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El objetivo de esta investigacion fue analizar las propiedades del sobrenadante libre de
células (SLC) del Lactobacilus casei IMAU60214 contra E. coli Enterohemorragica
Aceptado: (EHEC) EDL933, E. coli Enteroagregativa (EAEC) 49766 y una cepa indicadora de E. coli
04 /noviembre/2023 ATCC 25922. EI SLC del Lactobacillus obtenido después de 48 horas del cultivo afecta el
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crecimiento de E. coli con halos de inhibicién, dependiente a la concentracién del SLC
(11£1.5-21+1.2 mm de diametro) medidos por ensayo de difusién en placas. El SLC
reduce la formacion, dispersion de las biopeliculas maduras del (40-65%) de estas cepas
determinada mediante tincién de cristal violeta al (2%). El pre-tratamiento de
proteinasa K, catalasa interfiere en la actividad antibiopeliculas, antidispersién del SLC,
sugiriendo que podrian relacionarse a metabolitos de componentes proteicos y peréxido
de hidrogeno. Ademas, el SFC producido del cultivo de L. casei IMAU60214 podria
representar una alternativa bioterapéutica contra cepas de E. coli diarreagénica.

ABSTRACT

The objective of this research was to analyze the properties of the cell-free supernatant
(CSF) of Lactobacillus casei IMAU60214 against Enterohemorrhagic E. coli (EHEC)
EDL933, Enteroaggregative E. coli (EAEC) (49766) and E. coli ATCC indicator strain
(25922). The treatment of the CSF obtained from 48 hours of the Lactobacillus culture
produces halos of bacterial inhibition with ranges of (10-21+1.5mn in diameter)
depending on concentration of the CSF, determined by the plate diffusion assay. CSF
reduces the formation and dispersion of mature biofilms (20-70%) of these E. coli
strains, quantified by crystal violet staining (2%). The pre-treatment of proteinase K and
catalase, interferes with the antibiofilm, antidispersion activity of CSF and suggesting
that they could be related to metabolites of protein components and hydrogen peroxide.
In addition, the CFS produced from the culture of L. casei IMAU60214 could represent a
biotherapeutic alternative against diarrheagenic E. coli strains.
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Introduccion

Escherichia coli son bacterias comunes encontradas en el
tracto gastrointestinal de animales y humanos como
parte de la homeostasis del microbioma intestinal
(Leimbach et al., 2013). Sin embargo, por la plasticidad
del genoma de esta bacteria, asi como por el efecto de la
transferencia horizontal de informacién genética, han
surgido clonas de E. coli que causan distintos sindromes
clinicos como diarrea, infecciéon del tracto urinario,
sepsis y meningitis. E. coli que causa diarrea, representa
la segunda causa de las enfermedades intestinales
infecciosas en nifios y adultos jovenes superadas por las
infecciones entéricas causadas por agentes virales como
(rotavirus, calciovirus, adenovirus y norovirus
(Velazquez et al., 2004; Sousa et al.,, 2021; Shah et al,
2018). Las cepas de E. coli diarreagénica exhiben
diferentes propiedades de virulencia, lo que ha originado
la integracién de distintos grupos patogénicos o
“patotipos” (Nataro etal., 1998; Braz etal.,, 2020), en esta
clasificacion se consideran los mecanismos de dafio que
ocasionan al hospedero como sus propiedades y tipos de
adherencia relacionadas, al tipo de adhesinas que
expresan asi también las toxinas con capacidad para
invadir células (Coxen et al, 2010; Smith et al., 2014,
Sharma et al, 2016). En los patotipos de E. coli se
incluyen a E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli
Enterohemorragica (EHEC), E coli productora de toxina
Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
Enterotoxigénica (ETEC), E. coli Enteroinvasiva (EIEC), y
cepas hibridas como E. coli Enteroagregativa
hemorragica (EAEHEC) con mas de un factor de
virulencia (Oloketuyi et al, 2017). Ademas, de los
patotipos de las cepas DEC también se han descrito cepas
que causan infecciones extra-intestinales (EXPEC)
ocasionando infecciones urinarias (UPEC), meningitis
(NMEC) o septicemias. Otro aspecto relevante, en las
enfermedades infecciosas se relaciona con el incremento
de resistencia a los antimicrobianos, situacién que cada
dia se incrementa y por lo que la OMS ha sefialado la
posibilidad que para el afio 2050 no habra tratamientos
utiles para las enfermedades infecciosas (O'Neill ] et al,,
2014). Ante ello, se plantea la necesidad de buscar
alternativas para el manejo de las infecciones incluidas
las relacionadas con E. coli que ha sido definido como
prioridad dentro de las infecciones de comunidad e
intrahospitalarias. Una alternativa que ha sido utilizada
desde hace tiempo, la constituyen las bacterias con
potencial probidtico; mismas que han sido estudiadas en
la contribucién de sus efectos benéficos a la salud del
hospedero. Los microorganismos empleados como
probiéticos son en su mayoria obtenidos del microbiota
intestinal del humano y animales (Fuller et al., 1989).
Ademas, se utilizan en diversos productos de leches
fermentadas comercializadas o liofilizados que son

administrados por via oral. Estas cepas probidticas
pertenecen principalmente al grupo mayoritario de los
Lactobacillus y Bifidobacterum entre otras (Tabasco etal.,
2007). Existen diferentes especies de Lactobacillus entre
ellas L. acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. paracaseli, L.
johnsonii, L. reuteri y L. rhamnosus que se han
considerados como fuertes candidatos para su empleo
como terapia biolégica (Kaillasapathy et al., 2000; Peng X
et al, 2022). Estudios previos con cepas de
Lacticaseibacillus refieren efectos de inhibicién sobre el
crecimiento de patégenos entéricos (Liu W et al,, 2014;
Karczewski | et al, 2010). Otra propiedad que se ha
observado en estas bacterias probiéticas es la inhibicién
del crecimiento de bacterias patogenas a través de la
secrecion de etanol, acidos grasos, peroxido de
hidrogeno, bacteriocinas y microcinas, productos con
actividad antimicrobiana significativa (Marck DR, et al
1999). En otros reportes el efecto protector contra
microorganismos patégenos de bacterias probidticas se
debe a su capacidad para inducir la expresiéon de mucinas
que refuerzan la actividad protectora de la barrera
epitelial al favorecer que las uniones en el epitelio
intestinal se hagan mas estrechas (Bermudez-Brito et al.,
2012). Otros elementos que favorecen el potencial la
secrecidn de acidos grasos de cadena corta (4cido lactico,
acético, férmico), productos metabdlicos liberados en los
sobrenadantes libres de células (SLCs), que regulan el
pH; situacién que puede limitar el crecimiento de los
microorganismos patégenos (Kumar M et al, 2013;
Sionov R.V et al, 2022) Sin embargo, las bacterias
patdgenas para sobrevivir expresan componentes que
les permiten tolerar condiciones adversas como los
ambientes acidos, falta de nutrientes y el efecto de los
antimicrobianos. En este contexto, la formacién de
biopeliculas contribuye importantemente al desarrollo
de la infeccién por patégenos bacterianos (Fleming H.C
et al,, 2016). Las biopeliculas conforman una estructura
extracelular polimérica organizada que esta constituida
de exo polisacaridos, acidos nucleicos y proteinas. Estas
permiten a la bacteria que las produce que pueda
adherirse a superficies bidticas y/o abidticas
coadyuvando a la colonizacién del microorganismo,
ademads protege a la bacteria de factores adversos como
son los antimicrobianos e inclusive interfiere contra
mecanismos inmunes de defensa (Jamal M et al,, 2018.
Aunque, existen un gran ndmero de bacterias probidticas
que se han comercializado, en muchas de estas no se han
evaluado sus habilidades para interferir con el desarrollo
de las bacterias patégenas que causan enfermedad en su
hospedante.

De tal forma que se hace necesario identificar en las
bacterias probiéticas de uso comercial las propiedades
que poseen para interferir y/o contrarrestar los
mecanismos de virulencia de las bacterias patogenas.
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En la actualidad no todas las especies de bacterias
probidticas han sido estudiadas en relacién con los
mecanismos que poseen para interferir con el
crecimiento de microorganismos patégenos.
Lacticaseibacillus es un miembro de las bacterias acido
lacticas (BAL) que, no obstante que se emplea como
probiodtico comercial al momento no existen reportes que
sefialen las propiedades que posee para inhibir el
crecimiento o eliminar bacterias patégenas causantes de
enfermedad intestinal como es el caso de E. coli
diarreagénica. Por tal razon, el propdsito del presente
trabajo fue investigar el efecto del SLC de un nuevo
aislado L. casei IMAU60214 sobre el crecimiento de cepas
E. coli diarreagénica, la formaciéon y dispersion de
biopeliculas en superficies abidticas, asi como los
posibles metabolitos involucrados en estas actividades.

Metodologia
Cepas Bacterianas y condiciones de cultivo

La cepa de Lactobacillus casei IMAU60214 es un aislado
de producto lacteo fermentado, gentilmente donado para
el estudio por el grupo de la Dra. Cruz-Guerrero de la
Universidad Autéonoma Metropolitana (UAM). La cepa
fue crecida en medio MRS (De Manosa, Rogosa, Sharpe),
caldo (BDL, Franklin, Lakes, NJ, USA) a 37 °C durante 18
a 24 horas. Las cepas patogenas del grupo de DEC usadas
fueron EAEC 49766 (un aislado clinico de diarrea) y
EHEC 0 EDL933 ATCC 700927 asi como cepa control alos
ensayos experimentales Escherichia coli ATCC 259221.
Estas cepas se cultivaron en medio de Luria Bertoni caldo
(LB) previamente preparado de acuerdo con la siguiente
formulacién (cloruro de sodio 5.0 gramos /Lt, Extracto
de Levadura, Peptona de caseina 10.0 g/Lta pH 7.2) a 37
°C, durante la noche sin agitacién. En el dia del ensayo, las
bacterias del cultivo obtenido fueron centrifugadas a
5000rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. El
paquete celular fue lavado tres veces con solucién salina
fisioloégica pH=7.2 y ajustadas a una concentraci6n final
de 1x10°UFC/ml.

Preparacion del sobrenadante libre de células SLC
de L. casei IMAU60214

La cepa de Lactobacillus fue crecida en medio de caldo
MRS (BDL, Franklin, Lakes, NJ, USA) a 37 °C sin agitacién
durante 48 horas. Enseguida, la suspension del bacilo L.
casei IMAU60214 fue centrifugada a 5000 rpm durante 5
minutos a una temperatura de 4 °Cy el SLC fue colectado
en tubos estériles. La condicién acida del SLC del
Lactobacillus fue ajustada a pH=6.5 con una solucién de
hidréxido de sodio (NaOH) 1IN (Kojima et al., 2016).
Después, el SLC de Lactobacillus fue filtrado usando
membranas estériles de 0.22 micras de didmetro
(Millipore, MA, USA).

EL SLC de L. casei IMAU60214 utilizado en fresco y su
actividad biolégica fue determinada con diferentes
concentraciones: 10-80 % del SLC (v/v), que fueron
preparadas en stocks de volumen a volumen (v/v) en el
medio de caldo MRS (BDL, Franklin, Lakes, NJ, USA).

Evaluacion de la actividad antimicrobiana contra
cepas de Escherichia coli diarreagénica

La actividad antimicrobiana del SLC de L. casei
IMAU60214 contra las cepas EAEC y EHEC de E. coli
diarreagénica se analizé por el método de difusiéon en
placas (Chen T et al, 2014). Las cepas de E. coli
diarreagénica y la cepa indicadora E. coli ATCC 25922
(como control positivo interno) fueron cultivadas en LB
a 37 °C toda la noche, sin agitacidn.

Las cepas fueron ajustadas al tubo 0.5 de McFarland (1
x108 UFC/ml) y cada cepa patégena fue distribuida con
aplicador de algodén humedecido en solucién salina
fisiologica sobre placas de agar de Mueller-Hinton (Difco
Agar Franklin Lakes, NJ, USA) se realizaron perforaciones
con puntas de micropipeta de 1 ml de volumen para
generar pozos de 7 mm de didmetro.

Enseguida los pozos fueron llenados con 100ul de las
diferentes concentraciones del SLC (10 a 80% (v/v)
preparadas en medio de caldo MRS. Las placas se
mantuvieron por 10 minutos a temperatura ambiente
para permitir la difusion del SLC en el agar,
posteriormente las placas fueron incubadas a 37 °C
durante 24 horas.

La actividad antimicrobiana de cada concentracién del
SLC fue evaluada por medicién de las zonas o halos de
inhibicién radial bacteriana en las cepas de E. coli
diarreagénica y el control de cepa (y/o control positivo
interno) de E. coli ATCC 25299. Ademas, un control
negativo del medio caldo MRS (BDL, Franklin, Lakes, NJ,
USA) fue preparado (sin adicionar SLC) en los ensayos
experimentales, desarrollados por duplicado a las
concentraciones del SLC, con un total de tres
experimentos independientes.

Formacidn de biopeliculas de cepas de Escherichia
coli diarreagénica

Se prepararon biopeliculas en superficie abiotica de las
dos cepas E. coli diarreagénica EAEC 46766 y (EHEC
EDL933) y cepa control indicadora E. coli ATCC 25922
ajustando preparaciones de estas cepas a su densidad
optica al tubo 1 de McFarland (3 x 108 UFC/ml). 50ul de
la suspension ajustada fue diluida con 950 pl de medio de
cultivo de LB y depositada en placas de poliestireno de
24 pozos (Costar, Corning, USA) preparadas por
triplicado (Yadav MK et al., 2015). Subsecuentemente, las
placas fueron incubadas durante 48 horas a 37 °C.

ISSN 2448-6663

679 Revista TEDIQ


https://revistatediq.azc.uam.mx/

D\

Gasa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTGNOMA METROPOLITANA

Unidad Azcapotzalco

Revista Tendencias en Docencia e Investigacion en Quimica
2023
https://revistatedig.azc.uam.mx

Afio 9
NUmero 9

ISSN 2448-6663

Después, cada pozo fue lavado seis veces con solucién
salina de fosfatos pH=7.2 para eliminar bacterias en
suspension y las bacterias adheridas fueron fijadas con
1ml de metanol (Merck,) durante 15 minutos a
temperatura ambiente. En seguida para cuantificar la
formacion de biopeliculas formadas, las placas fueron
tefiidas con soluciéon de cristal violeta al 2% (v/v)
durante 20 minutos a temperatura ambiente.

El exceso de tincion fue removido por lavados con agua
Milli-Q y luego de remover el fluido residual se secaron a
temperatura ambiente (O'Toole et al,, 2011). La tincién
fue liberada por adicién de una solucién decolorante de
acido acético glacial al 33% (v/v).

La absorbancia (ABS) fue leida a 570 nm en un equipo
lector de microplacas (Multiskan, Termolabsystems,
Finlandia). Cada ensayo fue llevado a cabo en triplicados
bioldgicos, de tres experimentos independientes.

Evaluacion de la actividad del SLC de L. casei
IMAU60214 sobre la formaciéon de biopeliculas
contra cepas diarreagénica

Con el propésito de analizar el efecto del SLC sobre la
formacion de biopeliculas de cepas DEC se siguié una
estrategia de co-incubacién de los patégenos de estudio
con diferentes rangos de concentraciones del SLC (40-
80%) las cuales fueron preparadas en medio MRS (v/v),
estas preparaciones fueron depositadas sobre placas de
24 pozos (Costar, Corning USA) a un volumen final de 1
ml de medio (LB) por pozo; las cuales fueron incubadas
durante 48 horas a 37 °C para permitir la adhesion
celular y la formacién de las biopeliculas. Un inoculo de
MRS solo fue utilizado como control negativo del ensayo
y se colocaron controles de las bacterias patégenas no
tratadas con SLC y su efecto sobre la formacién de
biopeliculas fue medido por la comparacién de las
lecturas de absorbancia a 570nm de los pozos tratados
con el SLC versus de los pozos control no tratados
(Stepanovic S et al,, 2000; Bhowmick P.P et al., 2011). Asi
mismo, para estimar la inhibicién o reduccién del SLC de
L. casei IMAU60214 se expres6 como porcentaje, el cual
fue calculado de acuerdo con la siguiente formula:

Porcentaje de reduccion en biopeliculas = 1- media ABS
570nm de muestras biolégicas /media de la ABS 570nm
control x 100.

Efecto in vitro del SLC de L. casei IMAU60214 sobre la
formacion de biopeliculas pre-formadas de E. coli
diarreagénica

Los ensayos de dispersién de biopeliculas de las cepas
DEC se evaluaron sobre biopeliculas maduras en
superficie abiotica, placas de 24 pozos (Costar, Corning
USA) de acuerdo a lo reportado por (Kumar et al. 2016).

Brevemente las biopeliculas pre-formadas de cada cepa
DEC y del control de E. coli ATCC 25922 fueron tratadas
con concentraciones variables (10 a 80%) del CSF de L.
casei IMAU60214, a la par del ensayo pozos de células
adherentes bacterianas no tratados y control de pozos
blanco también incluidos (Kaur et al., 2018).

Las placas de 24 pozos, bajo estas condiciones fueron
incubadas a 37 °C por 24 horas. La dispersiéon o
erradicacion de las biopeliculas fue calculada de acuerdo
con la siguiente formula:

Erradicacion o dispersion de biopeliculas = 1-media ABS
570 nm de muestras biolégicas /media de la ABS 570nm
control x 100

Evaluacion de la actividad antibiopeliculas vy
antidispersion de cepas de E. coli diarreagénica
después del tratamiento enzimatico proteolitico con
catalasa y proteinasa K del SLC de L. casei
IMAU60214.

Los efectos del tratamiento enzimatico proteolitico con
catalasa y proteinasa K en la actividad bioldgica del SLC
de L. casei IMAU60214 fue investigado sobre la
formacion y dispersion de biopeliculas de cepas E. coli
diarreagénica mediante tratamiento enzimatico del SLC
con solucién stock de catalasa (Sigma, Aldrich México)
preparada a 1mg/ml en 0.2 M de solucién de fosfatos
pH=7.0 y stock de proteinasa K (Thermoscientific) a la
concentraciéon misma concentraciéon en soluciéon de Tris
buffer 30nM PH=7.5.

Posteriormente el SLC fue incubado (1:1 v/v) con las
soluciones enzimaticas durante 2 horas a 37 °C. Después
de este tratamiento enzimdtico, la formaciéon y la
dispersiéon de biopeliculas de E coli diarreagénica fue
llevada a cabo como se describié en la seccién anterior de
la metodologia.

En el ensayo experimental controles negativos del SLC
(sin tratamiento enzimatico) fueron incluidos y los
ensayos desarrollados en triplicados de las muestras
biolégicas de un total de tres experimentos
independientes.

Analisis estadistico

Cada ensayo fue llevado en triplicado de tres ensayos
experimentales con independientes crecimientos de
cultivo y los datos fueron presentados como valor base
(n=3).

La significancia estadistica fue establecida por prueba de
ANOVA y comparaciéon multiple Tukey’s o con programa
de Graph Pad Prism version.
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Resultados y discusion

Actividad antimicrobiana del SLC de L. casei
IMAU60214 contra cepas de Escherichia coli
diarreagénica

Los resultados del andlisis de actividad antimicrobiana
demostraron efectos significativos de inhibicién del SLC
de L. casei IMAU60214 sobre el crecimiento in vitro de las
cepas E. coli diarreagénica EAEC, EHEC y la cepa de
control interno de E. coli ATCC 25922 (Figura 1A). En
contraste, los pozos sin el SLC de L. casei IMAU60214
utilizado como control negativo del ensayo (en el cual
solamente fue adicionado medio de caldo de MRS) no
fueron observadas zonas radiales de inhibicién en el
crecimiento. Asi también, los valores de los halos de
inhibiciéon obtenidos fueron (10+1.5 a 21+ 1.2mm) de
didmetro entre las cepas DEC siendo dependientes a la
concentracion adicionada de SLC de L. casei IMAU60214
(Figura 2B).
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Figura 1. A. Actividad antimicrobiana del SLC de L. casei
IMAU60214 contra cepas de E. coli diarreagénica imagenes
representativas de las zonas de inhibicién del crecimiento
sobre placas de Mueller-Hilton a diferentes concentraciones del
SLC, pozo 1 (MRS), 2 (10%), 3 (20%), 4 (40%), 5(80%) y 6
(80%) , B. Medicion de los diametros de las zonas de radiales
de inhibicidn, con valores de media + desviacién estandar, *
diferencias significativas del SLC (p< 0.05).

En este contexto, esta documentado que la actividad
antimicrobiana, es una de las propiedades a considerar
en la efectividad de cepas probidticas y en su accién pos-
biotica siendo el efecto antimicrobiano atribuible
principalmente a la secrecién de variadas sustancias que
resultan toxicas a los distintos patdgenos como
Enterobacterias y las cuales involucran a variados acidos
organicos (acido lactico, succinico, acético y propionico)
que se han identificado en los SLC de cepas probidticas.
Ademas, otras investigaciones sustentan también que el
antagonismo de las cepas probioticas contra
Enterobacterias es de tipo acidogénica. Por el contrario,
en otras publicaciones sustentan que las caracteristicas
de la actividad antimicrobiana de las cepas probioticas se
correlaciona con la cepa- especie- especifica. En este
estudio la actividad antimicrobiana del SLC fue
significativa contra estas cepas de E. coli diarreagenica y
estas observaciones son parcialmente similares a otros
aislados de Lactobacillus como L. acidophilus RY2, y L.
paracasei con efecto inhibitorio contra bacterias
enteropatogenas (Lin, P.P et al. 2009).

Efecto inhibitorio de SLC del L. casei IMAU60214
sobre la formacion de biopeliculas de E. coli
diarreagénica

La incubacién de E. coli diarrogénica con el SLC de
Lactobacillus induce un efecto inhibitorio significativo
dependiente a la concentraciéon del SLC (40-80%v/v)
(Figura 2).
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Figura 2. Impacto del SLC de L. casei IMAU60214 sobre la
formacién de biopeliculas de cepas de E. coli diarreagénica
sobre superficie abidtica, porcentajes de la formacién de
biopeliculas cuantificado por cristal violeta, los valores
representan la media + desviacion estandar de tres ensayos
bioldgicos de cada cepa, * diferencias significativas entre
concentracion de SLC (p>0.05).
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Asi también, el efecto inhibitorio del SLB fue observado
contra todas las cepas EAEC 49766, EHEC EDL933 en
comparacién a la cepa indicadora de E. coli ATCC 25922.

Es notar también, que las biopeliculas de E. coli
diarreagénica en la presencia del SLC muestran un
impacto positivo de reduccion de biopeliculas de estas
cepas sustentado en los valores del porcentaje de
reduccién mayor del 50%, en todas las cepas de E. coli
diarreagénica con el tratamiento del SLC al 80%.

La relevancia de los mecanismos de patdgenicidad de
patogenos bacterianos, entre ellos la formacion de
biopeliculas, se ha situado como un blanco de interés bio-
terapeutico importante al potencial de beneficios
observados en las cepas probidticas contra patégenos
bacterianos gram positivos y gram negativos.

En este estudio, el efecto del SLC fue analizado sobre
bacterias gram negativas productoras de biopeliculas
como EAEC 49766 y EHEC EDL933 en comparacion de
una cepa indicadora de E. coli ATCC 25922 que es
fuertemente formadora de biopeliculas en superficies
abioticas.

Esta reduccion por el SLC de L. casei IMAU60214 provee
evidencias a la posibilidad como un candidato util en el
control de las infecciones relacionadas a cepas de E. coli
que causan diarrea y en otras condiciones mas severa
entre ellas, el sindrome hemolitico urémico (Ibarra C et
al. 2008; Rivero M.A et al., 2004).

Efecto inhibitorio de SLC del L. casei IMAU60214
sobre la dispersion de biopeliculas preformadas de
E. coli diarreagénica

Con respecto, a la actividad del SLC sobre la dispersién
de biopeliculas maduras, los datos de esta investigacion
demostraron un impacto positivo en la remocién de
biopeliculas ya preformadas (Figura 3).

El SLC del L. casei IMAU60214 es capaz de remover estas
biopeliculas ya pre-formadas con valores significativos
del (40+2.5 a 70£2.3%) expresado como porcientos de
dispersion cuando las cepas de E. coli diarreagénica
fueron pre-tratadas con concentraciones de 60-80%
(v/v) del SLC cuantificado después de 24 horas.

En concordancia con estos datos, reportes previos
evidencian actividad anti-dispersion por cepas
probidticas contra variados microorganismos patégenas
del tracto gastrointestinal (Lagrafeuille R et al., 2018).
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Figura 3. Impacto del SLC de L. casei IMAU60214 sobre la
dispersion de las biopeliculas de cepas de E. coli diarreagénica,
sobre superficie abidtica, porcentajes de la dispersion de
biopeliculas cuantificado por cristal violeta, los valores
representan ensayos biolégicos de cada cepa, * diferencias
significativas entre concentracién de SLC (p>0.05)

Otros reporten sustentan la actividades anti-dispersion
de biopeliculas por Lactobacillus plantarum KU200656
un aislado de kimchi (Lee J.E et al.,2020). La dispersion
de las biopeliculas es de gran importancia que impacta
negativamente a la capacidad de adhesion de células
bacterianas a distintas superficies abioticas siendo un
factor de virulencia que se tiene que ser considerar en el
control de aislados de Escherichia coli (Fernandez M.S et
al,, 2023.

Efecto del tratamiento enzimatico con proteinasa Ky
catalasa sobre la actividad bi6logica de SLC del L.
casei IMAU60214 en la formacidn y en la dispersiéon
de biopeliculas de E. coli diarreagénica

En la busqueda de identificar los posibles metabolitos
involucrados sobre el impacto positivo observado por el
SLC contra cepas de E. coli diarreagénica.

Los resultados de esta investigacién demostraron que el
tratamiento enzimatico con proteinasa K, catalasa
revelaron menor actividad funcional del SLC de L. casei
IMAU60214 tanto en formaciéon y la dispersién de
biopeliculas como se muestra en la (Figura 4).
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Figura 4. Efecto del pre-tratamiento enzimatico con proteinasa
K, catalasa sobre la formacién y dispersion biopeliculas de
cepas de E. coli diarreagénica y del control de E. coli ATCC
25922, A. Formacion de biopeliculas, * significancia entre los
diferentes tratamientos (p>0.05). B. Dispersion de
biopeliculas, * significancia entre los diferentes tratamientos
(p>0.05).

Estos hallazgos satisfacen estudios previos reportados
(Klose et al. 2010) que demuestran que metabolitos
contenidos o derivados de SLC de L. rhamnosus pueden
alterar la patogenesis de ciertas bacterias entericas como
EHEC y Salmonella (Lee H.] et al. 2023). En similitud a la
reduccion de la actividad biolégica del SLC en este
estudio, otras investigaciones demuestran mecanismos
de metabolitos producidos por Lactobacillus casei sobre
la lisis E. coli Enterohemorragica (Aditya et al., 2020).

Conclusiones

La actividad del SLC de L. casei IMAU60214 categoriza a
esta bacteria como un candidato potencial en actividad
posbidtica que puede interferir con algunos de los
factores patogénicos de cepas de E. coli diarreagénica y el
analisis de la literatura indica que el presente estudio es
el primero en contribuir a la caracterizacién de la
actividad antagénica de L. casei IMAU60214 contra cepas
de E. coli diarreagénica.

Sin embargo, este presenta ciertas limitaciones, una de
ellas relacionada al ensayo de formacién de biopeliculas
el cual fue solo analizado en sobre superficies abi6ticas,

Por tanto, serfa importante demostrar que este SLC
puede destruir la formacién de biopeliculas bajo
condiciones bidticas. Otro aspecto relevante es que
permanece todavia en debate la composicion total del
SLC del L. casei IMAU60214 que a futuro confirme su
impacto a través de una intensa investigacidn, tanto en
estudios in vivo, como estudios con modelo animal y
estudios clinicos para considerarlo como una alternativa
bioterapéutica en las infecciones causadas por E. coli
diarreagénica.
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