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Resumen: Las bacterias acido lacticas (BAL) son microorganismos que poseen una gran capacidad para la
bioconservacion. Son conocidas por la produccion de una variedad de compuestos antagdnicos, entre ellos la
bacteriocinas. Su potencial antimicrobiano esta definido por la accion combinada de los metabolitos sobre bac-
terias no deseadas. En este trabajo se evalua la actividad antimicrobiana de 8 cepas de BAL aisladas de leche
cruda y queso Paraguay contra E. coli y S. aureus mediante dos metodologias: antibiograma y ensayos en medio
liquido. Se observo inhibicion de los patdgenos con ambas metodologias. Sin embargo, encontramos mejores
resultados con el ensayo en medio liquido.

Palabras clave: BAL, lacteos, bioconservacion, antimicrobianos, inhibicion, patogenos.

Abstract: Lactic acid bacteria (LAB) are microorganisms with great potential for biopreservation. They are known
to produce a variety of antagonistic compounds, among them bacteriocins, and their antimicrobial potential is
defined by the combined action of metabolites on non-desired bacteria. This work evaluates the antimicrobial
activity of 8 strains of LAB isolated from raw milk and Paraguay cheese against E. coli and S. aureus by two
methodologies: antibiograms and liquid medium assays. Both methodologies yielded growth inhibition against
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the pathogens. However, we found better results with the liquid medium assays.

Keywords: LAB, dairy, biopreservation, antimicrobials, inhibition, pathogens.

Introduccion

Las bacterias acido lactica (BAL) constituyen un
grupo heterogéneo de bacterias gram positivas,
anaerobia, no esporuladoras, que pueden ser cocos
o bacilos y que producen acido lactico como prin-
cipal producto durante el proceso de fermentacion
y poseen un gran potencial biotecnoldgico en la
industria de alimentos (Alvarez-Sieiro et al., 2016;
Sabatini, 2010). Como cualquier BAL que participe
en un proceso de fermentacion puede producir una
variedad de compuestos inhibidores, el potencial
antimicrobiano de estas bacterias estd dado por la
accion combinada de sus metabolitos en bacterias
indeseadas (Salomskiene et al., 2019).

La importancia de las pruebas de enfrentamiento
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radica en tener resultados sobre actividad antimi-
crobiana de las BAL aisladas frente a patdgenos
comunmente encontrados en los alimentos y que
producen su deterioro o enfermedades transmitidas
por los alimentos; para los cuales deben actuar como
bacteriostaticos o bactericidas.

Materiales y Métodos

Obtencion de cepas

Se utilizaron 8 cepas previamente aisladas de BAL:
M6A, M6B, M16A, M17A, M17B, M18, M19
y M21 que posteriormente fueron depositadas al
cepario del Departamento de Biotecnologia de la
FACEN-UNA. Como cepa control se utilizo Lac-
tobacillus plantarum ATCC® 8014™.,
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Pruebas de actividad antimicrobiana

Antibiogramas

Se plantearon tres pruebas de enfrentamiento
bacteriano independientes, cultivando las BAL en
distintos periodos de incubacion y con distintos
procesos de tratamiento del sobrenadante con el
fin de obtener resultados 6ptimos en cuanto a la
actividad inhibitoria (Jabbari et al., 2017; Kormin
etal., 2001).

Procedimiento 1

Se procedio6 a la activacion de las bacterias en es-
tudio por 24 horas en MRSA a 37 °C en atmosfera
aerobia. Pasado el periodo, se tomaron con un asa
de siembra 5 uL de colonias provenientes de los
cultivos, y se traspasaron a tubos que contenian 5
mL del MRSB, y se incubaron por 19 horas a 37
°C. Luego se tomaron 3 mL de las cultivos y se
centrifugaron a 8290 g por 20 minutos a 4 °C. Se
filtr6 el sobrenadante con filtros de 0,22 um SFCA
(Minisart, Sartorius), logrando asi un sobrenadante
libre de células. Posteriormente, se procedio6 a la
realizacion de pocillos de 5 mm en placas con MHA
y se agregd 10 pL. de MHA en cada pocillo para
cerrar el fondo del mismo y se dejo gelificar. Se
colocaron 25 pL del sobrenadante libre de células
en cada pocillo. Una vez colocadas las muestras se
incubaron a 4 °C durante 2 horas para permitir que
el sobrenadante se difundiera.

Se inocularon 100 pL cada una de las cepas
patogenas de 24 horas de incubacion en Agar LB,
E. coli (Migula) Castellani and Chalmers (ATCC®
25922™) y S. qureus subsp. aureus Rosenbach
(ATCC® 25923™) y se realiz6 el hisopado por
toda la placa creando un césped homogéneo. Pos-
teriormente se incubaron a 37 °C por 18 horas en
atmosfera de aerobiosis. Por ultimo, se procedio
al control de los resultados midiendo el halo de
inhibicion, con ayuda de una regla de vernier. Todos
los ensayos se realizaron por triplicado.

Procedimiento 2

Se realizo primeramente la activacion de las bacte-
rias en estudio por 24 horas en MRSA a 37 °C en
atmosfera aerobia, pasado el periodo, tomando un

asa de siembra de 5 pL de colonias provenientes
de los cultivos y se traspasaron a tubos con 5 mL
de MRSB, se incubaron por 93 horas a 37 °C; se
tomaron 3 mL de los cultivos y se centrifugaron
los 3 mL a 8290 g por 20 minutos a 4 °C. Se fil-
tr6 el sobrenadante con filtros de 0,22 pm SFCA
(Minisart, Sartorius), logrando asi un sobrenadante
libre de células. Posteriormente se procedio a la
realizacion de pocillos de 5 mm en placas con MHA
y se agregd 10 ul. de MHA en cada pocillo para
cerrar el fondo del mismo y se dejo gelificar. Se
coloco 25 pL del sobrenadante libre de células en
cada pocillo, una vez colocadas todas las muestras
se incubaron a 4 °C durante 2 horas para permitir
que el sobrenadante se difundiera.

Se inoculdé 100 pL de cada una de las cepas
patogenas de 24 horas de incubacion en Agar LB,
E. coli (Migula) Castellani and Chalmers (ATCC®
25922™) v S. aureus subsp. aureus Rosenbach
(ATCC® 25923™) y se realiz6 el hisopado por
toda la placa creando un césped homogéneo. Pos-
teriormente se incubaron a 37 °C por 18 horas en
atmosfera de aerobiosis. Por ultimo, se procedio
al control de los resultados midiendo el halo de
inhibicion, con ayuda de una regla de vernier. Todos
los ensayos se realizaron por triplicado.

Procedimiento 3

Se realiz6 sin tratamiento previo del sobrena-
dante, dejando en el mismo todas las células
bacterianas presentes; primeramente, activando
las bacterias en estudio por 24 horas en MRSA a
37 °C en atmosfera aerobia, pasado el periodo,
se tomo6 un asa de siembra de 5 pL de colonias
provenientes de los cultivos y se traspasaron a
tubos con 5 mL del MRSB, se incubaron por 24
horas a 37 °C. Se realizaron pocillos en placas
con MHA y se agregdé 10 pL. de MHA en cada
pocillo para cerrar el fondo del mismo y se dejo
gelificar, se colocd 25 pL del cultivo no tratado
en cada pocillo.

Se inocul6 100 uL de las cepas patogenas de
24 horas de incubacion en Agar LB, E. coli (Mi-
gula) Castellani and Chalmers (ATCC® 25922™)
y S. aureus subsp. aureus Rosenbach (ATCC®
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Tabla 1. Tratamientos utilizados en la prueba de inhibicion en medio liquido.

Tratamientos Componentes (240 pL)
1 Medio estéril 200 pL de medio LB + 40 pL de agua estéril
2 Control 1 185 pL de agua estéril + 40 pL de medio LB + 15 pL de patogeno (1,5x10° UFC/mL)
3 Control 2 185 pL de medio MRSB + 40 pL de medio LB + 15 pL de patogeno (1,5x10° UFC/mL)

4 Medio + Agua

5 Blanco
6 Ensayos
7 Control +

(1,5%10° UFC/mL)

185 pL de medio MRSB + 40 pL de medio LB + 15 pL de agua estéril
40 pL de medio LB + 185 pL de sobrenadante + 15 uL de agua estéril
40 pL de medio LB + 185 pL de sobrenadante + 15 pL de patégeno (1,5%10° UFC/mL)

40 pL de medio LB + 185 pL de Lactobacillus plantarum ATCC® 8014™ + 15 uL de patogeno

25923™) vy se realizd el hisopado por toda la
placa creando un césped homogéneo. Posterior-
mente se incubaron a 37 °C por 18 horas. Por
ultimo, se procedié al control de los resultados
midiendo el halo de inhibicion; todos los ensayos
se realizaron por triplicado (Kormin et al., 2001).

En los tres procedimientos se utilizo la cepa
Lactobacillus plantarum (Orla-Jensen) Bergey et
al. (ATCC® 8014™), como control positivo de
potencial inhibidor frente a las bacterias patoge-
nas humanas y como control negativo se utilizo
suero fisiologico al 0,9% estéril.

Prueba en medio liquido
Preparacion de sobrenadantes y patégeno

Se cultivaron las cepas de BAL en medio MRSB
por 24 h a 37 °C y las cepas patogenas E. coli y
S. aureus en medio LB por 24 hs a 37 °C, ambas
en una incubadora de CO2 serie 3 water-jacketed
(Thermo Scientific™), con una atmoésfera de
CO2 de 0,1%. Se centrifugaron los cultivo de
los patogenos a 4500 rpm por 10 min a 10 °C en
una centrifuga refrigerada TGL-16M (Boyn™)
, se desecho el sobrenadante y se resuspendiod
en PBS (1X). Se midi6 la absorbancia en el es-
pectrofotometro a 600 nm buscando llegar a una
absorbancia de equivalente a 1,5x107 UFC/mL.
Luego, se hicieron dos diluciones seriadas 1:10.
Por otra parte, se centrifugaron los cultivos de

BAL a 6000 g (7600 rpm) por 20 minutos a 4
°C y se recuperaron los sobrenadantes. Luego se
filtraron los sobrenadante con filtros de 0.22 um
(Sartorius) y se neutralizaron con hidroxido de
sodio hasta un pH de 6~7 (Gellert et al., 1999;
Zimina et al., 2016).

Finalmente, se incubd en una placa multipocillo
(x96) a 37 °C por 24 h en un Multiskan™ FC
Microplate Photometer (Thermo Scientific™),
acorde a los tratamientos presentados en la Tabla
1, y se midio la densidad optica a 620 nm cada 30
min por espectrofotometria durante la incubacion
(Gellert et al., 1999; Zimina et al., 2016). Cada
tratamiento se realizoé por cuadruplicado; como
control positivo se utiliz6 se utiliz6 la cepa
Lactobacillus plantarum (Orla-Jensen) Bergey et
al. (ATCC® 8014™) y como controles negativos
se utilizaron: medio LB y agua estéril (Control 1)
y medio MRSB y medio LB (Control 2), ambas
inoculadas con 15 puL de L. monocytogenes
(1,5%105 UFC/mL).

Caélculo del porcentaje de inhibicion

Para el calculo del porcentaje de inhibicion se
procedio a utilizar la absorbancia maxima del
tratamiento y del control y se utilizé la siguiente
formula:

Abs, — Abs,
— L cx

Abs

c

= 100
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Donde:
I = Porcentaje de inhibicion.
Abst = Absorbancia maxima del tratamiento.

Absc = Absorbancia maxima del control.

Resultados y discusién
Antibiogramas

En esta investigacion se realizaron en total doce
enfrentamientos, todos por triplicado, siguiendo
las tres metodologias descritas en todos los casos.
Aunque las BAL hayan tenido corto o largo perio-
do de incubacion, los resultados arrojaron valores
minimos en cuanto a inhibiciéon de las bacterias
patdgenas con las que fueron enfrentadas. Esto
puede deberse a la falta de estrés de las BAL, las
cuales para que liberen sus metabolitos secundarios
deben tener un periodo de incubacién prolongado
o faltantes de nutrientes en su medio.

En todas las pruebas se detectaron zonas de in-
hibicion mayores a 1 mm (Tablas 2-4). En la prueba
del estudio de Kormin ez al. (2001) se registr6 una
sola zona de inhibicién pequefia, indicando asi
un efecto inhibidor de crecimiento frente a otras
cepas; una variable de importancia fue el control

Tabla 2. Prueba de actividad antimicrobiana en placa con
cultivos de BAL de 19 horas de incubacion.

Cepa patégena
Escherichia coli Staphylococcus aureus
Muestra
. | Desviacion . |Desviacion
Promedio . Promedio .
i) estandar (i) estandar

(mm) (mm)
M6A 0,00 0,00 2,00 3,46
Mé6B 0,00 0,00 4,70 4,04
M16A 0,00 0,00 0,00 0,00
M17A 0,00 0,00 6,70 0,58
M17B 1,30 2,30 7,00 0,00
Mi8 0,00 0,00 2,30 4,04
M19 0,00 0,00 2,30 4,04
M21 0,00 0,00 2,30 4,04
Control 0,00 0,00 5,30 1,15

Tabla 3. Prueba de actividad antimicrobiana en placa con
cultivos de BAL de 93 horas de incubacion.

Cepa patégena
Escherichia coli Staphylococcus aureus
Muestra Desviacié D
Promedio esw:lacmn Promedio es"flaclon
(mm) estandar (mm) estandar
(mm) (mm)
M6A 0,00 0,00 0,00 0,00
Mé6B 0,00 0,00 0,00 0,00
MI16A 0,00 0,00 2,00 3,46
M17A 0,00 0,00 0,00 0,00
M17B 0,00 0,00 0,00 0,00
M18 2,00 3,46 2,67 4,62
M19 0,00 0,00 2,67 4,62
M21 2,00 3,46 0,00 0,00
Control 0,00 0,00 0,00 0,00

del pH en los ensayos, pues el mismo es un factor
muy importante para la produccién de agentes
antimicrobianos de las BAL (Biswas et al., 1991;
Parente et al., 1994), inhibiendo asi el crecimiento
bacteriano de cepas patdgenas.

Procedimiento 1

Para el primer procedimiento se procedié segin
la metodologia descrita en Jabbari et al. (2017),
donde se enfrentaron 8 cepas de BAL aisladas y
reactivadas por 19 horas. En el caso de E. coli solo
se observo un halo de inhibicion frente a M17B y
en el caso de S. aureus se observo un halo de inhi-
bicion para todas las cepas estudiadas a excepcion
de M16A, los mayores halos corresponden a M17A
(6,70 mm) y M17B (7,00 mm) (Tabla 2).

Procedimiento 2

En este procedimiento se cultivaron las § cepas de
BAL aisladas por 93 horas frente a cepas patogenas
alimentarias, se obtuvieron halos de inhibicion en
el caso de E. coli frente a M18 y M21, ambos de
2,00 mm y para S. aureus se observaron halos de
inhibicion frente a M16A, M18 y M19. Con este
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procedimiento no se obtuvieron halos frente al
control positivo (Tabla 3), por lo que no es reco-
mendable utilizar.

Procedimiento 3

En la tercera prueba de enfrentamiento la variable
principal fue la no realizacion de los tratamientos
previos de las células bacterianas posteriores a su
incubacion de 24 horas, las 8 cepas de BAL fueron
aisladas y reactivadas por 24 horas y enfrentadas
a cepas patogenas alimentarias; no se obtuvieron
halos de inhibicion en el caso del enfrentamiento
con E. coliy en el caso de S. aureus se observaron
halos frente a M6A, M17A, M18, M19, M21 y el
control (Tabla 4). Los mayores halos de inhibicién
corresponden a M 18 (4,33 mm) y M21 (4,00 mm).

Usando como base el estudio de Jabbari et al.
(2017), de 40 muestras de origen lacteo, se obtu-
vieron 11 BAL aisladas, y en el estudio de antago-
nismo de todas ellas frente a bacterias patdogenas
como son S. tiphy, S. aureus, S. epidermidis y E.
coli frente a los aislados se obtuvieron valores
mas significativos, donde una de las variables es
el periodo de incubacion de las BAL en el proceso

Tabla 4. Prueba de actividad antimicrobiana en placa con
cultivos de BAL de 24 horas de incubacion sin tratamiento
previo del sobrenadante.

Cepa patégena
Escherichia coli Staphylococcus aureus
Muestra
. | Desviacion . |Desviacion
Promedio . Promedio .
i) estandar ) estandar

(mm) (mm)
M6A 0,00 0,00 2,00 3,46
Mé6B 0,00 0,00 0,00 0,00
M16A 0,00 0,00 0,00 0,00
M17A 0,00 0,00 2,00 3,46
M17B 0,00 0,00 0,00 0,00
M18 0,00 0,00 4,33 3,79
M19 0,00 0,00 2,00 3,46
M21 0,00 0,00 4,00 3,46
Control 0,00 0,00 2,30 4,04

previo al enfrentamiento y la atmésfera modificada
de oxigeno. En el estudio mencionado se utiliza-
ron incubaciones de 48 y 72 horas, produciendo
mayor estrés a las BAL; en cambio en las tres
pruebas realizadas en este estudio, los periodos de
incubacion fueron sélo de 19, 24 y hasta 93 horas;
sugiriendo que cuanto mas estresadas se encuentran
las BAL, mayor poder de inhibicion tienen frente a
patogenos. Otros estudios demuestran que el efecto
inhibidor de BAL frente a Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum y
Clostridium perfringens, todas ellas reconocidas
patdgenas de origen alimentario, que son de atin
mayor relevancia ya que son las de mayor inci-
dencia y prevalencia en los estudios referidos a
enfermedades de transmision alimentaria.

Las pruebas referidas al enfrentamiento antago-
nico realizadas en el presente trabajo posibilitaron
determinar cuales BAL aisladas son posibles pro-
ductoras de bacteriocinas y qué enfrentamientos
realizar en nuevas pruebas.

Prueba en medio liquido

Se realizaron 3 repeticiones de cada ensayo para
cada uno de los patdgenos, cuyos resultados se
observan en la Tabla 5.

Se observaron porcentajes de inhibicion de hasta
99% en algunos casos. Sin embargo, se observa que
existen diferencias en el porcentaje de inhibicion
entre repeticiones de algunos de los sobrenadantes
analizados.

Conclusion

En casi todos los estudios bibliograficos se de-
termina que las BAL tienen varios compuestos
con propiedades inhibitorias frente a bacterias
patdogenas y deteriorantes de alimentos, por lo
que es importante en este estudio destacar que
debemos proseguir con los ensayos de inhibi-
cion, con las bacterias aisladas e identificadas
determinando las fuentes de actividad inhibitoria
como acidos organicos, peroxidos de hidrogeno
y bacteriofagos.

Si bien se observaron inhibiciones de creci-
miento para todos los métodos utilizados, los

Inhibicién del crecimiento de Escherichia coli 'y Staphylococcus aureus aisladas de leche cruda y queso Paraguay



Reportes cientificos de la FACEN, enero - junio 2021, 12(1): 3-9

Tabla 5. Porcentajes de inhibicion obtenidos mediante la prueba de inhibicion en medio liquido.

Porcentaje de Inhibicion
Muestra Cepa Patogena
Escherichia coli Staphylococcus aureus

Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3 Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3
M6A 14,66% 4,82% -3,28% -29.08% 31,17% -44,36%
Mé6B 7,32% 56,84% -7,18% - 31,58% -46,06%
M16A 31,34% -0,35% - - -4,32% -99,68%
M17A - 24,60% 18,90% - 25,60% -93,50%
M17B - 0,27% -5,89% - -33,44% -61,59%

M18 10,12% 33,71% 35,93% -99,44% -99,68% -
M19 4,89% 72,42% 32,21% -99,46% 33,36% -36,12%
M21 -99,47% -99,78% - -83,62% 12,30% -99,46%
Control 13,14% -97,93% - -98,10% -99,74% -92,07%

métodos que mejor funcionaron en términos
generales son el procedimiento 1 de antibiogra-
mas y la prueba en medio liquido. Ademas, en
todos los ensayos se observo que S. aureus fue
mas susceptibles a los tratamientos que E. coli.

Para obtener mejores resultados se recomien-
da la estandarizacion y optimizacion de los dos
métodos mencionados anteriormente para reducir
la varianza que existe entre distintas repeticiones.

Por otro lado la utilizacion de la prueba en me-
dio liquido es interesante no solo porque permite
cuantificar la inhibicion lo que hace sea mas facil
de comparar los resultados sino también porque
la utilizacion de placas multipocillos permite
realizar diferentes ensayos y/o tratamiento en
simultaneo por lo que permite ahorrar tiempo y
reactivos debido a que se trabajan con volime-
nes menores en comparacion con las pruebas de
antibiograma. Por lo que los posteriores ensayos
de inhibicién seran realizados mediante esta
metodologia.
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