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ABREVIATURAS

AmpC: Enzimas beta-lactamasas.

AU/mL: Unidades Activas por mililitro.

BHI: Brain Heart Infusion Broth, caldo cerebro corazén.

BLEE: Enzimas beta-lactamasas de espectro extendido.

BLIS: Bacteriocin-like inhibitory subtances, sustancias inhibitorias como bacteriocinas.
BLS: Bacteriocin-like substances, sustancias como bacteriocinas.
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FAO: Organizacién de Alimentacion y Agricultura.

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos.
FLAB: Bacterias del Acido Lactico Fructifilico.

GRAS: Generally Regarded As Safe; Generalmente Considerada Como Segura.
HHS: Departamento de Salud y Servicios Sociales de los Estados Unidos.
IAAS: Infecciones Asociadas a la Atencion en Salud.

ISP: Instituto de Salud Publica de Chile.

KDa: Kilo Dalton.

L. kunkeei: Lactobacillus kunkeei.

L. platarum: Lactobacillus plantarum.

L. rhamnosus: Lactobacillus rhamnosus.

LAB: Bacterias del Acido Lactico.



LLI001: Lactobacillus kunkeei LLIOO1.

LLI002: Lactobacillus kunkeei LLI0O2.

LLI003: Lactobacillus kunkeei LLIOO3.

LLIOOS: Lactobacillus kunkeei LLIOOS.

LLPO11: Pseudomonas aeruginosa LLP0O11, aislado clinico.

Lp: Lactobacillus plantarum.

MDR: Multidrug-Resistance; Multirresistencia a los antibidticos.
MexAB-OprM: Sistema de bomba de expulsidon de multiples antibidticos MexA, MexB y OprM.
Minsal: Ministerio de Salud de la Republica de Chile.

MP2: Lactobacillus kunkeei MP2.

MRS: Man-Rogosa-Sharpe broth; Caldo de Man, Rogosa y Sharpe.
OIE: Organizacién Mundial de Sanidad Animal.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

ONU: Organizacion de las Naciones Unidas.

OprD: Outer Membrane Porin D; Porina D de membrana externa.
OPS: Organizacién Panamericana de la Salud.

P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa.

Pa: Pseudomonas aeruginosa.

PA14: Pseudomonas aeruginosa PA14.

PAO1: Pseudomonas aeruginosa PAO1.

PDR: Pandrug-Resistance; Panresistencia a los antibidticos.

PM: Peso Molecular.



VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana.
WBC: Whole Bacterial Culture; Cultivo Completo Bacteriano.
XDR: Extensively Drug-Resistance; Resistencia Extendida a los antibidticos.

A: Longitud de Onda.
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iv. RESUMEN
La resistencia a los antibidticos por parte de bacterias patégenas se ha declarado como una emergencia
a nivel global. Pseudomonas aeruginosa es un patégeno nosocomial resistente a los antibidticos y
formador de biopeliculas, cuyas infecciones y manifestaciones clinicas pueden llegar a ser mortales en
pacientes inmunocomprometidos. Se ha descrito que las bacterias acido lacticas (LAB) son capaces de
generar componentes bioactivos con propiedades antimicrobianas, por ejemplo, las bacteriocinas. En
la presente tesis se estudié el efecto de una LAB, Lactobacillus kunkeei, para generar sustancias
antimicrobianas contra P. aeruginosa. Para ello, el objetivo de este trabajo es determinar la naturaleza
bioquimica y el efecto del agente antimicrobiano contra Pseudomonas aeruginosa, producido por
cepas de Lactobacillus kunkeei. Para lograr este objetivo, se propuso analizar la actividad
antimicrobiana del cultivo bacteriano y el sobrenadante, mediante ensayos de inhibicién en placa de
agar y en curva de crecimiento. Con este fin, se utilizaron medios de cultivo sélido en placa agar y
mediante ensayo de inhibicidn sobre el césped bacteriano con adicidn de pocillos, para determinar el
halo de inhibicion en WBC y CFS de la especie de L. kunkeei. Posterormente se analizd el efecto
inhibitorio de CFS en medio liquido durante la curva de crecimiento de especies de P. aeruginosa
mediante espectrofotometria automatizada. Como resultados se demostré que L. kunkeei LLIO03,
aislada desde intestino de abeja apicola chilena, produce sustancias antimicrobianas y altera el
crecimiento en placay caldo de tres diferentes cepas de P. aeruginosa PAO1, PA14 y LLPO11, esta Ultima
aislada desde paciente con fibrosis quistica. Ademdas se caracterizd parcialmente la naturaleza
bioquimica del agente antimicrobiano mediante tratamiento enzimatico y térmico durante la curva de
crecimiento de P. ageruginosa LLPO11 en medio de cultivo liquido. Como resultado se identifico la
presencia de moléculas de naturaleza proteica contenida en CFS de co-cultivo. De este trabajo se puede
concluir que la busqueda de microorganismos en nichos ecoldgicos puede otorgar compuestos activos
de interés en la industria farmacéutica y médica, como posibles candidatos de tratamientos contra
patdgenos microbianos. Estos resultados nos mostraron que el género Lactobacillus, y especificamente
la especie L. kunkeei es capaz de generar sustancias antimicrobianas, posiblemente mediado por un
mecanismo de induccidn, que inhiben el crecimiento del patégeno humano P. aerugionosa, y por ende,

ser fuente de nuevos antibidticos para poder aplicarse en medicina.
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V. SUMMARY
Resistance to antibiotic by pathogenic bacteria has been declared a global emergency. Pseudomonas
aeruginosa is an antibiotic-resistant and biofilm-forming nosocomial pathogen, the infections and
clinical manifestations of which can be fatal in inmmunocompromised patients. Lactic acid bacteria
(LAB) have been described as capable of generating bioactive components with antimicrobial
properties, for example bacteriocins. In the present thesis, the effect of a LAB, Lactobacillus kunkeei in
generatin antimicrobial substances against P. aeruginosa was studied. For this, the objetive of this work
was to determine the biochemical nature and the effect of the antimicrobial agent against
Pseudomonas aeruginosa, produced by Lactobacillus kunkeei strains. To achieve this objective, it was
proposed to analyze the antimicrobial activity of the bacterial culture and the supernatant, using agar
plate and growth curve inhibition assays. For this purpose, solid culture media on agar plate and by
inhibition assay on bacterial lawn with addition of wells were used to determine the inhibition halo in
WBC and CFS of the L. kunkeei species. Subsequently, the inhibitory effect of CFS in liquid médium
during the growth curve of P. aeruginosa species was analysed by automated spectrophotometry. As
results, it was demonstrated that L.kunkeei LLI003, isolated from the Chilean bee’s intestine, produces
antimicrobial substances and alters the growth in plaque and broth of three diferrent strains of P.
aeruginosa PAO1, PA14 and LLP0O11, the latter isolated from a patient with fibrosis cystics. Furthemore,
the biochemical nature of the antimicrobial agent was partially characterized by enzymatic and termal
treatment during the growth curve of P. aeruginosa LLPO11 in liquid culture médium. As a result, the
presence of protein molecules contained in co-culture CFS was identified. From this work it can be
concluded that the search for microrganisms in ecological niches can provide active compounds of
interest in the pharmaceutical and medical industries, as posible candidates for treatments against
microbial pathogens. These results showed us that the genus Lacobacillus, and specifically the species
L. kunkeei, is capable of generating antimicrobial substances, posibly mediated by an induction
mechanism, that inhibit the growth of the human pathogen P. aeruginosa, and therefore, be a source

of new antibiotics to be applied in medicine.
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1. INTRODUCCION

1.1. Resistencia a los antimicrobianos, problematica e implicancias
Desde hace décadas se ha observado un incremento significativo en la resistencia a los antibidticos, los
gue son usualmente utilizados desde 1943 para el tratamiento de infecciones de origen bacteriano
mejorando de manera significativa la esperanza de vida humana y animal (1). Sin embargo, el uso y
abuso de los antibiodticos ha traido consigo la aparicidon de bacterias resistentes que sobreviven a su
efecto, lo que ha causado que en el mundo aumenten significativa y progresivamente las muertes por
infecciones dificiles de tratar o intratables. Se estima que el 80% de los antibidticos son aplicados en
las industrias ganaderas, agricolas y acuicola, mientras que el 30% restante es aplicado en la salud
humana (2 y 3). En el afio 2013, el Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) junto
con el Departamento de Salud y Servicios Sociales de los Estados Unidos (HHS) reportaron que por lo
menos 2 millones de personas son infectadas con patégenos resistentes cada afio en los Estados Unidos
con resultado de 23 mil personas fallecidas (4), mientras que afio 2019, 2,8 millones de personas
adquirieron infecciones resistentes resultando en 35 mil muertes (1). En el afo 2014, la Comisién de
Revisién sobre la resistencia a los antimicrobianos estimé que 700 mil personas mueren cada afio a
nivel mundial por microorganismos resistentes a los antibidticos, proyectando que para el afio 2050 las
muertes atribuibles a infecciones podrian alcanzar las 10 millones por afio a nivel mundial, superando
los casos de muertes por Cancer (2). Asi, las enfermedades de origen infeccioso corresponden a un

objetivo prioritario en relacién a la Salud Publica.

Las infecciones por resistencia a los antibidticos generan costos adicionales tanto a nivel econémico
como a nivel personal en la vida de los pacientes. En la mayoria de los casos, se requieren tratamientos
prolongados y/o costosos, alargan las estadias en el hospital, requieren visitas a médicos adicionales y
uso de atencién médica especializada. En Estados Unidos el costo total por paciente asociado a una
infeccion bacteriana sin resistencia a los antibidticos puede alcanzar los US$1.394 de ddlares, mientras
que un costo asociado a una infeccién bacteriana con resistencia puede alcanzar los USS$3.698 de
délares (5), pudiendo alcanzar USS20 Billones de ddlares al afio, incluyendo gastos adicionales para la
sociedad por la pérdida de productividad de hasta US$35 Billones de ddlares al afio (valor del délar en

el afio 2008) (4), ademas los costos totales incrementaran anualmente por un monto de US$1.380 de
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ddlares (5). Mientras que los costos acumulados a nivel mundial para el afio 2050, puede alcanzar los

US$100 Trillones de délares (2).

1.1.1. Realidad de Chile: uso de antibioticos, prevencidn y gestion de patégenos resistentes
En Chile, existe un uso desmedido de antimicrobianos en la medicina veterinaria, especialmente en la
acuicultura del salmdn, en que se ha observado un incremento en los antibidticos utilizados, lo que
esta directamente relacionado con el surgimiento de niveles altos en la resistencia antimicrobiana. Un
ejemplo de ello es la importacién total de 7.775 toneladas de antibidticos para uso veterinario,
mientras que para uso clinico en humanos se importaron un total de 381 toneladas, en ambos casos
durante el periodo 1998-2015. Por otra parte en la medicina veterinaria e industria agropecuaria se
utilizan excesivamente quinolonas, que son antibidticos de Ultimo recurso en medicina humana frente

infecciones microbioldgicas graves (6).

El gobierno chileno en el ano 2017, propuso un plan nacional de prevencion y gestion contra la
resistencia antimicrobiana, adoptando recomendaciones de la Organizacidn Mundial de la Salud (OMS)
(6,7,8), Organizacion de Alimentacidn y Agricultura (FAO), Oficina International de Epizootias (OIE) y la
Asamblea General de las Naciones Unidas (ONU), con la finalidad de disminuir la diseminacién de
microorganismos resistentes a modo de evitar la emergencia en la salud de las personas, y asi, entrar
en linea con el concepto de “Una Salud”, el cual consta de “un enfoque colaborativo, multisectorial y
transdisciplinario, que trabaja a nivel local, regional, nacional y global, para lograr resultados dptimos
de salud y bienestar que reconocen las interconexiones entre las personas, los animales, las plantas y
su entorno compartido” (One Health Commission) (9). Acorde al control microbioldgico en Chile han
establecido estrategias, tales como; (A) mejorar la concientizacidn publica y formacién publica, (B)
vigilar la resistencia antimicrobiana en forma integrada, (C) prevenir y controlar las infecciones
asociadas a la atencidn de salud, (D) utilizar de forma dptima los medicamentos antimicrobianos en la

salud humana y animal, y (E) realizar investigacidn relacionada con resistencia antimicrobiana (8).

No obstante, el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP) junto a los datos de la consultora IQVIA, en el
ano 2019 sefialaron en un estudio, la deteccion en el aumento de consumo de cinco antibidticos de

medicina humana; Ammoxicilina, Ciprofloxacino, Azitromicina, Cefadroxilo y Amoxicilina con acido
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Clavulanico, durante el periodo 2014-2019, la variacion en el aumento fue desde 2,9% para
Ciprofloxacino hasta 34% para Azitromicina, representado en nimeros de cajas vendidas por principio
activo, por lo tanto es de extrema importancia en utilizar con prudencia y responsabilidad los

antibioticos, y asi, proteger la eficacia de los medicamentos y la salud en la poblacién (10).

1.1.2. Vigilancia de resistencia a los antimicrobianos e infecciones intrahospitalarias en Chile
Para estimar la eficacia de los antibidticos, como también, reportar el surgimiento de cepas bacterianas
resistentes a estos medicamentos, los laboratorios hospitalarios y clinicos, reportan vigilancias de la
susceptibilidad microbiana frente a antibiéticos de utilidad clinica. Aquella informacién es recopilada
por un érgano estatal e instituto nacional correspondiente a la salud publica nacional, propio de cada
pais. En Chile, el Instituto de Salud Publica (ISP) y el Ministerio de Salud (MINSAL), reportaron la
sensibilidad de una cantidad de antimicrobianos, establecida por las mismas instituciones, frente a los
agentes infecciosos de alta frecuencia en hospitales, asociadas a la atencién de salud, tales como;
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii,
Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium, desde el afio 1991 al 2016, con excepcién de los afios
2010 y 2011 (11). En los cuales se observa una tendencia heterogénea a la resistencia hacia los
antibidticos, en que por lo general, por literatura y praxis, se observa un aumento de resistencia a los
antimicrobianos de manera paulatina hasta estabilizarse o incluso revertir (1, 4, 12-15) (Tabla 1). Por
lo que a un mal manejo y uso excesivo de los antibiéticos, ya sea por mal diagndstico o tratamiento
empirico no adecuado (3), o una utilidad irresponsable (6 y 10), genera mayor resistencia microbiana

frente a estos medicamentos.

Entonces la problematica recae en que el origen y diseminacién de microorganismos patégenos, que
ocurre en recintos hospitalarios y clinicas, que conllevan a infecciones intrahospitalarias o infecciones
nosocomiales. Las infecciones instrahospitalarias o infecciones nosocomiales, son aquellas que ocurren
durante el ingreso, instancia e incluso egreso del paciente del recinto de salud, debido al proceso
infeccioso que ocurre entre las 48 horas a 72 horas postingreso (16 y 17). Las infecciones
intrahospitalarias pueden abordar entre 5 a 10% de los pacientes que se internan en un recinto
hospitalario o clinico (16), sin embargo en Chile, los niveles de prevalencia son menores entre 4,7% a

3,8%, desde el afio 2015 al 2018 (18). Las infecciones intrahospitalarias de mayor prevalencia
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(frecuencia y distribucion), en recintos hospitalarios desde mayor complejidad, mediana, hasta menor
complejidad, habitualmente son: “infecciones urinarias”, con una prevalencia del 21,33%; “neumonia
sin ventilacion mecanica”, con el 14,76%; “bacteremia/septicemia”, con el 8,54%; “infeccion de herida
operatoria”, con el 8,54%; “infeccion gastrointestinal, con el 7,59%; neumonia con ventilacién
mecdnica, con el 6,38% y “otras infecciones”, el 32,9% restante, durante el periodo 2014-2018 (18)
(Tabla 2). El desarrollo de la infeccién depende de la edad del paciente, el estado inmunitario del
mismo, historia clinica, comorbidades, estado nutricional, el estrés, el sexo, patologia de base, cantidad
de dias de internacidn, agente etioldgico y mecanismo de trasmision (16). El impacto grave que implica
las infecciones intrahospitalaria o infecciones nosocomiales en la salud humana, sistema social y
econdmico, procuran una extrema importancia y urgencia, dado que, aumenta la morbilidad,
mortalidad y el costo de los pacientes hospitalizados, en Chile pudiendo alcanzar los US$ 70 millones

de ddlares (19).
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TABLA 1: Susceptibilidad antimicrobiana de los agentes infecciosos intrahospitalaria en Chile. Sensibilidad a los
antibioticos de los agentes infecciosos de alta frecuencia en hospitales de Chile. (*), afios 2010 y 2011 sin datos

(11).

Patdgeno (cepas)
Staphylococcus aureus

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
(resistencia a carbapenémicos)

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
(resistencia a carbapenémicos)

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii

(resistencia a carbapenémicos)

Enteracoccus faecalis

Enterococcus faecium

Antibiéticos
Oxaciclina
Ciprofloxacine
Gentamicina

Cefotaxima

Imipenem
Meropenem
Ertapenem
Ceftazidima

Gentamicina

Imipenem
Meropenem
Amikacina
Ciprofloxacino

Sulbactam /Ampicilina

Imipenem
Meropenem
Ampicilina
Vancomicina
Teicoplanina
Linezolid
Ampicilina
Vancomicina
Teicoplanina

Linezolid

% Cepas Resistentes( nivel

min./periodo)

33,5% / 1991-1993
16,8% / 1994-1996
44,7% / 2014-2016

22,4% [ 1991-1993

2,2% [ 2013

7,3% / 2012

26,5% / 2012
10,8% / 1994-1996

24,8% / 2014-2016

34% / 2015

32,5% / 2015
56,8% / 1997-2000
68,1% / 2014-2016
8,1% / 1991-1393

43,1% / 2016
44,5% [ 2016
7,1% / 2016
0,9% / 2012
0% / 2012
0,5% /2012
86,4% [ 2014
67% / 2015
48,1% / 2014

0% / 2012

% Cepas Resistentes{ nivel

max./periodo)
67,7% / 2008-2010*
64,1% / 2014-2016
66,1% / 2008-2010*

77,8% / 2008-2010*

4,4% [ 2015

13,9% / 2016
40,2% / 2015
37,3% / 2011*-2013

52,1% / 1991-1993

44,2% [ 2014

41,6% / 2014

78,1% / 2005-2007
92,2% / 2008-2010*
71,5% / 2008-2010*

74,7% / 2015
83,9% / 2013
15,1% / 2015
7% [ 2015
6,6% / 2015
4,6% [ 2015
94,9% [ 2013
82,8% / 2013
71% [ 2012

5,6% / 2015

N2 Cepas Estudiadas

16.773

10.868

4,993

7.587

3.499

4.572

1.469

2.882

1.481
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TABLA 2: Tipos de infecciones y agente etiolégico responsable. Agentes infecciosos responsables, tipo de
infeccidn causante y su prevalencia en infecciones intrahospitalarias (18).

Neumonia con

Agente Etiolégico\ Infeccion del Tracto Infecciones de Infecciones del Ventilacidon

ipo de Infeccidon  Urinario por Catéter Herida Operatoria Torrente Sanguineo Mecanica Invasiva

N2 Ne Ng Ne

Patégeno Casos/Prevalencia Casos/Prevalencia Casos/Prevalencia Casos/Prevalencia
Intrahospitalario  {%) (%) (%) (%)
Pseudomonas
aeruginosa 251/ 13,84% 13/ 4,69% 100/ 8,16% 203/ 22,48%
Staphylococcus
aureus no presente 86 / 31,05% 229/ 18,68% 181 / 20,04%
Acinetobacter
baumannii no presente 9/3,25% 28 /2,28% 77/ 8,53%
Klebsiella
pneurnoniae 468 [ 25,81% 31/11,19% 172 / 14,03% 182/ 20,16%
Enterococcus
faecalis 169/9,32% 21/7,58% 28 /2,28% no presente
Enterococcus
faecium no presente no presente 29/2,37% no presente

Total de casos
presentes
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1.1.3. Enfoques y plan de accién de la organizaciéon mundial de la salud
En el afio 2016 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) emitié un documento “Critically Important
Antimicrobials for Human Medicine” de clasificacién de antimicrobianos de importancia médica parala
gestion del riesgo de resistencia a los antimicrobianos, en industrias alimenticias, agropecuarias,
medicina veterinaria y salud publica. Con la finalidad de garantizar un uso adecuado y responsable de
los antimicrobianos de importancia critica en medicina humana y medicina veterinaria (7). Es de tal
urgencia e importancia de controlar los brotes epidemiolégicos y prevenir la diseminacién de variantes
resistentes a los antibidticos, que la aparicién de multirresistencia ha sido catalogado grave por la OMS,
presentado un listado, en el afio 2017, categorizado con diferentes niveles de prioridad a la hora de
investigar y desarrollar nuevos antibidticos o tratamientos contra los microorganismos resistentes a los
antibidticos, como prioridad critica se encuentran; Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa
y Enterobacteriaceae, en prioridad alta; Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Helicobacter
pylori, Campylobacter, Salmonella spp y Neisseria gonorrhoeae, y como prioridad media; Streptococcus

pneumoniae, Haemophilus influenzae y Shigella spp. (20).

1.2. Pseudomonas aeruginosa
Uno de los microorganismos presentes como la prioridad critica es Pseudomonas aeruginosa, un bacilo
Gram negativo, aerobio estricto, que se encuentra naturalmente en suelos, fuentes de agua (mar, rios,
lagos, piscinas y plantas de tratamiento de aguas residuales), en microbiota vegetal, animal y humana,
lo cual puede facilitar su exposicion a los antibidticos y, con ello poder adaptarse y adquirir resistencia
(21-29). Este microorganismo descrito como patdgeno oportunista, estd implicado en infecciones
nosocomiales, fundamentalmente en pacientes inmunodeprimidos de manera local o general, siendo
su incidencia frecuente en infecciones intrahospitalaria en pacientes que se encuentran en cuidados
intensivos, por ejemplo, pacientes con cancer, VIH, fibrosis quistica, trasplantes de drganos, entre
otros. Las manifestaciones clinicas ocasionadas por el patdgeno son: infecciones respiratorias,
urinarias, oculares, dticas, cutaneas, gastrointestinales, bacteremia, endocarditis y meningeas (30). Los
dafios que puede ocasionar este patdgeno en el sistema de salud, social y econdmico, por ejemplo en
Estados Unidos en el afio 2017, implicd 32.600 casos de pacientes hospitalizados, 767 millones de

dodlares en costos hospitalarios, y 2.700 muertes (1).
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P. aeruginosa segun el serotipo identificado, presenta resistencia a muchos grupos de antibidticos de
distintos blancos celulares y moleculares tales como aquellos que afectan la pared bacteriana, alteran
la membrana citoplasmatica, inhiben la sintesis proteica y alteran el metabolismo o estructura de los
acido nucleicos. Entre estos se encuentran los betalactamicos que derivan en Penicilina, Cefalosporinas
de primera generacidn, Cefalosporinas de segunda generacion, Cefalosporinas de tercera generacion,
Cefalosporinas de cuarta generacién, Monobactamicos y Carbapenémicos, las Polimixinas, los
Aminoglucdsidos , y las Fluoroquinolonas o Fluorquinolonas o Quinolonas de primera generacién,
Quinolonas de segunda generacidn, Quinolonas de tercera generacién y Quinolonas de cuarta

generacion (31-35).

1.2.1. Maecanismos de resistencia en Pseudomonas aeruginosa
Uno de los mecanismos de inactivacién de antimicrobianos corresponde a la hidrdlisis enzimatica del
anillo beta-lactamico presente en la estructura quimica de los antibidticos betalactamicos por accidon
de enzimas beta-lactamasas. Entre las beta-lactamasas, estan las tipo AmpC que son codificadas en el
cromosoma (o en plasmidos con expresidn constitutiva por otras Gram negativo); las tipo BLEE (beta-
lactamasas de espectro extendido) que se han originado por medio de mutaciones espontaneas de
Beta-lactamasas de espectro reducido y, las Cabapenemasas, un subgrupo de las BLEE mas especificas
contra carbapenémicos, pero que de igual manera inactivan otros beta-lactdmicos, descritas en
cromosomas, pero también pueden estar presente en elementos genéticos méviles (plasmidos,
transposones e integrones). Existen dos clases de Carbapenemasas, las carbapenemasas de serina
(residuo de serina en su sitio activo) correspondiente a clase A y Metalo-beta-lactamasas
(Carbapenemasa que requiere de cationes divalentes en su sitio activo como cofactor, como el zinc)

correspondiente a clase B segun la clasificacién molecular de Ambler (36, 37 y 38).

Otros mecanismos de resistencia a antibidticos presentes en P. aeruginosa corresponden a mutaciones
gue dan como resultado la modificacién de canales (por ejemplo, porinas), que permiten el ingreso de
los antibidticos, la modificacién de las moléculas blanco y/o la presencia de bombas de expulsion. Por
ejemplo, en P. aeruginosa se ha observado mecanismos ligados a la resistencia de Meropenem, un
carbapenémico, debido a la mutacién en la porina OprD y/o a la presencia del sistema MexAB-OprM,

gue corresponde a una bomba de expulsion (36, 37 y 38).
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La resistencia intrinseca de este patdégeno oportunista, también estd condicionada por la facilidad de
mutaciones cromosdmicas y la adquisicion de elementos genéticos moviles (transferencia horizontal
de genes), como los plasmidos e integrones desde Pseudomonas aeruginosa instrahospitalarias hacia
P. aeruginosa de nichos comensales o ambientales incluso en sentido inverso, como también
transferencia horizontal entre otras bacterias Gram negativo patégenas generando un aumento en los
factores de riesgo potenciales a infeccion y la epidemiologia (36, 37 y 38). Aislados de P. aeruginosa
multirresistentes a antibiéticos (MDR: “Multidrug-Resistant”) son resistentes a tres de los diez grupos
de antibidticos, los aislados con resistencia extendida (XDR: “Extensively Drug-Resistant or Extreme
Drug resistance or Extensive Drug Resistance or Extremely Drug Resistance”) son resistentes a ocho o
nueve de los diez grupos de antibidticos, estos mismos se encuentran emergiendo con mas frecuencia,
y aislados panresistentes (PDR: “PanDrug-Resistant”), son resistentes a todos los grupos de

antibidticos, de frecuencia poco comun (39-42).

1.3. Las bacterias acido lacticas (LAB)
Si bien existen varios enfoques de investigacion para el control de patdégenos mediante
antimicrobianos, con objeto de tratamiento alternativo a los antibidticos, tales como el uso de
bacteriofagos (43), anticuerpos y vacunas (44 y 45), CRISPR/Cas (46), nanoparticulas y nanomateriales
(47, 48 y 49) , aceites esenciales de vegetales (50), extracto de plantas (51), inhibidores de quorum-
sensing (52, 53 y 54), inteligencia artificial (55 y 56), y los metabolitos con propiedades antimicrobianas
generados a partir de otros microorganismos (57 y 58), de bacterias beneficiosas y probidticas (59 y

60), e incluso del tipo acido lacticas han suscitado un gran interés (61).

Las bacterias acido lacticas (LAB), llamadas asi por fermentar carbohidratos generando acido lactico
principalmente, son clasificados como Gram positivo, GRAS (Generalmente Considerada Como Segura)
y pertenecientes al Phylum de Firmicutes, Clase Bacilli, Orden Lactobacilli, Subdivision Clostridium-
Bacillus, la que incluye los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranumlum, Enterococcus,
Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella, en el cual el grupo mas abundante son los
Lactobacillus. Las LAB son no matiles, no esporuladas, catalasa negativo, fastidiosas (requiere complejo

nutricional como aminodacidos, péptidos, nucledtidos, vitaminas, minerales, acidos grasos y
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carbohidratos), tolerantes a pH acido (pH 6ptimo de 5.5-5.8), tolerantes a altas concentraciones de

sales biliares conjugados y desconjugados, y son anaerobias facultativas (62-66).

Las LAB muestran propiedades profilacticas y aplicaciones tecnoldgicas atractivas, tanto en aplicaciones
médicas como en la industria alimentaria, debido a sus capacidades anteriormente mencionadas en
conjunto con su resistencia al congelamiento y secado en frio, adhesion y colonizacién de la mucosa
digestiva, produccion de vitaminas y componentes antimicrobianos. Los metabolitos y compuestos
activos secretados por LAB tales como, acidos organicos, etanol, acidos grasos de cadena corta,
acetoina, perdxido de hidrégeno, diacetilo y bacteriocinas (péptidos antimicrobianos de origen
bacteriano), confieren los efectos preservativos, bacteriostdticos, bactericidas, antimicrobianos y

profilacticos en los productos alimentarios y en la mucosa digestiva (62-66).

1.3.1. Péptidos antimicrobianos
Los péptidos antimicrobianos, también conocidos como péptidos de defensa del organismo, tienen
actividad antimicrobiana de amplio espectro contra bacterias, hongos y virus. Estas proteinas son
componentes indispensables en el sistema inmune innato en diversos organismos como en humanos,
animales, plantas y microorganismos, por lo cual son la primera linea defensiva contra infecciones
microbioldgicas, de proteccidn contra invasores microbianos, e incluso, de competencia por un nicho
ecoldgico en concreto, por otra parte, el mecanismo de accidn de estos péptidos son diferentes a los
antibioticos, otorgando la capacidad ser aplicados en tratamientos contra patdgenos resistentes a los

antibioticos (67-73).

1.3.2. Bacteriocinas
Las bacteriocinas son un tipo de antimicrobianos de naturaleza proteica o polipeptidica de origen
bacteriano (74), las cuales tienen como funcidn de inhibir el crecimiento microbiano de bacterias por
la competencia de un nicho ecolégico en particular (75). Se diferencian de los antibiéticos, en que estdn
codificados por genes que puedenser cromosomales o formar parte de los elementos genéticos méviles
como; plasmidos, integrones y transposones, mientras que estos ultimos son metabolitos secundarios,

producto de las reacciones enzimaticas (74 y 76). El mecanismo de accién mas comun es la formacién
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de poros en la membranay su espectro de accién es heterogéneo, pudiendo afectar a microorganismos

gue estén tanto estrechamente relacionados como alejados filogenéticamente.

Las bacteriocinas se suelen estudiar y aislar a partir de cultivos de bacterias Gram positivo y Gram
negativo (76). En las bacterias Gram negativo, se han descrito y clasificado como: Microcinas (clase |,
clase lla y llb) y colicinas, en que se han descubierto y estudiado en bacterias de la familia
Enterobacteriaceae (77 y 78) (tabla 3). Mientras que las bacteriocinas sintetizadas por bacterias Gram
positiva se han agrupado en: clase | (la, Ib y Ic), clase Il (lla, llIb, llc y lld), clase llI (llla y IlIb) y clase IV
(BLIS: bacteriocin-like inhibitory subtances, o BLS: bacteriocin-like subtances) Las bacterias LAB son una

de las principales fuentes de bacteriocinas conocidas (74 y 79) (tabla 3).

Las bacterias de las especie Lactobacillus spp. han mostrado ser fuentes de bacteriocinas que tienen un
alto potencial en medicina humana y animal. Entre las bacterias de esta especie que estan descritas
como productoras de bacteriocinas estan L. acidophilus, L. johnsonii, L. casei, L. plantarum, entre otras

(80).
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TABLA 3: Caracteristicas basicas de las bacteriocinas en bacterias Gram positivo y Gram negativo. Propiedades
diferenciadores mas elementales, entre las distintas clases de bacteriocinas de bacterias Gram positivo y Gram
negativa. (P.M.) Peso molecular. (KDa) Kilo Dalton (77 y 79).

Tipo de bacteria

Clase de bacteriocinas

Subclases de

bacteriocinas

Propiedades

Gram positivo

Bacteriocinas clase I.

(Lantibidticos)

Clase la

(Lantipeptidos)

Clase Ib
(Globular)

Clase Ic
(Sactipéptidos)

(no descrito en LAB)

*P.M. <5 KDa.
*Termo resistente
eLantionina,
Metillantionina,
Dehidroalanina,
Dehidrobutirina y D-

Alanina.

Bacteriocinas clase Il

(No lantibiéticos)

Clase lla

(Pediocin-like)

Clase b

(dos péptidos)

Clase llc

(circular)

Clase lld

(non-pediocin-like,

*P.M. <10 KDa.

*Termo resistente.

lineal)
Bacteriocinas clase Il Clase llla *P.M. >30 KDa.
(lysozymes-like *Termolabil.

bacteriocins o)
bacteriolicinas o)

bacterioliticas)

Clase lllb
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(non-lysozymes

antibacterial

proteins o no liticas)

Bacteriocinas clase IV BLIS o BLS *P.M. 10-30 KDa.
*Termo resistente.
*Contiene lipido o
carbohidrato
Tipo de bacteria | Clase de bacteriocinas Subclases de | Propiedades
bacteriocinas
Gram negativo | Microcinas clase | *P.M. <5 KDa.
Microcinas clase I Clase lla *P.M. 7-10 KDa.
Clase llb

Colisinas

*P.M. 25-80 KDa.
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1.3.3. Lactobacillus kunkeei
Lactobacillus kunkeei (L. kunkeei), es una especie de Lactobacillus spp. que ha sido aislada desde flores,
miel, vino, frutas, insectos y de la microbiota intestinal de las abejas polinizadoras (Apis mellifera). L.
kunkeei, es fructofilica o FLAB (Fructiphilic Lactic Acid Bacteria), bacterias similares a LAB con mayor
afinidad a la fructosa como fuente de carbono (81-86). Cuando la abeja pecorea, toma contacto con las
bacterias presentes en las flores donde se encuentra L. kunkeei y se ha observado que su presencia en
la microbiota del insecto no sélo la protege de la infeccion de patdégenos como Nosema ceranae y
Paenibacillus larvae (87), sino que es capaz de generar una respuesta del tipo IgA en ratones (88).
Sumado a esto, un estudio desarrollado por Berrios y cols. (89) mostrd que L. kunkeei tiene una
actividad antagonica contra P. aeruginosa. En este estudio, se muestra que hay un efecto inhibitorio
de la biopelicula de una coleccion de cepas de L. kunkeei (cepas MP2, LLIOO1, LLIO02, LLIOO3 y LLIOO5)
contra el establecimiento de la biopelicula de P. aeruginosa (LLPO11, PAO1 y PA14) in vitro (figura 1)
(89), donde destacd especialmente L. kunkeei LLIO03, cuyo efecto contra el patdogeno también se
observad in vivo, al obtenerse un mayor porcentaje de supervivencia en el modelo de Galleria mellonella
(89). Recientemente se ha comprobado que L. kunkeei es capaz de generar bacteriocinas (kunkecina A)
que tiene actividad contra Melissococcus plutonius, un patégeno de abeja (90). Cabe, entonces,
preguntarse si dados a los resultados previos observados con P. aeruginosa, L. kunkeei produce esta u

otras bacteriocinas en su sobrenadante que afecta ahora al patégeno humano.
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Figura 1: Efecto negativo de la biopelicula de especies de Lactobacillus sobre la biopelicula de cepas P.
aeruginosa. La biopelicula de cepas de Lactobacillus kunkeei afecté negativamente la formacion, estabilizacion y
viabilidad de la biopelicula de cepas de P. aeruginosa, al comparar las UFC/mL de los patdgenos en contraste a la
poblacién obtenida a partir de BHI sélo. Las bacterias P. aeruginosa PA14 y LLPO11 presentaron mayor efecto
negativo en comparacién a PAO1, no obstante, LLP0O11 no presenté estadisticamente diferencia significativa. Este
antecedente permite sugerir la presencia de agentes inhibidores (agente antibacteriano o anti-biopelicula)
secretados por especies de Lactobacillus kunkeei. Referencia: Berrios y cols. (2018).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipétesis
El sobrenadante de Lactobacillus kunkeei contiene compuestos de naturaleza proteica del tipo

bacteriocina que actldan contra el crecimiento del patégeno Pseudomonas aeruginosa.

2.2. Objetivo general
Determinar la naturaleza bioquimica y el efecto del agente antimicrobiano contra Pseudomonas

aeruginosa, producido por cepas de Lactobacillus kunkeei.

2.2.1. Objetivo especifico 1
Analizar la actividad antimicrobiana del cultivo bacteriano y el sobrenadante, mediante ensayos de

inhibicién en placa de agar y en curva de crecimiento.

2.2.2. Objetivo especifico 2

Caracterizar bioquimicamente la naturaleza quimica del agente antimicrobiano.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo
Los microorganismos se cultivaron en base al procedimiento de Berrios y cols. modificado (89). Las
cepas bacterianas de Lactobacillus kunkeei LLIO01, LLIOO3 y MP2 se aislaron desde la microbiota
intestinal de abejas meliferas (Apis mellidera), provenientes de colmenas comunales en el area de
Maria Pinto, provincia de Melipilla en la zona central de Chile. Lactobacillus plantarum ATCC (L.
plantarum) se obtuvo desde el cepario del grupo de investigacidn. Las cepas de Lactobacillus se
cultivaron en medio cultivo Man-Rogosa-Shape broth (MRS; pH 5,7 + 0,2. Merck) a 372C (Estufa
incubadora digital BE600. Mermmet, Germany) en atmdsfera capnofilica de 9% CO; (Anaerocult C.
Merck). Cuando fue requerido realizar la experimentacidn se utilizé medio MRS a pH 7,4 o pH 6,2 o pH
5,7, ajustado mediante NaOH 5N para alcalinizar y HCl 1M para acidificar (pH-metro EZDO PL-500,
Arquimed, Chile), antes de ser sometido a esterilizacién. Las cepas bacterianas de Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) PAO1y PA14 fueron donadas por el doctor Francisco Chavez (Departamento
de Biologia, Universidad de Chile, Santiago, Chile). P. aeruginosa LLP011, un aislado clinico de fibrosis
quistica pulmonar, se obtuvo desde el cepario proveniente de Escuela de Tecnologia Médica (Facultad
de Ciencias, Universidad Mayor, Santiago, Chile). Las cepas de P. aeruginosa se cultivaron en medio de
cultivo Brain Heart Infusion broth (BHI; pH 7,4 + 0,2. Merck) a 372C en atmdsfera aerdbica bajo

agitacién a 125 rpm (Benchtop Shaker Incubator SI-600. Lab Companion).

3.2. Ensayo de inhibicién en placa agar con cultivo completo bacteriano (WBC) de Lactobacillus
spp.
El ensayo se realizd en base a la combinacién de los protocolos modificados de ensayos de difusién en
placa, especificamente el método de difusidn por pocillo en agar (“Agar Well Diffusion Method”, en
inglés) y el método de ensayo sobre el césped (“Spot-on lawn Assay Method”, en inglés) o método de
ensayo de superposicion (“Overlay Assay Method”, en inglés) (91-97), nombrado como ensayo sobre
el césped con pocillos (“Spot-on lawn assay with Wells”, en inglés) (98 y 99), pero con apertura en la
region superior de los pocillos. Las cepas de P. aeruginosa se cultivaron en caldo medio de cultivo BHI
en atmdsfera aerdbica, en agitacion a 372C durante 24 horas. Los cultivos completos bacterianos (WBC:
Whole Bacterial Culture, en inglés) se ajustaron a una densidad éptica (D.0.) de 0,2, con una longitud

de onda (A) de 600 nm mediante espectrofotometria (NanoQuant infinite M200 PRO®, software i-
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control 1.12 ©2016. Tecan™, Austria) (Anexo 1y 5) en caldo de cultivo BHI estéril. Se mezclaron 100
puL de cada cepa P. ageruginosa con 14 mL de agar suave o semisdlido 0,8% de BHI a 379C.
Posteriormente la mezcla se vierte sobre la superficie de placas conteniendo agar 1,5% MRS pH 7,4
estériles. Pocillos de un didmetro de 9 mm se realizan por medio del uso de puntas azules para
micropipetas estériles (p1000 o puntas azules 1000 pL sin corona, Deltalab, TCL). El protocolo se puede

observar en la figura (figura 2).

Las cepas de L. kunkeei y L. plantarum se crecieron y cultivaron en caldo medio de cultivo MRS pH 7,4
en atmodsfera capnofilica a 372C por 48 horas (L. kunkeei) o 24 horas (L. plantarum), obteniéndose
cultivos completos (WBC), los que posteriormente se ajustaron a una D.O. de 0,2 A 600nm. Un volumen
de 80 pL de cada WBC ajustado se depositd en un pocillo de la placa preparada anteriormente (figura
2). Luego son cultivados en atmédsfera aerdbica por 24 horas a 372C. El experimento fue abordado por

tres réplicas bioldgicas con sus triplicados técnicos respectivos.
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Figura 2: Ensayo de inhibicion en medio sélido. (A) Aplicacién de segunda capa de agar BHI suave con bacteria
indicadora, sobre placa agar MRS pH 7,4 con fijacidon de puntas de micropipeta p1000 esteriles. (B) Solidificacidon
del medio agar BHI suave con bacteria indicadora. (C) Ampliacion del proceso de doble capa de agar. (D) Remocidn
de puntas p1000 y aplicacion de WBC o CFS en los pocillos. (E) Ampliacion de del proceso de difusién desde los
pocillos en doble capa de agar.
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3.3. Ensayo de inhibicion en placa agar con WBC y sobrenadante libre de células (CFS) de L.
kunkeei LLI003 y L. plantarum en MRS pH 5,7, pH6,2ypH 7,4
El ensayo se realizd en base al protocolo modificado de Yang y cols. (100). Las cepas bacterianas se
cultivaron a 4 mL de medio liquido MRS pH 5,7 a 372C por 24 h (L. plantarum) o 48h (L. kunkeei LLI0O03)
en ambiente capnofilico. Transcurrido el tiempo, los cultivos se centrifugaron 10.000 rpm (12.857 RCF
011,5 G) 5 minutos a temperatura ambiente (Centrifuge 5804R, rotor F-34-6-38. Eppendorf, Germany).
Posteriormente, se descartaron los sobrenadantes y los sedimentos bacterianos se lavaron y
subsiguientemente se resuspendieron con 4 mL de medio MRS ajustado a diferentes pH (pH 5,7, pH
6,2 y pH 7,4) por medio de agitador vortex (Vortex Mixer VM-300. Arquimed, Chile). Este proceso se
repitié dos veces. Finalmente cada cultivo bacteriano con un volumen final de 4 mL de MRS de diferente
pH, se incubaron a 372C. Cepas de P. aeruginosa PAO1, PA14 y LLP011, se cultivaron 4 mL de medio de

cultivo liquido BHI, por 24 horas en ambiente aerébico a 372C con agitacién de 125 rpm.

Los cultivos de L. kunkeei LLI003 y L. plantarum se centrifugaron a 10.000 rpm (12.857 RCF 0 11,5 G)
por 5 minutos. Posteriormente el sobrenadante es rescatado por jeringa estéril (jeringa desechable 10
mL. Nipro, TCL Chile) y filtrado en filtro de 0,45 um (Syringe filter cellulose acetate. Valuprep, TCL Chile)
y almacenados en tubos para centrifuga de 15 mL estéril (centrifuge tubes. Falcon). Al sobrenadante
filtrado se le denomind sobrenadante libre de células (CFS: Cell-Free Supernatant en inglés). Por otra
parte, los sedimentos bacterianos de cada cultivo original se resuspendieron por medio de agitador
vortex en medios liquidos de MRS ajustados a diferentes valores de pH (pH 5,7, pH 6,2 y pH 7,4). Luego
las cepas P. aeruginosa LLP011, PAO1 y PA14, L. kunkeei LLIO0O3 y L. plantarum se ajustaron a una D.O.
600nm de 0,2. Posteriormente se realizé el mismo protocolo de inhibicién en placa agar ya explicado,
incorporando los CFS (figura 2) (Anexo 9). El experimento fue abordado por tres réplicas bioldgicas con

sus triplicados técnicos respectivos.
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3.4. Ensayo de inhibicién en curva de crecimiento de CFS procedente de monocultivo y
cocultivo
Los ensayos en curva de crecimiento se basod en los procedimientos de la empresa Tecan™ (101). Se
cultivaron L. plantarum en 4 mL de medio liquido MRS pH 7,4 a 372C por 24 hy L. kunkeei LLIO03 MRS
pH 6,2 por 48h en ambiente capnofilico. Mientras, las cepas P. aeruginosa LLP011, PAO1 y PA14 se
cultivaron en medio liquido BHI en atmésfera aerdbica, en una agitacién de 125 rpm a 379C durante 24

horas.

Transcurrido la incubacidn bacteriana, muestras de L. kunkeei LLIO03 y L. plantarum se aislaron y
filtraron para obtener CFS, mientras que otras se mezclaron con cada cepa de P. geruginosa LLP011,
PAO1y PA14 a una razon volumétrica de 3:1 (3 mL Lactobacillus con 1 mL de Pseudomonas), luego se
homogeneizaron por agitador vortex por 10 segundos y puestos a incubacién de 24 horas en ambiente
aerdbico a 372C bajo agitacién. Posteriormente a la incubacién, las mezclas bacterianas se

homogeneizaron, se aislaron y se filtraron, obteniendo finalmente mezcla de CFS.

Se utilizaron 50 pL de mezclas de CFS, CFS y 50 uL de WBC de P. aeruginosa LLPO11, PAO1 y PA14
ajustadas a D.O. de 0,1 en microplacas 96-well (Greiner® 96-well flat transparent microplate)

preparadas con 100 uL de medio liquido BHI (volumen final 200 pL). Finalmente la microplaca se
transfiere al espectrofotdmetro, el crecimiento bacteriano se mide por ciclo cinético de 24 horas con

medicion en cada 30 minutos a A 600nm, la incubacién a 372Cy agitacién por cada 30 minutos de forma
intercalada de cada medicion (NanoQuant infinite M200 PRO®, software i-control 1.12 ©2016.

Tecan™, Austria) (figura 3) (Anexo 2, 3 y 4). El experimento fue abordado por tres réplicas bioldgicas

con sus triplicados técnicos respectivos.
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Figura 3: Ensayo de inhibicion por curva de crecimiento. (A) NanoQuant infinite M200 PRO®, Tecan, lector
microplaca multifuncional. (B) Representacién de curva de crecimiento. (C) Representacién de microplaca de 96
pocillos con muestras. (D) Representacidn de los ajustes del ensayo en microplaca 96 pocillos.
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3.5. Tratamiento enzimatico y tratamiento térmico sobre las mezclas CFS entre L. kunkeei
LLIO03, L. plantarum y P. aeruginosa LLP011
Tratamiento enzimatico y térmico se basé en el procedimiento de Lin y cols. modificado (102). Mezclas
CFS (L. kunkeei LLIOO3/P. aeruginosa LLPO11 vy L. plantarum/P. aeruginosa LLP011) se trataron con
Proteinasa K (Proteinasa K 500mg EC 3.4.21.14, Merck Germany) y Tripsina (Tripsina-EDTA 10X 100mL,
Sigma-Aldrich, Merck Germany) por separado, a una concentracion final de 4,8 mg/mL por 2 horas a
409C. Paralelamente, las muestras de las mismas se trataron por choque térmico de 952C durante 15
minutos por bafo maria (Constant-Temperature Water Bath YCW-04M-11L. Gemmy Industrial
Corporation, Taiwan. Cannic Inc. USA). Finalmente se procede al protocolo de inhibicidn en curva de
crecimiento ya descrito. El experimento fue abordado por cuatro réplicas bioldgicas con sus triplicados

técnicos respectivos.

3.6. Andlisis estadistico
Los halos de inhibicion se analizaron por one-way ANOVA Tukey test, mientras las curvas de
crecimiento se analizaron por two-way ANOVA Tukey test. Ambos andlisis con un nivel de significancia

para p de 0,05 (Programa estadistico: SigmaPlot 12.0, Systat Software Inc.).
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4. PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Efecto inhibitorio en cultivos completos bacterianos de Lactobacillus spp. sobre
Pseudomonas aeruginosa en medio sélido
Se realizé ensayo de inhibicidén en placa de L. kunkeei (cepas LLIO01, LLIOO3 y MP2) y L. plantarum
(especie de Lactobacillus que se caracteriza por generar bacteriocinas) sobre a P. aeruginosa (cepas
PAO1, PA14 y LLP0O11) en condiciones aerdbicas a 372C por 24 h, para establecer condiciones ideales
para el crecimiento del patdgeno (figura 4). Los resultados mostraron que L. kunkeei LLOO3 es la cepa
que produce mayor halo de inhibicidon para cada una de las cepas de P. aeruginosa (LLI003 vs LLPO11:
13,44 mm £ 1,08; LLIO03 vs PAO1: 1,37 mm + 3,19; LLIOO3 vs PA14: 13,7 mm + 1,22) en comparacién a
las otras cepas de Lactobacillus utilizadas. Dado esto, se continuard con la investigacién utilizando L.

kunkeei LLIOO3.
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Diametros de inhibicion de cepas de Lactobacillus spp sobre cepas de P. aeruginosa después de 24 hen MRS pH 7,4 a
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Figura 4: Efecto inhibitorio de los WBC de especies de L. kunkeei y L. plantarum sobre cepas de P. aeruginosa
en placa. Inhibicion sobre el césped bacteriano de cepas de P. aeruginosa en placa, por WBC de especies de L.
kunkeeiy L. plantarum en pocillos, procedentes de cultivos de MRS pH 7,4, después de 24 horas. (Control), Caldo
MRS pH 7,4. (Especies de L. kunkeeij), LLI001, LLIOO3 y MP2. (Lp), L. plantarum. (LLPO11), P. aeruginosa LLP011.
(PAO1), P. aeruginosa PAO1L. (PA14), P. aeruginosa PA14. (WBC), cultivo bacteriano completo. Se muestra el
promedio de tres ensayos independientes, realizados en triplicado.
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4.2. Efecto Inhibitorio en cultivos completos bacterianos y sobrenadantes libre de células de
Lactobacillus spp. sobre Pseudomonas aeruginosa en medio sélido y liquido
Se realizé ensayo de inhibicidn de L. kunkeei LLIO03 y L. plantarum sobre P. aeruginosa (cepas PA14,
PAO1y LLP011) en condiciones aerdbicas a 372C por 24 h a diferentes valores de pH (pH 5,7; 6,2; 7,4)
tanto del cultivo completo bacteriano (WBC), como del sobrenadante libre de células (CFS) con la
finalidad de establecer las mejores condiciones de inhibicidn. La figura 5 muestra que el WBC de L.
kunkeei LLIOO3 a pH 6,2 presenté mayor inhibicién de las cepas de P. aeruginosa en comparacién con
otras condiciones de pH, mientras que el CFS no mostré mayores diferencias entre los diferentes
tratamientos (figura 5). Los resultados mostraron nuevamente que L. kunkeei LLIO03 es la cepa que
produce un mayor halo de inhibicidn, para cada una de las cepas de P. aeruginosa en comparacion las
otras cepas de Lactobacillus utilizadas. Se realizd el Ensayo de Inhibicion en Curva de Crecimiento
utilizando el CFS L. kunkeei LLIOO3 y L. plantarum sobre un cultivo de P. aeruginosa LLPO11 en
condiciones aerdbicas a 372C por 14 h en valores de pH 6,2 y pH 7,4, donde en agar se observaba

mayor efecto inhibitorio.
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Diametros de inhibicion de cepas de L. kunkeei LLI003 y L. plantarum sobre cepas de P. geruginosa después de 12 h
en MRSpH 5,7, pH6,2ypH7,4a37°C
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Figura 5: Efecto inhibitorio de los WBC de L. kunkeei LLIO03 y L. plantarum procedentes de cultivos de MRS pH
5,7, pH 6,2 y pH 7,4 sobre las cepas de P. aeruginosa en placa. Inhibicién sobre el césped bacteriano de cepas de
P. aeruginosa en placa, por WBC de L. kunkeei LLIO0O3 y L. plantarum en pocillos, procedentes de cultivos de MRS
apH5,7, pH 6,2y pH 7,4, después de 12 horas. (Controles), Caldo MRS pH 5,7, pH 6,2 y pH 7,4. (LLIO03), L. kunkeei
LLI003. (Lp), L. plantarum. (LLPO11), P. aeruginosa LLPO11. (PAO1), P. aeruginosa PAO1. (PA14), P. aeruginosa
PA14. (CFS), sobrenadante libre de células. (WBC), cultivo bacteriano completo. Se muestra el promedio de tres
ensayos independientes, realizados en triplicado.
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En la figura 6 se puede observar que el CFS tanto de L. kunkeei LLIO03 como L. plantarum generan
inhibiciédn en el crecimiento de P. aeruginosa que se considera estadisticamente significativo. Sin
embargo, es claramente observable que, contrario a lo que se obtuvo en medio sdlido, L. plantarum
presenta un efecto inhibitorio que es evidentemente superior. Frente a estos resultados, cabia
preguntarse, si el efecto observado en placa agar con el WBC se debia a la interaccién fisica
permanente, entre el cultivo en el pocillo que contenia bacterias L. kunkeei y las bacterias de P.
aeruginosa que estaban contenidas en el agar blando, y que esto pueda inducir una respuesta
antibacteriana por parte de las bacterias acido lacticas in situ. Para evaluar lo anterior, se utilizard un
sistema mas sensible, que es el ensayo de inhibicidon en curva de crecimiento, y esta interaccion fisica
se realizard mediante el cocultivo de las cepas en el mismo tubo de medio liquido y bajo las mismas
condiciones. Si esta interaccion fisica genera una respuesta antimicrobiana, al aislar el CFS podria

observarse una respuesta mayor a lo que se obtuvo anteriormente.

42



Efecto en crecimiento bacteriano de cepa P. aeruginosa LLPO11 por CFS L. kunkeei LLIO03 y L. plantarum después de 14
ha37eC
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Figura 6: Efecto de los CFS de L. kunkeei LLIO03 y L. plantarum en la cinética de crecimiento de P. aeruginosa
LLPO11. El crecimiento bacteriano se mide por ciclo cinético de 14 horas con medicién en cada 30 minutos a A
600nm, la incubacidn a 372C y agitacién por cada 30 minutos. (LLI0O03), L. kunkeei LLIO03. (Lp), L. plantarum.
(LLPO11), P. aeruginosa LLPO11. (CFS), sobrenadante libre de células. Se muestra el promedio de tres ensayos
independientes, realizados en triplicado.
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4.3. Efecto inhibitorio en cultivo liquido de Pseudomonas aeruginosa mediante sobrenadante
libre de células en monocultivo y cocultivo
Se realizé un ensayo de inhibicidn en curva de crecimiento de P. aeruginosa (cepas PAO1, PA14, LLP011)
junto CFS L. kunkeei LLIO03 y L. plantarum de monocultivo y cocultivo en condiciones aerdbicas a 372C
por 24 horas, con el propésito de saber si el efecto de inhibicion observado depende de la presencia
del patdgeno e interaccion. Un cocultivo a diferencia de un monocultivo, el cual consta de un cultivo
de una sola especie microbiana en condiciones asépticas, el cocultivo es un cultivo de diferentes
especies microbianas especificadas bajo condiciones asépticas (103). En las figuras 7, 8 y 9 (Anexo 6, 7
y 8, con tratamiento adicional de CFS de P. aeruginosa), se puede observar que en todos los casos y
para cada una de las diferentes cepas de P. aeruginosa, el efecto inhibitorio de las cepas de
Lactobacillus se ve significativamente potenciado. No obstante nuevamente el efecto fue mayor por

parte de L.plantarum que por L. kunkeei LLI0O03.
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Etecto en crecimiento bacteriano de cepa P. aeruginosa PAO1 por CFS . LLIO03 y L. plantarum
después de 24 ha 37¢C

Muestra| Avs B | AvsC | AvsD | AvsE |BvsC |BvsD |CvsE | DvsE
Valor p | <0,001 | <0,009 | <0,001 | <0,001 ) <0,001]<0,001|<0,001 [ <0,001

—_——
—
=ty

-
—_—— ——— —
— e

,7
e

]
——

<
£
£
=)
S
o
o
a

e s S
Hl'—i — -
——
ey
e
A
—_—
——y
—
——
e

——
o
.
—-—

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
A-+-PAO1 B-+PAO1+CFSLLIOO3 C-»-PAO1+CFSLLIO03/PAQL D<#» PAO1+CFSLp E-»PAO1+CFSLp/PAO1 Tiempo (h)

Figura 7: Efecto en los CFS de cocultivo de L. kunkeei LLI003 y L. plantarum en la cinética de crecimiento de P.
aeruginosa PAO1. El crecimiento bacteriano se mide por ciclo cinético de 24 horas con medicidn en cada 30
minutos a A 600nm, la incubacién a 372C y agitacion por cada 30 minutos. (LLIO03), L. kunkeei LLIO03. (Lp), L.
plantarum. (PAO1), P. aeruginosa PAO1. (CFS), sobrenadante libre de células. (/), cocultivo. Se muestra el
promedio de tres ensayos independientes, realizados en triplicados.
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Efecto en crecimiento bacteriano de cepa P. aeruginosa PA14 por CFS de cocultivo L. kunkeei LLIO03 y L. plantarum
después de 24 ha 372C
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Figura 8: Efecto en los CFS de cocultivo de L. kunkeei LLI003 y L. plantarum en la cinética de crecimiento de P.
aeruginosa PA14. El crecimiento bacteriano se mide por ciclo cinético de 24 horas con medicidon en cada 30
minutos a A 600 nm, la incubacién a 372C y agitacion por cada 30 minutos. (LLIO03), L. kunkeei LLIO03. (Lp), L.
plantarum. (PA14), P. aeruginosa PA14. (CFS), sobrenadante libre de células. (/), cocultivo. Se muestra el
promedio de tres ensayos independientes, realizados en triplicados.

46



Efecto en crecimiento bacteriano de cepa P. aeruginosa LLP011 por CFS de cocultivo L. kunkeei LLIO03 y L. plantarum
después de 24 ha 37¢C
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Figura 9: Efecto en los CFS de cocultivo de L. kunkeei LLI003 y L. plantarum en la cinética de crecimiento de P.
aeruginosa LLP011. El crecimiento bacteriano se mide por ciclo cinético de 24 h con medicidn en cada 30 minutos
a A 600 nm, la incubacidn a 379C y agitacion por cada 30 minutos. (LLIO03), L. kunkeei LLIO03. (Lp), L. plantarum.
(LLPO11), P. aeruginosa LLP011. (CFS), sobrenadante libre de células. (/), cocultivo. Se muestra el promedio de
ensayos independientes, realizados en triplicado: LLPO11 (n=23); LLPO11+CFS LLIO03 (n=9); LLPO11+CFS
LLIO03/LLPO11 (n=9); LLPO11+CFS Lp/LLP0O11 (n=9); LLPO11+CFS Lp/LLPO11 (n=9).
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4.4. Efecto inhibitorio en cultivo liquido en especie de Pseudomonas aeruginosa LLP011
mediante sobrenadante libre de células proveniente de cocultivo tratadas con enzimas y
temperatura

Con la finalidad de analizar la estabilidad del efecto antimicrobiano observado frente diferentes
condiciones, se realizé un Ensayo de Inhibicién en Curva de Crecimiento de P. aeruginosa LLP011 junto
CFS L. kunkeei LLIO0O3 y L. plantarum previamente cocultivadas con el patégeno bajo tratamiento
enzimatico (Proteinasa K y Tripsina por 2 horas, a 402C y 4,8mg/mL de concentracién final) y térmico
(952C por 15 minutos en bafio maria) en condiciones aerdbicas a 372C por 24 horas, con el propdsito
de saber si el efecto de inhibicidon observado es afectado negativamente por condiciones denaturantes
para compuestos peptidicos (figura 10). Los resultados mostraron que CFS de cocultivo de L. kunkeei
LLIOO3 con P. ageruginosa LLPO11 tratados por peptidasas presentaron una disminucidn significativa en
el efecto inhibitorio, lo que habla de la presencia de compuestos peptidicos, pero que no se afectaron
por el tratamiento térmico (figura 10). Por otra parte, el efecto inhibitorio de L. plantarum no se vio

afectado bajo ninguna de las condiciones ensayadas (figura 11).
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Efecto en crecimiento bacteriano de cepa P. aeruginosa LLPO11 por CFS de cocultivo L. kunkeei LLIO03 con tratamiento
enzimatico y térmico después de 24 h a 372C

Muestra| PvsQ [PvsR | PvsS | PvsT |QvsR [ QvsS | QvsT
Valorp | <0,001 [ 0,996 | 0,996 |[<0,001|<0,001|<0,001| 0,193

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15,16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
P -*-LLPOM Q-*-LLPO11 + CFS LLI003/LLPO11
R -*-LLP011 + CFS LLI0O03/LLPO11 [PK] S *-LLP011 + CFS LLI003/LLP0O11 [TRIP]
T —*-LLP011 + CFS LLI003/LLP011 [95°C]

Tiempo (h)

Figura 10: Efecto del tratamiento enzimatico y térmico en los CFS de cocultivo de L. kunkeei LLIO03 en la cinética
de crecimiento de P. aeruginosa LLP011. El crecimiento bacteriano se mide por ciclo cinético de 24 horas con
medicién en cada 30 minutos a A 600 nm, la incubacion a 372Cy agitacion por cada 30 minutos. (LLI0O03), L. kunkeei
LLIO03. (LLPO11), P. aeruginosa LLPO11. (CFS), sobrenadante libre de células. (/), cocultivo. Tratamiento
Enzimatico: Proteinasa K (PK); Tripsina (TRIP) por 2 horas a 402C, concentracion final 4,8 mg/mL. Tratamiento
Térmico: 952C por 15 minutos mediante bafio maria. Se muestra el promedio de ensayos independientes,
realizados en triplicado: LLPO11 (n=23); LLPO11+CFS LLIO03/LLP011 (n=9); LLPO11+CFS LLIO03/LLPO11 [PK] (n=4);
LLPO11+CFS LLIOO3/LLPO11 [TRIP] (n=2); LLPO11+CFS LLIO03/LLP0O11 [952C] (n=4).
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Efecto en crecimiento bacteriano de cepa P. aeruginosa LLPO11 por CFS de cocultivo L. plantarum con tratamiento
enzimatico y térmico después de 24 h a 379C

Muestra| Uvs V |Uvs W Uvs X |UvsY [Vvs W | Vvs X | VvsY
Valorp | <0,001 [ <0,001 [ <0,001 | <0,001] 0,302 | 0,781 [ 0,509
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U-+-LLPO11 V-*-LLP011 + CFS Lp/LLP011 W-*-LLP011 + CFS Lp/LLP011 [PK]

Tiempo (h)
X-+-LLP011 + CFS Lp/LLP011 [TRIP] Y-»-LLP011 + CFS Lp/LLP011 [95°C]

Figura 11: Efecto del tratamiento enzimatico y térmico en los CFS de cocultivo de L. plantarum en la cinética de
crecimiento de P. aeruginosa LLP0O11. El crecimiento bacteriano se mide por ciclo cinético de 24 horas con
medicidn en cada 30 minutos a A 600 nm, la incubacién a 372Cy agitacion por cada 30 minutos. (Lp), L. plantarum.
(LLPO11), P. aeruginosa LLPO11. (CFS), sobrenadante libre de células. (/), cocultivo. Tratamiento Enzimatico:
Proteinasa K (PK); Tripsina (TRIP), por 2 horas a 402C, concentracion final 4,8 mg/mL. Tratamiento Térmico: 952C
por 15 minutos mediante bafio maria. Se muestra el promedio de ensayos independientes, realizados en
triplicado: LLPO11 (n=23); LLPO11+CFS Lp/LLP011 (n=9); LLPO11+CFS Lp/LLP011 [PK] (n=4); LLPO11+CFS Lp/LLP0O11
[TRIP] (n=2); LLPO11+CFS Lp/LLPO11 [952C] (n=4).
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. Busqueda de nuevos compuestos bioactivos antimicrobianos contra patégenos resistentes
a los antibidticos

La evaluacion y aplicacion de compuestos bioactivos por parte de bacterias acido lacticas (LAB) puede
ser una alternativa contra bacterias patdgenas resistentes a los antibidticos y causantes de
enfermedades en humanos, animales y vegetales, debido a sus propiedades probidticas, cuyas
caracteristicas incluyen la capacidad de produccién de compuestos con propiedades bacteriostaticas o
bactericidas segun concentracién y célula blanco, tales como acidos organicos (acético, propidnico,
férmico, succinico y lactico), perdxido de hidrégeno etanol, acido benzoico y péptidos antimicrobianos
como bacteriocinas (63, 64 y 104-106). Estos compuestos afectan blancos bacterianos implicados en la
integridad, metabolismo, supervivencia celular y la estructura de membrana, alterando su
funcionalidad, acidificando el citoplasma y promoviendo la oxidacion de proteinas, lipidos, acido
desoxirribonucleico, etcétera. Algunos de ellos tienen como mecanismo de accidn principal la
generacion de poros en la membrana celular provocando disminucion de ATP, liberacion de
macromoléculas y lisis celular, o bien, disrupcién del potencial de membrana, aunque también pueden
inhibir la sintesis proteica, provocar desnaturalizacion del ADN o promover la activacidn de autolisinas
(105 y 107-109), mediar sefiales de quorum-sensing en biopeliculas, densidad bacteriana y alterar
finalmente, los mecanismos de proteccion del nicho ecolégico ( 60, 110 y 111). Estos metabolitos y las
bacteriocinas suelen ser producidos y secretados in situ en el nicho establecido (60, 62-64 y 66). Para
obtener estos compuestos y/o analizar su actividad antimicrobiana, se suele analizar el sobrenadante
(CFS) o el cultivo completo (WBC) de las diferentes LABs. Las estrategias que se suele utilizar para el
analisis de inhibicion del CFS o WBC, son mediante el analisis de los halos de inhibicidon de alicuotas del
sobrenadante libre de células (CFS) o del WBC sobre césped de la bacteria blanco (o “Spot-on-lawn
Assay”) (112 y 113), y/o el método de difusidn en agar (o “Agar Diffusion Assay”) (113 y 114), el método
de difusién por pocillo en agar (o “Well Diffusion Assay”) (114 y 115).

Entre las LABs, el género Lactobacillus spp. es uno de los mas estudiados por sus propiedades
probidticas de varios de sus miembros y entre estos, la especie mas caracterizada genética, metabdlica
y biotecnoldgicamente es Lactobacillus plantarum, que otorga el respaldo como modelo de referencia
en la busqueda de compuestos bioactivos como bacteriocinas y entre otros compuestos ya
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mencionados (116). Entre sus bacteriocinas o plantaricinas (plan) mejor caracterizadas estan; plan UG1
(L. plantarum UG1), plan 35d (L. plantarum 35d), plan 154 (L. plantarum LT154), plan ST202Ch (L.
plantarum ST202Ch), plan bac ST216 (L. plantarum ST216Ch), plan W (L. plantarum PMU 33), plan F (L.
plantarum BF001), plan ST28MS (L. plantarum ST28MS), plan ST16MS (L. plantarum ST16MS), plan EF,
plan JKy factor de induccién A (plan A, L. plantarum C11), plan Sy plan T (L. plantarum LPC010), plan
ST16Pa (L. plantarum ST16Pa), plan 163 (L. plantarum 163), plan AMA-k (L. plantarum AMA-K), pediocin
AcH (L. plantarum WHE92), plan pediocina LB-B1 (L. plantarum LB-B1), plan ST13BR (L. plantarum
ST13BR), plan ST194BZ alfa y ST194BZ beta (L. plantarum ST194BZ), plan 423 (L. plantarum 423), que
tienen accion antimicrobiana contra bacterias como; L. monocytogenes, B. cereus, C. perfringens, C.
sporogenes, S. aureus, A. hydrophila, Enterococcus faecalis, Enterobacter Cloacae, Bacillus spp.,
Staphylococcus spp., S. typhimurium, E. coli, P. aeruginosa, P. fluorescens, A. baumanii y Klebsiella
pneumoniae (117). Las diversas plantaricinas se dividen en diferentes clases |, lI, lla, b, lic, lId y 111 (118),
donde en su mayoria al ser termo estables (excepto clase Ill) posibilita su amplia aplicacidn industrial

en la industria farmacéutica, agrondmica y médica.

La busqueda de nuevos probidticos por sus propiedades benéficas durante afios han sido en productos
lacteos, alimentos frescos o fermentados, alimentos diarios en general, tractos digestivos e incluso
leche materna, no obstante, en los Ultimos afios ha incrementado el interés en la busqueda de

probidticos en ambientes ecoldgicos o nichos especificos y en organismos no convencionales (119).

Entre las especies nuevas de bacterias LABs que han comenzado a ser descritas y caracterizadas, esta
Lactobacillus kunkeei, un subgrupo de bacterias LABs categorizadas como bacterias fructdfilas de acido
lactico (bacterias FLABs), que durante afios las investigaciones sélo han descrito genomas, procedencia
en el ecosistema y caracterizaciones al microorganismo ( 81-86 y 120-123), pero recientemente ya han
descrito poseer propiedades profilacticas en insectos y humanos (87-89 y 124-126), asi también
propiedades antimicrobianas contra patégenos de interés clinico y apicola (127-130), sin embargo, en
su mayoria, salvo algunos pocos ejemplos, no indica si los efectos inhibitorios corresponden a
bacteriocinas u otros metabolitos. Uno de estos ejemplos es un estudio de Butler y cols. (2013), donde
demostraron que L. kunkeei Fhon2N, cuando se somete a estresores microbianos tales como lo son el

acido lipoteicoico de Streptococcus pyogenes y el lipopolisacarido de Pseudomonas aeruginosa en
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cocultivo, en comparacion a condiciones sin estresores, secreta proteinas del tipo bacteriocina de clase
lll'y lisozimas, lo que habla del potencial de esta especie, altamente ubicua y, por ende, una excelente

candidata a fuente de metabolitos antimicrobianos y bacteriocinas (131).

5.2. Efecto antimicrobiano de L. kunkeeiy L. plantarum sobre el patégeno P. aeruginosa
En nuestro estudio, en la figura 4 se puede observar que entre las cepas de L. kunkeei estudiadas, la
cepa LLIOO3 presentd mayor efecto inhibitorio incluso sobre la bacteria que era control de referencia,
L. plantarum, lo que sugiere que esta cepa produce posiblemente agentes antimicrobianos que son
mas especificos contra las cepas de P. aeruginosa ensayadas (131). Por ejemplo, en el estudio Todorov
& Dicks (2005), L. plantarum ST194BZ inhibid a la cepa P. aeruginosa 7, no asi contra P. aeruginosa 22,
lo que sugiere que existiria una sensibilidad especifica frente a los microorganismos por parte de las
diferentes cepas del patdgeno. En éste caso, puede que L. plantarum sea menos inhibitoria que L.
kunkeei por caracteristicas intrinsecas de las cepas de P. aeruginosa PAO1, PA14 y LLP0O11. Por otra
parte, la diferencia en la actividad también puede deberse a la cepa de L. plantarum utilizada (132). En
un estudio de Alebiosu y cols. (2017), en ensayos con CFS, L. plantarum 10 no mostré inhibicidn contra
P. aeruginosa, pero si contra Providencia vermicola y Alcaligenes faecalis, sin embargo especies L.
plantarum 7, 9 y 11 si mostraron inhibicidon contra P. aeruginosa. Por lo tanto, es posible que la cepa
de L. plantarum utilizada no fuera altamente inhibitoria contra las cepas P. aeruginosa utilizada por sus
caracteristicas intrinsecas. Asi, y para realmente poder concluir que L. kunkeei LLIO03 tiene mayor
capacidad inhibitoria que L. plantarum bajo estas condiciones, la cepa deberia ser comparada con una

mayor cantidad de cepas de P. aeruginosa y con diferentes cepas de L. plantarum (133).

Otra posibilidad de la mayor capacidad de inhibicidn de L. kunkeei LLIOO3 frente a L. plantarum contra
P. aeruginosa es la concentracion de el (los) agente (s) antimicrobiano(s) ya que esto(s) es (son)
determinante(s) en el efecto inhibitorio final (134). En el estudio de Lin y cols. (2017), el extracto de
CFS de L. plantarum NTU102 a una concentracion de 75 mg/mL generd una zona de inhibicidn
aproximadamente de 12 mm contra césped de P. aeruginosa BCRC 11864, mientras que el extracto de
CFS a una concentracién de 200 mg/mL generd una zona de inhibicidon de aproximadamente 25 mm
(134). Asi, L. kunkeei puede estar generando una mayor concentracion de algin metabolito o

bacteriocina que lo hace mas eficiente frente al microorganismo control.
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Ademas de la concentracion, los antimicrobianos tienen condiciones éptimas donde su actividad es
maxima. Dado esto, es necesario evaluar la estabilidad de la potencial sustancia antimicrobiana ante
diferentes condiciones, una de ellas es el pH. Asi se analizé el efecto inhibitorio de L. kunkeei LLIO03 y
L. plantarum contra P. aeruginosa, creciendo estas cepas en MRS a diferentes valores de pH 5,7, 6,2y
7,4. En figura 5 observamos que LLIO03 mejord el efecto inhibitorio a un pH 6,2 significativamente en
comparacion a los pHs 5,7 y 7,4. Mientras que L. plantarum mejord a un pH de 7,4 en comparacién a
los pHs 5,7 y 6,2, pero de manera no significativa. Entre ambas cepas, L. kunkeei LLIO03 mostrd siempre
mayor efecto inhibitorio que L. plantarum a pH's acidos. De esta manera, la(s) sustancia(s) o
bacteriocina(s) producidas por esta cepa son mds estables o se producen en mayor concentracion a
valores de pH acido lo que favorece también la existencia de acidos organicos. Se sabe que el efecto de
los acidos organicos se potencia en valores menores pH 7,0, por lo que no se puede descartar que el
mayor efecto inhibitorio observado en la cepa de L. kunkeei sea un efecto sinérgico entre potenciales
bacteriocinas y acidos orgdanicos sobre el patégeno. Por otra parte, es posible que la actividad de las
bacteriocinas se vea potenciado a valores de pH de 6,2. Esto ultimo ya fue observado en un estudio de
Yangy cols. (2018), donde los investigadores notaron que sus bacterias LABs, cultivadas a 372C en MRS
a pH 6,2 obtuvieron mayor actividad de los CFS, mientras que en MRS pH 7,4 incrementaron sélo la
razon de crecimiento, con lo que finalmente determinaron que la condicién éptima para producir
bacteriocinas en sus bacterias LAB es en medio MRS a pH 6,2 en 372C (100). Es decir, una mayor tasa
de crecimiento no determina, necesariamente, una mayor actividad antimicrobiana. Por otro lado, y
aunque las especies de L. plantarum pueden producir bacteriocinas en un amplio rango de valores de
pH (plan 423 estable a pH 1-10, plan DL3 estable a pH 2,5-5,5, plan ZJ008 estable a pH 4,0-5,0, plan ZJ5
estable a pH 2,0-6,0 y plan LBP102 estable a PH 1,0-4,0 (134, 135 y 136) hay antecedentes que cepas
de L. plantarum sintetizan mayor cantidad de bacteriocinas a valores de pH mas alcalino. En un estudio
de Todorov and Dicks (2005) observaron que el nivel de bacteriocinas en L. plantarum ST194BZ en
medio MRS pH 4,5 fue de 3.200 unidades activas por mililitro (AU/mL), mientras que en MRS pH 6,5
aumento los niveles de bacteriocina a 12.800 AU/mL (132) Dado que en este estudio se observé la
actividad antimicrobiana en tres valores de pH en especifico, lo ideal es realizar una cinética en un
amplio rango de valores de pH donde se pueda corroborar la tasa de crecimiento y actividad

antimicrobiana desde un pH extremadamente acido (pH 2,0) a un pH extremadamente alcalino (pH 12)
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tal y como se han hecho en estudios para analizar la actividad antimicrobiana de otra especie de

Lactobacillus, L. fermentum F6 (137).

Asi L. kunkeei LLIOO3, podria producir metabolitos como acido lactico, acetato y CO2 durante el proceso
fermentativo (82, 86 y 138), se desconoce la presencia de otros componentes antimicrobianos, a
excepcion en la posible existencia de bacteriocina, tal como sugirieron en el estudio de Butler et al.
(2013), pero se hace evidente, en este experimento en particular, que la actividad de los mismos se

evidencia solo en el WBC.

Debido a los antecedentes y que los cultivos WBC de LLIO03 y L. plantarum mostraron inhibicién contra
las especies de P. aeruginosa, pero los CFS no mostraron efecto en agar, se evalué el efecto inhibitorio
en curva de crecimiento (en inglés; “Time-Kill Curve”, “Time-Kill Test” o “Killing-Curve Method”) de los
CFS frente contra P. aeruginosa LLPO11, el cual al ser una técnica mas sensible permitiria observar algin
efecto por parte de los CFS, que posiblemente por la baja concentracion o la baja capacidad de difusion
de los compuestos no fue posible la deteccidn del efecto en placa agar. Por otra parte, la sensibilidad
de las curvas permite obtener informacion sobre la dindmica del efecto antimicrobiano sobre el
patdgeno, mediante las interacciones dependientes del tiempo y/o dependientes de la concentracidn

(139, 140 y 141).

En la figura 6, mediante una curva de crecimiento del patédgeno LLPO11 sin y con tratamiento de CFS
durante periodo de tiempo de 14 h, y fue posible identificar el efecto antimicrobiano dependiente del
tiempo, tanto para los CFS de LLIO0O3 en MRS pH 6,2 como para L. plantarum en MRS pH 7,4 de manera
significativa, sugiriendo que los Lactobacillus inhiben al patégeno durante la generacién de la curva de
crecimiento. En contraste a lo observado en agar, donde siempre se observé mayor actividad de L.
kunkeei LLIO03 que L. plantarum, en la curva se observa que L. plantarum presenté significativamente
mayor inhibicién que LLIO03. Esta diferencia puede deberse a los mecanismos diferenciales respecto a
la sintesis y/o produccién de compuestos antimicrobianos por parte de las cepas que estan siendo
comparadas. Existen al menos tres factores o condiciones que pueden estar involucrados en este
fendmeno: uno de ellos, es la difusién de los de los compuestos. Es probable que los compuestos

antimicrobianos producidos por L. plantarum no sean facilmente difusibles en medio MRS agar, a
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diferencia de aquellos que produce L. kunkeei. Lo segundo, es el mecanismo mediante el que se
producen: L. kunkeei podria requerir de la presencia de un estresor o inductor fisiolégico o ambiental
(alguna macromolécula del patégeno, alguna sefial de quorum-sensing, metabolitos, etc.) para inducir
la sintesis de las sustancias antimicrobianas, no asi L. plantarum necesariamente. Por ejemplo, la
biosintesis de las bacteriocinas de clase Il esta regulada por un operén conformado por el gen de
proteina inductora IF (factor de induccidn) o feromona, gen proteina quinasa de histidina y gen
regulador de respuesta, que sensan y regulan la expresion de bacteriocinas clase Il por el umbral de
autoinduccién procedido por el factor de induccién, este mismo seria dependiente de la sefalizacion
celular o ambiental (76). Y tercero, como no se sabe la naturaleza de las sustancias antimicrobianas
generadas por L. kunkeei, estas pueden ser mucho mas inestables en CFS (o quedar retenidas en el

filtro durante la esterilizacidn) que aquellas producidas por L. plantarum.

Para evaluar dos de estas posibilidades, se realizaron dos acciones: primero, cocultivos de las cepas de
Lactobacillus con las cepas de P. aeruginosa (Figuras 7, 8 y 9, ver mas adelante) y segundo,
caracterizacion preliminar mediante el tratamiento térmico y con proteasas (Figuras 10 y 11) lo que

sélo nos dard punto de referencia de su naturaleza (ver mas adelante).

5.3. Analisis del efecto del modelo de cocultivo entre las cepas de Lactobacillus y las cepas de P.
aeruginosa sobre la actividad antimicrobiana

En las figuras Figura 7, 8 y 9, fue posible determinar el efecto inhibitorio dependiente del tiempo en
curva de crecimiento contra las tres cepas de P. aeruginosa mediante los CFS procedentes de co-
cultivos entre especies de Lactobacillus y Pseudomonas. Se observd que el efecto de CFS tanto por
LLIO03 como L. plantarum aumenta significativamente el efecto inhibitorio contra el patégeno cuando
existe interaccion in vitro mediante co-cultivo con las diferentes cepas de Pseudomonas (PAO1, PAl4dy
LLPO11). Tanto para L. kunkeei LLIOO3 como para L. plantarum se observd un mayor efecto
antimicrobiano contra las diferentes cepas del patdgeno siempre que se cocultivaba previamente con
alguna de ellas. En los resultados anteriores se mostré que la interaccion por cocultivo entre L. kunkeei

y patogenos permitid mejorar los efectos antimicrobianos de manera significativa, sugiriendo que
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especies de Lactobacillus regulan la expresidon de compuestos antimicrobianos de sintesis inductiva o
constitutiva. Se ha observado que el modelo de cocultivo puede ser eficiente para obtener sustancias

antimicrobianas y de hecho, varios antibiéticos se han identificado de esta forma (142 y 143).

La tecnologia de cocultivo, corresponde a una incubacién anaerdbica o aerdbica de diferentes cepas
microbianas especificadas en condiciones asépticas produciendo la degradacion y metabolizacion de
sustratos por la actividad metabdlica combinada de las cepas microbianas conocidas. Dichas
interacciones microbianas pueden conducir a relaciones simbidticas, como también relaciones de
competencia involucrando de esta manera mecanismos de proteccién y antagonismo, efectuadas por
interacciones celulares directas de célula a célula o por sustancias de sefializacién o metabolitos
secretados (144). Aunque esta técnica no es innovadora, aln no es una practica habitual en los
procedimientos de microbiologia clasica, donde predomina el monocultivo estéril. Estudios de este tipo
de estrategia han demostrados que son utiles para la aplicacion en industria, puesto que permite la
produccion de distintas sustancias como acidos orgdnicos, etanol, enzimas y antimicrobianos, como

también, procura ser una buena aproximacién para estudios en biologia sintética (145).

Respecto a la sensibilidad de las cepas de P. aeruginosa frente al efecto antimicrobiano de L. kunkeei
y/o L. plantarum, cuando se observan los resultados del cocultivo, se observan resultados similares a
lo obtenido en medio sdlido, en que P. aeruginosa PAO1 es menos susceptible que las cepas PA14 y
LLPO11. Este fendmeno habia sido observado en trabajos previos donde la biopelicula de P. aeruginosa
PAO1 también era menos susceptible a la accion de diferentes cepas de L. kunkeeiy L. rhamnosus en
comparacién con las cepas virulentas (89). Entre P. aeruginosa PAO1 y PA14 existen diferencias
genéticas relacionadas con el cluster de genes involucrados en la biogénesis en el antigeno-O entre
otros, lo que permite deducir que las cepas pueden tener diferente composicién molecular a nivel de
pared celular lo que hace a algunas cepas mas susceptible que otras a la accidn de antimicrobianos (89

y 146).

Estudios en aislados clinicos de P. aeruginosa en pacientes que padecian fibrosis quistica, presentaban
un fenotipo con mayor produccion de biopeliculas y una predisposicion de hipermutaciones en su

genoma, generando de esta forma nuevas variantes en el nicho pulmonar. Esta alta tasa de variabilidad
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a nivel de las cepas de P. aeruginosa hace que pueda presentar fenotipos diversos frente a un mismo
tratamiento con antimicrobianos y, por tanto, hace altamente necesaria el analisis de efectividad de
potenciales tratamientos en colecciones amplias de cepas (147-150). Esto Gltimo puede ser objetivo de

un proximo estudio.

Debido a que estos cambios se producen también en los sucesivos pasajes de cultivo en los laboratorios
(de donde provienen las cepas PAO1 y PA14) (151), el estudio fue focalizado en sus etapas finales al
aislado clinico P. aeruginosa LLPO11, cepa que habia sido recientemente aislada desde un paciente

chileno de fibrosis quistica (152, 153 y 154).

5.4. Andlisis del efecto de la temperatura y proteasas en la actividad antimicrobiana contra P.

aeruginosa sobre el sobrenadante de cocultivo L. kunkeei LLIO03 y cepas de P. aeruginosa
Con la finalidad de conocer preliminarmente si existe presencia de proteinas del tipo bacteriocina
involucradas en el efecto antimicrobiano o un metabolito de bacterias LAB sintetizado durante el
proceso fermentativo, se efectuaron dos procedimientos que forman parte en la caracterizacion de
bacteriocinas o proteinas antimicrobianas: el tratamiento enzimatico para andlisis de susceptibilidad
proteolitica y el tratamiento térmico para evaluar la estabilidad térmica en altas temperaturas. Para el
analisis de susceptibilidad proteolitica, las enzimas mas cominmente utilizadas son Proteinasa K y
Tripsina entre un rango de 75 pg/mL y 5 mg/mL de concentracion, entre 1h a 4 h de digestidon a 372C
(o en temperatura éptima) de cada enzima con pH éptimo o bien pH del CFS en estudio, mientras que
el andlisis en la estabilidad térmica puede ser desde 302C hasta 1212C en un periodo de tiempo de 5
minutos hasta 2 horas, todos estos parametros son dependientes del autor o investigador (134, 136 y

155-164).

Se analizaron las muestras de CFS procedentes de L. kunkeei LLIO03 y L. plantarum con LLPO11 cony sin
tratamiento enzimatico y térmico (Figura 10 y 11). Se observd que las muestras bajo tratamiento
enzimatico disminuyeron su efecto antimicrobiano contra P. aeruginosa, pero lejos de anularse,
sugiriendo que el efecto final en los experimentos de inhibicién es sinérgico por la coaccion entre
distintos compuestos antimicrobianos en el CFS y no sélo por compuestos peptidicos, como también

es posible la existencia de proteinas resistentes a Proteinasa K y Tripsina (165-171), debido al

58



impedimento de acciéon enzimatico en los sitios de corte por la estructura peptidica. Ejemplo de esto

es la Plantaricina C, que es sensible a Tripsina pero no lo es a Proteinasa K (172).

Entre los compuesto no proteicos que pueden producirse es el acido acético (acetato), que mostro
efecto a una concentracién minima inhibitoria (MIC) al 2% contra aislados clinicos, y en casos mas
contemporaneos el MIC puede llegar al 3%-5% (173 y 174), tanto L. kunkeei LLIO03 como L. plantarum
son capaces de producir acido acético, por lo que esto puede ser un posibilidad entre los componentes

con actividad antimicrobiana.

Un factor posible a considerar es la participacién de sefializacion celular como quorum-sensing, por
ejemplo compuestos de acil-homoserina-lactonas (AHLs), que son sintetizadas por P. aeruginosa el cual
permite modular la virulencia y formacion de biopeliculas. Existen estudios que observaron la
disminucién en la actividad o sintesis en AHLs, debido al CFS de L. plantarum ATCC 10241 (175 y 176).
Este es un dato importante dado que se observa un aumento de la actividad antimicrobiana de las dos
especies de Lactobacillus lo que puede llevarse por mecanismos de comunicacién que pueden darse

con el patégeno.

Existen evidencias por literatura que estudios en L. plantarum NC8 indicaron que la produccién de
plantaricina NC8 es mediado por mecanismo de autoinduccidn, que consiste en un sistema de
regulacién sintesis bacteriocina conformado por un péptido inductor o feromona que actia como
indicador de densidad celular, una proteina quinasa y un regulador de respuesta, como también por
sefializaciéon de quorum-sensing debido a una condicién ambiental o celular como la presencia de
bacterias foraneas. Se observd que después de la cocultivacién con cepas Gram positivo especificas o
la adicién de células muertas por calor de algunas cepas indicadoras, lograron identificar mayor numero
de transcritos, mientras que CFS de dichas cepas inductoras no tuvieron ningun efecto. Por lo demas
este sistema de produccion de bacteriocina es un fenotipo inestable, debido a la reduccidn en la sintesis
del péptido inductor en condiciones de laboratorio, en contraparte con los altos niveles basales del
péptido inductor en condiciones ambientales, lo que sugiere que la sintesis de péptidos por expresién
constitutiva pueden variar bajo presion dindmica del ambiente y densidad celular o poblacional (177,

178 y 179). Por otra parte, existe evidencia de las amplias funciones de las bacteriocinas no solo como
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moléculas bacteriostaticas, bacteriocidas o bacterioliticas, sino que también como moléculas
sefializadoras; quorum-quenching y quorum-sensing en comunicaciones interespecies y quorum-
sensing en comunicaciones intraespecies, incluso como antivirales, anticancerigenos y espermatocidas

(110 y 111).

De esta manera es posible que exista una comunicacién de célula a célula entre nuestras especies de
Lactobacillus y Pesudomonas aeruginosa, debido a moléculas de sefializacion o productos metabdlicos,
que por cierto debe ser corroborado y caracterizado por experimentaciones y analisis gendmicos,

transcriptémicos, in silico y bioquimico.

Por otra parte, el tratamiento térmico para ambos CFS de L. kunkeei LLIOO3 y L. plantarum no
disminuyeron el efecto antimicrobiano. Como indica la literatura, existen bacteriocinas que son
resistentes a las altas temperaturas (117, 118 y 135) no obstante se desconoce por qué no presenta un
patrdén en la curva similar o incluso menor a la muestra sin tratamiento. Una posibilidad puede ser que
los productos que se obtienen como consecuencia del tratamiento térmico, que afecta tanto al medio

de cultivo asi como a las sustancias producto de la accién bacteriana, sean tdxicas contra P. aeruginosa.

En resumen con respecto a la caracterizacidn parcial de los CFS de cocultivos, se puede sugerir que el
efecto observado tanto de L. kunkeei asi como L. plantarum sobre cultivos de P. aeruginosa, puede ser
producto de un conjunto de compuestos de diferente naturaleza que actian de forma sinérgica, sobre
todo en cuando se encuentran conviviendo al mismo tiempo y bajo las mismas condiciones. Lo anterior
también tiene toda una implicancia ecoldgica ya que muestra el fuerte impacto que tiene la convivencia
de sdlo dos tipos de especies y, por lo tanto, lo significativo que es escalar esto a nivel de microbiota,
que es el escenario real donde los patégenos se desenvuelven. El estudio de interacciones bacteria-
bacteria en comunidades sera crucial para el descubrimiento de nuevos tratamientos y mecanismos

antimicrobianos.
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6. CONCLUSIONES
En base a la hipdtesis planteada, los objetivos estimados y los resultados obtenidos, es posible concluir

que:

1) Las especies de Lactobacillus kunkeei pueden actuar contra el crecimiento del patdgeno

Pseudomonas aeruginosa, donde la cepa L. kunkeei LLIO03 es la mas efectiva.

2) Tanto la cepa L. kunkeei LLIOO3 como L. plantarum, mejoraron significativamente el efecto

antimicrobiano contra P. aeruginosa cuando son previamente co-cultivadas con el patdgeno.

3) El efecto antimicrobiano observado parece ser debido al efecto de tanto moléculas de naturaleza

proteica como no proteicas.

Por lo tanto L. kunkeei es una especie novedosa que tiene la capacidad de generar sustancias
antimicrobianas contra P. aeruginosa y con esto ser fuente de nuevos tratamientos para este y otros

patégenos de importancia en medicina humana.
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7. IMPLICANCIAS, RECOMENDACIONES Y PROYECCIONES

El presente trabajo busca contribuir en la investigacién de nuevos compuestos antimicrobianos con
potencial aplicacién como tratamiento contra patdgenos resistentes a los antibiodticos, especificamente

P. aeruginosa.

Acorde a lo anterior, es fundamental investigar la existencia de bacteriocina(s) de la especie L. kunkeei
en el CFS derivado del cocultivo, dado a la implicancia biotecnoldgica y el poder comercial que posee
dicho metabolito en industrias alimentarias, farmacéutica y médica. Para ello se recomienda
experimentaciones futuras que permitan concentrar y precipitar péptidos existentes, por ejemplo
precipitacién por sulfato de amonio, luego identificar el compuesto por geles de proteina y HPLC
acoplado a espectrometria de masa e identificar las secuencias aminoacidicas (o enviar a secuenciar los
residuos). Posteriormente por analisis bioinformdatico para identificar por comparacién y similitud

contra otras bacteriocinas, e incluso, predecir la secuencia nucleotidica.

Finalmente, el estudio del potencial antimicrobiano en bacterias ambientales o de fuentes novedosas,
como la microbiota de las abejas u otros animales, permitird el descubrimiento de nuevas sustancias
y/o mecanismos antimicrobianos que contribuyan a la industria farmacéutica y al tratamiento de las
infecciones actualmente dificiles de tratar o intratables disminuyendo los costos, efectos y tiempos de

la terapias sobre todo en aquellos pacientes mas susceptibles a infecciones.
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9. ANEXOS/MATERIAL SUPLEMENTARIO

Filter
Wheel

Light Source

Excitation
Maonochromator

Fiber Ref-Diode
switch

Abs-Diode

Anexo 1: Sistema Optico de Absorbancia del equipo Infinite M200 PRO. Referencia: Tecan, 2016 (180).

Bacterial growth protocol

Plate see table 1
Temperature 37 °C

Wait for 36.5 - 37.5 °C
Temperature

Kinetic cycle 14 hrs
(duration)

Kinetic interval 30 min

Shaking (10 sec)

Orbital; variation of amplitudes:
1, 3, 6 mm

Absorbance

600 Nnm, 25 flashes,
100 ms settle time

Incubation

Shaking (800 sec): orbital, variation of
amplitudes : 1, 3, 6 mm
Shaking (800 sec): orbital, variation of
amplitudes : 1, 3, 6 mm
Remaining wait (timer)

Anexo 2: Protocolo de Curva de Crecimiento para S. aureus, elaborado por Tecan. Parametros de referencia en
la cinética de crecimiento para el monitoreo automatico en P. aeruginosa, mediante i-control v1.12 2016 ©de
Infinite M200 PRO por Tecan. Referencia: Tecan, 2012 (181).
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Anexo 3: Ajustes del Ensayo de Inhibicion en Curva de Crecimiento para Pseudomonas aeruginosa (Parte 1).
Ajuste y programacion de la cinetica de crecimiento mediante i-control v1.12 2016 © 2016, Tecan Austria GmbH
del equipo Infinite M200 PRO.
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Anexo 4: Continuacion de los Ajustes del Ensayo de Inhibicion en Curva de Crecimiento para Psedomonas

aeruginosa (Parte 2). Ajuste y programacion de la cinetica de crecimiento mediante i-control v1.12 © 2016, Tecan
Austria GmbH del equipo Infinite M200 PRO.
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Disclaimer
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Anexo 5: Software i-control 1.12 © 2016, Tecan Austria GmbH.
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Efecto en crecimiento bacteriano en P. aerguginosa LLP011 frente a CFS de mono y cocultivo después de 24 h a 372C.

18 Valor p| <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,540 [<0,001 | 0,340 | <0,001 | 0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 { <0,001 | <0,001 { <0,001

1.7 |
1.6
1.5
14
13
1.2
11
1
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3

02 1111111 EH

0.1 [ - - = -

i
g HEEIEIGE

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
A--LLPO11 B-+-LLP011 + CFS LLPO11 C-=-LLPO11 + CFS LLIOO3 Tiempo (h)

D-+-LLPO11 + CFS Lp E-+-LLPOL1 +CFS LLI003/LLPO11 F--LLP011 + CFS Lp/LLPO11

<
g
=
S
g
g
A

Anexo 6: Efecto inhibitorio en el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa LLPO11 bajo tratamiento de CFS de
mono y cocultivo, durante 24 h a 372C. (CFS LLP011), sobrenadante libre de células de P. aeruginosa LLPO11. (CFS
LLIO03), sobrenadante libre de células de L. kunkeei LLIOO3. (CFS Lp), sobrenadante libre de células de L.
plantarum. (CFS LLIO03/LLP011), sobrenadante libre de células de cocultivo entre L. kunkeei LLIO03 y P. aeruginosa
LLPO11. (CFS Lp/LLP011), sobrenadante libre de células de cocultivo entre L. plantarum y P. aeruginosa LLP011.
(LLPO11), Cultivo bacteriano de P. aeruginosa LLPO11. Se muestra promedio de tres ensayos independientes,
realizados en triplicado.
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Efecto en crecimiento bacteriano en P. aerguginosa PAO1 frente a CFS de mono y cocultivo después de 24 h a 372C.

HvsJ |Hvs K|Hvs L lvsL |[JvsK[JvsL [KvsL

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
G+ PAO1 H+ pAO1 + CFS PAO1 [-+-PAO1 + CFS LLIOO3

Tiempo (h)
J»-PAO1+CFSLp K-+-PAO1 + CFS LLI003/PAO1 L-»-PAOD1 + CFS Lp/PAO1

Anexo 7: Efecto inhibitorio en el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa PAO1 bajo tratamiento de CFS de
mono y cocultivo, durante 24 h a 372C. (CFS PAO1), sobrenadante libre de células de P. aeruginosa PAO1. (CFS
LLIO03), sobrenadante libre de células de L. kunkeei LLIOO3. (CFS Lp), sobrenadante libre de células de L.
plantarum. (CFS LLIO03/PAQ1), sobrenadante libre de células de cocultivo entre L. kunkeei LLIO03 y P. aeruginosa
PAO1. (CFS Lp/PAO1), sobrenadante libre de células de cocultivo entre L. plantarum y P. aeruginosa PAOL.
(PAO1), Cultivo bacteriano de P. aeruginosa PAO1. Se muestra promedio de tres ensayos independientes,
realizados en triplicado.

87



Efecto en crecimiento bacteriano en P. aerguginosa PA14 frente a CFS de mono y cocultivo después de 24 h a 372C.

02 I:ézégagdﬁ_‘

04 = T i

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
M-+-PA14 N-+-PA14 + CFS PA14 O-+-PA14 + CFS LLIOO3 .
Tiempo (h)

P-+-PA14+CFSLp Q+-PA14 + CFS LLI003/PA14 R+-PA14 + CFS Lp/PA14

Anexo 8: Efecto inhibitorio en el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa PA14 bajo tratamiento de CFS de
mono y cocultivo, durante 24 h a 372C. (CFS PA14), sobrenadante libre de células de P. aeruginosa PA14. (CFS
LLI003), sobrenadante libre de células de L. kunkeei LLIO03. (CFS Lp), sobrenadante libre de células de L.
plantarum. (CFS LLIO03/PA14), sobrenadante libre de células de cocultivo entre L. kunkeei LLIO03 y P. aeruginosa
PA14. (CFS Lp/PA14), sobrenadante libre de células de cocultivo entre L. plantarumy P. aeruginosa PA14. (PA14),
Cultivo bacteriano de P. aeruginosa PA14. Se muestra promedio de tres ensayos independientes, realizados en
triplicado.
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Anexo 9: Ensayo de inhibicion en placa agar sobre P. aeruginosa LLPO11. Halos de inhibicién por WBC de L.
kunkeei LLIO03, el CFS de L. kunkeei LLIO03 no presentd inhibicion.
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	iv. RESUMEN
	La resistencia a los antibióticos por parte de bacterias patógenas se ha declarado como una emergencia a nivel global. Pseudomonas aeruginosa es un patógeno nosocomial resistente a los antibióticos y formador de biopelículas, cuyas infecciones y manif...
	v. SUMMARY
	Resistance to antibiotic by pathogenic bacteria has been declared a global emergency. Pseudomonas aeruginosa is an antibiotic-resistant and biofilm-forming nosocomial pathogen, the infections and clinical manifestations of which can be fatal in inmmun...
	1. INTRODUCCIÓN
	1.1. Resistencia a los antimicrobianos, problemática e implicancias

	Desde hace décadas se ha observado un incremento significativo en la resistencia a los antibióticos, los que son usualmente utilizados desde 1943 para el tratamiento de infecciones de origen bacteriano mejorando de manera significativa la esperanza de...
	Las infecciones por resistencia a los antibióticos generan costos adicionales tanto a nivel económico como a nivel personal en la vida de los pacientes. En la mayoría de los casos, se  requieren tratamientos prolongados y/o costosos, alargan las estad...
	1.1.1. Realidad de Chile: uso de antibióticos, prevención y gestión de patógenos resistentes

	En Chile, existe un uso desmedido de antimicrobianos en la medicina veterinaria, especialmente en la acuicultura del salmón, en que se ha observado un incremento en los antibióticos utilizados, lo que está directamente relacionado con el surgimiento d...
	El gobierno chileno en el año 2017, propuso un plan nacional de prevención y gestión contra la resistencia antimicrobiana, adoptando recomendaciones de la Organización Mundial de la Salud (OMS) (6,7,8), Organización de Alimentación y Agricultura (FAO)...
	No obstante, el Instituto de Salud Pública de Chile (ISP) junto a los datos de la consultora IQVIA, en el año 2019 señalaron en un estudio, la detección en el aumento de consumo de cinco antibióticos de medicina humana; Ammoxicilina, Ciprofloxacino, A...
	1.1.2. Vigilancia de resistencia a los antimicrobianos e infecciones intrahospitalarias en Chile

	Para estimar la eficacia de los antibióticos, como también, reportar el surgimiento de cepas bacterianas resistentes a estos medicamentos, los laboratorios hospitalarios y clínicos, reportan vigilancias de la susceptibilidad microbiana frente a antibi...
	Entonces la problemática recae en que el origen y diseminación de microorganismos patógenos, que ocurre en recintos hospitalarios y clínicas, que conllevan a infecciones intrahospitalarias o infecciones nosocomiales. Las infecciones instrahospitalaria...
	TABLA 1: Susceptibilidad antimicrobiana de los agentes infecciosos intrahospitalaria en Chile. Sensibilidad a los antibióticos de los agentes infecciosos de alta frecuencia en hospitales de Chile. (*), años 2010 y 2011 sin datos (11).
	TABLA 2: Tipos de infecciones y agente etiológico responsable. Agentes infecciosos responsables, tipo de infección causante y su prevalencia en infecciones intrahospitalarias (18).
	1.1.3. Enfoques y plan de acción de la organización mundial de la salud

	En el año 2016 la Organización Mundial de la Salud (OMS) emitió un documento “Critically Important Antimicrobials for Human Medicine” de clasificación de antimicrobianos de importancia médica para la gestión del riesgo de resistencia a los antimicrobi...
	1.2. Pseudomonas aeruginosa

	Uno de los microorganismos presentes como la prioridad crítica es Pseudomonas aeruginosa, un bacilo Gram negativo, aerobio estricto, que se encuentra naturalmente en suelos, fuentes de agua (mar, ríos, lagos, piscinas y plantas de tratamiento de aguas...
	P. aeruginosa según el serotipo identificado, presenta resistencia a muchos grupos de antibióticos de distintos blancos celulares y moleculares tales como aquellos que afectan la pared bacteriana, alteran la membrana citoplasmática, inhiben la síntesi...
	1.2.1. Mecanismos de resistencia en Pseudomonas aeruginosa

	Uno de los mecanismos de inactivación de antimicrobianos corresponde a la hidrólisis enzimática del anillo beta-lactámico presente en la estructura química de los antibióticos betalactámicos por acción de enzimas beta-lactamasas. Entre las beta-lactam...
	Otros mecanismos de resistencia a antibióticos presentes en P. aeruginosa corresponden a mutaciones que dan como resultado la modificación de canales (por ejemplo, porinas), que permiten el ingreso de los antibióticos, la modificación de las moléculas...
	La resistencia intrínseca de este patógeno oportunista, también está condicionada por la facilidad de mutaciones cromosómicas y la adquisición de elementos genéticos móviles (transferencia horizontal de genes), como los plásmidos e integrones desde Ps...
	1.3. Las bacterias ácido lácticas (LAB)

	Si bien existen varios enfoques de investigación para el control de patógenos mediante antimicrobianos, con objeto de tratamiento alternativo a los antibióticos, tales como el  uso de bacteriófagos (43), anticuerpos y vacunas (44 y 45), CRISPR/Cas (46...
	Las bacterias ácido lácticas (LAB), llamadas así por fermentar carbohidratos generando ácido láctico principalmente, son clasificados como Gram positivo, GRAS (Generalmente Considerada Como Segura) y pertenecientes al Phylum de Firmicutes, Clase Bacil...
	Las LAB muestran propiedades profilácticas y aplicaciones tecnológicas atractivas, tanto en aplicaciones médicas como en la industria alimentaria, debido a sus capacidades anteriormente mencionadas en conjunto con su resistencia al congelamiento y sec...
	1.3.1. Péptidos antimicrobianos

	Los péptidos antimicrobianos, también conocidos como péptidos de defensa del organismo, tienen actividad antimicrobiana de amplio espectro contra bacterias, hongos y virus. Estas proteínas son componentes indispensables en el sistema inmune innato en ...
	1.3.2. Bacteriocinas

	Las bacteriocinas son un tipo de antimicrobianos de naturaleza proteica o polipeptídica de origen bacteriano (74), las cuales tienen como función de inhibir el crecimiento microbiano de bacterias por la competencia de un nicho ecológico en particular ...
	Las bacteriocinas se suelen estudiar y aislar a partir de cultivos de bacterias Gram positivo y Gram negativo (76). En las bacterias Gram negativo, se han descrito y clasificado como: Microcinas (clase I, clase IIa y IIb) y colicinas, en que se han de...
	Las bacterias de las especie Lactobacillus spp. han mostrado ser fuentes de bacteriocinas que tienen un alto potencial en medicina humana y animal. Entre las bacterias de esta especie que están descritas como productoras de bacteriocinas están L. acid...
	TABLA 3: Características básicas de las bacteriocinas en bacterias Gram positivo y Gram negativo. Propiedades diferenciadores más elementales, entre las distintas clases de bacteriocinas de bacterias Gram positivo y Gram negativa. (P.M.) Peso molecula...
	1.3.3. Lactobacillus kunkeei

	Lactobacillus kunkeei (L. kunkeei), es una especie de Lactobacillus spp. que ha sido aislada desde flores, miel, vino, frutas, insectos y de la microbiota intestinal de las abejas polinizadoras (Apis mellifera). L. kunkeei, es fructofílica o FLAB (Fru...
	Figura 1: Efecto negativo de la biopelícula de especies de Lactobacillus sobre la biopelícula de cepas P. aeruginosa. La biopelícula de cepas de Lactobacillus kunkeei afectó negativamente la formación, estabilización y viabilidad de la biopelícula de ...
	2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
	2.1. Hipótesis

	El sobrenadante de Lactobacillus kunkeei contiene compuestos de naturaleza proteica del tipo bacteriocina que actúan contra el crecimiento del patógeno Pseudomonas aeruginosa.
	2.2. Objetivo general

	Determinar la naturaleza bioquímica y el efecto del agente antimicrobiano contra Pseudomonas aeruginosa, producido por cepas de Lactobacillus kunkeei.
	2.2.1. Objetivo específico 1

	Analizar la actividad antimicrobiana del cultivo bacteriano y el sobrenadante, mediante ensayos de inhibición en placa de agar y en curva de crecimiento.
	2.2.2. Objetivo específico 2

	Caracterizar bioquímicamente la naturaleza química del agente antimicrobiano.
	3. MATERIALES Y MÉTODOS
	3.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

	Los microorganismos se cultivaron en base al procedimiento de Berríos y cols. modificado (89). Las cepas bacterianas de Lactobacillus kunkeei LLI001, LLI003 y MP2 se aislaron desde la microbiota intestinal de abejas melíferas (Apis mellidera), proveni...
	3.2. Ensayo de inhibición en placa agar con cultivo completo bacteriano (WBC) de Lactobacillus spp.

	El ensayo se realizó en base a la combinación de los protocolos modificados de ensayos de difusión en placa, específicamente el método de difusión por pocillo en agar (“Agar Well Diffusion Method”, en inglés) y el método de ensayo sobre el césped (“Sp...
	Las cepas de L. kunkeei y L. plantarum se crecieron y cultivaron en caldo medio de cultivo MRS pH 7,4 en atmósfera capnofílica  a 37ºC por 48 horas (L. kunkeei) o 24 horas (L. plantarum), obteniéndose cultivos completos (WBC), los que posteriormente s...
	Figura 2: Ensayo de inhibicion en medio sólido. (A) Aplicación de segunda capa de agar BHI suave con bacteria indicadora, sobre placa agar MRS pH 7,4 con fijación de puntas de micropipeta p1000 esteriles. (B) Solidificación del medio agar BHI suave co...
	3.3. Ensayo de inhibición en placa agar con WBC y sobrenadante libre de células (CFS) de L. kunkeei LLI003 y L. plantarum en MRS pH 5,7, pH 6,2 y pH 7,4

	El ensayo se realizó en base al protocolo modificado de Yang y cols. (100). Las cepas bacterianas se cultivaron a 4 mL de medio líquido MRS pH 5,7 a 37ºC por 24 h (L. plantarum) o 48h (L. kunkeei LLI003) en ambiente capnofílico. Transcurrido el tiempo...
	Los cultivos de L. kunkeei LLI003 y L. plantarum se centrifugaron a 10.000 rpm (12.857 RCF o 11,5 G) por 5 minutos. Posteriormente el sobrenadante es rescatado por jeringa estéril (jeringa desechable 10 mL. Nipro, TCL Chile) y filtrado en filtro de 0,...
	3.4. Ensayo de inhibición en curva de crecimiento de CFS procedente de monocultivo y cocultivo

	Los ensayos en curva de crecimiento se basó en los procedimientos de la empresa Tecan™ (101). Se cultivaron L. plantarum en 4 mL de medio líquido MRS pH 7,4 a 37ºC por 24 h y L. kunkeei LLI003 MRS pH 6,2 por 48h en ambiente capnofílico. Mientras, las ...
	Transcurrido la incubación bacteriana, muestras de L. kunkeei LLI003 y L. plantarum se aislaron y filtraron para obtener CFS, mientras que otras se mezclaron con cada cepa de P. aeruginosa LLP011, PAO1 y PA14 a una razón volumétrica de 3:1 (3 mL Lacto...
	Se utilizaron 50 µL de mezclas de CFS, CFS y 50 µL de WBC de P. aeruginosa LLP011, PAO1 y PA14 ajustadas a D.O. de 0,1 en microplacas 96-well (Greiner® 96-well flat transparent microplate) preparadas con 100 µL de medio líquido BHI (volumen final 200 ...
	Figura 3: Ensayo de inhibición por curva de crecimiento. (A) NanoQuant infinite M200 PRO®, Tecan,  lector microplaca multifuncional. (B) Representación de curva de crecimiento. (C) Representación de microplaca de 96 pocillos con muestras. (D) Represen...
	3.5. Tratamiento enzimático y tratamiento térmico sobre las mezclas CFS entre L. kunkeei LLI003, L. plantarum  y P. aeruginosa LLP011

	Tratamiento enzimático y térmico se basó en el procedimiento de Lin y cols. modificado (102). Mezclas CFS (L. kunkeei LLI003/P. aeruginosa LLP011 y L. plantarum/P. aeruginosa LLP011) se trataron con Proteinasa K (Proteinasa K 500mg EC 3.4.21.14, Merck...
	3.6. Análisis estadístico

	Los halos de inhibición se analizaron por one-way ANOVA Tukey test, mientras las curvas de crecimiento se analizaron por two-way ANOVA Tukey test. Ambos análisis con un nivel de significancia para p de 0,05 (Programa estadístico: SigmaPlot 12.0, Systa...
	4. PRESENTACIÓN Y ANÁLISIS DE RESULTADOS
	4.1. Efecto inhibitorio en cultivos completos bacterianos de Lactobacillus spp. sobre Pseudomonas aeruginosa en medio sólido

	Se realizó ensayo de inhibición en placa de L. kunkeei (cepas LLI001, LLI003 y MP2) y L. plantarum (especie de Lactobacillus que se caracteriza por generar bacteriocinas) sobre a P. aeruginosa (cepas PAO1, PA14 y LLP011) en condiciones aeróbicas a 37...
	Figura 4: Efecto inhibitorio de los WBC  de especies de L. kunkeei  y L. plantarum sobre cepas de P. aeruginosa en placa. Inhibición sobre el césped bacteriano de cepas de P. aeruginosa en placa, por WBC de especies de L. kunkeei y L. plantarum en poc...
	4.2. Efecto Inhibitorio en cultivos completos bacterianos y sobrenadantes libre de células de Lactobacillus spp. sobre Pseudomonas aeruginosa en medio sólido y líquido

	Se realizó ensayo de inhibición de L. kunkeei LLI003 y L. plantarum sobre P. aeruginosa (cepas PA14, PAO1 y LLP011) en condiciones aeróbicas a 37ºC por 24 h a diferentes valores de pH (pH 5,7; 6,2; 7,4) tanto del cultivo completo bacteriano (WBC), com...
	Figura 5: Efecto inhibitorio de los WBC  de L. kunkeei LLI003 y L. plantarum procedentes de cultivos de MRS pH 5,7, pH 6,2 y pH 7,4 sobre las cepas de P. aeruginosa en placa. Inhibición sobre el césped bacteriano de cepas de P. aeruginosa en placa, po...
	En la figura 6 se puede observar que el CFS tanto de L. kunkeei LLI003 como L. plantarum generan inhibición en el crecimiento de P. aeruginosa que se considera estadísticamente significativo. Sin embargo, es claramente observable que, contrario a lo q...
	Figura 6: Efecto de los CFS de L. kunkeei LLI003 y L. plantarum en la cinética de crecimiento de P. aeruginosa LLP011. El crecimiento bacteriano se mide por ciclo cinético de 14 horas con medición en cada 30 minutos a λ 600nm, la incubación a 37ºC y a...
	4.3. Efecto inhibitorio en cultivo líquido de Pseudomonas aeruginosa mediante sobrenadante libre de células en monocultivo y cocultivo

	Se realizó un ensayo de inhibición en curva de crecimiento de P. aeruginosa (cepas PAO1, PA14, LLP011) junto CFS L. kunkeei LLI003 y L. plantarum de monocultivo y cocultivo en condiciones aeróbicas a 37ºC por 24 horas, con el propósito de saber si el ...
	Figura 7: Efecto en los CFS de cocultivo de L. kunkeei LLI003 y L. plantarum en la cinética de crecimiento de P. aeruginosa PAO1.  El crecimiento bacteriano se mide por ciclo cinético de 24 horas con medición en cada 30 minutos a λ 600nm, la incubació...
	Figura 8: Efecto en los CFS de cocultivo de L. kunkeei LLI003 y L. plantarum en la cinética de crecimiento de P. aeruginosa PA14. El crecimiento bacteriano se mide por ciclo cinético de 24 horas con medición en cada 30 minutos a λ 600 nm, la incubació...
	Figura 9: Efecto en los CFS de cocultivo de L. kunkeei LLI003 y L. plantarum en la cinética de crecimiento de P. aeruginosa LLP011. El crecimiento bacteriano se mide por ciclo cinético de 24 h con medición en cada 30 minutos a λ 600 nm, la incubación ...
	4.4. Efecto inhibitorio en cultivo líquido en especie de Pseudomonas aeruginosa LLP011 mediante sobrenadante libre de células proveniente de cocultivo tratadas con enzimas y temperatura

	Con la finalidad de analizar la estabilidad del efecto antimicrobiano observado frente diferentes condiciones, se realizó un Ensayo de Inhibición en Curva de Crecimiento de P. aeruginosa LLP011 junto CFS L. kunkeei LLI003 y L. plantarum previamente co...
	Figura 10: Efecto del tratamiento enzimático y térmico en los CFS de cocultivo de L. kunkeei LLI003 en la cinética de crecimiento de P. aeruginosa LLP011. El crecimiento bacteriano se mide por ciclo cinético de 24 horas con medición en cada 30 minutos...
	Figura 11: Efecto del tratamiento enzimático y térmico en los CFS de cocultivo de L. plantarum en la cinética de crecimiento de P. aeruginosa LLP011. El crecimiento bacteriano se mide por ciclo cinético de 24 horas con medición en cada 30 minutos a λ ...
	5. DISCUSIÓN DE RESULTADOS
	5.1. Búsqueda de nuevos compuestos bioactivos antimicrobianos contra patógenos resistentes a los antibióticos

	La evaluación y aplicación de compuestos bioactivos por parte de bacterias ácido lácticas (LAB) puede ser una alternativa contra bacterias patógenas resistentes a los antibióticos y causantes de enfermedades en humanos, animales y vegetales, debido a ...
	Entre las LABs, el género Lactobacillus spp. es uno de los más estudiados por sus propiedades probióticas de varios de sus miembros y entre estos, la especie más caracterizada genética, metabólica y biotecnológicamente es Lactobacillus plantarum, que ...
	La búsqueda de nuevos probióticos por sus propiedades benéficas durante años han sido en productos lácteos, alimentos frescos o fermentados, alimentos diarios en general, tractos digestivos e incluso leche materna, no obstante, en los últimos años ha ...
	Entre las especies nuevas de bacterias LABs que han comenzado a ser descritas y caracterizadas, está Lactobacillus kunkeei, un subgrupo de bacterias LABs categorizadas como bacterias fructófilas de ácido láctico (bacterias FLABs), que durante años las...
	5.2. Efecto antimicrobiano de L. kunkeei y L. plantarum sobre el patógeno P. aeruginosa

	En nuestro estudio, en la figura 4 se puede observar que entre las cepas de L. kunkeei estudiadas, la cepa LLI003 presentó mayor efecto inhibitorio incluso sobre la bacteria que era control de referencia, L. plantarum, lo que sugiere que esta cepa pro...
	Otra posibilidad de la mayor capacidad de inhibición de L. kunkeei LLI003 frente a L. plantarum contra P. aeruginosa es la concentración de el (los) agente (s) antimicrobiano(s) ya que esto(s) es (son) determinante(s) en el efecto inhibitorio final (1...
	Además de la concentración, los antimicrobianos tienen condiciones óptimas donde su actividad es máxima. Dado esto, es necesario evaluar la estabilidad de la potencial sustancia antimicrobiana ante diferentes condiciones, una de ellas es el pH. Así se...
	Así L. kunkeei LLI003, podría producir metabolitos como ácido láctico, acetato y CO2 durante el proceso fermentativo (82, 86 y 138), se desconoce la presencia de otros componentes antimicrobianos, a excepción en la posible existencia de bacteriocina, ...
	Debido a los antecedentes y que los cultivos WBC de LLI003 y L. plantarum mostraron inhibición contra las especies de P. aeruginosa, pero los CFS no mostraron efecto en agar, se evaluó el efecto inhibitorio en curva de crecimiento (en inglés; “Time-Ki...
	En la figura 6, mediante una curva de crecimiento del patógeno LLP011 sin y con tratamiento de CFS durante periodo de tiempo de 14 h, y fue posible identificar el efecto antimicrobiano dependiente del tiempo, tanto para los CFS de LLI003 en MRS pH 6,2...
	Para evaluar dos de estas posibilidades, se realizaron dos acciones: primero, cocultivos de las cepas de Lactobacillus con las cepas de P. aeruginosa (Figuras 7, 8 y 9, ver más adelante) y segundo, caracterización preliminar mediante el tratamiento té...
	5.3. Análisis del efecto del modelo de cocultivo entre las cepas de Lactobacillus y las cepas de P. aeruginosa sobre la actividad antimicrobiana

	En las figuras Figura 7, 8 y 9, fue posible determinar el efecto inhibitorio dependiente del tiempo en curva de crecimiento contra las tres cepas de P. aeruginosa mediante los CFS procedentes de co-cultivos entre especies de Lactobacillus y Pseudomona...
	La tecnología de cocultivo, corresponde a una incubación anaeróbica o aeróbica de diferentes cepas microbianas especificadas en condiciones asépticas produciendo la degradación y metabolización de sustratos por la actividad metabólica combinada de las...
	Respecto a la sensibilidad de las cepas de P. aeruginosa frente al efecto antimicrobiano de L. kunkeei y/o L. plantarum, cuando se observan los resultados del cocultivo, se observan resultados similares a lo obtenido en medio sólido, en que P. aerugin...
	Estudios en aislados clínicos de P. aeruginosa en pacientes que padecían fibrosis quística, presentaban un fenotipo con mayor producción de biopelículas y una predisposición de hipermutaciones en su genoma, generando de esta forma nuevas variantes en ...
	Debido a que estos cambios se producen también en los sucesivos pasajes de cultivo en los laboratorios (de donde provienen las cepas PAO1 y PA14) (151), el estudio fue focalizado en sus etapas finales al aislado clínico P. aeruginosa LLP011, cepa que ...
	5.4. Análisis del efecto de la temperatura y proteasas en la actividad antimicrobiana contra P. aeruginosa sobre el sobrenadante de cocultivo L. kunkeei LLI003 y cepas de P. aeruginosa

	Con la finalidad de conocer preliminarmente si existe presencia de proteínas del tipo bacteriocina involucradas en el efecto antimicrobiano o un metabolito de bacterias LAB sintetizado durante el proceso fermentativo, se efectuaron dos procedimientos ...
	Se analizaron las muestras de CFS procedentes de L. kunkeei LLI003 y L. plantarum con LLP011 con y sin tratamiento enzimático y térmico (Figura 10 y 11). Se observó que las muestras bajo tratamiento enzimático disminuyeron su efecto antimicrobiano con...
	Entre los compuesto no proteicos que pueden producirse es el ácido acético (acetato), que mostró efecto a una concentración mínima inhibitoria (MIC) al 2% contra aislados clínicos, y en casos más contemporáneos el MIC puede llegar al 3%-5% (173 y 174)...
	Un factor posible a considerar es la participación de señalización celular como quorum-sensing, por ejemplo compuestos de acil-homoserina-lactonas (AHLs), que son sintetizadas por P. aeruginosa el cual permite modular la virulencia y formación de biop...
	Existen evidencias por literatura que estudios en L. plantarum NC8 indicaron que la producción de plantaricina NC8 es mediado por mecanismo de autoinducción, que consiste en un sistema de regulación síntesis bacteriocina conformado por un péptido indu...
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