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Resumen del reporte técnico en espafiol

En Meéxico hay un nimero muy limitado de estudios epidemioldgicos de las infecciones
causadas por bacterias multirresistentes por lo que el problema de resistencia estd muy
subestimado en el pais; el uso indiscriminado de los antibidticos y la presion selectiva
ambiental realizada por antisépticos y desinfectantes ha generado una gran resistencia a los
antibioticos disponibles ocasionando que cada vez sean méas limitadas las opciones de
tratamiento. Estas bacterias generan en el ambiente hospitalario un problema de salud
publica; por lo que proponer nuevos métodos de control y evitar su diseminacion es de
importancia internacional. Una opcion que esta siendo explorada en la actualidad es utilizar
probidticos los cuales producen sustancias capaces de controlar microorganismos
patogenos; ademas no han generado resistencia a estos antimicrobianos naturales. Los
Lactobacillus son de los probidticos mas utilizados; entre los cuales se encuentra
Lactobacillus reuteri que segrega intermediarios antimicrobianos como la reuterina. En esta
investigacion se evalud el efecto antimicrobiano de la reuterina contra cepas de bacterias
multirresistentes aisladas de hospital, las bacterias estudiadas fueron Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aureginosa y Klebsiella pneumoniae mediante el método de
Concentracion Minima Inhibitoria (MIC), en el cual se le agrego diferentes concentraciones
de reuterina a las bacterias en una placa de 96 pozos hasta identificar la concentracion mas
baja en la que la reuterina inhibe el crecimiento de estas cepas. Los resultados muestran que
la reuterina fue capaz de inhibir el crecimiento de Staphylococcus aures a una
concentracion de 1.5-2 mM, mientras que el crecimiento de Pseudomonas aureginosa fue
inhibido por una concentracion de 4 mM, por otra parte, el crecimiento de la bacteria
Klebsiella pneumonie no fue inhibido ni por la concentracién mas alta probada (44.7 mM)
probablemente por la capsula que impide el paso de la reuterina a la célula, sin embargo,
estos resultados son muy alentadores porque la reuterina fue capaz de inhibir el crecimiento
de bacterias multirresistestes lo que representa una excelente opcién de control, debido a
que es sintetizada a bajo costo, facil y rapido ademas de que se obtienen concentraciones

muy superiores a las necesarias para inhibir estas bacterias probadas.



Resumen del reporte técnico en inglés

In Mexico there are a very limited number of epidemiological studies of infections caused
by multidrug-resistant bacteria so the resistance problem is greatly underestimated in the
country; the indiscriminate use of antibiotics and the selective environmental pressure of
antiseptics and disinfectants has generated a great resistance to available antibiotics,
causing treatment options to become increasingly limited. These bacteria create a public
health problem in the hospital environment; so proposing new methods of control and
preventing their dissemination is of international importance. One option that is currently
being explored is to use probiotics which produce substances capable of controlling
pathogenic microorganisms; they have also not generated resistance to these natural
antimicrobials. Lactobacillus are one of the most widely used probiotics; among which is
Lactobacillus reuteri which secretes antimicrobial intermediaries such as reuterine. This
research evaluated the antimicrobial effect of reuterine against strains isolated from hospital
that are multidrug-resistant bacteria, the bacteria studied were Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aureginosa and Klebsiella pneumoniae using the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) method, in which different concentrations of reuterine were added to
the bacteria in a 96-well plaque until identifying the lowest concentration at which reuterine
inhibits the growth of these strains. The results show that reuterine was able to inhibit the
growth of Staphylococcus aures at a concentration of 1.5-2 mM, while the growth of
Pseudomonas aureginosa was inhibited by a concentration of 4 mM, on the other hand, the
growth of Klebsiella pneumonie was not inhibited either by the highest concentration tested
(44.7 mM) probably by the capsule that prevents the passage of the reuterine to the cell,
however, these results are very encouraging because reuterine was able to inhibit the
growth of multidrug-resistant bacteria which represents an excellent control option, because
it is synthesized at low cost, easy and fast in addition to obtaining concentrations much

higher than those needed to inhibit these tested bacteria.
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Usuarios potenciales

El desarrollo de proyectos de investigacion enfocados al desarrollo de nuevas opciones de
control de microorganismos multirresistentes tiene el potencial de proporcionar las bases
para la creacion de nuevas opciones de tratamiento mas baratas y menos toxicas para los
pacientes, con la finalidad de disminuir la morbilidad y mortalidad asociadas a estas
bacterias.

Reconocimientos

Los autores de este proyecto quieren agradecer al Centro de Investigacién en Alimentacion
y Desarrollo A.C. por el apoyo para realizar este proyecto.

1. INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana es actualmente el problema mas alarmante para la salud
humana. Provoca 700.000 muertes / afio y se estima que cada afio después de 2050
ocurriran 10 millones de muertes por esta causa, por lo cual el desarrollo de
antimicrobianos resulta una necesidad prioritaria en la actualidad. Las bacterias resistentes
de mayor importancia segun la Organizacion 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.

Staphylococcus aureus es una bacteria que posee un alto grado de patogenicidad y es
responsable de una amplia gama de enfermedades. Aproximadamente, 30% o0 mas de los
individuos estan constantemente colonizados asintomaticamente. La colonizacion
proporciona un reservorio mediante el cual la bacteria puede introducirse cuando las
defensas del huésped estan dafiadas. S. aureus es uno de los microorganismos que se aisla

con mayor frecuencia en las infecciones hospitalarias, representando una gran amenaza al



tener un tratamiento dificil de manejar debido a la aparicidn de cepas resistentes a maltiples
farmacos.

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es una especie que pertenece a las bacterias Gram
negativas capaces de sobrevivir a una gran variedad de superficies, ambientes acuosos y no
requieren muchos nutrientes para poder sobrevivir. Las infecciones con P. aeruginosa son
de mayor preocupacion para los pacientes hospitalizados (James A. Karlowsky 2003).
Pseudomonas es un patégeno oportunista responsable de un gran nimero de infecciones
invasivas (Milena Polotto 2012). El espectro de infecciones humanas causadas por P.
aeruginosa varia desde infecciones en la piel hasta una sepsis fulminante, es la causante de
infecciones respiratorias nosocomiales y es la principal preocupacién para pacientes con
neumonia que son dependientes de un respirador (James A. Karlowsky 2003). Ademas, P.
aeruginosa es resistente a antimicrobianos de varias clases ya sea de manera intrinseca o
mediante la adquisicion de determinantes genéticos para su multirresistencia a diferentes
farmacos como lo son la ampicilina, amoxicilina, penicilina, cefalosporinas, tetraciclinas,
macrolidos, cloranfenicol entre otros (James A. Karlowsky 2003).

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), es una bacteria Gram Negativa, multirresistente
debido al uso indiscriminado de antibidticos y a los multiples mecanismos de resistencia
que tiene al producir enzimas que le permiten bloquear el efecto antimicrobiano, asi como
la transferencia del material genético. Ademas, es una bacteria encapsulada que la protege
de fagocitosis y de los factores bactericidas del hospedero. En conjunto todas estas
caracteristicas generan la capacidad de adaptacion a diferentes ambientes como lo son los
hospitales (Quintana, 2019). Debido a la importancia de estas bacterias multirresistentes,
resulta indispensable evaluar diferentes opciones de control, la utilizacion de probidticos es
una opcion que va adquiriendo popularidad.

Los Lactobacillus spp. son importantes probidticos y entre estos Lactobacillus reuteri es
una bacteria que produce diferentes antimicorbianos como bacteriocionas y reuterina que es
una sustancia antimicrobiana eficaz de amplio espectro que inhibe el crecimiento de
bacterias, hongos y protozoos, esta sustancia ha sido evaluada en conservacion de
alimentos, sin embargo no se ha evaluado su efectividad para inhibir el crecimiento de

bacterias multirresistentes de origen hospitalario.



2. PLANTEAMIENTO

Resistencia antimicrobiana

Los antibi6ticos han ayudado a prolongar la esperanza de vida al cambiar el resultado de las
infecciones bacterianas. En 1920, se esperaba que la gente en los Estados Unidos tuviera un
promedio de vida de tan solo 56.4 afos; ahora, sin embargo, es de casi 80 afios. Los
antibidticos han tenido efectos beneficiosos similares en todo el mundo (Ventola, 2015).
Sin embargo, el uso exitoso de cualquier agente terapéutico se ve comprometido por el
posible desarrollo de tolerancia o resistencia a ese compuesto desde el momento en que se
emplea por primera vez (Davies & Davies, 2010). Desde su creacion millones de toneladas
métricas de nuevas clases de antibidticos se han producido en los dltimos 60 afios. El
aumento de la demanda de antibioticos en muchos sectores ha permitido el uso de
medicamentos menos costosos y no aprobados. Por el contrario, el uso enorme e
irresponsable de los antibioticos, ha contribuido significativamente a la aparicion de las
cepas resistentes. Los microorganismos resistentes a los antibidticos se conocen como
superbacterias y estas no son solo una preocupacion de laboratorio sino que se han
convertido en una amenaza global responsable de los altos indices de mortalidad e
infecciones que amenazan la vida (Zaman et al., 2017). La rapida aparicion de bacterias
resistentes se esta produciendo en todo el mundo, poniendo en peligro la eficacia de los
antibidticos, que han transformado la medicina y salvado millones de vidas. Algunas
décadas después de que los primeros pacientes fueron tratados con antibidticos, las
infecciones bacterianas se volvieron a convertir en una amenaza (Ventola, 2015). Desde
fines de la década de 1960 hasta principios de la década de 1980, la industria farmacéutica
introdujo muchos antibidticos nuevos para resolver el problema de la resistencia, pero
después de eso, los antibidticos comenzaron a agotarse y se introdujeron menos
medicamentos nuevos. Esta crisis de resistencia a los antibidticos se ha atribuido al uso
excesivo e inadecuado de estos medicamentos, asi como a la falta de desarrollo de nuevos
medicamentos por parte de la industria farmacéutica. Cuando finalmente se usan nuevos
agentes antimicrobianos, la resistencia es casi inevitable. Un fabricante que invierte grandes

sumas de dinero en el desarrollo de antibidticos por lo tanto, puede descubrir que los



beneficios se reducen prematuramente cuando se desarrolla resistencia a un nuevo
antibidtico. La incertidumbre econdmica ha tenido un efecto de restriccion en los usuarios
finales de antibidticos por lo cual el desarrollo de antibidticos ya no se considera una
inversion econdmicamente inteligente para la industria farmacéutica (Ventola, 2015).
Ademas, los microbidlogos y especialistas en enfermedades infecciosas han aconsejado
moderacion con respecto al uso de antibidticos. Por lo tanto, una vez que se comercializa
un nuevo antibiotico, los médicos, en lugar de recetarlo de inmediato, a menudo mantienen
este nuevo agente en reserva s6lo para los peores casos por temor a promover la resistencia
a los medicamentos, y continGan recetando agentes mas antiguos que hayan demostrado
eficacia comparable. Por lo tanto, los nuevos antibidticos a menudo se tratan como
medicamentos de "Gltima linea" para combatir enfermedades graves. Esta practica conduce
a la reduccidn de la elaboracion de nuevos antibidticos y un menor retorno de la inversion
(Ventola, 2015).

El costo de la resistencia a los antimicrobianos es inmenso, tanto economico como para la
salud y la vida humana. La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdémicos
(OCDE) publico un nuevo informe que predice que 2.4 millones de personas en Europa,
América del Norte y Australia moriran por infecciones con microorganismos resistentes en
los proximos 30 afios y podria costar hasta US $ 3,5 mil millones de ddlares por afio.
Muchos paises de ingresos bajos y medios ya tienen altas tasas de resistencia, que se prevé
gue aumenten de manera desproporcionada. Por ejemplo, en Brasil, Indonesia y Rusia, 40 a
60% de las infecciones son causadas por microorganismos resistentes, y se pronostica que
la resistencia aumentara de 4 a 7 veces mas rapido en estos paises que en otros paises de la
OCDE (Hofer, 2018). La resistencia antimicrobiana (AMR) es actualmente el problema
mas alarmante para la salud humana. La AMR ya provoca 700.000 muertes / afio y se
estima que cada afio después de 2050 ocurriran 10 millones de muertes por la AMR, mas de
las 8.2 millones de muertes que causa el cancer actualmente (Tagliabue & Rappuoli, 2018).
Las bacterias resistentes de mayor importancia segun la Organizacion 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. Por lo que el



desarrollo de nuevas opciones de control resulta indispensable y urgente a nivel

internacional.

Probioticos

Los probidticos se definen por la OMS como "microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio en la salud al huésped" por lo
que el interés de usar los probidticos ha aumentado significativamente en los ultimos afios
principalmente por el aumento de la resistencia a los antibiéticos. Los probidticos
promueven un cuerpo sano a través de diversos mecanismos. Una generalizacion que
describe mecanismos comunes entre los géneros probidticos estudiados incluye la
resistencia a la colonizacion, la produccion de acido y acidos grasos de cadena corta
(SCFA), la regulacion intestinal, la normalizacion de la microbiota, el aumento del
recambio de enterocitos y la exclusién competitiva de patdégenos. Aungue no se observa
ampliamente, hay muchos efectos entre las especies probioticas especificas, algunas de las
cuales son especificas de la cepa. Hay algunos requisitos previos para convertirse en
probidticos potenciales: sobrevivir en entornos de pH bajo y enriquecido con enzimas,
adherirse al epitelio para la interaccion huésped-probidtico y competir con
microorganismos patdgenos. Los Lactobacillus son unos de los probidticos mas utilizados y
se pueden encontrar en una gran variedad de productos alimenticios en todo el mundo. El
género Lactobacillus comprende un gran grupo heterogéneo de bacterias anaerobias
facultativas, gram positivas, que incluyen Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus, Lb. bulgaricus,
Lb. casei y Lb. reuteri. (Mu et al., 2018).

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri (Lb. reuteri) es una bacteria probiotica bien estudiada que puede
colonizar una gran cantidad de mamiferos. En los seres humanos, Lb. reuteri se encuentra
en diferentes sitios del cuerpo, incluido el tracto gastrointestinal, el tracto urinario, la piel y
la leche materna (Mu et al., 2018).



Lactobacillus reuteri y produccién de antibidticos

Lactobacillus reuteri es una bacteria heterofermentativa del acido lactico que puede
soportar una amplia variedad de entornos de pH, emplea multiples mecanismos que le
permiten inhibir con éxito los microorganismos patdgenos y se ha demostrado que segrega
intermediarios antimicrobianos. Lb. reuteri produce 3-hidroxipropionaldehido (3-HPA) a
través de la fermentacion anaerdbica de glicerol. El 3-HPA es una sustancia antimicrobiana
eficaz de amplio espectro que inhibe el crecimiento de bacterias, hongos y protozoos.
Diversos estudios demostraron que la sintesis y la acumulacion de 3-HPA tienen lugar en
funcion de diversos factores ambientales y genéticos, como la concentracion de biomasa, la
edad de las células, la temperatura, el pH, la concentracion de glicerol y glucosa, el tiempo
de incubacion y la presencia de celulas heterélogas durante la biotransformacion del
glicerol a 3-HPA (Ortiz-Rivera, 2018). Ademas de la reuterina, se han determinado varias
otras sustancias antimicrobianas, como el acido lactico, el &cido acético, el etanol y la
reutericiclina, con la sintesis de estas sustancias, Lb. reuteri ha demostrado ser eficaz contra

una variedad de infecciones bacterianas gastrointestinales (Mu et al., 2018).

Reuterina

Algunas cepas de Lb. reuteri pueden sintetizar reuterina (3-hidroxipropionaldehido), un
agente antimicrobiano de amplio espectro producido durante el metabolismo anaerobio del
glicerol. La reuterina tiene potentes efectos antimicrobianos contra bacterias, levaduras,
hongos y protozoos (Ortiz-Rivera, et al., 2017). El 3-HPA en solucién acuosa se puede
dimerizar y/o hidratar de forma reversible, dando lugar a un equilibrio entre las tres formas
(3-HPA, HPA-hidrato y HPA dimero), que se conoce como “reuterina o sistema-HPA”
(Vollenweider & Lacroix, 2004).

Se han propuesto varias hipotesis sobre posibles mecanismos de accion de la reuterina.
Inicialmente se observd que la reuterina su forma dimerica pudiera actuar sobre la sintesis
de ADN inhibiendo las enzimas sulfhidrilo implicadas en la actividad de la enzima
ribonucledtido reductasa (Talarico & Dobrogosz, 1989). Posteriormente se le atribuyo la

accion antimicrobiana de la reuterina al mondmero por su capacidad para reaccionar con



los grupos sulfhidrilo de las ribonucleétido reductasas y de las tiorredoxinas. (Schauenstein,
et al., 1977). Finalmente, se ha demostrado que induce estrés oxidativo en una amplia gama
de microorganismos gastrointestinales, ya que modifica el grupo tiol en ensayosinvitr
0 (Schaefer y col., 2010).

3. METODOLOGIA

Produccion de reuterina

La produccion de reuterina se llevo a cabo siguiendo un proceso de dos pasos descrito por
Doleyres et al., (2005). Un stock congelado de una cepa de Lb. reuteri ATCC 55730 se
inoculo al 1% en caldo MRS (Man Rogosa and Sharp, Agar Sigma-aldrich®) y se incubo
(Incubadora VWR 16 International®) a 37°C por 15 h, manteniendo el pH a 5.5 usando
NaOH (5M, Alfa Aesar®). Las células fueron recolectadas por centrifugacion a 1, 500 x g
por 10 minutos a 20 ° C (Centrifuga 5430R Eppendorf®) después de la incubacion, se
lavaron dos veces con bufer fosfato de potasio (0,1 M, pH 7, Golden Bell Reactivos®). Las
células obtenidas del procedimiento anterior fueron suspendidas en solucion de glicerol 200
mM e incubadas a 37°C durante 120 min para la produccién de reuterina. Para recuperar la
reuterina, la suspension celular se centrifugo a 12,000 x g por 20 min a 4°C para obtener el

sobrenadante que es donde se encontraba la reuterina.

Cuantificacion de la reuterina

Se realizo una disolucion del sobrenadante que se obtuvo en el paso anterior, donde se
colocaron 297 uL de agua y 33 pL de reuterina. Posteriormente, se mezclaron 330 pL de la
solucion filtrada diluida (295 pL de agua y 33 pL reuterina) con 945 uL de HCI
concentrado (J.T Baker), 150 pL de etanol al 95% y 75 uL de solucién de triptoéfano. Esta
mezcla se incubo a 40°C durante 50 minutos y posteriormente se leeyo la absorbancia a 560

nm mediante espectrofotometria.



Evaluacion del efecto antimicrobiano de la reuterina

La evaluacion del efecto antimicrobiano de reuterina sobre las bacterias se realizo mediante
el método de concentraciones inhibitorias minimas (MIC), el cual se define como la
concentracion mas baja de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible de un
microorganismo después de la incubacion durante la noche (JM, 2002). Pasado el tiempo
de incubacion de la re siembra de cada cepa bacteriana se midio la absorbancia en la cual su
densidad éptima debe de ser 0.6 a 595 nm. Posteriormente, se realizo una dilucion 1:10 con
caldo nutritivo, agregando 5 mL del cultivo (con abs de 0.6) en 4.5 mL de caldo nutritivo
(MCD LAB). Después las suspensiones bacterianas se inocularon en una placa de 96 pozos
en un medio de crecimiento liquido en presencia de diferentes concentraciones de reuterina.

El crecimiento se evaluo después de la incubacion durante un periodo de 24 horas.

4. RESULTADOS

Produccion y cuantificacion de reuterina

La reuterina producida fue cuantificada mediante la técnica colorimétrica de Circle et al.
1945, resultando una produccion de 43.32 mM, a partir de esta reuterina obtenida se

realizaron diluciones para tener las diferentes concentraciones probadas.

Susceptibilidad de las bacterias a reuterina

Los resultados muestran evidencia que entre mas alta era la concentracion de reuterina que
se le agregé a la bacteria Staphylococcus aureus fue disminuyendo su turbidez.
Primeramente, se realizd un experimento MIC exploratorio en los cuales se agregaron
diferentes concentraciones de reuterina para determinar a partir de cual valor ya no se
observa turbidez. Posteriormente, a partir de este resultado se fue disminuyendo la

concentracion de reuterina para los proximos experimentos. Las concentraciones



seleccionadas fueron 2mM, 4mM, 6mM, 8mM y 10mM vy se probaron cinco cepas al azar:
C21, G39, C07, G10y G26.

AN COODTRR
@O@ :f*;:m*

0& #‘}\

X e or? 7 o)

”“?‘ﬁfn P'ﬁ |

‘ B )
.tt‘ “‘{‘i Qﬁ(‘ \»‘J&“ﬂ’ 4‘
| e

ARSI

el et al o

- = w7 -

Figura 1. Disminucion de turbidez de Staphylococcus aureus con diferentes
concentraciones de reuterina A (C21) B (G39) C (HC07) D (G10) E (G26) 1(Control
positivo agua y bacteria) ,2 (Reuterina 2mM),3 (4mM),4 (6mM),5 (8mM) 6 (L0OmM) y 7

(Control - caldo y agua inyectable).

En las cepas C21, HC07, G39 y G26 no se observo turbidez a partir de 2 mM y en la cepa
G10 a partir de 4 mM, ver Figura 9. Demostrando que la reuterina si tuvo efecto
antimicrobiano contra cepas de Staphylococcus aureus, a partir de estos resultados el rango
de inhibicion de la reuterina contra cepas fue de 2mM a 4mM. Con base en los resultados
anteriores se realizé el experimento con las mismas cepas refinando las concentraciones de
reuterina haciéndolas mas especificas: 1.5mM, 2mM, 2.5mM, 3mM, 3.5mM y 4mM. En el
control + solo hay cultivo sin reuterina por lo cual se observa la turbidez del crecimiento de
la bacteria mientras que en los pocillos con distintas concentraciones de reuterina se

observa la disminucion de turbidez, mostrando similitud al control —; en el cual no hay



cultivo, observandose claramente la inhibicion de las bacterias a partir de la concentracion
de 2 mM.
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Figura 2. Disminucion de turbidez de Staphylococcus aureus con diferentes
concentraciones de reuterina A (C21) B (G39) C (HC07) D (G10) E (G26) 1(Control
positivo agua y bacteria) ,2 (Reuterina 1.5mM),3 (2mM),4 (2.5mM),5 (3mM) 6 (3.5mM), 7
(4mM) 8 (Control - caldo nutritivo y agua inyectable).

Los resultados obtenidos mostraron que en todas las cepas ya no se observd turbidez a
partir de la concentracion de 1.5-2mM. Se compararon los resultados con la literatura lo
cual indica que el valor de la concentracion minima inhibitoria de S. aureus es de 1.5mM
(Ortiz-Rivera et al., 2017). Sin embargo, las cepas de Staphylococcus aureus analizadas en
este estudio son de origen hospitalario ademas de multirresistentes, sin embargo, la
reuterina logro efectivamente inhibir su crecimiento.

Pseudomonas aureginosa presento una concentracion minina inhibitoria en la
concentracion de 4mM de reuterina.

Como menciona (Ortiz-Rivera et al., 2017) cada patdgeno tiene variacion en la
susceptibilidad a reuterina, esto debido a sus caracteristicas morfoldgicas, bacterias como
Escherichia coli, Shigella y Vibrio cholerae que son bacterias gram negativas, presentan

una inhibicién del 95% de crecimiento en una concentracion de 10mM de reuterina. En



general, las bacterias gram negativas muestran una mayor susceptibilidad a la reuterina que
las bacterias gram positivas como S. aureus y L. monocytogenes segn (Arqués et al., 2004)
esto nos indica directamente que P. aeruginosa es inhibida de manera eficaz con reuterina.
A pesar de saber que la reuterina es eficaz en el control de bacterias gram negativas, el
mecanismo de inhibicibn de la reuterina sobre los microorganismos aun no es
completamente descrito, se habla de la importancia de los grupos hidroxilo y aldehido en la
reuterina ya que estos pudieran reaccionar a los grupos sulfamida de la ribonucledtido
reductasa y tioredoxina, inactivando proteinas y moléculas que contienen estos grupos
(Vollenweider et al., 2010). De igual forma la inhibicion se puede deber al parentesco
estructural de la reuterina a la ribosa, llevando al deterioro de la sintesis de ADN a través de
una competencia con ribonucle6tidos en el sitio de reconocimiento de la ribosa. (Talarico et
al., 1989).

En cuanto a la bacteria Klebsiella pneumoniae se probaron 4 cepas, donde se observa que
desde una concentracion de reuterina de 0 hasta una concentracion de 40 mM, el tamafio
del sedimento formado es el mismo, no disminuye conforme aumenta la concentracion, es
decir, no presenta inhibicion. Asi mismo, se sospecha que K. pneumoniae no es susceptible
a reuterina probablemente por que es una bacteria encapsulada y a su vez que tiene la
capacidad de formar biopeliculas.

Cabe resaltar que K. pneumoniae es un patdégeno importante que incrementa su virulencia
no solo por la capacidad que tiene para causar infecciones relacionadas al nosocomio y a la
comunidad, sino, por el empleo de estrategias para crecer y evadir la respuesta inmune del
huesped, los mecanismos de resistencia y factores de virulencia que posee como producir
sideroforos, fimbrias, adhesinas, pilis, biopeliculas (exopolisacaridos) y capsula (Bansal,
Soni, Harjai, & Chhibber, 2014; Barreto et al., 2009; Lazaro, 2003; Valdiviezo, 2019). La
capsula es el principal factor de virulencia para K. pneumoniae puesto que el material
capsular forma haces gruesos de estructuras fibrilosas que rodean la superficie bacteriana
en capas masivas, de este modo protege a la bacteria de la fagocitosis por
polimorfonucleares y de la muerte intracelular por neutrofilos, evita la lisis de la bacteria,
Incluso la cépsula de K. pneumoniae dificulta la accion bactericida de los péptidos
antimicrobianos y tambien la protege de la actividad bactericida del suero (Cubero, 2016;

Lazaro, 2003; Namikawa et al., 2019; Valdiviezo, 2019). Por otro lado, la aparicion de



cepas de K. pneumoniae hipervirulentas ha promovido que las infecciones causadas por
este patdgeno sean potencialmente mas peligrosas, debido a la sobreproducciéon de su
capsula de polisacaridos y con ella los antigenos de superficie: polisacérido capsular y
lipopolisacéarido (Lépez & Echeverri, 2010; Suérez et al., 2015; Valdiviezo, 2019). El
lipopolisacérido que se encuentra presente en la membrana externa es fundamental para la
estructura e inmunidad de K. pneumoniae ya que es a través de este que le confiere
proteccion contra los antibidticos (Cubero, 2016; Valdiviezo, 2019). Es posible que la
capsula de K. pneumoniae esté protegiendo a la bacteria contra la accion antimicrobiana de
la reuterina, logrando a su vez que esta sustancia no penetre al interior de la bacteria, puesto
que en los deméas experimentos realizados en cepas de Pseudomonas areuginosa y
Staphylococcus aureus estas bacterias si presentan sensibilidad ante la reuterina. Ademas,
estudios han reportado que la reuterina ha sido eficaz para inhibir diversos
microorganismos como bacterias Gram negativas, Gram positivas, virus y protozoos
(Doleyres et al., 2005; Milena & Suérez, 2009; Talarico & Dobrogosz, 1989).

5. CONCLUSIONES

Staphylococcus aureus fue inhibido a partir de la concentracion 1.5-2mM de reuterina,
demostrando que si tiene efecto antimicrobiano contra las cepas hospitalarias por lo cual
tiene el potencial de ser utilizada para su control. Por otra parte, la reuterina también resulto
eficaz como antimicrobiano para inhibir el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa a una
concentracion de 4mM. Finalmente, la reuterina no resultd ser efectiva para inhibir el
crecimiento de Klebsiella pneumoniae a una concentracion maxima probada de 44.7mM,
debido probablemente a que posee capsula, lo cual quiere decir que esta estructura le puede
estar confiriendo proteccion y por lo tanto, resistencia a antimicrobianos incluida la
reuterina. La reuterina resulto una opcion viable de control de bacterias multirresistentes a

bajas concentraciones, ademas de que su sintesis resulta facil y econémica.
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