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Resumen:

Streptococcus agalactiae (Streptococcus Grupo B, SGB) es un patégeno Gram
positivo que causa severas infecciones neonatales invasivas, como neumonia,
meningitis y septicemia. Sin embargo S. agalactiae es un colonizador oportunista que
se encuentra en el tracto gastrointestinal y genitourinario del 30% de las personas
sanas. S. agalactiae es capaz de formar biofilm sobre distintas superficies, propiedad
que esté relacionada a la presencia de distintas estructuras, como pilis y proteinas en
la superficie celular. La formacién de biofilm ha sido reconocida como un importante
factor de virulencia que permite la colonizaciéon del ambiente vaginal por parte de
S. agalactiae. Los probidticos son microorganismos vivos que cuando son consumidos
en cantidades adecuadas, confieren un efecto benéfico a la salud. Los lactobacilos son
microorganismos probibticos generalmente reconocidos como seguros para el
consumo humano y se ha demostrado su capacidad de producir distintos efectos
benéficos a la salud. En la vagina humana son los principales colonizadores y
contribuyen a mantener la salud y evitar infecciones. En el presente trabajo se
investigo la capacidad de inhibicién de la formacion de biofilm de S. agalactiae por
L. fermentum y L. rhamnosus utilizando las distintas fracciones del sobrenadante libre
de células. Ambas cepas de lactobacilos fueron capaces de inhibir la formacion de
biofiilm de todas las cepas de S. agalactiae por la produccion de metabolitos
secundarios con actividad antimicrobiana. La produccion promedio de biofilm de
S. agalactiae mostrdé una reduccién estadisticamente significativa al tratar el cultivo
con ambas fracciones del SLC de L23 y L60. Los resultados presentados en el
presente trabajo sugieren que L. rhamnosus y L. fermentum inhiben la formacién de

biofilm de S. agalactiae in vitro.






1. INTRODUCCION

1.1. Caracteristicas generales de Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae es un coco Gram positivo, capsulado, perteneciente
al grupo B de Lancefield, que presenta actividad B hemolitica en agar sangre de
carnero. Debido a dicha caracteristica, este microorganismo también es conocido
como estreptococo B hemolitico del grupo B o Streptococcus Grupo B (SGB).
S. agalactiae fue primeramente reconocido como un microorganismo patégeno,
causante de mastitis en animales, de donde deriva su nombre. Luego en 1935, a partir
del trabajo de Fry, quien reporto tres casos fatales de sepsis puerperal resaltando su
infrecuencia, fue reconocido como patégeno humano (Lancefield, 1932; Fry, 1938;
Olson y col., 2002; Lindahl y col., 2005; Melchior y col., 2006; Rodriguez Fernandez y
col., 2008; Rinaudo y col., 2010).

La capsula de polisacaridos de S. agalactiae es un importante factor de
virulencia que impide la fagocitosis por parte de las células del sistema inmune y es de
gran interés para el desarrollo de vacunas, ya que se ha visto que los anticuerpos
contra el polisacarido capsular protegen de la infeccion a ratones. Se diferenciaron
diez serotipos de S. agalactiae basados en las reacciones antigénicas del polisacarido
capsular: Ia, Ib, II, Ill, 1V, V, VI, VII, VIl y IX. Los serotipos la, Ib, II, lll y V son los
principales responsables de las enfermedades neonatales, mientras que, solo el
serotipo V es el principal causante de enfermedades invasivas en adultos (Farley,
2001; Lindahl y col., 2005; Dramsi y col., 2012; Ho y col., 2012).

La formaciéon de biofilm tiene un papel importante en la patogenicidad de
S. agalactiae. Debido a que el microorganismo no crece a pH menor a 4.5, el pH
normal de la vagina, dentro del biofilm se formaria un microambiente que permitiria la
supervivencia de S. agalactiae y la colonizacion del epitelio vaginal, aunque la pérdida
de lactobacilos y el consecuente aumento del pH vaginal también contribuirian a la
colonizacién de este microorganismo. Se ha comprobado que SGB puede formar
biofilms en dispositivos intrauterinos junto con otras especies bacterianas y, en
microplacas en ensayos de laboratorio. También ha sido demostrada su capacidad de
adhesion a células vaginales y otras lineas celulares in vitro (Donlan y Costerton,
2002; Zéarate y Nader-Macias, 2006; Kaur y col., 2009; Konto-Ghiorghi y col., 2009;
Rinaudo y col., 2010; Borges y col., 2012; Yang y col., 2012).



1.1.2. Factores involucrados en la formacion de biofilm y adhesion celular

La formacién de biofilm y la capacidad de adhesion a las células humanas son
caracteristicas muy importantes involucradas en la patogénesis de S. agalactiae.
Dichas propiedades estan relacionadas con diversas estructuras presentes en la
superficie celular, como son los pilis y las proteinas de superficie.

Se han identificado tres tipos de pili presentes en S. agalactiae (pili tipo 1, pili
tipo 2a y pili tipo 2b) y cada cepa expresa uno o dos tipos en su superficie. Estas
estructuras se han relacionado a la adhesion al epitelio humano, la adhesién e
invasion de las células endoteliales de los capilares cerebrales y la promocion de la
migracion transepitelial. Sin embargo, la formacion de biofim de SGB se ha
relacionado a la presencia de pili tipo 2a. Estos, tienen una proteina accesoria en su
extremo, PilA, que permite la adhesion de S. agalactiae a las células del epitelio
vaginal y esta involucrada en la adhesién a células del endotelio de los capilares
cerebrales. Ademas, PilA contiene un dominio homélogo al Factor de Von Willebrand
tipo A que se une especificamente al colageno de los vasos sanguineos durante la
agregacion plaquetaria. Se demostr6 que el dominio homologo al factor de Von
Willebrand es esencial para las propiedades adhesivas de PilA a las células epiteliales,
pero no para la adhesion a superficies inertes (Konto-Ghiorghi y col., 2009; Rinaudo y
col., 2010; Taziy col., 2011; Dramsi y col., 2012; Ho y col., 2012).

En cuanto a las proteinas de superficie, éstas son variadas y cumplen con
diversos roles. La proteina Lmb es una lipoproteina de la superficie celular expresada
por la mayoria de las cepas de S. agalactiae. Existe evidencia que demuestra que esta
proteina es capaz de unirse a la laminina y participar en la adhesién y/o invasion del
epitelio dafiado. Como esté presente en la superficie celular de todas las cepas, es de
interés para el desarrollo de vacunas (Lindahl y col., 2005). Otra proteina, denominada
Srr-1, se encuentra en la mayoria de las cepas pertenecientes a los serotipos la, b, V
y algunas cepas serotipo lll. Esta proteina es extensamente modificada de forma
postraduccional por medio de la glicosilacién y se ha demostrado que interfiere en la
adhesion e invasion celular por interactuar con keratina 4, un componente del
citoesqueleto de las células epiteliales humanas. Se ha demostrado que Srr-1
contribuye a atravesar la barrera hematoencefalica en infecciones producidas en
modelos animales (Sheen y col., 2011; Tazi y col., 2011). La enzima C5a peptidasa es
una serin proteasa localizada en la superficie celular, cuya funcién principal es clivar el
C5a producido durante la activacion del complemento e inhibir el reclutamiento de

neutréfilos. Se ha demostrado que puede unirse a la fibronectina y promover la



invasion bacteriana a las células epiteliales. Ademas, los genes que codifican la C5a
peptidasa han sido encontrados en todos los aislamientos de origen humano, pero en
muy pocos aislamientos de origen bovino (Lindahl y col., 2005).

S. agalactiae no solo es capaz de adherirse a distintas células humanas, sino
gue también es capaz de invadir células epiteliales, endoteliales e incluso macréfagos
en cultivos celulares in vitro y el microorganismo podria también sobrevivir en el
interior de dichas células. Sin embargo, S. agalactiae no ha sido reconocido como un
patégeno intracelular, ya que soélo puede sobrevivir intracelularmente en ciertos
estados de la infeccion y existe muy poca evidencia de su capacidad de replicacién
intracelular, a diferencia de Listeria monocytogenes la cual es un reconocido patégeno
intracelular (Lindahl y col., 2005; Sheen y col., 2011).

1.1.3. Enfermedades causadas por S. agalactiae
1.1.3.1. Enfermedades invasivas en adultos

Se ha visto que SGB puede afectar a adultos no gestantes con enfermedades
de base como diabetes mellitus, cirrosis, cancer de mama, radioterapia y Ulceras
decubito. También se observé que la incidencia de enfermedades invasivas por S.
agalactiae es mayor en ancianos, principalmente en residentes de geriatricos, vy
aquellos postrados en camas o sillas de ruedas. Las manifestaciones clinicas
frecuentemente reportadas son muy variadas y, debido a que S. agalactiae puede
colonizar la piel y las mucosas, ha sido aislado de sitios infectados junto con otros
microorganismos cuestionando su rol en la patogénesis. Sin embargo, su aislamiento
de sitios normalmente estériles confirmd que S. agalactiae era el agente etioldgico de

muchos sindromes clinicos.

Infecciones de la piel y tejidos blandos: son los sindromes clinicos mas reportados. Se

presentan como celulitis, Ulceras, infecciones de heridas y quemaduras e infecciones
de Ulceras en los pies (principalmente en pacientes diabéticos), que pueden

complicarse con osteomielitis.

Infecciones de huesos y articulaciones: osteomielitis y artritis séptica son las

manifestaciones mas frecuentes. El microorganismo generalmente procede de un foco

infeccioso cercano.

Neumonia: ocurre principalmente en ancianos con dafios neurolégicos, demencia o
senilidad.



Infecciones urinarias: se observa en ancianos residentes en geriatricos y personas con

enfermedades prostaticas.

Meningitis: es la manifestaciébn mas rara pero la mas importante en mujeres después
del parto, ancianos y adultos jovenes con enfermedades de base. La bacteriemia se
observa en el 80% de los casos.

Endocarditis: ocurre en adultos con un promedio de edad de 50 afos, no
necesariamente con dafios cardiacos anteriores. Puede complicarse con pericarditis,

miocarditis y aneurisma micotico.

Otras manifestaciones clinicas: bacteriemia sin foco séptico evidente, infecciones

relacionadas a catéteres, sindrome de shock tdxico, fascitis necrotizante (Farley, 2001,

Camisassa y Fando, 2011).

1.1.3.2. Enfermedades neonatales

S. agalactiae ha merecido mucha atencibn por su asociacion con
enfermedades neonatales. SGB es principalmente un microorganismo colonizador
asintomatico del tracto gastrointestinal humano y la vagina de mujeres sanas. Las
tasas de colonizacién varian en los diferentes grupos étnicos, area geografica y edad.
En nuestro pais dicha tasa varia entre 1.4% y 11.65%. Generalmente, S. agalactiae
coloniza la vagina junto con Eschericha coli, Staphylococcus aureus y otras bacterias
aerdbicas cuando los lactobacilos son escasos o ausentes, condiciébn que ha sido
nombrada por algunos autores como vaginitis aerdbica. La denominacioén de vaginitis
viene dada por la respuesta inflamatoria observada, o que marca la diferencia con la
vaginosis bacteriana. En los casos de vaginitis aerdbica se observé una elevada
produccion de IL-1p3, IL-6 e IL-8. La produccién de IL-1B esta inversamente asociada
con el namero de lactobacilos presentes, mientras que IL-6 e IL-8 se relacionaron a
efectos adversos en el embarazo. De esta forma, la presencia de vaginitis aerébica y
la respuesta inflamatoria que se desarrolla, es un factor de riesgo para el parto
pretérmino (Barcaite y col., 2011; Camisassa y Fando, 2011; Donders y col., 2011).

Por su ubicacién estratégica en el canal de parto, este microorganismo puede
ser transferido de la madre a su hijo durante el nacimiento. Sin embargo, S. agalactiae
puede ascender por la vagina y alcanzar el cérvix, desde donde puede atravesar las
membranas intactas y multiplicarse en el liguido amniético. A continuacién, el

microorganismo puede colonizar el tracto respiratorio del feto o la colonizacion del

m
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liquido amniético puede llevar al parto pretérmino y/o muerte fetal (Sad Larcher y col.,
2005; Lindahl y col., 2005; Ruiz y col., 2011; Sheeny col., 2011).

En los neonatos se presentan dos formas de la enfermedad por S. agalactiae:
la enfermedad neonatal temprana y la enfermedad neonatal tardia. En la mayoria de
los neonatos se presenta la forma temprana, dentro de los primeros 7 dias de vida,
adquiriéendose el microorganismo por inhalacion de liquido amnidtico o secreciones
vaginales contaminadas con SGB. Los pulmones son el portal de entrada de
S. agalactiae al organismo, debido a que los mecanismos de defensa innatos de los
recién nacidos no estan tan desarrollados como en los adultos o nifios mayores.
Primeramente se desarrolla neumonia y luego la bacteria puede alcanzar el torrente
sanguineo originando septicemia, meningitis y osteomielitis. Los serotipos mas
frecuentemente aislados son la, Ill y V (Farley, 2001; Lindahl y col., 2005; Konto-
Ghiorghi y col., 2009; Dramsi y col., 2012).

La enfermedad neonatal tardia es menos frecuente, pero se esta volviendo
paulatinamente mas importante dado que su incidencia no ha declinado con la
implementacion de la profilaxis antibitica intraparto. La enfermedad se desarrolla
entre 8 dias y 3 meses luego del nacimiento y se presenta como meningitis y
septicemia sin un foco de infeccién, siendo adquirida por transmision vertical de la
madre o por el personal de enfermeria al recién nacido y la via de entrada es
comunmente el intestino. Los serotipos asociados a la enfermedad neonatal tardia son
los serotipos Il y V (Lindahl y col., 2005; Sheen y col., 2011; Taziy col., 2011).

Un importante aspecto de la enfermedad neonatal es la presencia de secuelas
en los sobrevivientes. Mas del 50% de los pacientes presenta pérdida de audicion,
ceguera y problemas de aprendizaje. Debido a estas secuelas, el Centro para el
Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) de Atlanta recomienda la busqueda de
S. agalactiae en todas las mujeres embarazadas entre las semanas 35 y 37 de
gestacién. En nuestro pais, desde la implementacion de la Ley Nacional N° 26.369 en
el afio 2008, se realiza la busqueda rutinaria de este microorganismo y, en caso de
madres colonizadas, se aplica profilaxis intraparto con penicilina o ampicilina (Lindahl y
col., 2005; Rodriguez Fernandez y col., 2008; Camisassa y Fando, 2011; Tazi y col.,
2011).



1.2. Generalidades de los biofilms bacterianos

En la naturaleza, los microorganismos se encuentran formando comunidades
complejas conocidas como biofilms. Los biofilms bacterianos consisten en densos
grupos de células adheridas a una superficie inerte o tejido vivo, que crecen
embebidas en una matriz extracelular formada por carbohidratos, exopolisacéaridos,
proteinas y ADN. Las células dentro del biofilm son muy diferentes de aquellas que
crecen de forma planténica, ya que muestran un fenotipo alterado en relacion a la
expresion genética y la tasa de crecimiento (Watnik y Kolter, 2000; Donlan y
Costerton, 2002; Olson y col., 2002; Stoodley y col., 2002; Cvitkovitch y col., 2003;
Melchior y col., 2006; Kaur y col., 2009; Arif, 2010; Rinaudo y col., 2010; Li y Tian,
2012).

Los biofilms son un problema importante para la salud humana, particularmente
aquellos biofilms que se encuentran asociados a superficies inertes, incluyendo
dispositivos médicos de uso interno o externo. El CDC estima que el 65% de las
infecciones humanas involucra la formacion de algun tipo de biofilm (Rinaudo y col.,
2010; Bordi y de Bentzman, 2011).

Los biofilms se forman gradualmente a través del tiempo, en un proceso que se

lleva a cabo en etapas sucesivas coordinadas por comunicacion intercelular:

I. Primero las bacterias se acercan a una superficie moviéndose lentamente y
establecen una asociacion transitoria con ella o con otras bacterias. Durante
esta etapa las células son capaces de moverse independiente por medio de los
pili y pueden abandonar la superficie. La asociacion transitoria es mantenida
por adhesinas asociadas a la pared celular e interacciones inespecificas, como
fuerzas de van der Waals, interaccién 4cido-base y atraccién electrostatica.

Il. Luego esta asociacion se vuelve mas fuerte por la participacion de adhesinas y
pili o fimbrias localizadas en la superficie bacteriana. En esta etapa se
observan cambios en el patron de expresién genética. Los genes relacionados
a la produccién de exopolisacaridos son sobreexpresados y los vinculados a
los pili son silenciados. De esta manera, las células quedan rodeadas por la
matriz extracelular y ancladas a la superficie. La matriz provee soporte y
contribuye a la resistencia del biofilm a los antimicrobianos.

lll. En una tercera etapa, el biofilm madura y comienzan a formarse microcolonias.
Los biofilms poseen una estructura tridimensional. Las células no se disponen
formando capas superpuestas, sino que crecen formando microcolonias o

agrupaciones celulares, se extienden formando torres gomosas y se mueven



con la corriente del fluido que las rodea. Para llevar nutrientes a todas las
células dentro del biofilm y eliminar sus desechos, existen canales libres por los
gue se mantiene el flujo constante de liquido. Las células cercanas a estos
canales coordinan la produccién de exopolisacaridos, de manera de no obstruir
la luz del canal. También existen dentro de la masa del biofilm espacios vacios,
carentes de células. Todo esto demuestra el grado de complejidad estructural
gue posee un bhiofilm bacteriano.

IV. En la cuarta etapa las microcolonias o células individuales pueden
desprenderse de la matriz para comenzar el proceso nuevamente (figura 1).
Esta etapa esencial en el desarrollo del biofilm contribuye a la dispersion
biologica, la supervivencia celular y la transmision de enfermedades. La
separacion del biofilm puede dividirse en dos grandes categorias: separacion
activa (iniciada por las mismas células) y pasiva (separacion por fuerzas
externas, como abrasion o intervencién humana) (Watnik y Kolter, 2000;
Donlan y Costerton, 2002; Stoodley y col., 2002; Melchior y col., 2006; Kaplan,
2010).

Donlan and Costerton, 2002.

Figura 1: Esquema de la estructura de un biofilm.
Referencias: A: células asociadas transitoriamente con la superficie, B: microcolonia, C:
corriente de fluido rodeando las microcolonias, D: canales para la circulacién de fluidos, E:

células desprendidas de la microcolonia.



1.2.1. Comunicacioén intercelular

El biofilm microbiano ha sido considerado como una comunidad compleja, mas
que como la suma de células individuales, en la cual se observan comportamientos
sociales. Dichos comportamientos estdn mediados por un sistema de comunicacién
intercelular, llamado Quérum Sensing. En las bacterias Gram positivas el sistema de
Quérum Sensing comprende tres componentes: la molécula sefial (péptido
autoinductor, cuya funciéon en parte es regular su propia sintesis) y un sistema de
transducciébn de sefiales de dos componentes: un receptor que se une
especificamente al péptido autoinductor y un regulador de respuesta intracelular que
responde al péptido autoinductor por medio de la regulacion de la expresion genética.
La acumulacién de autoinductor fuera de la célula refleja la creciente densidad celular,
y una vez alcanzada la concentracion umbral, se regulan distintos genes en respuesta
al estimulo que dispardé la produccion del autoinductor (Williams y col., 2007; Bordiy
de Betzman, 2011, Liy Tian, 2012).

Los péptidos autoinductores poseen una secuencia de aminoacidos en el rango
comprendido entre 5 y 34 y son modificados postraduccionalmente. Su produccién
ocurre durante ciertos estados de crecimiento, bajo ciertas condiciones fisiolégicas o
en respuesta a cambios ambientales y se acumulan en el medio extracelular. Una vez
gue son reconocidos por un receptor especifico se genera una respuesta celular que

procede a través de cambios fisiolégicos (Cvitkovitch y col., 2003).

También se ha demostrado un segundo tipo de Quérum Sensing en algunos
estreptococos, particularmente los pertenecientes a los grupos piogénicos, salivarius,
mutans y bovis. Este sistema llamado ComRS utiliza una feromona conocida como
XIP, la cual es internalizada por el sistema de transporte ABC. Una vez en el interior
de la célula activa la transcripcion de un factor sigma X, el cual a su vez, activa genes
para la competencia genética (Li y Tian, 2012). Los biofilm, en la naturaleza, estan
formados por distintas especies de microorganismos, los cuales deben poder
comunicarse entre ellos para coordinar las actividades y comportamientos sociales
observados en los biofilms. El sistema de Quérum Sensing llamado Autoinductor 2 ha
sido descripto en organismos Gram positivos y Gram negativos y se ha considerado
como un “lenguaje universal’ que permite la comunicacion entre células pertenecientes
a distintas especies (Li y Tian, 2012).

Las actividades que son coordinadas mediante Quérum Sensing son diversas y
reflejan las necesidades especificas de una comunidad en particular. Como ejemplos

se pueden mencionar la produccion de toxinas y factores de virulencia, formacion de



biofilm y ubicacion de las células dentro del mismo, produccion de exopolisacéaridos,
formacion de cuerpos fructiferos, competencia genética, produccion de bacteriocinas,
muerte celular programada, cooperacion social y simbiosis (Li y Tian, 2012).

1.2.2. Resistencia debida al biofilm

La estructura del biofilm y los atributos fisiolégicos de los organismos que forman el
mismo confieren una resistencia inherente a los agentes antimicrobianos. Segun
algunos estudios, las células bacterianas que se encuentran dentro de un biofilm son
10 a 1000 veces mas resistentes a la accion de los antimicrobianos que aquellas
células de la misma cepa que crecen de manera libre. Los mecanismos que confieren

esta resistencia son variados e incluyen:

I. La matriz de exopolisacaridos limita la difusion de los antimicrobianos,
al constituir una barrera fisica. Sin embargo no todos los compuestos
son afectados y algunos pueden difundir libremente al interior del
biofilm.

Il. Tasa de crecimiento alterada de los organismos. Las células dentro del
biofilm estan impedidas para dividirse por la matriz extracelular y por
ello muestran tasas de crecimiento menores que las células planténicas,
lo que ocasiona que los antimicrobianos sean menos efectivos.

Ill. Cambios fisiolégicos debido al modo de crecimiento en el biofilm.

Los exopolisacaridos que componen la matriz extracelular del biofilm ademas
protegen a los microorganismos de los componentes del sistema inmune del huésped,
evitando la actividad fagocitica de los macrofagos y protegiéndolos de las opsoninas y
de las especies reactivas del oxigeno en los leucocitos polimorfonucleares. También
hay evidencia de una menor produccién de especies reactivas del oxigeno luego de la
fagocitosis (Watnik y Kolter, 2000; Olson y col., 2002; Melchior y col., 2006; Arif, 2010;
Bordi y de Bentzman, 2011).

La formacion de biofilm le permite a los microorganismos sobrevivir no solo a
los tratamientos con antimicrobianos o a las defensas del huésped, sino también a
otros factores adversos del medio (Donlan y Costerton, 2002; Olson y col., 2002;
Melchior y col., 2006; Kaplan, 2010).



1.3. Generalidades de los probiéticos

La Organizacion Mundial de la Salud defini6 los probiéticos como
"microorganismos vivos, los cuales administrados en cantidades adecuadas, confieren
un beneficio en la salud del hospedador". Miembros de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacteruim son principalmente utilizados como probibticos, pero otros
microorganismos como Saccharomyces boulardii y Streptococcus thermophilus
también han sido usados como probiéticos (WHO/FAO, 2001; Dobson y col., 2011).

La primera observacion del efecto benéfico de algunas bacterias fue realizada a
principios del siglo XX, por el médico ruso Metchnikoff quien observé que un gran
namero de habitantes de Bulgaria vivian mas de 100 afios y consumian grandes
cantidades de yogurt. Este médico aisldé bacterias del yogurt y determiné que ellas
conferian un efecto benéfico a la salud. También a principios del siglo XX, el pediatra
francés Tissier observé que los nifios con diarrea tenian en sus heces menor cantidad
de bifidobacterias que los nifios sanos y propuso que estas bacterias podrian ser
administradas para prevenir la diarrea. En afios recientes se ha incrementado el
namero de estudios clinicos que reportan beneficios para la salud de los consumidores
de microorganismos probioticos (WHO/FAO, 2001; Guillor y col., 2008; Pascual y
Barberis, 2010).

Para considerar un microorganismo como probidtico, éste debe cumplir ciertos

criterios:

Aptitud: como los efectos probidticos son dependientes de cada cepa, la identificacion
taxondmica debe ser exacta. Ademas, la cepa seleccionada debe ser habitante normal
de la especie en la cual sera aplicada y debe carecer de toxicidad y patogenicidad,

siendo generalmente reconocida como segura (GRAS).

Conveniencias tecnoldgicas: la cepa analizada debe tener la capacidad de sobrevivir a

distintos tratamientos tecnoldgicos (congelado, desecacién), debe mantener la
viabilidad a altas concentraciones. Las caracteristicas deseadas deben ser estables
durante todo el proceso tecnoldgico, proveer cualidades organolépticas deseables

cuando sea incluida en productos fermentados y poseer estabilidad genética.

Competitividad: los ensayos in vitro son esenciales para evaluar las caracteristicas de

una cepa y el mecanismo del efecto probiético. Generalmente se evalla la capacidad
de supervivencia, proliferacién y actividad metabélica en el sitio blanco in vivo,
resistencia a la bilis y los acidos, capacidad de competir con la microbiota normal y

resistir a los metabolitos que ésta produzca, potencial adherencia y colonizacion,



capacidad de inhibicion de microorganismos potencialmente patégenos y en caso de

probiéticos vaginales, resistencia a los espermicidas.

Accién y funcionalidad: las cepas evaluadas deben exhibir uno o mas efectos

benéficos para la salud, clinicamente documentados como la colonizacién del sistema
gastrointestinal y genitourinario, accién antagbénica contra bacterias patégenas,
produccion de sustancias antimicrobianas, capacidad de inmunoestimulacion, accion
antimutagénica y anticarcinogénica, produccion de compuestos bioactivos,
mantenimiento del colesterol en niveles saludables, metabolismo de la lactosa, entre
otras (WHO/FAO, 2001; Reid y col., 2003; Dash, 2009; Pascual y Barberis, 2010).

1.4. Generalidades del género Lactobacillus

Las especies del género Lactobacillus son bacilos Gram positivos, anaerobios
facultativos o anaerobios estrictos, con requerimientos nutricionales complejos, no
esporulados. Se los clasifica dentro del grupo funcional de las Bacterias Acido Lacticas
(BAL) por su capacidad de produccion de é&cidos organicos, especialmente &cido
lactico (Arif, 2010).

La vagina de las mujeres sanas premenopausicas esta predominantemente
colonizada por especies de Lactobacillus en cantidades de 10°-10° UFC/g de fluido
vaginal. Los mismos ayudan a mantener la salud y previenen la infeccién. Cuando los
lactobacilos son eliminados o reducidos, la probabilidad de adquirir infecciones
genitourinarias se incrementa. Lactobacillus cripsatus, L. jensenii, L. iners, L. casei,
L. delbrueckii, L. acidophilus y L. rhamnosus son las especies mas frecuentemente
aisladas (Boris y col., 1998; Merk y col., 2004; Pascual y col., 2006; Ozkinay y col.,
2005; Zéarate y Nader-Macias, 2006; Cribby y col., 2008; Vielfort y col., 2008; Martin y
Suérez, 2009; Pascual y Barberis, 2010).

Los lactobacilos presentan actividad antimicrobiana y previenen las infecciones por
distintos mecanismos:

e Exclusion competitiva: los lactobacilos compiten con los patégenos por los
receptores celulares, el espacio fisico y los nutrientes. Existe evidencia in vitro de
la capacidad de los lactobacilos de inhibir la adherencia de S. agalactiae a las
células epiteliales urogenitales.

e Coagregacion con los microorganismos patégenos: los lactobacilos se unen a

determinados patégenos, bloquean su adhesion y evitan su dispersion a otras



areas. La coagregacion es un proceso que, acompafado de la produccion de
compuestos antimicrobianos, resulta en la inhibicion del crecimiento de los
microorganismos patdgenos.

e Autoagregacion: puede aumentar sustancialmente el potencial de colonizacién
de lactobacilos en los diferentes ecosistemas.

e Produccion de compuestos con actividad antimicrobiana: &cidos organicos,
peréxido de hidrégeno, bacteriocinas y biosurfactantes.

e Regulacion del sistema inmune: la estimulacién del sistema inmune mucosal por
probiéticos reduce la produccion de citoquinas proinflamatorias a través de la
actividad en la via NFKB, incrementa la produccion de citoquinas
antiinflamatorias y péptidos de defensa del huésped como B-defensina,
incremento de IgA y promocion de la maduracion de las células dendriticas
(Velraeds y col., 1996; Ocafia y col., 1998; Merck y col., 2004; Zarate y Nader-
Macias, 2006; Collado y col., 2007; Coudeyras y col., 2008; Vielfort y col., 2008;
Matu y col., 2009; Dover y col., 2010; Oelschlaeger, 2010; Pascual y Barberis
2010).

1.4.1. Sustancias antimicrobianas producidas por lactobacilos
1.4.1.1. Bacteriocinas

Las bacteriocinas son sustancias producidas por microorganismos que
presentan un nucleo proteico, al cual se pueden asociar lipidos o carbohidratos, con
actividad inhibitoria contra especies relacionadas y no relacionadas filogenéticamente.
La especie productora tiene un mecanismo de inmunidad hacia las bacteriocinas que
ella produce. Las bacteriocinas producidas por las bacterias acido lacticas se dividen
en cinco clases, de acuerdo a su estructura primaria, peso molecular, estabilidad al

calor y organizacion estructural:

e Clase I: son péptidos modificados postraduccionalmente, de muy bajo peso
molecular que contienen lantionina y son conocidos como lantibiéticos. Su
espectro de accion abarca diversas bacterias Gram positivas. Esta clase se

subdivide en tres subclases:

Lantibiéticos tipo A: actlan por formacibn de poros en la

membrana, por ejemplo la nisina.



Lantibidticos tipo B: actian por interferencia en la actividad
enziméatica y la sintesis de pared celular como la mersacidina.
Lantibidticos tipo C: compuestos por dos péptidos lantibiéticos que
acttan sinérgicamente, por ejemplo lacticina 3147.

e Clase lI: pequefios péptidos que no contienen lantionina, no son modificados
postraduccionalmente y son termoestables. Su modo de accion es la
permeabilizacion de la membrana con la consecuente pérdida de moléculas.
Esta clase se subdivide en tres grupos:

Clase lla: poseen una fuerte actividad contra Listeria sp. Algunos
ejemplos son pediocina, sacacina A y leucocina A.

Clase llb: su actividad depende de la accién complementaria de
dos péptidos. Ejemplos: lactacina F y lactococcina G.

Clase llc: bacteriocinas dependientes del sistema de secrecion

sec como lactocina B.

e Clase lll: proteinas de gran masa molecular, |abiles al calor, como la helveticina

J y lactacina B.

e Clase IV: bacteriocinas que requieren lipidos o carbohidratos para su actividad.

Algunos ejemplos son leuconocina S y lactocin 27.

e Clase V: péptidos circulares no modificados postraduccionalmente, como AS-48,

enterocina.

En los dltimos afios se han propuesto diferentes clasificaciones de las bacteriocinas de
bacterias Gram positivas. Algunos investigadores consideran a las bacteriocinas
circulares de la Clase V como bacteriocinas de Clase lic, por lo cual se podrian
clasificar las bacteriocinas en cuatro clases (Guillor y col., 2008; Pascual y col., 2008
b; Pascual y Barberis, 2010; Matu y col., 2009; Dobson y col., 2011; Balciunas y col.,
2012).

1.4.1.2. Biosurfactantes

Los lactobacilos producen biosurfactantes, que son compuestos microbianos

con actividad emulsificante. Presentan un amplio rango de estructuras quimicas como



glicolipidos, lipopéptidos, complejos carbohidratos-proteinas, fosfolipidos, acidos
grasos y lipidos neutros. Los biosurfactantes son moléculas anfipaticas, con una
porcion hidrofobica y una porcién hidrofilica y, ademas, algunos de ellos muestran
actividad antibacteriana y antifingica (Rodriguez y col., 2006; Arif, 2010; Pascual y
Barberis, 2010).

La produccion de biosurfactantes por parte de Lactobacillus fermentum B-54 y
L. acidophilus RC-14 y su capacidad de inhibir la primera etapa en la formacion de
biofilm de Enterococcus faecalis 1131 fue comprobada por Velraeds y col. (1996).
Estos investigadores demostraron que la primera etapa en la formacion de biofilm de
E. faecalis 1131 en placas de vidrio cubiertas con los biosurfactantes se retrasé
alrededor de 7 segundos y el numero de células adheridas después de 4 h también se
redujo. Los biosurfactantes producidos fueron de naturaleza proteica y se nombro
surlactin al producido por L. acidophilus RC-14, el cual fue capaz de inhibir la
adhesion del patégeno en mayor medida. En un estudio posterior se demostré la
capacidad de surlactin de inhibir la etapa inicial de la formacién de biofilm de 15
patégenos genitourinarios a goma siliconada usada en la fabricacién de catéteres
(Velraeds y col., 1998).

Walencka y col. (2007) estudiaron la reduccion de la adhesién de S. aureus 'y
S. epidermidis utilizando biosurfactantes producidos por L. acidophilus HA-1, 336 y
Ch-2 y observaron que dichas sustancias no tenian poder bactericida sobre los
microorganismos testeados, de manera que la reduccion observada se debia a las
propiedades emulsificantes de los biosurfactantes. Estos investigadores también
observaron una reduccion de la hidrofobicidad de la superficie celular de S. aureus al
ser tratado con los biosurfactantes producidos por las especies de lactobacilos.
Ademds se observd una reduccién en el biovolumen y la densidad de los biofilms
preformados de S. aureus y S. epidermidis al ser tratados con los biosurfactantes. En
este estudio se concluye que el biosurfactante mas activo era el producido por L.
acidophilus HA-1.

Arif (2010) evalud la capacidad de reducir la formacién de biofilm de E. faecalis
y S. epidermidis en microplacas y en catéteres Foley por parte de un biosurfactante
producido por L. acidophilus. La adhesién de E. faecalis se redujo 62.2% en catéteres
y 48.2% en microplacas, mientras que la adhesién de S. epidermidis se redujo 47.3%

en los catéteres y 44.6% en las microplacas.

Fracchia y col. (2010) estudiaron la produccién de biosurfactantes de
Lactobacillus spp CV8BLAC y su capacidad de inhibicion de biofim de Candida

|g



albicans. El biosurfactante producido era liberado al medio de cultivo. Las microplacas
fueron tratadas con el biosurfactante antes de la evaluacion de la produccién de
biofilm de C. albicans. La formacion de biofilm se redujo un 82% y la inoculacién de
C. albicans con el surfactante al mismo tiempo mostré una reduccién de la adhesion
del 70%.

1.4.1.3. Peroxido de hidrégeno

La produccién de peréxido de hidrégeno (H,O,) parece ser comun entre los
lactobacilos vaginales. Se ha observado que las mujeres colonizadas por lactobacilos
productores de H,O, presentan menor prevalencia de vaginosis bacteriana. Ademas,
las mujeres con infecciones urinarias recurrentes muestran ausencia de lactobacilos
productores de perdxido de hidrégeno, lo que permite la colonizacién por parte de
E. coli y otros microorganismos patdgenos. En los cultivos aerdbicos el oxigeno es
utilizado como aceptor final de electrones y es reducido a H,O. Los lactobacilos no
poseen grupos hemo y no utilizan el sistema de citocromos para la oxidacion terminal
durante el proceso respiratorio, en cambio poseen flavoproteinas que transforman el

oxigeno en H,0..

El peréxido de hidrégeno es un agente oxidante toxico para las bacterias
catalasa negativa y crea un ambiente inaceptable para el crecimiento de los
microorganismos anaerobios. El efecto bactericida del H,O, se debe a la generacion
de metabolitos oxidantes, como el radical OH", que introduce rupturas en el ADN de la
célula, proteinas y otras biomoléculas, lo que lleva a la muerte celular. La conversion
del H,O, a estos metabolitos citotéxicos estd mediada por agentes reductores y
peroxidasas presentes en el fluido vaginal, en especial durante la ovulacion. Ademas,
se comprobo que los acidos organicos producidos por los lactobacilos incrementan el
efecto bactericida del peroxido de hidrogeno (Ocafa y col., 1998; Ozkinay y col.,
2005; Pascual y col., 2006; Martin y Suarez, 2009; Matu y col., 2009; Atassi y Servin,
2010; Dover y col., 2010; Pascual y Barberis, 2010).

1.4.1.4. Acidos organicos

Los acidos organicos de cadena corta como el acido acético, acido lactico, acido
butirico y acido féormico son producidos durante el metabolismo anaerdbico de los

carbohidratos. En la vagina, por estimulacion del estrégeno, se produce glucdgeno.



Este carbohidrato es fermentado por los lactobacilos, produciendo acidos orgénicos
gue mantienen el pH del sitio menor a 4.5. La acidez del medio inhibe el crecimiento
de los patdgenos y protege incluso de la infeccién con el virus HIV (Ocafia y col.,
1998; Juarez Tomas y col., 2002; Pascual y col., 2006; Guillor y col., 2008; Matu y
col., 2009; Dover y col., 2010).

La inhibicion del crecimiento microbiano por &cidos organicos puede deberse a su
capacidad de atravesar la membrana celular en su forma no disociada. Una vez en el
interior celular ellos se disocian y acidifican el citoplasma, reduciendo el pH y las
actividades metabdlicas. Ademas, los aniones no pueden difundir fuera de la célula y
su acumulacion genera estrés osmotico. El bajo pH también potencia el efecto de
otras sustancias antimicrobianas producidas por los lactobacilos: el H,O, es mas
estable y las bacteriocinas son altamente activas (Guillor y col., 2008; Dover y col.,
2010; Pascual y Barberis, 2010).

Lactobacillus fermentum cepa L23 y L. rhamnosus cepa L60 fueron estudiados por
el grupo de investigadores que componen el area de Bacteriologia y se determinaron

sus caracteristicas probioticas:

Produccién de bacteriocinas: las bacteriocinas producidas por estas cepas de

lactobacilos demostraron tener un amplio rango de actividad contra microorganismos
Gram positivos, Gram negativos, sobre especies de Candida y micoplasmas. Ademas,
estas bacteriocinas demostraron tener un efecto sinérgico en la inhibicién del

crecimiento de distintos microorganismos patégenos genitourinarios.

Produccién de perdxido de hidrégeno: L. rhamnosus produce perdxido de hidrégeno

en presencia de oxigeno, y como no posee catalasa, éste se acumula en el medio y

desarrolla propiedades oxidativas.

Produccién de &cidos organicos: los acidos organicos producidos por los lactobacilos

son el resultado de la fermentacion de los carbohidratos. Los principales acidos son
acido lactico y acido acético y su produccion se evidencia por el bajo pH del

sobrenadante libre de células.

Autoagregacion: la autoagregacion se define como la capacidad de formar agregados

de células de la misma cepa mediante las proteinas de superficie. Esta caracteristica
contribuye a la adherencia y la colonizacion del epitelio y a la formacién de un biofilm

gue impide la colonizacién de los microorganismos patégenos.



Hidrofobicidad de la superficie: L. fermentum y L. rhamnosus mostraron alta

hidrofobicidad de superficie, indicando la presencia de material proteico en su
superficie. Esta caracteristica se relaciona con la autoagregacion, la adherencia y la
colonizacion del epitelio.

Coagregacion: la coagregacion de los probidticos les permite adherirse a los
microorganismos patogenos, impidiéndoles unirse a los receptores celulares vy,
ademas, inhibir su crecimiento. L. fermentum y L. rhamnosus mostraron coagregacion

con una gran cantidad de microorganismos.

Adherencia bacteriana: la habilidad de adherirse al epitelio es una propiedad

importante para la seleccion de un probiético (Pascual y col., 2008 a, b; Daniele y col.,
2011; Pascual y Barberis, 2010).

Basado en los antecedentes que componen los estudios previos realizados por el
grupo de investigacion sobre las propiedades probidticas de L. fermentum L23 y
L. rhamnosus L60, se llevo a cabo el siguiente trabajo de investigacion, con el objetivo
de evaluar el efecto in vitro de estas cepas de lactobacilos con caracteristicas

probidticas sobre la produccién de biofilm de S. agalactiae.
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2. HIPOTESIS

e Lactobacillus fermentum y Lactobacillus rhamnosus poseen propiedades
probidticas e inhiben la formacion de biofilm de Streptococcus agalactiae in

vitro.






3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar el efecto in vitro de cepas de lactobacilos con caracteristicas
probidticas sobre la produccién de biofilm de Streptococcus agalactiae.

3.2. Objetivos especificos

Aislar cepas de S. agalactiae de vagina de mujeres.

e Identificar mediante pruebas bioquimicas las distintas cepas de S. agalactiae.

e Estudiar la formacion de biofilms por las cepas de S. agalactiae.

e Evaluar la inhibicién de la formacion de biofilms por las distintas fracciones del
sobrenadante libre de células de lactobacilos.

e Analizar la disrupcion de biofilms por lactobacilos probioticos.






4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Cepas bacterianas

En este estudio se utilizaron 30 cepas de S. agalactiae aisladas de pacientes
que concurrieron al servicio de Ginecologia del Nuevo Hospital de Rio Cuarto (Ruiz et
al, 2011). Para ello se tomaron exudados vaginales, los que fueron coloreados
mediante la tincion de Gram y sembrados en placas de Petri con agar sangre de
carnero al 5% (BioMeriéux, Francia). Las muestras fueron incubadas 24-48 h, en
atmosfera controlada con 5% de CO,. Se realizaron las pruebas bioquimicas
correspondientes a las colonias sospechosas: catalasa, susceptibilidad a bacitracina,
cultivo en agar sangre de carnero para la observacién de tipo de hemodlisis, hidrélisis
del hipurato, prueba de CAMP, reaccion de PYR (pirrolidonil-B-naftilamida),
susceptibilidad a trimetroprima-sulfametoxasol (TMS) y Voges-Proskauer. Se confirmé
la identificacion con el uso del Test Slidex Strepto-Kit (REF 58 810, BioMerieux,
Francia). Las cepas se conservaron a -20°C en caldo tripticasa soya (CTS,
Laboratorios WB, Cordoba, Argentina) con 30% de glicerol. Para su posterior uso, las
cepas se repicaron en CTS y luego se transfirieron a un medio sdélido (Mueller-Hinton).
Se observé la morfologia de las colonias desarrolladas y se comprobd, mediante la

tincion de Gram, la ausencia de contaminantes.

Las cepas de lactobacilos usadas correspondieron L. fermentum L23 y
L. rhamnosus L60, previamente estudiadas por el grupo de investigacion de la
Orientacion de Bacteriologia. Estas cepas fueron identificadas por pruebas
bioquimicas, APl 50 CHL y por secuenciacion de ADNr. Las mismas fueron
depositadas en la base de GenBank de secuencia génica. Estudios anteriores
demostraron que L. fermentum L23 producia acidos organicos y bacteriocinas, al igual
gue L. rhamnosus L60, el que ademas producia peréxido de hidrégeno (HO,). Las
bacteriocinas producidas por estas cepas de lactobacilos fueron caracterizadas y
purificadas. Ambas fueron intensamente estudiadas en cuanto a la produccién de
bacteriocinas, caracterizacion y purificacién de las mismas, como asi también han sido
estudiadas las propiedades probiéticas y benéficas que presentan. Las cepas de
lactobacilos se conservaron a -20°C en caldo Bouillon de Man, Rogosa y Sharp
(MRS) (Britania, Argentina) adicionado con 30% de glicerol. Antes de su uso, fueron
repicadas en caldo MRS y luego transferidas a agar MRS. Se observo la morfologia de

las colonias y se comprob6 la ausencia de contaminantes mediante la tincién de Gram.



4.2. Produccion de biofilm de Streptococcus agalactiae

Se estudio la capacidad de formar biofilm empleando un ensayo cuantitativo en
tubo modificado (Kwasny y Opperman, 2010). Para ello se prepararon suspensiones
de cada cepa de SGB en CTS, ajustandose la turbidez a los tubos 0,5 y 1 de la escala
de Mc Farland para evaluar la produccién de biofilm con inéculos de distinta DO.
Alicuotas de 200 pl fueron transferidas a tubos de hemdlisis estériles y se incubaron
durante 6 y 24 h a 37°C. Una vez finalizado el periodo de incubacién, se descart6 el
medio de cultivo. Posteriormente se adicionaron 25 pl de cristal violeta al 1% a cada
tubo agitando suavemente y se incubaron a temperatura ambiente por 15 min. A
continuacion, se lavaron los tubos tres veces con 200 pl de buffer fosfato salino (PBS)
para remover las células no adheridas al fondo del tubo y quitar el exceso de
colorante. Los tubos se dejaron secar a temperatura ambiente por 15 min. El cristal
violeta unido al biofilm fue extraido mediante dos lavados con 200 pl de alcohol etilico.
Este fue transferido a tubos que contenian 1,2 ml de alcohol y se midio la absorbancia
a 540 nm en espectrofotémetro UV (Cecil CE 2502). Las cepas fueron clasificadas
como altamente productoras de biofilm (DO mayor a 0,5), productoras (DO entre 0,5y
0,1) y escasamente productoras (DO menor de 0,1). Los ensayos se realizaron por

triplicado y para los controles se uso caldo de cultivo estéril.

4.3. Obtencion de ambas fracciones del sobrenadante libre de células de

lactobacilos

L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 se cultivaron en caldo MRS. Se
transfirieron 500 pl de un cultivo de 18 h de incubacién a 9,5 ml de medio fresco y se
incubd a 37°C en atmésfera con 5% de CO, por 24 h. Este cultivo se centrifugd a 8500
rom a 4°C por 20 min para obtener el sobrenadante libre de células (SLC).
Posteriormente, se coloc6 en viales estériles para inactivar con vapores de cloroformo
por 20 min y se aire6 por 15 min para eliminar los restos de cloroformo. Para estudiar
si el efecto inhibitorio se debia a la produccion de acidos organicos, el SLC se
neutraliz6 a pH 6.5-7 con NaOH 1N, en el cual fue observado el efecto de la
bacteriocina, mientras que en el SLC sin tratar se observaron ambos efectos, el del
acido y el de la bacteriocina. Como control de la actividad antimicrobiana de los SLC
se utilizé una cepa de E. coli sensible, la cual fue sembrada en una placa de agar MRS
(Britania, Argentina), en la cual se realizé un pozo central donde se inocularon 100 pl
de SLC. La placa fue incubada a 37°C por 24 h.



4.4. Produccion de biofilm de S. agalactiae tratado con sobrenadante libre de

células de lactobacilos neutralizado y sin neutralizar

Se colocaron 200 pl de cultivo de SGB con una DO correspondiente al tubo 0.5
de la escala de Mc Farland (concentracion aproximada de 1,5 x10” UFC/ml) en tubos
estériles, se afiadid 200 pl de SLC de L23 y L60 y se incub6 por 24 h a 37°C. Luego se
determind la produccién de biofilm como se describi6é en el punto 4.2. Para investigar
el efecto de las bacteriocinas producidas por L23 y L60 sobre la produccién de biofilm
se neutralizaron los SLC con NaOH 1N y se procedi6 de igual manera. Como control
de la produccién de biofilm se utilizé un cultivo de SGB con el agregado de 200 pl de
caldo CTS. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

4.5. Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el analisis de la varianza (ANOVA) y se
realizaron test a posteriori (Test LSD Fisher) para determinar diferencias significativas
entre los tratamientos. Se trabajé con un nivel de significancia de p< 0,05. Los analisis
se realizaron mediante el empleo del software InfoStat version 2012l. grupo InfoStat,

FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina.



4.6 Composicion de los medios de cultivo

Caldo MRS (Bouillon de Man, Rogosa and Sharp)

Proteasa peptona N°3 10g/L
Extracto de carne 10g/L
Extracto de levadura 5g/L
Glucosa 20g/L
Sorbitol monoleato 1mL
Fosfato dipotasico 2g/L
Acetato sédico 5g/L
Citrato de amonio 2g/L
Sulfato de magnesio 0.20g/L
Sulfato de manganeso 0.05¢g/L

pH final: 6.5+ 0.1

Agar MRS

Proteasa peptona N°3 10g/L
Extracto de carne 10g/L
Extracto de levadura 5g/L
Glucosa 20g/L
Sorbitol monoleato ImL
Fosfato dipotasico 2g/L
Acetato sédico 5g/L
Citrato de amonio 2g/L
Sulfato de magnesio 0.20g/L



Sulfato de manganeso 0.05¢g/L

Agar-agar 12g/L

Caldo tripticasa soya

Peptona de proteina 12g/100mL
Peptona de carne 39/100mL
Peptona de soya 3g/100mL
Glucosa 2.5g/100mL
Cloruro de sodio 5g/100mL
Fosfato dipotéasico 5g/100mL

pH final: 7.3+ 0.1

Buffer Fosfato Salino (PBS)

Cloruro de sodio 0.736g
Fosfato monopotéasico 0.313g
PO4Na,.12 H,0 0.465g
H,O 100mL
pH final: 6
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Agar Mueller-Hinton

Infusién de carne 29
Hidrolizado de caseina 17.59
Almidon 1.59
Agar-agar 13g
H.O 1000 mL
pH: 7.4






5. RESULTADOS Y DISCUSION

La observacion de los extendidos coloreados con Gram demostré la ausencia de
contaminantes en todas las cepas bacterianas utilizadas. En la figura 2 se observa la
morfologia tipica correspondiente a S. agalactiae, L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60.

Figura 2: Microfotografias de S. agalactiae (1000x) (A), L. fermentum L23 (1000x) (B), L
rhamnosus L60 (1000x) (C).

5.1. Produccion de biofilm de Streptococcus agalactiae

Al evaluar la produccién de biofilm de SGB empleando in6culos con diferentes DO
del microorganismo, con el objeto de seleccionar la DO 6ptima para la mayor produccion de
biofilm, no se observaron diferencias estadisticamente significativas al emplear los in6culos
correspondientes a los tubos 0.5 y 1 de la escala de Mc Farland (p< 0,05). En la figura 3 se
muestran los resultados obtenidos en esta experiencia. En la tabla 1 se detallan los datos

obtenidos con el correspondiente error estandar.
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Figura 3: Produccion de biofilm de S. agalactiae utilizando inéculos con diferentes DO.

Tabla 1: Valores de absorbancia obtenidos utilizando in6culos de S. agalactiae con

diferentes DO.

0.5 Mc Farland 1 Mc Farland
cepa DO+ EE? DO+EE
1 0.31+0.04 0.1940.04
6 0.19+0.02 0.17+0.02
7 0.19+0.03 0.13+0.03
8 0.21+0.05 0.11+0.05
15 0.15 +0.06 0.11+0.06
22 0.19+0.06 0.16+0.06
26 0.20+0.02 0.18+0.02

a: error estandar .



Cuando se realiz6 el ensayo para determinar el tiempo de incubacién 6ptimo para
la produccion de biofilm de S. agalactiae no se observaron diferencias estadisticamente
significativas al incubar durante 6 y 24 h. Los resultados obtenidos con ambos tiempos de
incubacion se observan en la figura 4. En la tabla 2 se muestran los promedios de las
mediciones de absorbancia obtenidos en este ensayo.
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Figura 4: Produccion de biofilm de S. agalactiae a distintos tiempos de incubacion.

Tabla 2: Resultados de la absorbancia utilizando distintos tiempos de incubacion.

6 h 24 h
cepa DO+ EE? DO+EE
1 0.31+0.06 0.2+0.06
6 0.19+0.03 0.14+0.03
7 0.19+0.05 0.16+0.05
8 0.21+0.05 0.01+0.05
15 0.15 £0.05 0.1+0.05
22 0.19+0.06 0.15+0.06
26 0.20+0.02 0.18+0.02

a: error estandar.



Estos resultados difieren con los reportados por Kaur y col. (2009), quienes
observaron que la produccién de biofilm de S. agalactiae era mayor al utilizar mayores

tiempos de incubacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo referidos al tiempo de incubacién
concuerdan con los reportados por Borges y col. (2012), quienes no encontraron diferencias
significativas entre los dos tiempos de incubacién empleados.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos anteriores, se
determind la produccion de biofilm de las 30 cepas de S. agalactiae utilizando 200 pl de
cultivo de SGB con densidad 6ptica similar al tubo 0.5 de la escala de Mc Farland y se
incub6 por 6 h a 37°C. Todas las cepas analizadas fueron capaces de producir biofilm. La
produccion de biofilm demostr6é ser dependiente de cada cepa (p<0.05). Estos resultados
se observan en la figura 5.
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Figura 5: Produccion de biofilm de S. agalactiae.

Estos resultados concuerdan con los reportados por Kaur y col. (2009) y Borges
y col. (2012), quienes reportaron que la produccién de biofilm de S. agalactiae era

dependiente de cada cepa.



El 93% de las cepas ensayadas se consideraron productoras de biofiim y el 7% lo
hizo como escasamente productoras de biofilm (figura 6). El valor de absorbancia
promedio fue de 0.191, con un rango comprendido entre 0.08 y 0.33.

B productoras de biofilm

B escasamente productoras
de biofilm

Figura 6: Porcentaje de cepas de S. agalactiae segun su capacidad de produccién de

biofilm.

Estos resultados concuerdan con los reportados por Kaur y col. (2009), quienes
observaron que el 80% de las cepas de SGB aisladas de mujeres embarazadas eran

productoras de biofilm y el 20% eran escasamente productoras de biofilm.

5.1.1. Inhibicién de la produccion de biofilm de S. agalactiae empleando

sobrenadante libre de células de L. fermentum L23 neutralizado y sin neutralizar

Para comprobar que el SLC de L. fermentum mantenia su actividad antimicrobiana
en el momento de ser utilizado, se realizé un control empleando una cepa de E. coli
sensible a las sustancias antimicrobianas presentes en el SLC. Como resultado se

observé un halo de inhibicidn del crecimiento bacteriano (figura 7).



Figura 7: Control de la actividad antimicrobiana del SLC de L. fermentum sobre E. coli.

La produccién de biofilm de S. agalactiae tratado con SLC de L23 se evaluo
mediante la utilizacién de cristal violeta, segin fue descripto previamente. En la figura 8 se

observa el alcohol del lavado conteniendo el cristal violeta removido del biofilm de SGB.

A B C

Figura 8: Alcohol de lavado.
Referencias: A: control negativo (medio de cultivo estéril), B: cultivo de SGB tratado con SLC de

L23, C: control positivo (cultivo de SGB sin tratamiento).

Cuando el cultivo de SGB fue tratado con SLC de L. fermentum sin neutralizar el
100% de las cepas mostré una reduccion significativa en la produccion de biofilm (p<0,05),
en comparacion con el cultivo de S. agalactiae sin tratamiento. En el 20% de las cepas la

produccion de biofilm fue totalmente inhibida.



El efecto de los acidos organicos producidos por L. fermentum L23 fue neutralizado
con NaOH 1N para analizar la capacidad inhibitoria de la bacteriocina producida por esta
cepa de lactobacilo sobre la formacién de biofilm de S. agalactiae. La produccién de biofilm
bajo estas condiciones resulté ser significativamente menor, en comparacioén con el cultivo
de S. agalactiae sin tratamiento. El 53% de las cepas mostré inhibicion total de la formacion
de biofilm. Estos resultados se observan en la figura 9.
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Figura 9: Produccion de biofilm de S. agalactiae tratado con sobrenadante libre de células de L. fermentum L23.



La produccion promedio de biofilm de S. agalactiae tratado con SLC sin neutralizar
de L. fermentum se redujo un 91.6%, destacando el hecho de que en 6 cepas no se
observo formacion de biofilm y el valor de absorbancia promedio fue de 0.016. Utilizando el
SLC neutralizado de L. fermentum el valor de absorbancia promedio fue de 0.004, indicando
una reduccién en la produccién promedio del 97.9% (figura 10). En 16 de las 30 cepas de
SGB ensayadas, el SLC de L23 neutralizado redujo en un 100% la produccién de biofilm.
Estos resultados indican que el efecto inhibitorio de la formacion de biofilm de SGB por
L. fermentum se deben a los &cidos organicos y a la bacteriocina producida por esta cepa
de lactobacilo.

cultivo SGB SGB+SLCL23 SGB+SLCN L23

Figura 10: Produccién promedio de biofilm de SGB tratado con SLC de L. fermentum

neutralizado y sin neutralizar.

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con los reportados por Chung
y col. (2004), quienes observaron una reduccién de la produccién de biofilm por parte de
S. mutans utilizando ambas fracciones del SLC de L. fermentum S11, indicando que esta
cepa de lactobacilo produce, ademas de los acidos organicos, otra sustancia con actividad

antimicrobiana.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el efecto

inhibitorio de los acidos organicos y bacteriocinas (p<0,05), es decir la fraccion del SLC sin
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neutralizar, y el efecto inhibitorio de la bacteriocina en el SLC neutralizado. Los porcentajes
de inhibicion de la formacion de biofilm de SGB se detallan en la tabla 3.



Tabla 3: Porcentajes de inhibicion de biofilm de SGB por &cidos y bacteriocina producidos

por L. fermentum L23.

SGB tratado con SLC de L23

SGB tratado con SLC neutralizado

de L23
Cepa | Cultivo SGB DO Porcentaje DO Porcentaje de
de inhibicién inhibicion (%)
(%)

1 0.31+0.03 0.02+0.03 93.5 0+0.03 100
2 0.08+0.01 0.01+0.01 87.5 0.01+0.01 87.5
3 0.30+0.03 0+0.03 100 0+0.03 100
4 0.18+0.02 0.04+0.02 77.7 0£0.02 100
5 0.10+0.02 0.02+0.02 80 0.01+0.02 90

6 0.19+0.01 0.06+0.01 68.4 0+0.01 100
7 0.19+0.02 0.01+0.01 94.7 0.001+0.01 994
8 0.21+0.03 0.£0.03 100 0+0.03 100
9 0.22+0.01 0.0004+0.01 98.5 0+0.01 100
10 0.21+0.01 0.003+0.01 98.5 0+0.01 100
11 0.13+0.03 0+0.03 100 0+0.03 100
12 0.22+0.02 0.02+0.02 90.9 0.01+0.02 95.4
13 0.21+0.03 0.004+0.03 98 0.001+0.03 99.5
14 0.19+0.03 0.03+0.03 84.2 0.01+0.03 94.7
15 0.15+0.03 0.02+0.03 84.2 0+0.03 94.7
16 0.18+0.02 0.01+0.02 94.4 0+0.02 100
17 0.22+0.02 0+0.02 100 0+0.02 100
18 0.15+0.03 0.01+0.03 93.3 0.0003+0.03 98

19 0.33+0.03 0.01+0.03 96.9 0+0.03 100
20 0.17+0.01 0+0.01 100 0+0.01 100
21 0.22+0.02 0+0.02 100 0+0.02 100
22 0.19+0.04 0.02+0.04 89.5 0+0.04 100
23 0.09+0.01 0.01+0.01 88.8 0+0.01 100
24 0.15+0.02 0.01+0.02 93.3 0+0.02 100
25 0.32+0.02 0.02+0.02 93.7 0.001+0.02 99.6
26 0.20+0.03 0.02+0.03 90 0.01+0.03 95

27 0.14+0.01 0.03+0.01 78.5 0.01+0.01 92.8
28 0.12+0.02 0.02+0.02 83.3 0.01+0.02 91.6
29 0.16+0.01 0.02+0.01 87.5 0.02+0.01 87.5
30 0.20+0.04 0.05+0.04 75 0.02+0.04 90

X 0.191+0.01 0.016+0.003 91.6 0.004+0.001 97.9




5.1.2. Inhibicion de la produccion de biofilm de S. agalactiae utilizando sobrenadante
libre de células de L. rhamnosus L60 neutralizado y sin neutralizar

El biofilm producido por S. agalactiae tratado con ambas fracciones del SLC de
L. rhamnosus se colore6 con cristal violeta para su posterior cuantificacion. En la figura 11
se observan tubos conteniendo el biofilm de SGB tratado con el SLC sin neutralizar de L60.

a
o
i

Figura 11: Tubos con biofilm de SGB.
Referencias: A, B y C: SGB tratado con SLC sin neutralizar de L60, D: control negativo (medio de

cultivo estéril).

La produccion de biofiim de S. agalactiae tratado con SLC sin neutralizar de
L. rhamnosus L60 mostré ser significativamente menor (p<0,05), respecto al cultivo sin
tratamiento, en las 30 cepas analizadas. Para evaluar el efecto inhibitorio de la bacteriocina
y el peréxido de hidrégeno producidos por L. rhamnosus L60 sobre la formacion de biofilm
de S. agalactiae, se ajusté el pH del sobrenadante libre de células entre 6.5y 7 con la
adicibn de NaOH 1N. En todas las cepas se observo una reduccién significativa en la
produccion de biofilm, en comparacién con el cultivo de S. agalactiae sin tratamiento. Los

resultados obtenidos en esta experiencia se muestran en la figura 12.



0,36
0,32
0,28
0,24
€
S 0,2
o
I3
n
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Cepasde S. agalactiae
M CultivoSGB  HSGB+SLC B SGB+SLC neutralizado

Figura 12: Produccion de biofilm de S. agalactiae tratado con sobrenadante libre de células de L. rhamnosus L60.



La absorbancia media de la produccion de biofilm de SGB tratado con SLC
neutralizado y sin neutralizar de L60 fue de 0.005 y 0.017, respectivamente (figura
13). Estos resultados indican que la reduccion en la produccion de biofilm de S.
agalactiae observada se debe a los acidos organicos, la bacteriocina y el peréxido de
hidrogeno producido por L. rhamnosus L60.
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Figura 13: Produccién promedio de biofilm de SGB tratado con SLC de L. rhamnosus.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el efecto
inhibitorio de la formacion de biofim de SGB debido a los &cidos organicos,
bacteriocinas y el H,O, presentes en el SLC sin neutralizar, y el efecto inhibitorio
debido a la bacteriocina y el H,O, presentes en el SLC neutralizado de L. rhamnosus
(p< 0,05). En la tabla 4 se observan los porcentajes de inhibicién de la produccién de
biofilm de SGB tratado con ambas fracciones del SLC de L60. Cabe destacar que en
el 53% de las cepas no se observé formacién de biofilm al tratar el cultivo de SGB con
el SLC neutralizado de L60. En las 14 cepas restantes el porcentaje de inhibicion

promedio fue muy elevado y correspondié a un 88.31%.



Tabla 4: Porcentaje de inhibicion de biofilm de SGB por acidos, H,O, y por
bacteriocina de L. rhamnosus L60.

SGB tratado con SLC L60 SGB tratado con SLC L60
neutralizado
Cepa | Cultivo SGB DO Porcentaje de DO Porcentaje de
inhibicion (%) inhibicion (%)
1 0.31+0.03 0.06+0.03 80.6 0.04+0.03 87.09
2 0.08+0.01 0.02+0.01 75 0.005+0.01 93.7
3 0.30+0.03 0+0.03 100 0+0.03 100
4 0.18+0.02 0.01+0.02 94.4 0£0.02 100
5 0.10+0.02 0+0.02 100 0+0.02 100
6 0.19+0.01 0.02+0.01 89.4 0+0.01 100
7 0.19+0.02 0.02+0.01 894 0.002+0.01 98.9
8 0.21+0.03 0.003+0.03 98.5 0.003+0.03 98.5
9 0.22+0.01 0.002+0.01 99.09 0.0004+0.01 99.8
10 0.21+0.01 0.04+0.01 80.9 0+0.01 100
11 0.13+0.03 0.01+0.03 92.3 0.01+0.01 92.3
12 0.22+0.02 0.07+0.02 68.1 0£0.02 100
13 0.21+0.03 0.03+0.03 85.7 0.01+0.03 95.2
14 0.19+0.03 0.03+0.03 84.2 0.01+0.03 94.7
15 0.15+0.03 0.01+0.03 93.3 0.001+0.03 99.3
16 0.18+0.02 0.01+0.02 94.4 0.01+0.02 94.4
17 0.22+0.02 0.01+0.02 95.4 0£0.02 100
18 0.15+0.03 0.04+0.03 73.3 0.01+0.03 93.3
19 0.33+0.03 0.01+0.03 96.9 0£0.03 100
20 0.17+0.01 0+0.01 100 0£0.01 100
21 0.22+0.02 0.03+0.01 86.6 0.02+0.02 90.9
22 0.19+0.04 0.01+0.04 94.7 0£0.04 100
23 0.09+0.01 0£0.01 100 0£0.01 100
24 0.15+0.02 0.01+0.02 93.3 0£0.02 100
25 0.32+0.02 0£0.02 100 0£0.02 100
26 0.20+0.03 0.02+0.03 90 0.01+0.03 95
27 0.14+0.01 0£0.01 100 0£0.01 100
28 0.12+0.02 0.01+0.02 91.6 0.01+0.02 91.6
29 0.16+0.01 0.02+0.01 87.5 0£0.01 100
30 0.20+0.04 0.01+0.04 95 0£0.04 100
X 0.191 0.017+0.003 91.09 0.005+0.001 97.3
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Los resultados encontrados en este trabajo difieren con los reportados por
Soderling y col. (2010), quienes observaron una reduccion de la produccién de biofilm
de S. mutans del 77 al 92% en presencia del sobrenadante libre de células (pH= 4.0)
de L. rhamnosus GG, sin embargo, este efecto desaparecié al llevar el pH del
sobrenadante a 4.8, lo que indica que la actividad antimicrobiana se debe a la
produccion de acidos organicos y que esta cepa de lactobacilo no produce otra
sustancia inhibitoria o que dicha sustancia no es activa a mayor pH.

5.1.3. Produccion de biofilm de S. agalactiae tratado con sobrenadante libre de
células combinado de ambos lactobacilos

Con objeto de investigar el efecto producido por el sobrenadante libre de
células combinado de ambos lactobacilos, se eligieron al azar 10 cepas de S.
agalactiae, se agregaron 100 ul de SLC sin neutralizar de cada lactobacilo y se evalu6
la produccion de biofilm. La produccién tratada con el sobrenadante combinado de
ambos lactobacilos resulté ser significativamente menor, en comparaciéon con el
biofilm producido por el cultivo de S. agalactiae sin tratamiento. No se observan
diferencias estadisticamente significativas en la produccion de biofilm de S. agalactiae
tratado con el SLC combinado de L23 y L60 y la produccién bajo el tratamiento con
SLC de cada lactobacilo por separado. Estos resultados se observan en la figura 14.

En la tabla 5 se muestran los porcentajes de inhibicion obtenidos en este ensayo.
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Figura 14: Produccién de biofilm de S. agalactiae tratado con SLC de L. rhamnosus
L23 y L. fermentum L60.

Tabla 5: Porcentajes de inhibicion de la formacién de biofilm de S. agalactiae por SLC

de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60.

Cepa | Porcentaje de inhibicion | Porcentaje de inhibicion | Porcentaje de inhibicidén
SLCL23 SLC L60 SLC L23+SLC L60

1 935 80.6 93.5
4 77.7 94.4 100
5 80 100 80

7 94.7 894 94.7
12 90.9 68.1 90.9
13 98 85.7 95.2
17 100 95.4 90.9
24 93.3 93.3 93.3
26 90 90 95

27 78.7 100 92.8
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En esta experiencia se observdé una gran produccion de biofiim de S.
agalactiae en CTS a pH 7, pero al tratar el cultivo de SGB con SLC de L. fermentum y
L. rhamnosus (pH menor a 4.5), la produccion del mismo resulté significativamente
menor. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el efecto
inhibitorio del SLC sin neutralizar de L. fermentum L23 y el efecto del SLC sin
neutralizar de L. rhamnosus L60 (p<0,05). Estos resultados concuerdan con los
reportados por Borges y col. (2012), quienes reportaron una menor produccién de
biofilm a pH 4.2, en contraste con la produccion observada a pH 6.5, subrayando el

efecto de los acidos sobre la produccion de biofilm.

La inhibicion en la produccion de biofilm de S. agalactiae observada en este
trabajo no solo se debe al bajo pH generado por los acidos organicos producidos por
los lactobacilos empleados, sino también a las bacteriocinas y el peréxido de
hidrégeno producidos por L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60. Cuando se
neutralizaron los SLC con NaOH se observd una reduccién estadisticamente
significativa en la produccién de biofilm de S. agalactiae en comparacion con el cultivo
sin tratamiento. Debido a que el efecto de los acidos organicos fue neutralizado, la
reduccion en la produccion de biofilm de S. agalactiae observada se atribuye
directamente a la accion de las bacteriocinas y, en el SLC de L. rhamnosus L60,
también al peroxido de hidrogeno. No se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre el efecto inhibitorio de ambos SLC neutralizados (p<0,05).

Estos resultados sobre el efecto inhibitorio de la formacion de biofilm de SGB
no coinciden con los informados por Juarez Tomas y col. (2002), quienes observaron
gue la inhibicion solo se debié a la produccién de acido lactico, ya que el efecto

inhibitorio no se observo al neutralizar el SLC de lactobacilos.

Existen pocas resefias bibliogradficas que evidencien el efecto de las
bacteriocinas y el H,O, sobre la formacion de biofilm. Numerosas investigaciones
destacan el efecto del pH acido, en comparacién con el pH neutro, en la produccién de
biofilm (Borges y col.,, 2012; Ho y col., 2012; Yang y col, 2012). Numerosos
investigadores han publicado alternativas para prevenir la formacion de biofilms
bacterianos, tales como inhibidores quimicos, clorexidina, antisépticos o
recubrimientos metdlicos de titanio y plata. Ademas, considerando que unos de los
problemas asociados con infecciones por microorganismos productores de biofilm es
la baja sensibilidad de estos microorganismos a los antimicrobianos utilizados, es

importante destacar el efecto de las sustancias antimicrobianas producidas por las
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cepas probiodticas L23 y L60 sobre el crecimiento del microorganismo y la formacién de
biofilm (Pascual y col., 2008 a, b; Pascual y Barberis, 2010).
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6. CONCLUSIONES

e Todas las cepas de S. agalactiae estudiadas fueron capaces de producir
biofilm in vitro.

e La produccion de biofilm de S. agalactiae no mostré variaciones cuando se
emplearon diferentes DO del inéculo y tiempos de incubacion.

e Las sustancias con actividad antimicrobiana producidas por L. fermentum y
L. rhamnosus inhibieron casi en su totalidad la formacion de biofilm de

S. agalactiae.

e La mayor inhibicién en la formacion de biofilm fue debido a la produccién de

bacteriocinas.

e Se observo un efecto limitado de los &cidos organicos producidos por los
lactobacilos ensayados sobre la formacion de biofilm de S. agalactiae.

e EI SLC combinado de ambos lactobacilos ho mostré efecto sinérgico sobre la

formacion de biofilm de S. agalactiae.

|E



CONCLUSION GENERAL

Este estudio demostré que los metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana
producidos por Lactobacillus fermentum y Lactobacillus rhamnosus inhibieron la
formacion de biofilm de Streptococcus agalactiae. Futuros estudios podrian avalar la
utilizacion de estas dos cepas de lactobacilos probidticos como una alternativa

terapéutica para el control de la colonizacion vaginal por SGB en mujeres

‘ sexualmente activas.
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ANEXO ESTADISTICO

Analisis de la varianza (ANOVA) y test LSD de Fisher de la concentracion de inéculo

Analisis de la varianza cepa 1

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 6 0,49 0,37 29,22

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 0,02 1 0,02 3,92 10,1189

Inbéculo 0,02 1 0,02 3,92 10,1189

Error 0,02 4 0,01

Total 0,04 5

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,16415
Error: 0,0052 gl: 4

Inéculo Medias n E.E.

0,5 MF 0,31 30,04 A

1 MF 0,19 3 0,04 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 6

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 6 0,13 0,00 18,21

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 6,8E-04 1 6,8E-04 0,62 10,4760
Inéculo 6,8E-04 1 6,8E-04 0,62 10,4760
Error 4,4E-03 4 1,1E-03
Total 0,01 5

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,07540
Error: 0,0011 gl: 4

Inéculo Medias n E.E.

0,5 MF 0,19 3 0,02 A

1 MF 0,17 3 0,02 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 7

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 6 0,36 0,20 31,35

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,01 1 0,01 2,23 10,2095
Inébculo 0,01 1 0,01 2,23 0,2095
Error 0,01 4 2,5E-03
Total 0,02 5




Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,11275
Error: 0,0025 gl: 4

Indéculo Medias n E.E.

0,5 MF 0,19 3 0,03 A

1 MF 0,13 3 0,03 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 8

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 6 0,34 0,18 54,21

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 0,02 1 0,02 2,08 10,2225

Inbéculo 0,02 1 0,02 2,08 10,2225

Error 0,03 4 0,01

Total 0,04 5

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,19497
Error: 0,0074 gl: 4

Inéculo Medias n E.E.

0,5 MF 0,21 3 0,05 A

1 MF 0,11 3 0,05 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 15

Variable N R2 R? Aj CV
Produccidén biofilm 6 0,06 0,00 75,11

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 2,2E-03 1 2,2E-03 0,24 10,6513
Inéculo 2,2E-03 1 2,2E-03 0,24 0,6513
Error 0,04 4 0,01
Total 0,04 5

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,21823
Error: 0,0093 gl: 4

Inéculo Medias n E.E.

0,5 MF 0,15 3 0,06 A

1 MF 0,11 3 0,06 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 22

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 6 0,03 0,00 49,68

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1,4E-03 1 1,4E-03 0,13 0,7365
Inébculo 1,4E-03 1 1,4E-03 0,13 0,7365
Error 0,04 4 0,01
Total 0,04 5




Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,23089
Error: 0,0104 gl: 4

Indéculo Medias n E.E.

0,5 MF 0,19 3 0,00 A

1 MF 0,16 3 0,00 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 26

Variable N R2 R? Aj CV
Produccién biofilm 6 0,57 0,47 13,96

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 4,5E-03 1 4,5E-03 5,36 0,0816
Inbéculo 4,5E-03 1 4,5E-03 5,36 0,0816

Error 3,4E-03 4 8,5E-04

Total 0,01 5

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,06598
Error: 0,0008 gl: 4

Indculo Medias n E.E.

0,5 MF 0,20 3 0,02 A

1 MF 0,18 3 0,02 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de la varianza (ANOVA) y test LSD de Fisher del tiempo de incubacion
Anadlisis de la varianza cepa 1

Variable N R2 R? Aj CV
Produccidén biofilm 6 0,33 0,16 38,02

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 0,02 1 0,02 1,99 0,2314

Tiempo 0,02 10,02 1,99 0,2314

Error 0,04 4 0,01

Total 0,05 5

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,21664
Error: 0,0091 gl: 4

Tiempo Medias n E.E.
6 h 0,31 3 0,06 A
24 h 0,20 3 0,06 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 6

Variable N Rz R2? Aj CV
Produccién biofilm 6 0,23 0,03 33,04

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 3,7E-03 1 3,7E-03 1,18 0,3392
Tiempo 3,7E-03 1 3,7E-03 1,18 0,3392

Error 0,01 4 3,1E-03




Total 0,02 5

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,12632
Error: 0,0031 gl: 4

Tiempo Medias n E.E.
6 h 0,19 3 0,03 A
24 h 0,14 3 0,03 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 7

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 6 0,04 0,00 49,61

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1,4E-03 1 1,4E-03 0,18 0,6922
Tiempo 1,48-03 1 1,4E-03 0,18 0,6922
Error 0,03 4 0,01
Total 0,03 5

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,19567
Error: 0,0075 gl: 4

Tiempo Medias n E.E.
6 h 0,19 3 0,05 A
24 h 0,16 3 0,05 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anadlisis de la varianza cepa 8

Variable N R2 R? Aj CV
Produccidén biofilm 6 0,41 0,27 53,62

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 0,02 1 0,02 2,83 0,1679

Tiempo 0,02 10,02 2,83 0,1679

Error 0,03 4 0,01

Total 0,05 5

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,18599
Error: 0,0067 gl: 4

Tiempo Medias n E.E.
6 h 0,21 3 0,05 A
24 h 0,10 3 0,05 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 15

Variable N Rz R2? Aj CV
Produccién biofilm 6 0,09 0,00 73,16

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 3,2E-03 1 3,2E-03 0,39 0,5661
Tiempo 3,2E-03 1 3,2E-03 0,39 0,5661

Error 0,03 4 0,01

Total 0,04 5




Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,20594
Error: 0,0083 gl: 4

Tiempo Medias n E.E.
6 h 0,15 3 0,05 A
24 h 0,10 3 0,05 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 22

Variable N R2 R? Aj CV
Produccién biofilm 6 0,14 0,00 55,43

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 0,01 1 0,01 0,68 0,4573

Tiempo 0,01 10,01 0,68 0,4573

Error 0,04 4 0,01

Total 0,05 5

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,23310
Error: 0,0106 gl: 4

Tiempo Medias n E.E.
6 h 0,19 3 0,06 A
24 h 0,15 3 0,06 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 26

Variable N R2 R? Aj CV
Produccidén biofilm 6 0,45 0,31 17,34

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 4,3E-03 1 4,3E-03 3,24 0,14064
Tiempo 4,3E-03 1 4,3E-03 3,24 0,1464
Error 0,01 4 1,3E-03
Total 0,01 5

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,08231
Error: 0,0013 gl: 4

Tiempo Medias n E.E.
6 h 0,20 3 0,02 A
24 h 0,18 3 0,02 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza (ANOVA) y test LSD de Fisher de la produccién de biofilm de S.
agalactiae
Anadlisis de la varianza

Variable N R?2 R2? Aj CV
Produccién biofilm 90 0,45 0,18 44,37




Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 0,34 29 0,01 1,66 00,0486

Cepa 0,34 29 0,01 1,66 0,0486

Error 0,43 60 0,01

Total 0,77 89

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,13771
Error: 0,0071 gl: 60
Cepa Medias n E.E.

19 0,33 3 0,05 A

25 0,32 3 0,05A B

1 0,31 30,05A B C

3 0,30 30,05A B C

12 0,22 3 0,05A B C D
21 0,22 30,05A B C D
9 0,22 30,05A B C D
17 0,22 3 0,05A B C D
10 0,21 3 0,05A B C D
8 0,21 3 0,05A B C D
13 0,21 3 0,05A B C D
26 0,20 3 0,05A B C D
30 0,20 3 0,05A B C D
6 0,19 3 0,05A B C D
7 0,19 3 0,05A B C D
22 0,19 3 0,05 B C D
14 0,19 3 0,05 B C D
16 0,18 3 0,05 CcC D
4 0,18 3 0,05 cC D
20 0,17 3 0,05 cC D
29 0,16 3 0,05 D
24 0,15 3 0,05 D
18 0,15 3 0,05 D
15 0,15 3 0,05 D
27 0,14 3 0,05 D
11 0,13 3 0,05 D
28 0,12 3 0,05 D
5 0,10 3 0,05 D
23 0,09 3 0,05 D
2 0,08 3 0,05 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza (ANOVA) y test LSD de Fisher de la produccién de biofilm de
S. agalactiae tratado con sobrenadante libre de células de L. fermentum y L.

rhamnosus

Analisis de la varianza cepa 1

Variable N Rz R2? Aj CV
Produccibén biofilm 15 0,89 0,84 59,43

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,19 4 0,05 19,44 0,0001
Tratamiento 0,19 4 0,05 19,44 0,0001
Error 0,02 10 2,5E-03
Total 0,22 14




Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,09032
Error: 0,0025 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,31 30,03 A
SGB+SLC L60 0,06 3 0,03 B
SGB+SLCN L60 0,04 3 0,03 B
SGB+SLC L23 0,02 3 0,03 B
SGB+SLCN L23 0,00 3 0,03 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Analisis de la varianza cepa 2

Variable N R2 R? Aj CV
Produccién biofilm 15 0,76 0,66 81,00

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,01 4 3,3E-03 7,87 10,0039
Tratamiento 0,01 4 3,3E-03 7,87 10,0039
Error 4,2E-03 10 4,2E-04
Total 0,02 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,03743
Error: 0,0004 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,08 3 0,01 A
SGB+SLC L60 0,02 3 0,01 B
SGB+SLC 123 0,01 30,01 B
SGB+SLCN 123 0,01 30,01 B
SGB+SLCN L60 5,0E-03 3 0,01 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 3

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 15 0,92 0,88 73,83

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,22 4 0,05 27,52 <0,0001
Tratamiento 0,22 4 0,05 27,52 <0,0001
Error 0,02 10 2,0E-03
Total 0,24 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,08113
Error: 0,0020 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,30 3 0,03 A
SGB+SLC L23 0,00 3 0,03 B
SGB+SLCN L23 0,00 3 0,03 B
SGB+SLC L60 0,00 3 0,03 B
SGB+SLCN L60 0,00 3 0,03 B

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 4

Variable N R? R? Aj CV
Produccién biofilm 15 0,90 0,85 62,80




Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,07 4 0,02 21,57 0,0001
Tratamiento 0,07 4 0,02 21,57 0,0001
Error 0,01 10 7,9E-04
Total 0,08 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,05111
Error: 0,0008 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,18 3 0,02 A
SGB+SLC L23 0,04 3 0,02 B
SGB+SLC L60 0,01 3 0,02 B
SGB+SLCN L23 0,00 3 0,02 B
SGB+SLCN L60 0,00 3 0,02 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 5

Variable N R2 R? Aj CV
Produccidén biofilm 15 0,75 0,064 104,93

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,02 4 0,01 7,33 0,0050
Tratamiento 0,02 4 0,01 7,33 0,0050
Error 0,01 10 7,4E-04
Total 0,03 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,04951
Error: 0,0007 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,10 3 0,02 A
SGB+SLC L23 0,02 3 0,02 B
SGB+SLCN 123 0,01 30,02 B
SGB+SLCN L60 0,00 3 0,02 B
SGB+SLC L60 0,00 3 0,02 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anadlisis de la varianza cepa 6

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 15 0,94 0,92 40,84

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,08 4 0,02 40,52 <0,0001
Tratamiento 0,08 4 0,02 40,52 <0,0001
Error 4,9E-03 10 4,9E-04
Total 0,08 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,04017
Error: 0,0005 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,19 3 0,01 A
SGB+SLC L23 0,06 3 0,01 B
SGB+SLC L60 0,02 3 0,01 B C
SGB+SLCN L60 0,00 3 0,01 C
SGB+SLCN L23 0,00 3 0,01 C

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Analisis de la varianza cepa 7

Variable N R2 R2? Aj CV
Produccién biofilm 15 0,93 0,90 55,69

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,08 4 0,02 32,79 <0,0001
Tratamiento 0,08 4 0,02 32,79 <0,0001
Error 0,01 10 6,0E-04
Total 0,09 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,04471
Error: 0,0006 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,19 3 0,01 A
SGB+SLC L60 0,02 3 0,01 B
SGB+SLC L23 0,01 3 0,01 B
SGB+SLCN Lo0 2,3E-03 3 0,01 B
SGB+SLCN L23 1,7E-03 3 0,01 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 8

Variable N R? R? Aj CVv
Produccién biofilm 15 0,80 0,71 119,25

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,10 4 0,03 9,75 10,0018
Tratamiento 0,10 4 0,03 9,75 10,0018
Error 0,03 10 2,7E-03
Total 0,13 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,09372
Error: 0,0027 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,21 3 0,03 A
SGB+SLCN Lo0 3,7E-03 3 0,03 B
SGB+SLC Lo0 3,0E-03 3 0,03 B
SGB+SLCN L23 0,00 3 0,03 B
SGB+SLC L23 0,00 3 0,03 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 9

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 15 0,99 0,98 28,88

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,11 4 0,03 173,75 <0,0001
Tratamiento 0,11 4 0,03 173,75 <0,0001
Error 1,6E-03 10 1,6E-04
Total 0,11 14




Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,02316
Error: 0,0002 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,22 3 0,01 A
SGB+SLC L60 2,3E-03 3 0,01 B
SGB+SLC L23 6,7E-04 3 0,01 B
SGB+SLCN L23 0,00 3 0,01 B
SGB+SLCN L60 0,00 3 0,01 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 10

Variable N R2 R? Aj CV
Produccién biofilm 15 0,97 0,95 37,00

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,10 4 0,03 73,53 <0,0001
Tratamiento 0,10 4 0,03 73,53 <0,0001
Error 3,4E-03 10 3,4E-04
Total 0,10 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,03366
Error: 0,0003 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,21 3 0,01 A
SGB+SLC L60 0,04 3 0,01 B
SGB+SLC 123  3,0E-03 3 0,01 B C
SGB+SLCN 123 0,00 30,01 C
SGB+SLCN L60 0,00 3 0,01 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 11

Variable N R? R? Aj Cv
Produccidén biofilm 15 0,65 0,51 149,36

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,04 4 0,01 4,58 10,0233
Tratamiento 0,04 4 0,01 4,58 10,0233
Error 0,02 10 2,0E-03
Total 0,06 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,08206
Error: 0,0020 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,13 3 0,03 A
SGB+SLC L60 0,01 3 0,03 B
SGB+SLCN L60 0,01 3 0,03 B
SGB+SLCN L23 0,00 3 0,03 B
SGB+SLC L23 0,00 3 0,03 B

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

(J
S



Analisis de la varianza cepa 12

Variable N R2 R2? Aj CV
Columna2 15 0,84 0,78 66,83

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,10 4 0,02 13,58 0,0005
Columnal 0,10 4 0,02 13,58 0,0005
Error 0,02 10 1,8E-03
Total 0,12 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,07773
Error: 0,0018 gl: 10

Columnal Medias n E.E.

SGB 0,22 3 0,02 A
SGB+SLC L60 0,07 3 0,02 B
SGB+SLC L23 0,02 3 0,02 B
SGB+SLCN L23 0,01 3 0,02 B
SGB+SLCN L60 0,00 3 0,02 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 13

Variable N R2 R2? Aj CV
Produccidén biofilm 15 0,81 0,73 95,33

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,10 4 0,02 10,46 0,0013
Tratamiento 0,10 4 0,02 10,46 0,0013
Error 0,02 10 2,3E-03
Total 0,12 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,08707
Error: 0,0023 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,21 3 0,03 A
SGB+SLC L60 0,03 3 0,03 B
SGB+SLCN L60 0,01 3 0,03 B
SGB+SLC L23 4,0E-03 3 0,03 B
SGB+SLCN L23 1,7E-03 3 0,03 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 14

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 15 0,72 0,61 92,69

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,07 4 0,02 6,41 00,0080
Tratamiento 0,07 4 0,02 6,41 00,0080
Error 0,03 10 2,5E-03
Total 0,09 14




Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,09174
Error: 0,0025 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,19 3 0,03 A
SGB+SLC L60 0,03 3 0,03 B
SGB+SLC L23 0,03 3 0,03 B
SGB+SLCN L23 0,01 3 0,03 B
SGB+SLCN L60 0,01 3 0,03 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 15

Variable N R? R? Aj CVv
Produccidén biofilm 15 0,59 0,43 164,10

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,05 4 0,01 3,61 00,0452
Tratamiento 0,05 4 0,01 3,61 0,0452
Error 0,03 10 3,2E-03
Total 0,08 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,10349
Error: 0,0032 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,15 3 0,03 A
SGB+SLC L23 0,02 3 0,03 B
SGB+SLC L60 0,01 3 0,03 B
SGB+SLCN L60 1,3E-03 3 0,03 B
SGB+SLCN L23 0,00 3 0,03 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 16

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 15 0,81 0,74 95,51

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,07 4 0,02 10,89 0,0012
Tratamiento 0,07 4 0,02 10,89 0,0012
Error 0,02 10 1,6E-03
Total 0,08 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,07240
Error: 0,0016 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,18 3 0,02 A
SGB+SLC L60 0,01 3 0,02 B
SGB+SLC L23 0,01 3 0,02 B
SGB+SLCN L60 0,01 3 0,02 B
SGB+SLCN L23 0,00 3 0,02 B

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Analisis de la varianza cepa 17

Variable N R2 R2? Aj CV
Produccién biofilm 15 0,90 0,86 80,57

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,11 4 0,03 21,67 0,0001
Tratamiento 0,11 4 0,03 21,67 0,0001
Error 0,01 10 1,3E-03
Total 0,12 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,06508
Error: 0,0013 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,22 3 0,02 A
SGB+SLC L60 0,01 3 0,02 B
SGB+SLCN L60 0,00 3 0,02 B
SGB+SLCN L23 0,00 3 0,02 B
SGB+SLC L23 0,00 3 0,02 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 18

Variable N R2 R? Aj CV
Produccidén biofilm 15 0,64 0,50 122,79

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,05 4 0,01 4,53 10,0241
Tratamiento 0,05 4 0,01 4,53 10,0241
Error 0,03 10 2,5E-03
Total 0,07 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,09144
Error: 0,0025 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,15 3 0,03 A
SGB+SLC L60 0,04 3 0,03 B
SGB+SLC L23 0,01 3 0,03 B
SGB+SLCN L60 0,01 3 0,03 B
SGB+SLCN L23 3,3E-04 3 0,03 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 19

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 15 0,92 0,88 66,57

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,25 4 0,06 27,75 <0,0001
Tratamiento 0,25 4 0,06 27,75 <0,0001
Error 0,02 10 2,2E-03
Total 0,27 14




Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,08559
Error: 0,0022 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,33 30,03 A
SGB+SLC L23 0,01 3 0,03 B
SGB+SLC L60 0,01 3 0,03 B
SGB+SLCN L60 0,00 3 0,03 B
SGB+SLCN L23 0,00 3 0,03 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 20

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 15 0,93 0,90 67,92

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,07 4 0,02 32,52 <0,0001
Tratamiento 0,07 4 0,02 32,52 <0,0001
Error 0,01 10 5,6E-04
Total 0,08 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,04300
Error: 0,0006 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,17 3 0,01 A
SGB+SLCN L23 0,00 3 0,01 B
SGB+SLCN L60 0,00 30,01 B
SGB+SLC L60 0,00 3 0,01 B
SGB+SLC L23 0,00 3 0,01 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 21

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 15 0,88 0,83 69,68

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,10 4 0,03 17,67 0,0002
Tratamiento 0,10 4 0,03 17,67 0,0002
Error 0,01 10 1,4E-03
Total 0,12 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,06905
Error: 0,0014 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,22 3 0,02 A
SGB+SLC L60 0,03 3 0,02 B
SGB+SLCN L60 0,02 3 0,02 B
SGB+SLCN L23 0,00 3 0,02 B
SGB+SLC L23 0,00 3 0,02 B

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Analisis de la varianza cepa 22

Variable N R2 R? Aj Cv
Produccidén biofilm 15 0,59 0,42 172,21

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,08 4 0,02 3,56 0,0469
Tratamiento 0,08 4 0,02 3,56 0,0469
Error 0,06 10 0,01
Total 0,13 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,13556
Error: 0,0056 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,19 3 0,04 A
SGB+SLC L23 0,02 3 0,04 B
SGB+SLC L60 0,01 3 0,04 B
SGB+SLCN L60 0,00 3 0,04 B
SGB+SLCN L23 0,00 3 0,04 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 23

Variable N R? R? Aj CV
Produccién biofilm 15 0,91 0,87 67,41

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,02 4 4,7E-03 24,34 <0,0001
Tratamiento 0,02 4 4,7E-03 24,34 <0,0001
Error 1,9E-03 10 1,9E-04
Total 0,02 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,02534
Error: 0,0002 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,09 3 0,01 A
SGB+SLC L23 0,01 3 0,01 B
SGB+SLCN L60 0,00 3 0,01 B
SGB+SLCN L23 0,00 3 0,01 B
SGB+SLC L60 0,00 3 0,01 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 24

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 15 0,87 0,81 79,05

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,05 4 0,01 16,40 0,0002
Tratamiento 0,05 4 0,01 16,40 0,0002
Error 0,01 10 7,6E-04
Total 0,06 14




Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,05005
Error: 0,0008 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,15 3 0,02 A
SGB+SLC L23 0,01 3 0,02 B
SGB+SLC L60 0,01 3 0,02 B
SGB+SLCN L60 0,00 3 0,02 B
SGB+SLCN L23 0,00 3 0,02 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 25

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 15 0,93 0,90 61,18

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,24 4 0,06 33,50 <0,0001
Tratamiento 0,24 4 0,06 33,50 <0,0001
Error 0,02 10 1,8E-03
Total 0,26 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,07717
Error: 0,0018 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,32 3 0,02 A
SGB+SLC L23 0,02 3 0,02 B
SGB+SLCN L23 1,7E-03 3 0,02 B
SGB+SLC L60 0,00 3 0,02 B
SGB+SLCN L60 0,00 3 0,02 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 26

Variable N R2 R? Aj CV
Produccidén biofilm 15 0,78 0,70 91,48

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,08 4 0,02 9,08 10,0023
Tratamiento 0,08 4 0,02 9,08 10,0023
Error 0,02 10 2,3E-03
Total 0,11 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,08788
Error: 0,0023 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,20 3 0,03 A
SGB+SLC L23 0,02 3 0,03 B
SGB+SLC L60 0,02 3 0,03 B
SGB+SLCN L60 0,01 3 0,03 B
SGB+SLCN L23 0,01 3 0,03 B

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 27

Variable N R? R? Aj CV
Produccién biofilm 15 0,87 0,81 69,80




Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,04 4 0,01 16,19 10,0002
Tratamiento 0,04 4 0,01 16,19 0,0002
Error 0,01 10 6,1E-04
Total 0,05 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,04495
Error: 0,0006 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,14 3 0,01 A
SGB+SLC L23 0,03 3 0,01 B
SGB+SLCN L23 0,01 30,01 B
SGB+SLC L60 0,00 3 0,01 B
SGB+SLCN L60 0,00 3 0,01 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 28

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 15 0,74 0,64 95,42

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,03 4 0,01 7,13 0,0055
Tratamiento 0,03 4 0,01 7,13 0,0055
Error 0,01 10 9,6E-04
Total 0,04 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,05648
Error: 0,0010 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,12 3 0,02 A
SGB+SLC L23 0,02 3 0,02 B
SGB+SLCN L60 0,01 30,02 B
SGB+SLC L60 0,01 3 0,02 B
SGB+SLCN L23 0,01 3 0,02 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 29

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 15 0,91 0,87 50,69

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,05 4 0,01 25,16 <0,0001
Tratamiento 0,05 4 0,01 25,16 <0,0001
Error 0,01 10 5,1E-04
Total 0,06 14




Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,04100
Error: 0,0005 gl: 10
Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,16 3 0,01 A

SGB+SLC L60 0,02 3 0,01 B
SGB+SLCN L23 0,02 3 0,01 B
SGB+SLC L23 0,02 3 0,01 B
SGB+SLCN L60 0,00 3 0,01 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 30

Variable N R2 R? Aj CV
Produccién biofilm 15 0,63 0,49 128,99

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,08 4 0,02 4,30 10,0280
Tratamiento 0,08 4 0,02 4,30 0,0280
Error 0,05 10 4,7E-03
Total 0,13 14

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,12484
Error: 0,0047 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,20 3 0,04 A
SGB+SLC L23 0,05 3 0,04 B
SGB+SLCN 123 0,02 3 0,04 B
SGB+SLC L60 0,01 3 0,04 B
SGB+SLCN L60 0,00 3 0,04 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de la varianza (ANOVA) y test LSD de Fisher de la produccién de biofilm de S.
agalactiae tratado con sobrenadante libre de células de L. fermentum y L. rhamnosus
combinado

Anadlisis de la varianza cepa 1

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 12 0,88 0,84 58,42

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,18 3 0,06 19,91 0,0005
Tratamiento 0,18 3 0,06 19,91 0,0005
Error 0,02 8 3,0E-03
Total 0,20 11

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,10358
Error: 0,0030 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,31 3 0,03 A
SGB+SLC L60 0,04 3 0,03 B
SGB+SLC L23 0,02 3 0,03 B

SGB+SLC L23+4L60 0,02 3 0,03 B

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0,05)




Analisis de la varianza cepa 4

Variable N R2 R2? Aj CV
Produccién biofilm 12 0,90 0,86 56,20

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,06 3 0,02 23,94 0,0002
Tratamiento 0,06 3 0,02 23,94 0,0002
Error 0,01 8 8,9E-04
Total 0,07 11

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,05617
Error: 0,0009 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,18 3 0,02 A
SGB+SLC L23 0,04 3 0,02 B
SGB+SLC L23+L60 0,00 3 0,02 B
SGB+SLC L60 0,00 3 0,02 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 5

Variable N R? R? Aj CV
Produccién biofilm 12 0,70 0,59 92,10

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,02 3 0,01 6,35 10,0165
Tratamiento 0,02 3 0,01 6,35 10,0165
Error 0,01 8 9,7E-04
Total 0,03 11

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,05867
Error: 0,0010 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,10 3 0,02 A
SGB+SLC L23 0,02 3 0,02 B
SGB+SLC L23+L60 0,02 3 0,02 B
SGB+SLC L60 0,00 3 0,02 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anadlisis de la varianza cepa 7

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 12 0,95 0,93 42,90

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,07 3 0,02 48,40 <0,0001
Tratamiento 0,07 3 0,02 48,40 <0,0001
Error 4,1E-03 8 5,1E-04
Total 0,08 11




Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,04261
Error: 0,0005 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,19 3 0,01 A
SGB+SLC L23+L60 0,01 3 0,01 B
SGB+SLC L23 0,01 3 0,01 B
SGB+SLC L60 2,3E-03 3 0,01 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 12

Variable N R2 R? Aj CV
Produccién biofilm 12 0,87 0,82 69,90

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,10 3 0,03 18,06 0,0006
Tratamiento 0,10 3 0,03 18,06 0,0006
Error 0,01 8 1,8E-03
Total 0,11 11

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,08072
Error: 0,0018 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,22 3 0,02 A
SGB+SLC L23+L60 0,02 3 0,02 B
SGB+SLC L23 0,01 3 0,02 B
SGB+SLC L60 0,00 3 0,02 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 13

Variable N R2 R? Aj CV
Produccidén biofilm 12 0,84 0,78 82,68

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,09 3 0,03 14,32 10,0014
Tratamiento 0,09 3 0,03 14,32 10,0014
Error 0,02 8 2,2E-03
Total 0,11 11

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,08757
Error: 0,0022 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,21 3 0,03 A
SGB+SLC L23+L60 0,01 3 0,03 B
SGB+SLC L60 0,01 3 0,03 B
SGB+SLC L23 4,0E-03 3 0,03 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 17

Variable N R? R? Aj CV
Produccién biofilm 12 0,88 0,84 68,01

|g



Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,10 3 0,03 20,44 0,0004
Tratamiento 0,10 3 0,03 20,44 0,0004
Error 0,01 8 1,6E-03
Total 0,11 11

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,07587
Error: 0,0016 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,22 3 0,02 A
SGB+SLC L23+L60 0,02 3 0,02 B
SGB+SLC L60 0,00 3 0,02 B
SGB+SLC L23 0,00 3 0,02 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 24

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 12 0,86 0,80 71,51

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,05 3 0,02 15,96 0,0010
Tratamiento 0,05 3 0,02 15,96 0,0010
Error 0,01 8 9,5E-04
Total 0,05 11

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,05801
Error: 0,0009 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,15 3 0,02 A
SGB+SLC L23 0,01 3 0,02 B
SGB+SLC L23+L60 0,01 3 0,02 B
SGB+SLC L60 0,00 3 0,02 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza cepa 26

Variable N R? R? Aj CV
Produccidén biofilm 12 0,79 0,71 82,34

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,08 3 0,03 10,16 0,0042
Tratamiento 0,08 3 0,03 10,16 0,0042
Error 0,02 8 2,6E-03
Total 0,10 11

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,09613
Error: 0,0026 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,20 3 0,03 A
SGB+SLC L23 0,02 3 0,03 B
SGB+SLC L23+L60 0,01 3 0,03 B
SGB+SLC L60 0,01 3 0,03 B

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Analisis de la varianza cepa 27

Variable N R2 R2? Aj CV
Produccién biofilm 12 0,85 0,80 60,85

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,03 3 0,01 15,49 10,0011
Tratamiento 0,03 3 0,01 15,49 0,0011
Error 0,01 8 7,4E-04
Total 0,04 11

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,05127
Error: 0,0007 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

SGB 0,14 3 0,02 A
SGB+SLC L23 0,03 3 0,02 B
SGB+SLC L23+L60 0,01 3 0,02 B
SGB+SLC L60 0,00 3 0,02 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



