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RESUMEN: Las propiedades beneficiosas de las bacterias acido lacticas (BAL) posibilitan su uso como
probidticas en animales y humanos. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar, mediante pruebas in vitro,
cepas BAL procedentes de fuente animal para considerar su posterior aplicacion como probiotico en animales.
Se evaluaron 72 cepas, identificadas hasta el nivel de género, de Lactobacillus spp., Leuconostoc spp.,
Lactococcus spp., Streptococcus spp. y Pediococcus spp. A todas las cepas se les determind su estabilidad
de crecimiento a diferentes pH, temperatura y tolerancia a altas concentraciones de cloruro de sodio. De
ellas se seleccionaron 14 cepas que presentaron las mejores caracteristicas como candidatos a probi6ticas
por sus resultados a las pruebas de hidrofobicidad frente a solventes organicos (xileno y hexadecano), tiempo
de autoagregacion y la prueba de antagonismo microbiano; ante Bacillus cereus y Staphylococcus aureus
el 63,6% de las cepas inhibieron el crecimiento, ante Salmonella typhimurium el 75,7% vy frente a
Pseudomonas aeruginosa el 72,7 %.
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Invitro characterization of acid lactic bacterias with probiotic potential

ABSTRACT: The beneficial properties of the lactic-acid bacteria (LAB) in animals and humans make possible
their use as probiotics. In order to characterize LAB from animal sources using in vitro tests to consider
their subsequent application as a probiotic, 72 strains belonging to the genera Lactobacillus spp., Leuconostoc
spp., Lactococcus spp., Streptococcus spp. and Pediococcus spp. were evaluated. Growth stability of all
strains was determined at acid pH, different temperatures and tolerance to high concentration of sodium chloride.
From them, there were 14 strains showing the best probiotic characteristics as candidates due to their scores
on tests of hydrophobic versus organic solvents (xylene and hexadecane), autoaggregation time and microbial
test. The 63,6% of the strains inhibited growth against Bacillus cereus and Staphylococcus aureus, the 75,7%
against Salmonella typhimurium and the 72,7% against Pseudomonas aeruginosa.

Key words: lactics-acid bacteria, probiotics, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella spp.,
Pseudomonas aeruginosa.

Las bacterias acido lacticas (BAL), se definen como
una clase funcional que designa un grupo heterogé-
neo de bacterias Gram positivas, no patégenas, no
toxigénicas, fermentadoras, caracterizadas por produ-
cir acido lactico a partir de carbohidratos, lo que las
hace (tiles como cultivos iniciadores para la fermenta-
cion de alimentos. Comparten otros rasgos comunes
como ser aerotolerantes, no forman esporas, no redu-
cen el nitrato y no producen pigmentos (1).

El grupo se subdivide en bacterias homo y
heterofermentativas en funcion de los productos de su
metabolismo. Las homofermentativas se caracterizan
porque el Unico producto de la fermentacién de los
carbohidratos es el acido lactico, mientras que las
segundas pueden originar, ademas, diéxido de carbo-
no, etanol o &cido acético (2). Dentro de las BAL, los
géneros mas utilizados para la obtencion de alimentos
y bebidas fermentadas son Lactococcus, Lactobacillus,



Leuconostoc, Oenococcus y dentro del género
Streptococcus la especie S. thermophilus (3).

Debido a que las BAL prevalecen en los alimentos
fermentados, a su bajo nivel de infeccion y que son
parte de la microbiota normal de las mucosas, se les
atribuye su bajo potencial patogénico, por lo que se
consideran como organismos GRAS (General
Regarded As Safe) (4). Las investigaciones realiza-
das a las BAL demuestran una serie de beneficios
potenciales a la salud, pero los efectos descritos solo
pueden ser atribuidos a las cepas analizadas en cada
estudio, y no se pueden generalizar a todas las espe-
cies, ni atodo el grupo u otras cepas probiéticas (5).

El hecho de que los efectos son especificos para
cada cepa, implica que se deben registrar los resulta-
dos sanitarios apoyados en las estudios in vitro e in
vivo de cada una y que los mismos no pueden ser
utilizados como prueba para avalar el uso de otras ce-
pas que no sean incluidas en un estudio. En general,
la evidencia clinica més fuerte a favor de las BAL esta
relacionada con su uso como probiéticos para mejo-
rar la funcién del intestino y estimular el estado
inmunitario en los humanos y animales (6)

El objetivo del presente trabajo fue realizar la ca-
racterizacién mediante pruebas in vitro a 72 cepas BAL
aisladas de leche procedente de ubres de vacas crio-
llas venezolanas y seleccionar aquellas que pueden
ser empleadas como probidticas en la alimentacion en
humanos y en la dieta animal.

Las cepas aisladas fueron identificadas hasta gé-
nero por las caracteristicas culturales, morfologia,
tincion de Gram, pruebas de fermentacién de
carbohidratos, actividad catalasa, produccién de es-
poras y motilidad, segun lo descrito por Kozaki et al.
(7). De acuerdo a los criterios del Manual Bergey (8)
se identificaron 14 aislados como Lactobacillus spp.,
13 cepas de Leuconostoc spp., 15 correspondieron a
Lactococcus spp., 16 fueron Streptococcus spp. Y
15 resultaron Pediococcus spp.

Para la caracterizacion fenotipica de las cepas iden-
tificadas se realizaron las pruebas de produccién de gas,
a partir de glucosa al 2 % en medio de cultivo liquido
Mann Rogosa Sharp (MRS, Merck, Alemania) a 37°C
durante 24-48 horas, sin agitacion. Para el crecimiento
enagar MRS se emplearon jarras de anaerobiosis con
una atmosfera de CO, de un 10% a 37°C por 48 horas.
Se utilizaron ademas medios M17 y Elliker (Oxoid, UK)
para el crecimiento de bacterias lacticas, las cuales
fueron cultivadas bajo las mismas condiciones.

Se evaluo el crecimiento a temperaturas de 15, 30,
37y 45°C con condiciones aerobias y microaerdfilicas,
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a diferentes pH: 3, 4, 5y 6; y se determind la toleran-
ciaa 6.5% de NaCl. Para estas pruebas se emplearon
los medios MRS y M17. El crecimiento se observo
visualmente en cada una de las variantes evaluadas.

Para la determinar el antagonismo microbiano se
utilizé la prueba de spot on the lawn descrita por
Lewus et al. (9), que consiste en la inhibicion del cre-
cimiento de una cepa sensible, por una bacteria pro-
ductora. En este estudio se verifico la produccion de
sustancias antagonistas por las cepas evaluadas, fren-
te a microorganismos patdégenos como Bacillus
cereus ATCC 11778, Staphylococcus aureus ATCC
29213, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853, de la colec-
cion de cultivos procedentes de la Universidad Cen-
tral de Venezuela.

A partir de cultivos de las BAL en caldo MRS y
M17 de 18 horas de crecimiento, con una concentra-
cién de 108 UFC/ml, se inoculé un volumen de 0,01 ml
en placa de MRS agar y se incubé en condiciones
de microaerofilia durante 24 horas. Después de la for-
macién de colonias visibles se le afiadié agar semisélido
del medio infusion cerebro corazén (BHI al 0,8 %) con-
teniendo 10° UFC/ml de las cepas patégenas
indicadoras y se dejaron secar a 4°C durante 2 horas.
Posteriormente se incubaron a 37°C durante 48 horas.
La actividad antagonica positiva se verificé por la for-
macion de zonas transparentes alrededor de las colo-
nias con un diametro mayor a 1 mm.

Se determind la hidrofobicidad superficial de las
cepas aisladas de Lactobacillus ssp. Leuconostoc
spp., Lactococcus spp., Streptococcus spp. y
Pediococcus spp. mediante la medicion de la afinidad
por el disolvente organico que presentan las células
cultivadas en sistema de dos fases (agua- disolvente
organico), como medida predictiva de su capacidad de
adhesion a epitelios.

Para evaluar la hidrofobicidad en la superficie
bacteriana se realizé un ensayo segun las indicacio-
nes reportados por Frizzo et al. (10) para determinatr,
através de porcentajes de hidrofobicidad, la tenden-
cia a la adhesion epitelial (mayor porcentaje de
hidrofobicidad, mayor adherencia). Cada una de es-
tas cepas crecidas de cultivo fresco en caldo MRS a
37°C se lavaron con solucion tampén de fosfato sali-
no (PBS) y se ajustaron a una densidad 6ptica de
0,6-0,7 a 560 nm (DO, )y se mezclaron con la
misma cantidad de n-hexadecano y xileno, a tempe-
ratura ambiente. Después de un tiempo de separa-
cién de 60 min, se midié laDO, de lafase acuosa.
El porcentaje de hidrofobicidad se calcul6 utilizando
la siguiente ecuacion:
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% de Hidrofobicidad = >

Oy antesde mezclar- DO, después de mezclar

x 100

DO, ., antes de mezclar

La actividad de hidrofobicidad de las cepas evalua-
das se clasific como alta (51-100%), media (30- 50%)
y baja (0-29 %), segun lo propuesto por Nader-Macias
(12).

Posteriormente, a las cepas para las que los resul-
tados de hidrofobicidad fueron positivos se les realizé
el ensayo de agregacién de acuerdo a la técnica utili-
zada por Reniero etal. (12).

Los cultivos de 18 h de incubacién a 37°C en MRS
se centrifugaron y se lavaron tres veces con agua des-
tilada, se resuspendieron en el volumen inicial con una
solucion de PBSy se llevaron a una DO de 0,7. Los
sobrenadantes de cada una de las cepas se filtraron y
se agregaron a la suspension a una concentracion fi-
nal del 10% (v/v); posteriormente, se incubaron a tem-
peratura ambiente. La agregacion se considerd positi-
va cuando las particulas visibles, similares a la arena y
formadas por las células agregadas, se depositaron
en el fondo del tubo dejando el sobrenadante limpio
por un periodo maximo de 2 h a temperatura ambiente.

Los resultados obtenidos en cada uno de los expe-
rimentos se basaron en la media de tres experimentos.

En la Tabla 1 se pudo observar que la mayoria de
las cepas evaluadas son homofermentativas obligadas,
al no producir gas y crecer bajo diferentes condicio-
nes, por lo que se describen como facultativas
anaerobias. Dentro de los facultativos se distinguen
aguellas que tienen la capacidad de alternar un meta-
bolismo oxidativo aerobio con otro fermentativo, de
aquellos otros que nunca pueden utilizar el O, como

aceptor final de electrones, pero que fermentan indis-
tintamente en presencia y en ausencia de aire. Este
ultimo caso es el de las bacterias lacticas incluidas
dentro del grupo de cocos Gram positivos facultativos.
En cambio, los estafilococos son verdaderos facultati-
VoS, capaces de presentar dos fisiologias alternativas,
como ocurre con la mayor parte de las levaduras. Al-
gunos cocos Y bacilos del grupo lactico crecen mal
en condiciones estrictamente anaerobias, aunque nun-
ca utilizan el O,, otros crecen bien solo a bajas presio-
nes parciales de oxigeno y por ello se les denomina
microaerdfilos; tal es el caso de las cepas evaluadas
en el presente trabajo.

Se observo que todas las cepas evaluadas crecie-
ron satisfactoriamente en los diferentes mediosy en
los pH de valores bajos evaluados, requisitos indispen-
sables para que se puedan incluir como probidticos en
la dieta humana y en la dieta animal. El crecimiento
bacteriano fue exitoso en las condiciones de tempera-
tura evaluadas; sin embargo, a latemperatura de 45°C
de algunas cepas, en especial de lactobacilos, el
17,24% no crecieron. Lo mismo ocurrié con la concen-
tracion de NaCl evaluada. Estos resultados estan acor-
de con los descritos por Sanchez et al. (13), quienes
encontraron que un 16% de los lactocacilos de origen
humano, no resistieron a estas condiciones hostiles.

De las 72 cepas evaluadas, se seleccionaron 42
gue cumplieron estos requerimientos, pasando a rea-
lizar el estudio de antagonismo microbiano ante cua-
tro patégenos indicadores, como se observa en la Ta-
bla 2 y Figura.

TABLA 1. Caracteristicas culturales de las cepas evaluadas. n= 2./Cultural characteristics of the strains evaluated.

n=2.
Caracteristicas bioquimica Positivas Negativas
Crecimiento en medio MRS ,M17 y Elliker 100 % -
Produccion de gas en caldo MRS glucosado 24,5% 75,75%
Crecimiento a 15 °C 95 % 5%
Crecimiento a 30°C 100 % -
Crecimiento a 37°C 100 % -
Crecimiento a 45°C 72,72 % 27,28 %
Crecimiento en Medios con NaCl 6,5 % 75,75 % 24,25%
Crecimiento a pH, 3,4;5y 6 100 % -
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TABLA 2. Resultados de la actividad antagonista (medias de los halos de inhibicion en mm) de las BAL evaluadas
frente a diferentes cepas patdgenos indicadoras. n=3./ Results of the antagonistic activity (inhibition halo averages in

mm) of the LAB evaluated against different pathogen strains. n=3.

Cepa CepasBAL (Halosdeinhibicion mm)
Indicador a . :
Lactobacillussp. Leuconostoc sp.  Lactococcussp.  Pediococcussp.  Streptococcus sp.
B. cereus 25,3+ 0,69 22,06+ 0,24 10,50+1,38 17,22+0,06 23,24+ 0,91
S aureus 157£15 20,36+0,34 254+ 15 10,76+ 0,09 15,20+1,09
S. typhimurium 13,33+0,68 15,70+ 0,56 16,24+1,07 10, 20+ 1,09 11,78+ 1,09
P. aeruginosa 25,12+ 0,25 6,89+ 0,02 15,3 £0,65 13,45+ 1,09 14,6+1,09

FIGURA. Prueba de antagonismo microbiano de cepas
BAL aidadas frentea Salmonella typhimurium./ Microbial
antagonitic test of isolated LAB strains against Salmonella
typhimurium.

La mayoria de las cepas evaluadas exhibieron ac-
tividad antagénica contra la totalidad de los patégenos
estudiados; el 63,6% de las cepas seleccionadas
inhibieron a Bacillus cereus y Staphylococcus aureus,
el 75,7% a Salmonella typhimurium y el 72,7% a
Pseudomonas aeruginosa. Los halos de inhibicién fue-
ron variables en cada grupo de las bacterias evalua-

das. En este estudio no se evalud la naturaleza de las
sustancias antagonicas que producen las cepas eva-
luadas. Se describe por varios autores que en esta
actividad pueden estar presentes acidos organicos
(tales como acido lactico), peroxido de hidrogeno,
diéxido de carbono, diacetilo, acetaldehido y sustan-
cias de naturaleza proteica antimicrobiana, llamadas
bacteriocinas, por lo que es necesario continuar es-
tos estudios (14,15).

Las caracteristicas fisico-quimicas de la pared ce-
lular bacteriana, y la naturaleza de la superficie a la
que se adhiere, influyen sobre los fenbmenos de
autoagregacion y adhesion. En la Tabla 3 se observan
los ensayos de adhesion a xileno y hexadecano, am-
bos solventes no polares. Las cepas seleccionadas
para este estudio demostraron que 14 de ellas presen-
taban porcentajes de adhesion superiores al 78%. Las
restantes cepas evaluadas tienen actividad hidrofébica
moderada, teniendo en cuenta los valores hallados
segun lo reportado por diferentes autores (16,17). Es-
tos resultados indican un fuerte caracter hidrofébico
de la superficie celular, factor que contribuye a la
interaccion de las BAL con las células del tracto
gastrointestinal.

TABLA 3. Resultados a la prueba de adherencia microbiana a hidrocarburos (ensayo de hidrofobicidad) vy

autoagregacion.
aggregation. n=3.

Valores medios
% de Hidrofobicidad

p-xileno

n=3./ Results of the microbial adherence test to hydrocarbures (hydrophobicity test) and auto

Autoagregacion.
Tiempo(min)
Hexadecano

Lactobacillus sp. 91 + 0,05 86 + 0,05 16 £ 0,24
Leuconostoc sp. 82 + 0,06 85+ 1,05 15+ 0,24

Streptococcus sp. 78 + 0,45 89+ 147 17+ 0,18
Lactococcus sp. 50 + 0,07 37+0,85 35+ 0,35
Pediococcus sp. 11+ 0,36 10+0, 33 -
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La capacidad de autoagregacion de las cepas
probiéticas parece ser una exigencia necesaria para
lograr la adhesion a las células epiteliales del intesti-
no, ocupando lugares especificos para evitar la poten-
cial colonizacion por microorganismos patégenos, por
lo que es un importante criterio de seleccién de
probidticos. El mecanismo de autoagregacion fue pre-
viamente referido a los lactobacilos por varios autores
(18) y se describe que las proteinas presentes en el
sobrenadante del cultivo y las proteinas y lipoproteinas
localizadas en la superficie de las células estan
involucradas en la agregacioén. Los tiempos hallados
menores de 45 minutos en la autoagregacion de las
cepas evaluadas (Tabla 3) sugieren una relacién direc-
ta con el caracter hidrofébico de la superficie celular.
Para las cepas de Pediococcus spp. no se determiné
la capacidad de autoagregacion, teniendo en cuenta
los bajos resultados obtenidos en la prueba de
hidrofobicidad (adhesion a solventes organicos).

Los resultados obtenidos en las pruebas in vitro
realizadas demostraron que las cepas seleccionadas
poseen caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas com-
patibles con un potencial uso como probiético: resis-
tencia a pH acido, actividad antimicrobiana, buenas
propiedades hidrofobicas y autoagregantes, relaciona-
das con su capacidad de adhesion al epitelio intesti-
nal. Sin embargo, los presentes resultados muestran
que existen variaciones entre las BAL evaluadas, con
relacion a la adhesion a superficies celulares por la
técnicarealizada, por lo que se deberia complemen-
tar con estudios en cultivos celulares in vivo.
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