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RESUMEN

Se evaluo el efecto bactericida del sobrenadante del cultivo de Bifidobacterium animalis subsp. lactis sobre la
supervivencia de Sa/monella typhi, para lo cual se prepararon tres sistemas de evaluacion, dos de ellos sirvieron
de control constituidos por caldo MRS pH 7 y caldo MRS pH 4, y un sistema problema constituido por el
sobrenadante obtenido de B. animalis lactis. Se coloco a cada sistema 1 mL del indculo de 3 x 108 células/mL de
S. typhi'y se incub6 a 37°C durante 24 horas. A partir de la 0 hora y cada tres horas hasta completar las 24 horas
se monitoreo la supervivencia de S. typhi, por el método de recuento en placa, mediante la siembra por
incorporacion. Los resultados evidencian una disminucion de las unidades formadoras de colonias (UFC/mL) de
S. typhi hasta las 24 h de evaluacion en condiciones de refrigeracion. Entonces se concluye que el sobrenadante
de B. animalis subsp. /actis si afecta la supervivencia de S. fyphi en las condiciones de ensayo.
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ABSTRACT

Bactericidal effect of supernatant from culture of Bifidobacterium animalis subsp. lactis on the survival of
Salmonella typhi was evaluated in three prepared systems of evaluation; two of them served control constituted
by MRS broth pH 7 and MRS broth pH 4, and a system problem constituted by the supernatant obtained from B.
animalis lactis. It was placed to each system 1 mL of inoculum of 3 x 108 cells/mL of S. #yphi and incubated at
37 © C for 24 hours. From 0 hour and every three hours up to complete the 24 hours is monitoring the survival of
S. typhi, the counting method in plate, through the planting by incorporation. Results show a decrease in colony
forming units of colonies (CFU/mL) of S. fyphi until 24 h of evaluation at refrigerated conditions. It was then
concluded that the supernatant from B. animalis lactis affects the survival of S. £yphiin the test conditions.
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INTRODUCCION

Los microorganismos probioticos aparecen en el tracto gastrointestinal del hombre desde etapas
tempranas de la vida, pero al pasar el tiempo y debido a factores como la edad, la dieta, el ambiente, el
estrés y la medicacion descienden a cantidades que pueden llegar a ser muy pequeias, lo cual puede
favorecer el crecimiento de bacterias patogenas!:2. Cuando se logra que los probidticos se conserven en
numero o vuelvan a alcanzar niveles importantes en el intestino, el huésped puede experimentar una
serie de beneficios como el mejoramiento de la tolerancia a lactosa, accion contra bacterias patdogenas
y el mejoramiento de la respuesta inmune3. Gracias a su gran capacidad antagoénica contra otros
microorganismos y conservante se les usa en la preparacion de una amplia gama de productos,
incluyendo alimentos, medicamentos y suplementos dietéticos*s.



Las bacterias acido lacticas (BAL) estan presentes en la alimentacion del hombre desde hace mucho
tiempo y es posible encontrarlas en muchos productos de leche fermentada como yogurt, también se
encuentran en quesos frescos, en diferentes carnes y sus productos y en algunas hortalizas; su
actividad antimicrobiana ha sido atribuida a la acumulacién de los productos finales de los procesos de
fermentacion, como acido lactico, diéxido de carbono, perdxido de hidrogeno, o bacteriocinas®.’:.

Los acidos organicos mayoritarios (lactico y acético) generados como consecuencia del metabolismo
fermentativo de las hexosas se han considerado los principales responsables del efecto inhibidor de
cepas del género Bifidobacterium frente a patdogenos gastrointestinales, como Helicobacter pylori y
S. entérica. Los é&cidos grasos de cadena corta (acético, propionico y butirico) generados a partir del
metabolismo de polisacaridos no digeribles en la parte alta del tracto gastrointestinal (prebidticos) por
este grupo bacteriano también contribuyen a la reduccion del pH en el colon, inhibiendo asi su
colonizacion por bacterias patogenas®10.11.12,

Las bacterias del género Bifidobacterium bajan el pH intestinal mediante la produccion de acidos
con lo cual impide el desarrollo de bacterias entre ellas Salmonellasp.y S. typh0-11. El crecimiento de
BAL en medios aerobios conduce a la formacion de varios metabolitos del oxigeno como: peroxido de
hidrogeno, aniones superoxido y radicales libres, que poseen un efecto bacteriostatico y bactericida
frente a la flora lactica y no lactical3!5.16, El peroxido de hidrogeno ha sido estudiado mas
ampliamente en leche cruda, donde se genera el sistema antimicrobiano "lactoperoxidasa", sin
embargo a pesar de su potencial en la preservacion, es reconocida la poca viabilidad de este
compuesto en los alimentos, ya que puede tener efectos perjudiciales en su calidad organoléptica
causando rancidez de las grasas y reacciones de decoloracion y enverdecimiento!4.17.18.2021,

Los acidos organicos mayoritarios (lactico y acético) generados como consecuencia del metabolismo
fermentativo de las hexosas se han considerado los principales responsables del efecto inhibidor de
cepas del género Bifidobacterium frente a patdgenos gastrointestinales, como Helicobacter pylori y
S. entérica. Los éacidos grasos de cadena corta (acético, propidnico y butirico) generados a partir del
metabolismo de polisacaridos no digeribles en la parte alta del tracto gastrointestinal (prebidticos) por
este grupo bacteriano también contribuyen a la reduccion del pH en el colon, inhibiendo asi su
colonizacion por bacterias patogenas?!.

En los ultimos afios se han identificado y caracterizado diversos péptidos antimicrobianos
denominados bacteriocinas los cuales en su mayoria son producidos por BAL. Los beneficios de
éstas en salud humana y animal estan bien documentados: presentan varias caracteristicas y ventajas
que las hacen particularmente atractivas: un espectro de inhibicién especifico, un sistema de
autorregulacion, estabilidad y procesos de produccion costo — efectivo y el consumo en forma segura
por los humanos por muchos siglos?2.

El modo de accion de las bacteriocinas de bacterias lacticas es la formacion de poros en la membrana
citoplasmatica de las células sensibles?324. Este proceso induce la disipacion de la fuerza motriz
protonica. La formacion de poros y la eliminacion de la fuerza motriz protonica (fuente de energia
celular) promueven la salida rapida de metabolitos de pequefio tamafio, como aminoacidos y
nucleotidos, interrumpiendo los procesos de biosintesis de la célula; ademas, de la formacion de poros,
para ciertas bacteriocinas se ha descrito la lisis celular como modo de accion secundario!s.25.

La capacidad bactericida de las bacterias probioticas sobre agentes patdogenos presentes en alimentos
ha sido abarcada en distintas investigaciones, pero no el sobrenadante producto del crecimiento de
estas bacterias. Entonces evaluar el sobrenadante obtenido durante las incubaciones del cultivo de B.
animalis lactis podria resultar efectivo y ser utilizado como conservante de los alimentos que son
almacenados en condiciones de refrigeracion, como una medida preventiva para controlar el
crecimiento de microorganismos contaminantes y evitar la propagacion de patdogenos. En tal sentido,
la presente investigacion estuvo dirigida a determinar: (i) el efecto del sobrenadante del cultivo de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis sobre la supervivencia de Sa/monella typhi, en condiciones de
refrigeracion, (ii) estadisticamente si hay o no diferencia significativa entre el efecto del sobrenadante
de B. animalis lactis con el medio MRS a pH 7.0 respecto a la supervivencia de S. fyphi en
condiciones de refrigeracion y (iii) estadisticamente si hay o no diferencia significativa entre el efecto
del sobrenadante de B. amimalis lactis con el medio MRS a pH 4 respecto a la supervivencia de
Salmonella typhi en condiciones de refrigeracion.



MATERIAL Y METODOS

Cultivos
e Cultivo de Sa/monella typhi, proporcionado por el laboratorio de Microbiologia de Alimentos,
Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Universidad Nacional de Trujillo.
e Cultivo liofilizado de Bifidobacterium animalis subsp. lactis, comercializado por la empresa Sacco,
S.A Italia.

e Sobrenadante obtenido de B. animalis subsp. Lactis en medio Man Rogosa Sharpe (MRS).
Reactivacion y obtencion de biomasa de Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Se peso 0.1 g del cultivo liofilizado y se afiadi6 en 4 mL de caldo MRS; luego se incub6 en una jarra
con tapa hermética, en condiciones de microaerobiosis a 37°C durante 72 h. Posteriormente las
colonias fueron cosechados y colocados en un matraz conteniendo 28 mL de caldo MRS y se incub6
en condiciones de microaerobiosis a 37°C durante 72 h. Finalmente, se cosechd toda la biomasa en
solucion salina fisiologica estéril (SSFE) y se centrifug6 a 4000 rpm durante 15 min!©.

Inoculacion y obtencion del sobrenadante del cultivo de B. animalis lactis

La biomasa obtenida anteriormente, se inoculé en 100 mL de caldo MRS, y se incubd por 15 h a
37°C en microaerobiosis. Terminado el periodo de incubacion, se centrifugé el caldo a 4000 rpm
durante 15 min. Luego se filtro el sobrenadante por el método de filtracion de membrana empleando
una membrana filtrante bacteriologica de 0.45 micras de diametro!,

Reactivacion y estandarizacion del indculo de Salmonelia typhi.

A partir del cultivo puro, conservado en congelacion, se saco una asada y se sembro en 3 mL de
caldo nutritivo, y se incubd a 37°C durante 24 h, en condiciones de aerobiosis. Luego se prepard una
suspension bacteriana en SSFE a una turbidez equivalente al tubo N° 1 del nefelémetro de Mac
Farland (3x108 células/mL), que fue considerado como in6culo!©.

Efecto del sobrenadante del cultivo de B. animalis sobre la supervivencia de S. ¢£yphi.

Se prepararon tres sistemas de ensayo:

Sistema 1: 9 mL Caldo MRS a pH 7
Sistema 2: 9 mL Caldo MRS a pH 4
Sistema 3: 9 mL del sobrenadante obtenido de B. animalis lactis

Luego se agreg6 1 mL de indculo de S. #yphi, a cada sistema y se incubd a condiciones de
refrigeracion durante 24 h. A la O h, se extrajo 0.5 mL del sistema de evaluacidn, se hicieron
diluciones en SSFE, y se sembro 1 mL en placas, mediante la técnica de incorporacion en agar
nutritivo; seguidamente, se incubd a 37°C durante 24 h. Se sembro las tres ultimas diluciones. Cada
uno de los sistemas se evalud cada tres horas hasta completar las 24 h. Finalmente, se realizo el
recuento de colonias y se expreso en UFC/mL19.

Analisis de datos

El crecimiento promedio (UFC/mL) de S. fyphi en placa, durante las 24 h de incubacion, en cada uno
de los sistemas de ensayo, se registrd y se presentd en una figura, al mismo tiempo que se aplico el
analisis de varianza a los datos obtenidos!0.20,

RESULTADOS

Se observd que la supervivencia de S. typhi evaluada en el sobrenadante del cultivo de B. animalis
lactis con pH 4, que disminuy6 en seis logaritmos en relacion al recuento inicial, al igual que en caldo
MRS a pH 4, por lo que no hay diferencia significativa entre estos dos medios, pero al evaluar la
supervivencia de S. typhi en caldo MRS, en esta solo disminuye dos logaritmos, por lo tanto aqui si
hay diferencia significativa (Fig. 1).

DISCUSION

Los probidticos son microorganismos vivos con gran capacidad antagénica contra otros
microorganismos; siendo de gran interés, ser utilizados como bioconservantes naturales, y
disminuyendo en parte el uso de conservantes quimicos en los alimentos!3. Los mecanismos de
defensa de bacterias probidticas en contra de diversos tipos de microorganismos patégenos que atacan
a individuos, aun sigue siendo un tema muy complejo, lo cual ha motivado que el mundo cientifico se



interese por conocer con mayor detalle el modo de accidon de las bacterias acido lacticas y de sus
metabolitos sobre los microorganismos patogenos!326, Segun Gutiérrez y cols., las cepas de B.
animalis son consideradas probidticas y producen numerosas sustancias microbianas especificas como
acido lactico y bacteriocinas, entre otras que les confiere su capacidad bactericida; sobre diferentes
cepas de bacterias gran negativas!0.13,
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Fig 1. Curvas de supervivencia de Salmonella typhi en caldo MRS pH 7, en caldo MRS pH 4, y en
sobrenadante de cultivo de B. animalis subsp. lactis.

Con los resultados obtenidos, se determind que los productos metabolicos de B. animalis subsp.
Lactis excretados al medio de cultivo presentaron actividad antagonica “in vitro” contra S. ¢yphi. Es
probable que esta actividad se deba a la produccion de sustancias bactericidas especificas contra Gram
negativas, las cuales solubilizan el lipopolisacarido y destruyen la membrana citoplasmatica vaciando
su contenido celular, de esta manera generan inhibicion parcial o total de estos microorganismos!s. Al
evaluar los productos metabolicos de B. animalis subsp. Lactis se observa disminuciones logaritmicas
significativas de la poblacion de S. typhi en los diferentes sistemas de ensayo. El descenso de la
poblacion de S. #yphi durante el proceso podria estar relacionado a la acidez del medio, ya que al
evaluar la disminucion de la poblacion en el sobrenadante y en el caldo MRS a pH 4 no presenta una
diferencia significativa (p > 0.05).

Durante la produccion de probidticos o alimentos funcionales con bifidobacterias, la viabilidad de las
bacterias patogenas se ve afectada por la acidez del medio de cultivo!s. El sobrenadante y el caldo
MRS a pH 4 presentaron actividad de inhibicidn frente a S. #yphi indicando que la accidn inhibitoria
podria ser debida a los 4cidos organicos producidos por B. amimalis, estos acidos organicos
mayoritarios generados como consecuencia del metabolismo fermentativo de las hexosas (lactico y
acético) se han considerado los principales responsables del efecto inhibidor de cepas de
Bifidobacterium frente a patdogenos gastrointestinales como Salmonellal®.

La disminucion de la poblacion de S. #yphi, en el sistema inoculado con el sobrenadante, pone en
evidencia que fueron excretados los productos metabolicos de B. animalis subsp. Lactis, entre ellos las
bacteriocinas, que podrian tener efecto inhibitorio o bactericida sobre el crecimiento de S. #yphi. En
este sentido, algunos autores han considerado que el espectro de inhibicion de estas proteinas es
reducido, generalmente sobre microorganismos relacionados taxondmicamente, de forma que
presentan actividad bactericida solamente frente a cepas sensibles!’. La produccion de bacteriocinas



con un espectro de inhibicidon relativamente amplio es propia de bacterias de origen alimentario
incluidas la carne y sus derivados?’. Al respecto, Vasquez y cols, midiendo el efecto del extracto
crudo de bacteriocinas sobre las caracteristicas microbiologicas y sensoriales de Longissimus dorsi
(solomo redondo) empacado al vacio, encontraron que la eficacia de las bacteriocinas sobre un
microorganismo depende del nimero de microorganismos existentes a inhibir y de la concentracion de
la bacteriocina. Ademas, no siempre una buena condicion de crecimiento del microorganismo significa
una buena produccion de bacteriocinas; asi mismo, no siempre una bacteriocina es activa in vitro!”.

Con el analisis de los resultados, en relacion al sobrenadante obtenido de B. animalis subsp. Lactis,
supone que dicha disminucion logaritmica de las bacterias S. #yphi fueron disminuyendo por la
presencia de otros parametros y de las condiciones que se encontrarian en el sobrenadante. Por lo que,
Gutiérrez y cols (2005) mencionan que trabajos previos de Reddy et al., 1984; Abdel-Bar; Harris y
Rill, 1987 demostraron que a un pH 5.5, se presenta un mejor nivel de inhibicion de los productos
metabolicos de B. animalis 16, aunque a pH de 3.5 y 4.5 también se encontr6 actividad bactericida lo
que concuerda con el resultado, mostrados en la Fig. 1, en caldo MRS a pH 4 y del sobrenadante, en
donde no se encontr6 diferencia significativa entre los resultados obtenidos. Por su parte, Larrea y
cols.20 encontraron que B. animalis presenta actividad antimicrobiana frente a S. ¢yphi, utilizando la
técnica de difusion en pocillos y obtiene solo resultados cualitativos.

El analisis estadistico de los recuentos promedios de las colonias sobrevivientes de S. typhi
sembrado en caldo MRS y en el sobrenadante del cultivo de B. animalis subsp. Lactis con pH 4;
obteniéndose resultados que confirman que el sobrenadante estd ejerciendo un efecto bactericida
contra S. fyphi y nos muestra que existe diferencia significativa al comparar los resultados de estos
medios. De igual forma, el analisis estadistico hecho a los recuentos promedios de las colonias
sobrevivientes de S. fyphi sembrado en caldo MRS a pH 4 y en el sobrenadante del cultivo de B.
animalis subsp. Lactis, con pH 4; obteniéndose resultados que nos muestran que no existe diferencia
significativa al comparar los resultados de estos medios. Cabe indicar que estos medios presentaron
efecto bactericida y esto lo podemos observar en los resultados que muestra la Tabla 1.

Cabe resaltar que las condiciones de microaerobiosis son necesarios para que B. animalis subsp.
Lactis pueda reactivarse ya que es una bacteria que crece en estas condiciones, por ello se adecud un
medios en el cual se pueda generar estas condiciones de microaerobiosis!>16:17 | por lo que se logrd
implementar esta condicidon incubando en una jarra con tapa hermética, adicionando un sobre de
alkaletzer en un tubo de ensayo con agua, y se coloco una vela prendida, para asi generar un medio de
microaerobiosis.

La conservacion de los alimentos y la prevencion de la ocurrencia de Enfermedades de Transmision
Alimentaria, han motivado que el mundo industrial y el cientifico se interesen por conocer con mayor
detalle el modo de accion de las bacterias acido lacticas y de algunos de sus metabolitos sobre los
microorganismos patoégenos, por lo que la investigacion confirmo la utilidad de los extractos obtenidos
a partir del crecimiento de las bacterias acido lacticas pueden controlar el crecimiento de las bacterias
entéricas como S. fyphi; al mismo tiempo que, esta informacion sirve de base para continuar con otros
estudios a fin de evaluar su accion frente a otros microorganismos patégenos2.

CONCLUSIONES

o El sobrenadante de B. animalis subsp. lactis si afecta la supervivencia de .S. £yphi en condiciones de
refrigeracion hasta por 24 h de incubacion.

¢ Existe diferencia significativa entre el efecto del sobrenadante de B. animalis subsp. lactis con el
medio MRS pH 7 respecto a la supervivencia de S. fyphi en las condiciones de ensayo.

* No existe diferencia significativa entre el efecto del sobrenadante de B. animalis subsp. lactis con
el medio MRS a pH 4 respecto a la supervivencia de S. #yphi en las condiciones de ensayo.
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