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RESUMEN

Se realizaron cuatro experimentos con cinco repeticiones cada uno para estudiar la efectividad de Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus
casei como probidticos en cerdos. Las cepas utilizadas provenian del banco de cepas del Instituto. Se evallo la capacidad de proliferar y
resistir distintos pH (1.5, 2.0, 2.5 y 3.0), la facultad de crecer en presencia de concentraciones de bilis (0.1, 0.5y 1.0%), y la habilidad de
resistir la combinacion de pH = 2.5y 1% de bilis. Ademas se estudio la potencialidad de estos lactobacilos para inhibir el crecimiento de una
cepa enteropatdgena de Escherichia coli aislada de cerdos con diarreas. En los cuatro experimentos se utilizé un analisis de varianza de
acuerdo con una clasificacion simple.

Los resultados demostraron gue ambas cepas de lactobacilos toleraron las condiciones de pH y concentraciones de bilis similares a las del
tracto gastrointestinal del cerdo, y mostraron un 100% de inhibicion del crecimiento de la cepa patégena a las 24 horas de incubacion.
Existieron diferencias significativas (P<0.05) entre los valores obtenidos en cada una de las condiciones de stress con respecto al patron.

Los resultados de la presente investigacion evidencian que los lactobacilos examinados presentan buenas caracteristicas para ejercer un
efecto probidtico en los cerdos.

Palabras claves: cerdos, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, probiéticos

Titulo corto: Evaluaciéon de probiéticos para cerdos

IN VITRO STUDIES OF RESISTANCE OF LACTIC BACTERIS TO THE PIGLET GASTRIC AND BILIAR BARRIER AND TO PATHOGEN
ENETEROBACTERIAE

SUMMARY

Four experiments involving five replications each were conducted to study the effectiveness of Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus
casei as probiotic for pigs. The strains were from the bank of strains of the Institute. The capacity of proliferation and resistance to different
pH (1.5, 2.0, 2.5 and 3.0) was evaluated, as well as the ability of growth in presence of several bilis concentration (0.1, 0.5 and 1.0%), and
the ability to resist a combination of pH = 2.5 and 1% bilis. Additionally, the potential of lactobacilli to inhibit the growth of an enteropathogen
strain of Escherichia coli isolated from diarroheic pigs was studied. In all experiments the analysis of variance was conducted according to a
one way classification.

Results showed that both strains of lactobacilli tolerated pH and bilis concentration similar to that of the gastrointestinal tract of pigs, and
showed 100% growth inhibition of the pathogen strain after 24 hours of incubation. There were significant (P<0.05) differences among the
obtained values in every stress conditions with respect to the control treatment.

Results from the current investigation clearly show that the examined lactobacilli do have good characteristics so as to exert a probiotic effect
in pigs.
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INTRODUCCION Tradicionalmente, se han adoptado estrategias para la
erradicacion de estas enfermedades infecciosas, entre las que

En las condiciones intensivas de producci6on de cerdos, y

fundamentalmente durante los primeros dias de nacidos, el

riesgo de enfermedades gastrointestinales es elevado. se destacan la utilizacion de antibiéticos como tratamiento
preventivo. El empleo indiscriminado de estos farmacos es la
causa de la aparicion de cepas resistentes y de la presencia de
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residuos de antibiéticos en las carnes, por lo que se ha prohibido
internacionalmente su uso (Choct 2001; Blake et al 2003). Hasta
la fecha, el mayor esfuerzo alternativo se ha realizado
incorporando a los piensos sustancias o aditivos legalmente
permitidos que ejercen una accién moduladora de la poblacién
microbiana o directamente un efecto antimicrobiano. Entre estos
aditivos se encuentran los probiéticos, que constituyen
microorganismos vivos que, al ser administrados en cantidades
adecuadas, ejercen una accién benéfica sobre la salud del
huésped (FAO 2002).

En la caracterizacion de las cepas lacticas como probidticos para
cerdos se requiere conocer la capacidad que tienen para
proliferar a su temperatura 6ptima en medio nutriente a un valor
de pH menor de 3. Ademas deben crecer en medio nutriente
conteniendo al menos 0.15% de bilis. La bacteria debe ser capaz
de sobrevivir y proliferar bajo estas condiciones para poder
atravesar el tracto gastrointestinal del animal (Tuomola et al
2001).

El presente trabajo tuvo como objetivo conocer la efectividad de
Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei del banco de
cepas del Instituto de Investigaciones para la Industria
Alimentaria para su utilizacion como probiéticos en cerdos.

La informacion aqui presentada forma parte de la tesis de
maestria de la primera autora (Rodriguez 2007).

MATERIALES Y METODOS
Generalidades

Se utilizaron dos cepas, una de Lactobacillus acidophilus y otra
de Lactobacillus casei procedentes del banco de cepas del
Instituto de Investigaciones de la Industria Alimenticia. Para las
pruebas de antagonismo se emple6 una cepa enteropatégena
salvaje de Escherichia coli, aislada de cerdos enfermos con
diarreas en el Centro Nacional de Epizootiologia, Diagnéstico e
Investigacion.

Las bacterias lacticas fueron mantenidas independientemente en
leche esterilizada (10% solidos totales) mediante reactivaciones
semanales y se conservaron en refrigeracion a 4 - 6°C. La cepa
de Escherichia coli fue mantenida en agar/sangre de carnero al
10%, mediante reactivaciones semanales, conservandola en
refrigeracién a 4-6°C.

Los monocultivos de Lactobacillus acidophilus (viabilidad, 10”
ufc/mL) y Lactobacillus casei (viabilidad,lO7 ufc/mL) fueron
inoculados en el suero dulce de queso de leche de vaca arazén
de 1% (v/v), emple&ndose un cultivo mixto de bacterias lacticas
con una relacion de indculo 1:1. Para los estudios de
antagonismo se ajusté la concentracion de Escherichia colia 3 x
108 ufc/mL y seguidamente se inoculd dicha suspension en 100
mL de suero fermentado.

Para el cultivo de los microorganismos se utilizaron diferentes
medios de cultivo. El suero dulce de queso de leche de vaca
resultante del proceso de elaboracion de queso fresco fue
obtenido en la planta de lacteos del Instituto.. Este subproducto
constituyé el medio de cultivo para el crecimiento de las
bacterias lacticas. El agar MRS (Oxoid) se utilizé para el conteo
de células viables de los lactobacilos y el agar violeta rojo/ bilis
(Centro de Biopreparados, Cuba) se utilizé para el conteo de
células viables de coliformes.

Se realizaron cuatro experimentos con cinco repeticiones cada
uno, para comprobar in vitro, la capacidad de las cepas de
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Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei de soportar las
barreras presentes en el tracto gastrointestinal del cerdo,
tomando como referencia el método utilizado para simular las
barreras géastricas de humanos (Fragoso et al 2000).

Experimento 1. Resistencia de las bacterias lacticas a la
barrera de pH

Para demostrar la resistencia que tenian las bacterias
Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus a las condiciones
de pH durante su paso por el tracto digestivo del cerdo, se
simul6 la barrera géastrica en el rango de pH de 1.50-3.00,
determinandose  la  viabilidad individual de estos
microorganismos ante dichas condiciones de stress.

Se acidifico el suero dulce de queso de leche de vaca con HCI
hasta obtener diferentes valores de pH igual a 3.0, 2.5, 2.0y 1.5.
Se inocul6 el cultivo mixto de Lactobacillus caseiy Lactobacillus
acidophilus con 8.9 y 9.5 X 107 ufca/mL respectivamente. Se
propicié un tiempo de contacto de una hora a 37°C. Como patron
se tomo el suero inoculado sin ajuste de pH, determinandose el
conteo de viables a cada uno de los pH ensayados.

Experimento 2. Evaluacion de laresistencia de las bacterias
lacticas a la bilis de cerdo

Se utiliz6 bilis fresca de cerdo recolectada en la planta piloto de
carne del Instituto. Se utilizaron erlenmeyers de 150 mL de
capacidad conteniendo 100 mL de caldo MRS mas 0.1%, 0.5% 6
1.0% de bilis fresca de cerdo. Se inocularon los erlenmeyers al
1% con las cepas de microorganismos seleccionados para este
estudio y se incubaron a una temperatura de 37°C durante tres
horas de contacto. Como patrén se utilizé la viabilidad del cultivo
en medio caldo MRS (Oxoid) sin bilis.

Experimento 3. Efecto combinado de pH y bilis sobre el
crecimiento de las bacterias acido lacticas

Para comprobar la habilidad de ambos lactobacilos de resistir la
combinacion de pH = 2.5y 0.5 % de bilis. Se realiz6 la prueba
combinada manteniendo el suero fermentado con Lactobacillus
casei y Lactobacillus acidophilus en un tiempo de contacto de 1
hora a un pH 2.5 (ajustandose con solucion acida de HCI).
Seguidamente se adicion6 solucién de bilis fresca de cerdo
hasta una concentracién de 0.5 %, incubandose posteriormente
a una temperatura de 37°C durante tres horas de contacto.
Como control se utilizé el suero fermentado.

El conteo de viables fue el criterio utilizado para analizar el efecto
de la barrera gastrica sobre los lactobacilos.

Experimento 4. Antagonismo de bacterias l4cticas hacia
una cepa enteropatégena de Escherichia coli

Para demostrar la capacidad inhibitoria, se efectu6 el
enfrentamiento de las bacterias probidticas y la bacteria
enteropatégena aislada de cerdos con cuadros diarreicos. La
poblacion inicial de microorganismos patégenos fue ajustada
segun la escala del método turbidimétrico desarrollado por Mc
Farland (1995, citado por Garcia 2004).

Los diametros de los tubos y el volumen de las suspensiones
utilizadas fueron iguales a los estandares. La concentracion de
Escherichia coli se ajust6 a 3 x 10 8 ufe/mL y seguidamente se
inocul6 dicha suspensiéon en 100 mL de suero fermentado,
contenido en elenmeyers de 150 mL de capacidad. Se agité
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durante 5 minutos en zaranda a 150 rpm. Posteriormente se
prepararon las diluciones en agua peptonada estéril y se
procedi6 a la siembra a profundidad en medio agar violeta rojo
bilis. La incubacion se realiz6 a una temperatura de 37°C,
durante 24 horas. Paralelamente se inocularon elenmeyers con
las mismas condiciones pero sélo con Escherichia coli,
toméandose estos como patron.

La cuantificacién del microrganismo patégeno se realiz6 alas 0y
a las 24 horas de incubacién. Los resultados se procesaron
mediante el promedio del recuento de las colonias en placas
duplicadas, expresandose como viabilidad celular del patégeno
(log ufc/mL) contra tiempo en horas.

Para los cuatro experimentos se utilizé un andlisis de varianza de
clasificaciéon simple, procesado con el paquete estadistico SPSS
(2002). En todas las pruebas se hicieron cinco repeticiones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1. Resistencia de las bacterias lacticas a la
barrera de pH

Los resultados de los valores de viabilidad de los cultivos de
Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus frente a la barrera
de pH gastrico y los de su comportamiento en el medio control
se presentan en la tabla. 1.

Tabla 1. Viabilidad de lactobacilos frente a valores
diferentes de pH
Viabilidad, log ufc/mL
Lactobacillus Lactobacillus

pH casei acidophilus EE +
Control

4.50 £ 0.05 7.914 7.932 0.007
Sometido a stress

3.00 + 0.05 7.652 7.799 0.012
2.50 + 0.05 7.397 7.623 0.014
2.00 + 0.05 6.982 7.172 0.013
1.50 £ 0.05 5.930 5.963 0.010
EE * 0.021* 0.004*

* P<0.05

La viabilidad de ambos lactobacilos oscil6 en el orden de 10 ° y
10 7 ufc/mL aunque en el caso del cultivo de Lactobacillus casei
se observd una disminucién de la viabilidad mayor que la
mostrada por Lactobacillus acidophilus. El analisis de varianza
indicé que existieron diferencias significativas (P<0.05) en el
nimero de microorganismos viables obtenido a los diferentes
valores de pH ensayados con respecto al control (pH, 4.5). Estas
diferencias desde el punto de vista biolégico no se consideran
invalidantes ya que los valores de viabilidad celular, luego de ser
sometidos a condiciones drasticas, fueron superiores a 10
ufc/mL, valor informado como minimo terapéutico (Garcia et al
2005).

El comportamiento de los cultivos frente a valores de pH bajos,
reafirm6 el criterio de muchos autores de que estos
microorganismos son capaces de sobrevivir en condiciones de
acidez similares a las existentes en el estbmago de animales y
seres humanos. Con este resultado se confirmé ademas la
acido-tolerancia de estas bacterias, que es una de las
caracteristicas comunes entre los  microorganismos
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pertenecientes al género Lactobacillus (Holt et al 1994; Leveau y
Bouix 2000).

La resistencia que mostr6 Lactobacillus acidophilus a la barrera
de pH concuerda con los resultados informados por Gusils et al
(2002) cuando comprobaron la sobrevivencia de una cepa
Lactobacillus acidophilus a pH = 3. Ahn et al (2002), obtuvieron
resultados similares demostrando que las cepas de
Lactobacillus acidophilus PF 01 y CF 07 aisladas de cerdos y
pollos, resistian durante dos horas valores de pH de 2.0y 2.5
respectivamente.

A partir de estos resultados puede esperarse que ambos
microorganismos al ser ingeridos, puedan soportar la barrera del
pH géstrico del cerdo y pasar al intestino para su posible
implantacion.

Experimento 2. Evaluacion de la resistencia de bacterias
lacticas a la bilis de cerdo

Los valores de las medias de la viabilidad obtenida al enfrentar el
cultivo a bilis fresca de cerdo (simulando la permanencia del
cultivo en el tracto gastrointestinal) se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Viabilidad de lactobacilos a diferentes
concentraciones de bilis de cerdos
Viabilidad, log ufc/mL
Lactobacillus Lactobacillus

Bilis, % casei acidophillus EE +
A 7.852 7.832 0.007
0.1 7.383 7.656 0.056
0.5 6.819 7.309 0.015
1.0 6.522 7.208 0.020
EE + 0.014* 0.020*

 Control con agar MRS (Oxoid)

* P<0.05

Se pudo constatar que la resistencia de los cultivos a la bilis fue
buena, aun en presencia del 1% de bilis como condicién
extrema, se obtuvieron conteos de microorganismos viables en
el orden de 10° y 107 ufc/mL. La viabilidad del cultivo de
Lactobacillus acidophilus fue menor a la alcanzada para
Lactobacillus casei. El andlisis de varianza indic6 que existieron
diferencias significativas (P<0.05) entre los valores de viabilidad
celular obtenidos para las diferentes concentraciones de bilis
empleadas con respecto al patrén. Aunque los conteos de
células viables méas altos se obtuvieron con 0.1% de bilis fresca
de cerdo, cabe destacar que los valores més bajos de viabilidad
(empleando 1% de bilis) estuvieron por encima del minimo
terapéutico, lo cual evidencia que ambos lactobacilos fueron
capaces de crecer en presencia de concentraciones biliares
similares a las que se pueden encontrar en el intestino del cerdo.

Los resultados obtenidos en este experimento coinciden con los
publicados por Gusils et al (2002), quienes obtuvieron una cepa
de Lactobacillus acidophilus capaz de sobrevivir en presencia de
sales biliares. Ahn et al (2002), quienes inocularon cepas de
Lactobacillus acidophilus PF 01 y CF 07 aisladas de cerdos y
pollos en medio MRS con 0.3% de bilis de cerdo, comprobaron
que las cepas eran capaces de resistir tales condiciones de
stress. Brizuela (2003), utilizando Lactobacillus rhamnosus
encontr6 buenos resultados en la viabilidad de la cepa
empleando 0.15% de bilis Oxoid.

279



Revista Computadorizada de Produccion Porcina
2008

Evaluacion de probiéticos para cerdos/Evaluation of probiotics for pigs

Experimento 3. Efecto combinado de pH y bilis sobre el
crecimiento de las bacterias lacticas

Los valores medios de la viabilidad de los microorganismos
estudiados obtenidos en la prueba de simulacién de la barrera
géstrica combinando las condiciones de pH y bilis se presentan
en la tabla. 3. Se pudo apreciar que la viabilidad de ambos
lactobacilos se mantuvo en el orden de 107 ufc/mL, la mas
afectada fue la del cultivo de Lactobacillus acidophilus. Es vélido
destacar, que aungue los valores de las medias de la viabilidad
de los lactobacilos bajo éstas condiciones de stress, resultaron
ser significativamente diferentes (P<0.05) del control, el
resultado es aceptable, ya que se mantuvo también en este
caso, la viabilidad de las bacterias por encima del valor minimo
terapéutico requerido (10 5 ufc/mL).

Tabla 3. Viabilidad de lactobacilos frente a la
combinaciéon de pHy bilis
Viabilidad, log ufc/mL

pHy bilis Lactobacillus  Lactobacillus

casei acidophilus EE *
Control
4.50 £ 0.05
y 0% bilis 7.914 7.932 0.007
Sometido a estrés
2.5+0.05 0.019
y 0.5% bilis 7.192 7.106
EE + 0.015* 0.013*
* P<0.05

Estos resultados son comparables con los informados por Ahn et
al (2002) y Gusils et al (2002), quienes refirieron una alta
resistencia de los microorganismos a la barrera gastrica, en
condiciones similares a las de estes experimento. Gilliand et al
(1985) y Lee y Wong (1998), afirmaron que para que una cepa
probidtica ejerza una 6ptima actividad es imprescindible que la
misma sea capaz de manifestar una actividad metabolica que le
permita multiplicarse o colonizar en el intestino delgado, por lo
que la tolerancia a bilis, es un criterio esencial de seleccién a la
hora de evaluar microorganismos destinados a estos fines

Experimento 4. Antagonismo de bacterias lacticas hacia
una cepa enteropatdégena de Escherichia coli

El estudio de la capacidad antagénica de los microorganismos
presentes en el producto hacia Escherichia coli, se muestran
en la tabla 4.

Tabla 4. Antagonismo de bacterias lacticas hacia una
cepa enteropatégena de Escherichia coli

Viabilidad, log ufc/mL

Tiempo, horas  Sin lactobacilos Con lactobacilos’

0 6.469 6.477
24 8.778 0

T Lactobacillus acicophillus y Lactobacillus casei. Para
detalle, ver texto

A las 24 horas de incubacion se alcanz6 un 100% de inhibicion
del ente patégeno. Este resultado coincide con los obtenidos por
Ahn et al (2002) y Gusils et al (2002) al enfrentar cepas de
Lactobacillus acidophilus con varios enteropatégenos de cerdos.
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La capacidad de inhibicion de ambos lactobacilos puede
atribuirse a las caracteristicas que presentan la mayoria de este
tipo de bacterias &cido-lacticas, de producir sustancias
antagdnicas tales como el acido lactico, acético y otros
compuestos volatiles que disminuyen el pH del medio, acidos
grasos de cadena corta, peréxido de hidrégeno y bacteriocinas.
Estas ultimas forman poros en la membrana de los patégenos
afectando la carga energética y junto a los restantes compuestos
crean un ambiente hostil para los microorganismos patégenos
evitando que se repliguen y produzcan infecciones como se
evidencian en los resultados obtenidos por Otsuka et al (2002).

Segln Ahn et al (2002) y Gusils et al (2002) aquellas bacterias
gue sean capaces de inhibir el crecimiento de microorganismos
patégenos y ademdas de crecer en condiciones de pH y
concentraciones de sales biliares similares a las del tracto
digestivo del animal, son microorganismos con caracteristicas
promisorias para su posterior empleo como probiéticos.

Con este trabajo se demostré que las cepas de Lactobacillus
acidophilus y Lactobacillus casei del banco de cepas del Instituto
utilizadas en este estudio toleran condiciones de pH y
concentracion de bilis similares a las del tracto gastrointestinal
del cerdo. Ademas el cultivo mixto de ambos microorganismos
logré un 100% de inhibicion del patégeno utilizado a las 24 horas
de incubacioén por lo que presentan buenas caracteristicas para
ejercer un efecto probidtico en las crias.
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