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RESUMEN

Introduccién: Lactobacillus gasseri es una bacteria ldctica del tracto digestivo que tiene
caracteristicas probidticas importantes para el control de organismos patégenos mien-
tras Staphylococcus aureus es una cepa patdgena importante en la industria alimentaria
debido a los problemas sanitarios que produce en varios paises. Objetivo: evaluar las
caracteristicas probidticas de L. gasseri sobre S. aureus en condiciones in vitro. Materiales
y métodos: se evalud la susceptibilidad de ambas cepas a diferentes antibidticos; el efecto
de inhibicién de L. gasseri y su sobrenadante sobre S. aureus; el crecimiento de la cepa
ldctica a diferentes pH, temperaturas, sales biliares y bilis bovina; se establecié la cinética
de fermentacién y en ella se determiné conteo de microorganismos viables en placa,
pH, consumo de aztcar, consumo de proteina y porcentaje de 4cido lictico; mediante
HPLC-DAD se determinaron péptidos y 4cido ldctico; y en el caso de aminodcidos en el
sobrenadante, se determiné mediante HPLC-PDA. Resultados: se encontrd resistencia
de ambas cepas a los antibidticos penicilina, dicloxacilina, cifoxitin y cefalexin. La cepa
ldctica y el sobrenadante inhibieron el crecimiento de S. aureus. El crecimiento fue
adecuado para las diferentes variables con valores entre 1,5 x 10°a 3,0 x 10'* UFC/150
pl. Se observo la fase exponencial a las 9 horas con valores de 33,33 Ln UFC/150 pl.
Finalmente se identificaron, a través de HPLC-DAD, el péptido VAL-TIR-VAL, 11,70
g/l de dcido lictico y el aminodcido tirosina. Conclusién: los resultados demuestran
que L. gasseri tiene caracteristicas probidticas sobre S. aureus en condiciones in vitro.

Palabras claves: bacteria lictica, inhibicién, cepa patégena, probidtico.

IN VITRO EVALUATION OF Lactobacillus gasseri WITH PROBIOTIC
CHARACTERISTICS ON Staphylococcus aureus

ABSTRACT

Introduction. Lactobacillus gasseri is a lactic bacteria of the digestive tract which has
probiotic properties important for the control of pathogenic organisms, and Staphylo-
coccus aureus is an important pathogenic strain in the food industry, due to the health
problems in several countries. Objective. Evaluate the features probiotic of L. gasseri on
S. aureus in conditions in vitro. Materials and methods. We evaluated the susceptibility
of two different antibiotic resistant strains; the effect of inhibition of L. gasseri and its

supernatant on S. aureus; growth of the strain lactic to different pH, temperatures, salts
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bile and bile bovine; the kinetics of fermentation was also established and she found

count of viable micro-organism in plate, pH, sugar consumption, consumption of protein

and percentage of lactic acid; and using HPLC-DAD determined peptides and lactic

acid, and in the case of amino acids in the supernatant was determined by HPLC-PDA.

Results. Found both strains resistant to antibiotics penicillin, dicloxacillin, cifoxitin and

cefalexin. The strain of lactic and supernatant inhibited the growth of S. aureus. The

growth was suitable for the different variables with values between 1.5 x 10® to 3.0 x
10" UFC / 150 pl. The exponential phase was observed at 9:00 with values of 33.33
Ln UFC/150 pl. Finally were identified using HPLC-DAD VAL-TIR-VAL peptide,
11.70 g/l of lactic acid and the amino acid tyrosine. Conclusion. The results show that

L. gasseri has probiotic properties over S. aureus in conditions in vitro.

Keywords: Lactic bacteria, inhibition, pathogenic, probiotic strain.

INTRODUCCION

Las bacterias dcido ldcticas (BAL) pre-
vienen problemas digestivos en el or-
ganismo huésped ya que inhiben, y de
esta manera controlan, el crecimiento de
microorganismos patdgenos, los cuales
generalmente son bacterias Gram Nega-
tivas (Belkacem-Hanfi ez 2/ 2014). Las
BAL han adquirido diversos mecanismos
para mejorar la competitividad con otras
bacterias (Lopez er al. 2008); de esta
manera, Lactobacillus gasseri es una BAL
homofermentadora, la cual se cree que es
autdctona del tracto gastrointestinal y por
consiguiente muestra multiples funciones
probidticas (Selle y Klaenhammer 2013).

Por otra parte, Staphylococcus aureus es
un microorganismo anaerobio facultativo.
Algunas caracteristicas de los estafilococos
explican su patogenicidad, que puede asu-
mir varias formas. Crecen relativamente
bien en condiciones de presién osmética
elevada y humedad reducida, lo que ex-
plica en parte que puedan desarrollarse y
sobrevivir en las secreciones nasales y en
la piel, y en alimentos poco himedos. Es
probable que el pigmento amarillo que
posee le confiera cierta proteccién ante
los efectos antimicrobianos de la luz solar.
S. aureus produce varias toxinas que con-

tribuyen a su patogenicidad aumentando
su capacidad de invadir el cuerpo o danar
los tejidos. Entre estas encontramos el
sindrome del shock toxico, una infeccion
grave caracterizada por fiebre elevada y
vémitos que en ocasiones puede provocar
la muerte; de igual manera, produce una
enterotoxina que al ser ingerida genera
nduseas y vomitos, y es una de las causas
mds comunes de intoxicacién alimenta-
ria (Tortora et al. 2007; Nawrotek et al.
2005). El objetivo de este estudio fue
determinar el efecto in vitro de L. gasseri
sobre S. aureus.

MATERIALES Y METODOS

La investigacién se realiz6 en los labo-
ratorios de microbiologia del grupo de
investigacién Fise-Probiotec y en los labo-
ratorios especializados de la Universidad
de Narino. Se utilizé Lactobacillus gasseri
ATCC® 19992 y Staphylococcus aureus
ATCC" 13245. La reconstitucién de cada
cepa se efectud de acuerdo con las instruc-
ciones del fabricante y su conservacién se
realizé mediante repique en medio sdlido
y liquido cada 5 y 8 dias.

La obtencién del in6culo se realizé de
acuerdo a lo descrito por Jurado-Gdmez
etal. (2015b). Se evalud la susceptibilidad
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de L. gasseri y S. aureus a los antibidti-
cos penicilina, cefalotina, ciprofloxacina,
gentamicina, dicloxacilina, ampicilina,
cefalexime, cefatoxina, cefoxitin, trimetro-
pim-sulfametoxasol y usando el método
de Kirby-Bauer modificado (Bauer ez 4.
1966; Jurado-Gdmez et al. 2015a).

Se determiné la inhibicién de L. gasseri
sobre S. aureus mediante la metodologia
de Tagg y McGiven (1971) ajustada y des-
crita por Jurado-Gdmez eral. (2014). Sin
embargo, para la presente investigacién las
concentraciones de la bacteria lictica fue-
ron de 50, 100y 150 pl. De igual manera,
se determind el efecto del sobrenadante de
L. gasseri sobre el crecimiento de S. aureus
bajo la misma metodologia (Estrada ez 4.
2005; Jurado-Gdmez et al. 2014).

Se evalu el crecimiento de L. gasseri
a concentraciones de 0,5, 1 y 3% de sales
biliares bovinas, y 0,5, 1 y 3% de bilis
bovina (Cai et /. 1998, Cai et al. 1999;
Jurado-Gdmez ez al. 2014). Se determiné
produccién de gas por la metodologia
de Dahl ez al. (1989), y la reaccién de
catalasa mediante la metodologia de Cai
etal (1998). Se determiné el crecimiento
de la cepa ldcticaa pH de 2,5, 3,5y 6 du-
rante 3 horas, con mediciones cada hora;
la incubacién se realizé6 en medio MRS
comercial a 37°C durante 48 horas y el
ajuste del pH se realiz6 con 4cido tartdrico.
Se evalué el crecimiento de L. gasseria 38
y 45°C; para ello, primero se determiné
el tiempo necesario para obtener la fase
exponencial de crecimiento en la cepa
ldctica; con esta informacién se realizd
una nueva inoculacién, la cual se ajusté a
0,125 en escala de McFarland y se incub6
hasta las 9:00 horas (fase exponencial).
Enseguida se realizaron diluciones de 10™!
a 10""* con agua peptonada, se sembraron
en cajas de petri con azul de anilina y se
inicié la dilucién de 10 hasta 1022 37°C
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por 48 horas, para finalmente determinar
el recuento de UFC/ml.

Los pardmetros cinéticos de L. gasseri
se evaluaron en medio MRS comercial.
Se tomé un Erlenmeyer con 540 ml de
medio y se adicion6 60 ml de in6culo de L.
gasseri, el preparado se incubé a 37°C por
24 horas con agitacion constante a 100 rpm.
No se controlé el pH por la resistencia de la
cepa a bajos niveles de acidez. Se tomaron
muestras y mediciones cada 3 horas para
determinar conteo de microorganismos
viables en placa (UFC/ml), azticar consu-
mida, proteina consumida y dcido l4ctico.

Para determinar el conteo de mi-
croorganismos viables en placa se usé la
metodologfa de Lanara (1981) descrita
por Jurado-Gdmez et al. (2014). Para
determinar el pH se utilizé potencié-
metro digital (JEnco® VisionPlus). La
determinacién del consumo de azicar se
realizé por la metodologia de DuBois ez
al. (1956). El consumo de proteina fue
determinado por la metodologia de Lowry
et al. (1951) modificada por Jurado-Gé-
mez et al. (2014). La determinacién de
produccién de dcido ldctico se realizé por
titulacién de hidréxidos de sodio (Jura-
do-Gdmez et al. 2015a). La biomasa se
determind a través del método propuesto
por Crueger y Crueger (1993).

Se tomé una muestra de sobrenadante
de L. gasseri y por HPLC-DAD se deter-
miné el contenido de péptidos y dcido
ldctico. Para el caso de los aminodcidos se
determiné por HPLC-PDA; este dltimo

andlisis también se realiz6 para S. aureus.

RESULTADOS

Los resultados de sensibilidad a los an-
tibidticos se observan en la Tabla 1 y la
Figura 1.
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TABLA 1. Susceptibilidad de L. gasseriy S. aureus a antibioticos.
Antibiéticos " ::s':eri) Sensibilidad s ';:'r‘;"s ) Sensibilidad

P(101U) 10 Seb 0 Re

KF (30 g) 20 s 22 Gobie

CIP (5 pg) 35 Se 23 S

CN (10 pug) - Re 25 S

DCX (1 pg) - Re - Re

CTX (30 ug) 25 SP - Re

AMP (10 pg) 17 Se - R?

FOX (10 pg) - Ree - Ree

COT (25 pg) - Rbe 30 Sbed

CL (5 pg) - RY - Ro

P: penicilina; KF: cefalotina; CIP: ciprofloxacina; CN: gentamicina; DCX: dicloxacilina; CTX: cefatoxime; AMP:
ampicilina; FOX: cifoxitin; COT: trimetoprim-sulfametoxasol; CL: cefalexin; S: sensible; R: resistente; a: Manual
para antibiograma Lasorcuim; b: Centro de controle productos para diagndsticos Ltda. Cecon; c: Manual de pruebas
de susceptibilidad antimicrobiana; d: Jurado et al. 2015(a); e: Jurado et al. 2015(b).

Discos de agar MRS +Azul de, ™%
anilina impregnados \

con L. gasseri

o o

50 pL

Staphylococcus aureus
ATCC 13245

Staphyloccocus aureus
ATCC 13245

FIGURA 1. Halos de inhibicién de antibiético y discos de agar impregnados con L. gasseri sobre
S. aureus.

Los resultados i7 vitro de la cepa lictica Se observaron crecimientos de 2,4

sobre la bacteria patégena mostré halos
de 10, 12 y 5 mm para concentraciones
de 50, 100 y 150 pl. Los resultados de
inhibicién del sobrenadante de L. gasseri
sobre S. aureus se pueden observar en la

Tabla 2.

x 10%, 1,3 x 10 y 1,5 x 10'° UFC/150
pl a concentraciones de 0,5, 1y 3% de
sales biliares; y 6.6 x10% 2.0 x 10®y 2.0
x 10" UFC/150 pl a concentraciones de
0,5, 1 y 3% de bilis bovina. Los resul-
tados de produccién de gas y reaccién
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de catalasa fueron negativos. De igual (2,5, 3,5 y 6) y valores minimos de 2,4 x
manera, se encontraron crecimientos de  10® y mdximos de 3,0 x 10" UFC/150pl
3x10" UFC/150 pl para todos los pH  a temperaturas de 38 y 45°C.

TABLA 2. Halos de inhibicion del sobrenadante de L. gasseri sobre S. aureus.

Concentracion y medida del halo

Método Condicion
50 pl 100 pl 150 pl
Fil (6) 2mm 6 mm 8 mm
t — o
Discos por Fil (6 —80°C) 2mm 8 mm 6 mm
el método modificado Sin fil (6) 8mm 2 mm 6 mm
Sin fil (6 — 80°C) 2mm 2mm 2 mm
Fil (6) 2mm 2mm 2mm
T - o
Difusion en cilingro il (6-80°C) 1mm 1 mm 1 mm
plastico Sin fil (6) 1mm 2mm 3mm
Sin fil (6 — 80°C) 1mm 1 mm 1mm
Fil: filtrado; Sin fil: sin filtrar.
Lactobacillus gasseri Ln UFC 150 /ul MRS vs Lactobacillus gasseriUFC 150/pL MRS vs pH
Consumo de aziicares 35 6
35 35 30 5
30 3 =5
2» %53 2 2 t
(=3 2 9 o 3E
g1 15 5§ i 2
= 10 12 50
5 05 = 5 1
0 0 0 0
0 3 6 9 12 15 18 21 24 0 3 6 9 12 15 18 21 2%
Horas Horas
«0—LnUFC 150/pl  —e—Aziicares mg/L =o—Ln UFC150/ul =—e—pH
Lactobacillus gasseriUFC 150/uL MRS vs pH Lactobacillus gasseriUFC 150 /ul vs % Acido

Lactico

F
% Acido Lactico

FC 150 /ul

s 8 R 8
o - N w s oo oo

pH

150/l

Horas Horas

—o—Ln UFC150/yl —o=—pH —o—Ln UFC/150y1  —e—% Acido lactico

FIGURA 2. Crecimiento (UFC/150 pl) de Lactobacillus gasseri en medio MRS.
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Los resultados para la cinética de fer-
mentacién de L. gasseri se pueden obser-
var en la Figura 2. Se encontré la fase
exponencial en el tiempo 4 (9:00 horas),

con valores de 4,27, 1,16%, 2.15 mg/l y

INvESTIGACION

0,73 mg/l para pH, 4cido ldctico, con-
sumo de azicar y consumo de proteina,
respectivamente. La informacion general
de la cinética de fermentacién se puede
observarse en la Tabla 3.

TABLA 3. Datos cinéticos del crecimiento bacteriano de Lactobacillus gasseri en el medio MRS.

Fase de latencia

Velocidad especifica de crecimiento (p h')

Fin fase logaritmica (horas)

Tiempo de duplicacion celular (minutos)
Incremento celular fin fase logaritmica
Incremento celular total

% azlcares consumidos fin fase logaritmica (g/l)
% azlcares consumidos totales (g/l)

% proteina consumida fin fase logaritmica (g/1)
% proteina consumida total (g/1)

R*fin fase logaritmica

0
0,483
9:00
28,96
3,0E+11
2,0E+10
32,36
57,93
76,52
85,22
0,7578

FIGURA 3. Cromatogramas de aminoacidos del sobrenadante de la cepa lactica Lactobacillus gasseri

y la cepa patdgena Staphylococcus aureus.
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De acuerdo con la Figura 3 se puede
observar que el aminoacido que predomina
porcentualmente en las muestras y que
las relaciona, fue tirosina con 32,3% para
L. gasseri y 41,0% para S. aureus, por su
parte, en L. gasseri el segundo aminodcido
predominante fue serina, con una cantidad
relativa porcentual de 8,4%, por su parte
S. aureus presentd un segundo aminodcido
arginina, cuya cantidad relativa porcentual
fue de 5,2%.

Los resultados para HPLC-DAD de
L. gasseri encontraron el péptido VAL-
TIR-VAL con una concentracién de 0,70
mg/ml; 11,70 g/l de 4cido ldctico y el
aminodcido tirosina; en S. aureus se hallé
el aminodcido tirosina.

DISCUSION

Los resultados frente a los antibidticos
muestran la importancia del manejo ade-
cuado de estos en el control de los microor-
ganismos patégenos. Al respecto Charteris
et al. (1998) y Coppola ez al. (2005)
indican que estas bacterias parecen ser re-
sistentes a la mayoria de los inhibidores de
la sintesis de 4cidos nucleicos, tales como
enoxacina, pefloxacina, norfloxacino, dcido
nalidixico, trimetroprim y metronidazol,
coincidiendo con los resultados encon-
trados en este trabajo. En este sentido, la
susceptibilidad reportada muestra que L.
gasseri, es una cepa potencialmente segura.
Para el caso de S. aureus, Cavelieri et al.
(2005) reportan resultados similares en
cuanto susceptibilidad a la gentamici-
na, a pesar de que este antibiético no es
reportado en forma rutinaria porque los
aminoglucésidos no se consideran agen-
tes de primera linea contra estafilococos;
igualmente lo anterior se observa en el
antibiético trimetoprim-sulfametoxasol.
Lo anterior demuestra que el manejo de
las cepas patdgenas es vital para no crear
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resistencia a los antibidticos utilizados
(Torres et al. 2012). Sin embargo, se debe
tener en cuenta que algunas resistencias
no son transmisibles y que para su de-
terminacion se debe realizar otro tipo de
pruebas que no fueron realizadas en esta
investigacion.

Los resultados de inhibicién muestran
un efecto sélido de la BAL. Ello indica
que existe una importante produccién
de sustancias inhibitorias, entre las que
se encuentran la produccién de dcidos
orgdnicos, perdxidos de hidrégeno y bac-
teriocinas, entre otras. Ello permite la
creacién de un ambiente poco favorable
para el crecimiento de la bacteria patégena
beneficiando la colonizacién de la cepa
lactica (Ferndndez 2013).

El crecimiento bajo las diferentes con-
diciones de sales biliares, bilis bovina, pH
y temperatura demuestran que la cepa L.
gasseri estd en condiciones para resistir a
muchos de los ambientes presentes en
el tracto digestivo de animales; lo cual
es importante para considerar esta cepa
como probiética. Este atributo garantiza
la colonizacién de diferentes regiones del
tracto gastrointestinal donde expresa sus
capacidades de inhibicién contra otros
microorganismos (Yanagibashi ezal. 2009;
Harata et al. 2009).

Los valores de la cinética de fermenta-
cién corroboran algunos de los aspectos
encontrados en la inhibicién de la cepa,
ya que las condiciones de crecimiento en
el medio MRS fueron adecuadas, el uso
de los nutrientes le permitié este creci-
miento y, al parecer, generé compuestos
necesarios para la inhibicién de la bacteria
patdgena como bacteriocinas, reduccién
del pH y produccién de dcidos orgdnicos
(Orozco-Murillo y Solarte 2003).

Los resultados de HPLC-DAD mues-

tran una adecuada concentracién de 4cido
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lactico (Waldir ez al. 2007); en este senti-
do, el péptido encontrado es posible esté
relacionado con las bacteriocinas de L.
gasseri, ligada a gassericin A; en este mismo
contexto, los aminodcidos encontrados,
siguen el mismo fundamento.

Se concluye que los ensayos de inhi-
bicién in vitro demostraron que L. gasseri
pueden inhibir a S. aureus por acciéon
de las bacterias y de su sobrenadante.
Ademds demostré permanecer estable en
diferentes condiciones gastrointestinales
in vitro, por lo que puede ser propuesta
para su evaluacién iz vivo debido a la ca-
pacidad de resistir multiples condiciones
fisiolégicas del tracto gastro intestinal,
asi como también por su habilidad de
crecer en ambientes dificiles. De esta
manera, partiendo que S.aureus en uno
de los principales causales de la mastitis
subclinica que afecta a las producciones,
es fundamental el resultado significativo
de inhibicién que tuvo L. gasseri sobre este
patégeno, finalmente, este hecho represen-
ta un factor importante sobre el control de
microorganismos patégenos responsables
de toxiinfecciones alimentarias, por lo
que la aplicacién de las BAL es un pun
importante en la industria alimentaria.
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