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Resumen. En los sistemas de crianza intensiva especialmente
en cerdos, la resistencia antimicrobiana de algunas bacterias
patdégenas, se ha convertido en un problema mundial, tanto
para los productores como para los consumidores. El uso de
microorganismos probidticos aislados de calostro de cerda criadas
en sistemas intensivos han demostrado eficacia en la inhibicion
del crecimiento de algunos patégenos entéricos. Se eligieron
dos cepas denominadas como BAL1 y BAL3, a las cuales se les
evalué el potencial bactericida de los extractos bacterianos sobre
el patégeno Salmonella thipymurium, por el método de difusion
en pozos en agar Mueller Hinton. Los extractos se obtuvieron
ajustando el inéculo a 0,5 McF en caldo MRS, centrifugados a
6.000 rpm por 5 minutos y filtrados con membrana de 0,2 um.
Ambos extractos mostraron tener un alto potencial bactericida
frente a esta bacteria, con promedios de halo de inhibicién de 11
mm in vitro.
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Abstract. In intensive farming systems especially in pigs, the
antimicrobial resistance of some pathogenic bacteria has become
a global problem, both for producers and consumers. The use of
probiotic microorganisms isolated of sow colostrum in intensive
farms have demonstrated the ability to inhibit the growth of some
enteric pathogens. Two of these strains named as BAL1 and BAL3
were chosen for evaluate the bactericidal potential of their extracts
against the pathogen Salmonella typhimurium. The well diffusion
method, in Mueller Hinton agar was used. The BAL extracts
were obtained, adjusted the BAL inoculum in MRS broth at 0.5
MacFarland, centrifuged at 6,000 rpm for 5 minutes and filtered
with a 0.2 um membrane. Both extracts demonstrated to have
bactericidal activity against this bacterium with mean inhibition
halos of 11 mm in vitro.

Key words: Antimicrobial activity,, sow colostrum, animal health,
organic acids.

En un animal sano, cada porcion del intestino es
colonizada por una microbiota tipica, la cual se
adapta y se desarrolla en una simbiosis benéfica con
el hospedero (Hong et al, 2011). Sin embargo, la
posibilidad de adquirir esa microbiota nativa, se puede
disminuir drasticamente en las crianzas artificiales,
cuando las crias son separadas de sus madres y
albergadas en los sistemas de crianza intensivos. Estos
sistemas estadn disefiados para obtener el maximo
rendimiento de los animales a través del minimo
espacio y coste econémico, los cerdos son sometidos
a situaciones como el destete precoz, sobrepoblacién
en corrales, ausencia de ventilacion y luz natural,
privacion de apareamiento, maternidad y crianza
natural, adicionalmente, a estos factores, el animal a
temprana edad es colonizado por microorganismos
patdgenos, dandose una disminucidén del sistema
inmune con la consecuente pérdida de peso y en
algunos casos la muerte. Todos estos factores provocan
en el animal un estrés que favorece la colonizacién

de los agentes patdgenos sobre los benéficos y estos
una vez instalados, generan un ambiente hostil para el
organismo competente (Dinan y Cryan, 2012).

En las anteriores condiciones la proporcion de
microorganismos patdgenos a nivel intestinal, puede
aumentar tanto que desencadenan patologias
complejas; no solo por el efecto del proceso invasivo,
sino también, por la produccién de endotoxinas y
exotoxinas, tal es el caso de Salmonella tiphymurium.
Este microorganismo es un bacilo Gram negativo
que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, puede
hospedarse en el intestino humano o de los animales
y se transmite por contaminacion oro — fecal; sin
embargo, su presencia causa salmonelosis, una
enfermedad que se caracteriza por ser una infeccién
gastrointestinal, asociada a enterocolitis; y en algunos
casos graves, la infeccion puede extenderse del
intestino al torrente sanguineo y de alli a cualquier
parte del cuerpo. Esta infeccidn es observada con mas
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frecuencia en cerdos entre el destete y los 4 meses de
edad, generando graves diarreas y hasta su deceso
(Wilcock y Schwartz, 1992).

Para tratar de mitigar esta y otras enfermedades
producidas por patégenos, se han utilizado los
Antibidticos Promotores de Crecimiento (APC),
adicionados en el concentrado; estas practicas, se
hacen desde los afios 60 y aun siguen vigentes. Sin
embargo, su uso indiscriminado y continuado, ha
generado cepas bacterianas multirresistentes a los
antibioticos; lo que acarrea graves consecuencias,
especialmente, porque quedan en el canal del animal
residuos de cepas patdgenas resistentes, que pueden
pasar a través de la cadena alimentaria al hombre
(Sekhon y Jairath, 2010).

Recientemente, en la produccién animal, tanto la
Comisién de la Unién Europea (EUA) como la Food
and Drug Administration (FDA), han comenzado a
limitar el uso de los APC, buscando opciones mas
naturales para la produccién limpia y por supuesto
con caracteristicas funcionales. Una alternativa para
el reemplazo de este aditivo son los probidticos
(Salminen et al, 1998).

Los probidticos son microorganismos que al consumirse
en cantidades adecuadas generan beneficios importantes
al consumidor como: ser inmunomoduladores,
favorecer el establecimiento de la microbiota intestinal
competente, actuar como antagonistas contra
microorganismos patégenos compitiendo por los sitios
de union al epitelio y nutrientes, producir compuestos
antibacterianos como acidos orgéanicos, etanol, diacetilo,
perdxido de hidrogeno (H,0,) y bacteriocinas. Todos esos
compuestos disminuyen drasticamente el pH, incluso
por debajo de 4 (Saavedra, 2001; Schrezenmeir y Vrese,
2001), e inhiben el crecimiento de microorganismos
patégenos y favorecen la salud intestinal, por lo tanto,
son considerados como seguros.

Dentro de los microorganismos probidticos, la
gran mayoria pertenecen al grupos de las bacterias
acido lacticas (BAL) siendo los géneros mas
relevantes: Streptococcus spp. Lactococcus spp.,
Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Pediococcus
spp. y Bifidobacterium spp. (Palou y Serra, 2000),
sin embargo, existen otros géneros bacterianos
como Enterococcus, Bacillus y levaduras como
Saccharomyces cerevisiae. Por la importancia que
han ganado estos microorganismos en materia
de consumo, en produccién animal y el marcado
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interés que se ha generado sobre su uso continuado,
la investigacion tuvo como objetivo determinar el
efecto bactericida de dos extractos de bacterias acido
lacticas caracterizadas previamente por ensayos in
vitro como probidticas contra S. thipymurium in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y obtencion de los extractos de dos
bacterias probiéticas. Del calostro de la leche de
cerdas, se obtuvieron dos bacterias acido lacticas
aisladasy caracterizadas previamente como probidticas,
por ensayos in vitro segun criterios recomendados
por Monteagudo (2010); entre las pruebas realizadas
se encuentra la evaluacion de la resistencia al jugo
gastrico y pancreatico, pH y concentracién de sales
biliares. En adicién a estas pruebas se hicieron los
analisis de perfiles de resistencia recomendados
por la Autoridad Europea de seguridad alimentaria
(FAO, 2001). Las bacterias que mostraron resistencia
y viabilidad a estas condiciones y presentaron tener
sensibilidad a los antibidticos probados, fueron
seleccionadas y denominadas como BAL1 y BAL3.

Las cepas fueron almacenadas previamente en
crioviales y se activaron en 9 mL de caldo MRS (Many
Rogosa) incubandolas a 37 °C por 48 h en anaerobiosis.
Pasado este tiempo, se comprobd el crecimiento de
las cepas por turbiedad y se cultivaron en agar MRS,
incubandolas bajo las mismas condiciones.

Preparaciéon de los extractos bacterianos. Para
la obtencion de los extractos bacterianos, se
ajustd el inéculo en agua destilada estéril a una
concentracion de 0,5 en la escala MacFarland; cada
inoculo fue centrifugado a 6.000 rpm durante 5 min,
el sobrenadante se filtrd estérilmente a través de un
filtro Millipore® de 0,2 um y se almacenaron en tubos
estériles a 4 °C (Settharaksa, 2008).

Ensayo del efecto inhibitorio de los extractos de
BAL1 y BAL3 frente a Samonella typhimurium.
La cepa de S. enterica subspp. enterica serovar
typhimurium fue usada como una de las cepas
indicadoras para revelar la actividad antibacteriana.
Las cepas fueron almacenadas -80 °C en BHI (Brain—
Heart Infusion Merck®) y suplementadas con 20% de
glicerol. Antes del experimento la cepas se cultivaron
en agar SS (Salmonella - Shigella) a 37 °C durante 24
h en anaerobiosis, tras lo cual se inocularon en caldo
BHI, 24,37 °C) y fue ajustada a 0,5 en la escala de
turbidez de McFarland.
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La evaluacion del potencial bactericida de las BAL,
se realizd por el método de difusién en pozos con
algunas modificaciones (Montville y Chen, 1999);
se emplearon placas con medio de cultivo agar
Mueller Hinton, donde se agregaron 100 pL de una
suspensién de S. typhimurium.

La suspension bacteriana se determind, por
medio de la técnica de agotamiento en superficie.
Posteriormente, se hicieron 4 pozos en el medio
de cultivo; dos para BALL y dos para BAL3. En cada
pozo se depositaron 35 pL del extracto bacteriano
correspondiente, tras lo cual las placas inoculadas
fueron refrigeradas a 4 °C por tres horas para su
difusion e incubadas a 37 °C por 48 horas. La actividad
bactericida se detectd por la presencia de una zona
clara de inhibicion alrededor del pozo y se considerd
la inhibicion como positiva o significativa cuando el
halo alrededor de los pozos (diametro externo) fue
mayor a 2 mm (Klaenhammer, 1993; Lis-Balchin et al,,
1998).

Prueba estadistica. Se realizd un analisis de
varianza (ANAVA) para evaluar las diferencias entre
las medias de los halos de inhibicién producidos
por los respectivos extractos contra S. tiphymurium
(SAS V 9.0, Statistical Analysis System). Se hicieron
35 réplicas del experimento, en dias diferentes y en

el cual cada medio de cultivo sirvié de bloque para la
realizacion de dos repeticiones pareadas de los pozos
con un nivel de significancia del 0,05, una para BAL1 y
otra para BAL3. Los resultados se midieron en funcién
del diametro de los halos de inhibicién.

Se desarrolld una prueba t de dos colas, con una
consideraciéon significativa si el diametro total del
pozo era mayor o igual a 7 mm (3 mm de diametro de
pozo mas 4mm de didmetro externo del pozo).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto inhibitorio de BAL1 y BAL3 frente a
Salmonella tiphymurium. Se confirmo presencia de
halos de inhibicion representados por zonas claras sin
crecimiento de colonias de S. tiphymurium alrededor
de los pozos que contenian el extracto de las cepas
de BAL. Los halos de inhibicidon que se tuvieron en
cuenta para la tabulacién fueron los mayores a 7 mm.
En la Tabla 1, se puede apreciar que para los extractos
BAL1 y BAL3 los promedios de los halos de inhibicion
estan por encima de los 7 mm, indicando que hubo
inhibicion del crecimiento de S. tiphymurium. Al
comparar los datos estadisticos obtenidos para los
extractos, se encontré6 que BALL produce halos de
ambicion ligeramente mayores a los obtenidos con
BAL3 (Figura 1).

Tabla 1. Resultados estadisticos basicos en la determinacion de los halos de inhibicién de colonias de Salmonella
tiphymurium producidos por el extracto de las bacterias probioticas BALL y BAL3.

estadistca BALL BAL3
n 35 35

Moda 11 10

Media 11,60 11,05
Coef. Variacién 18,84 19,38
Desviacion std 2,19 2,14
e halos minimos, mm 9,20 8,78
e halos maximos, mm 15,60 14,80

En la Tabla 1, se puede apreciar que para los dos
extractos los promedios de los halos de inhibicion estan
por encima de los 7 mm minimos, indicando que con
ambos, hubo inhibicion del crecimiento de salmonella
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tiphymurium; asimismo, al comparar los datos
estadisticos obtenidos para los extractos, se encontrd
que BAL1 producia halos de ambicién ligeramente
mayores que los obtenidos con BAL3 (Figura 1).
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Figura 1. Halos de inhibicién representados por zonas claras que indican nulo o crecimiento imperceptible de
Salmonella tiphymurium, producidos por los extractos de las bacterias probidticas BALL y BAL3.

Existe una inhibicion significativa tanto de BALl
como de BAL3 contra S. tiphymurium (Tabla 2)

Sin embargo, al comparar el efecto inhibitorio de ambos
extractos, se obtuvo un valor p de 0.2872 indicando que
no existe una diferencia significativa entre ambos y por

lo tanto, tienen el mismo efecto inhibitorio contra S.
tiphymurium.

La importancia de estos resultados se debe a que a
pesar de la existencia de numerosos estudios donde se
ha comprobado la presencia de bacterias acido lacticas

Tabla 2. Efecto inhibitorio de los extractos de las bacterias probiodticas BALL y BAL3 contra Salmonella tiphymurium

segun la prueba estadistica t.

Extracto Limites de Probabilidad (95%)
BALL 10,849 12,3508 ar**
BAL3 10,318 11,7903 p***

Letras extracto probado a: BAL1, b: BAL3, *** P<0.0001.

con poder probiodtico en la leche materna (Martin
et al, 2003; Abrahamsson et al., 2009), son escasas
las investigaciones del aislamiento de bacterias
acido lacticas a partir del calostro; entre estas se
encuentra la realizada por Martin et al, 2006, en el
cual se aislaron bacterias comensales, mutualistas y
potencialmente probiodticas del calostro materno.
Respecto al aislamiento de bacterias probiéticas del
calostro de cerdas, solo se encuentra un reporte
hecho por Gonzélez et al, 2011 en Espafia, en el
cual se identificaron y aislaron Lactobacillus reuteri y
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Enterococcus faecium. En Colombia no se encuentran
estudios previos a esta investigacion.

El poder inhibitorio de estas cepas contra Salmonella
spp. concuerda con lo mencionado por Yun et al,
2009, que obtuvieron 200 cepas de bacterias acido
lacticas probioticas aisladas de heces de cerdos, con
capacidad de inhibir significativamente Escherichia
coli K88y S. typhimurium in vitro. Resultados similares
fueron obtenidos por Casey et al, 2004, que aislaron
bacterias acido lacticas del tracto gastrointestinal de
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cerdos que inhibieron el crecimiento de S. tiphymurium
con tamanos de halos de inhibicion minimos de 5
mm. En este sentido, existen numerosos estudios in
vitro e in vivo (Hacin et al., 2008; Jurado et al., 2009;
Mufioz, 2011; Casey et al., 2004; Schoster et al., 2013)
gue han demostrado que diferentes microorganismos
probiéticos tienen la capacidad de interferir en el
crecimiento de una gran variedad de enteropatdgenos,
se destaca el de Munoz (2011), que demostrd que los
sobrenadantes de L. paracasei, Bifidobacterium breve y
L. rhamnosus, asilados de heces de nifios alimentados
con leche materna inhibieron el crecimiento de E. coli,
Salmonella spp. y Shigella spp.

CONCLUSIONES

Las cepas BAL1 y BAL3de bacterias acido lacticas
obtenidas a partir del calostro de cerdas, exhibieron
actividad  antimicrobiana in vitro contra S
typhimurium.

Se corroboro la existencia de de un efecto probiotico
del calostro materno, lo que se constituye en uno de
los factores de transferencia inmunoldgica para el
neonato, situacion que favorece la colonizacién de
estos microorganismos benéficos a nivel intestinal.
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