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RESUMEN

Se determind cinética, prucbas de crecimiento y efecto de inhibicién in vitro de L.
casei sobre S. aureus, S. epidermidis, S. agalactiae 'y E. coli. Se usaron cepas comerciales
y cepas aisladas de muestras de leche con mastitis subclinica (Vereda La Victoria, Pasto,
Colombia). Se evalu el efecto de los antibiéticos Dicloxacilina, Cefepima, Cefalotina,
Ciprofloxacina, Gentamicina, Penicilina, Trimetropim Sulfa y Ampicilina, asi como la
inhibicién de L. casei y su sobrenadante sobre las bacterias patdgenas. El crecimiento de
L. casei se evalud a diferentes condiciones gastrointestinales y su cinética de crecimiento.
Se determinaron péptidos y dcidos orgdnicos en el sobrenadante (HPLC). L. casei fue
susceptible ala Ciproﬂoxacina y Ampicilina, mientras que S. aureus comercial mostré
susceptibilidad a los antibidticos, lo mismo se observé en S. epidermidis, pero las cepas
de S. agalactiae y E. coli fueron susceptibles. E. coli fue la tnica resistente a la cepa
ldctica. El sobrenadante tuvo resultados similares a la cepa. Se encontré un crecimiento
de 2,3 x 107 a 1,1 x 10" UFC/ml a diferentes condiciones gastrointestinales. La fase
exponencial se encontré a 16:48 h (3 x 10" UFC/ml) y las variables pH, aztcar total,
acidez y proteina durante esta fase fueron: de 4,94; 0,88 mg/l; 2,89 mg/l y 1,9 mg/l. Se
encontré el péptido VAL-TIR-VAL y un 83,46% de dcido lactico. L. casei mostrd buenas
caracteristicas probiéticas en condiciones in vitro que permitirfan su aplicacién en ensayos
in vivo para el control de microorganismos causantes de mastitis subclinica en vacas.
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DETERMINATION OF KINETIC, TESTS AND GROWTH INHIBITION EFFECT

OF Lactobacillus casei IN VITRO IN Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae
AND Escherichia coli

ABSTRAC

Kinetics, growth tests and 7z vizro inhibition effect of L. casei on S. aureus, S. epidermidis, S.
agalactiae and E. coli. Was determined. commercial and strains isolated from milk samples
with subclinical mastitis (La Victoria, Pasto, Colombia) strains were used. The effect of
Dicloxacillin, Cefepime, Cephalothin, Ciprofloxacin, Gentamicin, Penicillin, Ampicillin
and Trimethoprim Sulfa antibiotics, as well as inhibition of L. casei and the supernatant on
bacterial pathogens was evaluated. L. casei growth was assessed at various gastrointestinal
conditions and growth kinetics. Peptides and organic acids in the supernatant (HPLC) were
determined. L. casei was susceptible to Ciprofloxacin and Ampicillin, while commercial S.
aureus showed susceptibility to antibiotics, the same was observed in S. epidermidis, but strains
of S. agalactiae and E. coli were susceptible. E. coli was the only strain resistant lactic. The
supernatant had similar results to the strain. an increase of 2.3 x 107 to 1.1 x 10" CFU/ml
was found to various gastrointestinal conditions. Exponential phase was found to 16:48 h
(3 x 10" CFU/ml) and the pH, total sugar, acidity and protein during this phase variables
were: 4.94; 0.88 mg/l; 2.89 mg/l and 1.9 mg/l. Peptide-VAL VAL-TIR and 83.46% lactic
acid was found. L. casei probiotic characteristics showed good i vitro conditions that allow its

application in vivo assays for controlling causative organisms of subclinical mastitis in cows.

INvESTIGACION
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INTRODUCCION

La mastitis es considerada la enferme-
dad infecciosa mds costosa de las vacas
lecheras, debido a que induce una dis-
minucién en la produccién de 4 a 30%
de leche y baja su calidad, ademids de
incrementar los costos del cuidado de la
salud del hato y un desecho prematuro
de animales genéticamente mejorados
(Bedollay Ponce de Le6n 2008). Esta es
causada mds cominmente por infeccién
intramamaria (patégeno), pero también
puede ser causada por una lesién (he-
rida), y menos frecuente, por alergia
y neoplasias (Pastor-Guizar y Bedolla-
Cedeno 2008).

Lactobacillus casei es una bacteria Gram
positiva con forma de bastén que pueden
fermentar una mayor variedad de carbo-

hidratos en comparacién con la mayoria
de Lactobacillus encontrados en las leches
fermentadas (Santacruz 2004). De acuerdo
con Bouchard ez al. (2013) y Parasol ez al.
(2005), L. casei posee la capacidad de ad-
herirse al epitelio de la glindula mamaria
de vacas productoras de leche, sin presentar
ningun efecto citotéxico sobre el huésped.
La cepa ldctica ha mostrado efectividad en
el control de microorganismos patégenos
como Staphylococcus aureus, Escherichia coliy
Streptococcus agalactiae (Ingrassia et al. 2005).
Su metabolismo proporciona cualidades or-
ganolépticas a diversas leches fermentadas y
quesos; ademds, se ha encontrado viabilidad
de la cepa durante el transito por el tracto
digestivo, lo cual demuestra un adecuado
comportamiento en el uso de la cepa como

probiética (Park ez al. 2005).
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La presente investigacién buscé deter-
minar la cinética, pruebas de crecimiento
y el efecto de inhibicién in vitro de Lacto-
bacillus casei sobre Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
agalactiae y Escherichia coli.

MATERIALES Y METODOS

Para la investigacién se adquirieron las
cepas comerciales Lactobacillus casei ATCC
11456, Staphylococcus aureus ATCC 13245,
Staphylococcus epidermidis ATCC 14532,
Streptococcus agalactiae ATCC 15678 y
Escherichia coli ATCC 2346 vy se aislaron
cepas de la regién mediante técnicas bio-
quimicas y microbiolégicas.

Se reconstituyeron las cepas comerciales
para lo cual se siguieron las instrucciones
del fabricante. Para conservar las bacterias
se realiz6 repique en medio sélido cada 5
dias y en medio liquido cada 8 dias. Para
la bacteria lictica el medio sélido fue agar
MRS y el medio liquido caldo MRS; para
las bacterias patdgenas se usé como medio
liquido caldo BHI, mientras que el medio
solido fue diferente para cada especie:
Sthaphylococcus, agar manitol; Streprococcus,
agar base sangre y Escherichia coli, agar
McConkey. Todas las cepas se incubaron
a 37°C durante 24 horas, y luego fueron
refrigeradas a 4°C, hasta su utilizacién.

El inéculo de L. casei se obtuvo de la
siguiente manera: en un Erlenmeyer se de-
positaron 40 ml de caldo MRS estéril y una
alicuota de la bacteria lictica conservada,
el preparado se incubo a 35°C durante 24
horas, luego se tomaron del Erlenmeyer
4 ml y se trasladaron a otro Erlenmeyer
con la misma cantidad de medio y se
incubé en las condiciones mencionadas
anteriormente. El ajuste del indculo se
realiz6 por la metodologia propuesta por
Crueger y Crueger (1993): se tomaron 90
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ml de caldo MRS estéril, se adicionaron 10
ml de la bacteria ldctica de acuerdo con la
regla; al finalizar el periodo de incubacién
se tom6 1 ml de la muestra y se hizo lec-
tura directa mediante espectrofotémetro
a 625 nm. Por tltimo, en los casos donde
la poblacién fue superior a la establecida,
se adiciond caldo estéril de acuerdo con lo
formulado por Montes ¢# /. 2003 indicada
en Jurado-Gdmez et al. (2014).

Por su parte, las cepas patdgenas aisladas
fueron obtenidas de vacas con mastitis.
Para ello, se tomaron muestras de leche con
mastitis subclinica de fincas de la vereda
Victoria, Municipio de San Juan de Pasto
(Colombia), caracterizada por una tempe-
ratura promedio de 10°C, altura de 3000
msnm, precipitacién media anual de 1200
mm. Las muestras fueron seleccionadas a
través del California Mastitis Test (CMT)
(Valencia et a/. 2003), tomando Gnicamente
muestras con grado 2 o 3 y cumpliendo
con el protocolo de toma de muestras dado
por el laboratorio de la Clinica Veterinaria
de la Universidad de Narifio.

Posteriormente, el aislamiento de las ce-
pas se determiné mediante el protocolo de
aislamiento basado en el manual de proce-
dimientos microbiolégicos del laboratorio
de la Clinica Veterinaria de la Universidad
de Narifio para aislamientos de cocos Gram
positivos y bacilos Gram negativos (Rodriguez
et al. 2009).

Entretanto, se evalud el crecimiento de
L. casei a concentraciones de 0,5; 1 y 2%
de sales biliares bovinas y concentraciones
de 1y 1,2% de bilis bovina. Para ello,
primero se cultivé la bacteria en caldo
MRS por 24 horas; luego de lo cual, de
este cultivo se tomaron muestras y se depo-
sitaron en tubos con MRS y las diferentes
concentraciones a evaluar, enseguida se
tomaron muestras para cultivar en agar
MRS con azul de anilina y se cultivaron a
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32°C durante 48 horas, al final se realizé
recuento de bacterias de cada muestra.

Mis adelante, se determiné si hubo
produccién de gas (Dahl ez al. 1989) y
reaccién de catalasa (Cai et al. 1999) en
la bacteria ldctica y se si la cepa era viable
a diferentes niveles de pH, para lo cual
se midi6 el crecimiento a pH 2,5; 4,5 y
7; se evalud por un periodo de 3 horas,
con toma de informacién cada hora. Para
ello, se us6 medio MRS comercial y el
pH fue ajustado con écido tartdrico, las
condiciones de incubacién fueron de 32°C
durante 48 horas.

Seguidamente, se usaron dos medios
de cultivo para evaluar los pardmetros
cinéticos de L. casei: el primer medio fue
el MRS comercial y el segundo el Pro, este
tltimo compuesto por 10 g/l de aztcar
blanco, 8 g/l de extracto de carne y 4 g/l
de extracto de levadura (Jurado-Gdmez
2010). Para determinar la cinética de cre-
cimiento se tomé un Erlenmeyer por cada
medio, se adicionaron 60 ml de inéculo
de L. caseiy 540 ml de medio, se llevaron
a incubacién en incubadora Shaker® con
agitacion constante a 32°Cy 100 rpm, no
se controld el pH debido a las caracteris-
ticas de la cepa que resiste niveles bajos.
Posteriormente, se evalué la cepa durante
24 horas, realizando mediciones cada 2 h
24 min. En cada medicién se determiné
conteo de microorganismos viables en
placa (UFC/ml), pH, aztcar total, pro-
duccién de dcido l4ctico y proteina.

El conteo de microorganismos viables
en placa se determiné mediante la disolu-
cién de 1 ml de muestra en 9 ml de agua
peptonadaal 0,1%, se realizaron diluciones
decimales que fueron transferidas a cajas
de Petri, que contenfan medio MRS con
azul de anilina (0,1 ml) para siembra en
superficie. Las cajas fueron incubadas a
32°Cy se observaron entre 24 y 48 horas.

INvESTIGACION

Se tuvo en cuenta Unicamente las cajas de
Petri con conteos entre 30 y 300 colonias.
El nimero de colonias fue multiplicado
por el inverso de la dilucién y por 10 para
obtener UFC/ml (Lanara 1981).

Para determinar el pH se tomé una
muestra del medio y se midi6é con pH-
metro digital (Jenco® VisionPlus). Por su
parte, el azicar total se determiné me-
diante el método de Dubois (1956), para
lo cual, se prepararon diferentes concen-
traciones de glucosa para crear una curva
patrén mediante los valores obtenidos
de la observacién de las muestras a una
densidad éptica de 625 nm. Los datos se
graficaron contra la concentracién en mg/l
y finalmente se obtuvieron los valores de
la linea recta.

El nivel de 4cido léctico fue determi-
nado mediante titulacién con hidréxido de
sodio (IN) (Negri 2005) y el de biomasa
con los métodos de Crueger y Crueger
(1993) y Rodriguez-Ledn et al. (2003),
para ello se establecié la velocidad méxi-
ma de crecimiento mediante la siguiente
ecuacion:

dLnX
dt

vmax =

El tiempo de duplicacién celular (#4), se
determiné teniendo en cuenta la siguiente
ecuacion:

Ln2
¥ max

td=

El nivel de proteina se determin con el
método de Lowry ez al. (1951), con modifi-
cacién de Malara y Charra (1972); se obtuvo
una curva patrén a partir de seroalbiimina
bovina, luego se midi6 la absorbencia en
espectrofotémetro a 625 nm. La concen-
tracion fue graficada contra los valores para
obtener la ecuacién de la linea recta.
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Posteriormente, se determind la viabi-
lidad de L. casei a dos temperaturas (38 y
45°C), el tiempo de evaluacién se llevé hasta
la fase exponencial encontrada en la cinética
de fermentacién en el medio MRS (16 h
48 min). Se usé el procedimiento descrito
por Crueger y Crueger (1993), ajustando
el inéculo a 0,125 en escala de McFarland
y se incub6 hasta las 16 h 48 min, luego
se hicieron diluciones de 10" hasta 10"
con agua peptonada, se sembré en cajas de
petri con azul de anilina y se inici6 en la
dilucién 10 hasta 102 a 37°C y 48 horas
para determinar el recuento de UFC/ml.

Paso seguido, se tomé una muestra de
sobrenadante de L. casei y se determiné
el contenido de péptidos mediante espec-
trofotometria de alta densidad (HPLC),
para ello, se usé una alicuota de 25 ml de
sobrenadante, la cual fue centrifugada a
18000 rpm durante30 minutos y 4 °C;
luego se condujeron 2 ml en jeringa de
filerar (0,25 micras) y finalmente se hizo
la lectura en el espectrofotémetro a 650
nm y se obtuvieron los resultados.

Para determinar la produccién de dci-
dos orgédnicos se tomé una alicuota de
caldo de crecimiento y se centrifugé a 8500
rpm, enseguida se filtr6 en membrana de
0,25 pum y se determiné la produccién
mediante HPLC de la siguiente manera:
solvente de fase mévil, dcido sulftirico a
pH 1,5; presién, 800-900 PSI; volumen
inyectado, 20 L; temperatura del horno,
65°C; columna BIORAD aminex HPX87
H con soporte de resina trasplantada H+
(copolimero de estireno y bisulfato de
divinilbenzeno), (Brizuela 2003).

Posteriormente, se efectud prueba de
sensibilidad a los antibidticos sobre las
bacterias (patégenas y lictica) con la téc-
nica de Bauer (1966). Los antibidticos
evaluados fueron: Gentamicina (CN 10
pg), Penicilina (P 10 IU), Ciprofloxacina
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(CIP 5 pg), Dicloxacilina (DCX 1 pg),
Cefepime (FEP 30 pg), Cefalotina (KF
30 pg), Trimetropin Sulfa (25 pg) y Am-
picilina (AM 10 pg).

Para conocer el efecto inhibitorio de L.
casei sobre las otras bacterias, se utilizé la
metodologia de Tagg y McGiven (1971),
modificada por Jurado-Gdmez ez al. 2014.

Por otro lado, se determiné el efecto
del sobrenadante de L. casei sobre las
bacterias patdgenas. Para ello, primero se
ajust6 la bacteria licticaa 1 en la escala de
McFarland (3,0 x 10® UFC/ml), luego se
tomaron muestras de 1,5 ml, se depositaron
en tubos Eppendorf” y se centrifugaron a
15000 rpm y 4°C de temperatura, durante
15 minutos. Luego de esto, se tomé el
sobrenadante, el cual fue evaluado de dos
maneras, el primero, filtrado en papel
filtro de 0,45 pm y el segundo, sin filtrar;
posteriormente, las muestras se conservaron
refrigeradas a 4°C hasta su andlisis.

Para evaluar el efecto del sobrenadante
de L. casei se us6 la metodologia de Bauer
(1966) modificada por Jurado-Gdmez er
al. 2014. Se usaron dos procedimientos el
primero, discos de papel pads y el segundo,
cilindros de punta de pipeta estéril con 6
mm de didmetro, para ambos métodos
se usaron tres concentraciones (50, 75 y
100pl de sobrenadante).

Para realizar la evaluacién estadistica se
usé el paquete SAS 9.1 (2004). La evaluacion
de la cinética de fermentacién de los medios
MRS y PRO se realizé a través de un andlisis
de medidas repetidas en el tiempo, con el
uso del procedimiento PROC MIXED.

Yy =Rt A+ B, +(A*B), + &t &y
donde:

Vi obs.:ervaaon ijk
p: media general
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A.: efecto de tratamiento

B,: efecto del tiempo

(A*B),: efecto de interaccién entre los
tratamientos i y el tiempo k

g error aleatorio y covarianza entre me-
didas repetidas

g error aleatorio

Por tltimo, se determiné la correla-
cién entre los métodos del sobrenadante
con el procedimiento PROC CORR y
se establecieron ecuaciones de regresién
lineal simple de las variables pH, dcido
ldctico, consumo de proteina, consumo
de azicar y crecimiento (LN UFC/ml)
como variables independientes, tenien-
do en cuenta Unicamente los datos de
crecimiento desde el inicio hasta la fase
exponencial en el medio MRS mediante
el procedimiento PROC REG.

Y: BO + Bx1+ €
donde:

y: variable a evaluar
B,:Intercepto.
B1x:Pendiente.

e: error.
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RESULTADOS

Se logré identificar las bacterias patdge-
nas Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus agalactiae y Es-
cherichia coli en las muestras de leche de
vacas con mastitis subclinica y aislarlas
para su posterior uso.

Las pruebas de sales biliares bovinas
y bilis bovina mostraron crecimientos
superiores a 10° UFC/ml. Las pruebas de
produccién de gas y catalasa fueron nega-
tivas y la viabilidad a diferentes valores de
pH mostré un crecimiento de 1,1 x 10';
2,0 x 10"y 1,0 x 10" UFC/ml para 2;
4,5y 7, respectivamente.

Se encontré la fase exponencial de
crecimiento a las 16 h 48 min con un
crecimiento de 3,3 x 10'° UFC/ml. El
pH incial fue de 6,1; de 4,94 durante la
fase exponencial y de 4,32 en la fase final;
en el andlisis de regresién se observé un
descenso del pH de -0,117 (1> 0,63 p <
0,05) (Figura 1). Por su parte, el azicar
mostré un valor inicial de 5,98 mg/l, de
2,87 mg/l durante la fase exponencial y
de 1,79 mg/l en la fase final (Figura 2); el
andlisis de regresién determind un descenso

de -0,289 mg/l (r* 0,763 p < 0,05).
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FIGURA 1. Crecimiento bacteriano, pH y acidez durante la cinética de crecimiento.
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FIGURA 2. Curva patron de azlcar y consumo de azlcar en la cinética de crecimiento.

En cuanto a la variable acidez, esta mostré
un valor de 0,49% en la fase inicial, de
0,88% en la fase exponecial y de 1,23%
en la final (Figura 1); la regresién indic6
una pendiente de 0,037% (r* 0,872 p <
0,05). A su vez, la variable produccién de

CURVA DE CALIBRACION DE PROTEINAS
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proteina mostré un valor inicial, expo-
nencial y final de 0,73; 0,68 y 0,36 mg/l,
respectivamente (Figura 3); el andlisis de
regresién determind que la variable no posee
una tendencia cuando se compara con la
cinética de crecimiento (r* 0,002 p > 0,05).
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FIGURA 3. Curva de calibracion de la proteina y consumo de proteina en la cinética de crecimiento.

Por otro lado, la evaluacién de los me-
dios mostré que existieron diferencias
significativas entre ellos, con un mayor
crecimiento de la bacteria ldctica en

el medio Pro (p < 0,05). El resumen
de datos de la cinética de crecimiento

en el medio MRS se puede ver en la
Tabla 1.
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TABLA 1. Datos sobre la cinética de crecimiento en el medio MRS.

Variable Valor
Fase latencia 0
Velocidad especifica de crecimiento (p h-') 1,233
Fin fase log (h) 16:48
Tiempo de duplicacién (min) 33
Incremento cel. Total 2,60E+08
Incremento cel. Fin fase log 3,30E+010
% azlicares consumidos totales 70,07
% azicares consumidos fin fase log 54,35
% proteina consumida total 51,50
% proteina consumida fin fase log 43,50
Coeficiente de determinacion R? 0,85

Los resultados del sobrenadante para
determinar las cadenas pépticas se ob-
servan en la Figura 4. Se encontré una
cadena de péptidos determinada por

VAL-TIR-VAL en el pico 8, con un
tiempo de retencién de 12,15 minutos
y una concentracién de 0,55 mg/ml

(Tabla 2).

L SR L L UL L
1000 1200 .00 1600 1800

FIGURA 4. Cromatograma del sobrenadante de Lactobacillus casei, color azul estandar de péptidos
y color negro resultados del sobrenadante de L.casei.
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TABLA 2. Resultados analisis de péptidos para L. caseia 214 nm mediante cromatograma.

Cantidad relativa en

Pico n° Tiempo de retencion % promedio Concentracion
1 2,472 1,09 -
2 2,597 6,97 -
3 2,688 2,78 -
4 2,971 18,08 -
5 7,342 8,62 -
6 1,707 3,01 -
7 9,716 21,86 -
8 12,145 33,85 0,55 mg/ml
9 12,541 0,52 -
10 14,836 1,51 -

En la Tabla 3 se muestra los resultados del andlisis de HPLC para determinacién de

dcidos orgdnicos.

TABLA 3. HPLC para 4cidos organicos usando el sobrenadante de Lactobacillus casei.

. Acido Acido Acido Acido
Bacteria g Glucosa .. .. o Etanol
citrico succinico lactico acetico
2.62 (g/L) 3.95(g/L) 0.71 (g/L) 26.5 (g/L) 1.38(g/L) 0.88 (g/L)
L. casei
8.30% 2.29% 83.46% 3.51% 2.44%

La prueba de antibidticos indica que L.
casei presenta resistencia a los antibidti-
cos Dicloxacilina, Cefepima, Cefalotina,
Gentamicina, Penicilina y Trimetropim
sulfa (Tabla 4 y Figura 5). Por su parte,
la cepa de S. aureus de referencia fue
sensible a Dicloxacilina, Cefepima, Ce-
falotina, Penicilina, Trimetropim Sulfa y
Ampicilina, mientras que la cepa aislada
mostré resistencia (Tabla 4). A su vez,

la cepa de S. epidermidis de referencia
presenté resistencia a la penicilina y la
cepa aislada fue resistente a Dicloxacilina,
Cefepime, Penicilina y Trimetropin Sulfa.
En cuanto a las cepas de S. agalactiae, las
dos fueron sensibles a todos los antibié-
ticos. Finalmente, de las cepas de E. coli,
Unicamente la aislada mostré resistencia
a la gentamicina, siendo sensible a los
demids antibidticos.
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TABLA 4. Evaluacion de sensibilidad (S) y resistencia (R) a antibidticos en cepas aisladas y de referencia.

DCX FEP KF CIP CN P TF AM

Cepas de Referencia

L. casei R R R S R R R S
S. aureus S S S - - S S S
S. epidermidis S S S - - R S S
S. agalactiae S S S - - S S S
E. coli - S S S S - S -
Cepas Aisladas

S. aureus R R R - - R -
S. epidermidis R R S - - R S S
S. agalactiae S S S - - S S S
E. coli - S S S R - S -

DCX: Dicloxacilina, FEP: Cefepima, KF: Cefalotina, CIP: Ciprofloxacina, CN: Gentamicina, P: Penicilina, TF:
Trimetropim Sulfa, AM: Ampicilina.

FIGURA 5. a: L. casei con azul de anilina; b: halos de inhibicion de los antibidticos de Gentamicina,
Dicloxacilina y Ampicilina, sobre S. aureus.

En la Figura 6 se puede observar quelas cepas  se encontr resistencia de E. coli a todas las
de referencia fueron susceptibles alabacteria  concentracionesy resistenciade S. epidermicis
lactica, sin embargo, entre las bacterias aisladas ~ a concentraciones de 25 y 100 pl.
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a b
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S. aur Sagal  S. epider  E. coli S. aur Sagal  S. epider E. coli

FIGURA 6. Halos de inhibicion de la bacteria lactica sobre las bacterias patégenas.
a: bacterias aisladas, b: bacterias de referencia, ¢: fotografia de los halos de inhibicion.

En las figuras 7 y 8 se observa la inhibicién del sobrenadante de L. casei sobre las
bacterias patégenas.

a b
00 3.00
250 2,50
2,00 = - — -— e - - - 2,00 e=— —-— - -
1,50 1.50
1,00 1,00
0,50 0,50
0,00 0,00
S. aur Sagal S. epider E. coli S. aur Sagal S. epider E. coli
c d
2,50 2,50
200 o= e - - eas e o= o 200 o= e - -— es em o= o
1.50 1,50
1,00 1,00
0,50 0,50 I
0,00 J 0,00
S. aur Sagal S. epider E. coli S. aur Sagal S. epider E. coli

FIGURA 7. Inhibicién del sobrenadante de L. casei sobre las bacterias patdgenas aisladas.
a: sensidisco con filtro, b: sensidisco sin filtro, e: cilindro con filtro, d: cilindro sin filtro.
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FIGURA 8. Inhibicion del sobrenadante de L. casei sobre las bacterias patdgenas de referencia.
a: sensidisco con filtro, b: sensidisco sin filtro, ¢: cilindro con filtro, d: cilindro sin filtro.

No se encontrd relacién entre los métodos
evaluados para el sobrenadante, ya que el
andlisis de correlacién fue bajo (0,12 p >
0,05), por consiguiente las metodologia
observadas en la presente investigacion
necesitan evaluarse de mejor manera.

DISCUSION

La cepa ldctica mostré un crecimiento
adecuado en los diversos ambientes eva-
luados (temperatura, pH, sales biliares,
bilis). Su crecimiento se encuentra por
encima de los reportados como aceptables
(< 10°) para una adecuada colonizacién
del tracto digestivo. En este sentido, uno
de los factores de mayor importancia en la
seleccidon de cepas probidticas es la viabili-
dad a diferentes valores de pH (Salvatierra

et al. 2004; Tuomola et a/. 2001). En su
caso, el crecimiento a niveles bajos de pH
permite la colonizacién de lugares dificiles
como el estémago, lo cual trae como be-
neficio el bloqueo de los sitios de adhesion
para bacterias patégenas y la produccion
de metabolitos antimicrobianos (Shiva-
Ramayoni 2007). A su vez, las pruebas de
bilis y sales biliares mostraron resistencia
de la cepa lictica al estrés producido por
estas sustancias, factor de importancia
si se considera que para una correcta
colonizacién del sistema digestivo de los
animales la cepa administrada de forma
oral, debe tener la capacidad de crecer en
las diferentes condiciones presentes en
el huésped. (Melgar-Lalane ez a/. 2014)
El valor obtenido durante la fase expo-
nencial muestra que la cepa ldctica posee
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caracteristicas adecuadas de crecimiento
en el medio MRS, ademis, el nivel de
crecimiento es bueno para la produccion
de in6culos con miras a la obtencién
de probidticos (Pérez-Luyo 2008). Los
resultados obtenidos a las 16 h 48 min
indican que la cepa alcanza niveles de
crecimiento adecuados para colonizar la
mucosa intestinal; asi mismo, el tiempo
necesario para alcanzar la fase exponencial
fue superior a lo reportado por Jurado-
Gdmez (2010) en L. plantarum. Asi pues,
con este nivel de crecimiento la bacteria
ldctica tendrd la capacidad de competir
con bacterias patgenas, con beneficios
en el huésped, reduciendo la translocacién
y la inflamacién intestinal (Adawi ez a/
1997); ademds, estimula la produccién
de musina en el epitelio celular (Mack ez
al 2003; Pérez-Luyo 2008).

Los resultados de pH encontrados
muestran que L. casei favorece procesos
de fermentacién cuando se produce un
inéculo; de esta manera, se observa un
crecimiento a niveles pabjos de pH, con-
dicién adecuada para resistir el ambiente
estomacal de los animales (Prescott ez a/.
2002); lo anterior demuestra que la cepa
ldctica es acidurica, con crecimiento a pH
inferior a 5 (Ben Ounis e 2/. 2008), esta
capacidad de resistencia se logra a través
de mecanismos celulares que mantienen
el pH cerca de la neutralidad. A su vez
los valores encontrados para aztcar total
muestran una adecuada fermentacién de
los nutrientes presentes en el medio, lo que
favorece su crecimiento. De esta manera,
el medio posee las condiciones necesarias
para producir inéculos a nivel industrial
(Pyo ez al. 2005), al respecto Ben ez al.
(2008) mencionan que las bacterias ldcticas
utilizan diferentes oligosacaridos entre los
que se encuentran estaquiosa y rafinosa
durante la cinética de fermentacién.
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De otra parte, la resistencia de las cepas
aisladas a los antibiéticos evaluados puede
deberse a una mala administracién de
medicamentos a los animales afectados,
sin realizacién de un previo diagnéstico
que identifique el microorganismo cau-
sante de la enfermedad (Montes e al.
2003). En efecto, las bacterias patégenas
poseen varios mecanismos de resistencia
a los antibidticos como: modificacién
enzimdtica del antibidtico, bombas de
expulsion, cambios en la permeabilidad
de la membrana externa y alteraciones del
sitio de accién, que dificultan el manejo
terapéutico de las enfermedades producidas
por estos microorganismos (Tafur ez al.
2008). Esta caracteristica se ha convertido
en un problema para el productor, dado
que las cepas al ser mds resistentes a los
antibidticos, dificultan el control de en-
fermedades importantes para el adecuado
desarrollo de la industria lechera (Bedolla
y Ponce de Leén 2008).

Entre tanto, la cepa ldctica mostré
efectividad en el control de S. aureus, S.
epidermidis y S. agalactiae, pero no fue
efectiva con E. coli. Esto permite inferir
que la bacteria es un buen competidor
contra las bacterias patégenas susceptibles,
presentdndose como una alternativa para
el manejo de mastitis ocasionada por estos
microorganismos. Al respecto, Soleimani ez
al. 2010 encontraron resultados similares
al evaluar L. casei con S. aureus aislada
de vacas con mastitis. Los resultados del
sobrenadante muestran el mismo com-
portamiento de la cepa ldctica.

Las anteriores caracteristicas muestran
el potencial de L. casei como probiético
para la industria lechera. Sin embargo,
se debe evaluar la cepa en condiciones
in vivo, para determinar si su compor-
tamiento se encuentra o no afectado por
otras condiciones no evaluadas en la pre-
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sente investigacion. El uso de probiéticos
permite sustituir los antibiéticos en el
manejo de enfermedades animales, ya
que son métodos menos agresivos y no
tiene efectos secundarios con impacto en
la salud del ser humano. Ademds, evaluar
cepas que tengan la capacidad de inhibir
el crecimiento de microorganismos pa-
togenos propios de una region, permite
mejorar el control de los mismos, ya que
se han encontrado cambios en el grado de
efectividad de cepas que han sido evaluadas
en lugares diferentes al de su aplicacién
final (Frizzo et al. 2002).

Finalmente, el resultado obtenido para
produccién de dcidos orginicos muestra
una efectiva produccién de dcido ldctico
por parte de la bacteria lo cual es indicativo
de que la bacteria ldctica puede alterar el
medio donde se encuentra, favoreciendo
la inhibicién de otros microorganimos
(Helander 1997), la produccién del meta-
bolito se debe a la fermentacién de hexosas
usando la via de Embden-Meyerhoff y
como producto final se obtiene ademis
de 4cido l4ctico, también dcido acético,
etanol y dcido férmico (Zhan ez al. 20006).

CONCLUSIONES

Se concluye que Lactobacillus lactis presenta
caracteristicas adecuadas como agente
inhibidor de bacterias patégenas causan-
tes de mastitis subclinica en la regién de

Narifio (Colombia).
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