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RESUMEN: Se caracterizaron in vitro 17 cepas de Lactobacillus spp. aisladas del tracto intestinal de terneros
neonatos, para seleccionar las mejores como candidatos probidticos y realizarles posteriormente los estudios
in vivo. A todos los aislados se les realiz6 la prueba de la catalasa, la tincion de Gram y se estudié sus
caracteristicas culturales para su identificacion preliminar. Se evalu6 su capacidad probidtica mediante pruebas
in vitro como fueron el crecimiento a diferentes temperaturas (30, 37 y 45°C), pH (2,5; 3,4; 5,4; 6,4) y capacidad
de acidificacién del medio de cultivo. Se preseleccionaron 10 cepas de Lactobacillus spp. que crecieron en
todas las condiciones evaluadas. Se destaca el crecimiento de células viables de 6,7-10 log UFC/ml que
disminuyeron el pH hasta valores de 3,2-4. A continuacién se evaluaron sus caracteristicas funcionales: la
tolerancia al jugo gastrico artificial y a sales biliares (0,3% de Oxgall), asi como su actividad de antagonismo
microbiano ante cuatro agentes patégenos. Se obtuvo que cuatro cepas de Lactobacillus spp. mostraron
potencialidades probidticas por su resistencia al tratamiento con sales biliares hasta las 24 horas, y con jugo
gastrico artificial se observé crecimiento microbiano de 3,52-6,5 Log UFC/ml a los 90 minutos; ademas,
inhibieron el crecimiento de Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Listeria
monocytogenes. Se evaluo el perfil de susceptibilidad a 13 antimicrobianos y la mayoria de las cepas revelo
resistencia a tres de ellos.

Palabras clave: Lactobacillus spp., probiético, Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes.

Strains of Lactobacillus spp. with probiotic capacity isolated from the intestinal tract of calves

ABSTRACT: Seventeen strains of Lactobacillus spp. isolated from the intestinal tract of neonatal calves
were characterized in vitro to select the best ones as probiotic candidates and to study them in vivo. All the
isolates were tested for catalase, Gram stained, and their cultural characteristics studied for their preliminary
identification. Their probiotic capacity, such as growth at different temperatures (30, 37, and 45°C), pH (2.5,
3.4, 5.4, 6.4), and their capacity to acidify the culture medium, were assessed in vitro. Ten strains of
Lactobacillus spp. growing under all the conditions tested were preselected, standing out growths of viable
cells of 6,7-10 log CFU/mI that reduced pH values to 3.2-4.0. Then, their functional characteristics such as
tolerance to artificial gastric juice and to bile salts (0.3% Oxgall), and their microbial antagonism activity against
four pathogens of veterinary interest were evaluated. The result obtained showed probiotic potential in four of
the Lactobacillus spp. strains tested for their resistance to treatment with bile salts until 24 hours and the
microbial growth of 3.52-6.5 log CFU/ml with artificial gastric juice observed after 90 minutes; they also inhibited
the growth of Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Listeria monocytogenes. The
profile of susceptibility to 13 antimicrobials was evaluated, and most of the strains revealed resistance to three
of them.

Key words: Lactobacillus spp., probiotics, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes.




INTRODUCCION

Las enfermedades entéricas son de gran importan-
cia para la industria pecuaria, debido a la pérdida de
productividad, al incremento de la mortalidad y la con-
taminacion de productos para consumo humano (1,
2). Es por ello que en los sistemas de produccion ani-
mal intensiva se introducen nuevos productos y tec-
nologias que permiten la obtencion de alimentos mas
seguros y que al mismo tiempo contribuyan a produc-
ciones con una sostenibilidad econdmica adecuada
(3, 4).

Los alimentos destinados para la produccién ani-
mal requieren, ademas del empleo de férmulas ade-
cuadas para la satisfaccion de los requerimientos
nutricionales, del uso 6ptimo de los mismos y un me-
joramiento en la salud de los rebafios (5). Esto se pue-
de lograr, entre otras medidas, con la aplicacion de los
denominados promotores del crecimiento y aditivos
alimentarios, los que han cobrado fuerza en su uso,
con énfasis en que tales aditivos cumplan con su re-
quisito primario de elevar la eficiencia productiva de los
animales (6).

Los productos conocidos como probidticos se utili-
zan cada vez con mayor fuerza en los sistemas inten-
sivos de produccion animal y el éxito de su uso, aun-
que variable en algunos casos, permite afirmar que los
mismos se han convertido en una herramienta indis-
pensable para los productores y constituyen una solu-
cion alternativa promisoria que cobra cada dia mayor
interés (7, 8).

El desarrollo de este tipo de producto obedece
mayormente a la necesidad de sustituir el empleo de
antibioticos en la alimentacion animal, los cuales son
usados para mantener un buen balance en la microbiota
del tracto gastrointestinal (TGI) y para eliminar
microorganismos patégenos, con el objetivo de reducir
enfermedades gastrointestinales frecuentes en anima-
les (2, 9).

Se conoce que el TGI de los terneros sanos esta
colonizado por una microbiota compleja, proveniente
en gran parte de la madre (10). Cuando los terneros
jévenes son apartados de sus madres y alojados en
sistemas intensivos, la posibilidad de adquirir microbiota
natural autéctona se reduce y el intestino puede ser
facilmente colonizado por microorganismos patégenos.
Los terneros son muy susceptibles a sufrir bacteriosis
entéricas, lo que ocasiona una ineficiente digestion y
absorcion de nutrientes, ademas de una demora en el
crecimiento, particularmente en los primeros 28 dias
de vida, después de los cuales el intestino alcanza su
actividad funcional (10).
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Por esto, resulta importante incorporar
microorganismos nativos en la dieta de estos anima-
les para mantener el balance microbiano. Los
probidticos pueden soportar condiciones especificas
ocurridas en el TGI; estos pueden resistir por mas de 4
horas a las enzimas proteoliticas, los bajos valores de
pH (1,8-3,2) prevalecientes en el estdmago y la con-
centracién de bilis, jugos pancreaticos y mucus pre-
sentes en el intestino delgado (11, 12), de forma tal
que los microorganismos colonizadores lleguen en
estado viable y en cantidades suficientes, una vez que
han superado las barreras acida y biliar en el tracto
digestivo (13). Los resultados de estas pruebas tam-
bién pueden predecir la capacidad in vivo de las ce-
pas; de ahi que el éxito de un probidtico depende en
gran medida de realizar una buena seleccién in
vitro (14).

El objetivo del presente trabajo fue realizar el aisla-
miento de cepas Lactobacillus spp. a partir del TGl de
terneros neonatos y su caracterizacion como probidtico
mediante pruebas in vitro, como la resistencia a sales
biliares y al jugo gastrico, asi como su capacidad de
producir sustancias inhibitorias ante cuatro patégenos
de importancia veterinaria.

MATERIALESY METODOS

Medios y condiciones de cultivo

Las bacterias acido lacticas (BAL) aisladas se cul-
tivaron en caldo o agar Mann Rogosa Sharp (MRS,
BioCen, Cuba) a 37°C durante 24-48 horas, y para el
crecimiento en agar se emplearon jarras de
anaerobiosis bajo una atmosfera de 10% de CO,. Para
la conservacion de cada aislado se utilizé caldo MRS
con 30% de glicerol y el medio conformado por leche
descremada (10%) y extracto de levadura (1%) a -20°C.

Obtencion y procesamiento de la muestra

Las cepas de los microorganismos se obtuvieron a
partir de la saliva y de diferentes partes del intestino
(duodeno, yeyunoy colon) de terneros sanos, entre 5
y 25 dias de vida, y de la vagina de vacas préximas al
parto. Los animales procedian de la vaqueria del Cen-
tro Nacional de Sanidad Agropecuaria, San José de
las Lajas, Mayabeque, Cuba.

Las muestras se sembraron en el medio MRS liqui-
do durante 6-8 horas y posteriormente se realizaron
diluciones seriadas en solucion tampon fosfato-salino
(PBS). Se sembraron en MRS agar a 37°C en condi-
ciones de anaerobiosis durante 48 horas. Se escogie-
ron aquellas placas en las que el numero total de colo-
nias crecidas se encontraba entre 100 y 150; se toma-
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ron entre 10 y 12 colonias equivalentes a la raiz cua-
drada del total de ellas; de esta manera se garantizé
tomar muestras representativas de los microorganismos
presentes (15).

Seleccion e identificacion de las cepas

Se seleccionaron las cepas de lactobacilos por las
caracteristicas fenotipicas: la morfologia de sus colo-
nias y la observacion microscopica después de ejecu-
tada la coloracion de Gram a las bacterias. Se reali-
zaron las pruebas de la catalasa y la produccién de
acido a partir de glucosa (16).

Capacidad fermentativa

Se realiz6 el crecimiento de un cultivo fresco de 18
horas de cada cepa en caldo MRS sin extracto de
carne y se sustituyd la glucosa por los siguientes
carbohidratos al 1%: D-glucosa, Galactosa Asculina,
Xilosa, Manosa, Sacarosa, Melibioza, Maltosa, Almi-
don, Ramnosa, Manitol, Salicin, Melizitosa, y se le
adiciond el indicador bromocresol purpura. Todos fue-
ron incubados a 37°C durante 24 horas en condiciones
de anaerobiosis; posteriormente, se efectud la lectura
de los resultados (16, 17).

Crecimiento en condiciones hostiles

A diferentes pH: se cultivaron las cepas aisladas
en caldo MRS al cual se le ajust6 el pH inicial a pH
2,5;3;4;5,4;6,4. Los cultivos fueron incubados a 37°C
durante 24-48 horas.

A diferentes temperaturas: se cultivaron las ce-
pas en caldo MRS y se incubaron a 30, 37, y 45°C
durante 24-48 horas.

Para evaluar el crecimiento se determind la densi-
dad 6ptica (DO) en un espectrofotometro (T90+ UV/
VI; PG Intruments, Ltd) a 600nm y se realizé conteo
celular a las variantes con valores de D.O >3,0.

Capacidad de acidificacion del medio: las ce-
pas se cultivaron en tubos cerrados con caldo MRS
durante 24 horas a 37°C bajo condiciones estaticas,
con tres réplicas para cada una. Se tomaron muestras
para medir el pH de los cultivos y, como criterio de
seleccion, se eligieron aquellas cepas que disminuye-
ron el pH hasta valores <4,5.

Funcionalidad de las cepas seleccionadas por la
resistencia a sales biliares, jugo gastrico y anta-
gonismo a patégenos de referencia

Para la ejecucion de los ensayos de resistencia a
jugo gastrico artificial y a sales biliares, cada uno de
los aislados seleccionados se activaron en caldo MRS
por 24 horas. Después del crecimiento, se centrifugaron
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a 750 g por 15 minutos, a 4°C, en una centrifuga
Beckman GS -6R. El sobrenadante se descarté y el
concentrado de células se resuspendio en caldo MRS.
El concentrado celular se ajustd auna DO 0,9 +0,2U,
mediante medicion a 600nm (DO, ) en
espectrofotdmetro. El concentrado de cada cultivo se
utilizé para realizar el ensayo de resistencia a jugo
gastrico y a sales biliares (18).

Ensayo deresistencia ajugo gastrico

El 5% del concentrado celular de cada aislado se-
leccionado se inoculé en 10 ml de jugo gastrico artifi-
cial (2 g/l NaCl, pepsina 3,2 g/l (Merck KGaA, Alema-
nia), pH 2,5), de acuerdo con lo reportado por Neumann
(19). Posteriormente, se incubaron a 37°C y el conteo
de células viables se efectud a 0, 15, 30, 60 y 90 min.
El ensayo se realizé por triplicado.

La tolerancia se estimo al comparar los conteos de
células viables en MRS con y sin jugo gastrico artifi-
cial. El porcentaje de sobrevivencia se calculé segun
lo descrito por Kociubinski et al. (20) donde: R= (log
UFC/ml ,.)/ (log UFC/ml ¢ . x 100, a los 90 minutos
de tratamiento. Los resultados se basaron en el calcu-
lo de las medias de tres experimentos independien-
tes. Los aislados se clasificaron como resistentes por
encima del 67% (R), tolerantes entre 34,0 - 66,9% (T)
y sensibles por debajo de 33,9% (S).

Ensayo de resistencia a sales biliares

Se inoculé el 5% del concentrado celular ajustado
de cada cepa en estudio en caldo MRS con y sin 0,3%
de sales biliares (Bacto - Oxgall, Difco®, EUA). Todas
las variantes se incubaron a 37°C y se midio el creci-
miento celular (DO, )mediante un espectrofotometro,
a intervalos de 2 h, hasta las 24 h de incubacion (21).
Una bacteria se considera resistente a las sales biliares
cuando presenta DO, >0,3 después de 6h de
incubacion en presencia de 0,3% de sales biliares.
Cada ensayo se realiz6 por triplicado.

Ensayo de antagonismo microbiano

Origen, mantenimiento y activacion de los
microorganismos patégenos indicadores

Como microorganismos patdgenos indicadores se
utilizaron Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Escherichia coli (ATCC 11229), Salmonella sp. (ATCC
6539) y Listeria monocytogenes (ATCC 15313), ob-
tenidos de la coleccion de cultivos de la UFVCC,
del Laboratorio de Culturas Lacticas do BIOAGRO
(Universidad Federal de Vigosa). Los aislados se con-
servaron a - 80°C en caldo BHI (Brain Heart Infusion
Difco®, EUA).



Determinacién de antagonismo de Lactobacillus
spp. aislados ante microorganismos patégenos por
la técnica de spot

Los lactobacilos aislados, previamente activados en
caldo MRS, se inocularon en placas de Petri con agar
MRS (1,5%), segun la técnica descrita por Fleming et
al. (22). Posteriormente, las placas se incubaron a 37°C
por 48 horas. Después de la formacion de colonias
visibles, se vertieron sobre las placas 10 ml de agar
semisolido de BHI (0,7%), que contenian 0,01 ml de
la cepa patogénica indicadora con una concentracion
de 107- 10°UFC/ml y luego se incubaron a 37°C por
48 horas. La actividad antagonista se verifico por la
formacién de zonas transparentes alrededor de las
colonias mayores de 1 mm. Para verificar la naturale-
za de inhibiciéon el mismo ensayo se realizd con el
medio MRS tamponado con 2 g/l de bicarbonato de
sodio (23).

Susceptibilidad a agentes antimicrobianos

Se utilizé el método modificado de difusién en dis-
co impregnado (Sensidisc DME®, Sao Paulo, Brasil),
y se sustituyd el agar Mueller Hilton por agar MRS.
Los antimicrobianos probados fueron: ceftriaxona (30
Mg), ciprofloxacina (5 pg), eritromicina (15 pg),
gentamicina (10 pg), meropenem (10 pg), oxacilina (1
Mg), penicilina G (10 pg), sulfonamidas (300 ug),
vancomicina (30 ug), amicacina (30 ug), amoxicilina
(10 pg), ampicilina (10 pg), cefalexina (30 pg), cefalotina
(30 ug). Como control se utilizé una cepa de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Una alicuota de 0,1- 0,2 ml de cada cepa, corres-
pondiente a una concentracion celular de 108-10° UFC/
ml, se distribuy6 en placas de Petri que contenian agar
MRS para Lactobacillus spp. y en BHI para la cepa
utilizada como control, Staphylococcus aureus. Para
ello se empled la técnica de esparcimiento superficial
del in6culo y después se colocaron los discos de los
antibiodticos. Se incubaron por 48 horas bajo condicio-
nes de anaerobiosis y se midieron los halos de inhibi-
cion. Los aislados fueron clasificados para cada uno
de los antibidticos como sensibles (S), moderadamente
sensible (MS) y resistentes (R), de acuerdo con
Charteris et al. (24).

Anadlisis estadistico

Para el analisis de los resultados se empled el
Software estadistico INFOSTAT version 1 (25). Parael
tratamiento estadistico de los datos se realizaron ana-
lisis de varianza segun disefio completamente
aleatorizado; para verificar diferencias se utilizé la prueba
de comparacion de Duncan (26).
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RESULTADOSY DISCUSION

Se obtuvo un total de 17 cepas del género
Lactobacillus spp., aisladas mayormente del yeyuno
(once), del duodeno (cuatro) y las restantes del colon
(tres), con rasgos fenotipicos que distinguen las BAL
de otros microorganismos como bacilos Gram-positi-
Vos, catalasa negativa y anaerobios facultativos. La iden-
tificacion a nivel de grupo se realizdé por medio de los
patrones de fermentacion de azlcares y produccion de
CO, a partir de glucosa: en el grupo A se clasificaron
como homofermentativos las cepas M1, M2, M5, M7,
M12, M15, M17 y en el grupo B como heterofermentativos
facultativos las 10 cepas restantes.

En la Tabla 1 se muestran los valores medios del
crecimiento microbiano de todos los aislados a partir
del intestino de terneros neonatos ante diferentes pH.
Todos los aislados crecieron satisfactoriamente en to-
das las condiciones evaluadas; sin embargo, se des-
tacan con mayor crecimiento 11 aislados (M1, M2, M5,
M7, M8, M9, M10, M11, M12, M14, M15) donde se
reportaron rendimientos de células viables de 6,7- 9,2
log UFC/mI en la variante MRS agar con pH 6,4 y de
3,0-4,0 log UFC/ml a pH 2,5.

En todas las temperaturas evaluadas se observé
crecimiento bacteriano de los 17 aislados (Tabla 2),
las cepas M1, M2, M5, M7, M8, M10, M11, M12, M14,
M15, M16, mostraron mayores rendimientos de célu-
las viables entre 9,3-10 log UFC/ml a temperaturas de
37°C. Estas cepas fueron productoras de acido en el
medio MRS corroborado por valores de pH de 3,5-4.
Unido a este criterio, y con los anteriores resultados
en cuanto al crecimiento bacteriano, se seleccionaron
10 cepas para evaluar sus propiedades probidticas.

Al realizar el tratamiento con jugo gastrico artificial
a las cepas seleccionadas hasta los 90 minutos de
tratamiento, 6 cepas de 10 fueron capaces de resistir
en la medida que transcurrié el tiempo (Fig. 1). Se
observé reduccion del crecimiento 2,2- 2,9 log en las
cepas evaluadas al compararlas con el grupo control
compuesto de las mismas cepas sin tratamiento y
posteriormente crecidos en el medio MRS. Se encon-
traron porcientos de sobrevivencias para las cepas M1
41,41% (T); M262,71% (T); M5 74,69% (R); M7 67,06%
(R); M8 40,56% (T)y M10 73,01% (R).

Estas bacterias aisladas del intestino de terneros
fueron capaces de traspasar la primera barrera fisiol6-
gica del tracto digestivo que corresponde a valores bajos
de pH y a la accion de enzimas proteolitica, en este
caso la pepsina.
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TABLA 1. Crecimiento de las cepas de Lactobacillus ssp. aisladas de terneros, en diferentes pH hasta las 48 horas de
crecimiento. n=3./ Growth of Lactobacillus spp. strains isolated from calves at different pH until 48 hours.

No. de cepas
M1 4,72 £0,02 4,0 +£0,07 6,11+1,47 6,44+1,45 6,72+0,01
M 2 3,65 +0,15 4,62 +£1,47 5,46x1,45 6,97+0,01 7,26+0,05
M 3 1,36 +0,50 3,77+£0,34 4,24+1,08 4,47+0,45 5,3+0,01
M 4 1,06 +0.06 3,21 +£0,09 4,42+ 0,05 6,81+1,47 6,53+0,01
M 5 4,43 +0,045 4,75+1,05 4,53+ 0,07 7,18+1,47 8,66:+0,01
M 6 1,73 +0,108 3,73+0,47 4,48+ 0,06 5,06+0,0 5 6,67+0,01
M 7 3,79 +0,053 3,61 +0,03 4,37+ 0,05 5,98+0,0 5 6,5+0,01
M 8 3,39+ 0,07 3,52 +0,35 4,19+ 0,01 4,86+0,0 5 5,62+0,01
M 9 3,43 +0,035 3,92 +0,20 4,81+ 0,07 4,9+005 9,36+0,01
M 10 3,97+0,045 3,67 0,07 5,49+0,01 6,78+0,05 9,34+0,01
M 11 3,77+1,3 3,36 +0,95 5,26+0,01 4,16+0,0 5 7,9+0,01
M 12 3,24 +0,9 3,561+0,57 6,44+0,01 4,21+0,05 8,09+0,01
M 13 1,68 +0,95 3,24 +0,65 3,81+0,01 4,9+0,01 6,0+0,01
M14 4,01+0,5 3,98 +0,05 5,27+0,01 5,54+0,01 8,0 +0,01
M 15 3,21 +0,05 5,08 +0,09 6,17+0,01 4,7+0,01 8,94+0,01
M 16 1,15+0,05 3,44 £1,05 5,05+0,01 4,71+0,01 6,41+0,01
M 17 2,50,05 4,5 +1, 03 4,75+0,01 3,97+0,01 5,42+0,01

DO: Denddad 6ptica

TABLA 2. Crecimiento de las cepas de lactobacilos a diferentes temperaturas hasta las 48 horas de crecimiento./
Growth of the lactobacillus strains at different temperatures until 48 hours.

Muestras
M1 6,55+ 0,3 7,2+0,5 4,30+ 1,2
M 2 4,80 + 0,97 7,50 +,03 5,33+ 0,08
M 3 3,13+ 0,05 4,9 +,12 183+0,5
M 4 1,10+ 0,076 5,73 +,03 1,00+ 0,5
M5 3,12+ 0,10 6,81 + 0,55 4,130+ 0,5
M 6 1,80+ 0,06 2,68+ 0,03 128+0,5
M 7 3,12+ 0,07 6,15+ 0,03 3,30+ 0,5
M 8 429+0,05 6,70+ 0,03 3,84+ 0,5
M 9 1,91+ 0,076 3,15+ 0,03 1,42+ 0,5
M 10 3,45+ 0,076 6,34 + 0,03 4,20+ 0,5
M 11 4,62 + 0,076 6,00 + 0,03 5,85+ 0,5
M 12 3,274 + 0,076 7,211 + 0,03 3,70+ 0,5
M 13 6,547 + 0,076 2,589 + 0,03 1,30+ 0,5
M 14 4,794 + 0,076 6,2+ 0,03 533+ 0,5
M 15 3,129 + 0,076 5,77+ 0,03 3,83+ 0,5
M 16 6,094 + 0,076 6, 23+ 0,03 4,99+ 0,5
M 17 2,12+ 0,03 3,68 + 0,03 2,13+ 0,5

DOgoonm: Densidad épticaa 600 nm
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FIGURA 1. Sobrevivencias d jugogéstricoartificial pH 2
(Log CFU/mI), delas cepas de Lactobacillus spp. selec-
cionadas, después delos 90 min detratamiento. Losdatos
representan las medias de dos réplicas independientes./
Survival of the selected Lactobacillus spp. strains in the
presence of artificial gastric juiceat pH 2 (log CFU/ml)
after 90 minutes of exposure to treatment. The data
represent the means of two independent replicas.
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En este sentido, Sandes (27) demostrd que de los
aislados obtenidos a partir de heces fecales de terne-
ros, pertenecientes a los géneros Lactobacillus y
Weissella, el 15% fueron catalogados como sensibles,
el 37,5% moderadamente sensibles y el 47,5% se
consideraron como resistentes a los jugos gastricos,
mientras que los aislados orales fueron el 50% sensi-
bles, 46,5% moderadamente sensibles y solo el 3,5%
fueron resistentes. Los resultados obtenidos en el pre-
sente trabajo se corroboran con los reportados por otros
autores (28, 29), quienes observaron que las bacterias
de origen intestinal tienden a ser mas resistentes a los
4cidos estomacales.

Las bacterias que sobreviven a las condiciones fi-
sioldgicas de este 6rgano luego deberan resistir la
segregacion de sales biliares en el duodeno.

Las sales biliares representan moléculas anfipaticas
con actividad antimicrobiana que actdan como
detergentes, producen dafio a nivel de la membrana
celulary en la estructura del ADN bacteriano (30). La
concentracion intestinal de los &cidos biliares en el
tracto humano es de aproximadamente 0,3%, mien-
tras que en el tracto instestinal de los terneros se co-
noce poco respecto a este parametro. Se reporta que
la tasa de resistencia a las sales varia entre bacterias
acido lacticas y entre cepas de la misma especie (31).
Cuando las cepas aisladas fueron sometidas a la con-
centracion de sales biliares de 0,3% de Oxgall, cuatro
de estos aislados de lactobacilos, provenientes de ter-
neros neonatos, resistieron este tratamiento; se en-
contraron valores medios de DO, mayores 0,3 alas 6
horas de tratamiento (Fig. 2) y, al extenderse por 24
horas resultaron resistentes a esta concentracion en
las pruebas in vitro realizadas, donde se encontraron
valores de DO desde 0,9-2; los mejores resultados se
hallaron en las cepas M5 y M7 que difirieron
significativamente de las restantes. Un factor que pue-
de favorecer la sobrevivencia de estos microorganismos
in vivo en el duodeno es la presencia de alimentos, ya
que las bacterias pueden no estar expuestas a las
sales biliares y de esta forma la toxicidad sobre las
membranas se podria evitar.

McCoyy Gilliland (32) compararon el crecimiento
de lactobacilos en presencia y ausencia de Oxgall 0,3%
y observaron que cuatro aislados de Lactobacillus
reuteri presentaron un crecimiento mas rapido con
relacion a las demas cepas testadas, y se considera-
ron como mejores probidticos; ademas, comprobaron
el tiempo necesario para aumentar el valor de DO 600nm
a 0,3. Por otra parte, Malveira (29) demostr6 que en
muestras aisladas de terneros recién nacidos, el 100%
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FIGURA 2. Resistencia a sales biliares de cepas de lactobacilos aisladas de terneros. Crecimiento en presencia de Oxgall al
0,3%. Cada columna representa las medias de tres réplicas y las barras representa el error estandar./ Resistance to bile salts
of lactobacillus strains isolated from calves. Growth in the presence of 0.3% Oxgall.

de los lactobacilos fueron resistentes a concentracio-
nes de sales biliares desde 0,3 a 0,5%, la resistencia
disminuyd a 92,3% en concentraciones de sales
biliares de 1%; sin embargo, en cepas aisladas de
terneros de tres meses de edad la resistencia a estas
concentraciones fue menor. Las cepas M5, M7y M10
aisladas de terneros de 15 dias de edad resultaron las
mas resistentes o tolerantes a las sales biliares.

Cuando se realiz6 la prueba de inhibicién in vitro
ante los cuatro patégenos indicadores Gram positivo y
Gram negativo, queddé demostrada la accion
antimicrobiana de las cepas seleccionadas (Tabla 3)
con diferencias significativas (p<0,05) entre todas las

cepas de lactobacilos evaluados; la cepa M5 mostro
los mayores halos de inhibicién.

Para la aplicacion en los animales de las BAL la
actividad antagonista es un criterio fundamental para
la seleccion de nuevas cepas (34), ya que reducen la
frecuencia de las infecciones intestinales y de las
mucosas (35). Es importante destacar la actividad an-
tagonista de las cepas evaluadas ante E.coli, agente
infeccioso que principalmente afecta a los terneros en
las primeras semanas de vida y provoca las diarreas y,
por consiguiente, se reducen las tasas de crecimien-
to, hay altas morbilidad y mortalidad, por lo que causa
graves danos a los productores (26).

TABLA 3. Resultados de la actividad antagonista de cepas de Lactobacillus spp. frente a cepas indicadoras patégenas
(Medias de los HI en mm, n=3)./ Results of the antagonistic activity of Lactobacillus spp. strains in front of pathogenic

indicator strains.

Cepas de Lactobacillus spp.

Cepa Indicadora (HI en mm)
M5 M7
E.coli 29,43+0,25 15,36+0,1 32,840,15 26,75+0,03 22,41+0,03 25,5+0,02
a b c d e f
S. aureus 21,76+0,02 25,14+0,02 31+0,03 24,5+0,06 23,05+0,01 21,12+40,02
a b c d e f
Salmonella sp 20,10+0,03 11,24+0,03 32,62+0,04 16,22+0,02 28,4+0,06 26,81+0,03
a b c d e f
Listeria 21,41+ 0,05 18, 47+0,05 | 32,09+0,15 17,6+0,15 26,03+0,3 27,2+0,15
monocytogenes a b c d e f

HI: halos de inhibicién; letras distintas indican diferencias significativas p< 0,05
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Otro resultado significativo es el efecto inhibitorio de
las cepas evaluadas ante Salmonella spp., este agente
infecta a los terneros entre 10 dias y 3 meses de edad
(36). Las infecciones por Salmonella spp. se han
incrementado y, a pesar que varian la severidad y la fre-
cuencia de los brotes de la enfermedad, los resultados
son generalmente los mismos: devastadores. El trata-
miento de Salmonella spp. incluye una terapia de sopor-
te agresiva con fluidos orales e intravenosos, protectores
deltracto gastrointestinal, medicamentos antiendotoxinas
y antibiéticos (10), por lo que la aplicacion de los produc-
tos probioticos puede ayudar a devolver la microbiota
normal del TGl en los terneros afectados.

La naturaleza de la accioén inhibitoria predominante
se relaciond con la presencia de acidos organicos (Ta-
bla 4), pues de las seis cepas evaluadas, cuatro per-
dieron esta capacidad al ser neutralizadas con bicar-
bonato de sodio. Los acidos organicos, principalmen-
te el acido lactico, constituyen el principal producto
del catabolismo de los carbohidratos y contribuyen al
descenso de pH, creando un ambiente hostil para la
mayoria de los microorganismos. Los efectos perjudi-
ciales de estas moléculas en los microorganismos
sensibles se resumen en alteracion de la permeabili-
dad celular, alteracion del potencial de membrana y
subsiguiente alteracion de la fuerza protdon motriz, asi
como descenso del pH intracelular que ocasiona la
alteracién de funciones celulares importantes (37).

Las cepas M5 y M7 en el medio tamponado pre-
sentaron halos de inhibicién ante los patdégenos
indicadores, pues al parecer producen otras sustan-
cias inhibitorias diferentes de los acidos, como
bacteoricina, péptidos de bajo peso molecular. Estos
ejercen su actividad antimicrobiana por diferentes me-
canismos que incluyen desestabilizacion de membra-
na, lisis celular, degradacién de macromoléculas como
acidos nucléicos e inhibicion de procesos biolégicos
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como sintesis de proteinas, ADN, ARN y peptidoglicano
(38). Dado los resultados obtenidos seria recomenda-
ble continuar con otros ensayos especificos para es-
clarecer los compuestos presentes en cada una de
ellas.

El perfil de sensibilidad a antibiéticos, de cada una
de las cepas seleccionadas, mostré variabilidad en su
comportamiento (Tabla 5). La mayoria de las cepas
seleccionadas mostré resistencia ante los
antimicrobianos como Sulfonamida, Oxacilina y tres
de ellas a la Vancomicina.

La ausencia de resistencias adquiridas a
antibidticos es uno de los primeros criterios de seguri-
dad que se deben controlar en los candidatos a
probidticos (39). Se ha descrito que las bacterias
lacticas presentan resistencia a la amikacina, oxalina
y vancomicina. Muchas veces los mecanismos no son
transferibles y se considera para el género de
Lactobacillus como resistencia intrinseca (40, 41). Es
importante evaluar si la resistencia a antibioticos en-
contrada en algunas BAL se debe a elementos moévi-
les 0 a elementos cromosomales, en cuyo caso no
presentarian riesgos.

En general, se obtuvieron cuatro cepas aisladas del
TGl de terneros neonatos sanos (M2, M5, M7, M10)
pertenecientes al género Lactobacillus que mostraron
la mayor tolerancia a las condiciones del tracto
gastrointestinal como: crecimiento en jugo gastrico arti-
ficial, concentracién de sales biliares, actividad antago-
nista a patdégenos y alta capacidad de crecimiento.

Los resultados obtenidos in vitro demuestran que
las cuatro cepas poseen propiedades probidticas, por
lo que se podrian utilizar como aditivos microbianos
destinados a la alimentacion de terneros neonatos, para
controlar su microbiota intestinal benéfica, estimular
su sistema inmune, inhibir el crecimiento de patdégenos

TABLA 4. Resultados del antagonismo con MRS tamponado de las cepas de Lactobacillus spp. frente a cepas

indicadores de patdgenos. Naturaleza de la inhibicion (Medias de dos réplicas;

HI en mm) n=3./ Results of the

antagonism with buffered MRSf of Lactobacillus spp. strains and pathogenic indicator strains. Nature of the inhibition

Cepas de Lactobacillus spp.

Cepa Indicadora (Hl en mm)
M5 7
E.coli - - 25,5+0,20 15,240,17 - -
S. aureus - - 30 +0,15 30 £0,07 - -
Salmonella spp. - - - - - -
Listeria monocytogenes - - 24,5+0,07 10,3 +0,02 - 13,4 +0,07

HI- halos de inhibicién
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TABLA 5. Resultados del perfil de sensibilidad a antimicrobianos de las cepas de Lactobacillus spp. n=2./ Results of
the susceptibility profile of Lactobacillus spp. strains to antimicrobial agents

Cepas
AGENTE (diametro de los HALOS, mm)
ANTIMICROBIANO
1. AMICACINA MS S S S S S
AMI 30 10,5 30 30 24,5 13,5 16,34
2. AMOXICILLINA S S S S S S
AMC 30 30,4 30,5 30 30,5 30 30
3. AMPICILLINA S S S S S S
AMP 10 35 30 30 30 30 30
4. CEFALOTINA S S MS S S S
CFL 30 30 30 10,7 27,3 30 30
5. CIPROFLOXACINA S S MS S S S
CIP 05 20 27,5 9,5 19,8 29,4 30
6. CLORAFENICOL S S S S S S
CLO 30 27 30 30 28,4 30 30
7. ERITROMICINA S S S S. S. S
ERI 15 30 30 28 27,5 27,5 30
8. GENTAMICINA S S S S S S
GEN 30 10 30 24 15 15 16
9. MEPROPENE S S S S S S
MPM 10 30 20 30 30 30 30
10. OXACILINA S MS R R R S
OXA 01 30 14 30
11. PENICILINA S S S S S S
PEN10 30 30 30 30 30 30
12. SULFONAMIDA R MS R R R R
SUL 300 15
13. VANCOMICINA S MS S R R R
VAN 30 16,3 10,5 30
S-sensible; MS-medianamente sensible; R-resistente
oportunistas e incrementar los indices bioproductivos. microbial balance of artificiall y reared calves.
Sin embargo, se requieren estudios in vivo para validar Livest Sci. 2011:140:246-252.
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