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Vibrio cholerae 01 OGAWA, in vitro
Milena Guerrero F.!, Soffa Guzman S.’, Nubia Yandar B.', Alvaro Pazos M.

RESUMEN

Las bacterias acido lacticas son-comanmente utilizadas para producir una variedad de productos alimenti-
cios fermentados conocidos como probidticos y su metabolismo conduce a obtener productos con una mejor
vida en conservacidn v con propiedades organolépticas particulares, ademés contribuye a posibles benefi-
cios nutricionales y en la salud tales como el mejoramiento de fa digestion de lactosa y el alivio de ciertos
tipos de diarrea, esta ultima considerada como un problema de salud muy frecuente en cualquier parte del
mundo v es particularmente mgmﬂcat;va en los paises subdesarroliados. La presente investigacion buscé
probar in vitro ia capacidad inhibitoria de un sustrato fermentado con una bacteria lactica que tuviera propie-
dades probidticas sobre Vibrio cholerae 01 OGAWA, para lo cual se desarrollaron cuatro fases metodoldgicas:
inicialmente se realizo el aislamiento de una bacteria lactica de tracto intestinal humano; posteriormente, se
selecciond el sustrato melaza con leche en polvo, que proporciono las condiciones optimas para el creci-
miento v desarrolio de la cepa probidtica, con este se realizd un ensayo de inhibicidn antagdnica in virro
contra la cepa patdgena Fibrio cholerae 01 OGAWA. El aislado fue identificado morfologica, fisiolégica y
bloqulmlcdmente como Lactobacillus acidophilus, el cual mediante la prueba de s1gnsf’ cancia de TUKEY
mostré los mejores resultados para la prueba de degradacion del almidén, ademas de un alte rendimiento de
acido lactico caracteristica que podria ser de importancia a nivel industrial. EI fermento lactico inhibi6 el
crecimiento del patégeno de mejor manera en la dilucion 10 con una densidad celular de 35x10° bacterias/
m! respecto al sustrato puro y a las diluciones 102y107, asi lo demostré la prueba de significancia de TUKEY.
Se pudo concluir finalmente que la bacteria lictica es capaz de inhibir el crecimiento de Vibrio cholerae in
vitro, por tanto se proponen estudios encaminados a probar el efecto probidtico en humanos.

INTRODUCCION

En la titima década, Colombia se ha caracterizado La microbiota gastrointestinal humana juega un pa-

por una alta incidencia de enfermedades diarreicas
agudas constituyendo una de las principales causas
de hospitalizacién infantil. El colera se encuentra
dentro de este grupo enfermedades que ha afectado
en gran parte regiones costeras y lugares donde las
condiciones sanitarias no son adecuadas. Hasta ahora
los tratamientos adoptados son en gran medida vul-
nerables y no han logrado controlar este tipo de afec-
ciones, '

pel importante en la salud det individuo. La compo-
sicion y actividad de los microorganismos son res-
ponsables de funciones metabdlicas, de barrera e
interacciones con el huésped, En este sentido, las
bacterias 4cido lacticas autéctonas de tracto
gastrointestinal humano, contribuyen a posibles be-
neficios nutricienales en la salud tales como el me-
joramiento de la digestion de lactosa y el alivio de
Ciertos tipos de diarrea.,
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Por tanto, la presente investigacion propuso probar
el efecto inhibitorio in virro de un sustrato fermen-
tado con Lactobacillus acidophilus aislado de tracto
intestinal humano, sobre la cepa patdgena de refe-
rencia Fibrio cholerae.

MATERIALES Y METODOS

El desarrotlo del presente trabajo se levé a cabo en
cuatro fases:

1. En el laboratorioc No 4 de microviologia de la
Universidad de Narifio, se realizé el aislamiento,
purificacion, conservacion y activacién de bacterias
acido lacticas de tracto intestinal humano a partir
de muestras de materia fecal provenientes de cinco
individuos correspondientes a una poblacién infan-
til, estas fueron colectadas en recipientes plasticos
estériles durante cinco dias consecutivos para un
namero total de 25 muestras. Todas las muestras se
sembraron en agar MRS modificado con azul de
anilina.

2. Se determind la capacidad amilolitica de las bac-
terias purificadas de las cuales, se escogi¢ una de
acuerdo a los halos de hidrélisis de mayor tamafio,
para esto se cultivaron los aislados en agar MRS
almidon 20 g/L. por puncion puntual y miitiple, se
incubaron durante cinco dias a 35° C y al cabo de
este periodo las cajas fueron expuestas a vapores de
yodo bisublimado el cual reacciona ante la presen-
cia del aimiddn virando su color a un complejo cate-
azulado, dejando visualizar ampliamente las zonas
de hidrdlisis de este polisacérido.

Luego de escoger el microcrganisme con mejor ca-
pacidad amilolitica se realizé la identificacién por
evaluacion de la merfologié celular mediante colo-
racion de Gram, comparacidn de {as caracteristicas
macroscOpicas de fas coionias y pruebas bioquimicas
de degradacion de carbohidratos en galerias AP1 CH
50 en el Jaboratorio No 4 de microbiologia - Uni-
versidad de Narifio, Adema4s se realizaron pruebas
bioguimicas convencionales en el laboratorio de
bacteriologia del Departamento de Microbielegia-
Universidad del Valle.

3. Se establecio el mejor sustrato para el crecimien-
to de L. acidophilus al realizar fermentaciones in
batch de seis sustratos {harina de trigo, harina de
platano, harina de soya y arroz, harina de vuca, al-
midén de vuca v melaza) y tres diferentes fuentes
de nitrdgeno (Extracto de carne, extracto de leva-
dura y leche en polvo descremada), tomandose coma
control el medio comercial MRS,

Para la eleccidn dei sustrato y ia cinética de creci-
miento se tuvieron en cuenta los siguientes
parametros de fermentacion: Evaluacién de pH, for-
macion de biomasa, produccion de proteinas, con-
sumo de azlcares v rendimiento de acido lactico, y
ia determinacion de estos dos {itimos parametros
se llevo a cabo por el método del HPLC en el labo-
ratorio de bioconversiones de la Universidad del
Valle.

4. Finalmente se realizaron ensayos de inhibicion
antagdnica in vilre mediante la técnica de
micropocillos utilizando la bacteria indicadora ¥
cholerae 01 OGAWA, la cual fue suministrada por
el laboratorio de Salud Publica de Narifio- Hospital
Civil, donde ademés se realizd la serotipificacion
del patdgeno.

RESULTADOS Y DISCUSION

AISLAMIENTO Y PURIFICACION

De cada muestra de materia fecal se purificaron 15

bacterias en agar MRS modificado con azul de ani-
lina para un total de 75 aislados correspondientes a
celonias cremosas, de borde eatero, superficie ele-
vada, pigmentadas de color azul compatibles con la
morfologia tipica de bactenas acido lacticas. La
pureza de jos cultivos se verificod en base a la colo-
racion de Gram buscando siempre bacilos Gram
pOSHIVOS.

CONSERVACION Y ACTIVACION

Las bacterias lacticas se conservaron bien en agar
MRS almidon 5 g/l a 4°C y se activaron en caldo
MRS comercial. Por su parte el patdgeno ¥ cholerae
se conservo bien en agar nutritive con ajuste de pH
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a 8.4y se activo de mejor manera en caldo tripticasa.

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD
AMILOLITICA

Se encontrd que de los 15 aislados, solo 8 respon-
dieron positivamente a la prueba de hidrélisis del
almidoén, su accidn posiblemente estuvo influenciada
por enzimas o- amilasas, P-amilasas o
amifoglucosidasas,

La bacteria lactica que presentd la mejor degrada-
cion de! almiddn, de acuerdo con el analisis de
varianza mediante la prueba de TUKEY conun P <
0.5 (Grafica 1), fue identificada como L. acidophilus;
ta reatizacién de esta prueba fue importante para
escoger una sola bacteria lactica que fue empleada
en la fermentacion de sustratos amilaceos.

Grafico 1, Promedios de los halos de hidrolisis del
almidén para las bacterias lacticas y Prueba de
TUKEY.
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Promedios con la misma letra no presentan diferencias significativas.
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ELECCION DEL SUSTRATO

Al comparar los resultados obtenidos de los seis
sustratos se escogio el medio Melaza con leche en
polvo ya que presentd los mejores porcentajes de
ponderacién, cabe anotar que en este sustrato se
obtuvo la mas alta produccidn de acido lactico a las
24 horas de fermentacion con un valor de 67.3 g/L.,
hecho que podria atribuirse al desdoblamiento de
los az(cares totales disponibles que contiene este
sustrato, esta cantidad puede ser considerada repre-
sentativa como producto final del metabolismo que
realiza L. acidophilus v debido a su alto rendimien-
to el microorganismo aislade podria ser de gran im-
portancia a nivel industrial (Tabla | y Gréfico 2). El
recuento en placa present6 a este medio con la me-
jor formacién de biomasa lo cual es muy importan-
te en Ia eleccidn de un sustrato adecuado como
probidtico, ya que este debe conllevar una carga
pesada de bacterias viables, segiin Raimbauls
(1996)..
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Grafico 2. Cromaiograma obtenido por HPLC para el medio de melaza
con leche en polvo a las 24 horas de fermentacion.
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Tabla 1. Eleccion de sustrato interensayos

Sustratos i L
Parametros Ay Bs <y Eq ¥i: . Ponder | Eleccié
Fermentacién acién n
PH 528 1 723 | 474 | 528 | 4651 6.83 | - 5% E;
ézucares 738 1 047 | 504 | 249 | 461 | 1.43 | 10% A
onsumo (g/1)
Acido Lactico
rendimiento 520 | 2.78 | 857 | 219 3901567 10% D
{g/1)
Protefna Total | 3 0| sng 1239 | 748 | 2.66 | 431 | 50% | Dy
produccion (g/1)
Biomasa 37x1 ¢ 2ixt | 30x! | 87x1 ) 82x1 | 20x1 50, ‘D
(UFC/mDynetas | 0° | o | o | o* | of o | P7 !
Sustrato .
Elegido Melaza con leche en polvo descremada 85% D,

Fuente: esta investigacion

Evaluacion de la cinética de crecimiento para L.
acidophilus en el medio melaza con leche en polvo

Este medio lé proporciond a la bacteria los nutrientes

necesarios para continuar su fase exponencial de cre- -

cimiento aunque la bacteria altera su comportamien-
to al tomar los nutrientes v secretar productos
metabolicos en un alto nivel de concentracion como
el acido lactico . La velocidad de crecimiento per-
manecié constante durante esta fase con un valor de
0.09 h-1 (Grafico 3).

Griafico 3. Comportamiento cinético de
L. acidophilus en el medio de melaza con leche en
potvo descremada. Ln (Logaritmo natural), D.O.
{Densidad dptica).
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El tiempo de duplicacion de 7.24 horas, define que
L. acidophilus en este sustrato es de crecimiento len-
to. Se concluyd ademas que la trofofase ¢ idiofase

12

estan separadas en el tiempo por lo cual se clasifica
Ia fermentacion como i batch tipo 11 Al estimar la
masa celular y la produccion de proteina se deter-
miné el tiempo de cosecha a las 14 horas, registran-.
dose una biomasa de 75 x 10 § UFC/mi y una con-
centracion proteica de 14.5 g/L..

Ensayo de inhibicion antagénica in vifro

De acuerdo con los resultados obtenidos en el me-
dio melaza con leche en polvo L. acidophilus inhibe
el crecimiento del patgeno ¥ cholerae de mejor
manera en la dilucion 10-1 con una densidad celu-
lar de 35x 106 bacterias/ml respecto al sustrato puro
y a las diluciones 10-2 y 10-3, asi lo demaostro el
analisis de varianza mediante la prueba de TUKEY
con un P<{Q.1 (Tabla 2, Grafico 4, Foto 1).
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Tabla 2. Resuitados del ANDEVA para los halos de inhibicion antagénica en mm del
sustrato probidtico sobre Fibrio cholerae 01 OGAWA.,

FV GL SC cM FC FT
. 5% 1%
Tratamiento 7 144 20.571 7074 2.16 2.94
A i (035 0,055 0,01 8NS5 3,99 7.07
B -3 114.65 38.216 13.143%% 2.75 4,12
AxB 3 2074 19.5133 3.409* 275 1412
Error 65 189 2.9076
Total 79 333 ‘
FvV= Factor variable % Diferencias altamente significativag
GL = Grados de libertad * Diferencias significativas
SC= Suma de cuadrados NS Na hay diferenctas significativas
CM= Cuadrado medio
FC= Frecucnc?a caleutada al = Melaza con leche en polvo: a2 = MRS
FT= Frecuencia tabulada hl= Sustrato puro; b2 = Dilucion 10-1, 53 =
Dilugion 1G-2, b4 = Dilucién 10-3
A= Sustratos .
B= Niveles Promedios con la misma letra no presentan diferen-
ctas estadisticas significativas.

Graﬁf:a 4, Promedios de ha'los' de inhibicién antagé- FOTO 1. MRS fermentado con L. acidophilus vs.
nica del producio probibtico sobre V choler

V. chol
ae 01 OGAWA y prueba de TUKEY. cholerae
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CONCLUSIONES

El L. #cidophilus se puede considerar como un mi-
croorganismo probidtico debido a que diferentes
estudios, aparte del presente, han determinado que
su consumo en ciertas cantidades puede proporcio-
nar diversos beneficios en la salud, son resistentes a
los acidos y a la bilis y cuando se ingieren son capa-
ces de sobrevivir a su paseo a lo largo del tracto
gastrointestinal.

Los ensayos de fermentacién permitieron conocer
ta respuesta metabélica de la bacteria L. acidophilus
al someterse a diferentes fuentes de carbono y ni-
trégeno. Esto se pudo evidenciar a través del anali-
sis por ponderaciones de los diferentes parametros
en cada sustrato y se determiné que en ios medios
con harina de trigo, harina de soya y arroz, almidon
de yuca y melaza, fa mejor fuente de nitrogenc fue

fa leche en polve, debido posiblemente a que este
sustrato contiene un alte porcentaje de carbohidratos
necesarios para la sintesis de material celular y para
la produccion de productos metabalicos.

Los azicares consumidos del medio de cultivo, fa-
vorecieron la produccion de acido lactico en altas
concentraciones, o gue permitié determinar el ca-
racter homofermentativo de la bacteria L.
acidophilus. Azlcares como glucosa y lactosa po-
drian haber participado a su vez en fa formacidn de
otros 4cidos orgdnicos como acético, citrico,
férmico, isobutirice, propidnico y succinico que se
encuentran en poca concentracion pero que pudie-
ron influenciar de alguna manera en el metabolis-
mo bacterial.
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