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Determination of the in vitro bactericide potential of a native isolated of Lactobacillus cassei against E. coli

Determinacéo do potencial bactericida In vitro de um isolado nativo de Lactobacillus cassei frente E. coli

Resumen

Introduccion Los probidticos son microorganismos
vivos con gran capacidad antagonica contra otros
microorganismos, es por esto el marcado interés para
ser utilizado como bioconservantes naturales, dis-
minuyendo en parte el uso de conservantes quimi-
cos en alimentos. Objetivo Determinar el efecto
bactericida del extracto crudo del L.cassei nativo
sobre el crecimiento in Vitro de bacterias patdgenas
como E.coli. Materiales y métodos. El extracto cru-
do se obtuvo cultivando el microorganismo en 20 ml
de caldo MRS a 37°C por 72h anaerébicmente. Los
ensayos se realizaron en tres tiempos: 5, 10 y 15
dias, el método utilizado para detectar la actividad
del extracto fue el ensayo de difusiéon en pozos, el
que presentara un halo de inhibicién superior a 2mm
se consideraba con actividad. Los resultados en-
contrados se compararon con los de una cepa de
Lactobacillus plantarum de uso comercial con activi-
dad bactericida frente a Escherichia coli. Resulta-
dos. Se encontré que L.cassei presentd actividad
antagoénica contra E.coli, pues la zonas de inhibicion
leidas como variable de respuesta fueron mayores
de 2mm hasta en la dilucion107 en los tres ensayos
realizados en el tiempo, sin embargo en el dia 15 la
actividad bactericida del extracto disminuye consi-
derablemente con respecto a la del dia 5. Los anali-
sis de Unidades de Actividad mostraron que el ex-
tracto de este aislado es activo aun en diluciones
altas, lo cual significa que los extractos tiene activi-
dad aun a muy pequefias concentraciones. Conclu-
sion. El aislado nativo de L.cassei produce sustan-
cias antimicrobianas contra bacterias Gram negati-
va como E.coli pudiendo utilizarse probablemente
como un bioconservante natural en alimentos.

Palabras clave: Probiéticos. Prebioticos. Lactoba-
cillus. Actividad bactericida. Nutracéutica

Abstract

Introduction. Probiotics are living microorganisms
with a great capacity against other microorganisms,
this is why there is an interest in using them as natu-
ral bio-preservatives, reducing partially the use of
chemical preservatives in food. Objective. To deter-
mine the bactericide effect of the raw extract of native
L. cassei on the in Vitro growth of pathogenic bacte-
ria, such as E.coli. Materials and methods. The raw
extract was obtained by cultivating the microorganism
in 20 ml of MRS breeding ground at 37 °C Turing 72
h, anaerobically. The experiments were done in three
periods of time: 5, 10 and 15 days. The method used
to detect the activity of the extract was the experiment
of diffusion in wells. Those that represented an
inhibition halo above 2mm were considered as acti-
ve. The results found were compared with those from
a strain of Lactobacillus plantarum of for commercial
use with a bactericide activity against Escherichia coli.
Results. L.cassei represented hostile activity against
E.coli, because the inhibition zones read as response
variable were higher than 2mm until getting the 10
dilution in the three experiments made. However, on
day 15 the bactericide activity of the extract was
considerably reduced when compared to that from
day 5. The analysis of activity units showed that the
extract from this isolated is active even in high
dilutions, which means that the extracts are active
even at very low concentrations. Conclusion. The
native isolated of L.cassei produces antimicrobials
against Gram negative bacteria, such as E.coli, being
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available for their possible use as natural bio
preservatives in food.

Key words: Probiotics. Prebiotics. Lactobacillus.
Bactericide activity. Nutraceutics.

Resumo

Introducgéo. Os probidticos sdo microorganismos
vivos com grande capacidade antagfnica contra
outros microorganismos, € por isto o marcado
interesse para ser utilizado como bio-conservantes
naturais, diminuindo em parte o uso de conservantes
quimicos em alimentos. Objetivo. Determinar o efeito
bactericida do extrato cru do L.cassei nativo sobre o
crescimento in vitro de bactérias patogénicas como
E.coli. Materiais e métodos. O extrato cru se obteve
cultivando o microorganismo em 20 ml de caldo MRS
a 37°C por 72h anaerobicamente. Os ensaios se
realizaram em trés tempos: 5, 10 e 15 dias, o méto-
do utilizado para detectar a atividade do extrato foi o
ensaio de difusdo em pocgos, 0 que apresentasse um

halo de inibicao superior a 2mm se considerava com
atividade. Os resultados encontrados se compararam
com os de uma cepa de Lactobacilus plantarum de
uso comercial com atividade bactericida frente a
Escherichia coli. Resultados. Encontrou-se que
L.cassei apresentou atividade antagbnica contra
E.coli, pois a zonas de inibi¢do lidas como variavel
de resposta foram maiores de 2mm até na dilucion10-
3 nos trés ensaios realizados no tempo, no entanto
no dia 15 a atividade bactericida do extrato diminui
consideravelmente com respeito a do dia 5. As
andlises de Unidades de Atividade mostraram que o
extrato deste isolado é ativo ainda em diluicdes al-
tas, o qual significa que os extratos tem atividade
ainda a muito pequenas concentragdes. Concluséo.
O isolado nativo de L.cassei produz substancias
antimicrobianas contra bactérias Gram negativa
como E.coli podendo utilizar-se provavelmente como
um bio-conservante natural em alimentos.

Palavras chaves: Pro-biéticos. Pré-bidticos.
Lactobacilos. Atividade bactericida. Nutracéutica.

Introduccidén

En la actualidad, se ha generado un marcado
interés por el consumo de alimentos con valor
nutricional, y que proporcionen beneficios a la
salud al prevenir enfermedades, mejorar la di-
gestion y controlar el crecimiento de bacterias
patégenas.

Las bacterias acido lacticas no solamente se han
venido utilizando como cultivos iniciadores para
la obtencion de productos fermentados sino que
sus metabolitos se han estado empleando como
bioconservantes naturales en alimentos, algu-
nos de los metabolitos empleados para tal fin se
han denominado bacteriocinas; péptidos
antimicrobianos de bajo peso moleculary su uso
genera una alternativa natural para sustituir, al
menos parcialmente el uso de agentes quimi-
cos?.

La conservacion de los alimentos y la preven-
cion de la ocurrencia de Enfermedades de Trans-
misién Alimentaria (ETA), han motivado que el
mundo industrial y el cientifico se interesen por
conocer con mayor detalle el modo de accion
de los probiéticos y de algunos de sus metabo-
litos sobre los microorganismos patégenos.

En los paises industrializados anualmente se
reporta que el 30% de la poblacion sufre de al-
gun tipo de ETAs?, solo en los Estados Unidos,
se calcula aproximadamente 76 millones de ca-
sos; de los cuales 325.000 requieren hospitali-
zacion y 5.000 mueren debido a la presencia de
microorganismos patdégenos como Salmonella
sp., Campylobacter sp., Escherichia coli Entero-
hemorragica (O157H), Listeria monocytogenes
y Vibrio cholerae, con un costo estimado de 35
billones de ddlares, referidos como gastos mé-
dicos y pérdida de la productividad?. La transmi-
sion de estos microorganismos patégenos esta
relacionada con el consumo de alimentos cru-
dos o mal cocidos, ya sea pollo, carne, maris-
cos, o por productos lacteos, frutas y vegetales®.

Una solucién a este problema seria el uso de
las bacterias lacticas no sélo por su aporte
probiético sino por la produccién de sustancias
antimicrobianas, frente a un gran numero de
bacterias patégenas Gram positivas como Gram
negativas. Actualmente, en los paises desarro-
llados estas bacterias se estan utilizando como
conservantes naturales de alimentos; porque
son considerados GRAS (Generally Recognized
As Safe), y confieren al consumidor funcion
nutracéutica.
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Materiales y métodos

La investigacion se llevd a cabo en los laborato-
rios de Biotecnologia y Microbiologia de la Cor-
poracion Universitaria Lasallista

Cepas bacterianas y cultivos. Las cepas de
estudio E.coli, se obtuvo del Laboratorio de Mi-
crobiologia de la Corporacién Universitaria
Lasallista y el aislado nativo de L.cassei de le-
ches fermentadas cultivados en Agar MRS e in-
cubados anaerobicamente a 30°C /72horas*

Produccion del extracto. El aislado nativo de
L.cassei fue cultivado en 20ml de caldo MRS a
37°C por 72h anaerobicamente, al cabo de este
tiempo el caldo fermentado, se dividi6 en dos
porciones en tubos estériles; una porcién se pre-
cipitd y la otra correspondiente al sobrenadante
se utilizé como extracto crudo; de la misma
manera se reactivé la cepa comercial de
Lactobacillus plantarum que fue utilizada como
microorganismo control.

Evaluacion de la actividad bactericida. Para
determinara la actividad bactericida se emple6
el ensayo de difusidon en pozos con algunas
modificaciones® para lo cual se tomaron cajas
de petri marcadas con el extracto y la cepa
indicadoray se adicionaron de 10 a 12ml de agar
MRS, después se procedia a hacer 4 pozos a
una distancias de 4cm cada uno en la superficie
del agar.

En cada pozo se adicionaban de 50 a 70pl del
extracto, y se hacia el inéculo de la cepa
indicadora, E.coli por el método de dilucién en
agua peptonada 0,1%p/v hasta obtener una di-
lucién de 1*1012, a partir de esta tltima dilucion
se retiraban 15ul y se mezclaban con 15ml de
agar Tripticasa soya (Merck) semisélido (0.8%
de agar agar), se agitaba y se adicionaban so-
bre la caja de agar MRS que contenia los ex-
tractos, formandose una doble capa,
incubandose posteriormente a 37°C/48h.

Identificacion de la cepa productora de sus-
tancias bactericidas. La actividad bactericida
de los extractos se detectaba por una zona cla-
ra de inhibicién alrededor del pozo (halos de in-
hibicion), se consideré como actividad inhibitoria
la formacion de un halo mayor de 2mmé,
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Los ensayos se realizaron en tres tiempos: 5,
10 y 15 dias, el extracto obtenido tanto para la
cepa experimental como para el control se man-
tuvo en refrigeracion durante los 15 dias de eva-
luacion los registros de la inhibicion se realiza-
ron durante dos meses. Las pruebas se realiza-
ron por duplicado en cada ensayo

Determinacidon de Unidades de Actividad. Las
unidades de actividad se consideran como el
reciproco de la dilucién mas alta de los extrac-
tos, probandose mediante esta, la optimizacién
de la calidad del extracto de bacterias acido
lacticas frente a bacterias patdgenass®.

Una porcion del extracto centrifugado se diluyd
hasta 3x10-3para determinar su actividad
bactericida y comprobar que es capaz de con-
trolar bacterias patdgenas aun en bajas concen-
traciones.

Las unidades de actividad evaluadas fueron
1x10'=10,56 UA

1/2x102=50,8 UA

1/3x10°=333,33 UA

Resultados

Los extractos obtenidos de los aislados de
L.casseiy L.plantarum mostraron una zona cla-
ra de inhibicion en el ensayo de difusion en po-
zos, tal como lo muestra la foto 1, las medidas
obtenidas fueron superiores a 2mm; los niveles
de inhibicion mas altos se encontraron en la cepa
comercial L.plantarum? exceptuando en los en-
sayos realizados en diluciones muy altas.

Al evaluar las unidades de actividad de L.cassei
vs E.coli y compararlos con los de la cepa co-
mercial, se observo que el extracto del aislado
nativo presenta actividad bactericida frente a este
patdgeno en todas las diluciones y en los dife-
rentes tiempos de evaluacion, para ambos ex-
tractos la mayor actividad se presenta en los
primeros dias del ensayo y va disminuyendo a
medida que se aumenta el tiempo de los anali-
sis; L.plantarum obtuvo los niveles mas altos de
actividad bactericida con respecto a la cepa
nativa.

Los datos observados en la grafica 1 de activi-
dad bactericida muestra que los extractos son
activos frente a las bacterias patégenas en casi



todas las diluciones, excepto en 3/3E=® o
333.33UA de L.plantarum frente a E.coli. El ex-
tracto de L.cassei presenta una buena actividad
antagonica al compararse con el blanco, y su
actividad es buena cuando se utiliza sin diluir
mas que cuando se utiliza diluido hasta 10E=.

Zona de inhibicién:
L. plantarum vs.
E.coli

Las medidas mas altas de actividad bactericida
se presentaron con L.plantarum el dia 5 con la
diluciéon 10E* equivalente a 14mm, resultados
similares fueron obtenidos en las mismas con-
diciones por L.cassei donde la medida fue
10mm.

Zona de inhibicién:
L.casei vs. E.coli

Foto 1. Halos de inhibicidon de L.plantarum y L.cassei vs E.coli

mm

Zonas de inhibicion

L.casei

dias

E.coli

= 10,56
m 50,8
0 333,33

L.plantarum

Grafica 1. Efecto del extracto L.cassei y L.plantarum sobre E.coli

Discusioén

La conservacion de los alimentos y la preven-
cién de la ocurrencia de Enfermedades de Trans-
mision Alimentaria (ETA) en los individuos, han
motivado que el mundo industrial y el cientifico
se interesen por conocer con mayor detalle el

modo de accion de las bacterias acido lacticas
especialmente las probidticos y de algunos de
sus metabolitos sobre los microorganismos
patdégenos. Actualmente la industria de alimen-
tos esta utilizando los extractos purificados de
Bacterias acido lacticas y probioticas para con-
trolar bacterias patégenas, estas sustancias han
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sido llamadas bacteriocinas y se han conside-
rados como sustancias GRAS (Generally
Recognized As Safe)?, y confieren al consumi-
dor funcién nutraceutica; no solo por su funcion
nutricional sino protectante.

Los analisis de Unidades de Actividad mostra-
ron que el extracto de L.cassei es activo aun en
diluciones altas, lo cual significa que el extracto
tiene actividad aun a muy pequefas concentra-
ciones, resultado importante para utilizarse como
bioconservante en alimentos que presenten un
contenido de agua alto. Sin embargo la activi-
dad de L.plantarum se ve disminuida o afectada
completamente contra E.coli cuando la dilucién
se hace muy alta?.

En estudios previos a éste, ambas cepas de
Lactobacillus fueron consideradas probidticas.
La produccién de numerosas sustancias
antimicrobianas especificas como acido lactico,
acetoaceético, diacetilo y bacteriocinas entre otras
les confiere su capacidad bactericida; sobre di-
ferentes cepas de bacterias gram negativas y
gram positivas patégenas®.

Dentro de los resultados obtenidos en la investi-
gacion se comprobd que L.cassei presentaba
actividad bactericida frente a E.coli aun en dilu-
ciones muy altas; 10-*ademas de presentar es-
tabilidad a temperaturas de refrigeracion duran-
te los 15 dias del analisis, Ogubanwo Sanni y
Onilude®*° obtuvieron resultados similares, don-
de el extracto a temperaturas de congelacién
conserva mas sus cualidades antimicrobianas.

Los resultados obtenidos en esta investigacion
determinaron que los extractos de L.cassei, pre-
sentaron actividad antag6nica In Vitro contra
E.coli. Es probable que esta actividad se deba
a la produccién sustancias bactericidas especi-
ficas contra gram negativas, las cuales
solubilizan el lipopolisacarido y destruyen la
membrana citoplasmatica vaciando su conten-
dido celular, de esta manera generan inhibicién
parcial o total de estos microorganismos 12,

Se cree que hay muchas formas por las cuales
se generan antagonismo con estos
microorganismos contra bacterias patégenas a
nivel in vivo, regularmente es por los nutrientes
pero también por el espacio fisico. Algunas bac-
terias pueden inhibir la adherencia de los agen-
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tes patdégenos a los sitios receptores por un
mecanismo de obstruccién estérica o de bloqueo
especifico del receptor, con lo que se produce
una prevencion de la colonizacién de
microorganismos patégenos por inhibicion com-
petitiva en los lugares de adhesion.

Conclusioén

En conclusién se pudo comprobar que los ex-
tractos obtenidos de L.casseiy L. plantarum pre-
sentan actividad bactericida In Vitro frente a
E.coli; y permanecieron estables a temperatu-
ras de refrigeracion durante los 15 dias de eva-
luacion. Los resultados encontrados en esta in-
vestigacion serviran de apoyo en la aplicacion
de bioconservantes alimentarios en la industria
lactea y carnica siendo un punto de partida en la
industria de bioconservante s de origen natural.
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