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RESUMEN.

Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo de gran interés en el estudio de
las enfermedades infecciosas como patdgeno oportunista principalmente en pacientes
gue tienen alguna alteracion en la barrera cutanea mucosa, falla inmunoldgica o
enfermedad de base. En estos pacientes las infecciones terminan siendo de tipo crénicas
dado que esta bacteria tiene un grado alto de resistencia innata a varios antibidticos de
uso clinico, y ademds es capaz de adquirir nueva resistencia mediante diversos
mecanismos de intercambio de informacién genética horizontal como por conjugacién y
transduccion. Esta involucrada en muchas enfermedades como infecciones del tracto
urinario, septicemia, neumonia, infecciones intestinales, dermatitis, endocarditis,
osteocondritis, etc. Actualmente diferentes grupos de investigacidon estudian estrategias
alternativas al uso de antibidticos para tratar estos cuadros infecciosos. Las bacterias
acido lacticas pertenecientes al género Lactobacillus pueden estar asociadas al hombre y a
animales como grandes defensores de las mucosas, encontrdndose en intestino delgado,
colon vy el tracto urogenital. Dentro de las propiedades que permiten el desarrollo de la
funcién protectora se encuentran la produccién de compuestos antimicrobianos como
bacteriocinas, perdoxido de hidrégeno y acidos orgdnicos. Las bacteriocinas son
metabolitos secundarios que presentan un nucleo proteico al cual se pueden unir
diferentes grupos quimicos y que presentan actividad antimicrobiana sobre
microorganismos relacionados o no taxondmicamente. En éste trabajo de investigacién se
evalud la capacidad inhibitoria de Lactobacillus rhamnosus L60 y Lactobacillus fermentum
L23 productores de bacteriocinas frente a cepas de P. aeruginosa aisladas de diferentes
muestras bioldgicas, analizando el efecto individual y combinado de las bacteriocinas de
estas especies contra diferentes cepas del microorganismo patdgeno. Los resultados
obtenidos al realizar el ensayo de estrias cruzadas demostraron que las cepas de
lactobacilos estudiadas inhibieron el crecimiento del 100% de las cepas de P. ageruginosa.
Los valores promedio de los halos de inhibicién del crecimiento microbiano fueron de
19.0 £ 5.0mm frente a L. fermentum L23 y de 16.3 = 4.8mm frente a L. rhamnosus L60.
Mediante el ensayo de estrias perpendiculares se demostré un 100% de sinergismo entre
las sustancias antimicrobianas producidas por ambos lactobacilos y la técnica del tablero
de ajedrez permitié confirmar dicha interaccion.
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1 Introduccion.

Capitulo I. Bacterias acido lacticas.

Las bacterias acido lacticas (BAL) han sido histéricamente definidas como un grupo
de organismos Gram positivos, microaerobios que fermentan hexosas para producir
principalmente acido lactico. Esta clasificacion funcional incluye los géneros Lactococcus,
Enterococcus, Pediococcus, Sreptococcus, Leuconostoc y Lactobacillus. Este amplio grupo
de microorganismos estd asociado a distintos nichos animales y vegetales, y juega un rol
clave en la produccion de alimentos fermentados y bebidas (Miller y Wetterstrom, 2000).
También estas bacterias estdn naturalmente asociadas con la mucosa superficial de los
animales, como intestino delgado, colon y vagina. El aislarlas de diferentes especies
implica una amplia adaptacién a distintos ambientes. Su pequefio genoma codifica para
un vasto numero de transportadores que permiten la utilizacién de diversas fuentes de
carbono y nitréogeno desde el ambiente nutricionalmente rico que habitan y refleja un
limitado rango de capacidad biosintética (Makarova y col., 2006).

La definicion de BAL es bioldgica en vez de taxondmica, y esto es asi porque el
grupo no es monofilético (no tienen un ancestro comun): la mayoria pertenece a la clase
Bacilli (orden Lactobacillales), y un pequeno grupo a la clase Actinobacteria (Makarova y
Koonin, 2007). Ademas, si bien todas las especies incluidas en el término BAL comparten
caracteristicas metabdlicas y culturales, existen muchas diferencias como el hecho de
incluir en el mismo grupo especies patégenas (del género Streptococcus) y no patégenas
(Garritty y col., 2005).

Las BAL obtienen su energia de la fermentacién parcial de hidratos de carbono, sin
la participacién de O,. Esto implica la utilizacién de altas cantidades de azucares para la
obtencién de relativamente poca energia para el crecimiento, ya que la mayor parte de la
energia permanece en los productos de fermentacién, los cuales permiten una
identificacion parcial de especies o grupos de especies. El grupo de los
homofermentadores incluye BAL que producen acido lactico en mayor proporcién (entre
un 85-95% de la hexosa fermentada) con poca cantidad de CO, y acido acético obtenidos.
El grupo de los heterofermentadores incluye BAL que convierten mas del 50% del azucar
en acido lactico con un 20-30% de CO,y 20-25% de etanol y acido acético (Savadogo y col.,
2006).

Las caracteristicas morfoldgicas y metabdlicas de los principales géneros de las
BAL se observan en la tabla 1 (Madigan y col., 1999).

Romina Alin Tobares P



Tabla 1.Caracteristicas morfoldgicas y metabdlicas de los principales géneros de BAL.

Género Forma celular y organizacion Fermentacion
Streptococcus Cocos en cadenas Homofermentativa
Leuconostoc Cocos en cadenas Heterofermentativa
Pediococcus Cocos en tétradas Homofermentativa
Lactobacillus Bacilos, normalmente en Homofermentati\./a/
cadenas Heterofermentativa
Enterococcus Cocos en cadenas Homofermentativa
Lactococcus Cocos en cadenas Homofermentativa

(Madigan y col., 1999)

.1 Género Lactobacillus.

Los microorganismos pertenecientes al género Lactobacillus son bacilos Gram
positivos, no esporulados que presentan cierto pleomorfismo, desde bastones largos y
delgados a curvos y cortos. La longitud de los bacilos y el grado de curvatura depende de
la edad del cultivo y la composicion del medio. Generalmente se agrupan en cadenas
cortas, no presentan movilidad y los que presentan lo hacen por flagelacién peritrica
(Estela y col., 2007).

El metabolismo de este género es de tipo fermentativo y poseen eficientes vias
para utilizar azucares acopladas a la fosforilacion a nivel de sustrato. Las principales vias
de fermentacion de hexosas son:

e Via de Embden-Meyerhof (glucdlisis), en la cual 1 mol de azlcar se convierte en 2
moles de acido lactico (fermentacion homolactica).

e Via de 6-fosfogluconato en la que se obtienen 1 mol de CO,, 1 mol de etanol y 1
mol de acido lactico (fermentacidn heterolactica).

Los Lactobacillus spp. se pueden clasificar en 3 grupos segun lo propuesto por
Orla-Jensen en el manual de Bergey (1994):

e Grupo I. Son lactobacilos con un metabolismo homofermentativo obligado, en el
cual fermentan las hexosas exclusivamente a acido lactico por la via de Embden-
Meyerhof. Las bacterias de este grupo no pueden fermentar las pentosas dado que
carecen de la enzima fosfocetolasa. Ej.: L. acidophillus, L.crispatusy L. jensenii.

e Grupo ll. Las bacterias pertenecientes a este grupo se caracterizan por tener un
metabolismo homofermentativo facultativo, en el cual fermentan las hexosas casi
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exclusivamente a acido lactico por la via de Embden-Meyerhof y algunas especies
pueden fermentarlas a d4cido lactico, etanol, acido férmico y acido acético.
También son capaces de fermentar las pentosas por la presencia de la
fosfocetolasa inducible por pentosas dando acido lactico y acido acético, por la via
de 6-fosfogluconato. Ej.: L. casei, L.plantarum y L. rhamnosus.

e Grupo lll. Comprende microorganismos que tienen un metabolismo hetero-
fermentativo obligado, en el cual fermentan las hexosas a CO,, etanol y acido
l[actico y fermentan las pentosas a acido lactico y acido acético. Ej.: L. fermentum y
L. reuteri.

Los lactobacilos se caracterizan por crecer en medio sélido dando colonias
pequefias, con bordes netos, convexas, lisas, opacas y sin pigmentos. Son microaerdbios y
el crecimiento es mejor en anaerobiosis o con presiones de CO, entre 5 y 10%. La
reduccidn de nitratos es altamente inusual, no licdan la gelatina, no producen SH, e indol,
no digieren la caseina. Son catalasa y citocromo oxidasa negativas. Crecen mejor en un
medio acido con un pH inicial de 4.5 - 6.4 y el crecimiento cesa cuando se llega a un pH de
3.6 - 4, dependiendo de las especies y de las cepas. La mayoria son mesdfilos con un limite
superior de 40°C e inferior comprendido entre 5 y 15°C. Tienen requerimientos
nutricionales complejos como aminoacidos, péptidos, derivados de dacidos nucleicos,
vitaminas, sales, acidos grasos o ésteres de acidos grasos e hidratos de carbono
fermentables. Los Lactobacillus spp. no desarrollan olores caracteristicos cuando crecen
en medios comunes, sin embargo contribuyen al llamado “flavor” de alimentos
fermentados, término que hace referencia a la percepcidn sensitiva en la degustacion, por
produccién de varios compuestos volatiles como diacetilo y sus derivados. El medio de

cultivo adecuado para su desarrollo es caldo o agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS), el cual
suple las exigencias nutricionales de este grupo (Collado Amores, 2004).

1.2 Lactobacillus spp. y el cuerpo humano.

El cuerpo humano vive en cercana armonia con un ecosistema complejo que estd
compuesto por miles de especies de microorganismos a los que se los denominan
microbiota y que habitan la cavidad oral, tracto respiratorio superior y gastrointestinal,
vagina y piel. Estos microorganismos, que se adquieren poco después del nacimiento y
persisten durante toda la vida, juegan un rol importante en la fisiologia del huésped, como
en la digestion y asimilacidn de nutrientes, proteccidon contra la colonizacion por bacterias
patégenas, modulacién de la respuesta inmune, etc. (Backhed y col., 2005).
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Los lactobacilos se encuentran asociados a diferentes tejidos y la cantidad de
microorganismos encontrados depende de la especie animal, la edad del huésped, la
localizacion, etc. Por ejemplo la microbiota del infante es altamente inestable en
comparacion con la del adulto y el contenido en lactobacilos es variable (Mackie, y col.,
1999). Otro ejemplo lo constituye la presencia mas pronunciada de Lactobacillus spp. en el
tracto urogenital femenino que en el masculino y esta distribucién dominante
generalmente define el tracto de mujeres sanas (Zhou y col., 2007).

La identificacidon de la microbiota normal que determina un tracto sano, es una
tarea complicada, principalmente por el hecho de que varia extensamente entre
diferentes individuos, por lo tanto es muy dificil correlacionar el estado de salud con la
presencia o ausencia de ciertas especies bacterianas (Lebeer y col., 2008). Otro factor
clave en la identificacion de los microorganismos que forman parte de la microbiota es la
técnica de deteccién utilizada. Por mas de un siglo para identificar los microorganismos
presentes en un tejido u érgano sano se utilizaban métodos de cultivo directos, los cuales
consistian en el aislamiento y observacién de colonias en medios de cultivo no selectivos
con incubacién en aerobiosis y en anaerobiosis. Pero aquellos microorganismos que, por
ejemplo, no son capaces de crecer aislados o tienen exigencias nutricionales especificas,
no desarrollaban colonias y por lo tanto resultaban indetectables. Para salvar este
problema, hoy en dia se aplican tecnologias en base a genes o secuenciamiento de ADN
para identificar microorganismos independientemente de su capacidad para cultivarlos
(Hyman y col., 2005). Estudios recientes realizados con estas tecnologias confirman que la
microbiota vaginal en mujeres premenopausicas saludables esta dominada generalmente
por especies de Lactobacillus, en especial por L. iners, L. crispatus, L. fermentum, L. casei,
L. vaginalis, L. delbrueckii, L. reuteri y L. rhamnosus (Falagas y col., 2007; Cribby vy col.,
2008; Martin y col., 2008).

1.3 Probidticos.

El término probidtico ha sido definido por La Organizacién de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) junto con la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) como: “microorganismos vivos que cuando son suministrados en cantidades
adecuadas confieren beneficios en la salud del huésped” (Food and Agriculture
Organization of the United Nations and World Health Organization, 2001). Para ser
utilizados como probidticos, estos microorganismos deben ser habitantes del cuerpo
humano, no patdgenos, no toxigénicos, poseer capacidad de adhesion a las células
epiteliales, producir sustancias antimicrobianas, ser resistentes a las condiciones
fisioldgicas que encontrardn en el huésped, como por ejemplo ser tolerantes al medio
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acido estomacal o al efecto de la bilis en el duodeno, entre otros (Reid y Hammond, 2005;
Castro y de Rovetto, 2006).

La mayoria de los probiodticos estan formulados con bacterias principalmente de los
géneros Lactobacillus o Bifidobacterium (Carr y col.,, 2002; Picard y col., 2005), que
comunmente habitan intestino y vagina. Actualmente se investiga la utilizaciéon de otros
microorganismos como cepas probidticas como bacterias entéricas (Sartor, 2003),
especies de Streptococcus (Meurman y Stamatova, 2007) y levaduras del género
Sacharomyces (Czeructa y col., 2007)

Al presente, el uso de probidticos y especialmente los formulados con BAL ha
recibido gran atencién como una alternativa natural y de bajo costo para restaurar y
mantener la salud (Hamilton-Miller, 1997) no sdlo en el hombre, sino también en
mamiferos y muy recientemente se estan utilizando en otros animales, como en peces y
crustdceos (Monroy Dosta y col., 2009).

1.4 Mecanismos de accion de cepas de lactobacilos probidticos.

Las cepas de lactobacilos probidticos influyen sobre la salud del huésped mediante
diferentes mecanismos:

e Produccién de sustancias antimicrobianas como dacido lactico, perdxido de
hidrégeno (H,0,) y bacteriocinas (Servin, 2004).

e Exclusidn competitiva de microorganismos patdégenos mediante competencia por
nutrientes (Castro y de Rovetto, 2006) o competencia por un receptor que permite
la adherencia al epitelio del huésped (Johnson y col., 2007; Lebeer y col., 2008).

e Estimulacion de la respuesta inmunoldgica: los lactobacilos son especialmente
necesarios para la respuesta inmunoldgica primaria y pueden inducir a células
dendriticas y células-T, aumentar la actividad fagocitica de monocitos vy
granulocitos (Rook y Brunet, 2005) y participar en la sintesis de interferén gamma
y citoquinas proinflamatorias (Reid y col., 2003).

e Modulacién de la respuesta inmunoldgica, importante en la prevencidon de las
enfermedades alérgicas (Kalliomakiy col., 2001).

e Interacciones benéficas con el epitelio: por ejemplo en intestino los lactobacilos
intervienen en la sintesis de compuestos utiles para el epitelio, como la vitamina
B12 (Santos y col., 2008), modifican el metabolismo de lipidos en higado, de
aminodcidos y de acidos grasos como el butirato, que es fuente de energia
particularmente importante para las células del colon (Martin. y col., 2008). Los
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lactobacilos participan también en la induccion de musina, que es un
mucopolisacdrido que tiene funcidén lubricante y es componente principal del
moco, por lo tanto se encuentra en cualquier secrecién mucosa de las superficies
expuestas a friccién y erosion (Mack y col., 2003).

Es importante aclarar que una cepa probidtica puede participar en muchos, pero no
necesariamente en todos los mecanismos anteriormente mencionados.

La aplicacién de las BAL como probidticas puede estar dirigida al tratamiento o
prevencion de diferentes patologias (Food and Agriculture Organization of the United
Nations and World Health Organization, 2001). En los trastornos del aparato digestivo,
como diarreas asociadas a virus o bacterias, enfermedades cardiovasculares (De Roos y
Katan, 2000; Oxman y col., 2001), prevencidn de infecciones en el aparato genitourinario
(Reid, 2001), entre otras; asi como también pueden estar destinadas a mantener la salud y
reducir el riesgo de contraer enfermedades a largo plazo en individuos sanos (Hatakka y
col., 2001).

1.4.1 Produccion de compuestos antimicrobianos.

La sintesis de compuestos antimicrobianos es uno de los mecanismos probidticos
mas importantes de los lactobacilos y dentro de las principales sustancias que producen
podemos mencionar:

o Acido lactico: es uno de los principales compuestos que liberan las cepas de
Lactobacillus spp. La fraccidon no disociada del acido es la que tiene mayor efecto
inhibitorio debido a su naturaleza lipofilica, ya que puede atravesar la membrana
celular y disociarse en el citoplasma. El resultado es una interferencia en las
funciones celulares (como la translocacién de sustratos y la fosforilacién oxidativa)
y un aumento en la concentracion de protones en el interior celular lo que
disminuye el pH. Esta disminucidn promueve la desnaturalizacién proteica y
desestabilizacidon de otros componentes estructurales. Cuando la concentracion de
protones excede la capacidad buffer del citoplasma se transportan hacia el exterior
mediante una bomba dependiente de ATP, reduciendo asi las reservas energéticas
de la célula. Ademas, este acido organico funciona como permeabilizador de la
membrana plasmatica permitiendo que otros compuestos actien sinérgicamente
con él y tiene funcidon quelante, capturando elementos esenciales para el
crecimiento microbiano, como el hierro (Vadsquez y col., 2009).
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e H,0,: posee un efecto bacteriostatico y bactericida, ya que funciona como un
oxidante produciendo radicales libres que atacan los componentes celulares
esenciales como lipidos, proteinas y ADN (Jangho-Hyuk y col., 2008). La
acumulacién de H,0, en el medio de cultivo se debe principalmente a que los
lactobacilos no poseen catalasa. No todas las cepas de lactobacilos son
productoras de éste compuesto.

e Bacteriocinas: son sustancias que producen algunos microorganismos, las cuales
presentan un nucleo proteico al cual se unen otros compuestos quimicos como
glicidos, lipidos, ARN, etc. mediante modificaciones post-traduccionales y
presentan actividad antimicrobiana sobre bacterias relacionadas y no relacionadas
filogenéticamente (Mufioz-Rojas, 2003; Sanchez Ruiz, 2008; Gillord y col., 2008b;
Monroy Dosta y col., 2009).

e Otros: biosurfactantes. Esta sustancia o sustancias se absorben a las superficies e
inhiben la adhesidn inicial del microorganismo patégeno. Estan compuestas por
proteinas e hidratos de carbono, en algunos casos acompafiadas de una elevada
cantidad de alanina (Reid, 2001).

1.4.2 Bacteriocinas.

Las bacteriocinas fueron inicialmente identificadas como un producto termolabil
presente en cultivos de Escherichia coli y con efecto antagonista contra algunas cepas de
la misma especie y se le dio el nombre de colicina, como para identificar el
microorganismo productor. Desde entonces las bacteriocinas han sido aisladas de
numerosas bacterias y recientemente han sido descriptas como producidas por algunas
archaeobacterias (Riley y Wertz, 2002a).

Ecolégicamente, las bacteriocinas pueden servir como un factor de competencia o
como un factor de defensa, para inhibir el establecimiento de cepas en un nicho ecoldgico
(Gillor y col., 2008a).

Son liberadas al medio extracelular donde cumplen con su funcién bacteriostatica
o bactericida (Mufioz-Rojas, 2003).
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1.4.2.1 Clasificacion de bacteriocinas.

Las bacteriocinas se las pueden clasificar en términos de tamafo, microorganismo
diana, modo de accidn, liberacion de la célula productora y mecanismos inmunolégicos.
Se pueden dividir en 2 grupos principales: bacteriocinas producidas por bacterias Gram
negativas y Gram positivas.

1.4.2.1.1 Bacteriocinas de bacterias Gram negativas.

De las bacteriocinas de este grupo bacteriano, la que mas se conoce es la colicina.
Los grupos de genes que codifican para estas bacteriocinas generalmente se localizan en
plasmidos encontrandose también, a veces o exclusivamente, en el cromosoma como en
el caso de las piocinas producidas por P. aeruginosa. El operén que codifica para colicina
incluye 3 genes: el gen de la bacteriocina, para la sintesis de una proteina que confiere
inmunidad especifica a la cepa productora (mediante unién e inactivacidn de la sustancia
antimicrobiana) y un gen de lisis que permite la liberacién de la sustancia. Esto significa
que la liberacidn de la colicina es letal para la célula productora (debido a una coexpresion
de la colicina y el gen de lisis) y el sentido de este proceso no esta del todo elucidado. La
sintesis de la colicina se produce principalmente en condiciones de estrés, como por
ejemplo en la respuesta SOS que es un sistema de regulacidon de la expresiéon genética
frente a lesiones en el ADN, aunque también existen otras condiciones ambientales
especificas que pueden desencadenarlo (Muioz Rojas, 2003; Cascales y col., 2007; Gillor y
col., 2008b).

El modo de accidn de estas bacteriocinas varia desde la formacién de poros en la
membrana plasmatica hasta la actividad nucleasa contra ADN, ARN y ARNt (Riley y Wertz,
2002b).

1.4.2.1.2 Bacteriocinas de bacterias Gram positivas.

Generalmente son catidnicas, anfifilicas, permeabilizan las membranas
citoplasmaticas de las células susceptibles y tienen un tamarfo entre 2 y 60 KD (Heng vy
col., 2007). Se diferencian de las bacteriocinas de bacterias Gram negativas
principalmente por tres razones (Riley y Wertz, 2002b):
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1. Son mas abundantes y mads diversas que las de bacterias Gram negativas.

2. No son necesariamente letales para la célula productora, ya que en estas bacterias

existen mecanismos transportadores dedicados a la liberacién de la sustancia que
pueden ser especificos de la bacteriocina o transportadores sec-dependientes
(Drider y col., 2006).

En bacterias Gram positivas hay un sistema de regulacidon de la sintesis especifica y
mas compleja que en bacterias Gram negativas (Nes y col., 1996).

Las bacteriocinas de las BAL son las mejores caracterizadas de éste grupo y han

sido clasificadas en 5 grupos segin Kemperman y col. (2003):

Clase I: comprende bacteriocinas modificadas post-traduccionalmente, conocidas
como lantibioticos (Twomey y col., 2002). Se denominan asi, porque tienen
modificaciones post-traduccionales y contienen residuos de lantionina o sus
derivados. La bacteriocina mds estudiada de este grupo es la nisina. Estdn
subdivididas en 3 grupos sobre la base de su estructura y modo de accién: Tipo A
lantibioticos las cuales son pequefios péptidos que contienen moléculas cargadas
positivamente y actian por formacion de poros, permitiendo la disipacién del
potencial de membrana y el eflujo de metabolitos de la célula sensible (Nagao y
col., 2006). Tipo B lantibioticos que actuan interfiriendo con las reacciones
enzimaticas celulares, como la sintesis de pared (Drider y col., 2006) y el ultimo
subgrupo, Tipo C lantibioticos formado por dos componentes que actian
sinérgicamente (Martin y col., 2004).

Clase IlI: incluyen bacteriocinas minimamente modificadas, estables al calor (Drider
y col., 2006). Son también pequeiios péptidos pero no contienen lantionina
(Oppegard y col., 2007) y la mayoria de las bacteriocinas de este grupo actian por
permeabilizacién de la membrana y la subsecuente fuga de moléculas en la
bacteria diana. Estas bacteriocinas también estan subdivididas en grupos: Clase lla
es el mas grande y sus miembros se distinguen por su actividad compartida frente
a bacterias del género Listeria y por una secuencia N-terminal conservada que
facilita la unidn a la superficie de la célula sensible. Esta clase actua por formacién
de poros y como ejemplos se pueden nombrar la pediocina y la leucocina A. Las
bacteriocinas Clase Ilb, como la lactacina F y la lactococcina G forman poros
compuestos por 2 péptidos diferentes en la membrana diana (Garneau y col.,
2002). Por ultimo las bacteriocinas Clase llc, como la acidocina 1B, que son
bacteriocinas pequefias, sec-dependientes y termoestables (Han y col., 2007).
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e Clase lll: son proteinas termolabiles largas como helveticina J o lactacina B (Dobson
y col., 2007).

e Clase IV: incluye bacteriocinas complejas con residuos de lipidos o de hidratos de
carbono (Heng y col., 2007). Requieren de la union con éstos compuestos para su
actividad. Se conoce poco sobre su estructura y funcién, y como ejemplos se
pueden nombrar la leucocina Sy lactocina 27 (Vermeiren vy col., 2006).

e C(lase V: abarca bacteriocinas de estructura circular y no modificadas post-
traduccionalmente. A esta clase pertenecen la enterocina AS-48 y la gasericina A.

Las bacterias productoras de bacteriocinas clase | y Il son las estudiadas con mayor
frecuencia en la busqueda de cepas probidticas (Gillor y col., 2008a).

La estructura genética de estas bacteriocinas es mds compleja si se las compara
con la de bacterias Gram negativas, por ejemplo el cluster de nisina incluye el gen para el
pre-péptido (nisA), genes de enzimas para la modificacién de aminoacidos (nisB y nisC),
gen para el clivado del péptido lider (nisP), gen para secrecién (nisT), genes de inmunidad
(nisl, nisF, nisE y nisG) y genes regulatorios de la expresién (nisR y nisK). El grupo de genes
para la sintesis de bacteriocinas en bacterias Gram positivas estan frecuentemente
codificados en plasmidos y ocasionalmente se encuentran en el cromosoma. Algunos
pueden encontrarse en transposones, como en el caso de la nisina (Cheigh y Pyun, 2005).

El rango de actividad puede variar desde estrecho, como para la lactocina A que
presenta actividad antimicrobiana sélo sobre Lactococcus spp., hasta extremadamente
amplio, como en el caso de la nisina A que actla frente a especies de Actinomyces,
Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Enterococcus, Gardnerella, Lactococcus, Listeria,
Micrococcus, Mycobacterium, Streptococcus y Staphylococcus ademas de un importante
grupo de géneros de bacterias Gram negativas como Campylobacter spp., Haemophilus
spp., Helicobacter spp. y Neisseria spp. (Morency y col., 2001).

Las bacteriocinas son metabolitos secundarios. La produccién de bacteriocinas por
bacterias Gram positivas comienza al final de la fase exponencial y se hace maxima en la
fase estacionaria de crecimiento, pero la regulacion de la expresién no es dependiente de
este cambio en el estadio de crecimiento per se, sino mas bien de la densidad de cultivo
(Dufour y col., 2007). Por ejemplo, en el caso de la nisina, la expresién estd controlada por
un sistema de transduccién de sefiales en 2 componentes, tipico de la mayoria de los
mecanismos de “qudrum sensing”, el cual es un sistema de control de la expresiéon
genética dependiente de la densidad celular, en donde el gen nisR es el regulador de la
respuesta y el gen nisK es el sensor quinasa (Hechard y Sahl, 2002).
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1.5 Perspectivas futuras.

Por lo evaluado en los puntos anteriores, podemos afirmar que el estado de salud
de un tracto en el cuerpo humano es el resultado de varios factores, como la ausencia de
patdgenos, la presencia de una microbiota adecuada con efectivas propiedades
antagonicas y el desarrollo del sistema inmunoldgico innato y adaptativo competentes,
entre otros. Es decir que un microorganismo patégeno puede entrar en contacto con el
hospedador y aun asi no provocar enfermedad, ya sea porque la cepa no posee los
factores de virulencia que permitan el desarrollo de la enfermedad, porque el huésped
tiene un sistema inmunoldgico que erradica al patégeno y/o debido a la presencia de la
microbiota benéfica que es la responsable de su eliminacion. Pero estos factores no son
estdticos, por ejemplo la composicidn microbiana varia desde un individuo a otro, y en
diferentes estadios del mismo individuo, permitiendo que en determinadas circunstancias
el microorganismo patégeno colonice y desencadene la enfermedad. Una terapia
preventiva seria la utilizacién de cepas probidticas que al ser administradas a un individuo
en particular colonicen y defiendan la mucosa contra la entrada de potenciales
microorganismos patdgenos. Para ello es importante plantear si el objetivo especifico de
esta insercidén es que la cepa probidtica se vuelva parte e inclusive que reemplace a la
microbiota endégena, o sélo que se encuentre en el érgano mientras la microbiota normal
se encuentra reducida, por ejemplo post-tratamiento con antibiéticos (Cribby y col., 2008;
Borchert y col., 2008; Forestier y col., 2008).

Otra aplicacién importante seria la utilizaciéon de bacteriocinas de manera analoga
al uso de antibidticos, es decir como tratamiento de infecciones. La resistencia a
antibidticos en la mayoria de los patdgenos habituales estd aumentando de manera
considerable. Esto se debe a la exposicidn a antibidticos por periodos prolongados o a
dosis subletales que promueven la emergencia de subpoblaciones de bacterias resistentes
al antimicrobiano. Como consecuencia, se debe utilizar otro antibiético en la mayoria de
los casos de mayor espectro de actividad y mayor toxicidad. Esta situacion lleva a la
necesidad de disefiar estrategias contra el ataque de patdgenos, donde la aplicaciéon de
bacteriocinas tendria mucho éxito, dado que son especificas, no téxicas para el
hospedador y de bajo costo (Mufioz Rojas, 2003;Jiménez y col, 2009).

1.6 Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60.

Como parte del cepario de la catedra Bacteriologia de la UNRC, se encuentran los
microorganismos Lactobacillus fermentum 123 y Lactobacillus rhamnosus L60, que fueron
aislados de exudados vaginales de mujeres sanas, sexualmente activas, no embarazadas y
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premenopausicas. Estas cepas estan siendo actualmente evaluadas como posibles
probidticos urogenitales (Pascual y col., 2008 ,, ).

L. fermentum L23 es un microorganismo productor de la bacteriocina L23, la cual
pertenece a la clase Il de bacteriocinas de bacterias Gram positivas. Esta bacteriocina es
termoestable, de bajo peso molecular, estable a un amplio rango de pH (entre 4 y 7), no
es alterada por tratamiento con catalasa ni ureasa, pero si por proteasas. El espectro de
inhibicién es amplio e incluye bacterias patégenas Gram negativos tales como Escherichia
coli, Proteus vulgaris, P. mirabilis, Klebsiella pneumoniae y Neisseria gonorrhoeae,
bacterias patdgenas Gram positivas como Staphylococcus epidermidis, S. aureus,
S. saprophyticus, Enterococcus faecalis y levaduras como Candida albicans (Pascual y col.,
2008).

L. rhamnosus L60 produce la bacteriocina L60, que pertenece a la clase Il de
bacteriocinas de bacterias Gram positivas. Esta bacteriocina es efectiva en un amplio
rango de pH (entre 4 y 7, con un dptimo de 5), no es significativamente alterada por
cambios de temperatura ni por tratamiento con catalasa ni ureasa y es tripsina sensible.
Es un microorganismo resistente a antibidticos utilizados frecuentemente contra
infecciones urogenitales, como ofloxacina, ciprofloxacina, ceftazidima, norfloxacina, acido
nalidixico, vancomicina y metronidazol. En un primer estudio, mostrd inhibir a muchos
microorganismos patdgenos urogenitales, como E. coli, P. mirabilis, K. pneumoniae,
G. vaginalis, S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, C. albicans, entre otros. Ademas
ésta cepa produce H,0, y tiene alta hidrofobicidad, cualidad necesaria para la adherencia
al epitelio vaginal (Pascual y col., 2008 ,).

Estudios previos realizados por el equipo de investigacion de la catedra
Bacteriologia determinaron que las bacteriocinas L23 y L60 puras tienen una actividad de
640UA/ml.

Capitulo Il.Infecciones en el tracto urogenital femenino.

Las infecciones en el aparato urogenital femenino se definen como aquellas que
afectan vejiga, rindn, uretra, periuretra, vagina y cérvix. Dentro de las infecciones en el
tracto genitourinario que no son de transmisidon sexual se incluyen: vaginosis bacteriana
(VB), vaginitis por levaduras e infecciones en el tracto urinario (ITU). En la mayoria de los
casos, el origen de los microorganismos que causan la infeccion es fecal: los
microorganismos ascienden desde el recto a vagina y/o a vejiga, y lo pueden hacer dada la
proximidad que se encuentra entre ellos. Este mecanismo de colonizacion es un proceso
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natural, ya que los microorganismos pertenecientes a la microbiota vaginal (e inclusive las
cepas probidticas) alcanzan el tracto genitourinario desde intestino (Reid y Bruce, 2003).

I1.1 Caracteristicas de la Infeccion en el tracto urinario.

La infeccion del tracto urinario es una patologia cuyo cuadro clinico se caracteriza
por presentar alguno de los siguientes sintomas:

e Necesidad urgente y frecuente de orinar.

e Picazén o quemazén al orinar.

e Doloral orinar.

e Aspecto anormal de la orina. Color turbio o lechoso (espeso).

e Aparicion de sangre en la orina.

o Fiebre y escalofrios (la fiebre puede significar que la infeccién ha alcanzado los
rinones).

e Dolor en el costado o espalda (indica infeccion en los rifiones).

A veces la ITU puede ser asintomatica. En estas situaciones la colonizacion
microbiana del tracto urinario cursa sin invasion ni respuesta inflamatoria, por lo que el
paciente no posee sintomatologia pero el urocultivo es positivo.

El diagndstico se hace mediante el analisis microbiolégico de la orina por
urocultivo, recuento e identificacién del microorganismo patégeno (Foxman, 2002). Por lo
general un recuento mayor o igual a 10° UFC/ml se considera ITU, con excepciones
particulares como por ejemplo en el caso de muestras obtenidas por puncidn suprapubica
donde la presencia de 1 UFC/ml ya es diagndstico de la infeccion. Junto con el cultivo de
orina se realiza el patrdn de sensibilidad a antibiéticos de la cepa microbiana aislada, para
informar cual/cuales son los antibidticos efectivos que se pueden utilizar en el
tratamiento.

La mayoria de los episodios de ITU ocurren en hospedadores inmunocompetentes
y con un aparato urinario normal, por lo que se habla de ITU no complicadas. De la misma
forma, los casos donde la ITU cursa en hospedadores que tienen un problema base, donde
se incluye diabetes, inmunosupresion, anormalidades funcionales o estructurales del
tracto urinario se definen como ITU complicadas (Le Nicolle y col., 2005; Tabibian y col.,
2008).

La bacteria que con mayor frecuencia causa ITU en mujeres es E. coli (en mas del
85% de los casos), seguido por cocos Gram positivos como E. faecalis y S. saprophyticus y
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otros bacilos Gram negativos como especies de los géneros Proteus y Klebsiella (Reid,
2001; Andreu y Planells, 2008; Seija y col.; 2010).

Los microorganismos uropatdgenos poseen diferentes factores de virulencia y
mecanismos patogénicos que les permiten colonizar e infectar el tracto urinario. Por
ejemplo, Proteus spp. producen ureasa, la cual hidroliza la urea que se encuentra en el
tracto dando NH;" y CO,. El aumento de NH;" aumenta el pH urinario, favoreciendo la
precipitacion de sales en forma de calculos en rifidn o vejiga que sirven como sitio de
resguardo para el microorganismo patdgeno permitiendo el desarrollo de infecciones
recurrentes. Pero existen también algunas caracteristicas del hospedador que favorecen el
desarrollo de la infeccién por determinado microorganismo patégeno, por ejemplo
P. aeruginosa es mads frecuente encontrarla en ITU de hombres, que generalmente
tuvieron tratamiento con antibiéticos o procedimientos previos en el tracto urinario
(Tabibian y col. 2008).

Las ITU tienen una elevada morbilidad. Se estima que aproximadamente 150
millones de personas sufren esta patologia alrededor del mundo, lo cual representa altos
costos sanitarios. Hasta 10% de las mujeres experimentan, por lo menos, un episodio de
ITU en un afio y hasta 60% experimentan un episodio en algin momento de su vida. El
pico de incidencia es entre los 18 y 24 afios. Los episodios recurrentes se ven en 5% de las
mujeres. Pueden traer complicaciones como dafio renal, problemas en la gestacion como
partos prematuros e inclusive la muerte (Reid, 2001; Seija y col.; 2010).

Capitulo lll. Caracteristicas del género Pseudomonas.

l1l.1 Habitat, metabolismo y cultivo.

El género Pseudomonas pertenece a la clase Gammaproteobacterias y la especie
representativa del género es Pseudomonas aeruginosa. La ubicacién taxondmica de la
especie se observa en la tabla 2.
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Tabla 2. Ubicacion taxondmica de Pseudomonas aeruginosa.

REINO Bacteria

FILO Proteobacteria

CLASE Gammaproteobacteria
ORDEN Pseudomonadales
FAMILIA Pseudomonadaceae
GENERO Pseudomonas

ESPECIE Pseudomonas aeruginosa

(Schroeter, 1872; Migula, 1900)

Los microorganismos del género Pseudomonas comprenden bacilos Gram
negativos rectos o ligeramente curvos, no esporulados. Tienen un metabolismo
estrictamente respiratorio utilizando O, como ultimo aceptor en la cadena de transporte
de electrones, por lo que son aerobios, si bien en algunos casos el NO3™ puede usarse
como aceptor alternativo permitiendo asi el crecimiento en anaerobiosis. La movilidad
estd dada por 1 o mads flagelos polares y son raramente inmdviles. Algunas especies
sintetizan un exopolisacarido mucoide denominado matriz de alginato que facilita la
adhesioén celular, la formacion de biofilm que los protege de la fagocitosis, de la accion de
anticuerpos o complemento, aumentando asi su patogenicidad.Tienen un metabolismo
muy versatil, por lo que pueden colonizar un amplio rango de ecosistemas. Tienen escasos
requerimientos nutricionales y muchas especies almacenan granulos de poli-p-
hidroxibutirato. En medios de cultivo liquidos crecen abundantemente formando un anillo
en la superficie y en medios sdélidos pueden dar 3 tipos de colonias (Bergey, 1994):

e Rugosas: generalmente asociadas a microorganismos aislados de tierra o agua. Son
colonias chicas.

e Lisas: aisladas de material clinico. Son colonias tipo huevo frito, es decir largas,
lisas y con una elevacién central.

e Mucosas: frecuentemente aislada de infecciones respiratorias o urinarias. Este
aspecto mucoide esta relacionado a la produccién de la matriz de alginato.

La temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C y pueden crecer hasta 42°C. Es
tolerante a una amplia variedad de condiciones fisicas, como elevadas temperaturas y
elevada concentracion de sal, asi como también es resistente a la presencia de colorantes,
varios antisépticos y a la mayoria de los antibidéticos comunmente usados en la clinica
(Todar, 2008).
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Las especies del género Pseudomonas se caracterizan por ser: oxidasa positiva, no
productoras de gas a partir de glucosa; y las pruebas indol, rojo de metilo y Voges-
Proskawer son negativas. Los cultivos tienen un caracteristico olor frutal. Los
microorganismos pertenecientes a éste género pueden producir pigmentos. P. aeruginosa
es la Unica especie que produce piocianina, un pigmento azul, hidrosoluble, no
fluorescente que puede extraerse con cloroformo. Este pigmento actia como sideréforo
(molécula de unidén al hierro) y tiene propiedades antimicrobianas contra S. aureus, Vibrio
cholerae, amebas y protozoos acudticos. Esta especie y otras pueden producir pioverdina,
pigmento amarillo-verdoso, hidrosoluble (pero insoluble en cloroformo), fluorescente a
luz UV que también actia como siderdforo y cuya secrecion estd asociada a condiciones
limitantes de hierro (Bergey, 1994, Todar, 2008).

Las especies de éste género son ubicuas y se encuentran en suelos, aguas y en las
superficies en contacto con ellos. Son predominantes en la rizésfera y filésfera de plantas
y han sido aislados tanto de aguas dulces como marinas.

En el género, hay muchos microorganismos de interés, como P. aeruginosa que es
un importante patégeno humano, P. syringae que es un importante patégenos de plantas
y P. fluorescens que es promotor del crecimiento vegetal.

11l.2 Estructura antigénica y factores de virulencia.

La estructura celular del género Pseudomonas incluye antigenos (Ag) somatico O,
Ag flagelares H y fimbriales F. Como todo microorganismo Gram negativo, Pseudomonas
spp. poseen una membrana externa que en su composicion lipopolisacarida incluye el
lipido A o endotoxina, responsable del sindrome de shock endotdxico, el cual en términos
generales se caracteriza por: fiebre, hipotensién, distrés respiratorio, inhibicién de los
fagocitos, activacion del sistema de coagulacidn, fibrindlisis, activaciéon de la via del
complemento alternativa y liberacién de sustancias vasoactivas.

La patogénesis de las espeies del género es multifactorial, ya que la virulencia no
se puede atribuir a un uUnico determinante. Producen enzimas extracelulares como
elastasa, proteasas, colagenasas y fibrinolisina, que ayudan a la invasién del
microorganismo y dos hemolisinas: fosfolipasa vy lecitinasa, las cuales actian
sinérgicamente para solubilizar fosfolipidos de membrana. Son productores de 2
exotoxinas: la exotoxina A y la exotoxina S. La mds estudiada es la exotoxina A, la cual
actua sobre el factor de elongacion Il celular inhibiendo la sintesis de proteinas
produciendo necrosis, alteracion de macréfagos y fagocitos, hepatotoxicidad, hipotension,
entre otros sintomas. La exotoxina S impide la accién de células fagociticas en sangre y en
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tejidos internos y se sintetiza principalmente en tejidos de pacientes quemados. Producen
leucocidina que es una sustancia con accién litica sobre leucocitos, macrofagos y
polimorfonucleares bloqueando de esta forma la barrera primaria de defensa (Martinez,
2007).

Algunas cepas producen bacteriocinas, como la piocina de P.aeruginosa.

La matriz de alginato forma el biofilm el cual aisla a las bacterias del ambiente y las
protege de los mecanismos de defensa del hospedador, principalmente de la opsonizacién
con anticuerpos, depdsito de complemento, fagocitosis y también del ataque de
antibidticos (Martinez, 2007).

11l.3 Patogenia de cepas de Pseudomonas aeruginosa.

A pesar de la gran variedad de factores de virulencia P. aeruginosa rara vez ataca
individuos inmunocompetentes o tejidos no lesionados. Esto que parece contradictorio,
refleja la limitada capacidad del microorganismo de colonizar o dafiar epitelios intactos, y
explica por que la pérdida de la integridad epitelial, acompafiada por una disminucién en
la funcién inmunoldgica, es normalmente un pre-requisito para la infeccion por esta
bacteria (Martinez, 2007).

Este microorganismo es un patdgeno oportunista, ya que puede formar parte de la
microbiota normal del hombre (se lo puede recuperar de piel, mucosa nasal, faringe y
materia fecal), pero cuando existe alguna alteracién en las barreras primarias de defensa,
como heridas o quemaduras, por el uso de dispositivos médicos, como catéteres
intravenosos, sondas urinarias, tubos endotraqueales o existe algin problema base como
la fibrosis quistica e inmunosupresiéon, P. aeruginosa es capaz de producir enfermedad.
Puede entonces estar involucrada en muchas patologias como ITU, septicemia, neumonia,
infecciones intestinales, dermatitis, endocarditis, osteocondritis, entre otras. Que se
establezca cada una de estas patologias depende principalmente de los factores de
virulencia que expresa el microorganismo patégeno y las condiciones predisponentes que
presenta el epitelio.

Las infecciones por P. aeruginosa son tanto invasivas como toxigénicas y se las
pueden analizar en 3 estadios (Todar, 2008):

1. Colonizacién: como es una bacteria que se encuentra en el ambiente y también es
parte de la microbiota humana, es muy dificil descubrir cual fue el origen de
microorganismos en una patologia. La adherencia es el principal mecanismo
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implicado en esta etapa y se sabe que estd mediada por la union de pilis a
receptores de la superficie epitelial. En el caso de la colonizacién del epitelio
respiratorio, el proceso puede estar acompainado de la produccion de proteasas
que degraden la fibronectina como para exponer el receptor del pili en las células.
Una injuria en el epitelio juega un rol importante en la colonizacién, como la lesién
provocada por el avance de un primer patdgeno al tejido, quemaduras, heridas, y
demas. La matriz de alginato favorece la permanencia de la bacteria evadiendo la
defensa del huésped.

2. Invasidn: la habilidad de invadir tejidos depende de la produccién de enzimas
extracelulares y toxinas. Las enzimas rompen la integridad epitelial y permiten que
ocurra la infecciéon, mientras las toxinas contribuyen a la invasién a través de su
efecto citotdxico contra neutréfilos, linfocitos y otras células eucariotas.

3. Diseminacion: la posibilidad de alcanzar sangre y diseminarse a otros tejidos esta
mediada por los mismos factores asociados a las infecciones localizadas.
Principalmente la endotoxina microbiana es la responsable de los aspectos
patoldgicos de la septicemia.

111.4 Resistencia a antibioticos.

P. aeruginosa es un microorganismo importante como patégeno principalmente
por su elevada resistencia a antibidticos. Esta resistencia es debida, entre otros factores, a
la naturaleza de la membrana externa de las bacterias Gram negativas, la cual actia como
una barrera a la entrada del antibiético. Ademas este microorganismo tiende a colonizar
las superficies con formaciéon de biofilm, lo que impide que la bacteria esté en contacto
con concentraciones terapéuticas del antibidtico (Todar, 2008).

Muchos de los genes de resistencia a antibidticos en este microorganismo estan en
plasmidos que se pueden adquirir por mecanismos de transferencia génica horizontal,
principalmente por conjugacion y transduccion. Esto significa que el patrén de sensibilidad
a antibidticos de una cepa de P. aeruginosa puede cambiar por adquisicion de nueva
informacién genética.

P. aeruginosa es intrinsecamente resistente a diversos antibidticos, como beta
lactamicos, macrdlidos, tetraciclinas y la mayoria de las fluoroquinolonas. El amplio
numero de antibidticos restantes pueden ser efectivos pero no contra todas las cepas de
esta especie ya que P. aeruginosa es capaz de desarrollar resistencia a cualquiera de estos
agentes, con frecuencia bajo la influencia de la exposicidn antibacteriana previa. El riesgo
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de emergencia de resistencia antimicrobiana como consecuencia de la exposicion a
antibioticos varia segun el farmaco empleado (Driscoll y col., 2007; Riverén y col., 2003).

Los mecanismos generales de resistencia antibacteriana comprenden el bloqueo
del ingreso, la salida activa de la célula, la degradacion enzimatica y la alteracion de la
estructura blanco (Driscoll y col., 2007; Riverén y col., 2003).

En la actualidad se estdn buscando terapias alternativas que permitan disminuir la
probabilidad de infeccién por cepas de P. aeruginosa (prevencidon) o actuar sobre el
microorganismo una vez establecido (tratamiento). El uso de bacteriocinas o
microorganismos productores de bacteriocinas con propiedades antagonistas sobre cepas
de P. aeruginosa, podria ser una estrategia efectiva aplicable en diferentes procesos
infecciosos (Mufioz- Rojas, 2003; Borchert y col.; 2008).
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2 Hipotesis.

e Las bacteriocinas L23 y L60 producidas por Lactobacillus fermentum L23 vy
Lactobacillus rhamnosus L60 respectivamente presentan actividad antimicrobiana
frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de procesos infecciosos.

e El efecto inhibitorio de las bacteriocinas L23 y L60 es sinérgico frente a cepas de

Pseudomonas aeruginosa aisladas de procesos infecciosos.
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3 Objetivos.

Objetivo general:

El objetivo de éste trabajo de investigaciéon fue estudiar la actividad de las
bacteriocinas producidas por Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60
sobre diferentes cepas de Pseudomonas aeruginosa.

Objetivos especificos:

1. ldentificar cepas de Pseudomonas aeruginosa mediante pruebas bioquimicas.

2. Determinar la susceptibilidad antibidtica de las cepas de Pseudomonas aeruginosa.

3. Detectar la actividad antimicrobiana de las cepas Lactobacillus fermentum L23 y
Lactobacillus rhamnosus L60 sobre cepas de Pseudomonas aeruginosa.

4. Estudiar las interacciones entre Lactobacillus fermentum L23 vy Lactobacillus
rhamnosus L60 productores de bacteriocinas y diferentes cepas de Pseudomonas
aeruginosa.

5. Estudiar la Concentracién Inhibitoria Fraccionaria (CIF) de las bacteriocinas sobre
cepas de Pseudomonas aeruginosa.
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4 Materiales y métodos.

4.1 Identificacion y almacenamiento de Lactobacillus fermentum L23 vy
Lactobacillus rhamnosus L60.

4.1.1 Cepas de Lactobacillus spp. Utilizadas.

Se trabajo con las cepas L. rhamnosus L23 y L. fermentum L60 pertenecientes al
cepario de la cdtedra Bacteriologia de la UNRC. Estas cepas se aislaron previamente del
tracto genital femenino de mujeres sanas, no embarazadas, sexualmente activas vy
premenopausicas (Pascual y col., 2008,, ).

Los lactobacilos se cultivaron en caldo MRS (Man, Rogosa, and Sharpe- Britania) o
también conocido como agar Rogosa durante 24 h a 37°C en microaerobiosis (5% de CO,).
Posteriormente se obtuvieron colonias aisladas en agar MRS incubando en idénticas
condiciones y la pureza de la cepa se confirmoé por tincién de Gram.

4.1.2 Identificacion.

Se realizaron las pruebas bioquimicas (de género, grupo y especie) sugeridas en el
manual de Bergey de Bacteriologia Sistemdtica (1994) para la identificacién de las cepas; y
los resultados se confirmaron por el sistema de identificacion semiautomatizado APl 50
CH (Laboratorio BioMeérieux). Ademads se realizé la genotipificacion de cada cepa con
almacenamiento en el GenBank.

4.1.2.1 Identificacion de Lactobacillus spp. por pruebas bioquimicas.

A partir de colonias aisladas caracteristicas crecidas en agar MRS, se realizaron las
siguientes pruebas bioquimicas identificatorias (anexo | y 1l):

1) Pruebas bioquimicas para la identificacién de género Lactobacillus (tabla 3).
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Tabla 3. Pruebas bioquimicas para la identificacién del género Lactobacillus.

Pruebas bioquimicas
Catalasa

Reduccion de nitrato
Produccién de indol
Hidrolisis de la Gelatina

Produccion de SH,
Manual Bergey de Bacteriologia Sistematica (1994)

2) Pruebas bioquimicas para la identificacién de grupos de lactobacilos (tabla 4).

Tabla 4. Pruebas bioquimicas para la identificacién de grupos de lactobacilos.

Pruebas bioquimicas
Arginina dehidrolasa

Gas glucosa

Desarrollo a 45°C
Fermentacion del gluconato
Fermentacion de ribosa

Manual Bergey de Bacteriologia Sistematica (1994)

3) Pruebas bioquimicas para la identificacion de especies (tabla 5).

Tabla 5. Patrén de fermentacién de hidratos de carbono por especies de Lactobacillus.

Azucar Lactobacillus fermentum  Lactobacillus rhamnosus
Arabinosa d d
Celobiosa d +
Fructosa + +
Galactosa + +
Lactosa + +
Maltosa + +
Manosa + +
Melibiosa + -
Rafinosa + -
Salicina - +
Sacarosa + +
Trehalosa d +
Xilosa d -

Referencias: (+)= mas del 90% positiva;(-)= mas del 90% negativa;
d= entre 11-89% de las cepas positivas.
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4.1.2.2 Identificacion de Lactobacillus spp. por API 50 CH.

APl 50 CH es un sistema de identificacion semiautomatizado empleado para el
estudio de la utilizacidon bacteriana mediante fermentacién de hidratos de carbono y sus
derivados como polialcoles, heterdsidos y acidos urdnicos. El sistema comercial para la
identificacion de especies de Lactobacillus consiste en 50 microtubos con los sustratos

fermentables, los cuales se rehidrataron e inocularon con una suspension de la cepa en
estudio en el medio API 50 CHL equivalente al tubo 2 en la escala de McFarland. Las
galerias se cubrieron con vaselina estéril, se incubaron a 37°C y se leyeron los resultados a
las 48 h. Los datos se interpretaron como positivo (+), negativo (-) o dudoso (D) y fueron
ingresados al sistema Mini APl 50 CH para su procesamiento. En la tabla 6 se observa la

composicidon de cada microtubo.

Tabla 6. Composicion de los microtubos de la galeria API 50 CH.

TUBO ENSAYO COMPONENTE ACTIVO TUBO ENSAYO COMPONENTES ACTIVOS
0 TESTIGO 25 ESC ESCULINA-CITRATO FERRICO
1 GLY GLICEROL 26 SAL SALICINA
2 ERY ERITRITOL 27 CEL D_CELOBIOSA
3 DARA D_ARABINOSA 28 MAL D_MALTOSA
4 LARA L_ARABINOSA 29 LAC D_LACTOSA (origen bovino)
5 RIB D_RIBOSA 30 MEL D_MELIBIOSA
6 DXYL D_XILOSA 31 SAC D_SACAROSA
7 LXYL L_XILOSA 32 TRE D_TREHALOSA
8 ADO D_ADONITOL 33 INU INULINA
9 MDX METIL_BD_XILOPIRANOSIDA 34 MLZ D_MELESITOSA
10 GAL D_GALACTOSA 35 RAF D_RAFINOSA
11 GLU D_GLUCOSA 36 AMD ALMIDON
12 FRU D_FRUCTOSA 37 GLYG GLICOGENO
13 MNE D_MANOSA 38 XLT XILITOL
14 SBE L_SORBOSA 39 GEN GENTIOBIOSA
15 RHA L_RAMNOSA 40 TUR D_TURANOSA
16 DUL DULCITOL 41 LYX D_LIXOSA
17 INO INOSITOL 42 TAG D_GATOSA
18 MAN D_MANITOL 43 DFUC D_FUCOSA
19 SOR D_SORBITOL 44 LFU L_FUCOSA
20 MDM METIL_AD_MANOPIRANOSIDA 45 DARL D_ARABITOL
21 MDG METIL_AD_GLUCOPIRANOSIDA 46 LARL L_ARABITOL
22 NAG N_ACETILGLUCOSAMINA 47 GNT GLUCONATO POTASICO

2_CETOGLUCONATO
23 AMY AMIGDALINA 48 2KG POTASICO
24 ARB ARBUTINA 49 5KG >_CETOGLUCONATO

POTASICO
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4.1.3 Almacenamiento de las cepas.

Las cepas de Lactobacillus se sembraron en placas y en caldo MRS y se incubaron a
37°C 24 h en microaerobiosis. Las placas se almacenaron a 4°C realizdndose repiques cada
20 dias aproximadamente y a los tubos con caldo se les agregd glicerol al 30%
conservandose a -20°C durante tiempos prolongados.

4.2 Aislamiento, identificacion y almacenamiento de cepas de
Pseudomonas aeruginosa.

4.2.1 Aislamiento.

Se trabajo con 31 cepas de P. aeruginosa que fueron aisladas en el Hospital de Rio
Cuarto a partir de distintos materiales clinicos. Las mismas se sembraron en agar
cetrimide y se incubaron 24 h a 37°C en aerobiosis. Se realiz6 coloracién de Gram a las
colonias aisladas para confirmar que los microorganismos fueran bacilos Gram negativos.

4.2.2 Identificacion.

Se realizaron pruebas metabdlicas identificatorias de familia y de especie
aconsejadas en el Manual Bergey’s de Bacteriologia Sistematica (1994) que se observan
en las tablas 7 y 8, respectivamente. El fundamento e interpretacién de cada una de las
pruebas se explica en el anexo Il.

Tabla 7. Pruebas bioquimicas para la identificacién de la familia Pseudomonadaceae.

Pruebas bioquimicas
Oxidasa

OF glucosa

Indol

Rojo de metilo
Voges- Proskawer

Romina Alin Tobares 26



Tabla 8: Pruebas bioquimicas para la identificacién de Pseudomonas aeruginosa.

Pruebas bioquimicas

Desarrollo a 42°C
Tolerancia al cetrimide
Catalasa

Hidrdlisis de la gelatina
Reaccidn del nitrato
Almiddn

Produccidn de piocianina
Produccidn de pioverdina
Hidrdlisis de la arginina

4.2.3 Almacenamiento de las cepas.

Las cepas de P. geruginosa crecieron en caldo tripteina soya durante 24 ha 37°Cen
aerobiosis y se agregd glicerol al 30% para su almacenamiento a -20°C. Cada cepa se
sembré en una placa de Petri conteniendo agar tripteina soya y se incubd en las
condiciones anteriormente descriptas. Las placas se almacenaron a 4°C para su utilizacién
diaria, realizandose repiques cada 20 dias.

4.3 Estudio de la sensibilidad a antibidticos de las cepas de Pseudomonas
aeruginosa.

El patrén de sensibilidad de P. aeruginosa a los antibidticos se estudio siguiendo la
técnica de Bauer y col (1966). Se realizd un cultivo de 24 h de incubacién en aerobiosis a
37°C en caldo tripteina soya, a partir del cual se prepard una suspensiéon microbiana de
turbidez equivalente al tubo 0.5 de la escala de McFarland en el mismo medio. Se
considera que esta turbidez es correspondiente a una concentracién de 108UFC/ml.
Utilizando un hisopo estéril se sembré la suspension en placas de agar Muller-Hinton. Los
antibidticos a ensayar fueron los utilizados generalmente para uso clinico. Se colocaron
multidiscos para bacilos Gram negativos serie 2 (Britania) sobre la placa ya sembrada. Las
placas fueron incubadas 18-24 h en aerobiosis a 37°C y posteriormente se leyeron los
resultados midiendo el diametro de los halos de inhibicién del crecimiento bacteriano
segun los criterios de susceptibilidad y resistencia aprobados por el Comité Americano de
Estandarizacion de Laboratorios Clinicos (NCCLS, 2005). Se evalud la sensibilidad a los

siguientes antibidticos: amicacina (AKM) 30 ug, meropenem (MEM) 10 pug,
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piperacilina/tazobactama (TAZ) 5 ug, ciprofloxacina (CIP) 5 ug, cefepime (FEP) 30 ug y
cefalotina (CEF) 30 pg.

4.4 Deteccion de la actividad antimicrobiana de Lactobacillus fermentum
L23 vy Lactobacillus rhamnosus L60 sobre cepas de Pseudomonas
aeruginosa.

Se utilizé la técnica de estrias cruzadas, la cual permitié evaluar la actividad
antimicrobiana de cada lactobacilo productor de bacteriocinas sobre las 31 cepas de
P. aeruginosa. El ensayo se realizd en tres dias consecutivos (Kullisaar y col., 2002).

DIA 1: a partir de un caldo de 24 h de incubacidon de los lactobacilos se realizé una estria
central utilizando un ansa en rulo en una placa de agar MRS y se incubd 24 h a 37°C en
microaerobiosis.

DIA 2: se inactivaron los Lactobacillus spp. por exposicion de las placas a vapores de
cloroformo durante 20 min y se sembrd cada cepa de P. geruginosa en una estria
perpendicular a la anterior, utilizando como indculo un cultivo en caldo tripteina soya de
24 h de incubacién. Se incubaron las placas 18-24 h a 37°C en aerobiosis.

DIA 3: lectura de resultados. Si las sustancias producidas por los lactobacilos tienen efecto
antimicrobiano sobre el crecimiento de P. aeruginosa se ve una zona de inhibiciéon o
“halo” de tamafio proporcional a la actividad de la cepa. Los halos de inhibicion se
midieron en milimetros (Figura 1).

Los ensayos se realizaron por triplicado y se utilizé una cepa de E. coli sensible a la
accién de estas cepas de lactobacilos como control positivo de la técnica.

Lactobacillus

Resistente

Sensible

Figura 1. Técnica de estrias cruzadas para la deteccién de la
actividad antimicrobiana de cepas de Lactobacillus.
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4.5 Ensayo de interaccion entre Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus
rhamnosus L60 y diferentes cepas de Pseudomonas aeruginosa.

La técnica de estrias perpendiculares permitié evaluar el efecto combinado de las
cepas de lactobacilos sobre cada de las 31 cepas de P. aeruginosa. El ensayo también se
realizé en 3 dias consecutivos y se realizaron por triplicado. (Ruiz y col., 2009).

DIA 1: a partir de un cultivo en MRS de 24 h de incubaciéon de los lactobacilos se
sembraron formando un dngulo de 90° en una placa de agar MRS. Se incubaron las placas
24 h a 37°C en microaerobiosis.

DIA 2: se inactivaron las placas por exposicidén a vapores de cloroformo durante 20 min. Se
sembré el espacio de las placas comprendido entre las 2 estrias con la cepa de
P. aeruginosa a partir de una suspension de 24 h de incubacién equivalente al tubo 0.5 en
la escala de McFarland en caldo tripteina soya, utilizando un hisopo estéril. Se incubé 18-
24 h a 37°C en aerobiosis.

DIA 3: lectura de resultados (figura 2). Para medir el efecto de las sustancias
antimicrobianas se evalud la zona de interseccién entre las cepas de Lactobacillus spp. y el
efecto que tuvo sobre el crecimiento de P. ageruginosa. Si se observa en la zona de
interseccion entre los lactobacilos un halo de inhibicion del crecimiento microbiano mayor
a cada uno de los mismos de manera independiente se denomina sinergismo. Si el
tamafio del halo de inhibicion del crecimiento bacteriano en la zona de interseccién de
ambos lactobacilos no varia respecto a los halos de inhibicién del crecimiento en forma
independiente, el efecto entre las bacteriocinas es de indiferencia. Cuando el halo de
inhibicidon del crecimiento en la zona de interseccién entre las cepas de lactobacilos es
menor que cada uno de ellos de manera independiente, corresponde a una interaccion
antagonica.

Sinergismo Indiferencia Antagonismo

Figura 2. Técnica de interaccion entre dos cepas de Lactobacillus sobre Pseudomonas
aeruginosa.
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4.6 Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) de las
bacteriocinas.

Este estudio permitié determinar la CIM de las bacteriocinas necesaria para inhibir
el crecimiento de las 5 cepas de P. aeruginosa evaluadas (Mota-Meira y col.; 2000).

La extraccién del sobrenadante libre de células (SLC) de L. fermentum L23 y
L. rhamnosus L60 se realizé a partir de un cultivo de menos de 24 h de incubacién de cada
uno de los lactobacilos crecidos en agar MRS. Para ello, se tomaron 2 o 3 colonias y se
inoculé un caldo MRS el cual fue incubado durante 24 h a 37°C en microaerobiosis. Se
tomd 0.5 ml de este cultivo y se trasvaso a 9.5 ml de caldo fresco MRS el que se incubd en
las mismas condiciones (dilucidon al 5% (V/V)). Este cultivo se centrifugd a 8500 rpm
durante 20 min a 4°C y se extrajo el sobrenadante, el cual se esterilizé por exposicién a
vapores de cloroformo durante 20 min. El SLC obtenido fue fraccionado en tubos estériles,
neutralizado con NaOH 1N hasta alcanzar pH 6 y para el caso del SLC de L. rhamnosus L60
fue ademas tratado con peroxidasa (0,1 mg/ml). Como se elimind el efecto antimicrobiano
de otras sustancias inhibitorias presentes en el SLC, se puede correlacionar el efecto
inhibitorio exclusivamente a la accién de las bacteriocinas.

Por otro lado, partir de cada cepa de P. aeruginosa se realizé una suspensiéon con
una turbidez correspondiente al tubo 0.5 de la escala de McFarland en caldo tripteina
soya, la cual se utilizé como indculo para la siembra del ensayo.

Se emplearon policubetas de 96 pozos con una capacidad de 200pul por pozo En la
fila A se determind la CIM de la bacteriocina L23 de la siguiente manera: se realizaron
diluciones seriadas en base 2 en la fila A utilizando los SLC conteniendo la bacteriocina L23
utilizando caldo MRS como diluyente. A continuacion se agregd a cada pozo 75ul de
indculo de P. aeruginosa. De la misma forma se procedié con el SLC conteniendo la
bacteriocina L60 en la fila B (figura 3).

Se utilizaron los siguientes controles: control positivo (pozo C1) conteniendo 100pl
de caldo MRS y 100ul de inéculo de P. aeruginosa, control negativo (pozo C2) conteniendo
unicamente 200ul de caldo MRS.
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1 2 3 4 5 6

A Diluciones de L23
B Diluciones de L60
C @ @OOOO Controles

Figura 3. Determinacion de la CIM de las bacteriocinas producidas por
Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60.

Ref.: Los valores representados en cada pozo corresponden a las
diluciones de las bacteriocinas (UA/ml). C+= control positivo y
C-= control negativo.

Una vez sembradas las policubetas se incubaron 18 h a 37°C en aerobiosis. Por
ultimo, se revelaron las placas mediante el agregado de 10ul de una solucién de tetrazolio
(TTC= cloruro de 2, 3,5 trifenil tetrazolio- Sigma) al 5% en agua destilada a cada pozo y se
incubd 2h a 37°C en aerobiosis. Esta sal cuando es sustrato de dehidrogenasas bacterianas
se reduce, pasando de incoloro a rojo. Los pozos con crecimiento de P. aeruginosa van a
tomar una coloracién roja por accion de las enzimas sobre la sal y aquellos donde las
bacteriocinas inhiban el desarrollo microbiano, no van a tener cambio de coloracion.

Se consideré como CIM a la minima concentracién de bacteriocina que inhibe el
crecimiento microbiano.

4.7 Determinacion de la concentracion inhibitoria fraccionaria (CIF) de las
bacteriocinas.

En este estudio se realizd una adaptacién de la técnica CIF propuesta por Krogstad
y Moellering (1980), que habitualmente se emplea para evaluar sinergismo entre
antibidticos, para valorar la interaccidn entre bacteriocinas. Mediante esta técnica se
analizan las posibles combinaciones entre 2 sustancias antimicrobianas diluidas
serialmente y los resultados se expresan en términos de CIF. El valor CIF se determina
realizando el cociente entre la CIM del agente antimicrobiano en la combinacién y la CIM
de la sustancia sola, segun la siguiente férmula:
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CIMAenAB |, CIMBenAB
CIM A CIM B

CIF=

Donde Ay B representan las sustancias antimicrobianas a evaluar y AB se refiere a
las sustancias en la combinacién.

Cuando el indice CIF es menor o igual a 0.5, la interacciéon entre las sustancias
antimicrobianas es sinérgica. Cuando el indice CIF estd comprendido entre 0.51 y 0.99 la
interaccion entre las sustancias es parcialmente sinérgica. Si el valor CIF estd entre 1y 2, Ia
interaccidon entre las sustancias antimicrobianas es indiferente, y si se obtienen indices
mayores que 2, las sustancias interaccionan antagénicamente (White y col., 1996).

Para este ensayo se obtuvieron los SLC conteniendo las bacteriocinas L23 y L60
como se explicé en el apartado anterior. Se utilizaron las mismas cepas de P. aeruginosa
que en la determinacién de la CIM con cada una de las cuales se realizé una suspensién en
caldo tripteina soya de turbidez proporcional al tubo 0.5 de la escala de McFarland que
sirvio como indculo de siembra.

Para determinar el indice CIF se realizaron diluciones seriadas en base 2 de las
bacteriocinas L23 y L60 en tubos ependorff utilizando caldo MRS como diluyente. Estas
diluciones se sembraron en policubetas de 96 pozos de la siguiente manera (Figura 4):

Fila A: se coloco 75l de la bacteriocina L60 sin diluir en cada pozo.
Fila B: se colocd 75ul de la dilucién 1/2 de la bacteriocina L60 en cada pozo.

Filas C, D y E: se colocé 75ul de la dilucion 1/4, 1/8 y 1/16 de la bacteriocina L60
respectivamente en cada pozo.

De forma similar se procedié para las diluciones de la bacteriocina L23:
Columna 2: se colocd 75l la bacteriocina L23 sin diluir en cada pozo.
Columna 3: se colocd 75ul la dilucién 1/2 de la bacteriocina L23 en cada pozo.

Columnas 4, 5y 6: se colocé 75ul las diluciones 1/4, 1/8 y 1/16 de la bacteriocina L23
respectivamente en cada pozo.
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Figura 4. Determinacion de la CIF de las bacteriocinas producidas por Lactobacillus
fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60.

Referencias: Los valores representados en cada pozo corresponden a las
diluciones de las bacteriocinas (UA/ml). C+= control positivo y C-= control
negativo.

Luego, se procedid a la siembra del inéculo de P. aeruginosa, para lo cual se agregd
25ul de la suspensién microbiana en todos los pozos.

En el pozo D1 se sembré 100pul de caldo MRS y 100pul de inéculo constituyendo asi
el control positivo de la técnica y como control negativo se sembré el pozo E1, el cual tuvo
unicamente 200ul de caldo MRS.

Se incubaron las policubetas 18 h a 37°C en aerobiosis. Se revelaron las placas
mediante el agregado de 10ul de una solucién al 5% de tetrazolio a cada pozo vy
posteriormente se observd la presencia/ausencia de coloracidon roja posterior a 2h de
incubacion a 37°C en aerobiosis, como se explicé en el apartado 4.6.

Se realizaron los célculos del indice CIF como se explicd anteriormente.
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4.8 Analisis estadistico.

Se tested la normalidad de los datos obtenidos mediante un andlisis de varianza.
Se utilizé el procedimiento One Way ANOVA vy se trabajé con un nivel de significancia
p<0.01. El anadlisis fue procesado mediante el software Sigma Stat Statical version 2.0 para
Windows 95 NT & 3.1 (SPSS Inc. Chicago, USA).
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5 Resultados y discusion.

5.1 Cultivo e identificacion de Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus
rhamnosus L60.

Las colonias de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 aisladas en agar MRS
presentaron la morfologia caracteristica de lactobacilos: colonias lisas, opacas de bordes
netos y sin pigmentos (figura 5).

Figura 5. Morfologia de colonias de Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus
rhamnosus L60 en agar MRS.

La observacion de la tincion de Gram de estos cultivos mostré también esta
morfologia, observdndose bacilos Gram positivos grandes no esporulados, ubicados
individualmente, de a pares o en cadenas cortas.

Las pruebas bioquimicas identificatorias de género confirmaron que las cepas de
lactobacilos estudiadas pertenecian al género Lactobacillus (tabla 9).
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Tabla 9: Pruebas metabdlicas para la identificar el género Lactobacillus.

Prueba Metabdlica Resultado
Catalasa -
Reduccidn de nitrato -
Produccion de indol -
Hidrdlisis de la gelatina -

Produccion de SH, -

Por los resultados de las pruebas metabdlicas de grupo basadas en la clasificacion
de Orla-Jensen (Bergey, 1994), podemos confirmar que la cepa L. rhamnosus L60
pertenece al grupo Il de Lactobacillus: homofermentadores facultativos y la cepa L.
fermentum L23 pertenece al grupo lll de Lactobacillus: heterofermentadores obligados
(tabla 10).

Tabla 10. Pruebas bioquimicas para la identificacién de grupos de Lactobacillus.

Género Lactobacillus
GRUPO |: Homofermentadores obligados
GRUPO II: Homofermentadores facultativos
GRUPO llI: Heterofermentadores obligados

Caracteristicas bioquimicas diferenciales de los 3 grupos de Lactobacillus
segun Orla- Jensen (Bergey, 1994).

Caracteristica GRUPO | GRUPO Il GRUPO Il
bioquimica Termobacterium Streptpbacterium Betabacterium
Arginina

dehidrolasa - -

Gas desde glucosa - -

Desarrollo a 45°C + -

Fermentacion de

gluconato - + +
Fermentacion de

ribosa - + +
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Para la identificacién de especies se realizaron las pruebas de fermentacion de

hidratos de carbono propuestas por el

Manual Bergey’s de Bacteriologia Sistematica

(1994). Los resultados de estas pruebas junto con la confirmacién brindada por API 50 CH

indican que la cepa L23 pertenece a la especie L. fermentum y que la cepa L60 pertenece a

la especie L. rhamnosus. Los resultados del perfil bioquimico API 50 CH se observan en la

tabla 11y 12.

Tabla 11. Resultados de API 50 para Lactobacillus rhamnosus L60

TUBO ENSAYO COMPONENTE ACTIVO 48h
0 TESTIGO =
1 GLY GLICEROL =
2 ERY ERITRITOL =
3 DARA D_ARABINOSA =
4 LARA L_ARABINOSA =
5 RIB D_RIBOSA +
6 DXYL D_XILOSA =
7 LXYL L_XILOSA =
8 ADO D_ADONITOL =
9 MDX METIL_BD_XILOPIRANOSIDA -
10 GAL D_GALACTOSA +
11 GLU D_GLUCOSA +
12 FRU D_FRUCTOSA +
13 MNE D_MANOSA +
14 SBE L_SORBOSA +
15 RHA L_RAMNOSA +
16 DUL DULCITOL -
17 INO INOSITOL =
18 MAN D_MANITOL

19 SOR D_SORBITOL +
20 MDM METIL_AD_MANOPIRANOSIDA =
21 MDG METIL_AD_GLUCOPIRANOSIDA +
22 NAG N_ACETILGLUCOSAMINA +
23 AMY AMIGDALINA +
24 ARB ARBUTINA +
25 ESC ESCULINA-CITRATO FERRICO +
26 SAL SALICINA +
27 CEL D_CELOBIOSA +
28 MAL D_MALTOSA +
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(Continuacién Tabla 11).

TUBO ENSAYO COMPONENTE ACTIVO 48h
29 LAC D_LACTOSA (origen bovino) +
30 MEL D_MELIBIOSA -
31 SAC D_SACAROSA
32 TRE D_TREHALOSA
33 INU INULINA -
34 MLz D_MELESITOSA +
35 RAF D_RAFINOSA -
36 AMD ALMIDON -
37 GLYG GLICOGENO -
38 XLT XILITOL -
39 GEN GENTIOBIOSA
40 TUR D_TURANOSA +
41 LYX D_LIXOSA -
42 TAG D_GATOSA +
43 DFUC D_FUCOSA -
44 LFU L_FUCOSA -
45 DARL D_ARABITOL -
46 LARL L_ARABITOL -
47 GNT GLUCONATO POTASICO +
2_CETOGLUCONATO
48 2KG POTASICO -
5_CETOGLUCONATO
49 5KG POTASICO -

Tabla 12. Resultados de API 50 para Lactobacillus fermentum L23.

TUBO ENSAYO COMPONENTE ACTIVO 48h
0 TESTIGO =
1 GLY GLICEROL =
2 ERY ERITRITOL =
3 DARA D_ARABINOSA =
4 LARA L_ARABINOSA =
5 RIB D_RIBOSA +
6 DXYL D_XILOSA =
7 LXYL L_XYLOSA =
8 ADO D_ADONITOL =
9 MDX METIL_BD_XILOPIRANOSIDA =
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(Continuacién Tabla 12).

TUBO ENSAYO COMPONENTE ACTIVO 48h
10 GAL D_GALACTOSA +
11 GLU D_GLUCOSA +
12 FRU D_FRUCTOSA +
13 MNE D_MANOSA -
14 SBE L_SORBOSA :
15 RHA L_RAMNOSA -
16 DUL DULCITOL -
17 INO INOSITOL =
18 MAN D_MANITOL -
19 SOR D_SORBITOL -
20 MDM METIL_AD_MANOPIRANOSIDA -
21 MDG METIL_AD_GLUCOPIRANOSIDA -
22 NAG N_ACETILGLUCOSAMINA -
23 AMY AMIGDALINA -
24 ARB ARBUTINA -
25 ESC ESCULINA-CITRATO FERRICO -
26 SAL SALICINA -
27 CEL D_CELOBIOSA -
28 MAL D_MALTOSA +
29 LAC D_LACTOSA (origen bovino) +
30 MEL D_MELIBIOSA +
31 SAC D_SACAROSA +
32 TRE D_TREHALOSA -
33 INU INULINA -
34 MLZ D_MELESITOSA -
35 RAF D_RAFINOSA +
36 AMD ALMIDON -
37 GLYG GLICOGENO -
38 XLT XILITOL -
39 GEN GENTIOBIOSA -
40 TUR D_TURANOSA -
41 LYX D_LIXOSA -
42 TAG D_GATOSA =
43 DFUC D_FUCOSA -
44 LFU L FUCOSA -
45 DARL D_ARABITOL =
46 LARL L_ARABITOL -
47 GNT GLUCONATO POTASICO +
48 2KG 2_CETOGLUCONATO POTASICO -
49 5KG 5_CETOGLUCONATO POTASICO -
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5.2 Cultivo e identificacion de Pseudomonas aeruginosa.

Las cepas de P. aeruginosa mostraron en agar cetrimide colonias con morfologia
caracteristica: colonias pigmentadas, algunas mucoides, por lo general pequefias. Al
microscopio se observd que estas colonias estaban formadas por bacilos delgados Gram
negativos que se disponian aislados o en cadenas cortas.

Por medio de pruebas metabdlicas se determind que todas las cepas pertenecian a
la familia Pseudomonadaceae, diferenciandolas claramente de otros bacilos Gram
negativos (tabla 13) y por pruebas metabdlicas de especie se identificé a todas las cepas
analizadas como P. aeruginosa (tabla 14).

Tabla 13: Pruebas bioquimicas claves para la identificacion de la familia

Pseudomonadaceae.
PRUEBAS METABOLICAS RESULTADO
OXIDASA +
OXIDACION DE LA
GLUCOSA +

INDOL -
ROJO DE METILO =
VOGES-PROSKAWER -

Tabla 14: Pruebas bioquimicas identificatorias de la especie Pseudomonas aeruginosa.

PRUEBA METABOLICA RESULTADO
DESARROLLO A 42°C +
TOLERANCIA AL CETRIMIDE +
CATALASA +
HIDROLISIS DE LA

GELATINA +
REACCION DEL NITRATO +
ALMIDON =
PRODUCCION DE

PIOCIANINA +
PRODUCCION DE

PIOVERDINA VARIABLE
HIDROLISIS DE ARGININA +
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5.3 Sensibilidad a antibiéticos de Pseudomonas aeruginosa.

Se analizé el comportamiento de P. aeruginosa frente a antibidticos de uso clinico
mediante la técnica de Bauer y col (1966) como se observa en la figura 6.

Figura 6: Resultado de la susceptibilidad a antibidticos de
una cepa de Pseudomonas aeruginosa.

En la figura 7 se exponen los resultados del perfil de resistencia a antibidticos de
las cepas de P. aeruginosa, el cual muestra un alto grado de susceptibilidad a los
antimicrobianos estudiados. El 87.1% de las cepas fueron sensibles a la accion de 5 de los
6 antibioticos utilizados. El 100% de las cepas estudiadas fueron sensibles a la accion
conjunta del betalactamico piperacilina y el inhibidor de la betalactamasa tazobactama.
Porcentajes importantes de cepas sensibles se obtuvieron con los antibidticos cefepime y
meropenem (96,8%) y con el aminoglucésido amicacina (93,5%). Con respecto a la
quinolona ciprofloxacina las cepas presentaron un 90.3% de sensibilidad. Frente a
cefalotina se obtuvieron resultados diferentes: las cepas de P. aeruginosa manifestaron un
100% de resistencia.

Romina Alin Tobares 41



S

< 100

s

@ 80

[ 60

T

Q 40

(4]

£ 20

g 0  — .

& 1 2 3 4 6
H SENSIBILIDAD 100 90,3 96,8 93,5 ] 96,8
RESISTENCIA 0 9,7 3,2 0 100 0
_1 INTERMEDIO 0 0 0 6,5 0 3,2

Figura 7. Susceptibilidad a antibiéticos de cepas de Pseudomonas aeruginosa.
Ref.: 1: tazobactama/ piperacilina; 2: ciprofloxacina; 3: meropenem; 4: amicacina;
5: cefalotina y 6: cefepime.

Estos resultados no coinciden con los obtenidos previamente por Murillo Llanes y
col. (2009), los cuales aislaron P. aeruginosa a partir de diferentes muestras clinicas y
determinaron el comportamiento frente a varios antibidticos obteniendo un 37,1% de
sensibilidad frente a amicacina, 39,3% de sensibilidad frente a ciprofloxacina y coinciden
parcialmente con los resultados de sensibilidad a piperacilina/tazobactama (80,4%)
observados por los mismos autores.

Los resultados de este trabajo no coinciden con los obtenidos por Lujan-Roca y col.
(2008), los cuales estudiaron la sensibilidad a antibidticos de 144 cepas de P. aeruginosa
aisladas de orina y vias respiratorias, y obtuvieron valores de sensibilidad mas bajos que
los nuestros: cefepime: 47%, meropenem: 73%, amicacina: 48% y ciprofloxacina: 43%.

Se encontro relacién con los datos obtenidos por Guerrero y col. (2003), los cuales
encontraron un 90% de sensibilidad a ciprofloxacina y un 96,8% de sensibilidad a
amicacina.

Mientras que los resultados del presente estudio coinciden con los logrados por
Gamero Delgado y col. (2007) ya que la sensibilidad frente a los antibidticos analizados de
cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes intrahospitalarios fueron similares:
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piperacilina/ tazobactama 91,2%, cefepime: 83,4%, meropenem: 92,8%, amicacina: 83,3%
y ciprofloxacina: 79,2%.

No se encontré coincidencias con los resultados de Ferrero y col. (2009), quienes
analizaron 86 cepas de P. aeruginosa intrahospitalarias aisladas del Hospital Escuela "José
de San Martin" de la provincia de Corrientes y obtuvieron valores inversos a los expuestos
en este trabajo: resistencia de 92,8% de las cepas a amicacina y 94,6% a ciprofloxacina, y
sensibilidad de 16,1% a meropenem.

Estos resultados no coinciden con los obtenidos por Hill y col. (2005), los cuales a
partir de muestras de esputo de pacientes con fibrosis quistica realizaron el patrén de
sensibilidad a antibidticos de las cepas de P. aeruginosa aisladas y obtuvieron un 25% de
sensibilidad frente a cefepime y frente a meropenem, valores muy bajos en comparacién
con los obtenidos en este estudio; y obtuvieron 100% de resistencia frente a amicacina y
ciprofloxacina, por lo tanto son valores opuestos a los obtenidos aqui.

El comportamiento frente a ciprofloxacina coincide con los resultados obtenidos
por Pérez Monraz y col. (2006), los cuales para este antibiético encontraron un 94,6% de
sensibilidad.

Si bien se considera a las cepas de P. aeruginosa como resistentes a muchos de los
antibidticos utilizados cominmente en clinica, las cepas estudiadas aqui parecen no
mostrar ese comportamiento. Al igual que los estudios realizados por Gamero Delgado y
col. (2007) y Guerrero y col. (2003), para estudiar correctamente la resistencia a
antimicrobianos se deberia realizar un andlisis de la evoluciéon de la resistencia en funcién
del tiempo y observar la respuesta de las cepas de P. aeruginosa aisladas de muestras
bioldgicas frente a antimicrobianos utilizados cominmente en la clinica, para conocer el
mecanismo por el cual estas cepas presentan fluctuaciones en su resistencia.

5.4 Deteccidn de la actividad antimicrobiana de Lactobacillus fermentum
L23 y Lactobacillus rhamnosus L60 sobre cepas de Pseudomonas
aeruginosa.

Mediante la técnica de estrias cruzadas efectuada a cepas de P. aeruginosa se
valoré la actividad inhibitoria de los lactobacilos productores de las bacteriocinas L23 y
L60 (figura 8). Para evaluar los resultados obtenidos se midieron en milimetros las zonas
de inhibicién. De las 31 cepas de P. aeruginosa, el 100% mostré halos de inhibicién del
crecimiento frente a los lactobacilos. Para el caso de L. fermentum 123, el rango de
tamafio de halo estuvo entre 11,0 y 28,6 mm, con un promedio de 19,0 + 5,0 mm y para
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L. rhamnosus L60 el rango estuvo entre 10,5 y 27,3 mm con un promedio de 16,3
4,8mm. Los resultados se observan en las figuras 9y 10.

Figura 8. Actividad antimicrobiana de Lactobacillus fermentum L23 frente a cepas de
Pseudomonas aeruginosa en el medio MRS.

Ref.: A, By C: cepas de Pseudomonas aeruginosa.
L23: Lactobacillus fermentum 123
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Figura 9. Grafico de dispersién donde se representan los valores de los
halos de inhibicién obtenidos por la técnica de estrias cruzadas entre
Lactobacillus rhamnosus L60 frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 10. Grafico de dispersién donde se representan los valores de los
halos de inhibicién obtenidos por la técnica de estrias cruzadas entre
Lactobacillus fermentum L23 frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa.

Se realizo el analisis estadistico One Way ANOVA el cual concluyé en que el tamafio
de los halos de inhibicion promedio producidos por la cepa L. fermentum L23 es
estadisticamente mayor que el producido por la cepa L. rhamnosus L60 con un valor
p<0.01.

Los resultados de este estudio concuerdan con los publicados por Pascual y col.
(2008.), los cuales obtuvieron por la técnica de pozos en agar un 100% de inhibicién de
microorganismos uropatégenos, incluidos E. coli, P. mirabilis, S. epidermidis, S. aureus,
S. saprophyiticus al enfrentarlos con L. rhamnosus L60. Estos resultados concuerdan con
los publicados por Kullisaar y col. (2002), los cuales si bien estudiaron como
microorganismo patdgeno varias cepas de Salmonella typhimurium, encontraron por ésta
técnica un 100% de inhibicion utilizando dos cepas de L. fermentum aislados de la
microbiota intestinal de nifios sanos. Este grupo de investigacion continud sus estudios
con una de las cepas, L. fermentum ME-3 a la cual por la misma técnica evaluaron el
antagonismo contra E. coli, S. entérica y Shigella sonnei encontrando similares resultados
a los obtenidos aqui (Hitt y col., 2006). Es de destacar que los hallazgos de este trabajo
concuerdan con los de Kullisaar y col. (2002) y Hitt y col., (2006) en que las cepas de
lactobacilos estudiadas son capaces de inhibir a microorganismos patdgenos, siendo éstos
diferentes en cuanto al tipo de infeccién que producen.
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5.5 Ensayo de interaccidn entre Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus
rhamnosus L60 sobre cepas de Pseudomonas aeruginosa.

Se evalué por la técnica de estrias perpendiculares la actividad inhibitoria conjunta
de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 frente a cepas de P. aeruginosa (figura 11). Se
obtuvo efecto sinérgico entre las dos cepas de lactobacilos y las 31 cepas de P. aeruginosa
evaluadas, observdndose que el halo de inhibicidn del crecimiento bacteriano en la zona
de interaccién entre ambos lactobacilos fue mayor que los de cada uno
independientemente.

Figura 11. Ensayo de interaccién entre Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus
rhamnosus L60 frente a una cepa de Pseudomonas aeruginosa.

En la busqueda bibliografica realizada no se encontraron trabajos con los que se
pudieran discutir estos resultados. De alli la comparacidn con los resultados obtenidos por
Ruiz y col. (2009). Estos autores mediante la misma técnica evaluaron la interaccién entre
las cepas L. fermentum 123 y L. rhamnosus L60 frente a diferentes microorganismos
patdgenos urogenitales como E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, S. saprophyticus, E.
cloacae, K. oxytoca, entre otros y obtuvieron en términos generales un 68,6% de efecto
sinérgico entre las bacteriocinas.
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5.6 Concentracidn inhibitoria minima (CIM).

Se determind la concentracidon minima de las bacteriocinas L23 y L60 necesarias para
inhibir el crecimiento de las 5 cepas de P. aeruginosa (Figura 12).

Diluciones de L23

Diluciones de L60

Figura 12: CIM de las bacteriocinas L23 y L60 frente a una cepa de
Pseudomonas aeruginosa.

En la figura 12 se observa que la maxima dilucion de la bacteriocina L23 que inhibe
el crecimiento microbiano corresponde al pozo A4, cuya actividad es de 80 UA/ml. La CIM
de la bacteriocina L60 se observa en la fila 2 y corresponde a 160 UA/ml.

En la tabla 15 se observan los resultados en donde para el 60% de las cepas de
P. aeruginosa la CIM de la bacteriocina L23 fue de 80 UA/ml y la CIM de L60 fue de 160
UA/ml.

Mota-Meira y col. (2000) determinaron la CIM de la mutacina B-Ny266 producida
por una cepa de Streptococcus mutans con el fin de comparar el efecto inhibitorio de esta
bacteriocina con el obtenido con la nisina A y los antibidticos vancomicina y oxacilina
frente a diferentes microorganismos patdgenos. Obtuvieron un amplio espectro de
actividad antimicrobiana de la bacteriocina mutacina B-Ny266 a valores bajos de CIM.
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Tabla 15. Resultados de CIM de las bacteriocinas L23 y L60
frente a las cepas de Pseudomonas aeruginosa.

CEPA CiM L23 CiM L6e0
(UA/ml) (UA/ml)

1 80 160

2 160 320

3 160 320

4 80 160

5 80 160

5.7 Concentracion Inhibitoria Fraccionaria (CIF).

Se realizd la técnica CIF para evaluar el resultado combinado de las bacteriocinas
L23 y L60 frente a 5 cepas de P. geruginosa. Por medio de esta prueba se obtiene un valor
numérico denominado CIF el cual permite determinar si el efecto conjunto de las
bacteriocinas es sinérgico (CIF < 0.5), parcialmente sinérgico (0.51 < CIF < 0.99),
indiferente (1 < CIF < 1.99) o antagonico (CIF > 2). En la figura 13 se observa el resultado
del estudio frente a una cepa de P. aeruginosa.

Diluciones de L23

Diluciones
de L60

Figura 13. Determinacion de la concentracién inhibitoria fraccionaria de las
bacteriocinas L23 y L60 frente a una cepa de Pseudomonas aeruginosa.
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En la interaccién conjunta entre bacteriocinas, se observa que la maxima dilucién
gue impide el desarrollo de una cepa del microorganismo patégeno esta en el pozo D5, en
el cual las concentraciones de las bacteriocinas se determinan de la siguiente manera:
cada pozo en la policubeta tiene un volumen final de 175ul (75ul de la bacteriocina L23,
75ul de la bacteriocina L60 y 25ul de indculo). La dilucién de la bacteriocina L23 que se
sembro en el pozo D5 fue de 80UA/ml, por lo tanto la concentracidn en este volumen final
es de 34,3UA/ml. Por lo mismo, la dilucion utilizada de la bacteriocina L60 en D5 es de
80UA/ml, equivalente a una concentracion de 34,3UA/ml. Con éstos datos mas los
obtenidos en la determinacién de la CIM se reemplaza la siguiente férmula; donde A es la
bacteriocina L23, B es la bacteriocina L60 y AB hace referencia a la mezcla, obteniéndose
asi el valor de CIF:

cif =EIMAenAB  , CIMB en AB
CIM A CIMB

343 UA/ml | 343 UA/ml
80 UA/mlI 160 UA/mI

CIF=0.64

Dado que el valor obtenido en este ejemplo estd comprendido entre 0,51y 0,99, la
interaccidon entre las bacteriocinas L23 y L60 frente a esta cepa de P. geruginosa es
parcialmente sinérgica.

De esta forma se procesaron los resultados de las 5 cepas evaluadas, aprecidandose
en todas ellas un efecto sinérgico o parcialmente sinérgico entre las bacteriocinas y
P. aeruginosa. Los datos se observan en la tabla 16.

Tabla 16. Resultados de CIF entre las bacteriocinas L23 y L60 frente a cepas de
Pseudomonas aeruginosa.

CEPA CIF EFECTO
1 0,64 Sinergismo parcial
2 0,85 Sinergismo parcial
3 0,64 Sinergismo parcial
4 0,48 Sinergismo
5 0,45 Sinergismo
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Esta técnica fue disefiada para evaluar el efecto entre antibiéticos, por lo que no se
encuentra disponible suficiente material bibliografico que permita comparar el efecto
combinado de dos bacteriocinas frente a P. aeruginosa.

MaclLeod y col. (2009) analizaron el efecto sinérgico entre fosfomicina y
tobramicina por esta técnica utilizando 17 cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes
con fibrosis quistica hallando efecto sinérgico en sélo una de ellas, resultados que no
coinciden con los obtenidos en este estudio debido a que la totalidad de las cepas
ensayadas en el presente estudio presentd sinergismo.

En este estudio los hallazgos no coinciden con los resultados obtenidos por Visalli y
col (1998), los cuales analizaron el efecto de varios antibiéticos de uso clinico por esta
técnica utilizando 124 cepas de P. aeruginosa aisladas de muestras bioldgicas y obtuvieron
s6lo un 20.2% de actividad sinérgica.

No se encontraron similitudes con los resultados del grupo de investigacion
conformado por Cappelletty y Rybak (1996), los cuales evaluaron el efecto conjunto de
varios antibidticos utilizados en clinica frente a cepas de P. aeruginosa aisladas de
muestras patoldgicas y obtuvieron un 100% de indiferencia por esta técnica.

Es de destacar que los resultados de sinergismo hallados en este estudio con
bacteriocinas son superiores a los descriptos en la literatura utilizando antibiéticos.
Ademas, no se detectd con las bacteriocinas utilizadas en este trabajo interacciones de
indiferencia.

Los resultados hallados en este trabajo son muy promisorios, alentadores y
representan una nueva estrategia de prevencién y tratamiento de las infecciones
producidas por estos microorganismos.
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6 Conclusiones.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Todas las cepas de Pseudomonas aeruginosa fueron resistentes a cefalotina.

Todas las cepas de Pseudomonas aeruginosa estudiadas fueron inhibidas por la
bacteriocina L23.

El tamafo de halos de inhibicién promedio de la bacteriocina L23 fue mayor que el
de la bacteriocina L60.

La bacteriocina L60 inhibié a todas las cepas de Pseudomonas aeruginosa
ensayadas.

Al estudiar las interacciones entre las bacteriocinas L23 y L60 se detectd
sinergismo sobre todas las cepas de Pseudomonas aeruginosa.

No se detectaron interacciones entre las bacteriocinas L23 y L60 de tipo
antagonicas e indiferentes sobre el microorganismo patégeno estudiado.

Las bacteriocinas L23 y L60 en aplicacidon conjunta podrian ser una excelente
alternativa para el tratamiento de diferentes infecciones producidas por
Pseudomonas aeruginosa.

Las bacterias Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60 podrian
ser utilizadas como cepas probidticas urogenitales.
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7 Anexo.

I- Composicion de los medios de cultivo utilizados.

Agar Rogosa (MRS)

pH final: 5.5

Agar tripticasa soya
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Caldo tripticasa soya

Medio Base para la fermentacion de azucares por Lactobacillus spp.

pH final: 5-5.5

Medio API 50 CHL
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Medio KING A

pH final: 7.2

Medio KING B

pH final: 7.2

Medio Clark- Lubs

pH final: 6.9
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Agar Cetrimide

pH final: 7.1

Romina Alin Tobares 56



ll- Pruebas metabdlicas para la identificacion de microorganismos.

e (Catalasa.

Mediante esta técnica se puede confirmar la presencia de la enzima catalasa la
cual es capaz de desdoblar el H,0, en O, y H,0. Para ello se colocé una colonia de la cepa
a estudiar sobre un portaobjetos junto con una gota de H,0,. La reaccién positiva se
evidencia por el desprendimiento de burbujas de O, al colocar el reactivo.

e Reduccidn de nitratos.

Permite evaluar la capacidad del microorganismo de reducir el nitrato a nitrito o a
nitrégeno mediante la presencia de la enzima nitrato reductasa. Este proceso es tipico del
metabolismo anaerdbico, en el cual los microorganismos obtienen O, del nitrato, que
funciona como un aceptor de electrones. Para esta prueba se inoculé un caldo nitrato con
los microorganismos a ensayar, se incubd 24 h en estufa a 37°C en microaerobiosis, y
luego se reveld la prueba con el agregado de los reactivos alfa-naftilamina al 1%, acido
sulfanilico al 10% y 4acido tartarico al 89%. Estos compuestos detectan la presencia de
nitritos.

La interpretacién se realiza por observacién del cambio de color del tubo. Si
aparece una coloracién roja al cabo de 1 o 2 minutos de agregados los reactivos, es
porque el microorganismo posee la enzima, y en el tubo hay acumulo de nitrito, por lo
tanto la prueba es positiva. Si el tubo no presenta color rojo no hay nitratos en la
suspension y esto puede ser debido a que la reduccién no ocurre (prueba negativa) o a
que la reduccion dio otro/s producto/s final/es (prueba positiva). Entonces, para
confirmar la prueba, se agrega zinc en polvo, el cual reduce los nitratos a nitritos. Si ahora
aparece color rojo, es porque el microorganismo no tiene la capacidad de reducir el
nitrato ya que estaba intacto en la muestra y confirma una prueba negativa; si no aparece
color rojo, es porque el nitrato fue reducido a un compuesto distinto a nitrito, como
amoniaco, nitrégeno, 6xido nitrico o nitroso y/o hidroxilamina, y es confirmatorio de una
prueba positiva.

e Reaccion del indol.

Las bacterias que poseen la enzima triptofanasa son capaces de hidrolizar y
desaminar el triptéfano con produccidon de indol, piruvato y amoniaco. Para revelar la
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reaccidn, a una suspension bacteriana desarrollada durante 24 h en agua peptonada se le
agrega el reactivo de Kovacs (p-dimetilamino benzaldheido, alcohol isoamilico y acido
clorhidrico) el cual detecta la presencia de indol. Si se desarrolla un halo color fucsia en la
interface entre en el reactivo y el caldo, es una prueba positiva. La ausencia de halo indica
prueba negativa y ausencia de la enzima.

Para realizar la prueba bioquimica identificatoria de Lactobacillus spp se realizé
una modificacién de la técnica ajustando el pH hasta 5.5 con HCI 1N.

e Hidrdlisis de gelatina.

Por medio de esta técnica se detecta la presencia de la enzima gelatinasa, la cual
licua la gelatina. Para ello se inoculan 2 tubos con caldo y gelatina al 15%. A uno de ellos
se lo incuba a 37°C y al otro se lo deja a temperatura ambiente. Al cabo de
aproximadamente 24 h se colocaron ambos tubos a 4°C durante 30 min. Si el medio se
encuentra solidificado, entonces la gelatina no fue licuada, indicando ausencia de la
enzima y prueba negativa. Una prueba positiva se observa como un medio no
solidificado. Para la identificacidon de lactobacilos se adapto la técnica utilizando caldo
MRS con gelatina al 15% y se ajusto el pH a 5.5.

e Produccion de SH,.

Evidencia la presencia de enzimas bacterianas que permiten la liberacidn de sulfuro a
partir del tiosulfato de sodio. Para visualizar la reaccion se utilizd hierro, el cual se
acompleja con el sulfato dando un precipitado de color negro. Para esta prueba se sembrd
el medio comercial SIM (sulfato-indol-movilidad) modificando el pH a 5.5. Se interpreta
como prueba positiva si aparece un precipitado negro, de lo contrario es negativa.

e Arginina dehidrolasa.

Permite detectar la enzima microbiana que es capaz de utilizar la arginina
produciendo una amina, la cual da viraje de color en el medio de cultivo. Para ello, se
inocularon 2 tubos, uno con arginina y otro control sin el aminoacido. Ambos se sellaron
con una capa de vaselina estéril y se incubd durante 2 o 3 dias, observdndose diariamente.
La alcalinizacién del medio da una coloracion purpura por viraje del indicador, y este
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aumento de pH es debido a la descarboxilacion de la arginina, lo que confirma una prueba
positiva. La reaccién negativa se observa como el testigo, de color amarillo.

e Gas glucosa.

Para realizar esta técnica se inocula un medio de cultivo con glucosa como fuente
fermentable y se coloca la campana de Durham. Se incuba a 37°C por 24 h y se observa la
produccién de gas. La reaccion es positiva si aparece una burbuja de aire dentro de la
campana de Durham, de lo contrario es negativa.

e Desarrollo a 45°C.

Para evaluar la capacidad de desarrollo del microorganismo a esta temperatura se
lo siembra en un tubo de hemdlisis con caldo MRS y se incuba a 45°C durante 24 h. La
presencia de turbidez en el tubo determina una prueba positiva, y se consideraron
negativos aquellos tubos con caldo limpido.

e Fermentacién del gluconato vy ribosa.

Permite diferenciar microorganismos que fermentan éstos compuestos de otros
gue no lo hacen. Como resultado de la fermentacién se producen acidos los cuales
modifican el pH dando viraje del indicador. Se utiliza un medio base al que se le agrega
gluconato vy ribosa, se siembran con el inéculo y se sellan con vaselina estéril. Después de
24-48 h de incubacion a 37°C se interpretaron los resultados. Es positiva la cepa que
presenta color amarillo, y negativa si se observa azul.
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e Fermentacion de hidratos de carbono.

Se prepara el medio de fermentacion agregando al medio base el azlcar a evaluar
al 1%. Se siembra cada uno de los tubos a ensayar con una ansada de caldo fresco
microbiano y se coloca 0.2ml de vaselina estéril. Se incuba durante 24 h a 37°C y se
observa el viraje del indicador purpura de bromocresol. La utilizacién del azlucar se
manifiesta como coloracién amarilla.

e Prueba de la oxidasa.

Esta prueba permite detectar la enzima citocromo oxidasa, la cual se encuentra en
microorganismos aerobios y en algunos aerobios facultativos como ultimo eslabdn de la
cadena transportadora de electrones. Su presencia es indicio de utilizacidn de oxigeno por
la cepa como ultimo aceptor. Generalmente la presencia de la oxidasa esta acompafiada
de la presencia de catalasa, ya que la reduccién de oxigeno molecular puede producir
perdxido de hidrégeno el cual es téxico para la célula.

Para el ensayo se utilizan discos comerciales (Britania) que contienen oxalato de
dimetil-para-fenilendiamina. En presencia de la enzima y oxigeno atmosférico, se oxida
esta sustancia a un compuesto color rojo-fucsia. Se realiza una suspensidn a partir de un
cultivo fresco del microorganismo a ensayar en agua destilada y se le coloca un disco del
reactivo que se deja a temperatura ambiente por 1 minutos. Al cabo de este tiempo
aquellos tubos con coloracién rojo-fucsia ya sean en el disco como en la suspensién se
consideran positivos. Una reaccién lenta, pasado los 2 min, debe considerarse negativa al
igual que aquellos tubos sin cambio de coloracion.

e OF-glucosa.

Esta técnica permite determinar si el comportamiento frente al aztcar es de tipo
fermentativo u oxidativo. Para ello se prepararan 2 caldos base semisélidos con glucosa al
1% para cada microorganismo a ensayar. Se siembra con un cultivo fresco utilizando un
ansa en punta y a uno de los tubos se lo sella con vaselina o la mezcla vaselina- parafina
estéril. Se incuban durante 24 h a 37°C y se observa la utilizacién del sustrato como viraje
del indicador azul de bromotimol desde un color azul inicial a amarillo. Si los dos tubos
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aparecen amarillos indican que el microorganismo es capaz de fermentar y oxidar el
azucar, si el tubo abierto aparece amarillo y el cerrado con vaselina azul, entonces la cepa
sélo utiliza oxidativamente el azlcar y si el tubo cerrado es el Unico que aparece amarillo,
la cepa tiene un metabolismo estrictamente fermentativo.

¢ Rojo de metilo.

La técnica permite identificar microorganismos que fermentan los azucares
mediante la via metabdlica acida mixta en la cual a partir de acido pirtvico se produce
gran cantidad de acidos como para mantener el pH del medio por debajo de 4.4. Este
valor de pH es el limite acido de viraje del indicador rojo de metilo, por lo tanto a estos
valores de pH el indicador vira a rojo.

Para realizar esta prueba se debe sembrar la cepa a estudiar en medio Clark y Lubs
e incubar durante 24 h a 37°C en aerofilia. Luego de este tiempo se agregd al medio unas
gotas de rojo de metilo. Se considera positiva a la cepa si aparece en el medio una
coloracién roja. Si el medio continta siendo amarillo, entonces la cepa no posee esta via
fermentativa.

e Reaccidon de Voges-Proskauer.

Identifica la via fermentativa butilenglicolica, en la cual los microorganismos que
tienen el sistema enzimatico necesario utilizan el acido pirdvico con producciéon de
acetilmetilcarbinol (acetoina) el cual es un producto neutro, junto con una baja cantidad
de acidos mixtos. En presencia de O, atmosférico y KOH al 40% la acetoina pasa a diacetilo
gue se convierte en un compuesto de coloracion roja por accién del reactivo alfanaftol.

Para la realizacidn de la técnica se inocula un tubo que contiene medio Clark y Lubs
y se incuba durante 24 h en aerobiosis a 37°C. Pasado este tiempo se agregan 2 gotas de
alfanaftol y 2 gotas de KOH. Se incuba en estufa a 37°C durante 30 min antes de leer los
resultados.

Se considera positiva a la cepa que al cabo de este tiempo desarrolla coloracién
rosa en el tubo. Si no hay cambio de color, la cepa no posee esta via metabdlica.
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e Crecimiento a 42°C.

Para esta técnica se inocula un caldo no selectivo como por ejemplo caldo tripteina
soya con una ansada de un cultivo fresco de la cepa a testear y se incuba en bafio de agua
a 42°C durante 48 h. Se considera positiva a aquella cepa que presenta desarrollo en estas
condiciones.

e Tolerancia al cetrimide.

Esta sustancia actia a modo de detergente en las bacterias sensibles rompiendo la
pared celular. Las bacterias que son resistentes a esta sustancia son P. aeruginosa,
P. fluorescens y P. putida y desarrollan colonias en medios de cultivo agarizados que
contengan este compuesto. Para la realizacion de esta técnica se siembran placas de agar
cetrimide comercial a partir de un cultivo de 24 h de la cepa a estudiar y se incuba 24 h a
37°C en aerobiosis.

e Hidrdlisis del almidon.

Para evidenciar la presencia de la enzima amilasa (degrada el almidén) se prepara el
medio de cultivo que posee agar nutritivo y almidén al 1% y se inocula con la cepa a
estudiar. Se incuba 24 h a 37°C en aerobiosis y luego se revela la placa mediante el
agregado de yodo o lugol. Esta sustancia junto con el almidén forma un complejo de color
azul oscuro. Entonces, si se observa un halo de transparencia es debido a la accién de la
enzima y la consecuente ausencia de almiddén y se considera una prueba positiva. Si la
cepa no posee la enzima, la presencia de almidéon en el medio se observa como un halo
oscuro alrededor de la colonia.

e Produccién de pigmentos.

Para esta técnica se realiza la siembra de las cepas en medios KING A y KING B, los
cuales poseen cada uno determinada concentracién y tipo de peptonas que son
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insustituibles. Los medios de cultivo se inoculan con una ansada de cultivo fresco de la
cepa a estudiar y se incuba: el medio KING A a 37°C en aerobiosis durante 48 h o mas
tiempo a temperatura ambiente y el medio KING B a 37°C en aerobiosis durante 24 h o0 2
a 3 dias a temperatura ambiente.

El medio KING A favorece (por su composiciéon determinada) la mayor produccion
de piocianina, el cual es un pigmento de color azul, y se evidencia por la presencia de este
color al cabo del tiempo de incubacién. De la misma forma, el medio King B favorece la
produccién de pioverdina, de color verde. Estos pigmentos se observan mejor con luz
ultravioleta.
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