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RESUMEN

Se evalu¢ la actividad antimicrobiana de seis diferentes bac-
terias dcido lacticas sobre Escherichia coli, Salmonella enteritidis
y Shigella dysenteriae, bacterias patdgenas del tracto gastroin-
testinal. Los ensayos determinaron que todas ellas presen-
taron accién antimicrobiana sobre las bacterias entéricas,
destacando Lactobacillus fermentum, quien produjo un efecto
bactericida.
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ABSTRACT

The antimicrobial activity of six different lactic acid bacte-
ria was evaluated on Escherichia coli, Salmonella enteritidis and
Shigella dysenteriae, pathogenic bacteria of the gastrointestinal
tract. Tests determined that all of them presented antimicro-
bial action on the enteric bacteria, especially Lactobacillus fermen-
tum, that generated a bactericidal effect.
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INTRODUCCION

En los ultimos afos se ha observado un creciente interés, tan-
to por parte de la comunidad cientifica como de la poblacion
general, hacia el papel que los probidticos pueden desem-
pefar en el mantenimiento de la salud y en la prevencion y
tratamiento de diferentes enfermedades'.

Sin embargo, el concepto probistico ha cambiado a lo largo
de los afnos, volviéndose mas amplio y menos preciso. La
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definicién mds aceptada actualmente es que son microor-
ganismos vivos que, al ser ingeridos, producen un efecto
positivo en la salud del individuo?. Son numerosos los mi-
croorganismos que se incluyen en las listas de posibles pro-
bioticos, principalmente, bacterias acido lacticas (BAL) de
los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium’.

Se ha identificado un grupo de requerimientos como im-
portantes propiedades que deben cumplir las BAL a fin de
ser efectivos organismos probidticos. Estos incluyen: su ha-
bilidad de adherirse a las células, el poder excluir o reducir
la adherencia patdgena, su resistencia y multiplicidad, su
capacidad para producir bacteriocinas antagonistas al cre-
cimiento patégeno asi como coagregar y formar una flora
balanceada®.

Hoy en dia, debido a las caracteristicas previamente sefialadas,
se hace necesario destacar las posibilidades terapéuticas de las
bacterias acido licticas que pueden ser utiles en el tratamiento
de patologias infecciosas’, como en la prevencion de infecciones
urinarias®’, para el tratamiento de diarreas infantiles o del via-
jero®, asi como para las relacionadas con el consumo de anti-
210y en pacientes

con enfermedad inflamatoria intestinal, dada su capacidad de
111,12,13.

bidticos, en el tratamiento del estrefiimiento
modular la flora intestina

De otro lado, ciertas cepas de BAL acttian sobre las reacciones
de hipersensibilidad retardada, la producciéon de anticuer-
pos, la activacion funcional de macrofagos’, y también son
capaces de ejercer una accién antitumoral al inhibir agentes

quimicos carcinogénicos'1°,

La finalidad del presente estudio fue evaluar la actividad an-
timicrobiana de diferentes cepas de bacterias acido lacticas
frente a algunos agentes patdgenos comunes en infecciones
gastrointestinales del hombre.

(*) Centro de Microbiologia y Parasitologia

Instituto de Investigacién, Facultad de Medicina Humana, Universidad de San Martin de Porres

hlarrea@usmp.edu.pe

16  Revista Horizonte Médico | Volumen 7, N° 1, Junio 2007



MATERIAL Y METODOS

Microorganismos
Caracterizacion de la suspension de bacterias
acido lacticas

Las cepas puras liofilizadas de Lactobacillus acidophilus ATCC
33200, Lactobacillus fermentum ATCC 9338, Lactobacillus casei
ATCC 27139, Lactobacillus plantarum ATCC 10776, Lactoba-
cillus bulgaricus ATCC 11842 y Lactobacillus helveticus ATCC
15807 fueron sembradas en medio de Man, Rogosa y Sharp
(MRS) e incubadas a 37° C por 48 horas bajo condiciones
de anaerobiosis y posteriormente mantenidas a 4° C (cepas
control).

Para los estudios se inocularon en tubos de ensayo con-
teniendo caldo MRS (pH 6,0) con 10" UFC/mL de cultivo
puro. Se incubaron a 37° C por 24 horas y se centrifugaron
a 10 000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante fue colo-
cado en bafio maria a 45° C y resuspendido en 1/5 de su
volumen original en agua destilada. Finalmente fue filtrado
a través de una membrana estéril de 0,22 um de porosidad.
Esta solucién madre se denominé suspensién BALY.

Caracterizacion de las bacterias indicadoras

Para determinar la actividad antimicrobiana se utilizaron las
siguientes cepas incubadas en caldo nutritivo a 37° C por 24
horas: Escherichia coli, Salmonella enteritidis y Shigella dysente-
riae, aisladas e identificadas a partir de muestras clinicas.

Estas cepas fueron sembradas por estrias en agar tripticasa
soya (ATS) e incubadas a 37° C por 18 horas. Posteriormente,
se recolectaron los microorganismos existentes en la superfi-
cie de cultivo, llevandolos a un tubo de ensayo conteniendo
suero fisiologico estéril, al cual se agregd un par de colonias
hasta tener una turbidez equivalente a la escala 0,5 de Mac-
Farland, denominandose a esta, suspension inéculo!.

Bioensayo
Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

La concentraciéon minima inhibitoria (CMI) se definié como
la minima cantidad de BAL capaz de impedir el crecimiento
bacteriano. Mediante la técnica de macrodilucion en caldo
se determiné la CMI capaz de inhibir el desarrollo micro-
biano visible, utilizando un inéculo de 0,1 mL de concen-
tracion equivalente a la escala 0,5 de McFarland.

Se realizaron diluciones seriadas a la mitad en caldo Miieller-
Hinton (MH). Se emplearon dos controles: el primero fue el
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control positivo (caldo MH al que se afiadio la suspension
bacteriana) y el segundo fue el control negativo (caldo MH
sin suspension bacteriana). Se emplearon las siguientes dilu-
ciones de BAL: 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 y
512 puL/mL, formandose doce ensayos, cada uno con tres
repeticiones por microorganismo.

Al término de la inoculacion de la cepa a cada uno de los tubos,
se procedid con una homogenizacion suave y de inmediato se
llevo a incubar a 30° C por un periodo de 18 horas. Trascurrido
este tiempo se realizé la lectura de los tubos, determinando su
grado de turbidez, para lo cual fue necesario comparar cada uno
de los tubos con los controles positivo y negativo'®.

Determinacion de la concentracion minima bactericida

La concentraciéon minima bactericida (CMB) se definid
como la menor concentracién de BAL capaz de reducir el
recuento de microorganismos en un 99.9%. A partir de los
resultados de la concentracion minima inhibitoria se deter-
miné la CMB. Para ello, se extrajo 1 mL de los tubos en
los cuales no se observo crecimiento visible del indculo (in-
hibicién de crecimiento); esta suspensién fue sembrada en
placas Petri, debidamente rotuladas con la concentracion
correspondiente, anadiéndose luego agar Mueller-Hinton
(MH) a 45° C aproximadamente.

Se utilizd como control positivo agar MH con 0,1 mL de
inoculo sin BAL, y como control negativo, agar MH sin in-
oculo y sin BAL. Las placas se dejaron incubar durante 24

horas a 30° C.

La lectura de los resultados se realizd en aquellas placas
donde las BAL fueron capaces de eliminar completamente
el desarrollo bacteriano o que elimino al 99,9% de bacte-
rias, comparandolo con el control negativo. La suspension
se considero bactericida si su CMB, fue igual o ligeramente
superior (no més de una dilucion) que la CMI'®,

RESULTADOS

La principal dificultad encontrada en el desarrollo del pre-
sente estudio fue la estandarizacion del bioensayo para la
evaluacion de la actividad antimicrobiana.

No habiendo un protocolo uniformizado de trabajo en la
evaluacion de la actividad antimicrobiana nos vimos en la
necesidad de realizar una serie de ensayos preliminares, lo
que permitié descartar las técnicas de difusion en pocillo y
en disco en una primera parte, luego de lo cual se procedio
a la evaluacion in vitro. Luego de casi dos afios de pruebas, se
validé el bioensayo utilizado en esta investigacion.
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bacterias acido lacticas (BAL) frente aEscherichia coli bajo condiciones de laboratorio. 2006.

TABLA 1. Promedio de la concentracién minima inhibitoria (CMI) de la suspension de

BAL

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (uL/mL)

Control
positivo

0,25

0,5

1

2

4

8

16

32

64

128

256

512

Control
negativo

L.acidophilus
L.fermentum
L.casei
L.plantarum
L.bulgaricus
L.helveticus

+ o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ + + o+ o+

+ o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+

(+): presencia de turbidez; (-): ausencia de turbidez.

TABLA 2. Promedio de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de la suspensién de bacterias acido
lacticas (BAL) frente a Salmonella enteritidis bajo condiciones de laboratorio. 2006.

BAL

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (uL/mL)

Control
positivo

0,25

0,5

1

2

4

8

16

32

64

128

256

512

Control
negativo

L.acidophilus
L.fermentum
L.casei
L.plantarum
L.bulgaricus
L.helveticus

+ o+ o+ o+ o+ o+

o+ o+ o+ o+ o+

o+ o+ o+ 4+ o+

+ o+ + + o+ o+

o+ o+ o+ 4+ o+

+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+

+ o+ o+

(+): presencia de turbidez; (-): ausencia de turbidez.

TABLA 3. Promedio de la concentracién minima inhibitoria (CMI) de la suspension de bacterias acido
lacticas (BAL) frente a Shigella dysenteriae bajo condiciones de laboratorio. 2006.

BAL

CONCENTRACION MIiNIMA INHIBITORIA (uL/mL)

Control
positivo

0,25

0,5

1

2

4

8

16

32

64

128

256

512

Control
negativo

L.acidophilus
L.fermentum
L.casei
L.plantarum
L.bulgaricus
L.helveticus

+ o+ + + o+ o+

+ o+ + + o+ o+

o+ o+ o+ o+ o+

o+ o+ o+ o+ o+

o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ + + o+ o+

+

+ o+ o+

+ o+ o+

+ o+ o+

+ o+ o+

(+): presencia de turbidez; (-): ausencia de turbidez.
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Efecto bacteriostatico

Las Tabla No. 1, 2 y 3 muestran el promedio de los ensayos
de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de las sus-
pensiones de bacterias acido lacticas frente a Escherichia coli,
Salmonella enteritidis y Shigella dysenteriae, respectivamente.

El mejor efecto bacteriostatico frente a Escherichia coli lo pre-
sentd Lactobacillus fermentum con una CMI de 4 uL/mL. En
el caso de Salmonella fue Lactobacillus acidophilus el mejor
con una CMI de 4 pL/mL mientras que en el ensayo con
Shigella fue Lactobacillus casei el que presentd una mejor

CMI con 8 uL/mL.
Efecto bactericida

Las Tabla No. 4, 5 y 6 muestran el promedio de los ensayos de
las concentraciones minimas bactericidas (CMB) de las sus-
pensiones de bacterias acido lacticas frente a Escherichia coli,
Salmonella enteritidis y Shigella dysenteriae, respectivamente.
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El mejor efecto bactericida frente a Escherichia coli lo presentd
Lactobacillus fermentum con una CMB de 8 uL/mL. En el caso
de Salmonella fue Lactobacillus acidophilus el mejor con una
CMB de 16 pL/mL mientras que en el ensayo con Shigella
fue Lactobacillus casei el que mostré una mejor CMB con 32
pL/mL.

La comparacion de los efectos bacteriostitico y bactericida
de las diferentes bacterias acido lacticas frente a las bacterias
entéricas, se muestra en los Graficos No. 1y 2, respectiva-
mente.

DISCUSION

Las bacterias dcido lacticas destacan por su capacidad de
producir sustancias de actividad bactericida como son las
bacteriocinas. Estas sustancias purificadas podrian evaluarse
como alternativa en el tratamiento de infecciones bacteria-
nas topicas o sistémicas por microorganismos resistentes a la
mayor parte de los antibioticos conocidos.

TABLA 4. Promedio de la concentracién minima bactericida (CMB) de la suspension de
bacterias acido lacticas (BAL) frente a Escherichia coli bajo condiciones de laboratorio. 2006.

CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA (uL/mL)

BAL Control | 0,25 0,5 | 1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512 | Control
positivo negativo
L.acidophilus + + + + + o+ + + + + . . . 3
L.fermentum + + + + + 4+ . . . . . . . .
L.casei + + + + + o+ + + + + + 3 . 3
L.plantarum + + + + + + + + + + - - P -
L.bulgaricus + + + + + + + + + + + - - -
L.helveticus + + + + + + + + + + + + -

(+): presencia de colonias; (-): ausencia de colonias.

TABLA 5. Promedio de la concentracion minima bactericida (CMB) de la suspension de bacterias acido
lacticas (BAL) frente a Salmonella enteritidis bajo condiciones de laboratorio. 2006.

CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA (uL/mL)

BAL Control | 0,25 | 0,5 1 2 4 8 16 | 32 | 64 [ 128 | 256 | 512 | Control

positivo negativo
L.acidophilus + + + + + 4 + . - - . . . .
L.fermentum + + + + + o+ + + + + + + . .
L.casei + + + + + o+ + + + + . . B 3
L.plantarum + + + + + 4 + + + ¥ . i i .
L.bulgaricus + + + + o+ o+ o+ PR + ) .
L.helveticus + + + + + 4+ + n + N + .

(+): presencia de colonias; (-): ausencia de colonias.
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TABLA 6. Promedio de la concentracién minima bactericida (CMB) de la suspension de bacterias
acido lacticas (BAL) frente a Shigella dysenteriae bajo condiciones de laboratorio. 2006.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (uL/mL)

BAL Control | 0,25 | 0,5 1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512 | Control

positivo negativo
L.acidophilus + + + + + 4+ + + + + . . . .
L.fermentum + + + + I + + _ B 3 _
L.casei + + + + + + + + - P P B . P
L.plantarum + + + + + o+ + + + + + + + .
L.bulgaricus + + + + I + + + + + . 3 B}
L.helveticus + + + + + o+ + + + + + + + .

(+): presencia de colonias; (-): ausencia de colonias.
Grafico N° 1 Comparacion del efecto bacteriostatico de

bacterias acido lacticas frente a bacterias entericas
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Grafico N° 2 Comparacion del efecto bactericida de
bacterias acido lacticas frente a bacterias entericas
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Las bacteriocinas pueden constituir una alternativa a la uti-
lizacién masiva de antibiéticos, ademas de contribuir a la
disminucién de resistencias frente a los mismos y combatir
un grupo cada vez mas amplio de bacterias patdgenas resistentes
a la mayor parte de los antibioticos producidos y conocidos
en la actualidad™%.

Es interesante considerar el papel que las bacterias acido
lacticas pueden desempefar en el campo de las infecciones.
El aumento en el uso de antibioticos, el incremento de las
resistencias bacterianas, el aumento de los pacientes inmu-
nodeprimidos y de las infecciones oportunistas en estos pa-
cientes, y la aparicion de nuevos patdgenos, son factores que
determinan la necesidad de desarrollar nuevas estrategias en
el tratamiento y prevencion de las infecciones.

En el pasado se han llevado a cabo una serie de estudios
siguiendo diferentes metodologias lo que no permite una
comparacion real de los resultados. Dentro de estos estudios
merecen mencionarse el de Consignado y col.?!, quienes
encontraron actividad antibacteriana en Lactobacillus casei
frente a Escherichia coli, Salmonella enteritidis y Shigella dysente-
riae. Utilizaron el método de placa vertida a partir de un
indculo de 10° UFC/mL, sin embargo no indican la concen-
tracion de la BAL ni el tipo de inhibiciéon encontrado.

Por su parte, Reque y col.?? encontraron que Lactobacillus
fermentum presentaba actividad antimicrobiana frente a Es-
cherichia coli y Salmonella typhi, utilizando la técnica de di-
fusion en pocillos que solo obtiene resultados cualitativos.
Asahara y col.” hallaron actividad antimicrobiana en Lacto-
bacillus casei frente a Escherichia coli e indicaron que Lacto-
bacillus fermentum y Lactobacillus plantarum no presentaron
1. utilizando una
metodologia no estandarizada, llegaron a la conclusion que

actividad significativa. Chuayana y co

Lactobacillus casei tendria una accion bacteriostatica frente a



Escherichia coli y Salmonella typhi. Sin embargo, no mencio-
nan ningun valor referencial de esta afirmacion.

Otros estudios que se han basado en la determinacion de los
diametros de inhibicion incluyen el de Oyetayo y col.?® quienes
verifican la actividad antimicrobiana de Lactobacillus casei y
Lactobacillus acidophilus frente a Escherichia coli; Nowroozi
y col.?® quienes estudiaron la actividad de Lactobacillus
plantarum y Lactobacillus acidophilus frente a Salmonella typhi y
finalmente Erdogrul y Erbilir®® quienes han comprobado la
actividad antimicrobiana de Lactobacillus bulgaricus y Lactoba-
cillus casei frente a Escherichia coli.

El presente estudio confirma la utilidad de las bacterias 4cido
l4cticas en el control de bacterias entéricas y sirve de base para
continuar con otros estudios a fin de evaluar su accion frente
a otros microorganismos de importancia médica, en particu-
lar bacterias grampositivas y levaduras asi como valorar las
ventajas del uso de combinaciones de bacterias lacticas.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente in-
vestigacion se llegé a las siguientes conclusiones:

1. Las bacterias 4cido lacticas Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus casei, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus bulgaricus y Lactobacillus helveticus
presentan diferentes grados de actividad antimicrobiana
frente a bacterias entéricas.

2. El mejor efecto bacteriostitico lo presentaron Lactobacillus
fermentum y Lactobacillus acidophilus frente a Escherichia
coli y Salmonella enteritidis, respectivamente, con una CMI

de 4 pL/mL.

3. El mejor efecto bactericida lo presentd Lactobacillus fermen-
tum frente a Escherichia coli con una CMB de 8 pL/mL.

C. Hernani Larrea.
Fac. Medicina USMP.
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