CAPITULO 10

EVALUACION DEL POTENCIAL
PROBIOTICO DE CEPAS DE BACTERIAS
Y LEVADURAS AISLADAS EN ESTIERCOL
DE TERNEROS DE LEVANTE DE RAZA
BRAHMAN EN EL DEPARTAMENTO DE
SUCRE

Marcela Argumedo Garcia®
César Betancur Hurtado
Luty Gomezcaceres Pérez?*’

25 Biologo. Maestria en Biotecnologia

26 Medicina Veterinaria y Zootecnia, Especialista en ecologia, Maestria en Fisiologia.
Profesor de la Universidad de Cordoba.

27 Bacteriologa, Especialista en aseguramiento de la calidad Microbiologica. Maestria en
Agricultura del Tropico Haumedo. Estudiante de Doctorado. Profesora en Corporacion
Universitaria del Caribe - CECAR

DOI: https://doi.org/10.21892/9789585547063.10



192



Introduccion

El levante de novillas es una de las etapas basicas en toda explotacion
lechera, debidoaque conformanelreemplazodelosanimales que anualmente
deben abandonar el hato por problemas productivos, reproductivos,
sanitarios y de edad, razon por la cual los terneros en esta fase demandan
especial cuidado en su manejo, por ser la segunda etapa mas critica del
desarrollo y determinar en gran medida el inicio de la eficiencia del proceso
completo (FEDEGAN, 2000; Cueva, 2014). No obstante, la disponibilidad
de novillas destinadas a cumplir esta funcion, frecuentemente es afectada
por practicas deficientes de alimentacion, retardando el inicio de la vida
reproductiva a causa de problemas de salud en las becerras, principalmente
por el mal suministro de calostro, alimentacion con sustituto de leche de
baja calidad, cambios abruptos en la dieta y situaciones de estrés (Soto et al.,
2011). Lo cual, genera desbalances causados por la presencia de bacterias
entéricas, las cuales provocan disminucion en la digestion y absorcion
de nutrientes y por lo tanto, el retardo en la produccion, situacion que
ha sido documentada por Armstrong et al (1988) y Parker y Armstrong
(1987), sin contar con otros factores que pueden inducir la ruptura del
equilibrio intestinal, como las diarreas que disminuyen considerablemente
la barrera inmune, al posibilitar a los patogenos, la implantacion, adhesion
y proliferacion en las células epiteliales del intestino (Gaggia, Mattarelli &
Biavati, 2010).

Esta problematica ha suscitado la suplementacion de las dietas con
antibioticos, que son efectivos como promotores del crecimiento. Sin
embargo, la administracién inadecuada de estos compuestos ha generado
diversos problemas como el incremento en la resistencia bacteriana, la
pérdida de la microbiota intestinal benéfica y el aumento en los niveles de
residuos de antibidtico que quedan en la carne y en los subproductos de
la misma (Wallace, 1992; Linton, et al., 1988; Torres et al., 2002). El uso
de probidticos es una de las alternativas naturales al uso de los antibiéticos
promotores de crecimiento, ya que al ser administrados en cantidades
adecuadas reducen la mortalidad, producen mejor digestibilidad,
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ganancia en peso y mayor indice de conversion alimentaria (Gutiérrez,
Montoya y Vélez, 2013), sin contar que estimulan el crecimiento de los
microorganismos benéficos y suprimen los patdgenos por competicion y
produccion de acido lactico (Freitas et al., 2003). Ademas, su consumo en
la alimentacion animal es una de las formas de generar produccion limpia y
desarrollo competitivo a gran escala, sin efectos colaterales en el animal ni
en sus productos (Gutiérrez, Montoya y Vélez, 2013).

La adopcién de nuevos procesos biotecnoldgicos es la herramienta
para cambiar la manera de produccion del ganadero manteniendo y
mejorando su posicion en el mercado interno hasta poder acceder a
mercados internacionales. Ademas, no todas las fincas lecheras estan
certificadas, lograrlo desde buenas practicas de manejo, brindaria beneficios
al productor a nivel social y econémico, debido a que se crea personal
capacitado con mejores aptitudes; se mejora la inocuidad de la leche y
como resultado se protege la salud de los consumidores y se preserva la
calidad del medio ambiente (Taborda, 2011). Asimismo, la ganaderia seria
mas competitiva puesto que se lograria un maximo rendimiento productivo
en cuanto a cantidad y calidad de los productos para que su costo sea el mas
bajo posible y prevenga la aparicion de trastornos digestivos o metabdlicos
(Villena & Jiménez, 2002).

El desconocimiento de los microorganismos con potencial probiotico
proveniente del estiércol bovino y las pocas investigaciones realizadas por
falta de tecnologias y carencia de animales fistulados en el departamento de
Sucre, estan dejando de lado el aprovechamiento del mismo para que las
organizaciones ganaderas adquieran gran importancia econémica haciendo
uso de probidticos de cepas autéctonas de la region, obtenidas a bajo
costo y a partir de materias primas baratas, debido a que los probidticos
comercializados son importados y tienen un alto costo (Wannaprasat
et al.,, 2009). Bajo este contexto, la presente investigacion tuvo como
objetivo evaluar el potencial probiotico de cepas de bacterias y levaduras
provenientes de estiércol de terneros de levante de raza Brahman en el
departamento de Sucre.
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Metodologia.

Tipo y sitio de estudio: el presente estudio es de tipo
experimental.

Fase de campo

Las muestras de estiércol fueron colectadas en 3 fincas ubicadas en
los municipios de Toluviejo, Sincelejo y Corozal en el departamento de
Sucre, ubicado entre los 9° 18" 0”N, latitud Norte y 75° 24" 0”O longitud
Occidente al norte del pais, en la region Caribe de Colombia. Limita al norte
y al oriente con el departamento de Bolivar, al noroccidente con el mar

Caribe, en el golfo de Morrosquillo, al sur y occidente con el departamento
de Cérdoba.

Fase de laboratorio

Las muestras fueron analizadas en el laboratorio de Biotecnologia
GRUBIODEQ de la Universidad de Cordoba, ubicada entre los 8°47'16"N,
latitud Norte y 75°5128"0 longitud Occidente en el departamento de
Cordoba — Colombia.

Poblacion y muestra

La poblacién corresponde al total de ganado bovino de levante de
raza Brahman y las muestras fueron colectadas en forma aleatoria con un
nivel de confianza del 95%.

Este estudio fue realizado en 4 fases:

Fase 1. Caracterizacion de bacterias y levaduras

Aislamiento de los microorganismos: a partir de estiércol bovino de 9
terneros en levante provenientes de las fincas seleccionadas en los respectivos
municipios, con edades promedio de 8 a 12 meses meses, alimentados a
base de forraje, sin tratamiento con antibiotico y antiparasitarios, fueron
aisladas bacterias acido lacticas y levaduras. Para ello, se utilizaron medios
selectivos como son: Agar De Man Rugosa Sharpe (MRS) (Lactobacillus
sp), Agar Nutritivo modificado, suplementado con Carboximetil Celulosa
CMC y almidon al 0,1% (Bacillus sp) y Agar Sabouraud Dextrose (SDA)
(Saccharomyces sp) teniendo en cuenta las condiciones de crecimiento
(Rondon et al., 2008). A cada cepa aislada se le realizé tincion de Gram
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y de endosporas, y fueron sometidas a la prueba de catalasa y oxidasa e
incubadas a 36°C por 24 hrs. ParalLactobacillus sp: fueron seleccionadas
aquellas cepas cata-lasa negativa, oxidasa negativa y bacilos Gram positivos
en cadenas no esporulados (Kandler & Weiss, 1986).

Fase 2. Determinacion de la actividad probidtica in vitro

A un inoculo (10° UFC/mL) de cada uno de los microorganismos se
le realizaron las siguientes pruebas en tripicado:

Tolerancia a cambio de pH: Las cepas de bacterias fueron evaluadas
diferentes valores de pH, 3, 4, 5.6, 7 (incubacion a 37 °C durante 24
hrs). La sobrevivencia y resistencia se comprob¢ al comparar el conteo de
microorganismos viables del inéculo con las células sobrevivientes después
de la incubacién a diferentes valores de pH de acuerdo con Zavaglia et al.,
1998. El porcentaje de resistencia fue calculado por la siguiente ecuacion: %
R pH = [(UFC/mL) MRS pH x 100] / (UFC/mL) MRS (inéculo) (Kociubinski
etal., 1999). Se establecio como criterio de seleccion escoger aquellas cepas
que resistieron el pH por encima del 50%.

Tolerancia a sales biliares: El ensayo fue realizado en soluciones con
diferentes concentraciones de sales 0.05, 0.1, 0.15 y 0.3 % p/v ajustado el
pH =7 con HCI 5% (incubacion a 37 °C durante 24 hrs). Al cabo de este
tiempo la sobrevivencia y resistencia a sales biliares se comprob6 mediante
la determinacion del numero de células viables (UFC) (Brizuela, 2003;
Rubio et al., 2008, Rondén et al., 2008; Avila et al., 2010)

Tolerancia a diferentes temperaturas: Las cepas fueron probadas a dos
temperaturas, 30 y 40 °C durante 24 hrs. La sobrevivencia y resistencia a
estas temperaturas se comprobo mediante la determinacion del ntimero de
células viables (UFC) (Rubio et al., 2008, Rondon et al., 2008; Avila et al.,
2010)

Tolerancia a diferentes concentraciones de NaCl: La prueba se realizo
utilizando caldos MRS y YPD con diferentes concentraciones de NaCl, 2,
4,7y 10 % p/v, (incubacion a 37 °C durante 24 hrs), finalizado el tiempo
se determino el crecimiento a altas concentraciones de NaCl mediante la
medicion de la densidad optica (DO) a 600 nm a 24 hrs (Rondon et al.,
2008)
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Fermentacion de la glucosa: Se utilizaron los caldos MRS y YPD, que
contenian 0,2% v/v de una solucion de purpura de bromocresol (0,5%)
y campanas de Durham. La produccion de gas se evidencié mediante la
presencia de gas en las campanas y luego de incubacion a 37 °C durante 48
hrs (Rubio et al., 2008, Rondon et al., 2008).

Prueba de antagonismo: Esta prueba fue realizada contra Salmonella
sp, Pseudomona aureginosa y E. coli, las cuales fueron sembradas en forma
masiva en agar Mueller hinton. En la superficie de estos fueron colocados
tres discos impregnados con los microorganismos de ensayo para luego
ser introducidos en la nevera durante 30 minutos (T = 15°C) y después se
incubaron a 37°C durante 48 hrs. La accion antagénica se evidencio por
la presencia de halos de inhibicion y crecimiento alrededor de los discos
(Leiva et al., 2004; Mejia et al., 2007)

Capacidad de crecimiento: Las 2 mejores cepas acido lacticas que
resistieron la presencia de sales biliares y acidez fueron cultivadas en 30
ml de caldo de lactosuero e incubadas a 37°C durante 24 hrs. Se realizé
una curva de crecimiento a diferentes tiempos 0, 6, 12, 18, 24 y 30 hrs. El
crecimiento se comprobo mediante la determinacion del nimero de células
viables (UFC) (Laurencio et al., 2002; Rondoén et al., 2008).

Fase 3. Caracterizacion de bacterias con potencial probiético
Identificacion molecular por PCR.

Las cepas bacterianas acido lacticas que presentaron potencial
probiotico fueron identificadas a nivel molecular por la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa — PCR, enviadas a la Corporacion CorpoGen
para sus respectivos analisis. La identificacion molecular de aislamientos de
los microorganismos incluyo los siguientes pasos (Corpogen, 2017):

* Aislamiento y purificacion del DNA.

» Amplificacion por PCR de la region de 1465 pb del gen
ribosomal 16S.

e Purificacion de los fragmentos de PCR y secuenciacion con
los iniciadores 27F, 518F, 800R, y 1492R del gen ribosomal
16S.
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* Limpieza manual de cada una de las secuencias de los
fragmentos obtenidos.

* Ensamblaje de las secuencias y obtencién de la secuencia
problema.

* Analisis taxonomico de la secuencia problema ensamblada,
mediante la comparacion contra las bases de datos NCBI
(National Center for Biotechnology Information), Greengenes
(Laurence Berkeley National Laboratory) y RDP (Ribosomal
Database Project).

* Alineamiento y generacion de un arbol de distancias utilizando
las secuencias con mayor similitud a la secuencia problema.

e Clasificacion taxonomica de la secuencia consenso.

Las secuencias consenso también fueron comparadas con secuencias
homologas de la base de datos de GenBack. Se obtuvo el arbol de distancia
que muestra la historia evolutiva de los microorganismos mediante el
método de maxima similitud en el que se muestra el porcentaje en que los
taxones se encuentran asociados a las ramas. Los analisis evolutivos fueron
realizados en el programa bioinformatico MEGA 6.

Fase 4. Disefo experimental y analisis estadistico

En la presente investigacion todos los ensayos fueron montados bajo
un Disefio Completo al Azar con arreglo factorial. En los experimentos o
disenos factoriales los tratamientos se forman combinando los niveles de los
factores en estudio, de manera que el efecto del tratamiento 7i se considera
a su vez compuesto de los efectos de los factores y sus interacciones.

Prueba de sales biliares, pH o NaCl. Diseno de tratamiento
multifactorial formado por 3 factores, donde el factor A corresponde a las
concentraciones de sales biliares, pH o NaCl, el factor B a la concentracion
del inoculo y el factor C, las cepas en estudio.

Prueba de tolerancia a cambios de temperatura y antagonismo.
Diserio multifactorial formado por 2 factores, donde el factor A: patégeno
o temperatura y el factor B: cepas en estudio.
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El analisis de varianza se realizé para verificar diferencias significativas
entre las medias, con un nivel de significancia con o= 0,05 previa verificacion
de la normalidad (Prueba de Kolmogorov-Smirnov) y homogeneidad de
varianza (prueba de Bartlett) y la prueba de Tukey se aplico para realizar
las comparaciones multiples entre las medias. Los datos fueron analizados
bajo el programa Statgraphics centurion VI.

Resultados y Discusion

Caracterizacion de bacterias y levaduras

Aislamiento de microorganismos. De los medios de cultivo Nutritivo
modificado, MRS y SDA fueron aisladas 82 cepas entre bacterias (65) y
levaduras (17) de las cuales solo 14 superaron las pruebas probidticas
realizadas, 8 microorganismos aislados de medio MRS y 6 de SDA (tabla 1).
Los primeros presentaron caracteristicas macroscopicas y microscopicas de
bacterias acido lacticas — BAL. Todas las colonias presentaron morfologia
celular bacilos gram (+) y las mismas caracteristicas morfologicas, es decir,
formaciones circulares, borde entero, superficie lisa, color blanco, sin
pigmentos y no formadora de esporas, de tamano pequenas, medianas y
grandes coincidiendo con la descripcion del género Lactobacillus indicada
por Kandler & Weiss (1992).
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Tabla 1. Caracteristicas morfologicas de los microorganismos aislados de estiércol de
terneros de levante de raza Brahman.

CEPA* MEDIO DE | CARACTERISTICAS | CARACTERISTICAS
CULTIVO | MACROSCOPICAS | MICROSCOPICAS
Mae ‘ Colonias de forma Bacilos medianos,
irregular color crema, Gram (+)
borde dentado
Maf Colonias grandes color | Bacilos delgados, Gram
blanco, borde entero (+)
Colonias pequenias .
Mf1 Agar MRS traslucidas, borde Bacilos del(gsdos, Gram
entero
Maf 2 Colonias grandes, color Bacilos largos
blanco borde entero medianos, Gram (+)
Colonias pequenas ‘ .
ML103 color blanco, borde Bacilos medianos,
Gram (+)
entero
Colonias pequenas Bacilos medianos,
MalO5s color Gram (+)
Avar SDA crema, borde dentado
gar : -
. Colonias pequenas, Cocobacilos pequenios,
Maj color blanco borde
Gram (+)
entero
Colonias grandes, Levaduras ovaladas
MIS3B elevadas,. brillantes, y alargadas, presenta
color beige crema, pseudohifas y
borde entero clamidospora
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MSPM(S)1’BR-

color beige crema,
borde entero

CEPA* MEDIO DE | CARACTERISTICAS | CARACTERISTICAS
CULTIVO | MACROSCOPICAS | MICROSCOPICAS
Colonias grandes, Levaduras alargadas
, elevadas, brillantes, y ovaladas, presenta
MISSC color beige crema, pseudohifas y
borde entero clamidospora
Colonias grandes, Levaduras alargadas
elevadas, brillantes, y ovaladas presenta
MSPS3B color beige crema, pseudohifas y
borde entero clamidospora
ei?zzogjsbgrri?ﬁ if:s Levaduras ovaladas,
MIS4’A ’ " | presenta pseudohifas y

clamidospora

Colonias grandes,
elevadas, brillantes,

Levaduras ovaladas,
presenta pseudohifas y

color beige crema,
borde entero

1LEV color beige crema, .
clamidospora
borde entero
ei(\)zzocgjsbgr?lﬁ iis Levaduras ovaladas,
MIM4D ’ " | presenta pseudohifas y

clamidospora

*Codigo de cepa aislada. Fuente: datos de la investigacion

Las levaduras aisladas de SDA presentaron caracteristicas propias
de la familia Candidiaceae, caracterizadas por formar sobre los medios
de cultivo colonias pastosas, constituidas en su mayor parte por células
aisladas que suelen ser esféricas, ovoideas, elipsoideas o alargadas. El
crecimiento de estas cepas en CHROMagar fue positiva confirmando la
presencia de este tipo de microorganismos que no fueron de interés en la
presente investigacion. Asimismo, las cepas aisladas de medio Nutritivo
modificado (57) presentaron morfologia celular de cocobacilos y bacilos
gram (-), caracteristico de bacterias de la familia Enterobacteriaceae, razon
por la cual no se les realizé ningtn tipo de analisis.
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Determinacion de la actividad probiotica in vitro de bacterias
y levaduras.

La Tabla 2 muestra las cepas que cumplieron con las caracteristicas
deseadas para microorganismos probioticos, diferenciadas por presentar
catalasa (-), caracteristica general del género Lactobacillus concordando
con De Roissart & Luquet (1994), quienes describen que las cepas
lacticas carecen de la enzima. La prueba de oxidasa fue negativa para
todas, mientras que en las concentraciones a sales biliares y crecimiento
a diferentes pH se observo que la mayoria de las cepas evaluadas excepto
Maj y MalO5s crecieron satisfactoriamente en medio MRS y en los pH de
valores bajos evaluados, requisito indispensable para que se puedan incluir
como probioticos en la dieta humana y animal. Con relacion a la prueba
de antagonismo, todos los aislados presentaron inhibicion frente a los
patégenos evaluados Salmonella, Pseudomona, E. Coli.

Tabla 2. Seleccion de microorganismos con caracteristicas probioticas.

PRUEBA DE .
PRUEBA CRECIMIEN- INHIBICION
MEDIO DE PRUEBA DE SALES BILIA- .
CEPA DE OXI- TOAPh3,04,0 DE PATO-
CULTIVO CATALASA RES 0,05 0,1
DASA 5,670 GENOS
01503
Mae MRS - - + 4+ + + 4+ + +
Maf MRS - - ++ o+ + 4+ +
Mfl MRS - - ++ o+ + ++++ +
Maf 2 MRS - - ++ o+ + 4+ +
ML103 MRS - - ++++ + 4+ + +
MalO05s MRS - - + + + + -+ 4+ + +
Maj MRS - - FRNT S+ +
MalO05bb MRS - - F b4t ¥
+ = prueba positiva, - = prueba negativa

Tolerancia a cambios de pH

El analisis de varianza realizado revel6 que los valores de pH a los que
fueron sometidas las cepas acido lacticas y la interaccion de estos con las
mismas tuvieron un efecto altamente significativo en el crecimiento con un
p=0.0000, indicando que el acido afecta de manera diferente el crecimiento,
dependiendo del tipo de cepa. Ademas, la prueba de correlacion de Pearson
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mostré una relacion directamente proporcional del pH con relacion a la
variable respuesta con un valor de r= 0.3224, lo que significa que a medida
que aumenta el valor de pH, mayor es el crecimiento de las cepas evaluadas.

La prueba de multiples rangos de comparacion de medias de Tukey
senala, que a pH 5.6 las cepas evaluadas presentaron mayor numero de
unidades formadoras de colonia con una media de 3.1x10° UFC/ml (figura
1), mientras que a pH 7 el crecimiento disminuyd, pero se mantuvo estable,
resultado que concuerda con Acedo y Rico (1998) quienes determinaron
que las concentraciones mas habituales de un microorganismo probiético
oscilan entre 10° y 10" UFC/ml.

9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
3 4 56 7

Crecimiento log10 UFC/ml

0,00

pH

Figura 1. Tolerancia de las cepas acido lacticas a diferentes pH.

Efectos similares reportaron Lara y Acosta (2013) quienes obtuvieron
bacilos aislados del intestino de termitas con un incremento en la magnitud
de su densidad poblacional de 108 UFC/ml en medios con pH 5y 7,
diferentes a los reportados por Lara y Burgos (2012) en donde a pH 4, se
presenté el mayor porcentaje de crecimiento de las tres cepas evaluadas
como aditivos en la alimentacion avicola (Saccharomyces sp, Bacillus sp
y Lactobacillus sp). Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio
muestran que el crecimiento bacteriano no se vio afectado por los niveles
de pH, dado que las bacterias siguieron desarrollandose a pH relativamente
bajo, lo que favorece el proceso de fermentacion debido a su capacidad de
resistir laacidez que se produce en el estomago, que es uno de los principales
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obstaculos para el paso del probidtico a través del tracto gastrointestinal
(Jurado et al., 2014).

De las 8 cepas acido lacticas evaluadas solo 2 (Maj y Mal05s) no
toleraron altas concentraciones de acido (pH 3.0), evidenciado por el nulo
crecimiento. La tabla 4 muestra la media de las UFC/ml de las BAL a pH 3.0
indicando que Maf (Lactobacillus fermentum) tuvo el mejor crecimiento
a este pH durante 24 hrs. Ademas, la mayoria de las cepas evaluadas a
pesar de su poco crecimiento a pH 3 — 4 este se mantuvo estable en este
rango (anexo 4), coincidiendo con investigaciones de Du Toi et al. (1998) y
Dunne et al. (2001) quienes han demostrado que las cepas de Lactobacillus
son resistentes a pH acido variando entre 2.5 y 4. Asimismo, Lin et al.
(2007) afirman que la mayoria de las cepas de L. fermentum son acidas
estables debido a que los recuentos bacterianos de estas cepas cambian de
manera insignificante después de 3 horas de incubacion en el jugo gastrico
depH 2.6 y pH 3.2

Tabla 3. UFC/ml de bacterias dcido ldcticas a pH 3.0.

Cepa UFC/ml
Maf (Lactobacillus fermentum) 3.1x10°
Maf2 (Lactobacillus fermentum) 6.0x10?
Mae (Lactobacillus mucosae) 1.5x10?
Mafl (Lactobacillus johnsonii) 1.3x10?
MalO5bb 8.0x10!
ML103 7.0x10*

Maj 0

MalO05s 0

Fuente: cdlculos del estudio
En general Lactobacillus fermentum es una de las especies donde
hay mayor ntmero de reportes, encontrandose que es una de las cepas
mas tolerantes a la acidez gastrica con un porcentaje de supervivencia de
77.7%, luego de dos horas de incubacion (Cueto et al., 2010) y superior al
90% después de tres y cuatro horas de incubacion a pH 3 (Mahmoudi et
al., 2016). Bao et al. (2010) también reportaron 11 cepas de L. fermentum
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con alta tolerancia a la acidez gastrica y con un porcentaje de supervivencia
del 80% luego de 3 horas de incubacion a pH 2.5.

Con relacion a las cepas Lactobacillus mucosae y Lactobacillus
johnsonii estas mostraron una disminucién en la supervivencia a pH 3. Sin
embargo, a pH 7 presentaron un incremento significativo de la poblacion;
resultados similares reporté De Angelis et al. (2006) quienes observaron que
L. mucosae mostraba disminucion en la supervivencia después de 3 horas
de incubacion en jugo gastrico simulado a pH 3 pero a pH 8 presentaba
mayor numero de colonias. Asimismo, Cho et al. (2000) encontraron que
L. johnsonii sobrevivié a pH 3 al menos 3 horas.

Los resultados obtenidos demostraron la capacidad de las cepas para
sobrevivir en condiciones drasticas de acidez a pesar de que a este valor de
pH 3 el crecimiento disminuyo6. Este hallazgo de que las cepas evaluadas en
el presente estudio toleren este pH durante 24 horas es interesante debido
a que existen reportes que indican que otras cepas de lactobacilos como
la M92 de Lactobacillus acidophilus solo puede sobrevivir durante 3 hrs
a este pH, pro-duciéndose luego la lisis del 60% de la pobla-cion inicial
(Suskovic et al., 1997).

Tolerancia a sales biliares

Los resultados obtenidos para sales biliares indicaron que todas las
especies de lactobacilos fueron capaces de sobrevivir a las concentraciones
de sales biliares ex—perimentadas (0.05% (p/v) a 0.3% (p/v). El analisis de
varianza mostro estadisticamente un efecto significativo entre la interaccion
cepas - concentraciones de sales y el crecimiento con un p= 0.0000.
Ademas, la prueba de multiples rangos de comparacion de medias de Tukey
senala que hubo mayores unidades formadoras de colonia de las bacterias
seleccionadas a la concentracion de sales biliares de 0.05% 1.1x109 UFC/
ml, lo que indica que la presencia de las diferentes concentraciones de
las sales no afecta el crecimiento de la cepa, pero si su porcentaje de
sobrevivencia siendo en su mayoria mas tolerantes a la presencia de esta
concentracion (figura 2). Ademas, la prueba de correlacion de Pearson senala
que las variaciones observadas revelan un comportamiento inversamente
proporcional entre el crecimiento de las bacterias y las concentraciones de
sales (r= -0.3434), indicando que a mayor concentracion de sales biliares
menor es la poblacion de BAL.
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Figura 2. Tolerancia de las cepas acido lacticas a sales biliares (%).

En todos los ensayos de este estudio se alcanzaron densidades
poblacionales mayores a 10® UFC/ml excepto a la concentracion de 0.3%,
encontrandose dentro de los valores establecidos para microorganismos
probioticos (Acedo y Rico, 1998); a diferencia de estudios realizados por
Lara y Acosta (2013) quienes demostraron incrementos significativos en la
concentracion de UFC/ml después de 24 horas de incubacion pasando de
una densidad de 10" a 10® UFC/ml en todas las concentraciones de sales
evaluadas (0.00%, 0.05%, 0.15%, 0.30%).

La Tabla 4 senala que Lactobacillus mucosae fue la que tuvo mayor
densidad poblacional a la concentraciéon de 0.3% coincidiendo con
resultados de Valeriano et al. (2014) que indicaron que la cepa L. mucosae
LM1 podria sobrevivir a una concentracién de sal biliar de 0.3%.

Tabla 4. UFC/ml de bacterias dcido lacticas a 0.3% de sales biliares.

Cepa UFC/ml
Lactobacillus mucosae 6.6x10°
Lactobacillus fermentum 4.9x10°
ML103 3.3x10°
Lactobacillus fermentum 3.8x10*
MalO05s 1.7x10?
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Lactobacillus johnsonii 8.0x10!
MalO5bb 3.3x10!
Maj 0

Fuente: cdlculos del estudio

Lactobacillus fermentum también mostré tolerancia a esta baja
concentracion de sales, pero en menor cantidad de unidades formadoras de
colonia, resultados que conciertan con los estudios realizados por Lin et al.
(2007) que mostraron que las cepas de L. fermentum en la evaluacion de su
tolerancia a la bilis (0.3) después de 4 hrs de incubacion fueron resistentes
en un 100% encontrandose en la fase de crecimiento logaritmico medida
por valores de DO a 620 nm. A pesar de su baja densidad poblacional
Lactobacillus johnsonii también pudo resistir la concentracion de sal biliar
de 0.3%. Cho et al. (2000) observé en su estudio que L. johnsonii fue
relativamente resistente a la sal biliar 0.3.

Tolerancia a diferentes temperaturas

El analisis de varianza mostré que las temperaturas evaluadas (30,
40°C) tienen un efecto estadisticamente significativo en el crecimiento de las
bacterias acido lacticas con un p= 0.0000, lo que demuestra termotolerancia
de las cepas a dichas temperaturas sin afectar su crecimiento. La prueba de
multiple rangos indica que a una temperatura de 40°C las cepas presentan
un mayor nimero de unidades formadoras de colonias (3.1x108 UFC/ml)
y no afecta su crecimiento como se muestra en la figura 3, resultados que
coinciden con lo observado por Mora y Garcia (2007), quienes mencionan
que los Lactobacillus pueden desarrollarse con limites de temperatura que
oscilan entre 2 y 52°C, siendo su rango optimo de crecimiento entre 30
a 40°C, caracteristica importante de las bacterias puesto que les permite
crecer en diferentes temperaturas.
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Figura 3. Tolerancia de las cepas acido lacticas a cambios de
temperatura (°C).

La figura 4 muestra que Lactobacillus fermentum fue la que tuvo
mejor comportamiento a 40°C frente a la variable respuesta, con una media
de 1.4x10° UFC/ml, seguido por Lactobacillus mucosae con un valor de
5.0x10% UFC/ml, indicando con ello que estas bacterias no son susceptibles
a las variaciones de temperatura en este rango y que tienen capacidad de
crecer en cantidades adecuadas (108 UFC/ml), a temperaturas relativamente
altas como las encontradas en el rumen (38° y 42° C) (Van Lier, 2009).
Estudios realizados por De Angelis et al. (2006) han confirmado en L.
mucosae resistencia a temperaturas de 70°C durante 10 s, encontrando
una alta supervivencia celular en esta especie (9.35 log UFC ml™).
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Grafico de Interacciones
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Figura 4. Interaccion entre cepa — temperatura en el crecimiento de
las cepas acido lacticas (Mae= L. mucosae, Maf= L. fermentum, Mafl= L.
johnsonii Maf2= L. fermentum).

Tolerancia a diferentes concentraciones de NaCl

El analisis de varianza realizado para el crecimiento arrojo diferencias
significativas entre las concentraciones de sales evaluadas con un p=0.0000,
siendo notable al 2% (0.99) y 4% (0.27) y muy bajo al 7% (0.07) y 10%
(0.04) p/v de NaCl como lo mostré la prueba de Tukey, indicando que
el crecimiento esta determinado por el tipo de bacteria y la respectiva
concentracion de NaCl a la que fue sometida. Asimismo, la prueba de
Pearson mostro que este fue inversamente proporcional a la concentracion
de NaCl con un valor de r=-0.6037, reflejando que a medida que aumenta
la concentracion de sales el crecimiento va disminuyendo notablemente

(figura 5).
1
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Figura 5. Tolerancia de las cepas acido lacticas a diferentes
concentraciones de NacCl.
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En la Tabla 5 se describen las cepas acido lacticas que tuvieron
mayor crecimiento a altas concentraciones de NaCl siendo Lactobacillus
fermentum la mas considerable.

Tabla 5. UFC/ml de cepas dcido ldcticas a concentracion de NaCl 10%

Cepa DO (600 nm)
Lactobacillus fermentum 0.08
ML103 0.06
Lactobacillus mucosae 0.04
Lactobacillus fermentum 0.04
Maj 0.04
Lactobacillus johnsonii 0.03
MalO05bb 0.02
MalO5s 0.01

Fuente: cdlculos del estudio

Los resultados en este estudio también fueron similares a los obtenidos
por Lara y Burgos (2012) quienes comprobaron que efectivamente el
crecimiento de los microorganismos evaluados fue también mayor en 2 y
4% de NaCl.

Fermentacion de la glucosa

La figura 6 muestra que la produccion de gas fue negativa solo para
Lactobacillus johnsonii y Mal05bb, las demas produjeron gas. Estas cepas
que fermentaron la glucosa sin producciéon de gas durante las 24 hrs de
in-cubacién demostraron una asimilacion del carbohidrato lo que evidencia
la ruta metabdlica homofermentativa utilizada por el género Lactobacillus
sp., indicando la pro-duccion de acido lactico (Lara y Burgos, 2012);
resultados que coinciden con Taheri et al. (2009) quienes asegura que L.
johnsonii pertenece al grupo de las bacterias homofermentativas obligadas.
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Figura 6. Capacidad de fermentacion de la glucosa por las cepas acido lacticas
en solucion de purpura de bromocresol (0,5%) y campanas de Durham.

Segun Diazetal. (2014) L. fermentum presenta un tipo de metabolismo
heterofermentativo obligado. Asimismo, Soriano et al. (2014) senal6 que
L. mucosae es conocida por ser heterofermentativa coincidiendo con los
resultados obtenidos en este ensayo. De igual forma, Mamuad et al., (2012)
también indicé que los resultados obtenidos durante la caracterizacion de
los metabolitos y la produccion de gas de L. mucosae demostraron que esta
bacteria es capaz de producir CO2 y H2 cuando se cultiva en medio MRS,
basicamente como productos de la fermentacion anaerdbica de la glucosa
contenida en el medio.

Prueba de antagonismo

El ensayo de inhibicion in vitro mostré que todas las cepas de
Lactobacillus sp., fueron capaces de ejercer un efecto inhibidor contra
los 3 patogenos (Salmonella, Pseudomona aureginosa, Escherichia Coli)
con halos entre 0.8 y 1 mm de distancia, que son independientes de la
cantidad de discos manejados en agar. El analisis de varianza realizado para
el crecimiento mostro estadisticamente diferencias significativas entre las
cepas y los patégenos evaluados con un p= 0.000. La prueba de Tukey
senal6 que E. Coli fue el patégeno mayormente inhibido por las cepas con
una media de 1 mm, seguido por Salmonella (0.9 mm) y finalmente P
aureginosa con un valor de 0.8 mm (figura 7), coincidiendo con Mahmoudi
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et al. (2016) quienes demostraron que tanto la cepa L. fermentum B116
como B19 mostraron las mayores capacidades de inhibicion contra E. Coli
(d=10/pm 0.47 mm y 9/ pm 0.39 mm, respectivamente).

11
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trnm)

Fatogeno

Figura 7. Halos de inhibicion producido por las cepas acido lacticas.

En este ensayo se observo que las colonias de bacterias inhibieron el
crecimiento de los patogenos evaluados en una baja proporcion, debido
a que presentaron halos alrededor de los discos de papel filtro que no
superaron los 2 mm, resultados similares a los obtenidos por Lara y Burgos
(2012) quienes demostraron en su estudio que Lactobacillus sp., también
produjo halos de inhi-bicion de Imm frente a Salmonella y E. Coli.

En la figura 8 se observa que las cepas que tuvieron mejor inhibicion
frente a los patogenos fueron: Mal05s (1.2 mm) y Maf2 - L. fermentum -
(1.1 mm) frente a E. Coli, Mafl - L. johnsonii (1.2 mm) y Mal05bb (0.9)
frente a P aureginosa Mafl - L. johnsonii (0.9) y Mal05s (0.9) frente a
Salmonella. Estos resultados estan de acuerdo con Lin et al., (2007) quienes
sefialan que la mayoria de las cepas de L. fermentum son inhibidoras de
bacterias patogenas Gram-negativas, tales como E. coli, Salmonella spp.,
Shigella spp., y bacterias Gram-positivas, como S. aureus enterotoxigénicos
aunque las amplitudes inhibitorias son variables. Asimismo, Mahmoudi et
al. (2016) comprobaron que tanto la cepa L. fermentum B116 como B19
mostraron las mayores capacidades de inhibicion contra E. Coli (d = 10/
pm 0.47 mm y 9/ pm 0.39 mm, respectivamente).

Valeriano et al., (2014) también han demostrado que L. mucosae
(LM1) aislada recientemente de las heces de lechones era capaz de
producir una bacteriocina putativa que ejercia un efecto inhibidor sobre
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el crecimiento de Escherichia coli K88 y Salmonella typhimurium KCCM
40253.

Grafico de Interacciones
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Figura 8. Interaccion de cepas — patogenos en la produccion de halos de
inhibicion por las cepas en estudio (Mae= L. mucosae, Maf= L. fermentum,

Mafl= L. johnsonii Maf2= L. fermentum).

Este proceso de inhibicion probablemente se deba a la produccion
de sustancias como resultado de la fermen-tacion, principalmente la
generacion de compuestos antimicrobianos, tales como los acidos lacticos,
acético y propidnico, el peroxido de hidrégeno (H,O,), la reuterina, el
dioxido de carbono (CO,), el diacetilo (2,3-butanodiona), el acetaldehido
y compuestos de alto peso molecular como las bacteriocinas, caracteristico
del metabolismo de las bacterias lacticas (Ramirez, 2005). De hecho,
uno de los mas importantes mecanismos por el cual las BAL inhiben a
sus competidores se da por la produccion de acido lactico, acético y
bacteriocinas, metabolitos antimicrobianos que pueden ser beneficiosos
para la conservacion de los alimentos (Dunne et al., 2001; Bernet-Camard
et al., 1997). Barrow et al., (1980) senalaron que el crecimiento de la
mayoria de los microorganismos, como las bacterias coliformes, podria ser
inhibido cuando el pH del medio era inferior a 4.5 y las cepas de este
estudio toleraron valores de pH inferiores a este, dato importante para
considerarse como bacterias con potencial probiético.
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Capacidad de crecimiento

En la figura 9 se muestra el crecimiento de la cepa Mae (Lactobacillus
mucosae) y Maf (Lactobacillus fermentum) en medio de cultivo de
lactosuero. La fase exponencial se alcanzo primero en L. mucosae a las 6 hrs
(tiempo 2) con un valor de 5.8x10” UFC/ml, mientras que L. fermentum
tuvo mayor cantidad de unidades formadoras de colonia a las 12 hrs
(tiempo 3), con un valor de 1.5x10® UFC/ml, resultados que coinciden con
los reportados por Jurado et al. (2014) donde L. plantarum también tuvo su
crecimiento maximo a las 12 hrs con un valor de 6.75x10'* UFC/ml, lo que
indica que ese es el tiempo minimo de duracion del proceso fermentativo.
Ademas, estos valores estarian relacionados con los reportados por Acedo y
Rico (1998) quienes afirman que las concentraciones mas frecuentes de un
microorganismo probiotico oscilan entre 10% y 10" UFC/ml.

2,0E+08
1,5E+08
1,0E+08
5,0E+07

0,0E+00
0 5 10 15 20 25 30 35

CRECIEMIENTO L. fermentum UFC/ml

CRECIEMIENTO L. mucosae UFC/ml

Figura 9. Curva de crecimiento de Lactobacillus mucosae y Lactobacillus
fermentum en medio de lactosuero.

Enesesentido, Lactobacillus fermentum puede ser un microorganismo
optimo para ser utilizado en la preparacion de indculos, por cuanto a las 12
horas la bacteria alcanza la fase exponencial de crecimiento, disponiendo
de una concentracion celular suficiente para mantener una viabilidad alta
en el tiempo. Ademas, tratandose de su crecimiento en un medio de cultivo
de lactosuero que desde el punto de vista econémico es una materia prima
barata, asequible y lo mas importante proporciona los nutrientes necesarios
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para el crecimiento de bacterias lacticas, lo que permitiria la produccion
de indculos con propiedades probidticas para futuros estudios en animales
in vivo, debido a que los costos de produccion del medio serian de gran
interés siendo factible el proceso de produccion a nivel industrial de estos
indculos para este tipo de microorganismos.

Identificacion molecular por PCR

La identificacion de bacterias probidticas a través de la secuenciacion
16S rRNA es una técnica adecuada y accesible (FAO / OMS, 2002). En el
presente estudio la base de datos de secuencias tipo del algoritmo Seqmatch-
RDP contra aislamientos cultivados indicé que las secuencias problemas
ensambladas fueron muy similares en la mayoria de sus longitudes con
las cepas tipo identificadas como: Lactobacillus fermentum (Maf — Maf2),
Lactobacillus mucosae (Mae) y Lactobacillus johnsonii (Mafl).

Los resultados del andlisis taxonémico dan prueba de ello
demostrando que la secuencia ensamblada de 1502 pb contra la base de
datos refseq/RNA del NCBI, indico que tiene un 99% de identidad en el
99% de su longitud, con secuencias del gen ribosomal 16S pertenecientes a
Lactobacillus fermentum (Maf — Maf2). Asimismo, la secuencia ensamblada
de 1495 pb contra la misma base de datos, indicé que tiene un 100% de
identidad en el 100% de su longitud, con secuencias del gen ribosomal 16S
pertenecientes a Lactobacillus mucosae (Mae). Finalmente, la secuencia
ensamblada de 1493 pb también, indicé que tiene un 99% de identidad en el
100% de su longitud, con secuencias del gen ribosomal 16S pertenecientes
a Lactobacillus johnsonii (Mafl) (CorpoGen, 2017).

De otra parte, las secuencias en estudio también fueron comparadas
con secuencias homologas de la base de datos de GenBack mostrando que
efectivamente las secuencias estudiadas son muy similares a secuencias de
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus mucosae y Lactobacillus johnsonii
con un 99% de identidad y 100% de cobertura (anexo 16). El arbol de
distancia muestra que las secuencias estudiadas con un soporte de ramas
del 100% se agrupan con las respectivas especies, demostrando que las
tres cepas aisladas estdn asociadas a un mismo grupo pertenenciente al
género Lactobacillus. Ademas, se observa que la cepa Maf y Maf2 estan
relacionadas en un 99% correspondiendo a la misma especie Lactobacillus
fermentum (figura 10).
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Figura 10. Arbol de distancias de las secuencias en estudio a partir de la base de
datos GenBack.

Conclusiones

Las cepas aisladas demostraron su potencial como probiéticos en
condiciones in vitro con una adecuada formacion de biomasa para la
produccion de inéculo, razén por la cual estas bacterias obtenidas podrian
ser utilizadas como aditivos en alimentos para humanos o animales; siendo
Lactobacillus fermentum (Maf — Maf2) y Lactobacillus mucosae (Mae) las
que presentaron mayor viabilidad como probiéticos, por lo que podrian ser
una alternativa factible para sustituir las terapias con antibioticos.
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