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Introduccion. A nivel mundial, existe la necesidad del
desarrollo de terapias antibacterianas innovadoras en el
combate de bacterias patdgenas (1). Particularmente
tratamientos efectivos contra bacterias Gram-negativas,
ya que suelen ser resistentes a gran variedad de
compuestos antimicrobianos y antibioticos debido a la
impermeabilidad de su membrana externa, y por la
adquisicion de mecanismos secundarios de resistencia
que los vuelven aln mas resistentes (2). Las enzimas
bacterioliticas de origen viral (endolisinas) han
demostrado ser una excelente alternativa antibacteriana
contra patégenos Gram-positivos (3). Su mecanismo de
accion es diferente al de los antibidticos y se basa en la
hidrdlisis de enlaces especificos de la pared celular, su
espectro de accién es estrecho y generalmente selectivo
a nivel especie-especifico, son inocuas para células
eucariotas, el efecto bacteriolitico es instantaneo al
contacto con el sustrato y no parece generarse resistencia
como en el caso de los antibiéticos tradicionales (4). Sin
embargo la impermeabilidad de las bacterias Gram-
negativas impide el acceso de la enzima a su sitio de
accion, lo que ha derivado en un campo de investigacion
dirigido a buscar la induccién de susceptibilidad de este
grupo de bacterias al efecto de las endolisinas.

El presente trabajo propone el uso de permeabilizadores
de membrana de origen natural como coadyuvantes de la
reaccion enzimatica, utilizando como modelo de estudio
Vibrio parahaemolyticus (ATCC-17802) y las endolisinas
codificadas por el bacteriéfago Vpmsl1 (5).

Metodologia. Se obtuvieron lisados crudos en el que se
liberaron las enzimas, luego de la lisis de las bacterias
infectadas por el bacteriéfago VpmsL1. Se retiré el paquete
celular, el medio se clarificé con membrana de 0.2umy se
removieron las particulas virales con un filtro Viresolve
NFP ® Millipore. Por otro lado se seleccionaron
concentraciones de aceite aceite escencial de Lippia
berlandieri, con efecto inhibitorio (0.08 pL mLY),
moderadamente litico (0.1 pL mL™?), y fuertemente litico
(0.16 puL mL?t) en suspensiones bacterianas de V.
parahaemolyticus. Se evalué el efecto sinérgico de las
endolisinas en conjunto con aceite de orégano en
suspensiones de bacterias de 1.6 x 10° UFC mL™?. Se
incluyeron como controles suspensiones de bacterias
tratadas con el lisado crudo y suspensiones de bacterias
tratadas con aceite de orégano. El efecto bactericida se
determiné después de 1h en incubacion a 30°C, mediante
la reduccion de UFC realizando una cuenta viable en
placa.

Resultados. Una concentracién de aceite de orégano con
efecto inhibitorio permite evidenciar la actividad
bactericida de las endolisinas y pone de manifiesto el
efecto sinérgico de ambos componentes. Incluso con el
lisado crudo sin purificar se registra una considerable
reduccion en la cuenta de células viables. Al aumentar la
concentraciéon de aceite de orégano, el efecto bactericida
es resultado de la permeabilizacién (0.16 pL mL™?).

Tabla 1. Efecto bactericida del lisado crudo Vpms1 en conjunto con
aceite esencial de orégano.

. Actividad Efecto
. -1
Tratamientos UFC fina mL bactericida (%)  sinérgico
Bacteria + C1 1.6 x10° 1.8
Bacteria + C1+ 0.724 x 10° 55.6 +
lisado crudo
Bacteria + C2 1.12x 10° 31.3
Bacteria + C2 + 0.459 x 10° 71.8 +
lisado crudo
Bacteria + C3 0.195 x 10° 88
Bacteria + C3 + 0.17 x 10° 89.6
lisado crudo
Bacteria + lisado 1.78 x 10°
crudo

Concentraciones de aceite de orégano: C1=0.08 uL mL%; C2=0.1 uL
mL?; C3=0.16 uL mL?

Conclusiones. Las endolisinas tienen efecto litico contras
bacterias Gram-negativas al permeabilizar la membrana
externa con aceite de orégano. Esta alternativa es Uutil
como tratamiento selectivo por la naturaleza de las
endolisinas, pero siempre y cuando se utlice una
concentracion del permeabilizador de membrana con
efecto inhibitorio.
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