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Resumen

El objetivo de este trabajo fue caracterizar una cepa nativa de Lactobacillus paracasei aislada en el Departamento de Bio-
procesos y Biotecnologia del Laboratorio Tecnolégico del Uruguay (LATU). Se realizaron fermentaciones acido lacticas (FAL) en
leche, a los efectos de determinar las caracteristicas de crecimiento de la cepa. Se evaluaron tres cinéticas en las FAL: los acidos
organicos determinados por titulacion en leche, la acidificacién del medio a lo largo de las fermentaciones por medidas directas
de pH sobre el medio y la biomasa producida en 10 ml de cultivo.

Asimismo, se evalu¢ la actividad antimicrobiana frente a un patégeno gastrointestinal como Salmonella sp. por analisis de discos
impregnados con diferentes concentraciones del probiético. También se determin la sensibilidad a dicloxacilina y penicilina por
medio de un antibiograma modificado.

La cepa exhibié buen crecimiento en leche, con curvas de crecimiento tipicas de bacterias licticas. Se detectaron los halos de
inhibicion del crecimiento de Salmonella sp. dependiendo de la concentracion bacteriana. Fueron obtenidas las curvas de inhib-
icién del crecimiento bacteriano en funcion de las concentraciones de antibiético.

En conclusion, esta cepa de Lactobacillus paracasei aislada de materia fecal humana es un prometedor candidato a ser usado en
la preparacion de productos probiéticos.

Palabras clave: Probiéticos, actividad antimicrobiana, antibiéticos, cinética.
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Abstract

The objective of this study was the characterization of a native Lactobacillus paracasei strain isolated at the Bioprocesses and
Biotechnology Department of the Technological Laboratory of Uruguay (LATU). Lactic acid fermentations were made in order
to determinate the strain growth’s characteristics. We evaluated three kinetics: the organic acids by titration in milk, acidification
of the medium throughout the fermentation by pH measurement and biomass produced in 10 ml of culture medium.

The anti-microbial activity against Salmonella sp. a gastrointestinal pathogen, was tested by means of a disk diffusion test.
Sensitivity to penicillin and dicloxacillin was assayed through a modified antibiogram.

The strain showed good growth in milk, with growth curves characteristic of lactic bacteria. Halos of growth inhibition of
Salmonella sp. were detected depending on the bacterial concentration. Curves were obtained for inhibition of bacterial growth
as a function of concentrations of antibiotic.

In conclusion, this strain of Lactobacillus paracasei isolated from human faeces is a promising candidate to be used in the
formulation of probiotic products.

Keywords: Probiotic, antimicrobial activity, antibiotics, cinetic.

adhesion o por la produccion de sustancias antibacterianas (Senok et
al., 2005; Ballabriga, 2001; Reid, 1999). Es por esta razén que uno
de los criterios de seleccion de probidticos es la capacidad de inhibir
el crecimiento de patdogenos gastrointestinales como Salmonella sp.,
Shigella sp. y Escherichia coli (Annuk et al., 2003; Saarela et al.,
2005; Calderon, et al., 2007).

En trabajos anteriores los autores reportaron el aislamiento y la
caracterizacion fenotipica de una cepa nativa de Lactobacillus sp.
con propiedades que permiten clasificarla como una posible cepa

Introduccion

Los probidticos, microorganismos vivos que cuando son administra-
dos en cantidades adecuadas confieren un efecto benéfico en la salud
del huésped (FAO, WHO, 2001), han sido incorporados en tabletas,
capsulas y derivados lacteos como las leches fermentadas, leches aci-
dofilas dulces, yogur y, mas recientemente, queso (Saito, 2004; Taran-
to et al., 2005). Por este motivo las cepas probioticas seleccionadas
para ser utilizadas en la industria lactea deben ser capaces de crecer y

vivir en leche, asi como proporcionar caracteristicas sensoriales acep-
tables.

El consumo de productos probiodticos favorece la capacidad de
restablecer la flora intestinal tras episodios de diarrea en nifios, y
de interferir con patégenos, por mecanismos de competencia de la

probidtica (Vazquez et al., 2007). El objetivo de este trabajo fue
continuar la caracterizacion de dicha cepa realizando fermentaciones
acido lacticas (FAL) en leche a los efectos de determinar las
caracteristicas de su crecimiento. Asimismo, se evaluo la actividad
antimicrobiana frente a un patégeno gastrointestinal como Sa/monella
sp. y se determind la sensibilidad a dicloxacilina y penicilina.
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Materiales y Métodos

Cepas bacterianas

La cepa denominada HA-9 nativa de origen humano fue
identificada como Lactobacillus paracasei por ensayos moleculares.
Lamisma se encuentra disponible en el Banco de Cepas del Laboratorio
Tecnoldgico del Uruguay (LATU).

La cepa de Salmonella sp. pertenece al banco de cepas del LATU
y es de origen alimenticio.

Fermentaciones Acido Lacticas

Se realizaron fermentaciones en leche a los efectos de determinar
las condiciones de crecimiento de la cepa. Para el desarrollo del
indculo se realizd un cultivo overnight de la cepa, transfiriendo tres
o cuatro colonias de un cultivo fresco en medio MRS-agar a un
tubo con 10 ml de leche libre de semisolidos reconstituida al 10% y
previamente tratada térmicamente (100 °C, 30 minutos, sin presion).
El cultivo se incubd a 37 °C durante 16 horas en jarra de anaerobiosis
y luego se centrifugd a 3.500 g por 30 minutos y se resuspendié en
suero fisiologico, ajustando la concentracion inicial por absorbancia
a 560 nm en 1x10° unidades formadoras de colonias (ufc). Luego se
transfirieron volimenes de indculo a matraces que contenian 500 ml de
leche descremada tratada térmicamente, de modo que la concentracion
inicial fuera de 1% v/v.

Al inicio del ensayo (tiempo cero) se tomaron cuatro muestras de
la siguiente forma: 7 ml para determinar acidificacion por peachimetro
(744 pH Meter Metrohm), 10 ml para determinar acidificacion por
titulacion con NaOH 0.1 N (produccion de acidos organicos), 0,1
ml para determinar ufc/ml por recuento en placa de MRS y 10 ml
para determinar la biomasa producida. Los matraces se colocaron en
estufa a 37 °C sin agitacion y el crecimiento se evalud por 29 horas,
realizando tomas a diferentes tiempos. Como control se procedi6 de
forma analoga con un matraz sin inocular. La titulacion se llevo a
cabo segun norma ISO 6091:1980 con soda 0.1 N, con fenolftaleina
como indicador. Para determinar la biomasa se centrifugd cada toma
a 3.500 rpm durante 30 minutos (Hettich Zentrifugen D-7200). Los
sobrenadantes se descartaron y los tubos se colocaron en estufa a 40 °C
hasta peso constante (aproximadamente ocho dias), que se determind
por pesada directa en balanza analitica (Mettler Toledo AG204).

Sensibilidad a antibidticos

A los efectos de determinar el comportamiento de HA92 frente a
diferentes antibiodticos, se realiz6 un ensayo empleando discos de papel
de filtro impregnados con diferentes concentraciones de penicilina y
dicloxacilina (Bauer et al., 1966).

Brevemente, HA92 se cultivd en 10 ml de caldo MRS en jarra
de anaerobiosis a 37 °C por 18-24 hs. Posteriormente se esparcieron
200 pl del cultivo en la superficie de las placas de MRS agar sobre
las cuales se colocaron discos de papel de filtro estériles impregnados
con 20 pl de diferentes concentraciones de dicloxacilina (SIGMA
concentraciones entre 0,15-2,5 pg/ml) y penicilina (SIGMA 10MU
concentraciones entre 0,09-1,32 pg/ml). Las placas fueron incubadas
por 24 horas en condiciones anaerobias a 37 °C. Se determinaron los
diametros de los halos de inhibicion alrededor de los discos, los cuales
se graficaron en funcién de la concentracion del antibidtico. Como
control se utilizaron discos sin impregnar. Fueron conducidos tres
ensayos independientes por triplicado.

Actividad antibacteriana frente a patégenos

Para evaluar la capacidad de la cepa HA92 de inhibir el crecimiento
de un patdgeno gastrointestinal como Salmonella sp., se realizd un
ensayo de discos sobre agar con modificaciones (Jacobsen et al., 1999;
Fraga et al., 2005).

En resumen, 20 pl de un cultivo fresco de HA92 (concentraciones
entre 1x10* y 1x10° ufc/ml) fueron inoculados sobre discos de
papel de filtro previamente esterilizados y colocados sobre una
placa de agar MRS. La placa fue incubada por 24 horas en jarra de
anaerobiosis y luego cubierta con 10 ml de agar (1,5%) inoculado
con un cultivo fresco de Salmonella sp. (1x108 ufc/ml) e incubada a
37 °C en condiciones aerobias. Los posibles efectos inhibitorios del
MRS fueron testeados en cada placa. La capacidad de inhibicion del
crecimiento fue determinada por medidas de la zona de inhibicion que
rodea el disco. Se condujeron tres ensayos por triplicado.

Resultados y Discusioén

Fermentaciones Acido Lacticas

De las curvas de produccion de 4cidos organicos y variacion del pH
(productos del metabolismo primario) se puede inferir que la bacteria
mostr6 una fase lag de aproximadamente cuatro horas (Grafico 1). La
produccion de acidos organicos correspondi6 con la acidez producida
en el medio, el pH inicial fue de 6,65, y lleg6 a 5,83 a las 25 horas.
El pH o6ptimo de L. paracasei es de 5,4 - 5,8, por lo que la bacteria
nunca se encontrd bajo condiciones 6ptimas de pH. El desarrollo de la
acidez no necesariamente se debe a los acidos organicos producto del
metabolismo de la lactosa, sino que también puede provenir de otros
productos de fermentacion.
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Grafico 1. a) Produccion de acidos organicos en leche determinados
por titulacion del medio de crecimiento. b) Variaciéon del pH en 29
horas de fermentacion.

La curva de biomasa en funcion del tiempo (Grafico 2) presenta
una fase lag de alrededor de cuatro horas de duracion, que se
corresponde con los 4cidos orgédnicos generados en el medio de
crecimiento. La fermentacidon comenzd con una concentracion
bacteriana de aproximadamente 10° ufc/ml, y al cabo de 29 horas, ya
en fase estacionaria desde la hora 8, el recuento se ubica en el orden
de 107 unidades.
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En futuros ensayos se modularan las condiciones de concentracion
inicial y de incubacion con el fin de alcanzar la concentracion de células
bacterianas necesarias para obtener un producto con propiedades de
probidtico.
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Grafico 2. Curva de crecimiento en leche determinada por la biomasa
(expresada en g) producida en 10 ml de cultivo durante 29 horas.

Sensibilidad a penicilina y dicloxacilina

De la lectura de las curvas de sensibilidad de la cepa a la penicilina
(SIGMA 10MU) se puede afirmar que en las condiciones del ensayo
la concentracion minima de inhibicién se encuentra en el entorno de
los 0,062 pg/ml (Grafico 3, Figura 1). En el caso de la dicloxacilina
(SIGMA), la concentracion minima de inhibicion es menor a 0,1562
pg/ml. Los discos utilizados como control no presentaron zonas
de inhibicion, por lo que los halos de inhibicion del crecimiento se
debieron exclusivamente a la accion de las diferentes concentraciones
de antibidtico utilizadas en el ensayo.
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Gréfico 3. a) Curvas de sensibilidad a penicilina y b) dicloxacilina
de la cepa expresada en funcién de la distancia de inhibicién a
diferentes concentraciones de antibiético.

Figura 1. Ensayo de discos para penicilina (arriba) y dicloxacilina
(abajo).

Actividad antibacteriana frente a patégenos

De los resultados de la capacidad de la cepa en estudio de
presentar actividad antibacteriana frente a un patégeno gastrointestinal
por medio de la inhibicion de su crecimiento (Grafico 4), se observa
que a concentraciones del Lactobacillus inferiores a 1x10° no se
evidencia inhibicién del crecimiento de esta cepa de Salmonella
sp. (concentracion 1x10% ufc/ml). A concentraciones superiores se
produce un halo de inhibicion de entre 19 y 21 mm. En las zonas de la
placa lejanas al crecimiento del Lactobacillus no se observo inhibicion
del crecimiento.
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Exclusion de Salmonella
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Grafico 4. Diametros de inhibicion del crecimiento de Salmonella
(mm) vs las diferentes concentraciones de la cepa HA9-2 utilizadas.

Conclusiones

La cepa exhibi6 buen crecimiento en leche. Por las caracteristicas
del crecimiento, puede concluirse que seria posible obtener la biomasa
necesaria para su empleo como probidtico.

La presencia de halos de inhibicion del crecimiento de Salmonella
sp. hace pensar que HA9-2 produce alguna sustancia difusible con
actividad antibacteriana. Los discos utilizados como control no
presentaron zonas de inhibicion, por lo que los halos de inhibicion del
crecimiento se deben exclusivamente a la accién de dicha sustancia.
El hecho de que no se presenten zonas de inhibicién en regiones de la
placa lejanas al crecimiento del Lactobacillus permite inferir que la
inhibicién del crecimiento no se produjo por ningun efecto del MRS.

También fueron obtenidas las curvas de inhibicion del crecimiento
bacteriano en funcién de las concentraciones de dos antibidticos. La
posible sensibilidad frente a los antibidticos testeados apareceria como
ventajosa en caso de administracion en humanos, ya que una cepa con
distintas resistencias podria representar un potencial peligro para la
salud del consumidor.

En conclusion, esta cepa de Lactobacillus paracasei aislada de
materia fecal humana es un prometedor candidato para ser utilizado en
la preparacion de productos probioticos.
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