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RESUMEN

Se evalué el efecto in vitro de Lactobacillus plantarum sobre Yersinia pseudotuberculosis
aislada de cuyes (Cavia porcellus) e identificada bioquimica y molecularmente. Se deter-
miné la viabilidad de L. plantarum a diferentes pH (3.25, 4.5, 7.6 y 8.2), sales biliares
bovinas (3, 4 y 5%), bilis bovina (0.5, 1 y 2%) y temperatura (38 y 45°C). Se realizd
antibiograma a ambas bacterias con Cefalotina, Cefepima, Ciprofloxacina, Dicloxacilina,
Enrofloxacina, Gentamicina, Penicilina y Trimetropim-Sulfametoxasol. Se determina-
ron los péptidos de L. plantarum mediante HPLC y la cinética de crecimiento en dos
sustratos (MRS y Pro), midiéndose: biomasa, pH, consumo de azicar total y dcido
ldctico. Se observé un mejor crecimiento bajo pH 3.25, sales biliares 5%, bilis bovina
2% y temperatura de 45°C con valores de 3.0-10'%, 2.3-10'%, 8.6-10"" y 3.0-10"> UFC/
ml, respectivamente. L. plantarum y el sobrenadante inhibieron a ¥ pseudotuberculosis,
con halos de 3 y 5 mm. Se observd resistencia de L. plantarum y Y. pseudotuberculosis a
Penicilina y Dicloxacilina, respectivamente, con sensibilidad de ambas cepas a los demds
antibidticos. Se evidenciaron los péptidos VAL-TIR-VAL y TIR-GLI-GLI-FA-MET
en el sobrenadante de L. plantarum. Durante la fase logaritmica para los medios MRS
y Pro se alcanzaron valores de 6.75-10" y 1.20-10" UFC/ml (biomasa), 6.96 y 5.49
(pH), y 0.65 y 0.76%, (dcido lctico), respectivamente. La comparacion de los medios
mediante un disefio de bloques al azar (2 > 0.05), mostré similar comportamiento. L.
plantarum demostré su potencial probiético en condiciones in vitro.
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IN VITRO DETERMINATION OF THE PROBIOTIC
Lactobacillus plantarum ACTION ON Yersinia pseudotuberculosis
ISOLATED FROM Cavia porcellus

ABSTRACT
The in vitro effect of Lactobacillus plantarum on Yersinia pseudotuberculosis isolated from

guinea pig identified and evaluated biochemical and molecular. L. plantarum viability was

' Programa de Zootecnia, Departamento de Produccién y Procesamiento Animal, Facultad de Ciencias
Pecuarias, Universidad de Narifio. Ciudad Universitaria Torobajo, ClI. 18 Cr. 50, Pasto (Colombia).

2 Grupo de Investigacién en Procesos Biotecnoldgicos Aplicados a la Produccién Animal - Fisiologia
y Etologfa Animal (FISE- PROBIOTEC), Universidad de Narifio. Ciudad Universitaria Torobajo,
Cll. 18 Cr. 50, Pasto (Colombia).

" Autor para correspondencia: henryjugam@gmail.com

JURADO-GAMEZ ET AL. IN VITRO DETERMINATION OF THE PROBIOTIC LACTOBACILLUS 241
PLANTARUM ACTION ON YERSINIA PSEUDOTUBERCULOSIS ISOLATED FROM CAVIA PORCELLUS



Rev Fac Med Vet Zoot. 61(3), SEPTIEMBRE — DICIEMBRE 2014: 241-257

determined at different pH (3.25, 4.5, 7.6y 8.2), bovine bile salts (3, 4 y 5%), bovine bile
(0.5, 1y 2%) and temperature (38 y 45°C). Both bacteria susceptibility was performed
with Cephalothin, Cefepime, Ciprofloxacin, Dicloxacillin, Enrofloxacin, Gentamicin,
Trimethoprim-Sulfamethoxazole and Penicillin. L. plantarum peptides were determined
by HPLC and growth kinetics on two substrates (MRS and Pro), measuring biomass,
pH, total sugar consumption and lactic acid. Better growth was observed at 3.25 pH,
5% bile salts, 2% bovine bile and temperature 45 °C. with values 3,0-10'%, 2.3-10'%,
8.6:10" y 3.0-10" UFC/ml, respectively. L. plantarum and the supernatant inhibited
Y. pseudotuberculosis, with halos of 3 to 5 mm. L. plantarum and resistance to penicillin
and Y. pseudotuberculosis Dicloxacillin was observed, respectively, with sensitivity of both
strains to other antibiotics. Peptides were evidenced VAL-TIR-VAL y TIR-GLI-GLI-
FA-MET in the supernatant of L. plantarum. During the logarithmic phase for MRS
and Pro 1012 values were reached 6.75-10'% y 1.20-10"> CFU / ml (biomass), 6.96 and
5.49 (pH) and 0.65 and 0.76 % (lactic acid) respectively. The comparison of means
using a randomized block design (P > 0.05) showed similar behavior. L. plantarum

INvESTIGACION

demonstrated their probiotic potential iz vitro conditions.

Keywords: Antibiotics, biomass, inoculum, functional.

INTRODUCCION

Los sistemas de produccién se ven afecta-
dos por diversas enfermedades de cardcter
microbiano que resultan en pérdidas signi-
ficativas para el productor. En los sistemas
de produccién del cuy (Cavia porcellus)
tipo carne, se observa que las enfermeda-
des bacterianas mds importantes son la
yersiniosis (Yersinia pseudotuberculosis), 1a
salmonellosis (S. yyphimurium y S. ente-
riditis) y la colibacilosis (E. coli) (Correa
2000). Dentro de este marco sanitario se
encuentran grandes obstdculos que impi-
den el restablecimiento de la sanidad en
el cuy, ya que en la actualidad no se han
determinado tratamientos especificos para
este tipo de enfermedades; por esta causa
se usan medicamentos inadecuados para
la especie, con efectos desconocidos y la
generacion de efectos residuales (Calpa y
Chaspuengal 2013).

Actualmente parte de la investigacién
se encuentra encaminada a controlar cier-
tas bacterias patdgenas e infecciones con
organismos aislados del huésped. Este
tipo de microorganismos vivos tienen

un efecto benéfico en el tracto intestinal,
manteniendo y fortaleciendo los me-
canismos de defensa contra patégenos
sin alterar las funciones fisioldgicas y
bioquimicas. Estos microorganismos se
denominan probidticos (Guevara 2011).
Los principales géneros utilizados como
probidticos en cultivos puros o mezclas
son Aspergillus, Saccharomyces, Bacillus,
Bacteroides y Lactobacillus (Sumano y
Ocampo 2006).

A menudo Lactobacillus ha sido asocia-
do con varios efectos benéficos en la salud
humana y animal (Ihiguez ez al. 2007).
Este tipo de microorganismos son una
alternativa al uso de los antibidticos con
el fin de equilibrar la microbiota intestinal

(Oyetayo y Oyetayo 2005).

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacidn se realizé en el
laboratorio de Microbiologia perteneciente
al programa de Zootecnia, Universidad de
Narino (Colombia). Se utilizaron cepas
comerciales de Lactobacillus plantarum
(ATCC 8014™") y cepas patégenas de
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Yersinia pseudotuberculosis aisladas de le-
siones de bazo, higado, pulmén, rifidn,
pancreas y ganglios linfiticos mesentéricos,
cervicales e inguinales de Cavia porcellus
(cuy) del departamento de Narifo. La
cepa de Yersinia pseudotuberculosis se iden-
tificé en forma bioquimica y molecular,
la primera mediante kit comercial para
enterobacterias no fermentadoras (BBL
Crystal) (Jaramillo-Torres ez al. 2008) y
la segunda por PCR simple realizado en
el laboratorio de Biologia Molecular de
la Universidad de Narino, mediante los
procedimientos indicados por Jaramillo-
Torres et al. (2008).

Para mantener activa la cepa de Yer-
sinia, se realiz6 repique en medios sélido
y liquido: como medio solido se utilizd
agar McConkey y como medio liquido
caldo BHI. Estos preservados se incubaron
por 24 h a 37°C y se almacenaron a una
temperatura de 4°C. En cada repique o
siembra se confirmé su pureza mediante
tincién de Gram.

La cepa de L. plantarum se reactivd
por rehidratacién en caldo MRS vy se in-
cub6 a 37°C por 24 h de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Después de
la hidratacién se mantuvo en caldo y agar
MRS para incubarse a 32°C por 24 h; final-
mente fue refrigerada y almacenada a 4°C.

Se inoculé una alicuota de L. plantarum
en un Erlenmeyer con 40 ml de caldo MRS
estéril comercial que se incubé durante
24 ha37°C. Luego se realiz6 un repique
de 4 ml y se transfirié a otros 40 ml de
caldo MRS para incubar en las condiciones
antes mencionadas. Se ajusté el inéculo de
acuerdo con Crueger y Crueger (1993).
Para ello, se prepararon 90 ml de caldo
MRS estéril y se anadieron 10 ml de
inéculo probiético con la aplicacién de la
regla. Después de este tiempo, se estimé
el nimero de bacterias por ml de caldo
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MRS, se tomé 1 ml y se realizd lectura
directa en el espectrofotémetro a 625 nm.
Cuando se presenté una mayor poblacién
de caldo estéril establecida se anadié te-
niendo en cuenta el cdlculo matemadtico de
proporcionalidad de acuerdo con Guerrero
citado por Montes ez al. (2003):

Es el valor de X :
M1 ''''' VJ
Mz """ )(1
Xl (Mz * V; J
Ml

Entonces V2 sera:
V,= VX,

Finalmente se obtiene el valor de X

1 2
V5 ______ X,

V. *V
X - 3V 2

El valor de X, es la cantidad que debe
ser afadida a 100 ml para ajustar la po-
blacién de 1.50-108 UFC/ml.

M, = Poblacién o densidad de las células
que se deben ajustar.

M, =0.125 densidad 6ptica equivalente al
estdndar de Mac Farland 1.50-103 UFC/ml.
Densidad utilizada para la primera fer-
mentacion.

V, =1 ml del volumen total de inéculo
(10/90).

X, = la cantidad que contiene M,.

V, = lo que se anadi6 a 1 ml para ajustar
a1.50-10 UFC/ml.

V, =100 cantidad total ml de inéculo.
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X, = cantidad de caldo MRS estéril comer-
cial que se anade a V, para la poblacién
con el fin de ajustar el valor de M,.

Se estudié la viabilidad de L. plan-
tarum a diferentes niveles de pH (3.25
control, 4.5, 7.6 y 8.2), tres porcentajes
de sales biliares bovinas (3, 4 y 5%) y dos
concentraciones de bilis bovina Sigma
(0.5, 1y2%), fue determinada actividad
de catalasa y produccién de gas. Se realizé
pruebas de crecimiento de la bacteria
ldctica a diferentes temperaturas (38 y
45°C), sembrada en medio Pro formulado
a partir de aztcar blanco (10 g/), leche
de soya (15 g/1), leche en polvo (150 g/1)
y salvado de trigo (15 g/) (Jurado-Gdmez
2010) por 14:24 h (fase logaritmica).
Posteriormente, se efectuaron pruebas de
viabilidad en agar MRS por 48 ha 32°C.
Fueron seleccionadas las cajas de Petri
con viabilidades de 30 y 300 UFC/ml y
valores de dilucién iguales o superiores
a 107 UFC/ml Para las metodologfas se
utilizaron los procedimientos de Dahl
et al. (1989), Cai et al. (1998) y Cai er
al. (1999).

La prueba de inhibicién iz vitro de Y.
pseudotuberculosis se llevé a cabo mediante
una adaptacién del método de Tagg y Mc-
Given (1971). Los discos se impregnaron
con L. plantarum en cantidades de 25, 50
y 100 pl y se colocaron en cajas de Petri
con agar Mueller Hinton previamente
cultivadas con las bacterias patdgenas; se
incubaron a 32°C durante 18 h, al cabo de
las cuales se realizé la lectura de los halos
formados, teniendo en cuenta la distancia
desde el borde del disco de agar con la
bacteria ldctica hasta el final del halo de
inhibicién de las bacterias patégenas. El
tamafio critico de halo para determinar si
hay inhibicién se consideré igual o superior
a 2 mm (Estrada et 2/. 2005).
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Para el ensayo de inhibicién en sobre-
nadantes, se centrifugé 1.5 ml de muestra
de las bacterias licticas a 4°C a 1000 rpm
por 15 min; el sobrenadante se filtré en
membrana de 0.20 micras. La actividad
bactericida se evalu6 mediante dos métodos
de difusién modificados: discos y cilindros
de pldstico, en agar Mueller Hinton inocu-
lado con la cepa patégena. Para el método
de discos, se anadieron 50, 75 y 100 pl de
la bacteriocina en discos de papel de filtro
de 8 mm de didmetro pre-esterilizado (15
min a 121°Cy 15 PSI). Mds tarde se co-
locaron en la superficie del agar los discos
con la bacteriocina, y las placas de Petri se
incubaron a 35°C por 18 h. Para el método
con cilindros se utilizaron puntas de pipetas
estériles cortadas a partir de 8 mm de did-
metro, colocadas en placas de Petriy en las
que se afadieron las diferentes cantidades
de sobrenadante. Finalmente se llevaron a
tiempo de incubacién en las condiciones
anteriormente descritas. La inhibicién se
determiné por el halo producido alrededor
del sensidisco y el cilindro, finalmente se
midi6 la distancia de los discos finales y el
borde de halo.

Para determinar la susceptibilidad de
Y. pseudotuberculosis y L. plantarum a los
antibiéticos se usé el método de Kirby
Bauer (Bauer ez al. 1966); se compararon
ocho antibiéticos comerciales (Cefalotina
Kf 30 pg, Cefepima Fep 30 pg, Cipro-
floxacina Cip 5 pg, Dicloxacilina Dex 1
png, Enrofloxacina Enr 5 pg, Gentami-
cina Cn 10 pg, Penicilina GP 10 IU y
Trimetoprim-sulfametoxasol COT 25 pg).
El efecto del antibiético fue determinado
por el didmetro del halo que se produjo
alrededor de los sensidiscos, después de
18 h de crecimiento en el medio, donde

crecfan las bacterias patdgenas (Tagg y
Mcgiven 1971).
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Se midié el contenido de péptidos del
sobrenadante de L. plantarum a través
del método HPLC-DAD (Cromatégra-
fo liquido HPLC Waters con bomba
binaria 1525; columna C18 3002). Para
ello la cepa se cultivé en caldo MRS
durante 24 h a 32°C, se ajust6 poste-
riormente mediante espectrofotometria
a una densidad 6ptica de 0.125 en escala
equivalente 0.5 estindar de McFarland
a una concentracién de 1.5-10% UFC/
ml. Las muestras se transfirieron a tubos
Eppendorf y se centrifugaron a 18000
rpm durante 30 min a 4°C. El sobrena-
dante se filtré utilizando membranas de
PVDF de 0.20 micrémetros y se obtuvo
la lectura (Higuera, 2000). Se us6é un
cromatégrafo liquido HPLX aguas con
bomba binaria 1525, con columna C18
300A (Japiter, Phenomeme - 150 mm -
4.6 mm), detector PDA 2998-214y 280
nm Scan e inyector Rheodyne Loop 20 pl.

La cinética de la fermentacién se lle-
v4 a cabo en dos sustratos diferentes, el
medio comercial MRS y el medio Pro. La
cinética se realizé en un Erlenmeyer con
600 ml del medio y las bacterias probié-
ticas fueron fijadas a una concentracion
inicial de 1.50-103 UFC/ml (540 ml del
medio y 60 ml de indculo), se continué
en agitadora 100 rpmy se incub6 a 32°C.
Las variables evaluadas durante la ciné-
tica fueron: produccién de biomasa por
recuento de microorganismos viables en
placa (UFC/ml), consumo total de azticar
por el método de antrona (Dubois ez al.
1956) a 625 nm, determinacién de pH
medido con pHmetro digital (pH Jenco’
Vision Plus) y la produccién de 4cido
ldctico mediante titulacién con 0.1 N de
hidréxido de sodio. El muestreo se llevé a
cabo por duplicado desde el tiempo cero
y posteriormente cada 02:24 h durante
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24 h para un total de 11 periodos con
el fin de determinar los pardmetros de
fermentacidn.

La técnica de recuento en placa pro-
porciona informacién sobre el ndimero
de células viables durante el proceso en
términos de UFC/ml; de este modo se
determiné la evolucién que presenta la
produccién de biomasa. Dado que la
cantidad de sélidos en suspension fue
alta, no se hizo medicién en peso seco
ni turbidimétricamente. Para los recuen-
tos se diluy6 1 ml de muestra en 9 ml
de agua peptonada 0.1% y se hicieron
diluciones decimales; cada dilucién de
100 pl se sembré en placas de Petri con
MRS mds azul de anilina. Las cajas se
incubaron a 32°C y se observaron entre
24 y 48 h. Se consideraron las placas
de Petri con un recuento de UFC/ml
entre 30 y 300 colonias. El nimero de
colonias se multiplica por el inverso de
la dilucién y por 10 para la UFC/ml
formada (Lanara 1981) y estadistica-
mente se trabajé bajo transformacién
logaritmica natural.

Para determinar los azdcares con el
método de Antrona (Dubois ez 2l. 1956),
se preparé previamente una curva estandar
con diversas concentraciones de solucién
patrén de glucosa (Figura 1), los valores
obtenidos mediante la lectura de densidad
6ptica (DO) a 625 nm, se presentan frente
ala concentracién en mg/ly se obtuvo los
valores de la ecuacién de la linea. Para las
muestras obtenidas a partir de diferentes
cinéticas de tiempo se realizaron lecturas
de absorbancia en espectrofotdmetro a 625
nm, y se procedié a aplicar la férmula para
valores de X para cada tiempo, teniendo
en cuenta que se ha trabajado en la base
de una dilucién de 1/100 y 1/1000 para
MRS y Pro, respectivamente.
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FIGURA 1. Curva de la calibracion para la determinacion de azlcares

totales (método de Antrona).

Los resultados indicardn si la cepa
parece ser la mds adecuada en términos de
tiempo y la tasa de crecimiento durante el
proceso de fermentacién para establecer
el tiempo de duracién en la produccién
de biomasa. Los cdlculos de la cinética
de fermentacién fueron los definidos por
Crueger y Crueger (1993) y Rodriguez-
Leén et al. (2003).

Dado que la tasa de crecimiento espe-
cifico fue definida por la ecuacién:

dLnX
dt

vmax =
Para el tiempo de duplicacién celular
se tiene:

Ln2

vmax

td =

El conteo de microorganismos viables
en placa UFC/ml obtenida durante la

cinética de fermentacién, adopté un di-
sefo de bloques al azar (DBA), los medios
fueron considerados como los tratamientos
y las horas de evaluacién correspondié a
los bloques (11 h), el comportamiento
fue evaluado desde el tiempo 0 (cero h),
hasta el tiempo 11 (24 h), se analizaron
dos réplicas para cada medio y tiempo.
El modelo matemdtico fue el siguiente:

Yy=uto+p+e,

Donde,
Yl.]. = Observacién de la i-ésima unidad
~ en el j-ésimo bloque.

u = Media general del experimento.
o= efecto del tratamiento en el j-ésimo
"~ nivel.
= Efecto del bloque.
¢.= Error asociado a la i-ésima unidad

y el j-ésimo bloque.

Los datos se analizaron mediante el
procedimiento PROC GLM del paquete
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estadistico S.A.S. Versién 9.1 (SAS Ins-
titute 2004).

RESULTADOS

Los resultados de identificacién de Y.
pseudotuberculosis, mediante el kit co-
mercial para enterobacterias no fer-
mentadoras, indicé la presencia del
microorganismo. Igualmente, la prueba
molecular por PCR, confirmé que la
cepa aislada correspondia a Y. pseudo-
turberculosis.

El crecimiento microbiano (UFC/ml)
para la cepa probidtica, evaluada bajo di-
ferentes concentraciones de pH, demostr6
valores satisfactorios con indices altos de
2.9:10'%,3.2.10" y3.3-10" UFC/ml, para
los tiempos 0, 1y 2 respectivamente (Tabla
1); incluso el pH mis bajo (3.25), tomado
como punto control, reflejé valores entre
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2.7-10% y 3.1.10"* UFC/ml, sefialando
valores de viabilidad altos.

Los resultados de la prueba de viabilidad
a concentraciones de 3, 4 y 5% de sales
biliares muestran un buen promedio de
crecimiento de L. plantarum, con valores
de 4.5-10", 9.6-:10" y 2.2.10" UFC/ml
respectivamente. Igual comportamiento se
observa con bilis bovina (Sigma®) 0.5, 1y2%
con valores de 5.6-10'", 3.8-10" y 8.4-10"
UFC/ml, respectivamente (Tabla 2).

Las pruebas de produccién de gasy ca-
talasa para L. plantarum fueron negativas.
Por otra parte, los resultados obtenidos
en la Tabla 3 muestran termotolerancia
de la cepa a temperaturas de 38 y 45°C,
sin afectar su crecimiento. Por su parte,
los resultados de la accién inhibitoria de
L. plantarum sobre Y. pseudotuberculosis,
se presentan en la Tabla 4 y la Figura 2.

TABLA 1. Prueba de viabilidad (UFC/ml) en diferentes tiempos y pH en el medio Pro.

Tiempo PH
3.25 45 16 8.2
1-1.7-107 1-32-10° 1-16-107 1-33-10°
2-2.7-10° 2-8.2-107 2-1.7-10° 2-32-10°
Tiempo 0 (H1) 3-3.1-10" 3-16-10° 3-32-10" 3-3.1.10"
4-33-10" 4-16-10" 4-3.1-10" 4-75-10"°
5-2.9-10% 5-1.2.10" 5-3.5.10% 5-3.2-10"
1-1.2-107 1-3.1-108 1-16v 107 1-34-10°
2-35-107 2-3.3-10° 2-4.1-107 2-35-10°
Tiempo 1 (H2) 3-36-10° 3-3.1-10" 3-32-10° 3-32-10"
4-2.3-10° 4-2.3-10° 4-24-10° 4-16-107°
5-6.0-10" 5-0 5-3.2-10" 5-52-10"
1-34-10° 1-2.1-108 1-8.1v 108 1-14-107
2-34-10° 2-23-107 2-35-10° 2-26-107
Tiempo 2 (H3) 3-3.2-10" 3-15-10° 3-7.3-10° 3-27-107
4-32-10" 4-1.2-10° 4-6.4-10° 4-33-10"
5-3.1-10% 5-3.4-10" 5-6.2- 10" 5-3.3-10%

H1 =Inicio de la prueba en la primera hora; H2 = la segunda hora-; H3 =la tercera hora.
1- = Prueba a los cero (0) minutos; 2- = a los 15 minutos; 3- = a los 30 minutos; 4- = a los 45 minutos; 5- = a los 60 minutos.

JURADO-GAMEZ ET AL. IN VITRO DETERMINATION OF THE PROBIOTIC LACTOBACILLUS

247

PLANTARUM ACTION ON YERSINIA PSEUDOTUBERCULOSIS ISOLATED FROM CAVIA PORCELLUS



Rev Fac Med Vet Zoot. 61(3), SEPTIEMBRE — DICIEMBRE 2014: 241-257

INvESTIGACION

TABLA 2. Viabilidad del medio Pro a diferentes concentraciones de sales biliares y bilis bovina.

No. de colonias por dilucion (UFC/ml)

Concentracion

10°¢ 107 10°® 10° 10
Sales biliares
3% 5310 75108 4.2-10° 7.3-107 4.5.10"
4% 9.3-107 6.2-10° 9.6-10° 1.5-10" 9.6-10"
5% 29-10° 1.8-10° 2.6-10" 6.7- 10" 2.2-10%
Bilis bovina
0.50% 72107 5.3-108 47-10° 7.5-10" 5.6- 10"
1% 45.10 1.5-10° 3.8:-10° 6.6- 10" 3.8-10"
2% 1.6-108 1.6-10° 46-10° 8.4-10" 8.4.10"

TABLA 3. Viabilidad de L. plantarum en el medio Pro a diferentes temperaturas.

No- de colonias po+r dilucion (UFC/ml)

Temperatura
10° 107 10 10° 10
38°C 2.6-108 8.6- 108 2.2-10" 1.6-10" 2.8-10"
45°C 3.6- 10 2.3-10° 2.2:10" 1.7-10" 3.0-10"

TABLA 4. Accion inhibitoria cuantitativa de L. plantarum sobre Y. pseudotuberculosis.

Halo de inhibicion (mm)

Cantidades
Medios
25 pl 50 pl 100 pl
TSA 2 2 2
Mueller Hinton 3 2 3

TSA: Triptona Soya Agar.

La prueba del sobrenadante de L. planta-
rumllevado alos 80°C sobre Y. pseudotubercu-
losis mostrd resistencia de la bacteria patdgena
con valores entre 0 y 2 mm; sin embargo, se
encontré mayor variabilidad en los resultados
con halos de inhibicién a pH 6 con valores
entre 0 y 8 mm (Tabla 5 y Figura 3).

En la Tabla 6 se muestran los datos
obtenidos de la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana de los antibidticos contra
L. plantarum 'y Y. pseudotuberculosis. Por
su parte, la Figura 4 muestra los halos
de inhibicién formados por los antibié-
ticos.
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Figura 2. Accidn inhibitoria cualitativa de L. plantarum sobre Y. pseudotuberculosis.

TABLA 5. Halos de inhibicion (mm) producidos por el sobrenadante (bacteriocinas).

Método Condicion S0 "3'7‘; (:I"“) T
Difusién en agar con discos 80°C 0 1 2
método modificado pH 6 1 4 6
I - f 80°C 1 1 1
Difusién en agar con cilindro plastico oH 6 5 3 9
Difusién en agar en pozos 80°C 0 - 0
con doble capa modificado pH 6 7 - 8

FIGURA 3. Halo de inhibicion producido por el sobrenadante usando los métodos de disco (a) y cilindro (b).

TABLA 6. Prueba de susceptibilidad a los antibiéticos de Y. pseudotuberculosis y L. plantarum.

Diametro de la zona de inhibicion (mm)

Antibiéticos YP NS LP NS
Kf 30 pg 28 +a 49 +a
Fep 30 pg 40 +a.b 33 +a
Cip5ug 33 +a.b 31 +a.b
Dex 1 g 10 -a 27 -a
Enr5pg 33 +a 34 +a
Cn10pg 22 +a.b 29 +a.b
Gp 101U 27 +a 22 -a
Cot 25 g 26 +a.b 31 +a.b

YP: Yersinia pseudotuberculosis; LP: Lactobacillus plantarum ATCC 8014; NS: nivel de sensibilidad
(+: sensible; —: resistente); a: Clinical and Laboratory Standars Institute (2012); b: European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (2012). Kf: Cefalotina; Fep: Cefepima; Cip: Ciprofloxacina; Dcx: Dicloxacilina;
Enr: Enrofloxacina; Cn: Gentamicina; Gp: Penicilina; y Cot: Trimetoprim-Sulfametoxasol.
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Ciprofloxacina CIP 5 pg
7

Halo de inhibicién
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Halo de inhibicién Dicloxacilina 1 ug

FIGURA 4. Inhibicion formada por los discos de antibidtico especifico contra Yersinia pseudoturberculosis.

El sobrenadante analizado por HPLC
encontrd dos péptidos. En el picoN°.9 (tr =
12.1 min), presenté un tiempo de reten-
cién similar al del pico N°. 2 del estdndar
de calibracién (Figura 6 y Tabla 7), por lo
que, el péptido de esta muestra presente
una cadena de aminodcidos compuesta por
VAL-TIR-VAL (PM = 379.5). Los espec-
tros UV presentan longitudes de mdxima
absorcién similares (Tabla 8 y Figura 5).

TABLA 7. Composicion estandar de péptidos.

El pico N°.3 del estindar, que co-
rresponde al péptido metionina enke-
falina acetato, de composicién (TIR-
GLI-GLI-FA-MET)M6638 (PM =
573.7 para la base libre), presenta un
tiempo de retencién similar al del pico
N°.12 de la muestra. Los mdximos de
absorbancia de los espectros presentaron
longitudes de méxima absorcién muy
cercanas.

Ne. pico Nombre Tiempo de retencion Area Peso relativo (%)
1 GLY-TYR 8.160 13536607 17.32
2 VAL-TYR-VAL 11.954 15409159 19.7
3 Metionine Enkefalin Acetate 14.933 16289583 20.84
4 Leucine Enkefalin 16.328 15163721 19.40
5 Angiotensin Il Acetate 16.525 17776696 22.74

TABLA 8. Resultados del analisis de los péptidos de la muestra (HPLC-PDA a 214 nm).

N°. pico Tiempo de retencion Cantidad relativa promedio (%)
1 2511 9.52
2 2.695 5.30
3 2.984 263
4 3.145 9.50
5 3.506 2.57
6 7.403 0.67
7 1.572 13.66
8 9.595 16.99
9 12.100 27.91
10 13.856 0.59
1" 14.618 0.81
12 14.932 1.83
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FIGURA 5. Cromatografia de la muestra a 214 nm (azul) y de calibracion estandar de péptidos (negro).
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FIGURA 6. Cromatograma mezcla de péptidos estandar de referencia.

En la Figura 7 se muestra el compor-
tamiento de L. plantarum en los medios
MRS y Pro durante las 24 horas de la ciné-
tica; las cepas tuvieron un comportamiento
similar durante las primeras 09:36 h, pero
el crecimiento méximo (fase exponencial)
se present6 primero en el medio MRS a
12 h (tiempo 5) con un valor de 6.75-10"
UFC/ml; por otro lado, en el medio Pro
el crecimiento méximo se logré 2:24
horas mds tarde (tiempo 6) con un valor
de 1.20-10"* UFC/ml, respectivamente,
de esta manera se demostré una pequena
ventaja para el medio MRS.

En la Figura 8 los valores del aziicar
total en los medios MRS y Pro fueron
del0,64 mg/l y 27,83 mg/l respectiva-
mente, a las 12:00 y 14:24 h de efectuada
la cinética. Por tanto, como lo demuestra
L. Plantarum esta vez usard mas eficiente-
mente este sustrato para el crecimiento en

el medio Pro y MRS (30 y 27 Ln UFC/
ml, respectivamente).

En la Figura 9 se presenta el pH re-
portado durante las 24 horas del proceso
de fermentacidn, se observa que en la fase
logaritmica (21,51 In UFC/ml, tiempo 5)
para el medio MRS el pH fue de 6,96,
mientras que para el medio Pro en la misma
fase (27,42 In UFC/ml, tiempo 6), el pH
fue de 5,49, después de estas horas sigue
la disminucién del pH con una acidez
mids alta como respuesta a la produccién
de 4cido l4ctico por las bacterias ldcticas.

En la Figura 10 se observa la produc-
cién de dcido lactico en los medios MRS
y Pro para L. plantarum que presenta
porcentajes de 0.63 y 0.76%, respectiva-
mente, para llegar a la fase logaritmica, los
datos correspondientes para el tiempo 5
y 6, que muestra una mayor produccién
de 4cido a favor del medio Pro.
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FIGURA 7. Crecimiento de la cepa probidtica (en UFC/ml) en
los medios MRS y Pro durante 24 horas.
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FIGURA 9. pH de los medios MRS y Pro en UFC/ml de la cepa probidtica cultivada durante 24 horas.
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FIGURA 10. Acidificacion (%) de los medios MRS y Pro en UFC/ml de la cepa probiética durante 24 horas.

Los resultados de la produccién de
biomasa, en relacién con la tasa de creci-
miento especifico (ph?), fase de latencia
(fase de retardo), la fase logaritmica tardia,
tiempo de duplicacién celular (minu-
tos), crecimiento celular total y la fase de
consumo total de azdcar logaritmica y la
fase logaritmica, y el coeficiente de deter-
minacién (R?) se muestran en la Tabla 9.

La estadistica mostré que los tiempos
de evaluacién presentaron diferencias es-
tadisticas entre las horas de evaluacién (P<
0.05). Se encontré un R? alto (90%) por
lo cual no se consideré el error estindar.
El andlisis de ANOVA indicé que los dos

tipos de medios no muestran diferencias

estadisticas significativas, por tanto, am-
bos pueden ser utilizados como medio de
cultivo en el laboratorio.

DISCUSION

El crecimiento bacteriano no se vi6 afec-
tado por los niveles de pH, dado que las
bacterias dcido ldcticas (BAL) del género
Lactobacillus siguen desarrolldndose a pH
relativamente bajo; esto favorece el proceso
de fermentacién debido a su capacidad
de resistir la acidez que se produce en el
estdbmago, que es uno de los principales
obstdculos para el paso del probidtico a
través del tracto gastrointestinal.

TABLA 9. Datos cinéticos del crecimiento bacteriano de L. plantarum en dos medios de cultivo.

Lactobacillus plantarum Medio MRS Medio Pro
Fase lat (h) 0 0
Velocidad especifica de crecimiento (ph) 2971 2597
Fin fase log (h) 12:00 14:24
Tiempo de duplicacion (min) 14 16
Incremento cel. Total (UFC/ml) 1.35-1011 5.74-107
Incremento cel. Fin fase log (UFC/ml) 6.75:1012 1.20-1012
% aziicares consumidos totales (mg/l) 33.04 51.06
% aziicares consumidos fin fase log (mg/l) 24.65 38.74
R? 0914 0.963
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Los resultados obtenidos para sales
biliares y bilis bovina, indican una carac-
teristica importante de L. plantarum, por
cuanto presenta altos recuentos bacterianos
incluso en diluciones de 10°'°. Las cepas
destinadas a servir como probidticas deben
ser capaces de pasar a través del tracto
gastrointestinal sin sufrir alteraciones en
su comportamiento fisiolégico. Asi, una
cepa no sélo debe sobrevivir a las condi-
ciones dcidas del estdmago sino ademds, a
sales biliares, con el fin de ejercer efectos
benéficos en el intestino; por lo tanto, la
tolerancia a la bilis se considera como una
de las propiedades mds importantes de los
microorganismos (Ifiguez ez al. 2007).

Jay 1982 citado por Mora y Gar-
cia (2007), menciona que los lactobaci-
los pueden desarrollarse con limites de
temperatura que oscilan entre 2 y 52°C,
siendo su rango éptimo de crecimiento
entre 30 a 40°C. Por tanto, esta es una
caracteristica importante de la bacteria
puesto que le permite crecer en diferentes
temperaturas, observindose en este caso
que a una temperatura de 45°C en algunas
diluciones presenta un mayor nimero de
UFC (3.0-10"* UFC/ml) y no afecta su
crecimiento. A un rango de temperatura
de 38°C, la cepa probidtica se podria usar
para otras aplicaciones como incorporar
esta bacteria a concentrados para la ali-
mentacién animal mediante métodos de
secado. Ademds, con el uso de esta bacteria
como probidtico en animales, como por
ejemplo el cuy, debe resistir su temperatura
corporal (38°C), lo que permitirfa colo-
nizar el tracto gastrointestinal del animal.

Al respecto de la importancia de la tem-
peratura en el crecimiento y produccién
de sustancias antimicrobianas, Dalié ez
al. (2010) mencionan que la temperatura
y el periodo de incubacién, son factores
esenciales que modulan el crecimiento de
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las BAL y pueden llegar a afectar conside-
rablemente las cantidades producidas de
metabolitos antimicrobianos.

El ensayo de inhibicién iz vitro mostrd
que L. plantarum es capaz de ejercer un
efecto inhibidor contra Y. pseudotuberculo-
sis con halos entre 2 y 3 mm de distancia,
que son independientes de la cantidad de
discos manejados en agar. Este proceso
probablemente se deba a la produccién de
sustancias como resultado de la fermen-
tacion, principalmente la generacién de
compuestos antimicrobianos, tales como
los 4dcidos lctico, acético y propidnico,
el perdxido de hidrégeno (H,0,), la reu-
terina, el diéxido de carbono (CO,), el
diacetilo (2,3-butanodiona), el acetalde-
hido y compuestos de alto peso molecular
como las bacteriocinas (Ramirez 2005).

El sobrenadante llevado a altas tem-
peraturas (80°C) no presenta inhibicién
de la bacteria patégena, por lo cual se
observa efecto adverso de ésta sobre la
capacidad inhibitoria del sobrenadante. Al
respecto, Zapata et al. (2009) indican que
la estabilidad térmica de las bacteriocinas
derivadas de bacterias licticas de bajo peso
molecular es muy importante por cuanto
estos compuestos son utilizados en muchos
procesos de las industrias alimentarias en
donde tienen que pasar por diferentes
procesos con altas y bajas temperaturas.
Los métodos empleados (disco, cilindros y
pozos), no presentaron una variacién no-
table, por lo que se consideran adecuados
para la evaluacién de la inhibicién de las
bacterias patégenas.

La prueba antimicrobiana sobre Y.
pseudotuberculosis indicé resistencia a la
dicloxacilina, siendo sensible a los demds
antibidticos. La sensibilidad presentada en
este estudio es de gran importancia, ya que
el mecanismo de accién de los antibiéticos
sobre las bacterias patégenas utilizadas
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se confirma, ya que varias especies de la
familia Enterobacteriaceae tienen patrones
de resistencia para ciertos aminoglucési-
dos, fluoroquinolonas y cephalosporina
(Navarro et al. 2010). Por su parte, L.
plantarum mostré resistencia a la penicilina
y sensibilidad a los otros antibiéticos, lo
que sugiere que las bacterias dcido ldcti-
cas no pueden administrarse en dietas o
alimentos que contengan antibiticos a
los que son sensibles, dado que inhiben
su efecto.

Los espectros UV de péptidos estdndar
mostraron gran similitud para preparados
en longitudes de absorcién mdxima de la
muestra, con lo que se estableci6 la pre-
sencia de los dos péptidos. Por lo tanto,
la presencia de estas sustancias, sugiere
que la concentracién y la diversidad de
péptidos depende del microorganismo que
fermenta el sustrato donde se desarroll6
(Gonziles-Olivares et al. 2010).

De acuerdo con los resultados de la
cinética, el medio MRS seria el medio
mds adecuado para la preparacién de los
in6culos debido a que presenta el mayor
aumento de células en la fase final (en
términos de UFC/ml) con mejores resul-
tados que el medio Pro; sin embargo, debe
tenerse en cuenta la tasa de crecimiento
especifico (ph™), ya que se observan di-
ferencias, con la obtencién de valores de
2.971a2.597 paralos medios Proy MRS,
respectivamente, y tiempos de 14 y 16 min.

Los valores de biomasa (UFC/ml) du-
rante la cinética del proceso indican ser los
adecuados para su uso en la preparacién de
indéculos probidticos, puesto que —incluso
en el caso de productos alimenticios— el
nivel de bacterias viables es generalmente
insignificante en productos de suplementos
dietéticos, donde se requieren niveles de
0.1-10000000000, y en productos lcteos
que requieren entre 200 y 300 millones
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por taza (California Dairy Research Foun-
dation 2011).

Los valores del consumo total de azticar
(33.04y 51.06% para los medios MRS y
Pro, respectivamente), indican que ambos
presentan velocidades especificas de creci-
miento bastante similares (2.971y 2.597
ph™), que permiten lograr incrementos
celulares al final de la fase logaritmica de
6.75-10y 1.20-10"> UFC/ml para MRS
y Pro, respectivamente. Por consiguiente
estos medios son Gptimos para su uso en la
preparacién de in6culos, principalmente el
medio Pro, en comparacion con el medio
MRS. Para mantener la fase logaritmica
durante la cinética se debe garantizar una
cierta cantidad de nutrientes, incluyendo
azlcar, con el fin de promover el creci-
miento y una cantidad dada de biomasa.

El 4cido ldctico producido por L.
plantarum refleja su pertenencia al grupo
de bacterias dcido lacticas (BAL); para el
caso, se ha clasificado en el grupo de los
microorganismos heterofermentativos
dado que sdlo puede producir 4cido ldc-
tico al 50%, la otra mitad corresponden a
cantidades considerables de etanol, dcido
acético y diéxido de carbono (Ramirez
2005). De acuerdo con Samaniego y Sosa
(2012), la produccién de dcido l4ctico se
produce a partir de la fermentacién de
hexosas a 4cido lactico por la via Embden-
Meyerhoft.

Aunque los célculos estadisticos no
muestran ventajas para el medio de cultivo
Pro, si se tiene en cuenta el punto de vista
econémico, su importancia destacaria
como medio de cultivo para la produc-
cién de UFC/ml, dado que resulta mds
barato; ademds, proporciona los nutrientes
necesarios para el crecimiento de bacterias
ldcticas y permite la produccién de iné-
culo probiético para futuros estudios en
animales i7 vivo.
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CONCLUSIONES

Se concluye que el probiético L. plantarum
demostré su potencial para actuar en con-
trade Y. pseudotuberculosis en condiciones
in vitro, con una adecuada formacion de
biomasa para la produccién de inéculo.
Se debe investigar su utilizacién in vivo,
mediante la administracién a cuyes en
diferentes etapas de produccién.
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