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Enterobacter cloacae forma parte de la microbiota
intestinal en humanos, pertenece al phylum de las
Proteobacterias, familiaEnterobacteriaceae, género
Enterobacter, especie E. cloacae; se caracteriza
por ser ubicua, oportunista, fdrmaco-resistente
y responsable de bacteriemias e infecciones
nosocomiales, por lo que se hace necesaria la
busqueda de alternativas para su tratamiento vy
control. En este trabajo se muestra evidencia de la
inhibicion del crecimiento de E. cloacae empleando
metabolitos bacterianos o sobrenadantes libres de
células (también conocidos como postbidticos)
producidos por Bifidobacterium longum (probidtico
que pertenece al filo Actinobacteria); varios
frabajos demuestran la importancia de estos para
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inhibir el crecimiento de diversos microorganismos
patdgenos. En este trabajo se evalud el liofilizado de
los postbidticos de B. longum, observdndose un 99%
de inhibicion de E. cloacae en cultivos in vitro. Estos
resulfados se suman a las diversas investigaciones
con probidticos encaminados al tratamiento y
prevencién de infecciones ocasionadas por E.
cloacae.

Enterobacter cloacae belongsto the proteobacteria
phylum (one of the most abundant in the human
gut microbiota), Enterobacteriaceae family, Genus
Enterobacter and species Enterobacter cloacae.
This bacterium is ubiquitous, opportunistic, resistant
fo antibiotics and responsible for bacteremia and
nosocomial infections, this fact make us search
for different freatment and alternatives of confrol.
This work proposes a control of E. cloacae growth
inhibition, which is achieved by using bacterial
metabolites or cell-free supernatants (also known as
postbiotics) produced by Bifidobacterium longum
(probiotic belonging to the Actinobacteria phylum);
several works have shown that relevance growth
inhibition of different pathogenic microorganisms.
The B. longum postbiotic lyophilisate have shown
99% of inhibition on in vitro E. cloacae cultures. These
results add to various investigations with probiotics
aimed at the freatments and prevention of infections
caused by E. cloacae.

La resistencia que presentan las bacterias del gé-
nero Enterobacter a los antibidticos betalactdmi-
cos (ampicilina, amoxicilina y las cefalosporinas de
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tercera generaciéon) es inducida por la hiperexpre-
sibn de la beta-lactamasa cromosomal (Livermore,
1998).

La OMS (WHO, por sus siglas en inglés) publi-
cd en 2017 la lista mundial prioritaria de bacterias
resistentes a los antibidticos para orientar la investi-
gacioén, el descubrimiento vy el desarrollo de nuevos
antibiéticos contra microorganismos como Acineto-
bacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa y bac-
terias de la familia Enterobacteriaceae, resistentes a
los carbapenémicos, productoras de beta-lactama-
sa de espectro extendido (BLEE) y bacterias multirre-
sistentes a las cefalosporinas de tercera generacion
(WHO, 2017).

Las bacterias de la familia Enteriobacteriaceae
son responsables de 30 a 35% de todas las sepftice-
mias, mds de 70% de todas las infecciones del trac-
to urinario e intestinales (Murray, Rosenthal, & Pfaller,
2006). A la familia de las enterobacterdceas per-
tenece Enterobacter cloacae, esta bacteria es un
bacilo Gram negativo, oxidasa negativo y catalasa
positivo, la cual se encuentra como microbiota habi-
tual en el aparato digestivo del humano.

La mayoria de las infecciones en humanos son
causadas por E. cloacae, siendo agentes comunes
de infecciones asociadas a la atencion en salud
(IAAS), principalmente bacteriemias, neumonia aso-
ciada a ventilacion mecdnica, infecciones urinarias
e infraabdominales complicadas (Mezzatesta, Gona,
& Stefani, 2012); también es comun en pacientes in-
munocomprometidos, con quemaduras o pacientes
con enfermedades de base (Musil, Jensen, Schilling,
Ashdown, & Kent, 2010), como diabéticos, oncogé-
nicos, entre otros.

La terapia antimicrobiana estd indicada en la
mayoria de las infecciones por Enterobacter, muy
resistentes a agentes anftimicrobianos que pueden
desarrollar resistencia durante la terapia antimicro-
biana, por lo que la eleccidn de agentes antimicro-
bianos apropiados es complicada; generalmente
el tfratamiento hacia este género de bacterias in-
cluye cefalosporinas de tercera generacién, como
cetriaxona, ceftazima (Mezzatesta et al., 2012).

En la buUsqueda de alternativas terapéuticas
para inhibir la proliferacién de microorganismos pa-
tégenos alhumano se harecurrido al estudio de una
gran diversidad de microorganismos, principalmen-
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te bacterias y sus metabolitos, alo que se le conoce
como terapia de interferencia microbiana o Micro-
bial Interference Therapy (MIT) (Falagas, Rafailidis, &
Makris, 2008). Entre los microorganismos empleados
para este propdsito estdn los probidticos.

Los probidticos fueron definidos en 2002 como
microorganismos vivos que confieren beneficios a
la salud del huésped cuando son administrados en
cantidades adecuadas. Esta definicion fue consen-
sada por el comité de expertos de la Organizaciéon
parala Agriculturay la Alimentacién (Food and Agri-
culture Organization) de las Naciones Unidas y por
la OMS (FAO/WHO, 2002); sin embargo, en 2014 el
grupo de expertos reunidos por ISAPP (International
Scientific Association for Probiotics and Prebioftics)
publicaron el Marco general sobre el uso y alcance
apropiados del término probidtico, este consenso
indica que se requiere evidencia de un beneficio
de salud, ya sea a nivel de grupo o especifico de
la cepa, segun la naturaleza del beneficio. Los pro-
bidticos pueden tener diferentes medios de admi-
nistraciéon, especies objetivo (humanos y animales),
poblaciones objetivo, sitios objetivo (intestino y mds
alld), puntos finales de eficacia y categorias regula-
doras. Todos los probidticos deben ser seguros para
suU uso previsto. Los microbios muertos, los productos
y componentes microbianos no estdn incluidos en
la clasificaciéon de probidticos (Hill et al., 2014).

Los productos microbianos producidos por los
probidticos reciben el término de postbidticos, me-
tabidticos, biogénicos o metabolitos/SFC (sobre-
nadantes libres de células), secretados por bac-
terias vivas o liberados después de la lisis bacteria-
na (Aguilar-Toald et al., 2018). Estos subproductos
pueden contener dcidos grasos de cadena corta
(SCFA, por sus siglas en inglés), enzimas, péptidos,
dcidos teicoicos, muropéptidos derivados de pep-
tidoglicanos, endo y exopolisacdridos, proteinas
de la superficie celular, vitaminas, plasmalégenos
y dacidos orgdnicos (Tsilingiri & Rescigno, 2013). Es-
tos subproductos ofrecen beneficios fisioldgicos al
huésped al proporcionar bioactividad adicional
(Cicenia et al., 2016).

Entre los microorganismos probidticos mds co-
munes con beneficios de salud para los seres huma-
nos destacan los siguientes géneros: Lactobacillus,
Bifidobacterium, Saccharomyces, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Bacillus
y la especie Escherichia coli (Fijan, 2014).
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El género Bifidobacterium (figura 1) incluye va-
rias bacterias anaerobias no mdviles Gram positivas
y algunas cepas se caracterizan por presentar me-
canismos de resistencia a las sales biliares, las cua-
les se usan a menudo como bacterias probidticas,
entre las cepas que presentan esta caracteristica
estdn Bifidobacterium infantis, B. adolescentis, B.
animalis subsp animalis, B. animalis subsp lactis, B.
bifidum, B. longum vy B. breve. Bifidobacterium jun-
to con otros probidticos se emplean para el trata-
miento de estrenimiento (Chmielewska & Szajews-
ka, 2010), la diarrea del viajero (McFarland, 2007),
la diarrea asociada a antibidticos (Hempel et al.,
2012), remision de la inflamacién intestinal y la coli-
tis ulcerosa moderada (Dylag, Hubalewska-Mazgaj,
Surmiak, Szmyd, & Brzozowski, 2014), enterocolitis
necrotizante en recién nacidos (Di Gioia, Aloisio,
Mazzola, & Biavati, 2014), reduccién de la diarrea
inducida por radiacién (Demers, Dagnault, & Des-
jardins, 2014), reduciendo el desarrollo de riesgo de
enfermedad por eccema, alergias a los alimentos
(Isolauri, Rautava, & Salminen, 2012), capacidades
para reducir el colesterol (Ruiz, Margolles, & Sdn-
chez, 2013), alivio de los sinfomas de la intolerancia
a la lactosa, inmunoestimulacion, prevenciéon del
cdncery efectos antialérgicos (Sanders et al., 2013).

Algunas especies de bifidobacterias poseen
efectos antagdnicos contra patdgenos intestinales
(iRiguez-Palomares & Acedo-Félix, 2006), otras es-
pecies como B. breve y B. infantis inhiben la invasién
de Escherichia coli enteropatdégena, Yersinia pseu-
dotuberculosis y Salmonella typhimurium en cultivo
de células Caco-2 enterocite-like (Bernet, Brassat,

Figura 1. Aspecto morfoldgico de Bifidobacterium longum.
Fotografia de Mark Schell (s. f.).
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Nesser, & Servin, 1993). La inhibicidn entre los mi-
croorganismos ocurre por interferencia bacteriana
(IB), la cual es expresada por medio de diversos
mecanismos como cambios en el microambiente
bacteriano y reduccion de los nutrientes o produc-
cién de sustancias antagonistas, como bacterioci-
nas (Gonzdlez-Martinez, Gémez-Trevino, & Jiménez-
Salas, 2003).

El objetivo de esta investigacién fue evaluar
la actividad bioldgica de liofilizados de los
postbidticos producidos por B. longum (LPtbt-Bl)
sobre el crecimiento de E. cloacae. De acuerdo
con los antecedentes mostrados, es posible que
alguno de los metabolitos o la sinergia de varios
de estos, contenidos en el liofilzado del postbidtico
de B. longum, puedan interferir en actividades
metabdlicas vitales de E. cloacae.

I. Origen, cultivo y mantenimiento de las cepas

Las cepas de B. longum (ATCC:15707) y E. cloacae
(ATCC:13047) se adquirieron en la American Type
Culture Collection (ATCC). Los cultivos bacterianos
se mantuvieron a 4 °C en el medio especifico vy
fueron cultivadas de manera periddica como se
describe a continuacién:

a) Para el cultivo de E. cloacae se prepard caldo
nutritivo Bioxon de acuerdo con las especifica-
ciones del fabricante, posteriormente se alicuo-
t6 en 5ml en tubos de vidrio Pyrex de 13 x 100
mm con tapdn de rosca, se esterilizaron en au-
toclave a 15 Lb de presién, 121 °C por 20 min,
se dejaron temperar, y una vez que pasaron la
prueba de esterilidad se almacenaron a 4 °C
hasta su uso.

b) Para el cultivo de B. longum la cepa fue cultiva-
da en el caldo Man-Rogosa-Sharpe (Difco, Bec-
ton Dickinson Co., Sparks, MD, USA) e incubado
por 24 h a 37 °C.

Il. Obtencién del postbidtico de B. longum (BI)

Después de la incubacién de B. longum se obtuvo el
sobrenadante libre de células (postbidtico) y se pro-
cedidé a centrifugar a 2,500 r. p. m. durante 20 min
(IEC CL30 Cenftrifuge Thermo SCIENTIFIC®). El material
recuperado se filtré mediante membrane Millipore
(0.22um, GP Millipore Express ®PLUS Membrane, Mas-
sachusetts, USA). El material filtrado fue colocado en
vasos contenedores de vidrio especiales para liofilizar
(LABCONCO®). Los vasos contenedores fueron co-
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nectados al equipo para liofilizacién (LABCONCO®
Catalog 7740020) a una presion de 0.133 mBar y una
temperatura de colector de -40 °C por aproximada-
mente 12 h (Barrén Gonzdlez et al., 2008); finalmente
se obtuvo el liofilizado del sobrenadante libre de cé-
lulas (postbidtico) de B. longum (LPtb-Bl).

lll. Preparacion de la solucién madre del LPtb-BI

Bajo condiciones de esterilidad se disolvié a satura-
cién el LPtb-Bl en 50 ml de agua desionizada estéril
pH 7, posteriormente esta solucién madre se esterili-
z6 por filtracion (empleando filtros millipore 0.22 um),
se sometié a prueba de esterilidad. Una vez que la
prueba de esterilidad resultd positiva se tomaron las
concentraciones a evaluar: 40, 20, 10y 2 mg/ml.

IV. Determinacién de la actividad inhibitoria del LPtb-
Bl sobre E. cloacae

Para determinar la interferencia bacteriana del LPtb-
Bl sobre el cultivo de E. cloacae se empled la meto-
dologia reportada por Barrén Gonzdlez et al. (2008).
Cada serie de 12 tubos contenia 40, 20, 10y 2 mg/
ml del LPtb-BI, posteriormente fueron inoculados con
100uL de un cultivo de E. cloacae que presentaba
una turbidez comparable con el tubo de 0.5 de la
escala de McFarland, inmediatamente se incubaron
a 37 °C por 24 h. Enseguida se realizaron lecturas de
absorbancia a 570 nm, se graficaron y analizaron los
datos obtenidos, posteriormente a la dosis de LPtb-BI
gue presentd interferencia bacteriana sobre el cul-
tivo de E. cloacae se le determinaron las UFC/ml a
través de un recuento bacteriano en placa (cada
bioensayo se realizd en tres eventos independientes
por triplicado). Como testigo se empled ciprofloxaci-
no [0.1 mg/ml], el control positivo fue el cultivo de E.
cloacae.

V. Determinacién porcentual de proteinas y dcidos
grasos en el LPtb-BI

A la dosis de LPtb-Bl que presentd mayor inhibicion
sobre el cultivo de E. cloacae se le realizé la cuanti-
ficacion de:

a) Proteinas totales de acuerdo con la Norma
Mexicana NMX-F-608-NORMEX-2011  (Alimen-
tos-determinacién de proteinas en alimentos/
método de ensayo-prueba), también se realizé
la cuantificacién de proteinas totales median-
te el programa para deteccidon de proteinas
del equipo Thermo Scientific NanoDrop 2000c
Spectrophotometer. Se tomd 1ul de la solucién
del LPtb-BI [40 mg/ml] y se colocd directamen-
te sobre el pedestal del NanoDrop 200C, poste-
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riormente el brazo del aparato fue movido para
cerrar, enseguida el aparato desplegd la lectu-
ra en la pantalla y se registré en la bitdcora. Se
limpid el pedestal y se repitid el procedimiento
en tres eventos independientes por friplicado.
b) También se llevd a cabo la determinaciéon
porcentual de dcidos grasos totales de acuer-
do con la Secretaria de Salud (26 de junio de
1996) con la Norma Oficial Mexicana NOM-086-
SSA1-1994 (Bienes y servicios. Alimentos y bebi-
das no alcohdlicas con modificaciones en su
composicion. Especificaciones nutrimentales).

La determinacion de proteinas y dcidos grasos
presentes en el LPtb-Bl se llevaron a cabo en un la-
boratorio de referencia, acreditado ante la Entidad
Mexicana de Acreditacién (EMA).

VI. Andlisis estadistico

Se realizd el andlisis de los resultados obtenidos em-
pleando el andlisis estadistico ANOVA con P < 0.05
en el paquete de andlisis estadistico SPSS version
Windows® 2010.

Determinacion de la actividad biolégica del LPtb-BI
sobre E. cloacae

En la figura 2(a) se observan células de B. longum en
fase logaritmica, las cuales presentan la morfologia
caracteristica bacilar y con aspecto de “Y", lo cual
indica que estd en proceso de division (flecha), enla
imagen (b) se muestra el aspecto del liofilizado obte-
nido del postbidtico de B. longum (LPtb-BI).

En la tabla 1 y figura 3 se muestran las UFC/m
de E. cloacae obtenidas con las cuatro concentra-

Figura 2. En a) se muestra la morfologia caracteristica de B.
longum, observada a través de

microscopia de contraste de fase (1000 X), en b) se muestra el
aspecto del LPTb-BI.

Fotografia tomada por Maria Porfiria Barron-Gonzdlez.
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Inhibicion del LPtb-Bl sobre el crecimiento de E. cloacae

Dosis evaluada del LPtb-B.l (mg/ml) UFC/ml de E. cloacae (1 x 10¢) Inhibicién (%)
40 0.907 99.9
20 2.4 99.8
10 650 44.6
2 1105 2.8
Ciprofloxacino 0 100
Control 1173.3 -

Nota: Elaboracion propia.

Tabla 2

Determinacién de proteinas y dcidos grasos en el LPtb-BI

Pardmetro determinado en el
LPto-BI

Técnica o metodologia
empleada

Valor obtenido [mg/ml]

Proteinas totales NMX-F-608-NORMEX-2011 22.70
Nanodrop 25.25
Acidos grasos totales NOM-086-SSA1-1994 7.30

Nota: Elaboracion propia.

ciones evaluadas del LPtb-Bl y el fdrmaco de elec-
cién, asimismo, se muestra el valor porcentual de la
inhibicion o interferencia bacteriana (IB) que sufrid E.
cloacae.

En la figura 3 se muestra la inhibicion porcentual
olainterferencia bacteriana (IB) que exhibe el LPtb-BI
sobre la cepa de E. cloacae en concentraciones de
40y 20 mg/mly se observd una inhibicién porcentual
de 99.9 y 99.8, respectivamente. Estos valores no
presentan diferencia significativa con respecto
a la inhibicion que presentd sobre E. cloacae, el
ciprofloxacino [0.1 mg/ml] a esta dosis inhibid 100%
del cultivo. Pero si presenta diferencia significativa
conrespecto alainhibicién del cultivo de E. cloacae
gue se observd al emplear el LPtb-Bl a dosis de 10y 2
mg/ ml, ya que sélo se obtuvo una inhibicidén de 45y
6%, respectivamente.

Cuantificacion de proteinas y dcido grasos totales
en el LPtb-BI

En la tabla 2 se muestran los valores obtenidos con
respecto a las proteinas totales presentes en el LPtbo-
Bl, de acuerdo con la NMX-F-608-NORMEX-2011, el
valor obteniendo fue de 22.7 mg/ml y empleando
el equipo NanoDrop 25.25 mg/ml, estos valores
obtenidos por diferentes técnicas no presentan
diferencia significativa. En cuanto ala determinacion

Figura 3. Inhibicién porcentual del LPtb-Bl sobre el crecimiento de
E. cloacae.
Elaboraciéon propia.

de los acidos grasos totales, empleando la NOM-086-
SSA1-1994, se obtuvo un valor de 7.30 mg/ml.

En este frabagjo se evalud el efecto del liofilizado
del sobrenadante libre de células (posbidtico) de
B. longum (LPtb-Bl) sobre E. cloacae, con mayor
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actividad inhibitoria (interferencia bacteriana) en
dosis de 20 y 40 mg/ml, ya que se registrd inhibicion
de 99.8 y 99.9%, respectivamente; de 45% en dosis
de 10 mg/ml; en dosis de 2 mg/ml fue de 6%, lo
cual indica que a mayor concentracién de LPtb-Bl
se observa mayor inhibicién del crecimiento de E.
cloacae.

Al igual que ofras bacterias probidticas,
B. longum produce sustancias con capacidad
bactericida como las bacteriocinas (Moon, Pyun,
Park, Ji, & Kim, 2005), dcidos grasos voldtiles de
cadena corta, perdxido de hidrégeno y dcido ldctico
con la consecuente reduccion del pH intraluminal;
este se considera el principal mecanismo por el
cual las bacterias lacticas inhiben el crecimiento
de diferentes bacterias patdégenas (Donohue &
Salminen, 1996).

Las bacteriocinas son péptidos de sintesis
ribosomal que tienen un peso molecular entre 3-10
kDa, pueden presentar actividad antimicrobiana
(interferencia microbiana) por diversos mecanismos
gue incluyen desestabilizaciéon de la membrana,
lisis celular, degradacién de d&cidos nucleicos e
inhibicion de procesos bioldgicos como sintesis de
proteinas, ADN, ARN y peptidoglicano (De-Martinis,
Alves, & Franco, 2002).

En el LPtb-BI se determind la presencia de
proteinas totales a través de dos técnicas, la NMX-F-
608-NORMEX-2011 y empleando el NanoDrop 2000c
Spectrophotometer, se obtuvieron concentraciones
muy semejantes en ambas técnicas; asimismo,
se determinaron y cuantificaron los dcidos grasos
totales empleando Ila NOM-086-SSA1-1994, las
cuantificaciones mediante especificaciones de las
Normas Mexicanas se readlizaron en un laboratorio
acreditado ante la EMA, ya que asegura una mejor
calidad en los resultados.

Segun Harmsen et al. (2000), las especies de
Bifidobacterium producen un ambiente dcido que
evita el crecimiento bacteriano, en este trabajo se
demostrd la capacidad inhibitoria del postbidtico
de B. longum (LPtb-Bl), y en otros trabajos se
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ha demostrado que estas sustancias inhiben el
crecimiento de bacterias patdégenas por accion
antagdénica, ya que se bloquea la adhesion al
epitelio intestinal (Fuller & Gibson, 1997).

Se ha reportado que factores exiracelulares
producidos Lactobacillus acidophilus y L. johnsonii
Lal inhiben el crecimiento in vitro de Giardia lambilia
en la fase G1, e impiden que se forme el quiste, la
forma infectiva de este protozoario (Pérez et al.,
2001). En otro trabajo se reportd la inhibicion del
ciclo de vida in vitro de Entamoeba histolytica HM1-
IMSS al emplear liofilizados del sobrenadante de L.
plantarum, L. casei, L. caseirhamnosus, L. acidophilus
y B. longum libre de células (Barrén Gonzdlez et al.,
2008).

De acuerdo con los resultados obtenidos en
esta investigaciéon, serd recomendable realizar
la purificacién  de bacteriocinas  producidas
por B. longum vy evaluar su capacidad para
inhibir el crecimiento de E. cloacae y diversos
microorganismos patdgenos, asi como elaborar un
perfil proteico de las bacteriocinas para demostrar si
el efecto de interferencia bacteriana se debe a una
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