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Resumen: Este estudio se enfocd en determinar la capacidad de formacion de biopeliculas por Klebsiella pneumoniae aislada en heces
de pacientes con Trastorno del Espectro Autista (TEA). Se evaluaron 38 pacientes entre 1-18 afios de edad. Se recolectaron datos
epidemiolégicos, disbiosis previa e inicial y tratamiento (antimicrobianos, probioticos y dieta). El estudio de disbiosis se realizd6 mediante
cultivo. Para evaluar la formacion de biopeliculas se utilizd el método cuantitativo en microplaca de poliestireno con tincion de cristal
violeta y cualitativo en agar infusion cerebro-corazéon mas rojo Congo. Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos se realizaron
por Kirby-Batier utilizando aztreonam, cefepime, ceftazidime, cefuroxime, trimetoprim/sulfametoxazol, amoxicilina/acido clavuldnico y
ciprofloxacina. No hubo relacion entre disbiosis y formacion de biopeliculas. El método cuantitativo detectd 25 (66%) cepas formadoras
de biopeliculas y el método cualitativo detectd 17 (45%) cepas con presencia de exopolisacaridos. No hubo concordancia entre los dos
métodos utilizados para evaluar las biopeliculas. El tratamiento no tuvo efecto contra las biopeliculas asociadas a disbiosis y la formacion
de biopeliculas fue independiente de la susceptibilidad a los antimicrobianos. Para tratar de establecer la posible relacion entre la formacion
de biopeliculas y el tratamiento se recomienda continuar este estudio aumentando el niimero de pacientes con disbiosis persistente por K.
pneumoniae.
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Biofilm formation of Klebsiella pneumoniae isolated from stools of patients with the
Autism Spectrum Disorder

Abstract: The study was focused on determining the biofilm formation capacity of Klebsiella pneumoniae isolated from stools from patients
with the Autism Spectrum Disorder (ASD). Thirty-eight patients between 1 to18 years of age were included. Epidemiological data, previous
and initial dysbiosis and treatment (antimicrobials, probiotics and diet) were registered. The dysbiosis study was carried out by fecal culture.
To evaluate biofilm formation, the quantitative method was used in a polystyrene microplate with crystal violet staining and a qualitative
method in brain-heart infusion agar plus Congo red. Antimicrobial susceptibility testing was performed by Kirby-Bauer method including
aztreonam, cefepime, ceftazidime, cefuroxime, trimethoprim/sulfamethoxazole, amoxicillin/clavulanic acid, and ciprofloxacin. There was
no relationship between dysbiosis and biofilm formation. The quantitative method detected 25 (66%) biofilm-forming strains and the
qualitative method detected 17 (45%) strains with the presence of exopolysaccharides. There was no concordance between the two methods
used to assess biofilm formation. Treatment had no effect against biofilms associated with dysbiosis, and biofilm formation was independent
of antimicrobial susceptibility. To establish the possible relationship between biofilm formation and treatment, it is recommended to follow
the study including a larger number of patients with persistent K. pneumoniae dysbiosis.
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Introduccion normal del ser humano. Estudios describen como la MI se
relaciona con el sistema nervioso central, por lo que influye
Recientes evidencias reconocen que la composicion de la en la funcion cerebral cambiando los comportamientos.

microbiota intestinal (MI) es capaz de influir en la fisiologia Entre las funciones importantes de la MI se conoce que
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controla y regula los trastornos relacionados con el estrés,
trastornos mentales, depresion, ansiedad, estado de animo,
cognicion y trastornos del desarrollo neurolégico, como el
autismo y el dolor [1].

La alteracion de la MI podria influir en los sintomas,
el desarrollo y las comorbilidades de los pacientes con
Trastornos del Espectro Autista (TEA) teniendo como
punto de partida el intestino y actuando sobre el eje
cerebral [2]. Los sintomas gastrointestinales y la barrera
intestinal alterada son mas comunes en personas autistas,
encontrandose mayor prevalencia en nifios con TEA en
comparacion con grupos de niflos controles [3], con una
fuerte correlacion positiva entre los problemas intestinales
y la gravedad del TEA [4]. Opciones de tratamiento con
antibidticos  (rifaximina, vancomicina, metronidazol,
entre otros), dietas elementales, farmacos procinéticos
que potencian la motilidad y contractilidad del tracto
gastrointestinal, antagonistas de serotonina, inhibidores
de la acetilcolinesterasa, inhibidores de fosfodiesterasa
y antagonistas de la dopamina han sido probados de
manera efectiva y segura en el tratamiento de la disbiosis
en nifios con TEA, pero todavia se necesitan estudios mas
contundentes con un nimero mayor de individuos [1].

La alteracion de la MI es denominada disbiosis, y
su persistencia ha sido asociada con la formacion de
biopeliculas. Las biopeliculas son una comunidad de
microorganismos con propiedades adherentes encerrados
en una matriz de sustancia polimérica extracelular, separada
por una red de canales de aguas abiertas. Su arquitectura
es un entorno Optimo para las interacciones inter-
microorganismos, que permite la difusion de nutrientes
necesarios para el mantenimiento de las mismas. La
matriz en la que estan incrustados los microorganismos
protege a las biopeliculas de la exposicion a los rayos
ultravioleta, toxicidad por metales, exposicion a acidos,
salinidad por deshidratacion, fagocitosis y la accion de los
antimicrobianos, ya que los microorganismos muestran una
gran resistencia a los farmacos quimioterapéuticos y sobre
todo a los antimicrobianos. Por lo antes mencionado la
presencia de biopeliculas es dificil de diagnosticar y tratar
con farmacos convencionales [1].

Entre las estrategias para el control de biopeliculas que
se estan investigando se encuentran el uso de probidticos,
prebidticos, complejos con cationes en la matriz
extracelular, combinados con antibidticos, compuestos
quelantes de hierro (lactoferrina y sal sodica del acido
etilendiaminotetracético) y enzimas que degradan la fibrina,
entre otros [5].

La restauracion de la simbiosis en la MI podria ofrecer
mejoras para los sintomas gastrointestinales que se observan
en el TEA [1], por lo que este trabajo de investigacion,
con base en lo planteado anteriormente, busco evaluar
la capacidad de formacion de biopeliculas de Klebsiella
pneumoniae aislada en heces de pacientes con TEA y su
relacion con la susceptibilidad a los antimicrobianos,
probiodticos y dietas mas cominmente utilizados para su
tratamiento.

Materiales y métodos

El presente estudio fue de tipo descriptivo, de corte
transversal y prospectivo con un muestreo de tipo intencional
y no probabilistico. Se evaluaron 38 pacientes con TEA, a
los cuales se les solicitd una muestra de heces a cada uno
y la siguiente informacion, que fue recopilada mediante
un cuestionario: edad, género, condicién neurologica,
tratamiento con antibioticos, probidticos y antifingicos, si el
paciente estuvo haciendo dieta especial, y si se le realizaron
estudios previos de disbiosis. Las muestras fueron recibidas
y procesadas durante el periodo de tiempo comprendido
entre el 01 de junio hasta el 30 de noviembre del 2019
en el laboratorio de Microbiologia del Instituto Médico
La Floresta, Caracas, Venezuela, aislandose Klebsiella
pneumoniae como agente causal de disbiosis en todas ellas.

Tanto la informacion solicitada en el cuestionario
como las muestras de heces se obtuvieron mediante el
consentimiento de los padres de los pacientes, previa
informacion suministrada sobre las caracteristicas de la
investigacion. El estudio fue aprobado por el Comité de
Bioética de la Maternidad Concepcidn Palacios.

Preparacion y viabilidad de los aislamientos: Las 38 cepas
de K. pneumonie en estudio estuvieron preservadas en agar
BHI (Infusién cerebro-corazon, Oxoid®, USA) con glicerol
al 10% a temperatura ambiente, hasta el momento de la
investigacion. Iniciado el estudio se cultivaron en caldo
BHI y se incubaron a 35 °C por 24 h. Posteriormente cada
aislamiento se subcultivd en agar MacConkey (Oxoid®)
incubandose a 35 °C de 24-48 horas para verificar su pureza
y viabilidad.

Determinacion de la capacidad de formacion de biopeliculas
en placa de microtitulacion de poliestireno mediante tincion
con cristal violeta (CV):

- Preparacion del inoculo para el andlisis de biopeliculas:
De los aislados obtenidos, previa verificacion de viabilidad
y pureza en agar MacConkey, se prepar6 una suspension en
solucion salina estéril (SSE) al 0,85% a una concentracion
de 0,5 McFarland (1-5 x 10° UFC/mL). De dicha suspension
se tomaron 200 uL y se afiadieron 19,8 mL de caldo BHI,
obteniéndose una dilucion 1:100.

- Método cuantitativo en microplacas de poliestireno: Se
siguio el protocolo descrito en un trabajo previo realizado
por Moreno et al. [6] con modificaciones, para ensayar
bacilos gramnegativos y con lectura de la Densidad Optica
(DO) a 575 nm en un lector de ELISA (iMark™ Microplate
Reader). Para la interpretacion de los resultados, se
utilizé la clasificacion establecida por Stepanovic et al.
[7], adaptandola a microrganismos gramnegativos para la
formacion de biopeliculas en comparacion con la DO del
control (DOc): no formadoras (DO <DOc), poco formadoras
(DOc<D0O<2D0c), moderadamente formadoras (2DOc<
DO < 4DOQc) y fuertemente formadoras (4DOc < DO). El
DOc se define como el promedio de diez valores del control
negativo (como control negativo se utilizé caldo BHI).
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- Evaluacion de los cambios de la pared celular implicados
en la formacion de la matriz de exopolisacaridos frente al
compuesto quimico rojo Congo (Método cualitativo): Se
preparo una suspension de cada cepa proveniente de 24 h de
incubacion en agar MacConkey en SSE al 0,85%, ajustada a
un patrén de turbidez de 0,5 McFarland. De esta suspension
se tomaron 100 pL y se inocularon en placas de agar BHI
mas indicador rojo Congo al 3%. Este indculo se estrid por
agotamiento para cada cepa y se incubo a 35 °C por 24-
48 h. La interpretacion de la prueba se baso en el analisis
visual del color negro brillante de las colonias que crecen
en el agar, debido a que los exopolisacaridos se combinan
especificamente con el colorante rojo segun los criterios
establecidos por Kaiser ef al. [8].

Estudio de la susceptibilidad a los antimicrobianos: Las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se realizaron
mediante el método de Kirby-Baiier siguiendo Ila
metodologia establecida por el documento M100Ed30E del
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (Clinical
and Laboratory Standards Institute, CLSI por sus siglas en
inglés) [9]. Se tom6 una colonia de cada cepa con un hisopo
de algodon y se prepard una suspension en SSE al 0,85%
ajustandola al patrén 0,5 McFarland, correspondiente a 1-5
x 10° UFC/mL. Una vez preparada la suspension bacteriana,
se inocul6 en tres direcciones sobre placas de agar Miieller-
Hinton, dejandolas reposar por 15 min. Posteriormente,
se colocaron los discos de los antimicrobianos a ensayar
(aztreonam (30 pg), cefotaxime (30 pg), ceftazidime (30
ug), cefuroxime (30 ug), amoxicilina/acido clavulanico (30
ug), trimetoprim/sulfametoxazol (25 nug) y ciprofloxacina
(25 pg) a razon de cinco discos por placa, incluyendo
la prueba de deteccion fenotipica de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE). Las placas se dejaron reposar
a temperatura ambiente por 15 min y posteriormente se
incubaron a 35 °C por 24 h, para su posterior lectura e
interpretacion.

Los criterios de interpretacion de las pruebas de
susceptibilidad estuvieron regidos por los puntos de corte
clinicos en milimetros establecidos por el documento
MI100Ed30E de acuerdo a las siguientes categorias:
susceptible (S), intermedio (I) y resistente (R) [9].

Para el control de calidad de los medios de cultivo, la
identificacion y las pruebas de susceptibilidad se utilizaron
las cepas de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(American Type Culture Collection, ATCC®): Escherichia
coli (ATCC 25992 b-lactamasa negativa), Escherichia
coli (ATCC 35218 TEM1), Klebsiella pneumoniae (ATCC
70060 con mecanismos de resistencia mas formacion de
biopelicula) y Enterococcus faecalis (ATCC 29212 control
del agar Miiller-Hinton).

Analisis estadistico: Los datos obtenidos fueron descritos
en valores absolutos y porcentajes. Para evaluar la
concordancia del método cualitativo con rojo Congo
respecto al método cuantitativo en microplaca con tincion de
CV (considerada la prueba de referencia) [10], se utilizaron

tablas de contingencia de 2 x 2. Para determinar la relacion
entre la capacidad de formacién de biopeliculas, perfil de
susceptibilidad y el tratamiento se utilizé la prueba de Chi-
cuadrado (X?) con correccion de Yates (de ser necesaria),
con un nivel de significancia de 95% y un valor de p <
0,05. Todos los analisis se realizaron usando el programa
estadistico Statgraphics Centurion XVII.

Resultados

Los datos demograficos de los 38 pacientes fueron los
siguientes: 12 (32%) del género femenino, con edades
comprendidas entre 1y 13 afios (Media: 7 aios) y 26 (68%)
del género masculino, con edades comprendidas entre los 1
y 18 anos (Media: 12 afios).

La capacidad de formacion de biopeliculas por el método
cuantitativo de microtitulacion en placa con tincion de CV,
de los 38 aislados de K. pneumoniae en heces, de acuerdo
a su clasificaciéon en formadores o no de biopeliculas, se
presenta en la figura 1, donde 25 (66%) cepas formaron
biopeliculas y 13 (34%) no formaron biopeliculas.
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Figura 1. Clasificacion de la capacidad de formacion de biopeliculas por
Klebsiella pneumoniae mediante el método cuantitativo de microtitulacion
en placa con tincion de cristal violeta (n=38). NF: no formadora; PF: poco
formadora; MF: moderadamente formadora; FF: fuertemente formadora.

En cuanto a la evaluacion de los cambios de la pared
celular implicados en la formacion de la matriz de
exopolisacaridos mediante el método cualitativo de agar
BHI mas rojo Congo, se evidencid que 17 de 38 (45%) cepas
fueron positivas, al observarse un precipitado continuo de
color negro en el crecimiento de la misma. Las 21 (55%)
cepas restantes fueron negativas para la prueba (Figura 2).

Segtin la informacion obtenida del cuestionario aplicado
en este estudio, 29% (11 de 38) de los pacientes presentaron
disbiosis por K. pneumoniae en estudios previos y en 9 de
estos 11 la disbiosis por este microorganismo fue persistente.
Los estudios previos también mostraron que en 6 de los 9
aislados de los pacientes con disbiosis por K. pneumonie
persistente se observd formacion de biopeliculas por el
método cuantitativo, mientras que las 3 cepas restantes
solo se observé formacion de exopolisacaridos. En las dos
muestras restantes de los 11 pacientes, los estudios previos
mostraron que la disbiosis fue producida por el complejo
Enterobacter cloacae, los cuales formaron biopeliculas
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Figura 2. A. Presencia de exopolisacaridos mediante la prueba cualitativa
de agar BHI mas rojo Congo, donde se observa un precipitado negro
continuo a través de todo el crecimiento bacteriano. B. Ausencia de
exopolisacaridos mediante la prueba cualitativa de agar BHI mas rojo
Congo sin precipitado negro en el area de crecimiento bacteriano.

en la clasificacion poco formadora, sin formacion de
exopolisacaridos por el método cualitativo.

Al relacionar los cambios en la pared celular implicados
en la produccidn de la matriz de exopolisacaridos mediante
el método cualitativo, versus la capacidad de la formacion
de biopeliculas por el método cuantitativo, 16 cepas
fueron no concordantes por ambos métodos, 13 cepas
fueron concordantes positivas entre los dos métodos,
independientemente de la clasificacion obtenida por el
método cuantitativo, y 9 cepas fueron negativas por ambos
métodos.

El método cualitativo no discrimina adecuadamente entre
las diferentes capacidades de formacion de biopeliculas
como lo hace el método cuantitativo. Por lo tanto, los
resultados obtenidos por cada método no son comparables
entre si, con un 95% de confianza, ya que no existe entre
ellos asociacion estadisticamente significativa (p=0,1798).

En cuanto a la interpretacion de las pruebas de
susceptibilidad a los antimicrobianos, los resultados se
muestran en la tabla 1. A las 38 cepas de K. pneumoniae
analizadas se les prob6 ampicilina (10 pg) como antibiotico
con resistencia intrinseca en apoyo a la identificacion
de la especie. Cuatro (11%) cepas fueron productoras de

Tabla 1. Susceptibilidad a los antimicrobianos de las 38 cepas de K.
pneumoniae determinada por el método de Kirby-Baiier.

Sensible Intermedio Resistente
Antibidticos

n % n % n %
Aztreonam (30 pg) 34 89 - - 4 11
Cefuroxime (30 pug) 34 89 - - 4 11
Cefotaxime (30 pg) 34 89 - - 4 11
Ceftazidime (30 pg) 34 89 - - 4 11
Trimetoprim/
Sulfametoxazol (25 35 92 - - 3 8
ng)
Amoxicilina/Acido
Clavulanico (30 pg) 31 82 4 10 3 8
Ciprofloxacina (5 27 7 3 1 3 3

ug)

BLEE. No se encontro significancia estadistica (p=0,2701)
al asociar los resultados de susceptibilidad y resistencia
observados, para los diferentes antimicrobianos evaluados,
respecto a la formacion o no de biopeliculas.

De los 38 pacientes evaluados, 24 cumplieron los dife-
rentes tratamientos prescritos (dieta, probioticos y antibio-
ticos), mientras que a 14 pacientes no les fue indicado tra-
tamiento, ya que el estudio de disbiosis fue solicitado por
primera vez (Figura 3). Al evaluar la relacion entre el trata-
miento para la disbiosis con respecto a la formacion o no de
biopeliculas por parte de K. pneumoniae no se encontraron
diferencias significativas (p=0,1107).
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Figura 3. Numero de pacientes con TEA involucrados en el tratamiento
administrado para normalizar la disbiosis causada por K. pneumoniae.

Discusion

De acuerdo a los criterios de la Asociacion Americana
de Psiquiatria, los TEA se caracterizan principalmente por
déficit en la comunicacion social y patrones restringidos
y repetitivos en el comportamiento; sin embargo, estas
conductas difieren notablemente en cada individuo con
situaciones mas complejas. En estas ultimas décadas se ha
desviadoelenfoque genético del TEA direccionandoseal area
sistémica, asociado a una desregulacion extensa que implica
el sistema gastrointestinal, vias de inmuno-inflamacion y
sistema nervioso. Anormalidades gastrointestinales se han
asociado con el autismo, involucrando alteraciones en la
composicion del microbioma y aumento de la permeabilidad
de la mucosa intestinal, favoreciendo la hipdtesis de que la
disbiosis influye en la comunicacion microbiota-intestino-
cerebro [11].

Los estudios en modelos animales han sugerido que la
composicion de la MI modula la integridad tanto de la
barrera intestinal como de la barrera hematoencefalica,
demostrando que las toxinas que pasan a través de
la barrera intestinal pueden inducir la produccion de
anticuerpos exacerbando la inflamacion cronica, mientras
los lipopolisacaridos bacterianos (LPS), estimulan a nivel
intestinal las células hepaticas para secretar el factor de
necrosis tumoral (TNT-a)), que modula la permeabilidad de
la barrera hematoencefalica [11].

Los microorganismos que componen la MI pueden
formar biopeliculas, contribuyendo a la propagacion de
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genes de resistencia a los antibioticos. Las biopeliculas
se han asociado mas comunmente con enfermedades en
la placa dental, enfermedad inflamatoria intestinal (EII)
y otras enfermedades infecciosas extraintestinales [12].
En el presente estudio esta asociacion no fue significativa
(p=0,8801), situacion que pudiera deberse al escaso nimero
de pacientes investigados, especificamente aquellos con
disbiosis persistente. Estudios han demostrado que una
microbiota inexistente adquirida lentamente proporciona
condiciones optimas para que K. pneumoniae desencadene
inflamacion intestinal y por consiguiente colitis severa [13],
liberando metabolitos tales como: 4cido nitrico (HNO,) y
acidos grasos de cadena corta (AGCC) que pueden afectar
el metabolismo mitocondrial y la dinamica energética. La
aparicion de biopeliculas es una sefial de alerta temprana
de la transicién critica hacia un intestino alterado,
comprometido y enfermo [14].

En este estudio la formacion de biopeliculas por K.
pneumoniae fue detectada en un 66% por el método
cuantitativo y en un 45% por el método cualitativo. A
pesar de que no hubo concordancia (p=0,179) entre los
dos métodos, tomando el método cuantitativo como
método de referencia, estudios han demostrado que el
método cuantitativo en microplaca con CV es la prueba
mas apropiada y confiable para determinar la formacion
de las mismas [15] con respecto al método cualitativo en
agar BHI mas rojo Congo. Cabe destacar que el método
cualitativo puede usarse siempre y cuando se corroboren los
falsos negativos por el método cuantitativo. En este caso,
el método cualitativo serviria de prueba pantalla inicial
para determinar la formacion de biopeliculas y de esta
manera puede orientar el diagnostico sobre la formacion de
biopeliculas a nivel del lumen intestinal donde la microbiota
fecal difiere de la microbiota de la mucosa intestinal [16].

Uno de los indicadores estresantes de las biopeliculas
son los antibidticos. Estos inhiben su formacion de 10 a
1000 veces en su estado sésil en contraparte de su estado
planctonico [13]. En el presente estudio la susceptibilidad
de las cepas de K. pneumoniae fue evaluada en su estado
plancténico, y las cepas presentaron resistencia de 8% al
trimetoprin/sulfametoxazol, 11% a las cefalosporinas, 18% a
la amoxacilina/acido clavulanico y 29% a la ciprofloxacina.

Las cefalosporinas y fluoroquinolonas pueden atacar
c¢lulas en fase estacionaria, pero son mas efectivas contra
c¢lulas en division [17]. Por otra parte, la presencia de
mecanismos de resistencia como betalactamasas de espectro
extendido que se identifico en 3 cepas de este estudio,
le confiere mayor proteccion a la biopelicula como un
componente defensivo. Con estas particularidades descritas
se pudiera inferir que, aunque la presencia de biopeliculas fue
tratada con antibidticos orales, la penetracion y/o absorcion
de los mismos fue limitada, debido a la intransigencia de la
matriz de polisacaridos que envuelve la biopelicula dandole
proteccion a la misma, por lo que la disbiosis persiste.

En el grupo de pacientes estudiados, 11 (29%)
presentaron disbiosis persistente, lo que sugiere que la
terapia con antibidticos, probioticos, y dieta no fueron lo

suficientemente efectivas contra las biopeliculas formadas
anivel de la mucosa intestinal por K. pneumoniae. Estudios
han demostrado secrecion de metabolitos como poliaminas
en concentraciones 62 veces mayores en biopeliculas que en
la microbiota de tejidos sanos o sin biopeliculas. Ademas, K.
pneumoniae posee, como las otras bacterias que conforman
la MI, genes que codifican para pili tipo IV, motilidad,
flagelos, trafico intracelular, adhesinas, proteinas asociadas
a biopeliculas por la presencia del gen pks (el cual es
citotoxico in vitro), hidrélisis de urea y la presencia de LPS
que integran la membrana externa, induciendo la sintesis de
citoquinas proinflamatorias que generan inflamacion local
y sistémica, otorgandole mayor agresividad y capacidad
para formar biopeliculas e impedir el efecto del tratamiento
[13,18].

La formacion de biopeliculas por K. pneumoniae o
cualquier otro patobionte (microorganismo comensal del
ser humano que bajo la influencia de un entorno adecuado
puede producir enfermedad), puede servir como sefial de
alerta temprana de aparicion de enfermedades asociadas,
tales como alergias e intolerancia alimentaria y enfermedad
inflamatoria intestinal entre otras, en nifios con TEA
[19,20], concordando con la hipotesis postulada por Tytgat
et al., que establece que las biopeliculas que contienen
patdégenos o patobiontes claves son puntos de inflexion
entre dos estados estables alternativos de la MI: sana y
enferma [14]. En el presente estudio, tanto en los pacientes
con disbiosis persistente como a los que se les evalud por
primera vez la presencia de disbiosis, no se obtuvo una
relacion entre la presencia de disbiosis y el tratamiento con
antibioticos, prebiodticos y dieta (p=0,1107) para normalizar
el desequilibrio de la MI, sobre todo en aquellos que
estuvieron asociados a biopeliculas.

Los antibidticos para las infecciones pediatricas de rutina
pueden danar el intestino y el transporte renal de carnitina,
posiblemente empeorando la disfuncién mitocondrial y el
sistema gastrointestinal y, por consiguiente, incrementando
la disbiosis [21]. Estudios manifiestan una recuperacion
efectiva pero temporal en niflos con TEA al administrar
vancomicina y rifaximina disminuyéndoles la irritabilidad,
pero estos antibioticos no fueron utilizados ni probados en
esta investigacion; ademas, la vancomicina solo tiene efecto
contra bacterias grampositivas, y K. pneumoniae es una
bacteria gramnegativa. Por otra parte, no es conveniente
indicar vancomicina regularmente, ya que puede seleccionar
resistencia a especies de Enterococcus, acarreando un
problema de salud publica [21-23]. El inconveniente con
el uso de estos y otros antimicrobianos, como los usados
en este estudio, es que los sintomas pueden desaparecer,
pero cuando la terapia es retirada las células persistentes
liberadas restablecen la biopelicula y por lo tanto los
sintomas reaparecen junto con la disbiosis [21].

El comportamiento de K. pneumoniae se presenta con
un paradigma frente a los probidticos como tratamiento
individual o con antimicrobianos, en nifios con TEA. Un
estudio utilizando Lactobacillus plantarum (L. plantarum)
CIRM653 con actividad anti-biopeliculas contra K.
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pneumoniae, desestabilizo su organizacion y arquitectura
[24]. Otro estudio analizando el perfil transcripcional de
K. pneumoniae en diferentes formas de vida, mostré que
las células dispersas de biopeliculas tienen una fuerte
modulacién descendente de los genes Isr y una alta
regulacion al aumento de las fimbrias con genes tipo 3
[25]. Estos datos sugieren que L. plantarum CIRM653
induce modificaciones transcripcionales en K. pneumoniae,
inhibiendo la formacion de biopeliculas y dispersion de
agregados con alta capacidad de colonizacion. Sin embargo,
es dificil predecir como los criterios in vitro se traducen en la
actividad correspondiente in vivo [24]. De los 11 pacientes
que tuvieron disbiosis persistente habria que evaluar si los
probiodticos que tomaron contenian la cepa de L. plantarum
y cuantos millones de unidades formadoras de colonias
fueron administradas, puesto que el uso de probidticos
no fue lo suficiente para erradicar las biopeliculas por K.
pneumoniae.

Los tratamientos alimentarios o dietéticos pueden
cambiar el ambiente intestinal, y estos han sido los mas
usados ¢ indicados por los profesionales que hacen
intervencion biomédica en el autismo. En el presente
estudio no hubo relacion significativa en cuanto al beneficio
de la alimentacion en la eliminacion de la disbiosis. Los
alimentos repetitivos favorecen el sobrecrecimiento de
bacterias transitorias, el escaso consumo de fibra disminuye
la formaciéon de AGCC, el consumo excesivo de carnes
rojas incrementa el metabolismo de las proteinas, y
las grasas saturadas aumentan la disbiosis [26]; estas
caracteristicas contribuyen a la permanencia de la entidad
y de las biopeliculas. Por lo antes expuesto, la alimentacion
de cada paciente debe ser evaluada individualmente, y no
aplicar la misma dieta a todos por igual, situacion que pudo
influenciar en la no reconstitucion de la disbiosis por K.
pneumoniae en el presente estudio. Las dietas de restriccion
extremas de alimentos son de dificil cumplimiento, pueden
generar deficiencias nutritivas, y probablemente conduzcan
a una pérdida de funcionalidad de la MI [27].

Podemos concluir que la falla en el tratamiento con
antibidticos aplicado en el presente estudio en los pacientes
con disbiosis persistente, se vio afectada por la capacidad
que presentd K. pneumoniae en formar biopeliculas a
nivel intestinal impidiendo una resolucion del problema,
ya que los antimicrobianos utilizados (amoxicilina,
amoxicilina/acido clavulanico, azitromicina, cefadroxilo,
ceftriaxona y ciprofloxacina) no fueron capaces de penetrar
y desestabilizar la biopelicula existente. Ademas, habria
que evaluar la constancia en el tiempo de la alimentacion
y el uso y tipo de probidticos para mejorar la vision que
se tiene de estos tratamientos, considerando que el uso
constante ¢ indiscriminado de los antibidticos se presenta
como un problema de salud publica y que repercute en el
desequilibrio del MI en individuos con TEA.
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