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Resumen

Objetivo: Evaluar el efecto antimicrobiano de la reuterina contra Pseudomonas
aeruginosa y Klebsiella pneumoniae. Material y métodos: Se realizaron antibiogramas
a cepas recolectadas de un hospital de segundo nivel en Ciudad Juérez para determinar
resistencia a reuterina. Resultados: La reuterina inhibi6 el crecimiento de Pseudomonas
aeruginosa a concentracion de 4 mM y Klebsiella pneumoniae no fue inhibida por la
concentracion mas alta probada (40 mM), probablemente por la capsula. Conclusién:

La reuterina puede ser una opcion viable para el control de bacterias multirresistentes.

Palabras clave: Farmacorresistencia Bacteriana Multiple, Antibacterianos, Lactobacillus

reuteri, Probidticos, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae
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Title: Evaluation of the antimicrobial effect of reuterin in multiresistant bacteria isolated

from hospital

Abstract

Objective: To evaluate the antimicrobial effect of reuterin against Pseudomonas
aeruginosa and Klebsiella pneumoniae. Material and methods: Bacterial strains were
recollected from a second level hospital in Ciudad Juarez, antibiograms tests were
performed to determine resistance to Reuterin. Results: Reuterin inhibited growth of
Pseudomonas aeruginosa at a concentration of 4mM and Klebsiella pneumoniae was not
inhibited by the highest concentration tested (40mM), probably due to the capsule.

Conclusion: Reuterin can be a feasible option for the control of multiresistant bacteria.

Keywords: Multiple Bacterial Drug Resistance, Anti-Bacterial Agents, Lactobacillus

reuteri, Probiotics, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae
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1. Introduccién

La resistencia antimicrobiana es actualmente el problema méas alarmante para la salud
humana. Provoca 700.000 muertes/afio y se estima que después de 2050 ocurriran 10
millones de muertes anuales por esta causa.! Las bacterias resistentes de mayor
importancia segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) son: Escherichia coli,
Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Serratia, Proteus, Klebsiella, Helicobacter pylori,
Campylobacter, Staphylococcus aureus, Salmonella, Sreptococcus pneumoniae,
Haemophillus influenzae, Shigella, entre otras.?

Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae son importantes patdégenos
multirresistentes causantes de enfermedades nosocomiales, Pseudomonas aeruginosa
es un oportunista responsable de un gran niumero de infecciones invasivas, ademas es
capaz de sobrevivir en una gran variedad de superficies, ambientes acuosos y no tiene
requerimientos nutricionales exigentes.® Por otra parte, Klebsiella pneuomoniae es una
bacteria con cépsula, lo que favorece su patogenicidad y resistencia a antibiéticos,
generando su adaptacién al ambiente hospitalario.* Estas bacterias han sido capaces de
desarrollar resistencia a multiples antibidticos por lo que las opciones de tratamiento son
limitadas. Una opcién aun escasamente explorada es la utilizacién de probioticos, como
Lactobacillus reuteri que produce diferentes antimicrobianos como algunas bacteriocinas
y reuterina, sustancia antimicrobiana de amplio espectro que inhibe el crecimiento de
bacterias, hongos y protozoos®, la reuterina ha sido evaluada en conservacion de
alimentos, sin embargo, no se ha probado su efectividad para inhibir el crecimiento de

bacterias multirresistentes de origen hospitalario.
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2. Material y Métodos

2.1 Recoleccion de cepas bacterianas y antibiogramas

Las cepas fueron colectadas en un hospital de segundo nivel de Ciudad Juérez,
Chihuahua, donde se aislaron, identificaron y se evalué la resistencia a antibioticos

mediante antibiogramas.

2.2 Produccion y cuantificacion de la reuterina

La produccion de reuterina se llevé a cabo siguiendo un proceso® que consiste en la
produccion de biomasa de Lactobacillus reuteri ATCC 55730 en caldo MRS (Man Rogosa
and Sharp, Sigma-aldrich®), para posteriormente colectar las células y suspenderlas en
solucion de glicerol 200 mM. La suspension se centrifugd para obtener el sobrenadante
donde se encontraba la reuterina, que fue cuantificada mediante una reaccion

colorimétrica y medida por espectrofotometria.’

2.3 Evaluacion del efecto antimicrobiano de la reuterina

Las bacterias fueron sembradas e incubadas a 37 ° C bajo condiciones aerdbicas por 24

horas, las células se lavaron y suspendieron en bufer de fosfato de sodio (pH 7.5) hasta

alcanzar una densidad Optica de 0.6 a 595 nm. Esta suspension fue diluida 1:10 y se



115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

mezclo con la reuterina a diferentes concentraciones en la microplaca, se incubo a 37 °©

C por 24 horas.?

2.4 Anélisis estadistico

Se realiz6 analisis de varianza con la utilizacion del programa Infostat (Version 2018), la
diferencia significativa entre medias fue establecida en a=0.05 usando pruebas de Tukey.

Todos los experimentos fueron hechos por triplicado.

3. Resultados

3.1 Aislamiento de cepas y antibiogramas

En un periodo de 6 meses, se lograron aislar 5 cepas de Klebsiella pneumoniae y 3 cepas
de Pseudomonas aeruginosa. El 60% de las cepas de Klebsiella penumonie presentaron
resistencia a Tetraciclina, Trombamicina y Piperaciclina, ademas a las combinaciones de
Ampicilina con Sulbactam y de Piperaciclina con Tazobactam, el 40% es resistente a
Ciprofloxacina y a la combinacién de Trimetoprima con Sulfametoxazol y el 20% presento
resistencia a Gentamicina y Levofloxacina. En cuanto a las cepas aisladas de
Pseudomonas aeruginosa, 2 resultaron sensibles a los antibioticos probados y una

multirresistente (Tabla 1).

3.2 Produccion y susceptibilidad a reuterina
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La concentracion de reuterina producida fue 101.54 mM + 3.48. Klebsiella pneumoniae
no fue inhibida por la reuterina, a pesar de ser probada con una concentracion maxima
de 40 mM. Por otra parte, Pseudomona aeruginosa fue efectivamente inhibida por la

reuterina en una concentracion de 4 mM (Figura 1).

4. Discusion

Una cepa de Pseudomonas aeruginosa resulto resistente a casi todos los antibiéticos:
Ciprofloxacina, Cefepima, Ertapenem, Imipenem, Levofloxacina, Meropenem vy
Trobamicina, estas cepas multirresistentes representan una gran preocupacion y
amenaza a la salud por las escasas opciones de tratamiento que existen.®

Entre cepas de Pseudomonas aeruginosa, no hubo diferencia significativa (p=0.05), lo
gue significa que la reuterina logro inhibir aun a la cepa multirresistente (P3). Los estudios
publicados indican que las bacterias Gram negativas tienen mayor susceptibilidad a la
reuterina,® sin embargo, no hay reportes de bacterias de origen nosocomial y
multirresistentes.

En cuanto a Klebsiella pneumoniae que no fue inhibida por reuterina a 40mM, es
probable que fuera debido a la presencia de la capsula de polisacaridos que impide la

entrada de esta sustancia a la célula .10

5. Conclusiones
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La reuterina resulto eficaz como antimicrobiano para inhibir el crecimiento de
Pseudomonas aeruginosa a una concentracion de 4mM, incluso en la cepa
multirresistente probada, pero no resultd ser efectiva para inhibir el crecimiento de
Klebsiella pneumoniae, probablemente porque posee céapsula, que puede estar
confiriendo proteccién y resistencia a antibidticos incluida la reuterina. Finalmente, la
reuterina puede ser una opcion viable para el control de bacterias multirresistentes al ser

una sustancia cuya sintesis es facil y econémica.
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