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RESUMEN

Una de las propiedades biol6gicas mas notables atribuidas a los
probiodticos es su actividad antimicrobiana. La investigacion sobre
probidticos se ha centrado tradicionalmente en cepas individuales,
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sin embargo, las combinaciones de cepas probioéticas pueden tener
un espectro de accibon mas amplio o efectos sinérgicos,
potenciando su accién protectora. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar efecto sinérgico de cepas de bacterias lacticas aisladas
de leche materna de diferentes origenes sobre la inhibicién de
patégenos bacterianos de importancia en medicina humana y
animal. Se emplearon combinaciones de siete cepas de bacterias
lacticas juntadas en pares y se estudid su efecto inhibitorio sobre
los patogenos bacterianos Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
enterica ATCC 13076, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, y
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 y una cepa de E. coli
enterohemorragica. La combinacién de las cepas TUCO-5E +
TUCO-L2 fue la mas efectiva en la inhibicion del desarrollo de
todos los patégenos evaluados, destacando su efecto sobre K.
pneumoniae y A. baumannii. Cinco de las combinaciones evaluadas
mostraron efectos sinérgicos en la inhibicion de patogenos
extraintestinales: a) se observo efecto sinérgico entre las cepas
TUCO-5E + TUCO-L2 para la inhibicion de K. pneumoniae y A.
baumannii, b) efecto sinérgico para TUCO-5E + TUCO-2, TUCO-5 +
TUCO-2, y TUCO-3 + TUCO-17 sobre K. pneumoniae y, c) efecto
sinérgico para TUCO-16 + TUCO-17 sobre A. baumannii. Las
combinaciones que mostraron sinergia en el efecto antimicrobiano
son buenas candidatas para el desarrollo de probi6ticos multicepa
para la prevencién y el tratamiento de infecciones bacterianas
especificas.

Palabras clave: Probidticos, Sinergia, Lactobacillus, Actividad
Antimicrobiana.

ABSTRACT

One of the most notable biological properties attributed to
probiotics is their antimicrobial activity. Probiotics research has
traditionally been focused on single strains, however, probiotic
strains combinations can have a broader spectrum of action or
synergistic effects, enhancing their protective action. The objective
of this research was to evaluate the synergistic effect of lactic acid
bacteria isolated from breast milk of different origins on the
inhibition of bacterial pathogens of importance in human and
animal medicine. Combinations of seven strains of lactic acid
bacteria paired together were used and their inhibitory effect on
bacterial pathogens Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
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enterica  ATCC 13076, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 and an enterohemorragic E.
coli strain was investigated. The combination TUCO-5E + TUCO-L2
was the most effective in inhibiting the growth of all pathogens
evaluated, highlighting its effect on K. pneumoniae y A. baumannii.
Five of the evaluated combinations showed synergistic effects in
the inhibition of extraintestinal pathogens: a) a synergistic effect
was observed between strains TUCO-5E + TUCO-L2 for the
inhibition of K. pneumoniae and A. baumannii, b) synergistic effect
for TUCO-5E + TUCO-2, TUCO-5 + TUCO-2, and TUCO-3 + TUCO-17
on K. pneumoniae and, c) synergistic effect for TUCO-16 + TUCO-17
on A. baumannii. The combinations that showed synergy in the
antimicrobial effect are good candidates for the development of
multistrain probiotics for the prevention and treatment of specific
bacterial infections.

Keywords: Probiotics, Synergy, Lactobacillus, Antimicrobial
Activity

RESUMO

Uma das propiedades bioldgicas mais notaveis atribuidas aos
probiodticos é a sua atividade antimicrobiana. A investigagcdo sobre
probidticos esta focado tradicionalmente em cepas individuais,
porém, as combinagoes de cepas probioticas podem ter um espectro
de agdo mais amplo, ou efeitos de sinergia que potenciam sua a¢do
de prote¢do. O objetivo desta investigagdo foi avaliar o efeito de
sinergia de cepas de bacterias laticas, isoladas do leite materno de
diferentes origens, na inibicdo de patogenos bacterianos
importantes na medicina humana e animal. Sete combinag¢des de
cepas de pares de bacterias ldticas foram usadas e o efeito de
inibicdo contra patoégenos bacterianos Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella enterica ATCC 13076, Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883, e Acinetobacter baumannii ATCC 19606 e uma cepa
de E. coli enterohemorragica. A combinag¢do das cepas TUCO-5E +
TUCO-L2 foi a mais efetiva na inibi¢do do crescimento de todos os
patogenos avaliados, destacando o efeito contra K. pneumoniae e A.
baumannii. Cinco combinagdes apresentaram efeito de sinergia na
inibicdo de patdgenos extraintestinais: a) efeito de sinergia das
cepas TUCO-5E + TUCO-L2 na inibicdo de K. pneumoniae e A.
baumannii, b) efeito de sinergia das cepas TUCO-5E + TUCO-2,
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TUCO-5 + TUCO-2, e TUCO-3 + TUCO-17 contra K. pneumoniae e c)
efeito de sinergia das cepas TUCO-16 + TUCO-17 contra A.
baumannii. As combinag¢des das cepas que apresentaram sinergia
na inibi¢do contra as cepas patégenas sdo boas candidatas para a
elabora¢do de productos probiodticos multicepa para prevenir e
tratar infecgoes bacterianas especificas.

Palavras-chave: Probiéticos, Sinergia, Lactobacillus, Atividade
Antimicrobiana

Introduccion

Los antibidticos estan entre los mas destacados avances en
medicina y han traido grandes beneficios al tratamiento y control
de enfermedades infecciosas. Sin embargo, la habilidad de los
microorganismos de evolucionar rapidamente junto al uso
excesivo e inapropiado de los antibiéticos han conducido a la
expansion de la resistencia antimicrobiana en las bacterias
patégenas™?, La resistencia a los antimicrobianos es una amenaza
a la salud humana y animal, con grandes pérdidas economicas,
fallas en los tratamientos y aumento en la morbilidad y mortalidad.
Esto hace indispensable la reduccién del uso de antimicrobianos y
la busqueda de nuevas opciones preventivas y terapéuticas para el
control de las infecciones®.

Una de las alternativas al uso de antibiéticos son los probiéticos®,
los cuales se definen como microorganismos vivos que
administrados en cantidades adecuadas brindan un beneficio a la
salud del hospedador®*.Un microorganismo probidtico debe estar
identificado a nivel de cepa, estar suficientemente caracterizado en
términos de su inocuidad y estabilidad genética, y poseer un
beneficio para la salud respaldado por estudios clinicos en el
huésped en que se pretende usar®®”’. Ademas, los
microorganismos probidticos deben permanecer viables en el
producto en el que se incorporan y mantener una dosis eficaz
durante toda la vida 4til del producto®.

Los probioticos pueden tener diversos efectos beneficiosos para la
salud, por ejemplo, a nivel digestivo, inmunolégico, cardiovascular
y neuroldgico™®. El consenso general es que los beneficios para la
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salud inducidos por los probidticos son cepa especificos y no se
pueden extrapolar a otras cepas, ni siquiera de la misma especie,
sin estudios que lo respalden™?, El efecto mas reconocido de los
probiéticos y su principal aplicaciéon, tanto en las personas como
en los animales, es la prevencién y tratamiento de infecciones
gastrointestinales y diarrea®®?. En medicina humana y veterinaria
se ha documentado que el consumo de probidticos disminuye el
riego de enfermedades infecciosas, y también reduce la duraciéon
media de los sintomas en cuadros agudos comunes, reduciendo de
este modo la necesidad de usar antibiéticos™'?,

Los mecanismos a través de los cuales los probiodticos pueden
mejorar la resistencia a infecciones son variados e incluyen la
regulaciéon de la microbiota intestinal, la inhibicién de
microorganismos patégenos, y la modulacion de la respuesta
inmune™*'Y, Los probiéticos pueden contribuir en la eliminacién
de microorganismos patégenos mediante la mejora de la barrera
mucosa, al estimular la producciéon de mucus, defensinas, IgA y
reforzar uniones intercelulares. También pueden ejercer la
exclusién competitiva de patégenos al utilizar los sitios de unién y
los nutrientes disponibles, o a través de la produccién de
sustancias con efecto antimicrobiano como &cidos organicos,
perdxido de hidrogeno, 6xido nitrico y bacteriocinas™*'?. Se ha
demostrado la efectividad de algunas cepas probidticas en la
inhibiciébn de bacterias patdgenas gastrointestinales como
Salmonella spp., Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Shigella
spp., Helicobacter pylori™ ™.

Los principales origenes de aislamiento de los microorganismos
probioéticos son el tracto digestivo humano o animal, alimentos de
origen animal o vegetal, fermentados o no fermentados, y leche
materna humana o animal®*>!®, Diversas cepas aisladas desde
leche animal han mostrado caracteristicas probidticas
prometedoras, como la capacidad de sobrevivir al transito
gastrointestinal, la adherencia a la mucosa intestinal,
inmunomodulacion y actividad inhibitoria de patdgenos. Se han
evaluado cepas de leche de cabra””'®, leche de cerda®®*?, leche de
perra®?, leche de vaca™® y leche de llama®, entre otras.

Frecuentemente los probidticos se estudian como cepas
individuales y luego se formulan comercialmente como productos
multicepa®, para lograr efectos aditivos o sinérgicos®”. Algunos
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efectos sinérgicos propuestos son el aumento en la adherencia al
mucus intestinal y el incremento de la actividad antimicrobiana,
aunque también se han registrado efectos negativos como el
antagonismo entre las cepas combinadas®?®, Existe evidencia de
la efectividad de los probidticos multicepa y multiespecie, tanto en
animales como humanos, por ejemplo, en problemas digestivos,
infecciones respiratorias, e inmunomodulacién®**?”%)  Sin
embargo, pocos estudios comparan probidticos multicepa y
multiespecie con cepas individuales para evaluar si hay diferencia
en su efecto. Se ha reportado que algunas combinaciones
probiodticas tienen mejor adherencia al mucus intestinal que cada
cepa individualmente®”, o mayor inhibicién de la adherencia de
patégenos a la mucosa®?¥, En otros estudios hay resultados
variables, donde solo algunas de las combinaciones probiodticas
muestran mayor efectividad que las cepas individuales, y en
algunos casos las dosis utilizadas no son equivalentes para la
combinacién y la cepa individual, por lo que no se puede concluir
que el efecto sea debido a la sinergia de las cepas y no a una mayor
concentracion total de las bacterias probidticas®>7.

Este trabajo se enfoc6 en la bliisqueda de nuevas combinaciones de
cepas de lactobacilos potencialmente probiéticos que sean capaces
de inhibir patégenos bacterianos de importancia en medicina
humana y animal, para su potencial uso en la prevencion y
tratamiento de enfermedades infecciosas. Para ello, se evalué la
actividad antimicrobiana in vitro de las cepas de lactobacilos en
diferentes combinaciones, con el objetivo de encontrar aquellas
que fueran sinérgicas en la inhibicién de patégenos, y que tengan
mayor probabilidad de ser efectivas clinicamente.

Materiales y método

MICROORGANISMOS

Las cepas de bacterias lacticas utilizadas pertenecen a la colecciéon
de cultivos del Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos,
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Concepcion
(Chillan, Chile). Las cepas fueron previamente aisladas desde leche
materna de diferentes animales y caracterizadas para su
resistencia a pH 3, y a diferentes concentraciones de Oxgall y NaCl.
Levilactobacillus ~ brevis  TUCO-5E®”  (leche de cerda),
Ligilactobacillus ~ salivarius TUCO-L2*® (leche de llama),
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Lactiplantibacillus plantarum TUCO-2 (leche de cabra), Pediococcus
pentosaceus TUCO-3 (leche de gata), Lactiplantibacillus plantarum
TUCO-5 (leche de cerda), Lactobacillus sp. TUCO-16 (calostro de
perra), y TUCO-17 (leche de perra). Se emple6 ademas la cepa
Lacticaseibacillus casei Shirota como control.

Para lo experimentos se emplearon ademas las cepas Escherichia
coli ATCC 25922, aislado de patotipo de E. coli enterohemorragica
(EHEC), Salmonella enterica ATCC 13076, Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883, y Acinetobacter baumannii ATCC 19606.

Se evaluaron seis combinaciones de bacterias lacticas, cada una
compuesta por dos cepas potencialmente probioticas: TUCO-5E +
TUCO-L2, TUCO-5E + TUCO-2, TUCO-5 + TUCO-2, TUCO-3 + TUCO-
16, TUCO-3 + TUCO-17,y TUCO-16 + TUCO-17.

ESTUDIO DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DE CEPAS DE
BACTERIAS LACTICAS INDIVIDUALES

El efecto inhibitorio fue evaluado mediante la técnica spot soft
agar®?%, también llamada spot on lawn®**®, adaptada con algunas
modificaciones. Las cepas de bacterias lacticas fueron sembradas
en agar MRS (DE MAN, ROGOSA y SHARPE, Oxoid) y fueron
incubadas a 37°C, en microaerofilia, durante 48 h. Fueron
traspasadas a caldo MRS e incubadas en las mismas condiciones.
Un mililitro de cada cultivo se centrifug6 a 3000 rpm por 5
minutos para recolectar el pellet, se hicieron dos lavados con
buffer y se resuspendié en buffer ajustando a la concentracion
equivalente de 0,5 McFarland usando un dispositivo DensiCHECK
Plus. Dos microlitros de la concentracion recién preparada fueron
depositados como gota en la superficie del agar MRS. Las placas se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 30 minutos para
que se absorbieran las gotas y se incubaron en microaerofilia, a
37°C, por 24 h para el desarrollo de las bacterias lacticas.

En paralelo, las cepas patdégenas fueron sembradas en agar
nutritivo e incubadas en aerobiosis, a 37°2C, durante 24 h. Se
traspasaron a caldo BHI (Oxoid) y se incubaron en aerobiosis, a
37°C, por 24 h. Se centrifugaron y el pellet fue resuspendido en
buffer y ajustado a una concentraciéon equivalente de 0.5
McFarland. Se tom6 1 ml de esta suspensién y se mezclé con 9 ml
de agar BHI semisélido fundido. La mezcla se vertié sobre cada
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placa de agar MRS con las cepas de bacterias lacticas desarrolladas.
Las placas se incubaron en aerobiosis, a 37°C, durante 24 h. Se
midieron los didmetros de los halos de inhibicién producidos
alrededor del desarrollo de las bacterias lacticas (originado desde
la gota absorbida).

ESTUDIO DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DE CEPAS DE
BACTERIAS LACTICAS COMBINADAS

Cada cepa de bacterias lacticas de la combinacion se ajustd por
separado a una concentraciéon de 0,5 McFarland como se describio
anteriormente, y se mezclaron en volimenes iguales. Se tomaron
in6culos de 2 pl de esta mezcla y se sembraron sobre agar MRS.
Las placas fueron incubadas a 37°C, en microaerofilia, durante 24
h. Las cepas patégenas fueron ajustadas a una concentracion de 0,5
McFarland, de donde se tomé un volumen de 1 ml y se agregd a un
tubo con 9 ml de agar BHI semisoélido fundido, se vertié sobre el
cultivo de cepas de bacterias lacticas ya desarrolladas y se incubd
en aerobiosis a 37°C, durante 24 h. Se midid el didmetro de los
halos de inhibicién producidos.

EVALUACION DEL EFECTO INHIBITORIO ENTRE CEPAS DE
BACTERIAS LACTICAS

Cada cepa de bacteria lactica se ajusté a una concentracion de 0,5
McFarland, una cepa fue sembrada sobre agar MRS y se incub6 en
microaerofilia, a 37°C, durante 24 h. Se tom6 1 ml de la otra cepa 'y
se mezcl6é con 9 ml de agar MRS semisoélido fundido, luego se vertid
esta mezcla sobre las placas de agar MRS con la primera cepa ya
desarrollada y se incub6 en microaerofilia, a 37°C, durante 24 h. El
mismo procedimiento se repiti6 con las dos cepas en roles
invertidos. Se midié el diametro de los halos de inhibicién
producidos.

Los halos de inhibicién producidos fueron clasificados en 4
categorias: sin inhibicién, halos de didmetro menor a 0,7 cm;
inhibicién leve para diametros de inhibici6n entre 0,7 y 1,5 cm;
inhibiciéon moderada para didmetros de inhibicién entre 1,6 y 2,5
cm; inhibicion fuerte para didametros de inhibicion mayores a 2,5
cm.
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ANALISIS ESTADISTICOS

Los experimentos de inhibicion de patdgenos se realizaron en
triplicado y los resultados se expresan como el valor de la media +
la desviacion estandar (DE)®73®. Se realiz6 una Prueba de Kruskal-
Wallis para evaluar diferencia entre medias de los grupos®”.
Valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente
significativos“?. El anélisis estadistico fue realizado con el
programa estadistico InfoStat.

Resultados

EFECTO INHIBITORIO DE CEPAS DE BACTERIAS LACTICAS
SOBRE CEPAS PATOGENAS

Al evaluar la actividad antimicrobiana de las 7 cepas de bacterias
lacticas individuales, se observé que todas presentaron actividad
inhibitoria sobre las cepas patdgenas evaluadas. La formacién de
halos de inhibicién alrededor de las colonias de bacterias lacticas
en forma de gota se puede observar en la Figura 1.

Figura 1: Ejemplo del efecto inhibitorio de la cepa TUCO-L2 sobre la cepa
patégena de E. coli enterohemorragica (EHEC) mediante técnica spot soft
agar.

Los diametros de los halos de inhibicién producidos por las cepas
de bacterias lacticas se muestran en la Tabla 1. Las cepas de
bacterias lacticas con mayores halos de inhibiciéon sobre E. coli
ATCC 25922 fueron TUCO-L2, TUCO-3 y TUCO-5, con un efecto
inhibitorio similar al de la cepa probidtica de referencia L. casei
Shirota. Las cepas TUCO-L2, TUCO-16, TUCO-3 y L. casei Shirota
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mostraron el mayor efecto inhibitorio sobre EHEC mientras que
las bacterias lacticas con mayores halos de inhibicion sobre S.
enterica ATCC 13076 fueron TUCO-L2, TUCO-5E, TUCO-5, TUCO-3
y L. casei Shirota (Tabla 1).

Tabla 1: Efecto inhibitorio de cepas de bacterias lacticas sobre cepas
patégenas.

Diametro del halo de inhibicion (cm)

Cepas

E. coli EHEC S. enterica K p A. b

Shirota 3,27+033 ¢ 3,40 + 0,40 pcp 3,40+ 0,22 cp 2,90 + 0,35 pc 3,43+0,15 pe
TUCO-5E 2,50+ 0,33 Ap 3,10+ 0,28 5e 3474037 o 2,80 0,18 Agc 2,87 + 0,16 ac
TUCO-L2 343+023 ¢ 4,00+ 0,36 p 3,87+0,16p 3,53+0,10p 3,10+ 0,21 Bcp
TUCO-2 3,07 +0,27pc 2,97+0,39 aB 3,03+0,158c 2,63+0,23 aB 3,30+ 0,17 coe
TUCO-3 3,33+033 ¢ 3,43 40,23 Bcp 3,40+ 0,36 cp 2,77 +0,27 apc 3,60+0,18 ¢
TUCO-5 3,33+024¢ 3,00+0,13 A 3,50+0,17 cp 2,93 +0,21 sc 3,73+0,24 ¢
TUCO-16 2,43+0,14 ap 3,60+0,52cp 2,78 +0,24 AB 3,13+021 cp 2,77+0,15 B
TUCO-17 2,28+0,20 o 3,20+ 0,40 c 2,77+0,23 aB 3,00+ 0,18 Bc 2,65+ 0,28 B

Shirota: probiético de referencia Lacticaseibacillus casei Shirota. EHEC:
Escherichia coli enterohemorragica. Letras distintas indican diferencias
significativas (p< 0,05) en las columnas.

Las cepas TUCO-LZ y TUCO-16 presentaron el mayor efecto
inhibitorio sobre K. pneumoniae ATCC 13883. La cepa TUCO-L2
presento6 halos de inhibicion significativamente mayores (p < 0,05)
que los observados para L. casei Shirota (Tabla 1). Por otro lado, el
mayor efecto inhibitorio sobre A. baumannii ATCC 19606 fue
producido por las cepas TUCO-5, TUCO-3, TUCO-2 y L. casei Shirota
(Tabla 1).

EFECTO INHIBITORIO DE COMBINACIONES DE BACTERIAS
LACTICAS SOBRE CEPAS PATOGENAS

Los resultados del efecto inhibitorio de las combinaciones de las
cepas de bacterias lacticas sobre las cepas patogenas se muestran
en la Tabla 2. El mayor efecto inhibitorio sobre E. coli ATCC 25922
y sobre EHEC fue producido por la combinacién de las cepas
TUCO-5E + TUCO-L2 (Tabla 2). El mayor efecto inhibitorio sobre S.
enterica ATCC 13076 se observd con las combinaciones de cepas
TUCO-5E + TUCO-L2 y TUCO-3 + TUCO-16 (Tabla 2).
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Tabla 2: Efecto inhibitorio de las combinaciones de cepas de bacterias
lacticas sobre las cepas patégenas.

Diametro del halo de inhibicion (cm)

Combinaciones de cepas

E. coli EHEC S. enterica K1 i A. b
TUCO-5E +TUCO-L2  3,85+0,22¢ 3,550,398 3,67+0,53¢ 437+0,258 3,95+0,29 ¢
TUCO-5E + TUCO-2 3,13+0,35 a8 2,83+0,204 3,10+0,35 a8 3,87+ 0,35 A 3,23 +0,08 aB
TUCO-5 + TUCO-2 3,13+ 0,47 aB 2,90+ 0,28 4 2,57+0,234 3,67£0,27 o 3,40£0,18 pc
TUCO-3 + TUCO-16 2,77£0,23 o 3,13£0,504 3,33+0,378c 3,40£0,54 o 3,03£0,15 A
TUCO-3 + TUCO-17 3,500,458 3,00£0,384 2,93+ 0,45 A8 3,64+0,39 o 3,60 +0,25 ¢
TUCO-16 + TUCO-17 2,60+0,18 A 2,83+0,29 A 3,03£0,5048 3,40 0,42 A 3,50 0,28 Bc

Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) en las columnas.

El mayor efecto inhibitorio sobre K. pneumoniae ATCC 13883 fue
producido por la combinacién TUCO-5E + TUCO-L2, la cual
presentd un efecto sinérgico en la inhibicion de esta cepa
patdégena, con halos de inhibicion significativamente mas grandes
que los producidos por cada cepa de forma individual (p < 0.05).
Las combinaciones TUCO-5E + TUCO-2, TUCO-5 + TUCO-2, y TUCO-
3 + TUCO-17 también tuvieron efectos sinérgicos en la inhibicién
de K. pneumoniae, aunque no son tan eficaces como la combinacion
TUCO-5E + TUCO-L2 (tabla 2). El mayor efecto inhibitorio sobre la
cepa de A. baumannii ATCC 19606 se observéo con las
combinaciones de cepas TUCO-5E + TUCO-L2, TUCO-3 + TUCO-17,
y TUCO-16 + TUCO-17 (Tabla 2). De estas combinaciones, TUCO-5E
+ TUCO-L2 y TUCO-16 + TUCO-17 presentaron efectos sinérgicos
en la inhibicién A. baumannii.

Cabe destacar que la combinacién TUCO-5E + TUCO-L2 fue la mas
efectiva para inhibir el desarrollo de todos los patégenos
evaluados, observandose este efecto en forma mas contundente
para K. pneumoniae y A. baumannii.

EVALUACION DEL EFECTO INHIBITORIO ENTRE CEPAS DE
BACTERIAS LACTICAS

No se observé efecto inhibitorio (halo de inhibicién menor a 0,7
cm de diametro) entre las cepas TUCO-5E y TUCO-2, ni entre las
cepas TUCO-5E y TUCO-L2 (datos no mostrados). Se encontrd
inhibicién leve (halos de inhibicién entre 0,7 y 1,5 cm de didmetro)
entre las cepas TUCO-2 y TUCO-5, entre las cepas TUCO-3 y TUCO-
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16, y entre las cepas TUCO-3 y TUCO-17. Hubo inhibicién
moderada entre las cepas TUCO-16 y TUCO-17 (halos de inhibicion
entre 1,6 y 2,5 cm de didmetro). No se encontr6 inhibicion fuerte
(halos mayores a 2,5 cm de didmetro) entre las cepas evaluadas.

Discusion

Los beneficios para la salud proporcionados por los probioéticos
son diversos e incluyen su capacidad para incrementar la
resistencia a patdgenos®?. En este estudio, se utilizaron cepas de
bacterias lacticas previamente aisladas de la leche de diferentes
animales para evaluar el efecto inhibitorio in vitro de las cepas
individuales, asi como de combinaciones contra patogenos
importantes en medicina humana y veterinaria. Se evalu6 el efecto
antimicrobiano de las cepas de bacterias lacticas sobre patégenos
gastrointestinales y extraintestinales incluidos en la lista de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de bacterias prioritarias
por su alta resistencia a los antibidticos. Dicha lista incluye
patoégenos prioritarios en los que se recomienda centrar la
investigacion 'y el desarrollo de nuevas alternativas
antimicrobianas?.

Las cepas de bacterias lacticas analizadas tuvieron distintos grados
de inhibicidn frente a los patégenos evaluados: EHEC, S. enterica, K.
pneumoniae, y A. baumannii. La inhibiciéon del desarrollo de los
patégenos en la prueba spot soft agar indica que las cepas de
bacterias lacticas evaluadas producen compuestos activos que
difunden al medio de cultivo y tienen actividad antimicrobiana®?.
Se ha descrito que entre los compuestos con actividad
antimicrobiana producidos por las bacterias lacticas se encuentran
los acidos organicos, perdéxido de hidrogeno, 6xido nitrico y
bacteriocinas*'?. La naturaleza de los antimicrobianos
producidos por las bacterias de esta investigacion todavia no ha
sido dilucidada. Ademas, fue posible encontrar combinaciones de
cepas de bacterias lacticas con efecto sinérgico para la inhibicién in
vitro de diferentes cepas patdgenas. Dado que existen pocos
estudios publicados que comparan los efectos de las
combinaciones de cepas de bacterias lacticas potencialmente
probiodticas con los efectos de las mismas cepas individualmente,
nuestro trabajo hace un aporte original en este sentido. Se ha
reportado que algunas combinaciones de probiodticos tienen mejor
adherencia a la mucosa intestinal que sus cepas
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individualmente®, o mayor inhibicién de la adherencia de
patégenos a mucosa intestinal humana®) o porcina®?. Los
resultados presentados aca demuestran ademdas, que
combinaciones apropiadas de cepas de bacterias lacticas pueden
también potenciar el efecto inhibitorio contra patégenos.

Todas las combinaciones de bacterias lacticas tuvieron una
interaccion aditiva entre sus cepas constituyentes con respecto a la
inhibicién de patégenos entéricos. Notablemente, se observé que
cinco de las combinaciones evaluadas tuvieron efectos sinérgicos
en la inhibicién de patégenos extraintestinales: a) se observd
efecto sinérgico entre las cepas TUCO-5E + TUCO-L2 para la
inhibicién de K. pneumoniae y A. baumannii, b) efecto sinérgico
para TUCO-5E + TUCO-2, TUCO-5 + TUCO-2, y TUCO-3 + TUCO-17
sobre K. pneumoniae y, c) efecto sinérgico para TUCO-16 + TUCO-
17 sobre A. baumannii. Los resultados muestran que la
potenciacién del efecto inhibitorio entre cepas combinadas varia
segin el patoégeno contrastado y, por lo tanto, los productos
probidticos deben disefiarse considerando cada patégeno en
particular. Nuestros resultados estan en linea con trabajos previos.
Chapman et al.®?” evaluaron el efecto inhibitorio sobre patégenos
bacterianos de combinaciones de 4 a 15 cepas de bacterias lacticas
empleando el método spot soft agar. Sus resultados mostraron que
solo algunas combinaciones de bacterias lacticas tuvieron mejores
resultados que las cepas individuales, y el efecto inhibitorio fue
especifico para cada patogeno. En otro estudio, no se encontraron
diferencias significativas entre las combinaciones y las cepas
individuales para la inhibicién de patégenos™?.

E. coli enterohemorragica (EHEC) es un patégeno de transmision
alimentaria que puede causar diarrea severa en el hospedador y
complicaciones extraintestinales potencialmente letales, como
falla renal aguda y anormalidades en el sistema nervioso
central®*, Es una infeccién zoonética, cuyo principal reservorio
son los animales rumiantes, los que suelen ser portadores
asintomaticos"®. En el tratamiento, generalmente se evita el uso
de antibiédticos, ya que puede inducir la liberaciéon de toxinas por el
patdégeno, en este caso, los probiodticos representan una potencial
opcion terapéutica, aunque se requieren estudios adicionales*®.

S. enterica no tifoidea es una de las principales causas de
enfermedades transmitidas por alimentos en todo el mundo®®.
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Distintos serotipos pueden causar infecciéon en el ser humano,
entre ellos, S. enterica serovar Enteritidis tiene la mayor incidencia
y puede infectar tanto a personas como a animales“”. Su principal
fuente de transmisién son las aves y el consumo de sus productos
mal cocinados, la enfermedad en el ser humano se manifiesta
generalmente como una gastroenteritis autolimitante“**”), Aunque
no es comun, se han encontrado cepas de S. enterica con
resistencia a distintos antimicrobianos*®*”,

Entre las cepas de bacterias acido lacticas utilizadas en este
estudio, las cepas L. brevis TUCO-5E®? y L. salivarius TUCO-L2®)
han demostrado proteger contra la infeccion de S. enterica
Typhimurium en un modelo murino, ademads, ensayos in vitro
muestran que TUCO-5E tiene la capacidad de excluir y desplazar
patégenos como E. coli y Salmonella del epitelio intestinal®, y
TUCO-L2 tiene actividad inmunomoduladora®®. La combinacién
TUCO-5E + TUCO-L2 fue la mas efectiva para inhibir el desarrollo
de todos los patdgenos evaluados, ademas, presenté sinergia en la
inhibicién de K. pneumoniae ATCC 13883, y A. baumannii ATCC
19606. Por otro lado, las cepas TUCO-5E y TUCO-L2 no
presentaron inhibicién entre ellas. Esto hace que la combinacién
TUCO-5E + TUCO-LZ sea un excelente candidato probidtico
multicepa para ser evaluado in vivo en la proteccién contra la
infeccion de los distintos patégenos evaluados en este estudio.

K. pneumoniae y A. baumannii son importantes patdégenos
nosocomiales que pueden causar diversas infecciones
oportunistas, tanto en humanos como en animales, por ejemplo,
infecciones del tracto respiratorio, infecciones del tracto urinario,
infecciones de tejidos blandos, septicemia y meningitis“®*!, Ambas
especies han desarrollado cepas multirresistentes a los
antibidticos que se propagan rapidamente, esto sumado a su
capacidad de formar biopeliculas, hace que sean patégenos
dificiles de controlar y que representen una seria amenaza para la
salud publica®®*%, Por esto, la OMS los clasifica entre las especies
bacterianas patdgenas con mayor prioridad en la resistencia a los
antibioticos™V. Las combinaciones TUCO-5E + TUCO-2, TUCO-5 +
TUCO-2, y TUCO-3 + TUCO-17, presentaron un efecto sinérgico en
la inhibicién de K. pneumoniae ATCC 13883; mientras que la
combinacién TUCO-16 + TUCO-17 presento un efecto sinérgico en
la inhibicién de A. baumannii ATCC 19606. Esto hace que las cuatro
combinaciones sean interesantes candidatos probidticos multicepa
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para ser evaluado in vivo en la proteccién contra infecciones
respiratorias y urinarias causadas por patdgenos
multirresistentes.

Existen varios métodos in vitro para evaluar el efecto inhibitorio
sobre patdgenos de las cepas probiéticas®?. Cada técnica puede
dar resultados diferentes, por ejemplo, la cepa con mayor eficacia
inhibitoria puede variar segin el método utilizado®**®. Se ha
descrito, ademas, diferencias en la misma técnica, por ejemplo, con
la prueba spot soft agar, diferentes investigadores utilizan
distintos medios de cultivo, volimenes, concentraciones de células
probiodticas y patogenas, e incluso distinto modo de medir la zona
de inhibicién (didmetro, radio o zona de inhibicién de la cepa
probidtica). Por ello, seria de gran importancia confirmar el efecto
sinérgico de las combinaciones, realizando variaciones en
concentraciones de células, medios de cultivos, asi como mediante
el empleo de otras técnicas. Por otro lado, es necesario considerar
que las evaluaciones in vitro no repliquen por completo las
condiciones reales in situ de las superficies mucosas como las del
tracto intestinal o respiratorio. Sin embargo, estas técnicas son
herramientas utiles para la seleccién rapida de cepas con potencial
probidtico, ya que permiten una enorme simplificacién del sistema
en estudio ayudando a evaluar un gran numero de cepas en busca
de una propiedad probidtica especifica. Esto permite seleccionar
las cepas o combinaciones mas efectivas para continuar las
investigaciones in vivo, que consumen mas tiempo y recursos
econémicos®?,

Conclusion

Se encontraron cinco combinaciones con un efecto sinérgico para
la inhibicién del desarrollo de las cepas patdgenas. El efecto
sinérgico fue especifico para la cepa patdégena y se presentd
principalmente sobre patégenos del tracto respiratorio y urinario.
Las combinaciones que mostraron sinergia son buenas candidatas
para el desarrollo de productos probidticos multicepa para la
prevencidn y el tratamiento de infecciones bacterianas especificas.
Sin embargo, se necesitan mas estudios en aspectos tecnoldgicos y
de formulacién y estudios in vivo para demostrar su eficacia y
seguridad en los hospedadores en los que se pretenda su uso.
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