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1. RESUMEN

Las cepas de Escherichia coli enterohemorragica (ECEH) componen un subgrupo de
bacterias patdgenas capaces de causar sindrome urémico hemolitico (SUH) en humanos. El
SUH es un desorden multisistémico que afecta especialmente a nifios y es la principal causa
de insuficiencia renal aguda en esta poblacién. La mayoria de los pacientes afectados por
esta patologia logran recuperarse con terapia de apoyo, aunque entre un 2 y 5% de los
pacientes mueren y entre un 12 y 30% sufren secuelas graves. E. coli O157:H7 es el
serotipo mas frecuentemente aislado en casos de SUH, sin embargo son varios los
serotipos capaces de causar la enfermedad. La aplicacion de microorganismos probioticos,
especificamente miembros del género Lactobacillus, o de las sustancias antimicrobianas
producidas por estos microorganismos, se presenta como una valiosa herramienta para el
biocontrol de ECEH. EIl objetivo de este trabajo fue determinar la minima concentracion de
las sustancias tipo bacteriocinas de Lactobacillus fermentum L23 y L. rhamnosus L60
necesaria para inhibir y eliminar a E. coli O157:H7 y no O157:H7, asi como valorar el tipo de
interaccion entre dichas sustancias antimicrobianas. Se evaludé y cuantificé la actividad
antimicrobiana de los sobrenadantes libres de células puros (SLC) y los sobrenadantes
neutralizados (SLCN) conteniendo las bacteriocinas de ambos lactobacilos mediante la
técnica de difusion en pozos. Luego, para evaluar las interacciones entre ambas sustancias
se llevé a cabo la técnica de checkerboard. Como paso preliminar, se evalu6 la CIM de
ambas bacteriocinas sobre una cepa de E. coli mediante la técnica de microdilucion en caldo
y se determindé ademas su modo de accién. Mediante la técnica de difusién en pozos se
observd que los sobrenadantes mantenian la mayor parte de la actividad antimicrobiana
luego de ser neutralizados, la cual se atribuyd a las bacteriocinas contenidas en ellos.
Incluso a bajas concentraciones ambas sustancias fueron capaces de inhibir el crecimiento
de ECEH, observdndose que la CIM de la bacteriocina L23 se encontr6 en un rango
comprendido entre 40 y 80 UA ml™, mientras que la CIM de L60 present6 valores de entre
40 y 160 UA ml™ para todas las cepas ensayadas. Posteriormente, mediante la técnica de
microdilucién en caldo se determind que ambas bacteriocinas presentaban una CIM de
160 UA ml* sobre ECEH y un modo de accién bacteriostatico. Finalmente, utilizando la
técnica de checkerboard, se observo que estas sustancias antimicrobianas presentaban una
interaccion sinérgica sobre ECEH. En conclusion, ambas bacteriocinas podrian representar

una estrategia alternativa promisoria para el biocontrol de este microorganismo patégeno.
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1. INTRODUCCION

1.1. Bacterias acido lacticas

Las bacterias &cido lacticas (BAL) son un grupo heterogéneo de bacterias Gram
positivas con metabolismo fermentativo productoras de acidos organicos, siendo el acido
lactico su principal producto. Son cocos o bacilos Gram positivos, inmoviles, que carecen de
porfirinas y citocromos, no llevan a cabo fosforilaciébn oxidativa y por lo tanto obtienen su
energia exclusivamente mediante fosforilacion a nivel de sustrato. Poseen ademas
necesidades nutricionales complejas que incluyen aminoacidos, vitaminas, purinas y
pirimidinas. Este grupo de bacterias se divide en base a los productos que generan como
consecuencia de la fermentacion de azdcares en homofermentadores, heterofermentadores
obligados y heterofermentadores facultativos. Las diferencias observadas entre estos
subgrupos se deben a la presencia o ausencia de la enzima aldolasa, clave en la glucélisis
(Madigan y col. 2009, Salvetti y col., 2013).

Las BAL comprenden varios géneros como Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Oenococcus, entre otros, y se han utilizado por siglos en la produccién de
alimentos fermentados. Se encuentran distribuidas ampliamente en la naturaleza y han sido
aisladas de tierra, materia vegetal en descomposicién, alimentos (frutas, productos lacteos,
carnes y pescados fermentados, jugos y vegetales encurtidos), aguas residuales y
ensilados. Son ademas importantes componentes de la microbiota de los epitelios de la
mucosa vaginal y del tracto gastrointestinal de humanos y animales (Madigan y col. 2009;
Behnsen y col., 2013; Alvarez-Sieiro y col., 2016; Mokoena, 2017).

1.1.2. Género Lactobacillus

El género Lactobacillus comprende mas de 200 especies caracterizadas de bacilos
Gram positivos, no esporulados, inmoviles, catalasa negativos. Son microorganismos
anaerobios facultativos o microaerdfilos, cuyo crecimiento se ve favorecido en atmoésferas
con baja presion de oxigeno (5-10% de CO,). Los lactobacilos pueden presentar un rango
de temperaturas de crecimiento entre 2 y 53°C, siendo éptimo su desarrollo a temperaturas
entre 30 y 40°C. Son microorganismos aciddricos, con un pH 6ptimo de crecimiento entre
5,5y 6,2 (Vosy col., 2009; Duar y col., 2017).

Los microorganismos de este género presentan diversos requerimientos
nutricionales, que pueden variar de acuerdo a las diferentes especies. Requieren para su

crecimiento una fuente de carbohidratos fermentables, acidos grasos o ésteres de acidos
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grasos, aminoacidos, péptidos, vitaminas, derivados de acidos nucleicos y sales minerales.
El medio més utilizado para su desarrollo es el medio MRS, disefiado por de Man, Rogosa y
Sharpe, ya que provee todos los nutrientes necesarios para el desarrollo de estos

microorganismos (Vos y col., 2009).

Los lactobacilos estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza, se los ha aislado
de fuentes muy diversas como suelo, agua, productos lacteos, carnes, pescados, bebidas
fermentadas, frutas, entre otros. Ademas forman parte de la microbiota de la cavidad bucal,
el tracto gastrointestinal y vaginal humano y de muchos animales (Vos y col., 2009; Duar y
col., 2017).

Las especies del género Lactobacillus presentan un metabolismo fermentativo. En
base a esto es posible clasificarlos en tres grupos metabdlicos (Vos y col., 2009; Salvetti y
col., 2012; Duar y col., 2017):

e Grupo A: lactobacilos homofermentativos obligados, fermentan las hexosas liberando
acido lactico por medio de la via de Embden-Meyerhof-Parnas o glucdlisis. No
fermentan pentosas ni gluconato.

e Grupo B: lactobacilos heterofermentativos facultativos, fermentan las hexosas a
acido lactico por la via de Embden-Meyerhof-Parnas. En condiciones limitantes de
glucosa, pueden fermentar pentosas y gluconato debido a la accién de una
fosfocetolasa inducible produciendo &cido lactico, acido acético, etanol y acido
férmico.

e Grupo C: lactobacilos heterofermentativos obligados, carecen de la enzima aldolasa
por lo que metabolizan hexosas y pentosas por medio de la via del fosfogluconato,

produciendo &cido lactico, etanol y CO..

Muchos miembros del género Lactobacillus son considerados como microorganismos
probidticos. Los probidticos son definidos como “microorganismos vivos que cuando son
administrados en cantidades adecuadas confieren un beneficio a la salud del hospedador”
(FDA, 2006). Para que un microorganismo sea considerado probi6tico debe cumplir con una

serie de requisitos, entre los que se destacan (Huys y col., 2013):

¢ |dentificacién taxondmica a niveles de género, especie y cepa

o Caracter GRAS (“Generally Regarded As Safe”. generalmente reconocido como
seguro para la salud)

e Ser microbiota normal y provenir de individuos sanos

¢ No presentar resistencia a antibioticos

e Ensayos in vitro e in vivo que demuestren el/los efecto/s probiético/s adjudicado/s
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e Resistencia a la acidez gastrica, bilis y a la lisozima

e Capacidad de adherirse y colonizar la mucosa epitelial

Entre los beneficios mas importantes otorgados por los microorganismos probidticos se

encuentran:
¢ Antagonismo sobre microorganismos patégenos

Las cepas probidticas pueden disminuir la invasion de microorganismos patégenos a las
células de los epitelios en los que se encuentren al liberar productos antimicrobianos como
bacteriocinas, peréxido de hidrégeno y acidos organicos, y la adhesion al liberar

biosurfactantes (Ceresa y col., 2015; Patel y DuPont, 2015).
e Exclusion competitiva de microorganismos patdégenos

Estas cepas compiten por nutrientes y sitios receptores con otros microorganismos. La
capacidad de un probidtico para adherirse o interactuar con el epitelio genera un
impedimento para la colonizacién por parte de microorganismos patégenos (Borges y col.,
2013, Patel y DuPont, 2015; Gémez y col., 2016).

Los probioticos también estimulan, modulan y regulan el sistema inmune mediante la
activacion de genes especificos en las células del huésped. Tienen también un rol
significativo en la angiogénesis intestinal, lo cual reduce la inflamacion aguda y cronica
causada por enfermedades inflamatorias intestinales. Ademas son capaces de reducir la
intolerancia a la lactosa mediante la produccion de la enzima [-galactosidasa, necesaria
para su metabolismo. Otros de sus beneficios son la reduccion de los niveles de colesterol
en sangre, la prevencién del desarrollo de tumores y la normalizacién del transito intestinal
en pacientes que padecen cuadros de diarrea o constipacion (Dicks y Botes, 2010; Cano-
Garrido y col., 2015; George Kerry y col., 2018).

1.1.2.1 Metabolitos antimicrobianos producidos por Lactobacillus spp.

Los metabolitos antimicrobianos producidos por cepas de lactobacilos son sustancias
gue se liberan al medio e inhiben el crecimiento de otros microorganismos potencialmente
patdégenos. En general las especies del género Lactobacillus tienen la capacidad de producir
diversas sustancias antimicrobianas, tales como &cidos organicos, peréxido de hidrégeno,

biosurfactantes y bacteriocinas.
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1.1.2.1.1 Acidos organicos

Los acidos orgénicos producidos por los lactobacilos disminuyen el pH del medio en
el cual se encuentran, por lo que producen un efecto inhibitorio sobre bacterias Gram
positivas y Gram negativas. La acumulacion de acidos organicos en el medio disminuye el
pH, en estas condiciones dichas moléculas se encuentran en forma no disociada por lo que
tienen afinidad por la membrana lipidica de las células bacterianas y pueden difundir
libremente a través de la misma hacia el citoplasma. Una vez en el interior de las células, las
moléculas de acidos se disocian en protones cargados y aniones. Estos no pueden volver a
difundir a través de la membrana hacia el exterior, por lo cual la acumulacién de protones
produce una disminucién del pH intracelular llevando a una desnaturalizacion de las
proteinas celulares, dafio oxidativo, disminucion de la fuerza protén-motriz y del transporte
de nutrientes, e inhibicion de la via glucolitica con la consiguiente disminuciéon de la
producciéon de ATP. Por otra parte, la acumulacion de aniones dentro de la célula interrumpe
muchas funciones metabdlicas y genera un aumento de la presién osmética. Todos estos
factores llevan a una inhibicion del crecimiento bacteriano y finalmente la muerte del
microorganismo. Los lactobacilos son capaces de sobrevivir y desarrollar a valores
relativamente bajos de pH debido a que poseen una ATPasa translocadora de protones que
cataliza el movimiento de iones hidrégeno a través de la membrana, resultando en el

mantenimiento del pH intracelular (Theron y Lues, 2010; Wang y col., 2013).

1.1.2.1.2. Per6xido de hidrégeno

Algunos lactobacilos son capaces de producir y liberar al medio perdxido de
hidrogeno (H,O,). La actividad antimicrobiana de este metabolito se atribuye a su efecto
oxidante en la célula bacteriana, causando dafios en el ADN, desnaturalizando proteinas y
alterando los lipidos de la membrana celular. Su principal efecto antimicrobiano es debido a
la desnaturalizacion de las enzimas de la via de la glucdlisis. El transporte de glucosa, la
actividad de la hexoquinasa y de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa son inhibidos

debido a la oxidacion de sus grupos sulfhidrilo (Dicks y Botes, 2010).

1.1.2.1.3. Biosurfactantes

Los biosurfactantes son metabolitos anfipaticos producidos por una amplia variedad
de microorganismos, que poseen tanto grupos hidrofilicos como hidrofébicos dentro de la
misma molécula, como glucolipidos, fosfolipidos, lipopéptidos y compuestos poliméricos. La

adsorcion de estas moléculas a una superficie es capaz de reducir su hidrofobicidad,
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interfiriendo con la adhesién microbiana. Su accion antimicrobiana se debe a la produccion
de alteraciones en la permeabilidad de la membrana citoplasmética de las células sensibles
(Sharmay col., 2014; Ceresa y col., 2015).

1.1.2.1.4. Bacteriocinas

Las bacteriocinas son metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana
producidos por bacterias, que presentan un nucleo proteico al cual se pueden unir otras
moléculas como glacidos, lipidos, ADN y otros. Presentan un espectro de accion tanto sobre
especies relacionadas como no relacionadas filogenéticamente (Yang y col., 2014; Ruiz y
col., 2015; Alvarez-Sieiro y col., 2016).

La capacidad de producir bacteriocinas representa una ventaja adaptativa para la
bacteria productora, ya que constituye una estrategia para el mantenimiento de la poblacién
y la reduccién del nimero de microorganismos potencialmente patégenos (Yang y col,
2014). Muchas de estas sustancias naturales tienen un importante potencial biotecnolégico
tanto en la industria farmacéutica, alimentaria, medicina humana y veterinaria. Esto se debe
principalmente a su amplio rango de actividad antimicrobiana y a la ausencia de resistencia
cruzada con antibiéticos (Ruiz y col., 2015). Los lactobacilos productores de bacteriocinas
son de especial interés debido a la amplia utilizacién que estos microorganismos han tenido
en la produccién de alimentos a lo largo de la historia y debido a que son reconocidos como
GRAS (Alvarez-Sieiro y col., 2016).

1.1.3. Bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas

Generalmente las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas son
metabolitos antimicrobianos de bajo peso molecular. Dentro de las bacterias Gram positivas,
las BAL son las principales productoras de bacteriocinas, las cuales presentan una variedad
de tamafios, estructuras, propiedades fisicoquimicas y espectros de inhibicion (Yang y col.,
2014). Su modo de accion puede ser bacteriostatico o bactericida. El primero implica un
efecto inhibitorio del crecimiento microbiano sin afectar la viabilidad celular. Un efecto
bactericida, en cambio, produce muerte celular, que puede causar lisis bacteriana o no. El
modo de accion depende de varios factores tales como concentracion y grado de
purificacién de la bacteriocina, estado fisiolégico de los microorganismos sensibles y de las
condiciones experimentales, como temperatura, pH o presencia de otros compuestos

antimicrobianos (Bali y col., 2016).
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Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas son clasificadas de
acuerdo a diferentes caracteristicas como su estructura quimica, peso molecular,
susceptibilidad a la accion de enzimas, termoestabilidad, mecanismo de accion, actividad
antimicrobiana y modificaciones post-traduccionales. En base a dichas caracteristicas, Heng
y col. (2007) las agrupan en cuatro clases. La figura 1 muestra la clasificacién de las
bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas segun dicha clasificacion y se

destacan los ejemplos mas representativos de cada clase.

[ Bacteriocinas de bacterias Gram Positivas ]

Clase Il Clase Il Clase IV

Tipo la: Tipo lla: de un _ o
lineales, ej. componente, €;. Tipo llla: Ptlélptldos.
nisina pediocina PA-1 lisinas ciclicos, €.
enterocina

AS-48
-
Tipo Ib: -
globulares, ej. Tipo Ilb: multi- Tipo Illb: no
mutacina Il componentes, liticas
\ ej. plantaricina
(N
p
Tipo lc: multi-
componentes, ( . .
ej lacticina .T'po,”C'
\_ miscelaneas

Figura 1: Clasificacion de bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas propuesta

por Heng y col. (2007)

Clase I: lantibidticos, pequefios péptidos de menos de 5 kDa compuestos por 19 a
34 aminoacidos, termoestables. Contienen residuos de aminodcidos inusuales como
lantionina, B-metil lantionina y aminoécidos deshidratados. Las bacteriocinas de clase | a su

vez se subdividen en:
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Clase IA: moléculas de estructura lineal que producen poros en la membrana

de células sensibles.

Clase IB: péptidos globulares aniénicos o neutros que reaccionan con las

enzimas celulares.

Clase IC: incluye a los lantibidticos cuya estructura estd compuesta por mas

de una molécula.

Clase Il péptidos no lantibiéticos de menos de 10 kDa, contienen de 37 a 58
aminoacidos, con alto contenido de glicina. Son termoestables y no estan modificados. Se
insertan en la membrana de la célula bacteriana causando permeabilizacion,
despolarizacion debido a la pérdida de iones y disminucién de la concentracion intracelular
de ATP. Se subdividen en:

Clase lla: bacteriocinas tipo pediocina, pequefias de un componente.

Clase llb: bacteriocinas que dependen de la actividad complementaria de dos

péptidos para formar un complejo de formacion de poro.

Clase lic: abarca aquellas bacteriocinas de la clase Il cuya peculiaridad

impide clasificarlas en ninguno de los tipos anteriores.

Clase lllI: proteinas termolabiles de alto peso molecular (>10 kDa), se subdividen en

dos tipos:

Tipo llla: es el grupo de las bacteriolisinas, como la enterolisina A y la
zoocina A. Son endopeptidasas que escinden las uniones interpeptidicas de la pared de

bacterias Gram positivas, causando la lisis de las bacterias sensibles.

Tipo lllb: estas bacteriocinas matan a las células blanco por medio de
métodos no liticos, como la disipacién de la fuerza proton motriz, que lleva a la disminucién

de los niveles de ATP y a la muerte celular.

Clase IV: agrupa a las bacteriocinas ciclicas, las cuales luego de ser sintetizadas
ribosomalmente sufren una modificacion post-traduccional de manera que el primer y Gltimo
aminoacido del péptido son unidos covalentemente. Su estructura circular les confiere
resistencia a la degradacion proteolitica y les brinda mayor resistencia a altas temperaturas
y diferentes valores de pH. La enterocina AS-48 fue la primer bacteriocina descripta de este

grupo y es la més estudiada.
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1.2. Escherichia coli: caracteristicas generales

E. coli es una bacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Es un bacilo
Gram negativo recto y de extremos redondeados que presenta movilidad por flagelos
peritricos. Es un microorganismo anaerobio facultativo, oxidasa negativo y capaz de producir
acido y gas a partir de la fermentacion de azucares (Lim y col., 2010).

Forma parte de la microbiota del tracto gastrointestinal de los animales de sangre
caliente, incluido el ser humano. La mayoria de las cepas de E. coli no son patégenas y
residen en el colon sin causar ningun dafio. Sin embargo, algunos serotipos juegan un papel
importante tanto en enfermedades intestinales como extraintestinales. La capacidad de
estas cepas de causar enfermedades se atribuye a la adquisicion de genes de virulencia
gue pueden estar localizados en islas de patogenicidad, bacteri6fagos integrados y/o

plasmidos (Fernandez y Padola, 2012; Eichhorn y col., 2015; Lim y col., 2010).

1.2.1. Escherichia coli productoras de diarreas

Las cepas de E. coli aisladas de procesos infecciosos intestinales han sido
agrupadas en cinco categorias basadas en evidencia epidemiolégica, caracteristicas
fenotipicas, manifestaciones clinicas y factores de virulencia especificos. Estas categorias
de E. coli productoras de diarreas incluyen a E. coli enteropatogénica (ECEP), E. coli
enterotoxigénica (ECET), E. coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli enteroagregativa (ECEAQ) y
E. coli enterohemorragica (ECEH) (Gomes y col.,, 2016). Algunos autores consideran
ademas una sexta categoria de E. coli patégenas, llamada E. coli de adherencia difusa
(ECAD) (Winn y col., 2008; Castro-Rosas y col., 2012). En la figura 2 se muestra la
clasificaciéon de las cepas de E. coli productoras de diarrea segin su mecanismo de acciéon

propuesta por Gomes y col. (2016) y ejemplos de serotipos pertenecientes a cada categoria.
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Figura 2: Escherichia coli productoras de diarreas

Dentro de estas categorias, las cepas de E. coli enterohemorragica (ECEH)
componen un subgrupo de bacterias patégenas productoras de toxinas Shiga (Stx) capaces
de causar colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico (SUH) en humanos (Lim y col.,
2010; Fernandez y Padola, 2012).

En animales, el principal reservorio de ECEH esta constituido por el ganado bovino.
Aproximadamente la mitad de los casos de infeccibn por ECEH estan relacionados al
consumo de alimentos de origen bovino, a la contaminacién de fuentes de agua con las
heces de estos animales, o al contacto directo entre humanos y rumiantes. Debido a esto, la
carne y sus productos derivados constituyen el principal vehiculo de ECEH al ser humano.
Particularmente, la carne fresca presenta elevado riesgo de contaminacion cuando se
efectian practicas inadecuadas durante la faena del animal, sumado a una abundante
cantidad de agua, nutrientes y un pH favorable para el desarrollo microbiano. Por otra parte,
ECEH puede presentarse como contaminante de diferentes tipos de alimentos, siendo
aislada también de vegetales, lacteos, agua, entre otros (Fernandez y Padola, 2012; Brusa y
col., 2012; Rigobelo y col., 2015; Woraprayote y col, 2016).

Si bien el serotipo mas estudiado del grupo de ECEH es el O157:H7, otros serotipos
son capaces de generar SUH, como los serotipos O130:H11, O178:H19, O145:NM vy
0104:H4 (Rumi y col., 2012; Fernandez y col., 2013; Mele y col., 2014, Miko y col., 2014).

En nuestro pais, estudios realizados acerca de la presencia de cepas de ECEH serotipos
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0157:H7 y no-O157:H7 en muestras de carne vacuna revelaron que en un 25,5% de las
muestras de carne habia presencia de ECEH O157:H7, mientras que un 52,2% de los casos
se observo la presencia de serotipos de ECEH no-O157:H7 (Brusa y col., 2013).

1.2.2. Factores de virulencia de Escherichia coli enterohemorragica

Los principales factores de virulencia de ECEH son sus citotoxinas denominadas
verotoxinas o toxinas Shiga, las cuales se encuentran codificadas en el genoma de profagos
integrados en el cromosoma bacteriano. Existen dos tipos de Stx: Stxl y Stx2, estando la
segunda asociada a los casos clinicos mas severos. Estas toxinas pertenecen al grupo de
las toxinas AB. La subunidad B se une a los receptores que se expresan en la superficie de
la célula hospedera y la subunidad A presenta accion RNA N-glicosidasa sobre la subunidad
ribosomal 28S, lo que causa una inhibicién de la sintesis de proteinas. Los receptores son
glucoesfingolipidos presentes en las células endoteliales microvasculares de los rifiones,
intestino y cerebro. Ademas, posee una resistencia intrinseca a la acidez, lo que le permite
sobrevivir al pasaje por el estbmago. La resistencia a la acidez esta asociada con la
disminucion de la dosis infectiva de los microorganismos enteropatogénicos, en el caso de
ECEH la dosis infectiva es de entre 10 y 100 unidades formadoras de colonias. Su
capacidad para adherirse al epitelio esta mediada por la expresién de la adhesina “intimina”,
codificada por el gen cromosomal eae, y por un sistema de secrecién bacteriano tipo Il
codificado en una isla de patogenicidad. Estos factores generan lesiones que causan la
pérdida de las microvellosidades de los enterocitos y permiten la colonizacion bacteriana.
Otros factores de virulencia observados son una enterohemolisina plasmidica y, en cepas
gue carecen del gen eae, una adhesina autoaglutinante (Saa) que esta involucrada en la

adhesion de estas cepas (Etcheverria y Padola, 2013; Cordonnier y col., 2016).

1.2.3. Manifestaciones clinicas de las infecciones por Escherichia coli

enterohemorragica

En el ser humano, los sintomas clinicos asociados a la infeccion por ECEH aparecen
luego de 3 a 5 dias de ingerir la bacteria. El curso de la infeccion por este microorganismo

se muestra en la figura 3.

Las manifestaciones gastrointestinales comienzan con una diarrea acuosa, dolor
abdominal y, en ocasiones, nauseas y vomitos. En uno o dos dias la diarrea puede
progresar a una colitis hemorragica, caracterizada por dolores abdominales, sangre en

materia fecal y, ocasionalmente, fiebre. En la mayoria de los casos, los sintomas
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desaparecen luego de una semana sin dejar secuelas evidentes. Sin embargo, pueden
ocurrir complicaciones como el sindrome urémico hemolitico, purpura trombocitopénica en
adultos mayores, insuficiencia renal aguda y muerte (Ferndndez y Padola, 2012, Cordonnier
y col., 2016).

INGESTION DE ECEH

l 3-4 DIAS

DOLOR ABDOMINAL

|

DIARREA ACUOSA
2 DiAS ) ] '
RESOLUCION 5-7 DIAS SINDROME UREMICO
(95 % DE LOS - COLITIS HEMORRAGICA ‘ HEMOLITICO
CASOS) (5 % DE LOS CASOS)

Fernandez y Padola, 2012

Figura 3: Desarrollo de la enfermedad causada por Escherichia coli enterohemorragica

1.2.4. Sindrome urémico hemolitico

El sindrome urémico hemolitico (SUH) es un desorden multisistémico que afecta
principalmente a nifilos de entre 6 meses y 5 afios. Esta caracterizado por la presentacion de
una insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica microangiopatica y trombocitopenia, con
microangiopatia (dafio en endotelio de vasos sanguineos de pequefio calibre) de
localizacion renal y manifestaciones de lesion isquémica en sistema nervioso central, retina,
miocardio, pancreas e intestino (Fernandez y Padola, 2012). La accion patogénica de ECEH
en el intestino delgado se muestra en la figura 4. La adhesion de ECEH al epitelio de las
porciones mas distales del intestino delgado provoca la pérdida de las microvellosidades.
Una vez establecida la colonizacién bacteriana, se desencadena una reaccion inflamatoria
caracterizada por la produccion de citoquinas pro-inflamatorias y quimiotacticas. Ademas, en
esta etapa comienza la liberacion de la Stx, la cual cruza la barrera epitelial y viaja por via

sanguinea hacia los rifiones y el sistema nervioso central (Cordonnier y col., 2016).

12
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Figura 4: Patogenia de Escherichia coli enterohemorragica

Actualmente, no existe tratamiento para las infecciones por ECEH. La terapia
antibiética no es generalmente recomendada debido a que no aporta beneficios o incluso
resulta contraproducente, incrementando particularmente el riesgo de SUH en pacientes
tratados con antibiéticos durante el periodo inicial de diarrea. Un posible mecanismo por el
cual los antibioticos aumentan el riesgo de desarrollo de SUH es el incremento de la
produccion y/o liberacién de Stx. Esto ocurre por medio de la induccién de profagos que
contienen genes que codifican para la toxina. Dicha inducciéon promueve la transcripcion,
produccion de Stx y liberacion de la misma mediante lisis bacteriana mediada por fagos. Sin
embargo, los efectos de diferentes clases de antibiéticos en la produccion in vitro de Stx
difieren y son dependientes de la concentracion de antibiético y la naturaleza de la cepa de
ECEH (por ejemplo, del serotipo o el tipo de Stx). En estudios realizados con ECEH
0157:H7, fluoroquinolonas, trimetoprima-sulfametoxazol y ampicilina incrementaron
significativamente la produccién de Stx2, mientras que macrolidos, carbapenemes,

aminoglucésidos, rifampicina, rifaximina y fosfomicina no tuvieron efecto en la produccién de
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Stx2 o fueron capaces de suprimirla. Estos resultados in vitro concuerdan con experimentos

realizados en modelos animales (Bielaszewska y col., 2012; Etcheverria y Padola, 2013).

La mayoria de los pacientes afectados por el SUH logran recuperarse con terapia de
apoyo, que generalmente incluye control de fluidos y electrolitos, control de la hipertension,
uso de dialisis y transfusiones de sangre. Sin embargo, entre un 2 y 5% de los pacientes
mueren y entre un 12 y 30% sufren secuelas graves y, a veces, permanentes, incluyendo
insuficiencia renal, hipertension, o manifestaciones a nivel de sistema nervioso central como
hemorragias y convulsiones (lbarra y col., 2008; Fernandez-Brando y col., 2011; Lépez y
col., 2012).

1.2.4.1. Epidemiologia del sindrome urémico hemolitico

El SUH fue descripto por primera vez en Suiza, en 1955. Posteriormente, se
reportaron casos en Europa, Norteamérica, Sudamérica, Sudafrica, Australia, India y Japén.
Gran cantidad de los casos reportados de SUH a nivel mundial provienen de Sudameérica,
especialmente de Argentina, donde esta enfermedad es endémica y presenta una incidencia

mayor respecto a la incidencia a nivel mundial (Mele y col., 2014).

En nuestro pais, segun el Boletin Integrado de Vigilancia Epidemiolégica N° 392 del
mes de enero de 2018, a la semana 48 del 2017 se notificaron 326 casos de SUH, con una
tasa acumulada de 0,75 casos cada 100.000 habitantes. Con respecto a los menores de 5
anos, se notificaron 251 casos, siendo la tasa acumulada de 6,68 casos cada 100.000
menores de 5 afos. Respecto del estudio etioldgico de los casos, en el 43,3% se identificd a
E. coli productora de toxina Shiga como agente causal. De éstos, el 51,1% correspondieron
al serotipo 0157, el 29,1% presentaron serotipo No-O157, y el 19,9% restante presentaron
aislamientos negativos. En las figuras 5 y 6 se muestran el numero de casos y tasas
notificados de SUH cada 100.000 habitantes y cada 100.000 nifios menores de 5 afios,
respectivamente, en nuestro pais entre los afios 2010 y 2017 (Boletin Integrado de

Vigilancia Epidemiologica N° 392, enero 2018).
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Figura 5: Casos y tasas (cada 100.000 habitantes) notificados de SUH en Argentina entre
2010y 2017
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Figura 6: Casos y tasas (cada 100.000 nifios menores de 5 afos) notificados de SUH en
Argentina entre 2010y 2017

La prevalencia de diferentes serotipos de ECEH ademas del O157:H7 en productos
carnicos, sumada a la gravedad de las patologias que pueden ocasionar y a la ausencia de
tratamientos especificos, hacen imprescindible encontrar alternativas naturales para el

control de estos microorganismos patdgenos. La aplicacion de microorganismos como
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estrategias de biopreservacién, especificamente miembros del género Lactobacillus, o de
sus metabolitos antimicrobianos, se presenta como una valiosa herramienta para el

biocontrol de ECEH en cortes de carne bovina.

1.3. Aplicacion de lactobacilos o sus metabolitos como método de biopreservacion de

alimentos

El uso de métodos tradicionales de conservacion de alimentos tales como el
congelado, la refrigeracion, los procesos térmicos o los conservantes quimicos no garantiza
la inocuidad de los alimentos. Debido a ello, en los ultimos tiempos se incorporé la utilizacion
de agentes antimicrobianos, principalmente quimicos, como método de inactivacion de
microorganismos alteradores y patégenos. Sin embargo, hoy en dia los consumidores
demandan alimentos minimamente procesados y sin conservantes quimicos. Esto ha
llevado a la busqueda de métodos naturales para la conservacion de los alimentos

(Woraprayote y col., 2016).

La biopreservacion surgié como una estrategia para reducir el uso de conservantes y
la intensidad de los tratamientos térmicos. Se entiende por biopreservacion a la extensiéon de
la vida util de los productos alimenticios usando microorganismos 0 compuestos
antimicrobianos naturales (Singh, 2018). La aplicacion de bacteriocinas o de
microorganismos productores de bacteriocinas, tales como los lactobacilos, como método de
biopreservacion de alimentos constituye entonces una alternativa valiosa para este fin.
Muchos de estos microorganismos producen bacteriocinas capaces de tolerar procesos
térmicos, mantener actividad a diferentes rangos de pH y actuar en bajas concentraciones

sin alterar las caracteristicas organolépticas del alimento (Favaro y Todorov, 2017).

Actualmente, la nisina es la Unica bacteriocina aprobada internacionalmente para la
biopreservacion de alimentos. Esta es normalmente aplicada sola o en combinacion con
otros compuestos tales como nitritos, especialmente en productos carnicos. Sin embargo, la
nisina tiene un espectro de accién que abarca s6lo a bacterias Gram positivas y es activa
solamente a valores de pH acidos, lo que reduce la gama de alimentos en los cuales se
puede aplicar (Pattanayaiying y col., 2014; Rai y col., 2016). Por lo cual la biusqueda de
nuevas bacteriocinas para el control de microorganismos patégenos presentes en alimentos

resulta relevante en la industria alimentaria.

Es de destacar que uno de los requerimientos mas importantes para evaluar la
capacidad antagonica de wuna sustancia antimicrobiana es ser efectiva a bajas

concentraciones. Por ello, la determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) de
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una bacteriocina sobre un microorganismo de interés permite cuantificar su actividad

biolégica.

En la actualidad, existe un gran interés en la aplicacion de combinaciones de
bacteriocinas que actien de forma sinérgica sobre bacterias patdgenas en los alimentos a
fin de obtener un mayor efecto inhibitorio aplicando dosis inferiores de cada bacteriocina.
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2. HIPOTESIS

. Las sustancias tipo bacteriocinas producidas por lactobacilos presentan actividad
inhibitoria y bactericida a diferentes concentraciones sobre Escherichia coli O157:H7 y no
O157:H7.
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3.1. Objetivo general

e Investigar la minima concentracion de las sustancias tipo bacteriocinas de

lactobacilos necesaria para inhibir y eliminar a E. coli 0157:H7 y no O157:H7.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar la minima concentracion de las sustancias tipo bacteriocinas producidas
por cada lactobacilo que produzca inhibicion del crecimiento de E. coli O157:H7 y no
0157:H7.

e Estudiar la concentracion bactericida minima de cada sustancia tipo bacteriocinas

sobre las cepas de E. coli patégenas.

e Valorar las interacciones entre bacteriocinas producidas por distintas especies de

lactobacilos

e Calcular las concentraciones inhibitorias fraccionarias (CIF) de las bacteriocinas

sobre E. coli patégenas.

e Evaluar y analizar los resultados estadisticamente.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Cepas de lactobacilos utilizadas: Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus
rhamnosus L60

Se trabajo con dos cepas de lactobacilos aislados e identificados previamente por el
grupo de investigacion del area de Bacteriologia de la Universidad Nacional de Rio Cuarto
(Pascual y col., 2008,a,b). Ambas cepas fueron identificadas como Lactobacillus fermentum
y L. rhamnosus mediante las pruebas bioquimicas sugeridas por el Manual Bergey de
Bacteriologia Sisteméatica (Vos y col., 2009), el sistema APl 50 CHL (BioMerieux, Inc,
Francia) y andlisis de ADNr 16S (Pascual y col., 2008b; Pascual y col.,, 2010). Las
secuencias de ADNr de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 fueron depositadas en la
base Gen Bank de secuencias génicas, bajo los nimeros GQ 455406 y EF 495247,
respectivamente. Ambos lactobacilos son productores de acidos organicos y bacteriocinas,
siendo L. rhamnosus L60 también productor de peréxido de hidrogeno. Estas cepas de
lactobacilos han sido extensivamente estudiadas en sus caracteristicas probidticas y
bacteriocinogénicas. La produccién de bacteriocinas por estos microorganismos les permite
inhibir el crecimiento de gran variedad de géneros bacterianos como Staphylococcus,
Enterobacter, Neisseria, Listeria, entre otros (Pascual y col. 2006; Pascual y col., 2008 a,b;
Ruiz y col., 2012; Ruiz y col., 2015; Garcia y col.; 2015).

Las cepas de lactobacilos fueron sembradas en caldo y agar Man Rogosa Sharpe
(MRS) e incubadas a 37°C durante 18 - 24 h en microaerofilia con un 5% de CO,. Para
comprobar la identidad de estas cepas se realizé tincion de Gram y las pruebas bioquimicas
de género sugeridas por el Manual de Bergey de Bacteriologia Sistematica (Vos y col.,

2009), que se detallan a continuacion:

e Prueba de la catalasa: Se coloc6 una ansada del microorganismo a ensayar sobre
una gota de peroxido de hidrégeno en un portaobjetos. La reaccion positiva es
evidenciada por el desprendimiento de burbujas debido a la liberacion de oxigeno
por accion de la enzima catalasa.

e Prueba de la enzima gelatinasa: Se inocul6 el microorganismo en estudio en un
caldo MRS con gelatina al 15% previamente disuelto en bafio Maria. Se incubé a
37°C durante 24 h. Posteriormente se refrigerdé durante 2 h. El resultado positivo se
evidencia por la licuacién de la gelatina por accién de la enzima gelatinasa.

e Produccién de SH»: ElI microorganismo en estudio fue sembrado en un tubo con
medio semisdlido SIM (Britania), luego se incub6 a 37°C por 24 h. La produccion de

SH; se evidencia por la formacion de un precipitado negro (sulfuro de hierro).
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e Produccién de indol: Se inoculd el microorganismo en estudio en un tubo con medio
semisdlido SIM, luego se incubd a 37°C por 24 h. Posteriormente, se agregaron 2
gotas del reactivo de Kovacs, la produccién de un halo rosa en la parte superior del
medio es indicativo de una reaccion positiva.

e Movilidad: Se sembré por puncién con ansa en punta el microorganismo en estudio
en un tubo con medio semisdlido SIM, luego se incubé a 37°C por 24 h. Una
reaccidén positiva se evidencia por una turbidez general de todo el medio, mientras
gque una reaccion negativa se caracteriza por el crecimiento en la linea de puncion.

o Reduccién de NOs: Se inocul6 el microorganismo en un tubo con caldo nitrato y se
incubd a 37°C por 24 h. Posteriormente, se agrego el reactivo revelador compuesto
por a-naftilamina al 1%, acido sulfanilico al 10% y acido tartarico al 89%. La reaccién
positiva se evidencia por la aparicion de un color rojo luego de 1 a 2 minutos.

e Citocromo oxidasa: Se prepar6é una suspension densa del microorganismo en
estudio en 0,2 ml de agua destilada y se coloc6 un disco comercial del reactivo N-N-
tetrametil p-fenilendiamina. La produccion rapida de un color rosado evidencia una
resultado positivo debido a la oxidacion del reactivo por la enzima citocromo C

oxidasa.
4.2. Cepas de Escherichia coli enterohemorragicas

Se trabaj6 con 10 cepas de E. coli enterohemorragica (ECEH), de las cuales seis
presentaron el serotipo O157:H7 y las cuatro restantes fueron ECEH no O157:H7 (Tabla 1).
Estas cepas pertenecen al cepario del area de Bacteriologia de la Universidad Nacional de
Rio Cuarto, habiendo sido aisladas de procesos infecciosos humanos y animales, y a partir
de alimentos. Las mismas fueron previamente identificadas y caracterizadas
serol6gicamente. Para este trabajo, las cepas de ECEH fueron sembradas en caldo
Tripticasa-Soya (CTS) y luego de 18 h de incubacién a 37°C se aislaron en agar Tripticasa-

Soya (ATS) utilizando las mismas condiciones de incubacion.
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Tabla 1: Cepas de Escherichia coli enterohemorragica utilizadas

Toxina
Cepade _ )
Serotipo Shiga
ECEH :
producida
LAMA 627 0157:H7 Stx2
LAMA 649 0157:H7 Stx2
LAMA 682 0157:H7 Stx2
LAMA 684 0157:H7 Stx2
LAMA 686 0157:H7 Stx2
LAMA 798 0157:H7 Stx2
LAMA 637 0174:H8 Stx1
LAMA 641 0174:H21 Stx1/Stx2
LAMA 651 08/060:H19 Stx1/Stx2
LAMA 772 0178:H19 Stx2

Se confirm6 la identificacion de las cepas de ECEH mediante las pruebas

bioquimicas que se detallan a continuacion:

Prueba de la catalasa: Se realiz6 mediante la metodologia detallada en el punto 4.1.

Reaccion de rojo de metilo: Se inoculé una colonia aislada del microorganismo a
ensayar en el medio de Clark y Lubs y se incub6 durante 24 h a 37°C. Luego se
agregaron unas gotas de rojo de metilo. La reaccién positiva causa viraje del medio
al color rojo debido a la disminucion del pH producida por bacterias que realizan

fermentacién acido-mixta.

Reaccion de Voges-Proskauer: Se inocul6 una colonia aislada del microorganismo a
ensayar en 2 ml del medio de Clark y Lubs y se incubé a 37°C por 24 h. Se
agregaron 2 gotas de a-naftol y 2 gotas de hidréxido de potasio, luego se incub6 a
37°C durante 30 minutos. La reaccion positiva se evidencia por el cambio de color

del medio a rosado por bacterias que realizan fermentacion butilenglicélica.
Reduccion de nitratos: Se realiz6 mediante la metodologia detallada en el punto 4.1.

Prueba de TSI: el microorganismo a ensayar se sembr6 por puncion y en superficie
en agar TSI, luego se incub6 a 37°C por 18 h. El viraje del color del medio a amarillo
sefala su acidificacién por la fermentacion de azlcares, mientras que un color rojo

indica alcalinizaciébn por utilizacion de peptonas. La presencia de burbujas o
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desplazamiento del agar indica produccion de gas H,, mientras que la presencia de
un precipitado negro indica la produccion de acido sulfhidrico.

Produccién de indol: Se realizé por la metodologia detallada en el punto 4.1.
Movilidad: Se llevé a cabo mediante la metodologia detallada en el punto 4.1.
Prueba de oxidasa: Se realizé por la metodologia detallada en el punto 4.1.

Utilizacion de citrato: Se sembrd el microorganismo a ensayar en superficie en un
tubo inclinado con agar Citrato de Simmons, incubandolo a 37°C por 24 h. La
reaccién positiva se evidencia por un cambio de color del medio de verde a azul. Las
bacterias capaces de utilizar citrato de sodio como Unica fuente de carbono y fosfato
monoamonico como Unica fuente de nitrégeno producen una alcalinizacién del

medio, lo que causa el viraje del indicador de pH.

Prueba de ureasa: Para detectar la presencia de esta enzima, se sembré el
microorganismo a ensayar en el medio BAM (Britania) y se incubd a 37°C por 24 h.

La reaccién positiva se evidencia por un viraje del color del medio de verde a azul.

Fermentacion de hidratos de carbono: A partir de un cultivo de 24 h de incubacion se
inoculd el microorganismo a estudiar en tubos conteniendo 2 ml de medio base OF
con el agregado de cada hidrato de carbono ensayado a una concentracion final del
1%. Los hidratos de carbono a ensayar fueron: lactosa, sacarosa, manitol, dulcitol,
salicina, adonitol, inositol, sorbitol, arabinosa, xilosa, rafinosa y ramnosa. El tubo se
sellé con vaselina estéril y se incubd a 37°C por 24 — 48 h. El 4cido resultante del
proceso de fermentacién produce una disminucion del pH del medio, que se traduce

en un cambio de color del mismo de verde a amarillo por el viraje del indicador.

4.3. Conservacion de los microorganismos utilizados

La conservacién de las cepas de lactobacilos se llevé a cabo mediante un cultivo de

cada una en caldo MRS (18 h a 37°C con un 5% de CO,). A dichos cultivos se les adicion6

30% de glicerol estéril como crioprotector y se conservaron a -20°C.

En el caso de las cepas de ECEH, se sembraron en caldo CTS y se incubaron a

37°C durante 24 h en aerobiosis. Posteriormente, se agregé a cada cultivo un 30% de

glicerol estéril y se conservé a -20°C.
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4.4. Estudio de la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas producidas por las

cepas de lactobacilos sobre cepas de Escherichia coli enterohemorragicas

4.4.1. Estudio de la actividad antimicrobiana del sobrenadante libre de células y
sobrenadante libre de células neutralizado de Lactobacillus fermentum L23 vy

L. rhamnosus L60 mediante la técnica de difusidon en pozos

La determinacion de la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes libres de
células (SLC) y los sobrenadantes libres de células neutralizados (SLCN) de ambos
lactobacilos sobre cepas de ECEH se realiz6 mediante una adaptacion de la técnica de

difusién en pozos descripta por Garcia y col. (2015).

A partir de cultivos de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 en caldo MRS de 18 —
24 h de incubacion a 37°C en microaerofilia, se inocularon 2 ml en tubos con 8 ml de caldo
MRS vy se incubéd durante 18 h en las mismas condiciones. Posteriormente, los tubos fueron
centrifugados a 7500 rpm durante 25 min a 4°C. Los SLC fueron recolectados en placas
estériles y expuestos a vapores de cloroformo durante 20 min. Luego, los SLC fueron
trasvasados a viales estériles y neutralizados utilizando una solucion de hidroxido de sodio
1IN. De esta manera se elimin6 la actividad antimicrobiana debida a los acidos organicos
presentes y se obtuvieron los SLCN que contienen las bacteriocinas L23 y L60 en cada

caso.

Posteriormente, a partir de una suspensiéon de cada cepa de E. coli realizada en CTS
con una densidad Optica equivalente al tubo 0,5 en la escala de McFarland (1,5x10°
UFC/ml), se hisop6 en varias direcciones una placa de ATS con una concentracién de agar
del 1,2%. Luego, se realizaron pozos en el agar y se inoculé cada uno con 100 pl del SLC o
del SLCN de los diferentes lactobacilos. Las placas fueron incubadas durante 18 h a 37°C.
Se observo la presencia de halos de inhibicién del crecimiento de ECEH alrededor de cada

pozo y se midieron en milimetros.

4.4.2. Determinacién de la concentracién inhibitoria minima de las bacteriocinas L23 'y
L60 sobre cepas de E. coli O157:H7 y no O157:H7 mediante la técnica de difusion en

pozos

Para realizar la cuantificacion de la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas L23
y L60 contenidas en los SLC y SLCN de ambos lactobacilos sobre cepas de E. coli
patdgenas se realizé una adaptacion de la técnica de difusion en pozos descripta por Garcia
y col. (2015).
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Estudios previos demostraron que los SLC y SLCN de ambas cepas de lactobacilos
sin diluir presentan una concentracién de bacteriocina de 640 UA ml* (Pascual y col.,
2008a,b). Los SLCN de ambos lactobacilos fueron obtenidos utilizando la metodologia
descripta previamente. Los mismos fueron diluidos al medio de forma seriada en caldo MRS
estéril para obtener las distintas concentraciones de bacteriocina (1/2: 320 UA ml™; 1/4: 160
UA mlt; 1/8: 80 UA ml™; 1/16: 40 UA ml™, 1/32: 20 UA mlI™). Posteriormente, a partir de una
suspension de cada una de las 10 cepas de E. coli con una densidad Optica equivalente al
tubo 0,5 en la escala de McFarland (1,5x10® UFC/ml), se hisop6 una placa de ATS con una
concentracion de agar del 1,2%. Luego, se realizaron pozos en el agar y en ellos se
depositaron 100 pl de cada dilucion de SLCN. En cada ensayo se incluyeron controles de
actividad antimicrobiana de los SLC y SLCN sin diluir (fig. 7). Las placas fueron incubadas
durante 18 h a 37°C y luego se observo la presencia de halos de inhibicion del crecimiento
de E. coli alrededor de los pozos. La concentracién inhibitoria minima (CIM) de ambas
bacteriocinas fue definida como la inversa de la maxima dilucién que mostrd inhibicion del
crecimiento del microorganismo patégeno y fue expresada en unidades de actividad por
mililitro (UA ml™).

Figura 7. Esquema de la determinacion de la concentracion inhibitoria minima de los
sobrenadantes neutralizados conteniendo las bacteriocinas L23 y L60 por la técnica de

difusién en pozos

Referencias: 1: SLC (Control); 2: 640 UA mlI™ (SLCN); 3: 320 UA ml™; 4: 160 UA ml™; 5: 80 UA ml™; 6: 40 UA
mi™; 7: 20 UA ml™,
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4.4.3 Determinacion de la concentraciéon inhibitoria minima y concentracién
bactericida minima de las bacteriocinas L23 y L60 sobre Escherichia coli

enterohemorréagica mediante la técnica de microdilucion en caldo

Los SLCN conteniendo las bacteriocinas L23 y L60 fueron obtenidos mediante la
metodologia anteriormente descripta y diluidos al medio de forma seriada en caldo MRS. En
una microplaca de 96 pocillos estéril se colocaron alicuotas de 100 ul de cada dilucion de
SLCN como se muestra en la figura 8. Luego, se sembraron 75 pl de una suspensién de E.
coli con una turbidez equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland. Se realizaron
controles positivos por duplicado adicionando 100 pl de caldo MRS estéril y 75 pl de la
suspension del microorganismo patdgeno. De forma similar, como control negativo, se
inocularon dos pocillos con 175 pl de SLCN sin diluir. Posteriormente, se incubd la
microplaca a 37°C durante 3,5 h. Luego del periodo de incubacion se adicionaron 10 pl de
una solucion de resazurina al 1% (p/v) en todos los pocillos y se incubé durante 1 h a 37°C
en oscuridad, controlando el viraje del indicador cada 15 minutos. La CIM fue determinada
como la méxima dilucion de cada SLCN en donde no se observd cambio de color del
indicador de azul a rosa y se expres6 en UA ml™. La resazurina es un indicador de 6xido-
reduccion utilizado para la evaluacion del crecimiento celular, que vira desde un color azul
en su forma oxidada a rosa cuando es reducida a resorufina por las oxidorreductasas de

células viables (Sarker y col., 2007).

Diluciones de L23

Diluciones de LG0

Controles

800
OEE
G060
600
@00
€60

Figura 8: Esquema de la determinacion de la concentracion inhibitoria minima de los

sobrenadantes neutralizados conteniendo las bacteriocinas L23 y L60

Referencias: los valores representados en cada pocillo corresponden a las diluciones de cada bacteriocina

expresados en UA ml™. C+: control positivo; C-: control negativo

A continuacion, se determind la concentracion bactericida minima (CBM) de las
bacteriocinas L23 y L60. Para ello, a partir de los pocillos que permanecieron azules, se

extrajo una alicuota de 20 pyl y se sembrd en placas de ATS. Las placas se incubaron
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durante 18 h a 37°C. La CBM fue definida como la minima concentracion de bacteriocina
capaz de matar el 99,9% de un in6culo preestablecido de bacterias en un lapso de tiempo

determinado.

4.4.4 Evaluacion de la interaccién entre las bacteriocinas L23 y L60 por la técnica de

checkerboard

Con el objetivo de evaluar las interacciones entre las sustancias antimicrobianas
producidas por ambas cepas de lactobacilos sobre una cepa de E. coli enterohemorragica

se realiz6 la técnica de checkerboard o de tablero de ajedrez (Ruiz y col. 2012).

La técnica de checkerboard o tablero de ajedrez se realiz6 en una microplaca estéril
de 96 pocillos. Para ello, se utilizaron concentraciones de cada bacteriocina de al menos el
doble del valor de la CIM obtenido mediante la técnica de microdilucion en caldo. La
obtenciéon de los SLCN conteniendo las bacteriocinas L23 y L60 se realiz6 mediante la
metodologia ya descripta anteriormente. Se inocularon 75 pl de las diferentes diluciones de
los SLCN de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 a lo largo del eje de abscisas y
ordenadas respectivamente, como se esquematiza en la figura 9. De esta forma se
obtuvieron diferentes combinaciones de las concentraciones de bacteriocinas L23 y L60.
Luego, se sembraron 25 pl de una suspension de E. coli en caldo CTS con una turbidez
equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland. Se realizaron controles positivos y
negativos por duplicado. Los controles positivos se realizaron inoculando dos pocillos con
150 pl de caldo MRS estéril y 25 ul del microorganismo patégeno. En el caso de los
controles negativos, los pocillos se inocularon con 175 pl de SLCN sin diluir. La microplaca
fue incubada a 37°C durante 3,5 h. A continuacion, se adicionaron 10 pl de resazurina al 1%

(p/v) en cada pocillo y se continud la incubacion a 37°C en oscuridad durante 18 h.
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Figura 9: Esquema de las diferentes combinaciones de diluciones del sobrenadante
neutralizado conteniendo las bacteriocinas L23 y L60 utilizadas para la determinacion de la

concentracion inhibitoria fraccionaria mediante la técnica de checkerboard

Referencias: los valores representados en cada pocillo corresponden a las concentraciones de las bacteriocinas

L23 (rojo) y L60 (azul) expresados en UA mi™. C+: control positivo; C-: control negativo.

Posteriormente, se analizaron las interacciones de las combinaciones de ambas
bacteriocinas y se calculé la concentracion inhibitoria fraccionaria (CIF), obteniéndose de
esta forma un indice de CIF. Dicho indice se calcul6 realizando el cociente entre la CIM de
la sustancia antimicrobiana en la combinacién y la CIM de esa sustancia sola, frente al

microorganismo ensayado, de la siguiente manera:

CIF= CIMAenAB + CIMBenAB
CIM A CiMm B

Donde A y B representan, en este caso, a las dos bacteriocinas L23 y L60 a evaluar y
AB se refiere a la combinacion de ambas. Para evaluar las interacciones de las sustancias

con actividad antimicrobiana se adoptaron los siguientes criterios:

e Sinergismo, cuando el indice CIF resulté menor a 1 (CIF<1)

e Adicion, cuando el valor de CIF es igual a 1 (CIF=1)
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¢ Indiferencia, cuando CIF se present6 con valores mayores a 1 y menores a 2
(1<CIF<2)

¢ Antagonismo, cuando el indice CIF resulté mayor o igual a 2 (CIF=2)

4.5. Analisis estadistico

Todos los datos fueron sometidos al andlisis de varianza (ANOVA) usando el
programa InfoStat, versién 2017, (Universidad Nacional de Cérdoba, Cérdoba, Argentina).
Cuando éste result6 estadisticamente significativo, se uso el test multiple de comparacion de
LSD de la minima diferencia (LSD) de Fisher (Quinn y Keough, 2002).
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Medios para el aislamiento de Escherichia coli.

Caldo Tripticasa Soya (Britania)

Tripteina

Peptona de soya
Cloruro de sodio
Fosfato dipotasico

Agua destilada

pH final: 7,3+£0,2

17,00 g
3,00 g
5,009
250¢g
1000 mi

Agar Tripticasa Soya (Britania)

Tripteina
Peptona de soya
Cloruro de sodio
Agar

Agua destilada

pH final: 7,3+ 0,2

Medios para el crecimiento de Lactobacillus spp.

Caldo Man Rogosa Sharpe (Britania)

Proteosa peptona N° 3
Extracto de carne
Extracto de levadura
Glucosa

Monoleato de sorbitan
Fosfato dipotésico
Acetato de sodio
Citrato de amonio
Sulfato de magnesio
Sulfato de manganeso

Agua destilada

pH final: 6,4 £ 0,2

15,00 g
5,00 g
5,00 g

12,00 g

1000 ml

10,00 g
8,00 g
4,00 g

20,00 g

1ml
2,009
5,00 g
2,00 g
0,20 g
0,059
1000 ml
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Agar Man Rogosa Sharpe (Britania)

Proteosa peptona N° 3
Extracto de carne
Extracto de levadura
Glucosa

Monoleato de sorbitan
Fosfato dipotésico
Acetato de sodio
Citrato de amonio
Sulfato de magnesio
Sulfato de manganeso
Agar

Agua destilada

MATERIALES Y METODOS | Christian Emmanuel Zavala

pH final: 6,4 £ 0,2

10,00 g
8,009
4,009

20,00 ¢

1 ml
2,009
5,009
2,009
0,209
0,05 g

13,00 g
1000 ml
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Aislamiento e identificacion de cepas de Lactobacillus fermentum y Lactobacillus

rhamnosus

Las colonias de L. fermentum y L. rhamnosus se observaron pequefas, circulares,
convexas, claras y con bordes definidos en agar MRS. La tinciobn de Gram revel6 la
presencia de bacilos Gram positivos de longitud variable (fig. 10). Se confirmé la identidad

de ambas cepas mediante las pruebas bioguimicas que se muestran en la tabla 2.

Figura 10: Morfologia de una cepa de Lactobacillus (1000x)

Tabla 2: Pruebas bioquimicas utilizadas para la identificacion del género Lactobacillus

Prueba bioquimica  Resultado

Catalasa Negativo

Gelatinasa Negativo

Produccion de SH, | Negativo

Produccion de indol | Negativo

Movilidad Negativo

Reduccién de NO4 Negativo

Citocromo Negativo
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5.2. Aislamiento e identificacion de las cepas de Escherichia coli enterohemorragicas

La tincién de Gram revel6 la presencia de bacilos Gram negativos cortos (fig. 11).

Los resultados de las pruebas bioquimicas realizadas permitieron confirmar la identidad de

estas cepas bacterianas como E. coli (fig. 12 y tabla 3).

Figura 12: Fotografia de algunas pruebas bioquimicas para Escherichia coli

Referencias: 1: TSI; 2: Indol-movilidad; 3: Citrato, 4: Ureasa
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Tabla 3: Resultados de las pruebas bioquimicas para la identificacion de Escherichia coli

Pruebas bioquimicas Resultados

Catalasa (+)
Rojo de metilo (+)
Voges-Proskauer )
Reduccién de nitratos (+)
Produccion de SH; )
Produccién de gas (+)
Oxidasa ()
Indol (+)
Movilidad (+)
Citrato ()
Ureasa ()

Fermentacion de:

Lactosa (+)
Sacarosa (+/-)
Manitol +)
Dulcitol +)
Salicina +)
Adonitol )
Inositol )
Sorbitol (+/-)
Arabinosa (+)
Xilosa (+)
Rafinosa (+)
Ramnosa (+)
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5.3. Estudio de la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas producidas por las

cepas de lactobacilos sobre cepas de Escherichia coli patégenas

5.3.1. Estudio de la actividad antimicrobiana del sobrenadante libre de células y el
sobrenadante libre de células neutralizado de Lactobacillus fermentum L23 vy

L. rhamnosus L60 mediante la técnica de difusidon en pozos

La determinacion de la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes libres de
células (SLC) y los sobrenadantes libres de células neutralizados (SLCN) de ambos
lactobacilos fue llevada a cabo sobre 10 cepas de E. coli enterohemorragica mediante la
técnica de difusidon en pozos. Los halos de inhibicion del crecimiento de ECEH se muestran

en la tabla 4.

Los resultados mostraron que tanto los SLC como los SLCN de L. fermentum L23 y
L. rhamnosus L60 produjeron inhibicion del crecimiento de todas las cepas de E. coli
ensayadas. Los halos de inhibicion producidos por el SLC de la cepa L23 estuvieron
comprendidos en un rango entre 19,50 mm y 32,00 mm, con un valor promedio de 24,20 +
1,20 mm. Cuando se elimind la actividad antimicrobiana de los &cidos organicos en el SLCN
la actividad biologica disminuy6 levemente. EI SLCN de L23 produjo halos de inhibicién del
crecimiento comprendidos entre 14,50 mm y 24,00 mm, con un didmetro promedio de
19,05 + 0,56.

Los valores obtenidos por el SLC de la cepa L60 variaron entre 18,00 mm y
34,00 mm, con un promedio de 25,80 + 1,13 mm. Mientras que el SLCN produjo halos con
un didmetro de entre 14,00 mm y 22,50 mm, observandose un promedio de 18,25 + 0,71

mm.

Los halos de inhibicion del crecimiento de E. coli producidos por el SLCN de ambas
cepas de lactobacilos se debe a la presencia de otros metabolitos antimicrobianos diferentes
a los acidos organicos. En estudios previos del grupo de investigacion (Pascual y col.
2008a,b), se inform6 que los metabolitos presentes en el SLCN de L. fermentum vy
L. rhamnosus son las bacteriocinas L23 y L60, respectivamente. Aunque la cepa L60
también produce peréxido de hidrégeno, la acciéon antimicrobiana producida por este
metabolito es muy escasa (Pascual y col., 2008b). Por ello, la actividad inhibitoria del SLCN

de L60 sobre ECEH se atribuy6 principalmente a la bacteriocina L60.
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Tabla 4: Halos promedio de inhibicibn de crecimiento de cepas de Escherichia coli
producidos por los sobrenadantes libres de células y los sobrenadantes neutralizados de

Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60

Halos promedio de inhibicién del crecimiento (mm + SD)

Lactobacillus fermentum L23 Lactobacillus rhamnosus L60

Escherichia coli

Cepa Serotipo SLC SLCN SLC SLCN
LAMA 627 O157:H7 32,00+ 0,71 24,00 £ 0,00 34,00 + 0,00 21,00+ 0,71
LAMA 649 0O157:H7 20,50 £ 0,71 14,50 £ 0,71 26,50 £ 0,71 18,50 £ 0,71
LAMA 682 0O157:H7 19,50 £ 2,12 15,50 £ 0,71 25,50+ 0,71 20,00 = 0,00
LAMA 684 O157:H7 26,00 = 2,83 20,00 = 0,00 25,50 = 3,53 22,50+ 0,71
LAMA 686 0O157:H7 25,00+ 1,41 20,00 £ 0,71 22,50+ 0,71 17,00 £ 0,00
LAMA 798 O157:H7 30,00+ 1,41 22,00 £ 0,71 31,00 = 0,00 16,00 £ 0,71
LAMA 637 0174:H8 24,50 £ 0,71 23,50+ 0,71 25,50+ 2,12 21,00+ 1,41
LAMA 641 0174:H21 21,00 = 0,00 19,50 £ 0,71 23,50+ 2,12 18,00 £ 1,41
LAMA 651 (08/060:H19 22,50+ 0,71 16,50 £ 0,71 18,00+ 1,41 14,50 £ 0,71
LAMA 772 0178:H19 21,00+ 1,41 15,00 £ 0,00 26,00 = 0,00 14,00 £ 0,71

Promedio 24,20+ 1,20 19,05 £ 0,56 25,80+ 1,13 18,25+ 0,71

Referencias: SLC: sobrenadante libre de células; SLCN: sobrenadante libre de células neutralizado.

Cuando se compararon los halos de inhibicién promedio producidos por los SLC de
L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 no se observaron diferencias significativas (p<0,05)
entre los diametros de los halos producidos por los sobrenadantes de cada cepa. En el caso
de los halos promedio producidos por los sobrenadantes conteniendo solamente las
bacteriocinas L23 y L60, tampoco se hallé diferencia estadisticamente significativa (p<0,05)

entre los didmetros de los halos obtenidos con cada sobrenadante.

Es importante destacar que los halos de inhibicion obtenidos en este trabajo fueron
muy superiores a los reportados en investigaciones realizadas por otros autores. Campana y
col. (2017), quienes evaluaron la actividad antimicrobiana del SLCN de cinco cepas de
lactobacilos, observaron que solamente dos de dichas cepas inhibieron el crecimiento de
E. coli 0157:H7 con halos comprendidos entre 10 y 11 mm de didmetro, los cuales son muy

inferiores a los obtenidos en este estudio.

En la figura 13 se muestran los halos de inhibicion del crecimiento de una cepa de

Escherichia coli producidos por los SLC y SLCN de L fermentum L23 y L. rhamnosus L60.
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Figura 13: Halos de inhibicién del crecimiento microbiano de una cepa de Escherichia coli
producidos por los sobrenadantes libres de células sin neutralizar y neutralizados de

Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60

Referencias: A: Lactobacillus fermentum L23; B: Lactobacillus rhamnosus L60; 1: sobrenadante libre de células

sin neutralizar; 2: sobrenadante libre de células neutralizado

Los resultados de este trabajo son muy importantes ya que en la bibliografia
consultada son muy pocas las bacteriocinas descriptas con actividad biolégica sobre ECEH.
Solo en la investigacion realizada por Rumjuankiat y col. (2015) se describieron dos
bacteriocinas con actividad antimicrobiana sobre E. coli O157:H7. Mientras que en el
presente trabajo la actividad de las bacteriocinas L23 y L60 fue ensayada sobre 10 cepas de
ECEH, demostrando una inhibicién del crecimiento del 100%. A diferencia de este trabajo,
los autores antes mencionados s6lo probaron la actividad de las bacteriocinas sobre una
cepa de E. coli O157:H7.

Los resultados de este estudio difieren con los obtenidos por Pattanayaiying y col.
(2014), quienes reportaron ausencia de inhibicion de la bacteriocina nisina Z sobre E. coli
O157:H7. De forma similar, Sharma y col. (2014), al estudiar la actividad antimicrobiana de
los SLC de 31 cepas de lactobacilos, descubrieron que si bien estos producian la inhibicion

de varios microorganismos patdgenos, ninguno fue capaz de inhibir a E. coli.
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Si bien los andlisis de varianza ANOVA mostraron una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05) entre los halos de inhibicion promedio de los SLC y SLCN de ambos
lactobacilos sobre E. coli, se observd que la mayor parte de la actividad antimicrobiana era
producida por las bacteriocinas producidas por estas cepas. El 78,72% de la inhibicién del
crecimiento bacteriano producido por L. fermentum L23 se debi6 a la bacteriocina L23 y solo
el 21,28% a los acidos orgénicos (fig. 14). En el caso de L. rhamnosus L60, el 70,74% de la
actividad antimicrobiana se atribuy6 a la bacteriocina L60 y el 29,26% a los acidos organicos
(fig. 15).

m Acidos organicos ® Bacteriocina L23

Figura 14: Porcentaje de la actividad inhibitoria causada por las diferentes sustancias
anticrobianas producidas por Lactobacillus fermentum L23 sobre Escherichia coli

enterohemorragica

70,74%

m Acidos organicos © Bacteriocina L60

Figura 15: Porcentaje de la actividad inhibitoria causada por las diferentes sustancias
anticrobianas producidas por Lactobacillus rhamnosus L60 sobre Escherichia coli

enterohemorragica
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En contraste con los resultados de este trabajo, Davoodabadi y col. (2015) reportaron
el hallazgo de cepas de L. fermentum y L. rhamnosus con actividad inhibitoria sobre E. coli
0157:H7 que no se debia a la producciéon de bacteriocinas sino a los &cidos organicos y
peroxido de hidrégeno contenidos en el sobrenadante libre de células. De igual manera,
Bian y col. (2015) estudiaron el efecto inhibitorio de una cepa de L. helveticus sobre E. coli
O157:H7, observando que dicho efecto era debido a la accion de los acidos orgénicos
producidos por los lactobacilos. Arena y col. (2016) informaron que los acidos organicos
producidos por las cepas de lactobacilos estudiadas en su trabajo eran los responsables de
la mayor parte de la actividad antimicrobiana que presentaban sobre E. coli O157:H7. De
forma similar, Oliveira y col. (2017) observaron que el SLC de la cepa bacteriocinogénica
L. rhamnosus L156.4 perdia actividad inhibitoria sobre ECEH cuando era neutralizado, por lo
que dicha actividad se debia principalmente a los acidos organicos presentes en el

sobrenadante y no a la bacteriocina.

5.3.2. Determinacion de la concentracién inhibitoria minima de las bacteriocinas L23y
L60 sobre cepas de E. coli O157:H7 y no O157:H7 mediante la técnica de pozos en el

agar

La concentracion inhibitoria minima (CIM) de los SLCN conteniendo las bacteriocinas
L23 y L60 fue determinada sobre 10 cepas de ECEH serotipo O157:H7 y no O157:H7

mediante la técnica de difusion en pozos.

Los valores de CIM de las bacteriocinas L23 y L60 se muestran en las tablas 5 y 6,
respectivamente. Ademas, en las mismas tablas se muestran los halos promedio de
inhibicibn del crecimiento de cada cepa de E. coli producidos por las diferentes
concentraciones de bacteriocinas. Los valores de CIM de la bacteriocina L23 estuvieron
comprendidos entre 40 y 80 UA ml™. Mientras que la CIM de la bacteriocina L60 estuvo en
un rango de entre 40 y 160 UA ml* para todas las cepas de E. coli ensayadas. Estos
resultados demostraron que muy bajas concentraciones de las bacteriocinas L23 y L60

fueron capaces de inhibir el crecimiento de ECEH.

En la bibliografia consultada se encontraron pocos reportes donde se informen cepas
de BAL capaces de generar halos de inhibicion de un tamafio similar a los observados en
este estudio. Geremew y col. (2015) hallaron cepas de BAL que producian halos de
inhibicion del crecimiento de una cepa de E. coli con didmetros de entre 5y 8 mm. Por otra
parte, Arena y col. (2016) reportaron el hallazgo de cepas de Lactobacillus capaces de
generar halos de inhibicién del crecimiento de una cepa de E. coli O157:H7 con un diametro

méximo de 11 mm. En ambos trabajos de investigacion, esta técnica fue realizada utilizando
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los SLC sin neutralizar y posteriormente se demostré que la actividad antimicrobiana se
debia Uunicamente a la accioén de acidos organicos. Por esta razon, es importante destacar
los resultados obtenidos en este estudio, ya que el 100% de las cepas de ECEH ensayadas
fueron inhibidas con una CIM de la bacteriocina L23 comprendida entre 40 y 80 UA ml™, lo
cual corresponde a una dilucién de 1:16 y 1:8, respectivamente. Mientras que la bacteriocina

L60 inhibi6 al 70% de las cepas con el mismo valor de CIM.
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Tabla 5: Concentracion inhibitoria minima de la bacteriocina L23 sobre cepas de Escherichia coli

Halos de inhibicién de crecimiento de Escherichia coli en presencia de bacteriocina L23 (mm + SD) Cl

Cepa de E. coli Serotipo -

Referencias: UA ml™: Unidades de Actividad por mililitro; (-): no presenta actividad inhibitoria; CIM: concentracién inhibitoria minima de bacteriocina

41



RESULTADOS Y DISCUSION | Christian Emmanuel Zavala

Tabla 6: Concentracién inhibitoria minima de la bacteriocina L60 sobre cepas de Escherichia coli

Halos de inhibicion de crecimiento de Escherichia coli en presencia de bacteriocina L23 (mm + SD) Cl

Cepa de E. coli Serotipo “
I I i W o Mo IR N
v [ s | e oo [Ewe ||| e
T T N Ml M il NG N
| wacse | o | 2som | weram | WWeom | - | - | -

Referencias: UA mI™: Unidades de Actividad por mililitro; (-): no presenta actividad inhibitoria; CIM: concentracién inhibitoria minima de bacteriocina
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En la figura 16 se observan los halos de inhibicion de crecimiento de E. coli
producidos por diferentes concentraciones de las bacteriocinas L23 y L60 y la CIM de cada

bacteriocina.

Bacteriocina L23 Bacteriocina L60

Figura 16: Concentracion inhibitoria minima de las bacteriocinas L23 y L60 sobre una cepa
de E. coli

Referencias: 1: sobrenadante libre de células sin neutralizar (640 UA ml'l); 2: sobrenadante libre de células
neutralizado (640 UA mI™); 3: 320 UA mI™; 4: 160 UA mI™; 5: 80 UA ml™; 6: 40 UA ml™; 7: 20 UA mI™*

Tabla 7: Porcentaje de cepas de Escherichia coli sensibles a diferentes

concentraciones inhibitorias minimas de las bacteriocinas L23 y L60

Porcentaje de cepas sensibles
Escherichia coli
L23 L60

E. coli O157:H7
(n=6)

E. coli no-O157:H7

(n=4)

Referencias: UA mI™: Unidades de Actividad por mililitro; CIM: concentracién inhibitoria minima de bacteriocina.
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En la tabla 7 se muestran los porcentajes de cepas de E. coli sensibles a las
diferentes concentraciones de las bacteriocinas L23 y L60. En el caso de la bacteriocina
L23, todos los serotipos de E. coli fueron sensibles con concentraciones de bacteriocina
entre 40 y 80 UA mlI™, observandose una CIM de 80 UA ml™ para el 83,33% de las cepas de
E. coli 0157:H7 y una CIM de 40 UA ml* para el 16,67% restante. En el caso de la
bacteriocina L60, se observé que el 50% de las cepas correspondientes al serotipo O157:H7
fueron sensibles a una CIM de bacteriocina de 160 UA ml™*, un 33,33% a 80 UA ml* y el
16,67% restante a 40 UA ml™. Los valores de CIM para las bacteriocinas L23 y L60
estuvieron comprendidos entre 40 y 80 UA ml™ para las cepas de E. coli no 0157:H7, siendo
el 50% de las cepas sensibles a cada una de dichas concentraciones. Estos resultados
demuestran que, incluso utilizando las bacteriocinas muy diluidas, tienen una efectiva

actividad antimicrobiana in vitro.

Si bien la técnica de pozos en el agar es Uutil tanto para evaluar la actividad
antimicrobiana de sustancias antimicrobianas sin diluir como para determinar la CIM de las
mismas, no se encontraron otros estudios acerca de la CIM de otras bacteriocinas capaces
de inhibir el crecimiento de E. coli O157:H7 mediante esta técnica en la bibliografia
consultada.

5.3.4. Determinacién de la concentracion inhibitoria minima y concentracién
bactericida minima de las bacteriocinas L23 y L60 sobre Escherichia coli

enterohemorragica mediante la técnica de microdilucién en caldo

La técnica de microdilucién en caldo fue realizada para evaluar la CIM de las
bacteriocinas L23 y L60 sobre la cepa de E. coli LAMA 627 serotipo O157:H7. La figura 17
muestra los resultados hallados, observandose que ambas bacteriocinas presentaron una
CIM de 160 UA ml™. Este valor de CIM corresponde al Gltimo pocillo de la microplaca que no
presentd crecimiento bacteriano, evidenciado por el color azul del medio el cual indica que
no hay bacterias metabdlicamente activas capaces de reducir la resazurina. La diferencia
con el valor de CIM obtenido mediante la técnica de difusién en pozos para la misma cepa
de E. coli puede deberse a diferencias experimentales de cada técnica. El valor de CIM
hallado por la técnica de microdilucion en caldo fue utilizado como dato preliminar para la
realizaciéon de la técnica de checkerboard, en la cual se utilizaron concentraciones iniciales

de cada bacteriocina correspondientes al doble de la CIM.
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L23

L23

L60

L60

640 320 160 80 40 20 10

Figura 17: Concentracién inhibitoria minima de las bacteriocinas L23 y L60 sobre una cepa
de Escherichia coli O157:H7

Referencias: C+: control positivo; C-: control negativo; las concentraciones de bacteriocina se encuentran
expresadas en UA ml™.

A partir de los pocillos en donde no se observo crecimiento bacteriano, se sembraron
placas de ATS para determinar la concentracién bactericida minima (CBM). Luego del
tiempo de incubacion se observé desarrollo microbiano en las placas sembradas. Estos
resultados permitieron demostrar que el modo de accién de las bacteriocinas L23 y L60 es
bacteriostatico, es decir, inhiben el crecimiento bacteriano sin producir la muerte del
microorganismo patégeno. De forma similar, en estudios previos, Garcia (2017) describi6é un

efecto bacteriostatico de estas bacteriocinas sobre Listeria monocytogenes.

Estos resultados no concuerdan con los obtenidos por Jena y col. (2013), quienes
describieron una bacteriocina producida por una cepa de L. helveticus que ejercia un efecto
bactericida sobre una cepa de E. coli no O157:H7. Por otra parte, Trivedi y col. (2013)
reportaron el hallazgo de una bacteriocina producida por una cepa de L. brevis con actividad
bacteriostatica sobre dos cepas de E. coli uropatégenas.

Es de destacar la importancia del presente trabajo de investigacion debido a que en
la bibliografia consultada no se encontraron estudios donde se informe la CIM de
bacteriocinas necesaria para inhibir cepas de E. coli por esta metodologia.
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5.3.5. Evaluacién de la interaccién entre las bacteriocinas L23 y L60 por la técnica de
checkerboard

Con el objetivo de estudiar el tipo de interaccién entre los SLCN conteniendo las
bacteriocinas L23 y L60 se llevd a cabo la técnica de checkerboard o tablero de ajedrez
utilizando la cepa E. coli LAMA 627 serotipo O157:H7.

Los resultados obtenidos mediante la técnica de checkerboard demostraron que la
combinacién de las bacteriocinas L23 y L60 produjo una disminucién de la CIM de cada
bacteriocina respecto a la observada cuando cada bacteriocina fue ensayada de forma
independiente. De manera que cuando actuaron de forma conjunta la CIM de L23 se redujo
a la mitad, mientras que la CIM de L60 disminuyd cuatro veces en comparacion al valor
observado cuando actta de forma independiente (tabla 8). Teniendo en cuenta los criterios
establecidos para la evaluacion de las interacciones entre sustancias antimicrobianas de
acuerdo al valor CIF, se comprob6 que las bacteriocinas L23 y L60 inhibieron de forma

sinérgica el crecimiento de ECEH ya que el valor de CIF hallado fue inferior a 1 (tabla 8).

Tabla 8: Concentracion inhibitoria minima y concentracion inhibitoria fraccionaria de las
bacteriocinas L23 y L60

Escherichia coli LAMA 627
CIM de A (UA mI™)
CIM de B (UA mI™)

CIM de A en AB (UA mI™)

CIM de B en AB (UA ml™)

CIF

Referencias: A: bacteriocina L23; B: bacteriocina L60; AB: combinacién de bacteriocinas L23 y L60; CIM:

concentracion inhibitoria minima; CIF: concentracion inhibitoria fraccionaria.

En la figura 18 se muestran los resultados de la técnica de checkerboard sobre E.
coli LAMA 627. El pocillo marcado indica la CIF de L23 y L60 en la combinacion de

bacteriocinas que fue capaz de inhibir al microorganismo patégeno en estudio.
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Figura 18: Concentracion inhibitoria fraccionaria de las bacteriocinas L23 y L60 sobre E. coli
enterohemorragica

Referencias: C+: control positivo; C-: control negativo; UA ml™*: unidades de actividad por mililitro.

Es de destacar que los resultados de este estudio son novedosos, ya que en la
bibliografia consultada no se encontraron trabajos referidos a la interaccion sinérgica de dos
bacteriocinas utilizando la técnica de checkerboard sobre ECEH. La utilizacion de dos
sustancias antimicrobianas en combinacion que actien de forma sinérgica sobre un
microorganismo patoégeno disminuye la dosis necesaria de cada sustancia para inhibirlo. Por
ello, el hecho de que las bacteriocinas L23 y L60 fueron capaces de inhibir de modo
sinérgico a E. coli O157:H7 representa un antecedente importante para considerar su
potencial aplicacion como compuestos biocontroladores de estos microorganismos

patdégenos en la industria alimentaria.
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6. CONCLUSIONES

v' Las cepas probidticas de Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus
L60 presentaron actividad antimicrobiana sobre todas las cepas de Escherichia coli
enterohemorragica ensayadas

v La mayor parte de la actividad antimicrobiana producida por L. fermentum L23 vy

L. rhamnosus L60 se debe a las bacteriocinas L23 y L60, respectivamente

v' Las bacteriocinas L23 y L60 en bajas concentraciones presentaron actividad

antimicrobiana sobre E. coli enterohemorragica

v' Las bacteriocinas producidas por ambos lactobacilos probiéticos presentaron

actividad bacteriostatica sobre las cepas de E. coli enterohemorragica ensayadas

v' Las bacteriocinas L23 y L60 presentaron interaccién sinérgica sobre E. coli

enterohemorragica
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. Este estudio permiti6 demostrar que a bajas °
| concentraciones, las bacteriocinas producidasI
" por Lactobacillus fermentum L23 y )
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8. ANEXO

Inhibicién de Escherichia coli producida por el SLC de cada cepa de Lactobacillus

spp.

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMsS=4,02113

Error: 18,3167 gl: 18

Columnal Medias n E.E

SLC LZ23 24,20 10 1,33 2

SLC L&l 25,80 10 1,33 2

Medias con una letra comin no son significativamen

Inhibicién de Escherichia coli producida por el SLCN de cada cepa de Lactobacillus

spp.

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=3,02311

Error: 10,3528 gl: 18
Columnal Medias n E.E.
SLCN LeO 18,25 10 1,02 A
SLCN L23 19,05 10 1,02 A

o

17 o i 7ot - : p . +
Medias con una letra comin no son S;gﬂl¢;€§thHmERLe

Halos de inhibicion promedio de cepas de Escherichia coli producidos por el SLC y

SLCN de Lactobacillus fermentum L23

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=3,63098
Frror: 14,9347 gl: 18
Columnal Medias n E.E.

SLCN L23 19,05 10 1,22 A
SLC L23 24,20 10 1,22 B

o - . B
Medias con una letra comun no son

Halos de inhibicion promedio de cepas de Escherichia coli producidos por el SLCy

SLCN de Lactobacillus rhamnosus L60

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=3,48205

13, 1
Columnal Medias n E.E.
SLCN L0 18,25 10 1,17 &
SLC L&D 25,80 10 1,17 B
Msdias con una lstra comin no son significativamen
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