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RESUMEN

Se determino el efecto probiético de Lactobacillus casei
en la disminucion de la resistencia a ciprofloxacino,
imipenem y vancomicina sobre Escherichia coli, Pseu-
domonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. Se utiliza-
ron lactobacillus al 50%, 75% y 100%. El efecto pro-
bidtico se proces6é mediante la técnica de Kirby Bauer
y la concentracion inhibitoria minima mediante la
determinacién de las unidades formadoras de colo-
nias. Se determiné que el Lactobacillus casei, asociado
a ciprofloxacino disminuye la resistencia de Escheri-
chia coli; asociado a imipenem, disminuye la resisten-
cia de Pseudomona aeruginosa; y asociado a vancomici-
na, disminuye la resistencia de Staphylococcus aureus.
La sensibilidad de las bacterias es mayor cuando los
antibiéticos se asociaron con el Lactobacillus con una
diferencia altamente significativa al efecto del anti-
biotico solo. La concentracién inhibitoria minima
fue 50%. Todas las concentraciones asociadas a cada
antibidtico produjeron inhibicién total de las bacte-
rias con una diferencia altamente significativa con
su control (p< 0.001). Lactobacillus casei asociado a ci-
profloxacino, imipenem y vancomicina disminuye la
resistencia in vitro de E. coli, P. aeruginosa y S. aureus,
respectivamente.

Palabras clave: Efecto probidtico asociado, Lactoba-
cillus casei, ciprofloxacino, imipenem, vancomicina.
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ABSTRACT

The probiotic effect of Lactobacillus casei in the dicreased resis-
tance to ciprofloxacino, imipenem and vancomicina on Esche-
richia coli, Pseudomonas aeruginosa, and Staphylococcus aureus
was estudied. Lactobacillus 50%, 75% and 100% was used. The
probiotic effect was processed through the Kirby Bauer techni-
que and the minimal inhibitory concentration by determining
colony forming units.

It was established that the Lactobacillus casei linked to cipro-
floxacino reduces the resistance of Escherichia coli; linked to imi-
penem, it reduces the resistance of Pseudomona aeruginosa, and
linked to vancomicina it reduces the resistance of Staphylococcus
aureus. The bacterium sensitivity is greater when the anthibiotics
were linked to Lactobacillus with a highly significant difference
to the effect on anthibiotics alone. The minimum inhibitory con-
centration was 50%, all concentrations linked to each anthibiotic
produced total inhibition of bacteria with a highly significant
difference with control (p< 0.001). Lactobacillus casei linked to ci-
profloxacino, imipenem and vancomicina reduces the resistance
in vitro of E. coli, P. aeruginosa, and S. aureus respectively.

Keywords: Linked probiotic effect, Lactobacillus casei, cipro-
floxacino, imipenem, vancomicina.

Efecto probidtico in vitro de Lactobacillus casei en la disminucion de la resistencia a ciprofloxacino, imipenem y
vancomicina sobre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus

I. INTRODUCCION

Se ha observado un creciente interés, tanto por
parte de la comunidad cientifica como de la po-
blacién en general, hacia el papel que los probiéti-
cos pueden desempeifiar en el mantenimiento de
la salud y en la prevencién y tratamiento de en-
fermedades (1). El concept7o de probiético data
desde hace mas de 100 afios. En 1907, el Premio
Nobel Elie Metchnikoff destacé la relaciéon entre
el consumo de yogurt rico en Lactobacillus bulgaris
y Streptococcus termophilus con la longevidad en
grupos étnicos de Europa oriental. Esta relacion se
sustenta en la teorfa de la bacterioterapia para pro-
mover la salud intestinal al alterar la colonizacién
por patégenos. Fue entonces que nacié el concepto
probiético y se abrié un nuevo campo en la Micro-
biologia (2,3).

Debido a las caracteristicas previamente sefa-
ladas, es necesario destacar las posibilidades tera-
péuticas de las bacterias acidolacticas que pueden
ser tutiles en el tratamiento de patologias infec-
ciosas (5), como en la prevencién de infecciones
urinarias (6,7), el tratamiento de diarreas infanti-
les o del viajero (8), asi como la antibioticoterapia
prolongada, en el tratamiento del estrefiimiento
(9,10), y en pacientes con enfermedad inflamatoria
intestinal, dada su capacidad de modular la flora
intestinal (4,5,6).

El efecto del tratamiento con probiéticos ha
sido estudiado extensamente, por ejemplo, en des-
ordenes gastrointestinales, ginecolégicos y ecze-
ma atépico (7,8,9). Las bacterias probiéticas pue-
den incrementar la resistencia del huésped contra
los patégenos intestinales mediante mecanismos
antimicrobianos. Estos incluyen la colonizacién
competitiva y la produccion de 4cidos organicos,
como los 4cidos lactico y acético, bacteriocinas y
otros metabolitos primarios, como el peréxido de
hidrégeno y el diéxido de carbono. La produccién
de acidos orgénicos disminuye el pH intestinal y
por lo tanto se inhibe el crecimiento de patdgenos.
El peroxido de hidrégeno producido puede fun-
cionar a través del sistema lactoperoxidasatiocia-
nato, en el cual el peréxido de hidrégeno oxida el
tiocianato para convertirlo en &cido hidrocianico
que es perjudicial para los patégenos. El diéxido
de carbono y el diacetil sintetizado por las bacte-
rias acido lacticas (BAL) inhiben el crecimiento de
patégenos. Muchas bacteriocinas, como acidofili-
na, lactobacilina, acidolina, lactocidina y lactolina
muestran accién antagonica contra los patégenos
(8,9).

Las bacteriocinas son derivados del metabolis-
mo, principalmente, de algunas con funcién anti-
microbiana, de naturaleza peptidica, sintetizadas
ribosomalmente y que afectan a bacterias relacio-
nadas con las que las producen. Se ha compro-
bado que pueden actuar en bacterias patogenas,
especialmente sobre Gram positivas y en algunas
Gram negativas. Las bacteriocinas han sido encon-
tradas en casi todas las especies bacterianas acido
lacticas examinadas hasta la fecha (10).

El Lactobacillus casei, aislado por cientificos del
Centro de Referencia para Lactobacillus de Tucu-
man, Argentina (6), es una bacteria productora de
acido lactico, Gram positiva, anaerobia facultati-
va; se encuentra en el intestino y en la boca. La
producciéon de bacteriocinas por L. casei inhibe
el crecimiento de cepas bacterianas estrechamen-
te relacionadas. Lactobacillus casei cepa Shirota es
capaz de competir directamente con los agentes
patégenos que se encuentran en el tracto gastroin-
testinal por los sitios de adhesion, reduciendo
las bacterias patégenas que se adhieren a la pared
intestinal. Metchnikoff sugiri6 que algunos de los
sintomas del metabolismo gastrointestinal enfer-
mo podrian neutralizarse a través de L. casei Shiro-
ta utilizando como medio el yogurt (11,12).

La capacidad de las BAL para inhibir el cre-
cimiento de otros organismos en cultivos mixtos
ha sido observada durante mas de 70 afos, lo que
comtnmente se ha llamado antagonismo lactico.
La reduccién del pH y la utilizacion de los carbo-
hidratos disponibles parecen constituir el princi-
pal mecanismo de antagonismo microbiano. No
obstante, también se conoce que las BAL produ-
cen, ademds de acidos orgénicos, peroxido de hi-
drogeno, radicales libres, diacetilo, acetaldehido,
isomeros D de los aminoécidos, antibiéticos y bac-
teriocinas (13, 14).

Tradicionalmente, los probiéticos han sido
usados para tratar enfermedades relacionadas con
el tracto gastrointestinal. Sin embargo, cualquier
parte del cuerpo que albergue microflora normal
puede ser un blanco potencial para probiéticos es-
pecificos. Es por ello que entre las nuevas estrate-
gias para el biocontrol de las infecciones se estan
considerando a los probiéticos que, como ya se ha
mencionado, son complementos microbianos vi-
vos o componentes de estos con accién benéfica en
el ser humano (15, 16,17, 18).

La investigacion sobre los probiéticos se ha
vuelto importante, ya que han comenzado a ser
prescritos por los médicos como una alternativa
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para algunas infecciones intestinales, sobre todo,
cuando los antibiéticos estan contraindicados o
cuando las bacterias patégenas han adquirido re-
sistencia a maltiples antibiéticos (19). Uno de los
mayores problemas de salud a nivel mundial es
la resistencia bacteriana, pues estd asociada a un
incremento de la morbilidad, mortalidad y los cos-
tos hospitalarios para los pacientes, sus familias y
la sociedad. En los ultimos afos, la eleccion de un
tratamiento antibiético empirico se ha complicado
como consecuencia del aumento de la resistencia
de los principales patégenos generado por los
cambios y adaptaciones microbianas. Las cepas
patoégenas resistentes han surgido a consecuencia
de varios factores: el amplio uso de antibiéticos,
las dosis utilizadas, el tiempo de tratamiento, y
la eliminacién de la mitad de la droga que no se
alcanza a metabolizar en su totalidad, adaptaciéon
bacteriana a diferentes ambientes, las altas posi-
bilidades de transmisién o contagio y el estado
inmunocomprometido de los pacientes que los
hacen susceptibles a infecciones con patdgenos
oportunistas (20, 21).

En investigaciones actuales, se ha demostrado
el efecto benéfico que poseen varias especies de
probidticos potenciando un antibiético sobre dife-
rentes microorganismos (22, 23, 24).

Los centros hospitalarios del Pert atienden,
diariamente, un gran numero de pacientes, con
diferentes problemas de salud, entre los cuales, la
resistencia de bacterias patégenas a diferentes an-
tibidticos representan un alto porcentaje. Por estas
consideraciones y reconociendo los estudios preli-
minares de la acciéon antibacteriana de los probié-
ticos, se realizo el presente estudio cuyo objetivo
principal fue determinar si las bacterias probioti-
cas Lactobacillus casei, in vitro, poseen efecto po-
tenciador sobre la accién antibacteriana de la ci-
profloxacino, vancomicina e imipenem en cultivos
de Escherichia coli, Staphylococcus aureus'y Pseudo-
monas aeruginosa, lo que podria dar una alternati-
va en el tratamiento de las infecciones producidas
por estos microorganismos.

II. DISENO METODOLOGICO

Se utilizaron cultivos de Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Pseudo-
monas aeruginosa ATCC 27853.

Productos probidticos: El Lactobacillus casei se
obtuvo a partir de los productos Bacilor ®, fueron
procesados en el Laboratorio de Investigacién de
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la Universidad Privada Antenor Orrego, con la
finalidad de trabajar con las bacterias probiéticas
que se encontraban en ellos.

Muestra. Se obtuvo una muestra de 13 repeti-
ciones segtn la férmula N para proporciones. Es
decir se cont6é con una muestra de 13 halos de in-
hibicién y 13 resultados de UFC para cada antibio-
tico y porcentajes de producto probiético utilizado
(100%, 75% y 50%).

El Lactobacillus casei liofilizado fue diluido con
suero de leche, el cual fue obtenido utilizando le-
che Ultra High Temperatura (UHT) marca Gloria,
2 g/L, luego fue incubado en microanaerobiosis a
37 °C por cuatro horas, tiempo en el cual se repro-
duce el Lactobacillus casei. (Figura 1).

Las diluciones del producto probiético se reali-
z6 con tioglicolato adecuado para bacterias anae-
robias o facultativas hasta concentraciones de
100%, 75%, 50%;. Los antibiéticos se emplearon en
una sola concentracién.

Figura 1: Cultivo de Lactobacillus casei

Efecto probidtico in vitro de Lactobacillus casei en la disminucion de la resistencia a ciprofloxacino, imipenem y
vancomicina sobre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus

2.1. Preparacion de las cepas:

Las cepas de Escherichia coli, Staphylococcus au-
reus y Pseudomonas aeruginosa, fueron cultivadas en
tubos de ensayo con agar Soya tripticasa, incuban-
dose a 37 °C para obtener colonias jovenes. Luego
de 24 horas de cultivadas, se les agregé solucién
salina estéril, hasta obtener una turbidez semejan-
te al tubo ntimero 0,5 de la escala de Mac Farland
que corresponde a 10® bacterias mL. Los tubos que
contienen la bacteria estudiada fueron girados
entre las manos durante 30 segundos, antes del
sembrado, para la adecuada distribucién de los
microorganismos.

Sembrado:

Con un hisopo estéril, embebido con cada
bacteria a una distancia de 10 cm de la llama del
mechero, se hizo el sembrado en placas Petri con-
teniendo Agar Mueller Hinton, hisopando unifor-
memente sobre toda la superficie del agar y giran-
do 10 veces cada placa 30 grados.

Determinacién del efecto probiético:

Se utilizaron las concentraciones de 100%, 75%
y 50% de Lactobacillus casei, para cada uno de los
antibiéticos, segtn la bacteria.

Se realiz6 el antibiograma mediante la técnica
de Kirby Bawer o difusién en discos, para lo cual
se prepararon discos de papel de filtro estériles,
los cuales fueron sumergidos por media hora
dentro de cada combinacién del probiético. 5 pL
y 5 uL del antibiético respectivo, por cada una de
las bacterias. Luego, con una aguja estéril, fueron
colocados sobre los cultivos de Staphyloccocus au-
reus, Escherichia coli 'y Pseudomonas aeruginosa, en
placas Petri, previamente, preparados con agar
Mueller Hinton. Se realizaron 13 repeticiones por
cada concentracion. Paralelamente se realiz6 la de-
terminacion de la susceptibilidad de los controles,
constituidos por los antibidticos de eleccién para
cada una de las bacterias y el probiético sélo para
cada especie bacteriana. Los cultivos se incubaron
a 37 °C durante 24 horas, en microanaerobiosis,
utilizando jarra Gaspak. La lectura se 1levé a cabo
a las 24 horas. Se midieron los halos de inhibicion
de cada una de las concentraciones, incluyendo el
area del disco de papel de filtro, con un calibrador
Vernier (escala de Duraffourd).

Determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI): Se realizé6 por el método de
diluciones en tubos, utilizando las tres concentra-
ciones del probiético. En el tubo 1 se colocé la bac-
teria probidtica al 100%; en el 2, al 75%; en el 3, al

50%; y el 4 (control), solo el antibiético. En los tu-
bos 1, 2 y 3 se colocaron el probiético y el antibio-
tico respectivo en voltiimenes iguales (0,4 y 0,4 pL);
luego, 0.2 ml. de la dilucién de la cepa (semejante a
tubo 0,5 de la escala de Mac Farland), agitdndolos
para uniformizar. Los tubos fueron colocados en
la estufa a 37 °C por 24 horas, en microanaerobio-
sis. Para determinar las UFC (cuentas viables), se
sembr6 0.1 mL de las soluciones de cada uno de
los tubos procesados, en el paso anterior, en placas
Petri con medio Mueller Hinton; luego, con el asa
de Driglasky se dispers6 cada muestra en toda la
placa. Todas las placas fueron colocadas en la es-
tufa, por 24 horas, a 37 °C, en microanaerobiosis;
después de lo cual se procedi6 a la observacion del
crecimiento bacteriano, mediante el conteo de las
unidades formadoras de colonias (UFC), conside-
randose como la CMI a la menor concentracion, a
la cual no se observaron UFC. Este procedimiento
se realiz6 con cada una de las bacterias y con cada
uno de los antibiéticos, respectivamente.

Procesamiento y andlisis de la informacion

Para analizar la informacién, se construyeron
tablas de distribucién de frecuencias de una entra-
da con sus valores absolutos. Se calcul6 su media
y desviacion estandar.

Estadistica analitica

Para determinar el efecto de las bacterias pro-
bidticas al 100%, 75% y 50%, a vancomicina sobre
S. aureus, al ciprofloxacino sobre E. coli, y al imi-
penem sobre P. aeruginosa, se realiz6 el anélisis de
varianza de un disefio completamente aleatoriza-
do para el efecto bactericida, analizado por el halo
de inhibicién y por la concentracién inhibitoria
minima. Luego se hizo la Prueba Duncan, para
las comparaciones multiples. Ambas con un nivel
de significancia del 5%. Todos estos datos fueron
procesados de manera automatizada con el sopor-
te del paquete estadistico SPSS- 15.0. (29).

l1l. RESULTADOS

Con la prueba de susceptibilidad y la medicién
de los halos de inhibicién, se clasifico los diame-
tros de acuerdo a la escala de Durafford:

e Las 13 repeticiones al 50% de Lactobacillus
casei unido a los antibidticos: ciprofloxacino,
imipenem y vancomicina, presentaron efica-
cia en la disminucién de la resistencia fren-
te a Escherichia coli , Pseudomona aeruginosa y
Staphylococcus aureus, respectivamente. Las 13
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repeticiones al 75% y 100% de L. casei con cada
uno de los antibi6ticos mencionados, presen-
taron eficacia en la disminucién de la resisten-

Pseudomona aeruginosa 'y Staphylococcus aureus,
fue mayor de 20 mm en las tres concentracio-
nes de L. casei y con cada uno de los antibiéti-

cia de dichas bacterias. (Tabla 1,3 y 5).

cos. (Tablas 2,4 y 6).

* Los promedios de los didmetros de halo de * La CMI fue la asociaciéon de cada antibiético

inhibicién de crecimiento de Escherichia coli,

con el 50% de Lactobacillus casei.

Tabla 1: Efecto probiético in vitro cuantitativo de Lactobacillus casei en la disminucion de la resistencia a ciprofloxacino sobre

Escherichia coli, segun diametro de halo de inhibicion y mediante el analisis de varianza.

FUIB“IItE. de Suma de Gl Euadr:fmns F P
Variacion cuadrados Medios

Tratamientos 5111.85 4 1277.96 361.163 0.000
Error 212.31 60 3.54

Total 5324.15 64

El analisis de varianza muestra una diferencia altamente
significativa del didmetro del halo de inhibicién de los trata-
mientos asociados del Lactobacillus casei con ciprofloxacino
en relacion al antibi6tico solo, en la disminucion de la resis-
tencia de Escherichia coli.

o

Foto 3: a. Discos de probiotico y discos de ciprofloxacino sobre E. coli;

b. Tratamiento asociado de L. casei y ciprofloxacino sobre E. coli.
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Tabla 2: Efecto probidtico in vitro cuantitativo de Lactobacillus casei en la disminucion de la resistencia a ciprofloxacino
sobre Escherichia coli, segun diametro de halo de inhibicion y mediante la prueba de Duncan.

Tratamientos Ni Grupos para Alfa 0.05
G1 G2 G3 G4
Probidtico 13 17.31
Ciprofloxacino 13 27.54
50% 13 37.62
75% 13 39.08
100% 13 40.77

En la tabla N° 2, se muestran los promedios
del diametro de halo de inhibicion del crecimien-
to de Escherichia coli, después de aplicar la técnica
de Kirby y Bauer. Se realiz6 la prueba de Duncan,
para comparar cada uno de los promedios de los

mente significativa entre los tratamientos de la
asociacion del probidtico al 100% con ciprofloxa-
cino con respecto al antibiético (G2) y probidtico
solo (G1). Hay semejanza entre los tratamientos
de la asociacién del probiético al 50% y 75%.

halos, encontrandose que existe diferencia alta-

Grafico 1: Efecto probidtico in vitro cuantitativo de Lactobacillus casei a diferentes concentraciones en la
disminucion de la resistencia a ciprofloxacino sobre Escherichia coli.
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Se muestra el efecto de la asociacién del pro-
bidtico a las concentraciones del 100%, 75% y 50%
con ciprofloxacino, en la disminucién de la resis-
tencia de Escherichia coli, apreciandose que, confor-

bacteria disminuye, ya que el didmetro del halo de
inhibicién aumenta y se diferencian estas asocia-
ciones a la inhibicién producida por el probiético
s6lo y el ciprofloxacino solo.

Efecto probidtico in vitro de Lactobacillus casei en la disminucion de la resistencia a ciprofloxacino, imipenem y

vancomicina sobre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus

Tabla 4: Efecto probidtico in vitro cuantitativo de Lactobacillus casei en la disminucion de la resistencia a

imipenem sobre Pseudomonas aeruginosa, segun diametro de halo de inhibicion y mediante la prueba de Duncan.

me aumenta la concentracién, la resistencia de la

Tabla 3: Efecto probidtico in vitro cuantitativo de Lactobacillus casei en la disminucion de la resistencia a imipenem sobre
Pseudomonas aeruginosa, segun diametro de halo de inhibicion y mediante el analisis de varianza

Tratamientos Ni Grupos para Alfa 0.05

G1 G2 G3 G4
Probidtico 13 14.4
Imipenem 13 26.3
50% 13 4.2
75% 13 42.0 42.0
100% 13 42.8

Fuente de Suma de ol Cuadrados E p
Variacion Cuadrados Medios

Tratamientos 8238.37 i) 2059.59 847.301 0.000
Error 145.85 60 2.43

Total 8384.22 64

El analisis de varianza muestra que existe una diferencia altamente signi-
ficativa del didmetro del halo de inhibicion del crecimiento de Pseudomonas

Se muestran los promedios del didmetro de in-
hibicién de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa
después de aplicar la técnica de Kirby y Bauer o
de difusion en discos. Se realizé la prueba de Dun-
can, que comparé cada uno de los promedios de
los halos de inhibicién, demostrando que no existe

diferencia significativa entre los didmetros prome-
dios de los halos inhibitorios de los tratamientos
del probiético asociado a imipenem al 50%, 75% y
100%, pero si existe diferencia significativa con el
probiético sélo (G1) y con el antibidtico sélo (G2).

aeruginosa del probiético asociado a imipenem en relacion a los resultados del
antibiotico y probidticos solos.

Fotos 3: a. Discos de probidtico y discos de imipenem sobre Paeruginosa;

b. Tratamiento asociado de L. casei y imipenem sobre Paeruginosa.
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Grafico N° 2: Efecto probidtico in vitro cuantitativo de Lactobacillus casei a diferentes concentraciones en la
disminucion de la resistencia a imipenem sobre Pseudomonas aeruginosa.
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En el grafico 2, se aprecia que los tratamientos asociados a imipenem del
100%, 75% y 50% dan resultados semejantes diferencidndose de los resultados
con el probiético solo y con el imipenem solo frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Tabla 5: Efecto probidtico in vitro cuantitativo de Lactobacillus casei en la disminucion de la resistencia a vancomicina

Efecto probidtico in vitro de Lactobacillus casei en la disminucion de la resistencia a ciprofloxacino, imipenem y
vancomicina sobre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus

Tabla 6: Efecto probidtico in vitro cuantitativo de Lactobacillus casei en la disminucion de la resistencia a vancomicina
sobre Staphylococcus aureus, segin diametro de halo de inhibicion y mediante la prueba de Duncan.

sobre Staphylococcus aureus, segun diametro de halo de inhibicion y mediante el analisis de varianza.

Tratamientos Ni Grupos para Alfa 0.05
G1 G2 G3 G4 G5
Fuente de Suma de al Cuadrados F P
variacion cuadrados medios Probidico 13 16.23
Tratamientos 4312.22 4 1078.05 433.444 0.000 »
Vancomicina 13 21.00
Error 149.23 60 2.49
50% 13 2469
Total 4461.45 64
75% 13 35.54
100% 13 3r.os
En la tabla N°5, se muestra el analisis de varianza que muestra una diferencia
altarpente s1gruf1cat1v; del dw’qnetro del half) .de 1nh1b1c1(’)r.1/de los tratamientos En la tabla 6, se muestran los promedios del ficativa entre los tratamientos de la asociacién del
asociados del Lactobacillus casei con vancomicina, en relacion a la vancomicina didmetro de halo de inhibicion del crecimiento de  probidtico al 100% y 75% con Vancomicina y el
sola frente a Staphylococcus aureus. Staphylococcus aureus después de aplicar la técnica ~ uso de Vancomicina sola (G2) y con el probi6ti-
de Kirby y Bauer. Se realiz6 la prueba de Duncan,  co solo (G1). No hay diferencia significativa entre
que comparé cada uno de los promedios de los  la concentracién del 50% asociada a vancomicina
o halos, encontrandose que existe diferencia signi-  (G3) con la vancomicina sola (G2).
Grafico 3: Efecto probidtico in vitro cuantitativo de Lactobacillus casei a diferentes concentraciones en la disminucion
de la resistencia a vancomicina sobre Staphylococcus aureus.
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Foto 3: a. Discos de probidtico y discos de vancomicina sobre S. aureus; Tiaksintos

b. Tratamiento asociado de L. casei y Vancomicina sobre S. aureus.

En el grafico se muestra el efecto de la asocia-
cién del probiético a las concentraciones del 100%,
75% y 50% con vancomicina, en la disminucién de
la resistencia del Staphylococcus aureus, aprecian-
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dose que, conforme aumenta la concentracién, el
diametro del halo de inhibicién aumenta y se di-
ferencian estas asociaciones a la inhibicién produ-
cida por el probiético sélo y la vancomicina sola.
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Tabla 7: Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de Lactobacillus casei en la asociacion con imipenem,
ciprofloxacino y vancomicina frente a Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Tratamientos UFC
50% 75% 100%
Asociacion de L. case/ + Imipenem 0 0
Asociacion de L. casel + Vancomicina 0 0
Asociacion de L. casel + Ciprofloxacing 0 0 0
Controles UFC Desviacidn estandar

Pseudomona aeruginosa sin Tratamiento

5.85 x 10" bact/mL [4,67 x 10°

Escherichia coli sin tratamiento

1,69 % 10" bactymL (2,50 % 10°

Staphylococcus aureus sin tratamiento

3,08 x 10?bact/mL |3,95 x 10°

La CMI en todos los tratamientos fue la asocia-
cion de cada antibiético con el 50% de Lactobaci-
llus casei, con cero unidades formadoras de colo-
nias (UFC). En las asociaciones de 75% y 100%,
tampoco se encontraron UFC, a diferencia de los
controles (bacterias sin tratamiento) en los que
hubo un crecimiento elevado de bacterias. Asi, en
el control para Pseudomonas aeruginosa, se encontrd
un promedio de UFC de 5.85 X 10 ®bact/mL con
una desviacion estandar de 4.67 X 10 8 bact/mL.
En el control de Staphylococcus aureus hubo un pro-
medio de 3.08 X 10 8bact/mL, con una desviacion
estandar de 3.95 X 10 8. En el caso de Escherichia
coli, el promedio de UFC de su control fue 1.69 X
108 bact/mLy la desviacion estandar al 2.50 X 10 .

IV. DISCUSION

Este estudio experimental in vitro demostré
la disminucién de la resistencia a ciprofloxacino,
imipenem y vancomicina sobre Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, al
utilizar el probidtico Lactobacillus casei a las con-
centraciones de 50%, 75% y 100%, asociadas a cada
uno de los antibiéticos frente a las bacterias men-
cionadas. Los probiéticos son microorganismos
vivos con gran capacidad antagdnica contra otros
microorganismos. Es por ello que, al comparar con
el efecto del antibiético solo o del probiético solo,
se encontré que asociado es mas efectivo (tablas 1
al 5). Con respecto a E. coli, segtin la escala de Du-
rafford, la asociaciéon del probiético y ciprofloxa-
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cino, en las tres concentraciones utilizadas, dieron
resultados sumamente sensibles (grafico 1)

El analisis de varianza indica que hay diferen-
cia significativa entre los tratamientos. Por la prue-
ba Duncan, se observa que el probiético solo y el
antibiético solo se diferencian de los tratamientos
asociados. En la asociacién de 50% y 75% no hay
diferencia. Pero hay diferencia significativa con la
asociacion del probiético al 100%. Frente al anti-
bidtico solo, la resistencia fue mayor que cuando
se evalué la asociacién del antibiético con el pro-
biodtico en sus diferentes concentraciones; en todos
los casos, la resistencia disminuyé notablemente
(tabla 2, foto 3)

Con respecto a la asociaciéon de imipenem con
el probiético P. aeruginosa, segun la prueba Dun-
can, los tratamientos con 50 y 75% son semejantes.
Los tratamientos de 75 y 100%, también son seme-
jantes, pero si hay diferencia significativa entre los
tratamientos en que se asoci6 antibiético y probié-
tico, que cuando se uso solo el antibiético. (tabla 3
y 4, gréfico 2).

Los resultados para S. aureus demuestran que
la asociacion del probiético al 50, 75 y 100% con
vancomicina son mas efectivos que los resultados
con el antibiético y el probiético solos; y los resul-
tados, segun el andlisis de varianza, son signifi-
cativos; la prueba Duncan muestra que los cinco
tratamientos son estadisticamente diferentes entre
si (tabla 5, gréfico 3).

Efecto probidtico in vitro de Lactobacillus casei en la disminucion de la resistencia a ciprofloxacino, imipenem y
vancomicina sobre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus

Las bacterias probidticas pueden producir in-
hibicién del crecimiento bacteriano (FAO) (31), lo
que fue comprobado en el presente estudio con la
determinacion de la CIM. La CIM fue de 50% del
probiético asociado a cada antibiético, ya que el
numero de UFC fue de 0, en las concentraciones de
75% y 100%. También se inhibi6 totalmente el cre-
cimiento de las bacterias, comparado con el con-
trol en el que se observa un alto namero de UFC,
para E. coli; las UFC tuvieron un promedio de 1,69
X 108bact/mL, con una desviacion estandar de 2,5
X 108 Muestran los resultados efectos significati-
vos P< 0.001.

Para P. aeruginosa, el promedio de UFC en el
tratamiento sin antibidtico ni probiético, fue de
5,85 X 10% bact/mL y la desviacién estindar fue
4,67 X 108.

S. aureus fue también altamente sensible a to-
das las asociaciones de probiético y vancomicina,
ya que no se formaron UFC en estos tratamientos.
En cambio el control, es decir, la bacteria sin tra-
tamiento, dio como resultado promedio: 3,08 X 10
8 bact/mL, con una desviacién estdndar de 3,95 X
10 8. Resultados que concuerdan con los hallazgos
de Gutiérrez quien encontré que el extracto de
L.cassei presenta una buena actividad antagénica
al compararse con su control, y su actividad es me-
jor cuando utilizé al lactobacillus sin diluir, mas
que cuando lo utiliz6 diluido hasta 10E-3 ( 32).

En cuanto a las concentraciones utilizadas en
la presente investigacion, no hubo diferencia sig-
nificativa entre los tratamientos. Las tres concen-
traciones utilizadas tuvieron similar efecto bacte-
ricida, tanto en la determinacién de las unidades
formadoras de colonias como en la determinacién
de la susceptibilidad, segtn la escala de Duraford
en la que todas los tratamientos de 50%, 75% y
100%, asociadas a los antibiéticos imipenem, van-
comicina y ciprofloxacino frente a P. aeruginosa,
S. aureus y E. coli, dieron resultados sumamente
sensibles con halos superiores a 20 mm (fotos 3,
4 y 5), con un promedio de 42 mm para los trata-
mientos de P. aeruginosa. En las asociaciones de L.
casei con vancomicina, se obtuvo un promedio de
32.44; y para S.aureus, un promedio de 39.15 en la
asociacion de las concentraciones de L. casei con ci-
profloxacino. Al comparar el efecto inhibitorio de
las tres concentraciones de L.casei, asociadas a los
antibidticos respectivos a través de la prueba de
Duncan, se determiné que no existe diferencia sig-
nificativa en el efecto de las tres concentraciones.

Los promedios de diametros de susceptibili-

dad, obtenidos después de aplicada la prueba de
difusién en discos con relacién a los tratamientos
con los antibiéticos solos, demostr6 que existe
diferencia altamente significativa del efecto en la
resistencia con respecto al efecto que tuvieron en
las asociaciones L. casei con los antibiéticos respec-
tivos. El promedio de sensibilidad de los antibio-
ticos solos, para ciprofloxacino, fue de 27.54 mm
frente a E. coli. 26.3 mm para imipenem frente a
P. aeruginosa; para vancomicina de 21 mm frente
a S. aureus (Tablas 2, 4, 6). Segtin Gutiérrez L., al
evaluar el efecto bactericida de L. casei frente a E.
coli mediante las Unidades de Actividad, encon-
traron que el extracto de L.casei es activo aun en
diluciones altas, lo cual significa que el extracto
tiene actividad en muy pequefias concentraciones
(32 Gutierrez). El efecto bactericida también fue
comprobado por Roldén et al, quienes, al enfren-
tar a L.casei sobre E. coli O157: H7, no encontraron
bacterias viables de E. coli luego de 24 horas de in-
cubacién (33). En el presente estudio la CIM fue la
menor concentracion utilizada; es decir, L. casei al
50% asociado a cada antibiético; probablemente,
concentraciones menores también sean efectivas.

El efecto bactericida de Lactobacillus casei ha
sido determinado por varios investigadores, asi
Gutiérrez y Acosta, al evaluar las unidades forma-
doras de colonias de L.cassei vs. E.coli y comparar-
los con los de la cepa comercial, observaron que el
extracto del aislado nativo presenta actividad bac-
tericida frente a este patdgeno en todas las dilucio-
nes y en los diferentes tiempos de evaluacién. Para
ambos extractos, la mayor actividad se presenta en
los primeros dias del ensayo y va disminuyendo
a medida que se aumenta el tiempo de los anali-
sis; L.plantarum obtuvo los niveles mas altos de
actividad bactericida con respecto a la cepa nativa
(32). Este efecto bactericida podria deberse prin-
cipalmente a la produccién de bacteriocinas, ya
que los Lactobacillus, tal como L. casei, son grandes
productoras de estas proteinas, las cuales tienen
propiedades bactericidas contra varias especies
bacterianas, al permeabilizar su membrana celular
(34), formacion de poros, que lleva a la dispersion
de membrana y el flujo del contenido citoplasma-
tico hacia el espacio extra celular, asi como la in-
hibicién de enzimas para su crecimiento (35, 36).

En el presente estudio se ha encontrado resul-
tados de suma importancia. En primer lugar, la
asociacion del antibiético y el probiotico dismi-
nuyen la resistencia de los microrganismos, elimi-
nando asi a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
y Staphylococcus aureus. Esta combinacién parece
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tener todas las caracteristicas para proveer nuevos
y eficaces agentes antibacterianos; ofreciendo una
potencial solucién a la creciente problematica que
representa la aparicion de resistencia a antibioti-
cos que se genera debido al uso indebido de estos.
Es asi que el presente estudio abre nuevas posi-
bilidades en el campo de la investigaciéon clinica
como farmacolégica.

Finalmente, se acepta la hipotesis de que existe
efecto probidtico de Lactobacillus casei en la dis-
minucién de la resistencia a ciprofloxacino, imipe-
nem y vancomicina sobre Escherichia coli, Pseudo-
monas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

V. CONCLUSIONES

* El Lactobacillus casei asociado a antibidticos
tiene efecto probiético in vitro en la disminu-
cion de la resistencia de Escherichia coli, Pseu-
domonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

 El Lactobacillus casei asociado a ciprofloxacino
tuvo efecto en la disminucién de la resistencia
de Escherichia coli.

e El Lactobacillus casei asociado a imipenem
tuvo efecto en la disminucién de la resistencia
de Pseudomona aeruginosa.

e El Lactobacillus casei asociado a vancomicina
tuvo efecto en la disminucién de la resistencia
de Staphylococcus aureus.

* La concentracién minima inhibitoria en todos
los casos fue 50% de Lactobacillus casei con ci-
profloxacino, imipenem y vancomicina para
Escherichia coli, Pseudomonas y Staphylococcus
aureus respectivamente.

VI. RECOMENDACIONES

e Evaluar la asociacién de Lactobacillus casei con
otros antibioticos frente a bacterias patoge-
nas.

* Evaluar la asociacién de Lactobacillus casei con
antifingicos para determinar el efecto frente
a hongos.

* Realizar pruebas in vivo utilizando la aso-
ciacién de Lactobacillus casei con antibiéticos
frente a infecciones causadas por Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus.
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RESUMEN

El plasma rico en plaquetas, representa un coagulo
sanguineo autélogo que contiene un nimero concen-
trado de plaquetas. En vista de su naturaleza autélo-
ga, estd libre de enfermedades transmisibles y exenta
de reacciones de hipersensibilidad. En el conteo pla-
quetario, el minimo nimero de trombocitos que re-
quiere el coagulo para calificar como plasma rico en
plaquetas es discutido; pero, una concentracién de
aproximadamente 1 millén plaquetas/pL, o valores
de cuatro a siete veces superiores al valor normal de
plaquetas, ha demostrado proveer beneficios clini-
Cos.

Inicialmente se tuvo la concepcién de que las pla-
quetas actuaban exclusivamente en el proceso de
hemostasia. No obstante, actualmente hemos apren-
dido que poseen ademas la capacidad de liberacién
de sustancias proteicas bioactivas, denominadas fac-
tores de crecimiento; responsables de la atraccion de
macroéfagos, células mesenquimales pluripotenciales
y osteoblastos; los cuales no s6lo promueven la re-
mocion de tejido necrético; si no también, son capa-
ces de mejorar la cicatrizacion y optimizar la regene-
racién tisular.

El plasma rico en plaquetas es usado extensamente
en diversos campos médicos para promover la rege-
neracion de tejidos duros y blandos. Dentro de estos
tenemos; cirugia maxilofacial, cirugia pléstica, oftal-
mologia, neurocirugia, cirugia ortopédica y trauma-
tolégica, otorrino, cirugia cardiovascular, reumatolo-
gla, dermatologia estética, entre otras.

El objetivo del presente estudio fue confirmar clini-
camente el valor terapéutico del plasma rico en pla-
quetas en aplicaciones emergentes, quirirgicas y no
quirdrgicas de la regién maxilofacial, como; la bioac-
tivacion de la superficie de los implantes dentales, su
uso en regeneracion 6sea maxilar y como biomaterial
en los procedimientos de rejuvenecimiento facial; tal
como ha sido reportado en la literatura.

Palabras clave: Plasma rico en plaquetas, factores de
crecimiento, regeneracién tisular, rejuvenecimiento
facial, implantes dentales, regeneracién 6sea.
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