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RESUMEN

Objetivo. Caracterizar bacterias acido lacticas probidticas aisladas del intestino grueso
de cerdos adultos como posible alternativa al uso de antibiéticos. Materiales y métodos.
Se incluyeron muestras de intestino grueso de 20 cerdos adultos, para el aislamiento de
bacterias lacticas (BAL). La caracterizacion de los parametros bioquimicos-fisioldgicos
de las BAL contemplo la evaluacién del pH del fermento, determinacién de acidos organicos
por HPLC y deteccién de isdmeros de acido lactico. Los procedimientos microbioldgicos
evaluaron la capacidad de inhibicién del crecimiento de patdgenos y la actividad antagonica
del probidtico vs antibidtico con su interaccién competitiva. Se utilizaron pruebas API CHL
50 para la identificacion de las BAL que se complementaron con la produccién de gas,
actividad de catalasa y viabilidad a diferentes concentraciones de sales biliares y
temperaturas. Resultados. El plan de analisis permitio seleccionar dos aislados que se
identificaron como: Lactobacillus plantarum 1 H1 y Lb. plantarum 1 H2. Las pruebas
microbioldgicas evidenciaron que las BAL seleccionadas inhibieron principalmente los
enteropatégenos: Escherichia coli, Salmonella typhimurium y Clostridium perfringens.
Las pruebas bioquimicas fueron compatibles con el género Lactobacillus, mostrando el
siguiente perfil: Catalasa negativas; no productoras de gas; productoras de isdmeros
DL; resistentes a sales biliares y pH dptimo de crecimiento 3.5 a 38°C. Conclusiones.
Los dos aislados de Lactobacillus plantarum 1 reunieron las caracteristicas para el uso
potencial como probidticos. Se recomienda su uso como complemento de terapias con
antibioticos y en la elaboracion de indculos para aplicacién en raciones alimenticias de
lechones destetos, sin embargo, estudios complementarios se requieren para evaluar el
efecto directo del probidtico como sustituto del uso de antibidticos in vivo.
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ABSTRACT

Objective. To characterize probiotic lactic acid bacteria isolated from adult pig intestine as
an alternative to antibiotics. Materials and methods. For isolation of lactic acid bacteria,
samples of large intestine of 20 adult pigs were included. The characterization of biochemical
and physiological parameters of the lactic acid bacteria (LAB) required an evaluation of the
pH of the ferment, determination of organic acids by HPLC and detection of lactic acid
isomers. Microbiological processes assessed the capacity of inhibiting the growth of pathogenic
and antagonistic activity of probiotic antibiotic vs competitive interaction. We used API CH
50 test to identify the LAB supplemented with gas production, catalase activity and viability
at different concentrations of bile salts and temperatures. Results. The analysis plan allowed
selection of two isolates that were identified as: Lactobacillus plantarum 1 H1 y L. plantarum
1 H2. Microbiological testing showed that the lactic bacteria selected inhibited the
enteropathogens Escherichia coli, Salmonella typhimurium and Clostridium perfringens. The
biochemical tests were consistent with the genus Lactobacillus, showed the following profile:
catalase negative, non- gas producing, producing isomers DL; resistant to bile salts and pH
optimum for growth of 3.5 to 38°C. Conclusions. The two isolates of L. plantarum 1 were
considered eligible for potential use as probiotics. Its use is recommended in addition to
antibiotic therapy and the development of inoculum for use in food rations for weaned
piglets, however, additional studies are needed to assess the direct effect of probiotics as a
substitute for antibiotics in vivo.
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INTRODUCCION

Una de las etapas de la vida del cerdo que
mas retos presenta a nivel sanitario es la de

reducen o eliminan los patégenos en el tracto
gastrointestinal, asi como residuos de

precebo, en la cual es comun la presentacion
de diarreas ocasionadas por Escherichia coli,
Clostridium perfringens, Salmonella
typhimurium, produciendo deficientes
ganancias de peso, pobre conversidn
alimenticia, trastornos en su sistema
inmunoldgico y en casos severos la muerte
del animal, llegando alrededor del 41% (1).

Uno de los procedimientos tradicionalmente
utilizados consiste en el suministro de
antibidticos, sin embargo, han sido
empleados de modo y en dosis inadecuadas,
generando la aparicion de cepas resistentes,
cada vez mas patdgenas y con implicaciones
negativas en la salud humana y animal (2).
Por este motivo, la Union Europea ha
prohibido su utilizacion, impulsando la
investigacion en aplicacion de probidticos (3).

Una alternativa al uso de antibidticos son
las bacterias lacticas probidticas
suministradas a través de indculos, con el
proposito de equilibrar la microbiota intestinal
(4). Los probiodticos usados en cerdos

antibidticos y otras sustancias analogas en
productos finales, mejorando el indice de
conversién y reduciendo la incidencia de
diarreas (5).

La utilizacion de probidticos en la dieta
depende en parte de la cepa utilizada; pues,
no todas las cepas tienen la misma capacidad
de modulacion de la microflora intestinal o
de unirse a las células intestinales (6). Los
mejores probidticos son aislados de los
intestinos de los cerdos, motivo por el cual
este estudio pretendid buscar una
alternativa para reducir o eliminar el uso de
antibidéticos en cerdos mediante la
caracterizacion de bacterias lacticas aisladas
del intestino grueso de porcinos adultos y
verificar su desempefio in vitro para el
tratamiento de infecciones bacterianas
durante el destete.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio. El presente estudio se
realizd en el laboratorio de Microbiologia y
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Biotecnologia Aplicada de la seccidon de
Biologia Marina de la Facultad de Ciencias
Naturales y Exactas y en el laboratorio de
Biocatalisis y Fermentacion de la Escuela de
Ingenieria de Alimentos de la Universidad del
Valle, sede de Meléndez, Cali, Colombia.

Recoleccion de muestras. Procedentes del
intestino grueso (parte inicial, media y parte
final) de 20 cerdos adultos tomados
aleatoriamente para un total de 60
submuestras, en un niumero representativo
y recolectadas en el matadero del municipio
de Yumbo, de la finca “Flores Amarillas”, y
del matadero de CAVASA ubicado en la via
Cali — Candelaria (Valle del Cauca).

Se incluyeron cerdos adultos para aumentar
la viabilidad de los aislamientos de BAL en
comparacion de lechones destetos donde su
edad y alimentacién dificulta el éxito del
cultivo in vitro.

Obtencién y almacenamiento de
microorganismos. Las muestras fueron
sembradas por dilucién en agar MRS (7), vy
azul de anilina para ayudar al reconocimiento
de los microorganismos lacticos segun Giraud
(8) y Ramiréz, (9), incubandose por 48 horas
a 320C para seleccionar los microorganismos
facultativos. Después del crecimiento de
colonias, se realizé la coloracion de Gram
para verificar la pureza y seleccionar aquellas
colonias con caracteristicas similares.
Finalmente se sembraron en caldo MRS, y
criopreservaron en glicerol al (25%) a -20°C.

Seleccién de cepas

Analisis de produccién de acidos
organicos por cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC) como
método de diferenciacién de cepas.
Permitiendo caracterizar las bacterias en
cuanto a la produccidon de acido lactico
determinando si son homo o hetero-
fermentativas, estableciendo un perfil
caracteristico para cada especie (6),
descartando facilmente cepas con perfiles
idénticos. Asi, el caldo de crecimiento se
centrifugd a 8500 r.p.m., filtrando el
sobrenadante por membrana de 0.45 m.

La acidos organicos fueron determinados
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por HPLC asi: Solvente de fase movil, acido
sulfurico a pH 1.5; presién 800-900 PSI;
volumen inyectado: 20 L; temperatura del
horno: 65°C; columna BIORAD aminex HPX
87 H con soporte de resina transplantada
H+ (copolimero de estireno y bisulfato de
divinilbenzeno).

Poder de inhibicion frente a patégenosy
comparacion frente a antibioticos.

Ensayos de inhibicién in vitro. La
seleccion de cepas inhibidoras de patogenos,
se hizo siguiendo la métodologia de Tagg y
Mc Given (10) y Ramirez (9), utilizando
bacterias de referencia como: Salmonella
typhimurium ATCC 14028, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922, Clostridium perfringens ATCC 13124,
Serratia marcensces ATCC 13280, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603, Proteus hauseri
ATCC 13315, Yersinia enterocolitica ATCC
23715, Shigella flexneri ATCC 12022 y Vibrio
spp. La determinacion de la accién inhibitoria
por sobrenadantes del cultivo, neutralizados
y concentrados hasta el 10%, 25%, 50%
frente a bacterias patdgenas, se realizé por
el método de difusién en pozos. El volumen
de inoculo del sobrenadante fue de 200 mL
a una densidad celular de acuerdo con la
evaporacion del mismo. El diametro del pozo
fue de 4 mm. El ensayo se hizo en agar
CASO (Peptona de caseina, peptona de
harina de soya, USP para microbiologia).

En el caso de C. perfringens se probaron
los sobrenadantes hasta el 75% y 100% de
concentraciéon. De igual manera, se aplicaron
los ensayos de inhibicién frente a los
antibioticos: ampicilina (AMP) 10 ug,
penicilina G (P) 10 ug, carbecinicilina (CAR)
100 pg,vancomicina (VA) 30 pg, amoxicilina
(AML) 10 pg, aztreonam (ATM) 30 pug,
tetraciclina (TE) 30 pg, eritromicina (E) 15
Mg, oxitetraciclina (OT) 30 ug, vy
cloranfenicol (C) 30 pg, mediante la
metodologia de Dopazo et al (11) y
Jorgensen et al (12), con el propdsito de
comparar la accion de las bacterias.

Finalmente se efectuaron ciclos de siembra
de las bacterias lacticas seleccionadas
frente a patdégenos con una frecuencia
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determinada hasta cuando se presentara
resistencia por parte de las patdgenas
frente a las bacterias lacticas.

Asi, después de cada siembra, se observé la
resistencia o sensibilidad de la bacteria
patdgena por la accién de la bacteria lactica.
Si se presentaba sensibilidad, de ese mismo
agar donde se habia hecho la prueba se
tomaba la bacteria patégena y se volvia a
repetir la prueba en una frecuencia hasta
cuando presentara resistencia.

Ensayos de interaccion competitiva in
vitro con aplicacion de los probidticos
seleccionados. Se probaron dosis de 1.0,
0.5 y 0.25 ml de los patdgenos con cada
una de las bacterias lacticas seleccionadas
(dosisde 1.5, 1.0 y 0.5 ml) y concentracion
de 107 UFC/ml correspondiente a un Estandar
Mc Farland 2, disponible en el kit API 50 CHL
para bacterias lacticas. El inoculo se ajusto
por espectrofotometria a una longitud de
onda de 650 nandmetros, comparando la
densidad optica del inéculo hasta llegar a
0.243 equivalente a la densidad 6ptica del
estandar 2.0 en la escala de Mc Farland.

Los indculos de las bacterias patdgenas
fueron desarrollados en caldo TSA (Caldo
Triptona Soja) a 30°C por 24 horas y
ajustada la concentracién a 10”7 UFC/ml. Los
resultados de interaccion competitiva fueron
cuantificados por el método de conteo en
placa, sembrando cada bacteria lactica con
cada patdgena en caldo TSA (Triptona soya),
por un periodo de incubacién por 24 horas.
Posteriormente fueron sembrabas en agar
Mac Conkey, agar Baird Parker y en agar
MRS respectivamente, para determinar la
presencia de crecimiento o de inhibicion. Se
evalud por tincion de Gram morfologia de la
bacteria lactica.

Estudio de viabilidad frente a concentracion
de sales biliares. Utilizando el método de Yimin
et al (13), probando concentraciones de 5 y
10% de sales biliares p/v, y efectuando la prueba
de viabilidad.

Produccion de gas. Siguiendo la metodologia
de Yimin et al (13).

Actividad de catalasa. Mediante la

utilizacién de peréxido de hidrogeno sobre
las colonias de las bacterias lacticas
seleccionadas (14).

Viabilidad a diferentes concentraciones
de pH. Segun metodologia de Yimin et al
(13), con pH de 2, 3,4y 6.5.

Deteccion de los isbmeros del acido lactico.
Segun metodologia de Jehanno et al (15).

Resistencia a diferentes niveles de
temperatura. Segun metodologia de Yimin et
al (13) y a temperaturas de 35, 40 y 45°C.

Analisis estadistico. Basado en la
exploracién de datos y una estadistica
descriptiva con métodos graficos y
estimativos.

Identificacion bioquimica de las
bacterias lacticas. Utilizando galerias API
50 (Biomereux) De Roissart y Luquet (16).

RESULTADOS

En la seleccidén de las cepas, se aislaron 30
microorganismos con caracteristicas de
bacterias lacticas, utilizando el medio MRS
con azul de anilina, presentando
caracteristicas diferentes en tamafo, borde,
elevacion y topografia entre otras. Los
resultados de la caracterizacion de los
microorganismos, muestran que las
cepas (Pro 1b y Pro 2b), cumplieron con
las caracteristicas deseadas para
microorganismos probidticos (Tabla 1).

El analisis por HPLC, indica que la cepa Pro
1b fue homofermentativa, presentando una
produccion de acido lactico del 80% y Pro
2b es heterofermentativa con presencia de
acido citrico y acético (Tabla 2 y Figura 1).

En la prueba de accién inhibitoria, Pro 1b y Pro
2b, presentaron inhibicién frente a E. coli, S.
aureus y P. aeruginosa, Shigella flexneri hasta
el cuarto ciclo (Tabla 3 y Figura 2).

Los resultados de la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana de antibidticos frente a bacterias
patdgenas aparecen en la Tabla 4.

La figura 3 explica la relacién del tamafo
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Tabla 1. Seleccién preliminar de cepas aisladas del intestino grueso de cerdos adultos.
Prueba Inhibicion Crecimiento Prueba de Inhibicion Crecimient
Cepa Prueba de de Sales de apH:2, 3y Cepa Prueba de Sales de oapH: 2,3
Catalasa biliares Patogenos 4. Catalasa biliares  Patogenos y 4.

Pro 1 + - - - Pro 16 + - - -
Pro 2 + - - - Pro 17 - + - -
Pro 3 - + + - Pro 18 + - - -
Prolb - + + + Pro 19 - + - -
Pro 5 - + - - Fro 20 + - - -
Pro & + - - - Pro 21 - + - -
Pro 7 + - - - Fro 22 + - - -
Pro 8 - + - - Fro 23 - + - -
Pro2b - + + + Fro 24 + - - -
Pro 10 + Pro 25 + - - -
Pro 11 + Pro 26 + + -
Pro 12 + Pro 27 + - -
Pro 13 + Pro 28 + - -
Pro 14 + Pro 29 + - -
Pro 15 + Pro 30 + - -

(Pro4b y Pro9b cepas seleccionadas como Prolb y Pro2b respectivamente).
+ = Prueba positiva; - = Prueba negativa

Tabla 2. Perfil caracteristico de la produccién de &cidos organicos, concentracidon gramos/litro (g/l) para
Pro 1b y Pro 2b.

Bacteria Acido Citrico Glucosa Ac'.d'.] Acido Lactico Acido Acético Etanol
Succinico

Pro 1b  2.82 (g/1) 8.99% 3.95 (g/l) 0.72 (g/1) 2.29% 25.39 (a/l) 80.94% 1.51 (g/1) 4.81% 0.93 (a/1) 2.96%

Pro 2b  1.39 (g/1)8.24 % 2.66 (g/l) 0.12 (g/1)0.52% 17.42 (g/1)76.0% 3.48 (g/1)15.18% 0.02 (g/1)0.09%

it s 8.38 Ac. citrico

10 e 3.32 Glucosa

— 13.01 e e

Ao bnckicg 15 :fé:“* 15 3 Ac. Lactico  13.07

|  Acéti £ Ac. Acético
- 20 1
20 1 - ,
% 25
25 T m
| 30 L

30 _!“ (a) (b)

Figura 1. Cromatograma de la produccion de acidos organicos para Pro 1b (a) y Pro 2b (b)
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del halo promedio asociado a cada antibidtico de los tamafios con respecto al tamafio
(puntos negros) y la desviaciéon promedio promedio (puntos rojos).

Tabla 3. Accidn inhibitoria de Pro 1b y Pro 2b, frente a bacterias patdgenas.

Bacterias Antibioticos y tamaiio de halo en cm
Patégenas . Cc P OT CAR ATM VA AMP E TE
E. coli +1.5 - 3.5 +1.0 - 2.7 - 25 - 3.5 +0.0 - 1.7 - 2.1 - 2.0
5. typhimurivm  + 0.0 - 2.0 +0.0 +0.0 + 0.0 - 4.0 + 0.0 + 0.0 + 0.0 + 0.0
C. perfringens - 35 +2.7 -38 -40 - 43 +1.1 - 28 - 3.8 - 2.9 - 4.0
5. aureus + 0.0 - 24 +0.0 +0.0 +0.0 - 3.5 +0.0 +0.0 + 1.2 + 0.0
F. hauseri + 0.0 - 2.2 +0.0 +0.0 +0.8 - 4.2 +0.0 + 0.0 + 0.0 + 0.0
Y. enterocofitica + 0.0 - 4.0 +0.0 +4.0 +1.3 - 5.0 + 0.0 + 0.0 + 1.5 - 3.5
P. gerugingss + 0.0 - 2.0 +0.0 - 24 +1.0 - 2.8 +0.0 +0.0 + 0.8 - 2.0
Vibrio spp. + 0.0 - 1.5 +0.0 +0.0 +0.0 - 4.2 +0.0 +0.0 + 0.0 + 0.0
5, marcescens + 0.0 - 2.5 +0.0 - 2.0 - 2.4 - 3.5 + 0.0 + 0.0 + 1.0 + 1.5
K. pneumeniae  + 0.0 - 2.7 +0.0 - 3.0 + 0.0 - 3.7 + 0.0 + 0.0 + 1.2 - 2.8
5. fexneri - 2.0 -35 +0.0 - 3.0 - 3.0 -4.3 +0.0 - 1.5 + 1.0 - 3.2

Figura 2. Accion inhibitoria de Pro 2b frente a Shigella flexneri(a) y Pseudomonas aeruginosa (b).

Se observa que los tamafios de halo de los mas alto y una varianza considerablemente
antibioticos aztreonam con un promedio de halo pequeia corroboran lo presentado en la tabla 4

Tabla 4. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana de antibidticos contra patégenos.

Bacterias Antibioticos y tamarnio de halo en cm
Patégenas .. C p OT CAR ATM VA AMP E TE
E. coli +1.5 - 3.5 +1.0 - 27 - 25 - 3.5 +0.0 - 1.7 - 2.1 - 2.0
5. typhimurivm  + 0.0 - 2.0 +0.0 +0.0 + 0.0 - 4.0 + 0.0 + 0.0 + 0.0 + 0.0
C. perfringens - 3.5 +27 -38 -40 - 43 +1.1 - 28 - 3.8 - 2.9 - 4.0
5. aureus + 0.0 - 2.4 +0.0 +0.0 +0.0 - 3.5 +0.0 +0.0 + 1.2 + 0.0
P. hauseri + 0.0 - 2.2 +0.0 +0.0 +0.8 - 4.2 +0.0 +0.0 + 0.0 + 0.0
¥. enterccolitica + 0.0 - 4.0 +0.0 +4.0 +1.3 - 5.0 + 0.0 + 0.0 + 1.5 - 3.5
P. aeruginosa + 0.0 - 2.0 +0.0 - 2.4 +1.0 - 2.3 +0.0 +0.0 + 0.8 - 2.0
Vibrio spp. + 0.0 - 1.5 +0.0 +0.0 + 0.0 - 4.2 + 0.0 +0.0 + 0.0 + 0.0
5. marcescens + 0.0 - 2.5 +0.0 - 2.0 - 2.4 - 3.5 +0.0 +0.0 + 1.0 + 1.5
K. pneumonise + 0.0 - 2.7 +0.0 - 3.0 + 0.0 - 3.7 + 0.0 + 0.0 + 1.2 - 2.8
3. flexneri - 2.0 -35 +0.0 -30 - 3.0-43 4+00 - 15 4+ 1.0 - 3.2

(+) vy (-) Resistencia y Susceptibilidad de las bacterias patdogenas frente a los antibidticos.
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Figura 3. Promedio tamafio del halo vs. desviacion
estandar entre antibidticos.

donde se muestra una mayor susceptibilidad por
parte de las bacterias patdgenas a este
antibiotico; el antibidtico vancomicina su
promedio fue menor que la varianza y el
coeficiente de variacién es mayor que la
unidad, donde las bacterias patdgenas
fueron resistentes; indicando que existe
mucha variabilidad entre de los antibioticos.

La prueba de susceptibilidad antimicrobiana
frente a bacterias lacticas probioticas, indica
Pro 1b mostré resistencia a la ampicilina,
carbenicilina, vancomicina, ampicilina y
amoxicilina; y fue sensible a la tetraciclina,
eritromicina. En cambio, Pro 2b mostrd ser
resistente a la ampicilina, vancomicina y
amoxicilina; y fue sensible a la tetraciclina,
eritromicina, oxitetraciclina, carbecinicilina,
penicilina, cloranfenicol y ampicilina (Tabla 5).

TAMANO HALD {cm)
=T A

ANTIBIOTICO

Tabla 5. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

frente a bacterias lacticas.

Pro 1b Pro 2b

Antibidtico Halo cm Accion  Halo Accion
Inhibitoria cm inhibitoria

Ampicilina 0.8 + 1.6 +
Penicilina 0.0 + 2.0 -
Carbenicilina 1.2 + 2.8 -
Tetraciclina 2.2 - 2.3 -
Vancomicina 0.0 + 0.0 +
Eritromicina 3.5 - 4.7 -
Amaoxicilina 1.3 + 2.0 -
Oxitetraciclina 2.2 - 2.2 -
Aztreonam 0.0 + 0.0 +
Cloranfenicol 3.0 3.4 -

(+) vy (-) Resistencia y Susceptibilidad de las bacterias
probidticas frente a antibidticos respectivamente.

La figura 4 explica como Pro 1b y Pro 2b
presentaron la mayor susceptibilidad para
el antibidtico eritromicina y cloranfenicol;
mientras que la mayor resistencia se
presentd para los antibioticos vancomicina
y aztreonam. Para el antibiético penicilina,
Pro 1b mostré resistencia, en cambio para
Pro 2b presentd susceptibilidad a este
antibidtico.

La aplicacién de los sobrenadantes de Pro
1b al 90% de evaporacion inhibieron a E.
coli, S. typhimurium, S. flexneri, S. aureus
y P. hauseri. A una evaporacién del 50%,
inhibieron el crecimiento de S. aureus, S.
flexneri y P. hauseri. Ademas, a una
evaporacion del 25% inhibieron a S. aureus.
Finalmente a un 25% y a 0% de evaporacion
inhibieron a C. perfringens. Las diferentes

Pro 1b =

Pro 2b =

Figura 4. Susceptibilidad antimicrobiana de Pro 1b y Pro 2b.
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concentraciones de los sobrenadantes no
inhibieron el crecimiento de P. aeruginosa,
S. marcescens y K. pneumoniae. La
aplicacion de los sobrenadantes al 90% de
evaporacion para Pro 2b, inhibieron a P.
aeruginosa y S. aureus; a una evaporacion
del 25% inhibieron a E. coli, S. typhimurium,
P. hauseri, S. aureus y K. pneumoniae, y a
una evaporacion del 50% para S. aureus, S.
flexneri y P. hauseri inhibieron su crecimiento.
Para S. marcescens los diferentes niveles
de evaporacion no ejercieron efecto
inhibitorio. A niveles de evaporacion de 25%
y 0% Pro 2b inhibieron a C. perfringens.
Los ensayos de interaccion competitiva in
vitro entre Pro 1by Pro 2b presentaron efecto
de inhibicion de su crecimiento entre si,
indicando que no se pueden usar las dos
cepas conjuntamente.

En la interaccién competitiva de Pro 2b (1ml)
contra E. coli, S. typhimurium, C. perfringens
y S. aureus (0.25, 0.50 y 1 ml), esta dosis
inhibieron el crecimiento de estos patdgenos.
A una dosis de 0.5 ml Pro 2b inhibié el
crecimiento de E. coli, S. typhimurium, C
perfringens y S. aureus (0.25, 0.50y 1 ml),
excepto para un valor de 1 ml usado en C.
perfringuens, S. typhimuriumy para 0.5 ml
usado en E. coli. Los resultados de la
interaccion competitiva de Pro 2b (1.5 ml)
inhibié el crecimiento de E. coli, S.
typhimurium, C. perfringens y S. aureus
(0.25, 0.50 y 1 ml), excepto para 0.5 ml
usado en S. typhimurium.

La interaccion competitiva de Pro 1b (1ml)
inhibié el crecimiento de E. coli, S.
typhimurium, C. perfringens y S. aureus
(0.25, 0.50 y 1 ml), excepto para 1 ml usado
en S. typhimurium. Los resultados de Pro
1b (0.5 ml) inhibieron a E. coli, S.
typhimurium, C perfringens y S. aureus
(0.25, 0.50 y 1 ml).Finalmente, Pro 1b a una
dosis de 1.5 ml inhibi6 el crecimiento de E.
coli, C. perfringens, S. typhimurium y S.
aureus (0.25,0.50y 1 ml).

La viabilidad a diferentes tiempos en pH=
3.5 aparece en la Tabla 6. La prueba de
catalasa para Pro 1b y Pro 2b fue negativa.

Los resultados de la prueba de crecimiento
a 50°C por 24 horas, no presentaron

Tabla 6. Prueba de viabilidad (UFC/mL) a
concentraciones de pH = 3.5

Crecimiento en medio MRS UFC/mL en horas

T, (h 1) T,(h 2) T,(h 3)
2.0%107 1.0 x10° 1.0 %10°
2.0%10° 8.0x10°  9.0x10°
Bsﬁel"l;a 5.0%x10° 6.0x10° 1.0 %10°
1.0x10%  40x10¥  7.0x% 109
1.0x 109 3.0x10%
2.0x10°  8.0x10° 4.0 %107
7.0x10°  1.0x10°  4.0310
B:f':e:"f 6.0%10°  2.0x10% 2.0 %10°
7.0 x 104 1.0 % 10°
3.0 x 10%

crecimiento, para Pro 1b y Pro 2b. A 45°C
por 24 horas, Pro 1b y Pro 2b presentaron
un crecimiento de 1.0 x10” UFC/ml y 3.0 x
10t UFC/ml respectivamente. Finalmente a
389°C por 24 horas, Pro 1b y Pro 2b mostraron
un crecimiento de 4.0 x 108, 5.0 x 10° UFC/
ml, y de 1.0 x 108, 6.0 x 108y 1.0 x 10°
UFC/ml respectivamente.

La prueba de produccién de gas para Pro 1b
y Pro 2b fue negativa (ausencia de
crecimiento).

A una concentracion del 10% de sales biliares
Pro 1b y Pro 2b mostraron un crecimiento
de9.0x107,2.0x 108y 2.0 x 10*°UFC/mlI, y
de 1.0 x 108, 1.0 x 107 y 1.0 x 108 UFC/mlI
respectivamente.

Pro 1b y Pro 2b a una concentracion del
5% de sales biliares indicaron un crecimiento
de 2.0 x 10% UFC/mlI, y de 4.0 x 107, 2.0 x
108 y 3.0 x 10'° UFC/mlI respectivamente.
Las bacterias Pro 1b y Pro 2b fueron
productoras del ismero DL (Tabla 7 y Figura
5), que segun la FAO/WHO (10) no produce
efectos téxicos en la salud humana o animal.

Tabla 7. Cepas Pro 1b y Pro 2b productoras de
isdmeros DL del acido lactico.

_ . Tipo de
Microorganismo .
isOmMero
Pro 1b oL
Pro 2b oL
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Isomero

DL

Figura 5. Isémeros DL de acido lactico producidos
por Pro 1b y Pro 2b.

Por medio de la galeria API 50 CHL, fueron
identificadas bioquimicamente las cepas Pro 1b
y Pro 2b como Lactobacillus plantarum 1, las
cuales presentaron como caracteristica especial
un comportamiento bioquimico igual al fermentar
el azucar 2-cetogluconato potasico y se
diferenciaron en la fermentacion del azicar D-
sorbitol, ya que Pro 1b presentd una
fermentacion positiva y Pro 2b fue
negativa. Para diferenciarlas se nombraron
como L. plantarum 1 H! (Pro 1b) y L.
plantarum 1 H? (Pro 2b).

DISCUSION

La importancia de aislar bacterias lacticas
probidticas del cerdo, para utilizarlas en la
misma especie es fundamental por la
especificidad del hospedero, fortaleciendo su
sistema inmunoldgico, facilitando la
colonizacién de las bacterias lacticas y su
accién probidtica. Esto constituye una
alternativa basada en la limitacién del
crecimiento de patdgenos en el intestino,
fomentando el crecimiento de otras bacterias
que compitan contra estas en la colonizacién
de los nichos intestinales, es decir la
“exclusidon competitiva” (17).

Los probidticos puede sustituir las terapias
con antibidticos como un método menos
agresivo, siendo una nueva visién en la
industria farmacéutica, desde el aislamiento
de probidticos de ecosistemas especificos
tales como un hato o region geografica,
caracterizar las bacterias responsables de
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la accién probidtica, producirlas a escala
industrial, procesarlas y reintroducirlas a la
dieta del animal. En muchos casos el uso no
selectivo de probidticos distribuidos por
casas comerciales ha resultado baja o nula
eficiencia en el aumento de la produccién,
debido a que los probidticos adquiridos
proceden de otras regiones geograficas o
incluso de otras especies animales (18).

Los resultados de cromatografia liquida (HPLC),
demostraron que L. plantarum 1 H1 presenta
un comportamiento homofermentativo con
produccion del 80% de acido lactico, existiendo
una diferencia entre las dos cepas. La
presencia de acido lactico podria actuar
como inhibidor de microorganismos
patégenos debido a su mayor prevalencia.
Ademas, las bacterias con una alta
produccion de acido lactico, disminuyen el
pH del medio (9).

La prueba de susceptibilidad antimicrobiana
entre antibidticos y bacterias patdgenas,
indicé que los antibidticos con mejores
resultados fueron oxitetraciclina, aztreonam
y cloranfenicol, este Gltimo por su toxicidad
en animales y humanos, ha sido prohibido.
Estos resultados son importantes porque
uno de los problemas mas significativos
en la produccién porcina es la alta
mortalidad (41%), especialmente en la
lactancia y destete ocasionada por
diarrea bacteriana (1,2).

En la prueba de susceptibilidad antimicrobiana
entre antibidticos y bacterias lacticas
probidticas, L. plantarum 1 H! presenta
resistencia a la mayoria de antibidticos
utilizados, mostrando sensibilidad a
tetraciclina, eritromicina, oxitetraciclina y
cloranfenicol. Lo anterior permite predecir
que de las dos BAL seleccionadas en esta
investigacion (L. plantarum 1 H' y L.
plantarum 1 H?), se recomienda el uso de L.
plantarum 1 H! como coadyuvante en la
terapia antibidtica ya que segun los
resultados de la prueba in vitro el
microorganismo presenta resistencia a la
mayoria de antibidticos utilizados, en
contraste con la sensibilidad observada de
L. plantarum 1 H? Mientras que L. plantarum
1 H? fue resistente a ampicilina, vancomicina
y aztreonam, por lo cual L. plantarum 1 H!
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seria recomendable estudios previos fase III
(modelo animal in vivo), para evidenciar su
uso como alternativa a antibidticos en
cerdos. La sensibilidad de las cepas podria
depender de la resistencia a ciertas
concentraciones de antibioticos, debido a
la presencia de algunos plasmidos, o a
propiedades particulares de la pared y
membrana de estos microorganismos
haciéndolos impermeables a antibidticos.
Ademas, el género Lactobacillus es sensible
a penicilina y coincidieron con la
susceptibilidad de L. plantarum 1 H? (19).

Segun este comportamiento y los
resultados estadisticos, estas bacterias
lacticas generan mucha variabilidad frente
a la aplicacién de los 10 antibidticos, es
decir, no existe un comportamiento
constante que determine con certeza el
grado de susceptibilidad o resistencia de
una bacteria, aunque el promedio de L.
plantarum 1 H! indicdé mas resistencia a
los 10 antibidticos que L. plantarum 1 H2,

En las pruebas de accion inhibitoria de L.
plantarum 1 H! y L. plantarum 1 H2frente
a las bacterias patdégenas presentaron
actividad antimicrobiana hasta un cuarto
ciclo de siembra. Esta accién pudo ser por
la produccién de substancias inhibitorias
como: acido lactico, perdxido de hidrégeno
y los sobrenadantes, posiblemente
bacteriocinas, caracteristico del
metabolismo de las bacterias lacticas (20).

En el caso de los sobrenadantes producidos
por L. plantarum 1 H!se presentd su mayor
accién inhibitoria a un nivel de
concentracion del 10%, en contraste para
L. plantarum 1 H? fue al 25% de
concentracién del sobrenadante, lo que
indica que si bien son muy eficaces estas
2 bacterias probidticas contra la mayoria
de patdgenos, estos niveles de
concentracidn tan altos resultan ser muy
costosas y de dificil obtencién. Sin
embargo, no debe olvidarse cudl puede ser
el tipo de compuesto inhibitorio que
producen estos dos microorganismos y se
recomendaria efectuar estudios referentes
a la identificacién de ellos.

Un resultado importante se obtuvo cuando

los dos microorganismos seleccionados a
niveles de evaporacién del 0 y 25% de los
sobrenadantes inhibieron el crecimiento de
C. perfringens. Esto puede ser debido a la
accién de las biocinas (20).

En la interaccién competitiva de L.
plantarum 1 H? (1ml) contra E. coli, S.
typhimurium, C. perfringnes y S. aureus,
fue capaz de inhibir su crecimiento; y
para L. plantarum 1 H! (0.5 y 1.5 ml)
contra E. coli, S. typhimurium y S.
aureus también fue capaz de inhibir su
crecimiento. Segun lo anterior, L.
plantarum 1 H? resulta ser el mas
indicado para su uso debido que se
requiere una dosis menor de aplicacién
para su accion inhibitoria obteniendo
como resultado un menor costo en su
produccion (21).

En la prueba de interaccidn competitiva
entre L. plantarum 1 H'y L. plantarum 1
H?, se observd que se inhiben entre si,
por lo tanto, para este estudio no seria
viable una mezcla de estos microorganismos
para la elaboracion de indculos.

Los resultados de la prueba de viabilidad
a diferentes concentraciones de pH, son
de gran importancia para saber si las
bacterias probidticas a utilizar presentan
una viabilidad alta a pH bajo, como es el
caso del que se presenta en el estdbmago
del lechdn, donde puede alcanzar valores
hasta de pH 2.0, indicdndo que los
probidticos seleccionados son los
apropiados para favorecer los procesos de
fermentacidon, en la producciéon de
indculos. La tolerancia a acidos es una de
las primeras propiedades evaluadas al
seleccionar cepas probidticas (22).

Los resultados obtenidos demostraron la
capacidad de las cepas para sobrevivir en
condiciones drasticas de acidez. De otro
modo, esta resistencia a pH bajos,
favorece la inhibicion de patégenos a lo
largo del tracto intestinal, favoreciendo los
sitios de adhesion de los microorganismos
lacticos (23). Ademas, se pudo observar
que en la prueba de pH a 3.5 las
viabilidades en el tiempo T, T, y T, de L.
plantarum 1 H?2y L. plantarum 1 H?, los
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resultados fueron similares excepto con
una pequefia variacion en el tiempo T,,
indicando, que si el lechén consume el
alimento, hasta las tres horas las bacterias
lacticas del inéculo mantienen una
viabilidad alta (mayor a 3.0 x 108 UFC/ml),
por lo tanto su accion probidtica sera eficaz
contra los microorganismos patdgenos
presentes en el intestino del animal.

La prueba de catalasa de las dos cepas
fueron negativas, caracteristica general
del genero Lactobacillus, y concuerda
con Roissart y Luquet (16), quienes
describen que las cepas lacticas carecen
de la enzima.

Los resultados de la produccién de gas
para L. plantarum 1 H! y L. plantarum 1
H? fueron negativos, constituyendo una
importante caracteristica probiodtica de las
bacterias lacticas utilizadas en la
alimentacidon animal y que pueden evitar
que el animal presente enfermedades como
el meteorismo, que en casos severos llevan
a la muerte del mismo.

Al analizar el efecto de diferentes
temperaturas en el crecimiento de las
cepas de bacterias lacticas se observd que
ademas de la temperatura 6ptima de
crecimiento (32°C), las 2 bacterias
seleccionadas presentaron una
termotolerancia con un gran crecimiento
a una temperatura de 38°C (24).

L. plantarum 1 H! y L. plantarum 1 H?2
demostraron que son capaces de crecer a
altas concentraciones de sales biliares (5
y 10%). Segun Brizuela (6) esta capacidad
de crecer en presencia de altas
concentraciones de bilis a las que pueden
encontrarse en el intestino (0.15%) es un
parametro importante (25-26), para los
microorganismos que componen los
preparados probidticos para ser
administrados por via oral a animales. Esto
les permite pasar a través del tracto
gastrointestinal sin sufrir alteraciones en
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su comportamiento fisioldgico. Asi, para
gue una cepa probidtica ejerza una
optima actividad es imprescindible que
sea capaz de manifestar una actividad
metabdlica que le permita colonizar el
intestino delgado; por lo que la tolerancia
a bilis, es un criterio esencial de
seleccién de bacterias lacticas (27).

Las dos bacterias seleccionadas
presentaron produccion de isémeros DL
de acido lactico, lo cual constituye una
importante caracteristica probidtica, ya
gue segun la FAO (3) y Jehanno et al (15),
recomiendan para uso humano o animal y
para la elaboraciéon de los indculos los
isbmeros DL o L+ de &acido lactico,
rechazando el uso del acido lactico D (-)
por sus efectos secundarios.

En concluscidn, Lactobacillus plantarum
1 H! y Lactobacillus plantarum 1 H?
mostraron un gran perfil de bacterias
lacticas con caracteristicas probidticas,
siendo una alternativa para sustituir las
terapias con antibidticos como un
método menos agresivo y una nueva
vision en la industria farmacéutica.
Ademads, estos microorganismos serian
utilizados en la fabricacién de indculos
y posterior aplicacion mediante el
procesamiento e introduccién en la
racion para los lechones destetos.
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