de los lipidos. La IR caracteristica de la patologia a menudo contribuye a la
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generacion de dislipidemia diabética, presentando niveles altos de colesterol total, colesterol
LDL y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Este defecto en el metabolismo de las

VLDL produce a una la elevacion de las concentraciones de triglicéridos plasmaticos (68).

En la actualidad se ha establecido que la suplementacion con probioticos puede
modular el metabolismo lipidico. Uno de los mecanismos propuestos postula que las
bacterias y levaduras presentes el en kéfir poseen actividad hidrolitica de sales biliares,
acelerando la bioconversién de colesterol a bilis, estimulando asi el catabolismo hepatico, y
resultando en una disminucion de los lipidos sericos (69, 70). Por otra parte, el kéfir también
puede disminuir la actividad de la betahidroximetil glutaril-CoA (3HMG — CoA) hepética,
coenzima intermediaria en la formacion del colesterol (71). Un tercer mecanismo estaria
mediado por su capacidad de restituir la microbiota intestinal, estimulando la formacion de
AGCC propionato, butirato y acetato en el colon.; El acetato aumenta los niveles de colesterol
en sangre y disminuye los valores de acidos grasos, sin embargo, el propionato disminuye la
respuesta hipercolesterolémica del acetato (72). El kéfir ha demostrado ademas la capacidad

de asimilar el colesterol de la leche durante la incubacion y almacenamiento (73).

Debido a los multiples beneficios asociados al consumo de probidtico kéfir, por ser
un consorcio de microorganismos productor de compuestos organicos que afectan de manera
positiva a la salud, y a la evidencia cientifica que respalda la utilizacion de alimentos
funcionales probidticos como terapia para la correccion de las modificaciones en la
microbiota en pacientes con alteraciones metabdlicas, se decidio realizar el presente estudio
con la finalidad de profundizar en la relacion entre kéfir, las alteraciones en la microbiota

intestinal y el control metabdlico en pacientes diabéticos tipo 2.
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HIPOTESIS

El consumo del probidtico kéfir genera cambios tanto a nivel de la microbiota
intestinal como a nivel de pardmetros metabolicos, tales como glicemia en ayunas y
colesterol total, sin generar efectos nocivos en la tolerancia digestiva y frecuencia evacuatoria

de pacientes diabéticos tipo 2 en tratamiento con metformina.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar el efecto del consumo de kéfir en la composicién de la microbiota
intestinal y en el control de la glucosa y perfil lipidico en sujetos con diabetes mellitus tipo 2

en tratamiento con metformina.

Objetivos especificos
e Estudiar la composicion de la microbiota intestinal de individuos DM2 en tratamiento

con metformina sometidos a una dieta con kéfir.

e Evaluar el efecto del kéfir sobre los niveles de glicemia en ayunas en sujetos DM2 en

tratamiento con metformina al comparar con un yogurt comercial convencional.

e Evaluar el efecto del kéfir sobre los niveles de triglicéridos plasmaticos y colesterol
total en sujetos DM2 en tratamiento con metformina al comparar con un yogurt

comercial convencional.

e Evaluar el efecto que genera el consumo de kéfir sobre el transito intestinal de sujetos

DM2 en tratamiento con metformina.
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METODOLOGIA

Esta investigacion se divide en tres etapas, las cuales incluyen la produccion de un

alimento probidtico funcional, una intervencién nutricional con el probidtico de interés y, por

altimo, un estudio metagenémico para analizar la composicion de la microbiota intestinal

(Figura 1).

Figura 1: Esquema general de trabajo

1) Produccion
estandarizada de kéfir

Recuento semanal de microorganismos

Control de calidad del probiético

meses

I1) Intervencion
nutricional con kéfir

Tratamiento con kéfir o placebo

Medicion de parametros metabdlicos

Analisis estadistico

8
semanas

I11) Estudio
metagenomico de la
microbiota intestinal

Recoleccién de muestras fecales

Extraccion de ADN metagendémico

Anadlisis metagendmico y bioinformatico

2
semanas
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Produccion estandarizada de un alimento probidtico funcional de tipo kéfir

Se utilizd kéfir de granulo grande, de 1,0 a 1,5 g, de color blanco — amarillento,
perteneciente al Centro de Micro-Bioinnovacién (CMBI) de la Universidad de Valparaiso.
La produccion del fermentado lacteo se realizO en un gabinete de bioseguridad
STREAMLINE®, modelo ESCO CLASS Il BSC, donde el consorcio se filtraba con un
colador de plastico desde el cual se obtenia una biomasa la cual era transferida a un vaso
precipitado de 50, 100 o 500 ml, previamente esterilizado por autoclave. Posteriormente se
agregaba leche de vaca al 31% materia grasa (MG) y los cultivos se dejaban a temperatura
ambiente por 24 a 36 horas. Lo obtenido del filtrado es lo que se conoce popularmente como
“yogurt de pajaritos” y es lo que se entregaba a los pacientes durante la investigacion. La
biomasa retenida en el filtro, correspondiente a granulos de kéfir, era lavada con agua

destilada y utilizada para la siguiente fase de produccion.

La produccion de kéfir se llevd a cabo durante ocho meses. La leche utilizada se
manejé siempre en area estéril, sellada y rotulada para ser almacenada en condiciones de
refrigeracion. Tanto el kéfir como el placebo se almacenaron refrigerados a 4°C, en envases

individuales de 150 g.

Control de calidad: analisis microbiolégico y cuantificacion de células viables por
dosis entregada

Se le realizaron anélisis microbiol6gicos al kéfir de manera semanal, con el fin de
evaluar la diversidad microbiol6gica y descartar contaminacion. De la misma forma, se
determind el nimero de células viables presentes en el probidtico, mediante recuento de
unidades formadoras de colonias (UFC) (Tabla 7). Para esto se diluyé 1 g del probidtico en

10 ml de suero fisiologico 0,9%, se realizaron diluciones seriadas alicuotando 20 pl, con una
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micropipeta, en 2 ml de suero fisioldgico 0,9% y se sembrd un indculo de 0,1 ml del
fermentado lacteo en una placa de agar milk, la cual fue incubada a 37°C por 24 a 48 hrs.

Todos los experimentos fueron realizados en triplicado.

El nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) se calcul6 segun la siguiente

ecuacion (74):

UFC/g = N° de colonias en placa x Inverso Factor de Dilucion
0,1 g (indculo)

El recuento de la cuantificacion de células viables dio un promedio de 3,3 x 108 ufc/g,

y el detalle semanal durante los dos meses de intervencidn se encuentra en la siguiente tabla:

Tabla 7: Analisis microbioldgico y recuento de UFC/g semanal

N° de semana UFCl/g
Semana 1 3,0 x 108
Semana 2 3,6 x 108
Semana 3 3,0 x 108
Semana 4 3,2 x 108
Semana 5 3,5x 108
Semana 6 3,1x 108
Semana 7 3,4 x 108
Semana 8 3,6 x 108
Promedio 3,3 x 108
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Il.  Intervencidn nutricional para incorporar kéfir en la dieta

Tipo de estudio

Ensayo clinico controlado, randomizado, de ciego simple.

Caracterizacion de la poblacién estudiada
La muestra escogida para la aplicacion de la investigacion correspondi6 a poblacién
adulta que presentara diabetes mellitus tipo 2 en tratamiento con metformina, pertenecientes

a la Comuna de Puchuncavi de la Region de Valparaiso.

Pesquisa de pacientes
La pesquisa de los sujetos evaluados en el estudio se realizo a través de la gestion en
los centros de atencion primaria pertenecientes al Servicio de Salud Valparaiso — San

Antonio, CESFAM Las Ventanas y CESFAM Puchuncavi.

Seleccion del tamario de la muestra

El calculo del tamafio muestral se realiz6 en base al estudio de Firouzi et al. (75),
donde se midio el efecto de probioticos en el control glicémico de diabéticos tipo 2. Tomando
esto de base, el tamafio de la muestra se calculé utilizando la siguiente ecuacion y obteniendo

un resultado de n = 10 sujetos por grupo.

N =[2-(Za +ZB)2- s2]/d?
Donde:
N: NUmero de sujetos necesarios en cada uno de los grupos
Za (valor de Z correspondiente al riesgo o fijado): Para un p = 0,05, el valor es de 1,960.
Zp (valor de Z correspondiente al riesgo B fijado): Para una potencia del 80%, el valor es de 1,28.
s?: La variancia descrita para glicemia en ayunas por Firouzi es de 4,41 (desviacion estandar de 2,1 mmol/L).

d: El valor minimo de la diferencia que se desea detectar para glicemia en ayunas es de 3,0 mmol/L.
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Criterios de inclusion y exclusion

e Criterios de inclusion

0 Sujetos diagnosticados con DM2 con tratamiento hace méas de 1 afio

o Edad entre 30 y 60 afios

0 Sexo femenino y masculino

o Con o sin medicamentos antihipertensivos, antiplaquetarios, antialérgicos.

e Criterios de exclusion

o Fumadores

0 Personas con riesgo de dependencia al alcohol (puntaje AUDIT > 8 pts)

o0 Historia de accidentes vasculares

o0 Presencia de enfermedad renal, hepatica, intestinal o neuroldgica

0 Hipotiroidismo sin tratamiento

o Con diagnéstico de VIH+

o Intolerancia a la lactosa

0 Uso de insulina y sulfonilureas

o En tratamiento con antibioticos

0 Muijeres en periodo gestacional o de lactancia
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Definicion de variables del estudio

Tabla 2: Variables independientes del estudio

Variable independiente

Tipo de variable

Cantidad a entregar

Cantidad de kéfir o placebo

Cuantitativa continua

150 g/d

Tabla 3: Variables dependientes del estudio

Variable dependiente

Unidad de medida

Tipo de variable

Punto de corte

Glicemia en ayunas mg/dl Cuantitativa continua | 80 — 130 mg/dI
Triglicéridos mg/dl Cuantitativa continua | < 150 mg/dl
Colesterol Total mg/dl Cuantitativa continua | < 150 mg/dl

Frecuencia evacuatoria

N° de veces/semana

Cualitativa ordinal

Malestares gastricos

Presencia/Ausencia

Cualitativa ordinal

Composicion de la
microbiota intestinal

% de
microrganismos

Cuantitativa continua

Tabla 4: Variables controladas del estudio

Variable controlada | Unidad de medida | Tipo de variable Punto de corte
Antropometria (peso y | Kilogramos (Kg) y Cuantitativa |  ----—---
talla) metros (m) continua
Cualitativa Alto: 7 dias/sem
Actividad fisica IPAQ ordinal Moderado: > 3 dias/sem
Bajo: No alto o moderado
Consumo de energia y | Calorias (kcal) y Cuantitativa | -
macronutrientes gramos () continua
Consumo de alcohol Cuestionario Cuantitativa <7 puntos
AUDIT continua
Uso de medicamentos mg/dia Cuantitativa |  ----—---
continua

Recoleccion de datos, b

ioética y regulaciones

Previo al comienzo del estudio, cada participante firmo un consentimiento informado

(Anexo 1) donde confirmé su participacion voluntaria y anénima. Para la recoleccion de

informacion se aplicé un formulario de registro (Anexo 2) para obtener datos como nombre,

fecha de nacimiento, edad, género, antecedentes madrbidos, habito tabaquico, medicamentos
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de consumo diario, consumo de probidticos, entre otros, con el fin de recolectar informacién
necesaria. Ademas, previo al comienzo de la investigacion, el presente estudio fue aprobado

por el comité de bioética de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Valparaiso.

Disefio experimental

Se desarroll6 un estudio de tipo caso (n = 10) — control (n = 10), donde el caso
correspondid al probidtico (kefir) y el control a un yogurt comercial convencional. Tanto el
probidtico como el yogurt convencional tuvieron caracteristicas organolépticas similares y
fueron entregados de manera semanal en envases plasticos de 150 g contenido neto, a una

temperatura menor a 5°C y sin informacion acerca del tipo de yogurt al interior.

La cantidad de yogurt entregada de manera semanal fue de 150 g/d, con la excepcion
de la primera semana, donde la cantidad fue aumentando de manera progresiva con el fin de
mitigar posibles malestares digestivos (transito intestinal alterado, gases, hinchazén) y de
esta manera ambientar el tracto gastrointestinal y disminuir la probabilidad de sufrir posibles
efectos secundarios. El aumento diario de la cantidad entregada hasta alcanzar la cantidad

propuesta para el estudio de 150 g/d se encuentra en siguiente tabla:

Tabla 5: Aumento progresivo de la cantidad de yogurt entregada en la primera semana

N° dia Dia de la semana Cantidad de yogurt
Dia 1 Lunes 40 g/d
Dia 2 Martes 50 g/d
Dia 3 Miércoles 60 g/d
Dia 4 Jueves 80 g/d
Dia 5 Viernes 100 g/d
Dia 6 Sabado 120 g/d
Dia 7 Domingo 150 g/d
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Previo a la intervencion, se les requirié a los pacientes que no consumieran lacteos
fermentados o alimentos probidticos por al menos una semana. El estudio tuvo una duracion
de ocho semanas en donde ambos grupos de pacientes consumieron 150 g/dia del yogurt
asignado (probidtico o convencional). Se les solicitd a los participantes que mantuvieran su
dieta (consumo de nutrientes como grasas, carbohidratos, fibra dietética y proteinas), estilos
de vida (nivel de actividad fisica), suplementacion de minerales y/o vitaminas y terapia
farmacoldgica habituales, ademés de que evitaran consumir otro yogurt o lacteo fermentado

distinto al provisto.

Antes de comenzar el estudio, se verificd que la temperatura de los refrigeradores de
los participantes estuviera dentro de los rangos normales. Ademas, los participantes fueron
instruidos en cuanto a la mantencién y almacenamiento del alimento en su envase original, a

una temperatura de 4°C, y medidas basicas de higiene para evitar su contaminacion.

Se realizaron visitas semanales a los participantes en donde se documentaron cambios
en el estilo de vida, uso de medicamentos, consumo de alcohol, presencia de enfermedades
agudas y efectos adversos. Ademas, la corroboracion del consumo del yogurt se realizo de

manera semanal mediante una encuesta (Anexo 7).

Medicién de parametros

e Parametros metaholicos

Se realizd la medicidén de glicemia en ayunas, colesterol total y triglicéridos
plasmaticos mediante muestras de sangre capilar. Para la medicidn de estos parametros
se utilizo un glucometro monitor de marca Accutrend® Plus de Roche, cintas reactivas y

una lanceta que permite evaluar el control metabdlico de acuerdo al consumo de kéfir o
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yogurt convencional. Las mediciones se realizaron previo al comienzo y una vez

concluida la investigacion; los resultados se anotaron en una hoja de registro (Anexo 8).

Segun la ADA y Guia Clinica para la diabetes mellitus tipo 2, los valores

esperados para adultos con DM2 son (59, 60):

Tabla 6: Indicadores bioquimicos en el control de la DM2

Indicador Referencia
Glicemia en ayunas 80 — 130 mg/dI
Colesterol total < 150 mg/dI
Triglicéridos < 150 mg/dI

e Determinaciones antropomeétricas

Se determind tanto al comienzo como al término del estudio peso (Kg) y talla (m) de
cada participante. La determinacion del peso se realizd a través de una balanza digital de
precision marca Seca® 813 con una sensibilidad de 0,1 Kg, ubicada en una superficie
firme y lisa, verificando su calibracion previo a realizar la medicion del participante, el
cual se debi6 ubicar al centro de ésta, con el peso distribuido uniformemente y con la
menor ropa posible. La medicion de la talla fue a través de un estadiometro marca Seca®
700 con una sensibilidad de 0,1 cm, con el sujeto en maxima inspiracion, sin zapatos, con
los pies juntos y con los talones, gluteos, espalda y regidn occipital en contacto con el
plano vertical del estadiémetro. Para ambas mediciones se aseguré que el sujeto se
encontrara en plano Frankfort (cabeza erguida y parte superior de la oreja y el angulo
externo del ojo en una linea paralela con el piso), descalzo y con los brazos relajados al
costado (76). Con los datos se construyé el indicador IMC (peso/talla?) clasificando el
estado nutricional del sujeto, de acuerdo a los patrones de referencia vigentes por el

Ministerio de Salud (77).
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e Determinaciones alimentarias

0 Encuestas alimentarias: Se utiliz6 el método de recordatorio de 24 horas (Anexo 9)
en dos dias de la semana y uno de fin de semana, al comienzo y final del estudio, con
el fin de recopilar informacion acerca de la alimentacion de los pacientes. La encuesta
de recordatorio de 24 horas recopila informacion respecto a tiempos de comida,
horarios y lugar en que se realiza cada tiempo de comida, alimentos y/o preparaciones

ingeridas, desglose de ingredientes y cantidad ingerida (78).

Para el calculo de energia y nutrientes (proteinas, carbohidratos, fibra
dietética, lipidos, AGS, AGMI, AGPI) consumidos por cada uno de los participantes,
se utilizo el programa computacional Food Processor SQL 10,7 (Food Processor I1®
ESHA Research, Salem, OR, USA), que utiliza una base de datos de composicién de

alimentos norteamericanos a la cual se le agregaron alimentos chilenos.

o Cuestionario de tolerancia digestiva: Con el fin de recopilar informacion acerca del
bienestar digestivo y tiempo de transito intestinal de los pacientes frente al consumo
del probidtico o el yogurt convencional, se aplicé de manera semanal un cuestionario
de tolerancia digestiva, que reunia informacion acerca de malestares gastricos y/o

digestivos y frecuencia evacuatoria. (Anexo 10).
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Estudio metagendmico de la microbiota intestinal de personas sometidas a
una dieta con kéfir

Tipo de estudio

Estudio experimental cruzado

Identificacidn de la poblacion utilizada
Muestras de ADN metagendmico de microbiota intestinal de humanos. Para estudiar
la microbiota de individuos consumidores de kéfir, se extrajeron muestras de ADN desde

fecas obtenidas de las personas sometidas al estudio (n = 10).

Recolecciéon de muestras fecales

Una semana previa al comienzo del estudio, y a las dos semanas de iniciado, se les
solicitaron muestras fecales a aquellos pacientes pertenecientes al grupo caso, es decir,
aquellos individuos que consumieron probidtico kéfir (n = 10). Se logré recolectar muestras

fecales de un total de ocho participantes.

Los pacientes recolectaron una muestra diaria durante cinco dias previos a la
intervencion y cinco dias luego de haber transcurrido dos semanas desde el comienzo del
estudio. Se seleccionaron cinco de los ocho pacientes para el analisis metagenémico de ARNs
16S, de los cuales se utilizaron tres muestras del primer tiempo de recoleccién y tres muestras
del segundo. Se les solicit6 a los pacientes que congelaran las muestras hasta que éstas fueran
recolectadas, y una vez realizado este paso, se trasladaron manteniendo la cadena de frio y
se almacenaron a -80°C hasta el momento de analizarlas en el Centro de Micro-

Bioinnovacion (CMBI) de la Universidad de Valparaiso.
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Extraccion de ADN a partir de muestras fecales
La extraccion de ADN se realiz6 utilizando el protocolo de extraccion de ADN
metagenomico del consorcio del Proyecto del Microbioma Humano (HMP) utilizando el

sistema de extraccion MoBio PowerSoil® DNA lIsolation Kit (79, 80).

Para realizar la extraccion de ADN segun el método de extraccion del consorcio del

Proyecto del Microbioma Humano (HMP), se llevo a cabo el siguiente esquema:

Se alicuotaron 2 gramos de cada muestra de feca, a los cuales se les agregaron 5 ml

de buffer de lisis y se llevaron a vortex por 30 — 40 segundos.

- La mezcla se centrifugd durante cinco minutos a 1500 rpm en una centrifuga con

refrigeracion EPPENDORF®, modelo 5810R.

— Posterior a esto se tomd 1 ml del sobrenadante y se depositaron 250 ul en 4 tubos
Garnet Bead MoBio (provistos por el fabricante) los cuales fueron incubados a 65°C
por 10 minutos y luego a 95°C por otros 10 minutos, repitiéndose dos veces este ciclo

de temperaturas.

- Luego se continud con los pasos descritos en el protocolo del MoBio PowerSoil®

DNA Isolation Kit (80).

Evaluacion del rendimiento y calidad y secuenciacion del ADN
El rendimiento final y la calidad del ADN extraido se determinaron

espectrofotométricamente usando el NanoDrop® ND — 1000.

Una vez determinado el rendimiento y calidad del ADN, las muestras fueron
secuenciadas por el Centro de Micro-Bioinnovacién (CMBI) de la Universidad de

Valparaiso.
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Andlisis bioinformatico del estudio metagendmico

Se realizd secuenciacion del ARNs 16S de 30 muestras de ADN metagendmico,
correspondientes a cinco pacientes que consumieron diariamente kéfir durante dos semanas.
El analisis de las comunidades microbianas a través de la metagendmica, fue realizada por la

Dra. Claudia Ibacache, dado la complejidad y especificidad del anélisis.

Para la secuenciacion de las 30 muestras se utilizé la plataforma Ilumina Miseq v el
protocolo de Caporaso et al. (81). Para realizar el analisis de la microbiota intestinal a partir
de los datos de secuenciacion se utilizd el pipeline bioinformatico QIIME™ (Quantitative
Insights Into Microbial Ecology) (82), el cual corresponde a pasos metodol6gicos que
permiten trabajar con las secuencias obtenidas (lecturas) para ensamblar y obtener unidades

taxondmicas (OTUs), analizar la biodiversidad y expresar los resultaos.

Fueron ensambladas un total de 15.407.405 lecturas (R1 — R2 o Forward — Reverse),
quedando un total de 8.853.578 lecturas Uni