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RESUMEN

Se evalu6 el efecto de Lactobacillus casei y Lactobacillus lactis sobre
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae y
Escherichia coli. Para ello, se usaron cepas lacticas y patégenas de casa
comercial y se aislo cepas patdgenas en la Vereda La Victoria, Corregimiento de
Catambuco al suroccidente del municipio de Pasto, Narifio, Colombia. Se
determindé el efecto de los antibidticos Dicloxacilina, Cefepima, Cefalotina,
Ciprofloxacina, Gentamicina, Penicilina, Trimetropim Sulfa y Ampicilina sobre
todas las cepas (patdgenas y lacticas). Se evalué la inhibicion producida por L.
casei y L. lactis y sus sobrenadantes sobre las bacterias patdégenas. Se
determinaron condiciones gastrointestinales in vitro de crecimiento de las bacterias
lacticas a tres niveles de pH (2.5, 4.5y 7), tres concentraciones de sales biliares
(0.5, 1 y 2%), dos de bilis bovina (1 y 1.2%), y dos temperaturas (38 y 45°C).
Igualmente se realizé la cinética de crecimiento, reduccion del pH, consumo de
azucar total, consumo de proteina y porcentaje de acido lactico durante la cinética
de fermentacion. Mediante HPLC se evaluaron los péptidos y los acidos organicos

presentes en el sobrenadante de las cepas lacticas.

L. casei mostro susceptibilidad a la Ciprofloxacina y Ampicilina, L. lactis a
Ciprofloxacina, Gentamicina, Penicilina, Trimetropim Sulfa y Ampicilina. Mientras
que S. aureus mostré susceptibilidad y resistencia a todos los antibioticos para la
cepa comercial y aislada respectivamente, el mismo comportamiento se presenté
con S. epidermidis. Las cepas de S. agalactiae y E. coli aisladas y comerciales
mostraron susceptibilidad a los antibidticos. L. casei mostré un efecto de
inhibicion de S. aureus, S. epidermidis y S. agalactiae, pero no fue efectiva con E.
coli, igual comportamiento se observo con el uso del sobrenadante de la bacteria
lactica. Por otro lado L. lactis y su sobrenadante inhibieron a todas las cepas
patogenas. Aunque se debe tener en cuenta que en ambas cepas, las bacterias

aisladas presentaron menores halos de inhibicion. En L. casei se encontro



crecimiento de 1 x 10'° y 5.1 x 10" UFC/ml para 1y 1.2 % de bilis bovina; 2.3 x
107, 1 x 10° y 3 x 10® UFC/ml para 0.5, 1y 2 % de sales biliares, 1.1 x 10**, 2.0 x
10y 1.0 x 10'° UFC/ml para pH de 2.5, 4.5y 7, mientras que para L. lactis, 0y 5
x 10° UFC/ml a 1y 1.2% de bilis bovina; con sales biliares se encontré crecimiento
Unicamente a 0.5% (5 x 108 UFC/ml); 1.4 x 10*, 6.4 x 10**y 7.5 x 10** para pH 2,
45y 7y28x10%y 3.1 x 10" UFC/ml para 38 y 45°C. La fase exponencial se
encontré a 16:48 horas con un crecimiento de 3 x 10'® UFC/ml para L. casei y
14:48 h y 2 x 10 UFC/ml para L. lactis. Las variables pH, azlcar, acidez y
proteina para L. casei durante la fase exponencial fueron de 4.94, 0.88 mg/l, 2.89
mg/l y 1.9 mg/l, respectivamente, y para L. lactis 4.29, 2.18 mg/l, 0.62% y 0.279
mg/l respectivamente. La prueba de HPLC para péptidos mostré la presencia de
una cadena VAL-TIR-VAL en el sobrenadante de las cepas lacticas y para acidos
organicos se encontré una produccion de 83.46 y 82.9% de acido lactico para L.
casei y L. lactis respectivamente. De esta manera las cepas lacticas evaluadas
mostraron buenas caracteristicas probiodticas que permitirian su aplicacion en
ensayos in vivo para el control de microorganismos causantes de mastitis

subclinica en vacas lecheras en sistemas de produccion de la region.



ABSTRACT

Effect of Lactobacillus casei and Lactobacillus lactis on Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae and Escherichia coli was
evaluated. To do this, lactic and pathogenic bacterias of commercial house strains
were used and pathogenic strains was isolated in La Victoria, Catambuco
Municipality of Pasto, Narifio, Colombia. The effect of Dicloxacillin, Cefepime,
Cephalothin, Ciprofloxacin, Gentamicin, Penicillin, Ampicillin and Trimethoprim
sulfa antibiotics on all strains (pathogenic and lactic) was evaluated. Inhibition
produced by L. casei and L. lactis and their supernatants on pathogenic bacteria
was evaluated. Gastrointestinal in vitro growth conditions of lactic three pH levels
(2.5, 4.5 and 7), three bile salt concentrations (0.5, 1 and 2%) was evaluated, two
of bovine bile (1 and 1.2%), and two temperaturas (38 and 45°C). Similarly growth
kinetics, reduced pH, total sugar intake, protein intake and percentage of lactic acid
during fermentation kinetics was determined. HPLC peptides and organic acids

present in the supernatant of the lactic strains were determined.

L. casei showed susceptibility to Ciprofloxacin and Ampicillin, L. lactis to
Ciprofloxacin, Gentamicin, Penicillin, Ampicillin and Trimethoprimsulfa. While S.
aureus showed susceptibility and resistance to all antibiotics for comercial and
isolate respectively, the same behavior was presented with S. epidermidis. The
strains of S. agalactiae and E. Coli isolated and trade showed susceptibility to
antibiotics. L. casei showed an inhibitory effect of S. aureus, S. epidermidis and S.
agalactiae, but was not effective in E. coli, similar behavior was observe during the
supernatant of lactic bacteria. Furthermore L. lactis supernatant inhibited and all
pathogenic strains. While it should benoted that in both strains, isolated bacterias
showed lower inhibition. In L. casei growth of 1 x 10'° and 5.1 x 10’ CFU/ml to 1
and 1.2% bovine bile it was found; 2.3 x 10’, 1 x 10° and 3 x 10® CFU/m for 0.5, 1
and 2% bile salts, 1.1 x 10**, 2.0 x 10'° and 1.0 x 10'® CFU/ml for pH 2.5, 4.5 and
7, while for L. lactis, 0 and 5 x 10° CFU/ml to 1 and 1.2% bovine bile; with bile salts



growth was found only 0.5% (5 x 10® CFU/ml); 1.4 x 10, 6.4 x 10** and 7.5 x 10™
to pH 2, 4.5, 7 and 2.8 x 10* and 3.1 x 10 CFU/ml for 38 and 45 °C. The
exponential phase was found to 16:48 hours with a growth of 3 x10*° CFU/m for L.
casei and 14:48 h 2 x10"CFU/ml for L. lactis. Variables pH, sugar, acidity and
protein to L. casei during the exponential phase were 4.94, 0.88 mg/l, 2.89mg/l and
1.9mg/l, respectively. For L. lactis 4.29, 2.18 mg/l, 0.62% and 0.279mg/l
respectively. HPLC to test peptides showed the presence of a TIR-VAL-TIR chain
in the supernatant of lactic acid and organic acids production strains 83.46 and
82.9% lactic acid to L. casei and L. lactis respectively. Thus, lactic probiotic strains
tested showed good characteristics that allow its application in vivo tests for control
of microorganisms that cause subclinical mastitis in dairy cows in region’s

productive systems.
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INTRODUCCION

La mastitis es una infeccion intramamaria que afecta al ganado lechero, su
impacto sobre la industria lactea es importante, ya que disminuye la produccion en
un 4 a 30%, afecta la calidad de la leche e incrementa los costos de produccion
por tratamiento de la enfermedad y desecho prematuro de animales (Bedolla y
Ponce de Ledn, 2008). Esta patologia ha constituido uno de los retos sanitarios
mas dificiles de controlar en los sistemas ganaderos, su tratamiento se ha
realizado generalmente con antibidticos, generando mayores implicaciones
econdémicas por los sobrecostos de tratamiento y la pérdida de leche como
consecuencia del tiempo de retiro (Calderon y Rodriguez, 2008).

Para la mastitis subclinica se reportan mas de 100 microorganismos causantes, la
mayoria de las infecciones son ocasionadas por especies de estafilococos,
estreptococos y bacterias Gram-negativas; aunque se puede presentar por heridas
y con menor frecuencia por alergias y neoplasia (Bedolla y Ponce de Leon, 2008;
Pastor-Guisar y Bedolla-Cedefio, 2008). Las principales bacterias implicadas en la
enfermedad son Staphylococus aureus y Staphylococus epidermidis, también son
importantes Streptococcus agalactiae y Escherichia coli (Osteras et al. 2006).

S. aureus es un coco Gram-positivo y es el microorganismo causante de mastitis
subclinica mas frecuente en ganado lechero, genera una infeccion intra-mamaria,
por lo cual puede contaminar el tanque de leche y constituirse en riesgo para el
consumidor (Bergonieret al.2014).La cepa es problematica debido a su resistencia

a los tratamientos antibigticos y su repeticion cronica.
S. epidermidis un coco Gram-positivo, se encuentra presente en el medio

ambiente, es una agente causante de mastitis, aunque en menor medida que el

anterior, sin embargo, es dificil de erradicar dato su permanencia en el ambiente.

18



E, coli es una bacteria Gram-negativa no esporulada presente en el tracto
gastrointestinal, se encuentra en gran abundancia con el estiércol, siendo su

principal fuente de contaminacion (Roldan et al. 2011).

Los microorganismos tienen la capacidad de adaptarse al medio, por lo cual en
muchos casos generan resistencia a los agentes antimicrobianos, como
desinfectantes, antibiéticos, etc. Este proceso se agudiza por el uso indiscriminado
de este tipo de productos; es asi como en los ultimos afos, especies como S.
aureus han presentado alta resistencia a este tipo de productos, que trae como
consecuencia un dificil manejo de los microorganismos a nivel de campo (Rotem
et al. 2012).

Con el fin de evitar estos inconvenientes, se busca una alternativa para el control
de la mastitis subclinica mediante pruebas in vitro que determinen caracteristicas
probioticas de las cepas lacticas. Los resultadas permitiran identificar los
microorganismos que sean importantes en el control de bacterias patdgenas

causantes de mastitis subclinica y sugerir su evaluacion en condiciones in vivo.
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1. OBJETIVOS

1.10BJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto in vitro de Lactobacillus lactis y Lactobacillus casei sobre el
control de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
agalactiae y Escherichia coli, como principales agentes causantes de mastitis

subclinica en vacas Holstein.

1.20BJETIVOS ESPECIFICOS

« Evaluar las mejores condiciones de la cinética de fermentacion de
Lactobacillus lactis y Lactobacillus casei en el medio comercial MRS para

definir la fase maxima de crecimiento.

» Determinar el efecto in vitro de Lactobacillus lactis y Lactobacillus casei y su
sobrenadante, sobre las bacterias de referencia ATCC y las aisladas,

principales agentes causantes de mastitis subclinica.

» Comparar el efecto inhibitorio del sobrenadante de las bacterias acido lacticas
(BAL), frente al efecto causado por los antibioticos normalmente utilizados en

el tratamiento de mastitis subclinica.
» Identificar molecularmente por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia

(HPLC), los principales péptidos delos sobrenadantes de Lactobacillus lactis y

Lactobacillus casei.

20



2. MARCO TEORICO

2.1. LECHE BOVINA

La leche, producto de la secrecion de la glandula mamaria de hembras bovinas,
constituye uno de los alimentos mas completos dentro de la dieta humana, debido
a su alto contenido de vitaminas y minerales (Quintero, 2011). A nivel mundial,
entre 2000 y 2012 la produccién de leche liquida presentd una tasa de crecimiento
anual de 1.8%, llegando a 578 millones de toneladas. Los mayores productores
estan en la Union Europea, Estados Unidos, Rusia, Brasil y Nueva Zelanda que
concentran 75% de la produccion mundial (Ministerio de agricultura y desarrollo
rural, 2013).

De acuerdo con la FAO durante el 2014 el consumo per capita de leche a nivel

mundial presento los siguientes estratos:

- Alto en los paises de América del Norte, Argentina, Armenia, Australia, Costa
Rica, Europa, Israel, Kirguistan y Pakistan, con valores superiores a 150

kilogramos por afo.

- Medio en los paises de la India, Japon, Kenia, México, Mongolia, Nueva
Zelandia, Republica Islamica de Iran, Africa septentrional y meridional, la
mayoria del Oriente Proximo y la mayor parte de América Latina y el Caribe,
con valores entre 30 a 150 kg por afio.
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- Bajo en los paises de China, Etiopia, la mayoria de Africa central y la mayor
parte de Asia oriental y sudoriental, con valores menores a 30 kilogramos por

ano.

Colombia es el cuarto productor de leche en América Latina con un volumen
aproximado de 6500 millones de litros anuales, superado por Brasil, México y
Argentina y una tasa de crecimiento promedio anual de 3.5% (Ministerio de
agricultura y desarrollo rural MADR, 2010; Proexport, 2011). Igualmente se reporta
un consumo per capita medio de 141 litros afio (FAO 2014).

La produccion total de leche en el departamento de Narifio es de 760000 litros por
dia y el promedio de produccion de 6,9 litros/animal/dia (ENA, 2012). Guachucal
es el municipio con mayor produccion de leche en el departamento con 101938
litros/dia, lo cual corresponde al 13.4% de leche producida en el departamento. La
Ex provincia de Obando representada por los municipios de: Aldana, Contadero,
Cordoba, Cuaspud, Cumbal, Funes, Guachucal, Gualmatan, Ipiales, lles, Potosi,
Puerres y Pupiales; y los 27 resguardos indigenas de los pastos, producen 438364
litros/dia, el cual representa el 57.69% de la producciéon (Alcaldia de Guachucal,
2013).

El consumo de leche en el departamento de Narifio segin SAGAN en 2014 es de
70 litros de leche al afio, siendo la mitad del total nacional reportado por
FEDEGAN en 2013.

2.2MASTITIS

La mastitis es la inflamacion de la glandula mamaria y de sus tejidos secretores,

reduce la produccion de leche, alterando su composicion y sabor, ademas eleva la

carga bacteriana normal (Gasque, 2008). Se produce por diferentes causas:
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infeccidbn microbiana intramamaria (bacteria patogena), lesiones en la glandula
(herida), y con menor frecuencia por alergia y neoplasias (Pastor-Guisar y Bedolla-
Cedefio, 2008).

Es una enfermedad altamente prevalente en el ganado bovino productor de leche,
que ocasiona pérdidas econdmicas importantes a todos los productores y la
industria lechera mundial, porque disminuye el rendimiento de la leche, aumenta el
namero de tratamientos clinicos e incrementa el desecho temprano de vacas en
etapa productiva (Persson et al. 2011; Olde Riekerink et al. 2008). Por lo que se
ha reconocido como la enfermedad mas costosa en los hatos lecheros (Ruiz et al.
2011). El cuadro clinico que presenta la enfermedad varia desde casos
imperceptibles, donde se necesita de pruebas diagndsticas para su deteccion
(mastitis subclinica), hasta inflamaciones agudas con toxemia y muerte del animal

(mastitis clinica) (Castillo et al. 2009).

La forma de evitar el contagio y propagacion de la enfermedad esta relacionada
con la calidad del ordefio y el control periddico, que pueden ser factores
determinantes en la rentabilidad del sistema productivo. Sin embargo, la mastitis
sigue siendo, econdmicamente, uno de los problemas mas importantes hoy en dia.
Ademas la infeccidn se puede diseminar en la leche y afectar el producto crudo
obtenido (Halasa et al. 2007). Los microorganismos pueden contaminar la leche
cruda a través de: 1) infecciones de la ubre o conducto del pezén, 2) exterior de la
ubre y ambiente, 3) manejo de la leche y equipo de almacenamiento. Estos
factores se potencializan dependiendo de otras caracteristicas como la edad, la
etapa de lactancia, la estacion del afo, variaciones en la temperatura ambiental y

cambios en las condiciones climaticas diarias (Fernandez et al. 2009).
La mastitis subclinica es importante dado que su imperceptibilidad hace mas dificil

su identificacion en los hatos lecheros, lo cual permite que la enfermedad

permanezca durante tiempos prolongados en el hato, aumentando el riesgo de
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diseminacion en el medio, ya sea a travées del personal encargado del ordefio o los
utensilios e instrumentos que se encuentran en contacto con la ubre de animales
infectados (Castillo et al. 2009). De esta manera los efectos en la produccién no se
evidencian de forma inmediata sino que se manifiestan cuando el nivel de

infeccidon en el hato ya se encuentra en un nivel critico (Li et al. 2009).

2.2.1 Etiologia

Se han reportado mas de 100 microorganismos causantes de infeccion
intramamaria. La mayoria de las infecciones, incluidas las de importancia
econdmica, son ocasionadas por especies de estafilococos, estreptococos y
bacterias Gram-negativas. Las ultimas son esencialmente coliformes (Bedolla y
Ponce de Leon, 2008).Estos microorganismos se han dividido en patdégenos
contagiosos y ambientales teniendo en cuenta su asociacion epidemioldgica y
proclividad a causar infecciones oportunistas, persistentes o transeuntes (Pinzén-
Trujillo et al. 2009). Dependiendo asimismo, de su reservorio primario y el

ambiente en el cuarto de la glandula mamaria infectada (Bradley y Green, 2001).

Los patdgenos contagiosos de primera importancia incluyen a Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp., y Mycoplasma spp.
(Ruiz et al. 201; Trujillo et al. 2011). Estos organismos se transmiten de vaca a
vaca, a través del contacto con animales o cuartos de ubre infectados (Anaya-
Lopez et al. 2006; Relova-Vento et al. 2008), y la exposicion de los cuartos
mamarios no infectados se restringe al proceso del ordefio (Zecconi et al. 2006;
Calvinho y Tirante, 2005; Tambecar y Buhutada, 2009).

Los patdégenos contagiosos de la mastitis como Staphylococcus aureus y

Streptococcus agalactiae son infecciosos a nivel individual y a nivel de poblacion,
se han controlado en los hatos lecheros a través del uso de practicas de manejo
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que utilizan la desinfeccion de los pezones después del ordefio, terapia de la vaca
seca, desecho, mantenimiento del equipo de ordefio, y terapia antibittica de las
infecciones intramamarias (Contreras et al. 2007; Akabanda et al. 2013; Asaf et al.
2014).

Los patogenos ambientales a diferencia de los contagiosos, son transmitidos entre
los ordefios por el ambiente que sirve como la fuente primaria de estos
organismos. Los patégenos principales en este grupo son los bacilos entéricos
Gram-negativos (Escherichia coli, Klebsiella spp.), Gram-positivos (Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus uberis y Enterococcus spp.) (Denamiel et al. 2013;
Sunagar et al. 2013).

La mastitis ocasionada por patdégenos ambientales es el principal problema que
afecta a muchos hatos lecheros bien manejados, que aplican un programa de
control de los patdogenos contagiosos de la mastitis, ya que son mas dificiles de
controlar por su circulacion ambiental (Charaya et al. 2014; Gomez-Quispe et al.
2015).

2.2.2 Principales microorganismos implicados en mastitis

2.2.2.1 Staphylococcus aureus

Son cocos Gram positivos que miden entre 0.5 y 1.5 micras de diametro y que en
ocasiones se pueden agrupar en racimos irregulares, en parejas, tetradas o
cadenas cortas. El nombre actual se debe a Ogston, que deriva del griego
staphylé que significa racimo de uvas. Son microorganismos no moviles, no
formadores de esporas y generalmente sin capsula con reaccion catalasa
negativa(Hal et al. 2012).Esta especie es el principal agente patdgeno productor

de mastitis en muchos paises, representando el 80% de las infecciones
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intramamarias (Morosini et al. 2011). Su tratamiento se realiza mediante
antibioticos por lo cual ha llevado a la aparicion de cepas resistentes a este tipo de
productos (Quiroz-Enriquez et al. 2013).

2.2.2.2 Streptococcus agalactiae

También se lo denomina estreptococo 3-hemolitico del grupo B (EGB), es un coco
Gram positivo, catalasa y oxidasa negativo, anaerobio facultativo, que se presenta
formando cadenas de longitud variable. EIl EGB puede crecer en medios simples,
aunqgue los medios suplementados con sangre o suero favorecen su crecimiento,
las colonias son de unos 2 mm de diametro, lisas y rodeadas por un halo de B3-
hemdlisis, aunque existen algunas cepas no hemoliticas. EI EGB presenta
antigeno polisacarido comun que le caracteriza como perteneciente al grupo B de
Lancefield, antigenos polisacaridos especificos y antigenos proteicos, que
permiten su clasificacion en serotipos (Person et al. 2011; Pereira et al. 2010).

2.1.2.4 Staphylococcus epidermidis

Los estafilococos se caracterizan por ser cocos Gram positivos, catalasa positivos
y el diamino acido en el peptidoglicano es la L-lisina. En relacion con la estructura,
a nivel de la pared celular, a diferencia de S. aureus, los puentes de pentaglicina
del peptidoglicano no estan presentes y se sustituyen algunas moléculas de glicina
por L-serina (Contreras et al. 2007).

En cuanto a caracteristicas microbiolégicas se pueden destacar como cocos Gram
(+), de aproximadamente 1 ym de didametro, que se agrupan en racimos, Sus
colonias son circulares, prominentes, brillantes, 1-2 mm, pigmentos (blanco-
amarillo dorado), son inmdviles, no son esporulados y no tienen capsula, salvo

excepciones. Sus caracteristicas fisiologicas se destacan por anaerobiosis
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facultativa, gran resistencia, soporta condiciones ambientales mas adversas que
los estreptococos y el neumococo y no son exigentes para su desarrollo (Luthje y
Schwarz, 2006)

2.2.2.4 Escherichiacoli

Forma parte de la familia Enterobacteriaceae y esta integrada por bacilos Gram
negativos no esporulados, moviles con flagelos peritricos o inmoviles, aerobios-
anaerobios facultativos, capaces de crecer en agar MacConkey y en medios
simples con o sin agregado de NaCl, fermentadores y oxidativos en medios con
glucosa u otros carbohidratos, catalasa positivos, oxidasa negativos, reductores de
nitratos a nitritos, y poseedores de una proporcion G+C de 39 a 59% en su DNA.
Se trata de bacterias de rapido crecimiento y amplia distribucién en el suelo, el
agua, vegetales y gran variedad de animales (Roesch et al. 2007; Gutiérrez-
Ramirez y Acosta-Otéalvaro, 2008).

2.3BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL)

Las Bacterias Acido Lacticas (BAL) comprenden un nimero elevado de bacterias
Gram-positivas cuya caracteristica comun es la produccion de acido lactico a partir
de los carbohidratos (Cueto-Vigil et al. 2010; Adebayo-Tayo y Onilude 2008). El
grupo de bacterias lacticas asociadas con los alimentos incluyen cocos de los
géneros Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc y bacilos de los
géneros Lactobacillus y Carnobacterium. Este grupo de bacterias probablemente
sea el mas abundante y difundido en la naturaleza, debido a la capacidad que
poseen de crecer en una variedad de sustratos y en diversas condiciones

biologicas (Ramirez-Ramirez et al. 2011; Victoria-Leon et al. 2006).
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Las BAL se clasifican teniendo en cuenta diversos criterios entre los que se
encuentran su morfologia, modo de fermentacion de la glucosa, crecimiento a
diferentes temperaturas, la configuracion del acido lactico producido y su habilidad
para crecer a elevadas concentraciones de sal (Vallejo et al. 2009). De acuerdo
con el modo de fermentacibn se clasifican en homofermentativas vy
heterofermentativas; las primeras se caracterizan por tener la enzima aldolasa y
producir acido lactico como producto final de la fermentacion, las segundas
convierten hexosas o pentosas en diferentes productos como acido lactico,

acetato, etanol y CO? (Manzanares et al. 2006).

La importancia de las BAL radica en su capacidad de inhibir el crecimiento de
otros microorganismos, permitiendo la conservacion de los productos que contiene
la bacteria (Reis et al. 2012). Las BAL disponen de varios mecanismos que
controlan el crecimiento de otras bacterias entre los que se encuentran la
reduccion del pH a causa de la acumulacion de acidos organicos, la produccion de
bacteriocinas que evitan el crecimiento microbial, la produccion de sustancias
antagonistas como diacetilo, peréxido de hidrégeno, acetaldehido y compuestos
no proteicos de bajo peso molecular, y buena adhesion a la mucosa intestinal que
le permiten competir por espacio con otros microorganismos (Alfaro-Sanabria,
2007; Vasquez et al., 2009). Las BAL se caracterizan por ser acido tolerantes, con
crecimientos por debajo de los 3.2 de pH, sin embargo la mayoria crece entre
valores de 4 y 4.5, esto les ha permitido sobrevivir en medios donde otras
bacterias no resistirian (Ramirez-Ramirez et al. 2011).

Dentro de las bacterias lacticas, el grupo Lactobacillus es el mas importante y

heterogéneo, incluyendo especies con propiedades bioquimicas y fisiologicas muy
diferentes (Nath-Mohanty et al. 2015).
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2.1.2 Los probioticos como alternativa al uso de antibiéticos

Durante el siglo XX la guerra en contra de las enfermedades producidas por
agentes bacterianos encontro un aliado fuerte en los productos antibiéticos. Segun
Cancho et al.(2000)son sustancias quimicas producidas por diferentes especies
de microorganismos que reducen el crecimiento de otros microorganismos y
pueden, eventualmente, destruirlos; este tipo de sustancias actualmente son
usadas como terapéuticos y/o profilacticos o como promotores de crecimiento,
aunque este ultimo ya se encuentra prohibido por la mayoria de naciones. Sin
embargo, Ortiz (2010) sefala que: “En los ultimos tiempos se ha planteado un
duro debate, para que se disminuya el uso de antibidticos y promotores del
crecimiento en la produccion animal, debido a que el uso continuo de dosis sub-
terapéuticas de antibioticos promotores del crecimiento, puede estar asociado al

desarrollo de microorganismos resistentes a estas drogas”.

Las bacterias, por su capacidad de adaptacion, pueden desarrollar mecanismos
de resistencia frente a los antibidticos (Ahmad y Ahmad et al. 2015). Existe una
resistencia natural o intrinseca en las bacterias, que realiza modificacion en el
punto donde actua el antibiotico (Rafik et al. 2015). A parte de la anterior, la
resistencia adquirida es la realmente importante desde un punto de vista clinico ya
que se debe a la modificacidon de la carga genética de la bacteria y puede
aparecer por mutaciéon cromosomica o por mecanismos de transferencia genética
(Rotem et al. 2012). Esta resistencia puede ser transmisible de una bacteria a
otra. Las bacterias se hacen resistentes a los antibidticos desarrollando
mecanismos de resistencia que impiden al antibiotico ejercer su mecanismo de
accion (Buodobichet al. 2008).
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2.1.3 Lactobacillus lactis

Lactobacillus lactis es una bacteria acido lactica que posee el estatus de (GRAS)
generalmente reconocida como segura. Es usualmente utilizada en lecheria y en
la industria de alimentos fermentados desde hace muchas décadas (Norren et
al.,2011; Dal Bello et al. 2012).Generalmente se encuentra en la leche y productos
lacteos (Rajaram et al., 2010; Campos et al. 2006). Se caracteriza por producir
nisina, la cual tiene efecto antimicrobiano. Su aislamiento permitira utilizarlo en la
conservacion de alimentos que tienen compromiso con bacterias patogenas

responsables de las ETA (Zarate, 2011; Ramirez-Peinado, 2013).

2.3.3 Lactobacillus casei

Es una bacteria acido lactica que se encuentran de forma natural en vegetales
fermentados, leche, carne, asi como en el intestino, la boca del ser humano y el
ambiente (Punochei et al., 2014). El nombre de L. casei se uso por primera vez en
1919 y se relaciona con queso: casei y caseina (proteina de la leche), proviene de
la palabra caseus que significa queso (Roldan et al. 2011). EI mismo autor
menciona que son bacterias Gram positivas con forma de baston que pueden
fermentar una mayor variedad de carbohidratos en comparacion con la mayoria de

Lactobacillus encontrados en las leches fermentadas.

El grupo Lactobacillus casei consta de diversas especies de bacterias mesofilicas
acido lacticas, anaerobias facultativas y homo o heterofermentativas. Su
metabolismo proporciona cualidades organolépticas a diversas leches
fermentadas, quesos y mas recientemente a las nuevas leches fermentadas
(Cabello-Aceves 2007). Su habilidad para sobrevivir en cantidades adecuadas al
transito a lo largo del tracto intestinal, ademas de tener un efecto fisiologico

asociado con sus beneficios potenciales sobre la salud, hacen del Lactobacillus
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casei un buen probiotico (Gaones al., citado por Ruales y Vallejo, 2007; Suet al.,
2010).

2.4BACTERIOCINAS O BIOCINAS

Durante su evolucion, las bacterias han adquirido diversos mecanismos de
adaptacion que les permiten tener éxito en la competencia por nutrientes y espacio
en su habitat. Estos mecanismos incluyen desde el mejoramiento de los sistemas
de quimio taxis hasta la adquisicion de sistemas de defensa como la produccion
de péptidos antimicrobianos o bacteriocinas (De Busto y Leroy, 2007; Batdorj et al.
2006). Las bacteriocinas son péptidos biolégicamente activos que tienen la
capacidad de inhibir el crecimiento de otros miembros de la misma especie
productora o miembros de distintos géneros bacterianos y se ha observado que
algunas de estas moléculas poseen mayor actividad que los péptidos
antimicrobianos producidos por los eucariotas (Lopez et al., 2008; Beristain-Bauza
et al. 2012).

Las bacteriocinas son proteinas o péptidos bactericidas sintetizados en el
ribosoma de las BAL, la célula productora sintetiza una molécula que la inmuniza
contra la propia bacteriocina (Sankar et al. 2012). La produccion ocurre de forma
natural durante la fase logaritmica del desarrollo bacteriano o al final de la misma,
guardando relacion directa con la biomasa producida (Vasquez et al., 2009). Son
sintetizadas por la gran mayoria de los grupos bacterianos, de hecho, se ha
propuesto que el 99% de las bacterias producen al menos una bacteriocina, ya
que éstas se han encontrado en la mayoria de las especies examinadas que
abarcan los grupos de bacterias Gram positivas, Gram negativas y también en las
Arqueas (Parada et al. 2007). Estas moléculas han sido utilizadas como una
importante herramienta en estudios evolutivos y ecoldgicos (Sousa et al. 2007).
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2.4.1 Espectro antimicrobiano de las biocinas

Estos péptidos antimicrobianos tienen la propiedad de inhibir el crecimiento de
bacterias patdgenas y bacterias causantes del deterioro de los alimentos
(Amortegui-Diaz, 2012). El espectro de actividad de las bacteriocinas de bacterias
acido lacticas se limita a bacterias Gram positivas y no se conoce la inhibicién de
microorganismos Gram negativos (Castro et al. 2009). Sin embargo, el uso de
agentes quimicos como acidos organicos, EDTA y otros agentes quelantes o
condiciones ambientales adversas como nivel de pH, congelamiento o presion
hidrostatica que ocasionen dafios a la estructura celular, pueden sensibilizar a
microorganismos Gram negativos tales como Pseudomonas, Escherichia,
Salmonella, Yersinia y Aeromonas (Moyes et al. 2014). La susceptibilidad de las
bacterias gran negativas a las bacteriocinas es entonces mucho mas limitada.
Para obtener actividad frente a bacterias Gram negativas se requiere una mayor
purificacion de la bacteriocina (Petzl et al. 2008). Dentro del grupo de bacterias
Gram positivas sensibles a las bacteriocinas se incluye varios patdogenos de origen
alimentario como Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus y Listeria

monocytogenes (Guzman et al. 2009).

Las bacteriocinas producidas por diferentes bacterias probioticas pueden servir
como barreras antimicrobianas y ayudar a reducir los niveles de microorganismos
patogenos (Neha et al. 2012). Existen numerosas bacteriocinas y cada una tiene
espectros de inhibicion particulares, esta caracteristica es aprovechada para la
manipulacion de poblaciones bacterianas a nivel de tracto digestivo con el fin de
excluir patdbgenos, mejorar la digestibilidad e incrementar la actividad inmunolégica
de muchas especies animales (Céaceres y Gotteland, 2010). y son ampliamente
utilizadas en la cria de cerdos, aves y recientemente ha surgido un interés sobre
su aprovechamiento en la produccion de organismos acuaticos (Cajarville et al.
2011).
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La accion de las bacteriocinas esta determinada por la composicion de la
membrana citoplasmatica, la estructura y la expresion de una proteina en funcion
de la inmunidad, ademas de la composicion quimica del medio ambiente.
Recientemente, se considera también la existencia de las moléculas superficiales
en la membrana de la célula blanco que permiten el acoplamiento con la

bacteriocina producida por otra bacteria (Menad et al. 2014).

Las bacterias Gram-positivas se caracterizan por poseer un alto contenido en
lipidos anidnicos en su membrana, en este caso el modo de accion de las
bacteriocinas es la union inicial a la membrana bacteriana, por atraccion
electrostatica entre los lipidos cargados negativamente y las bacteriocinas con su
carga neta positiva, localizada en uno de sus extremos; después se produce la
insercion delas bacteriocinas en la bicapa lipidica (Parcenar et al. 2011). De este
modo, se forman poros en la membrana bacteriana, la cual queda permeabilizada,
la célula empieza a perder iones y metabolitos fundamentales para su
supervivencia y eventualmente se produce la muerte bacteriana (Muy
probablemente debido a vesiculacion del protoplasma, la formacion de poros y la

desintegracion completa de la célula) (Contreras et al. 2007).

El campo de accion de las bacteriocinas se relaciona con el contenido de cistina y
de acuerdo con ello, se establecen tres grupos: a) bacteriocinas con un estrecho
rango de accion, restringido a microorganismos de la misma especie; b)
bacteriocinas con un rango intermedio que inhibe bacterias lacticas y algunas
bacterias Gram-Positivas; y c) bacteriocinas con amplio rango de accion, las
cuales inhiben una amplia variedad de Gram-Positivas (Sanabria et al. 2008).
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1LOCALIZACION ZONA DE ESTUDIO

La presente investigacion se realizo en el Laboratorio de microbiologia del Grupo
de Investigacion FISE-PROBIOTEC, adscrito al departamento de Producciéon y
Procesamiento Animal de la Facultad de Ciencias Pecuarias de la Universidad de
Narifio, el cual se encuentra ubicado en el municipio de Pasto, departamento de
Narifio, con una temperatura promedio de 14°C, a una altura de 2540 msnm,
precipitacion anual promedio de 1084 mm y humedad relativa del 76% (IDEAM
2014).

3.2CEPAS

Se usaron cepas lacticas Lactobacillus lactis ATCC 11454 y Lactobacillus casei
ATTC 11456 para la evaluacion probidtica; se obtuvieron cepas patdogenas
comerciales de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228, Streptococcus agalactiae ATCC 13813 y Escherichia coli ATCC
25922y se aisl6 las mismas cepas patdégenas en la region de Pasto (Narifio).

3.2.1 Reconstitucion, siembra y cultivos de bacterias lacticas y patégenas
comerciales.

La reconstitucion se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante

(Microbiologics® 2008) y medio especifico para cada bacteria (anexo A).

Las bacterias lacticas fueron conservadas mediante repique cada 5 dias en cajas
de petri con agar MRS (medio sdlido) y cada 8 dias en tubos con caldo MRS

(medio liquido). Para todas las cepas patdgenas se us6é como medio liquido caldo
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BHI, sin embargo, para su conservacion en medio solido se necesito agar manitol
para ambos Staphylococcus, agar base sangre para Streptococcus y agar
McConkey para Escherichia coli. Todos los preservados fueron incubados a 37°C
y 24 horas, y llevados a refrigeracion (4°C) hasta su utilizacion.

Los inoculos de las bacterias lacticas se obtuvieron en un Erlenmeyer con 40 mi
de caldo MRS estéril y se depositaron en una alicuota de la bacteria conservada;
enseguida se incubaron por un periodo de 24 horas a 35°C, al terminar el periodo
de incubacion, se tomaron 4 ml del incubado y se depositaron en otros 40 ml de
caldo MRS comercial y se colocaron a incubacion en las condiciones mencionadas
anteriormente. Para ajustar el in0culo se tuvo en cuenta la metodologia propuesta
por Crueger y Crueger (1993).El porcentaje de in6culo debe ser ajustado a 10%
VIV para iniciar la fermentacion. Para ello, se prepararon 90 ml de caldo MRS
estéril, se afiadio 10 ml de inoculo probidtico con la aplicacion de la regla.
Después de este tiempo, se estimo el numero de bacterias por ml de caldo MRS,
se tomo 1 mly se realiz0 lectura directa en el espectrofotometro a 625 nm, cuando
se encontré0 una poblacion superior a la establecida se adiciond caldo estéril
teniendo en cuenta la propuesta de Guerrero (1999) mostrada en Jurado-Gamez
2014.

Es el valor de X1

Mq------ My

Y P—

X. = M, *V,
1 Ml

Es entoncesVs;
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V2:V1-X1

Finalmente se obtiene el valor de X,

(VZR—5
Va-e---Xy
VS * V2
2 - V]_

El valor de X, es la cantidad que debe ser afiadida a 100 ml para ajustar la
poblacién de 1.50 x 108 UFC/m.

M = Poblacion o densidad de las células que se deben ajustar.

M, = 0.125 densidad dptica equivalente al estandar de Mac Farland 1.50-10°
UFC/ml. Densidad utilizada para la primera fermentacion.

V1 =1 ml del volumen total de in6culo (10/90).

X1 = la cantidad que contiene M..

V> = lo que se afiadié a 1 ml para ajustar a 1.50x10% UFC/m.

V3 = 100 cantidad total ml de inéculo.

X, = cantidad de caldo MRS estéril comercial que se afiade a V3 para la poblacion
con el fin de ajustar el valor de M.

3.2.2 Aislamiento y caracterizacion de bacterias patégenas provenientes de

vacas con mastitis subclinica

La toma de muestras se realizé de la siguiente manera:

« En el momento del ordefio se realizé la prueba de CMT (California Mastitis

Test). Los animales que presentaron un grado de mastitis subclinica 10
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2fueron seleccionados y se tomdé una muestra del cuarto mas afectado, la
muestra fue llevada al laboratorio de la universidad de Narifio para el

correspondiente aislamiento y verificacion.

* Se tomo las muestras necesarias, que permitieron encontrar y aislar todas las
bacterias patdgenas para el estudio (Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus epidermidis y Escherichia coli) (Bouman, 2012).

3.3 EFECTO DE LOS ANTIBIOTICOS SOBRE LAS BACTERIAS
EVALUADAS.

Se efectuod prueba de sensibilidad a los antibidticos sobre las bacterias (patogenas
y lactica) con la técnica de Kirby Bauer (1966). Los antibiéticos evaluados fueron:
Gentamicina CN 10 ug, Penicilina P 10 IU, Ciprofloxacina CIP 5 pg, Dicloxacilina
DCX 1 pg, Cefepime FEP 30 pg, Cefalotina KF 30 pg, Trimetropin Sulfa 25 ug y
Ampicilina AM 10 pg. Se tomoO una muestra de las cepas y se transfirieron a un
tubo con 1 ml de agua destilada (1 tubo por cepa), se incub6 a 35°C hasta obtener
la turbidez opticamente comparable del estandar de 0.5 MacFarland, una densidad
6ptica de 0.125 equivalente a 1.5 x 10® UFC/ml, luego de ajustado los inéculos, los
microorganismo fueron transferidos en cajas de Petri con agar Mueller Hilton,
sobre el medio se coloco los discos de antibiotico con el uso de una pinza estéril,
usando una caja por antibiotico evaluado; las cajas fueron incubadas por 18 horas
a 35°C para posteriormente medir el diametro de halo producido alrededor de los

discos.
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3.4 EFECTO DE INHIBICION DE LAS BACTERIAS LACTICAS Y SUS
SOBRENADANTES SOBRE LAS BACTERIAS PATOGENAS.

La prueba de inhibicion in vitro se llevé a cabo mediante una adaptacion del
meétodo de Tagg y McGiven (1971), agar de discos con L. casei y L. lactis. Los
discos se impregnaron en cantidades de 25, 50 y 100 ul de la bacteria lactica y se
colocaron en cajas de Petri con agar Mueller Hinton previamente cultivadas con
las bacterias patdgenas; las cajas de petri se incubaron a 32°C durante 18 h,
después de este tiempo, se realiz6 la lectura de los halos formados, teniendo en
cuenta la distancia desde el borde del disco de agar con la bacteria lactica hasta el
final del halo de inhibicion de las bacterias patdégenas. El tamafio critico de halo
para determinar si hay inhibicién se consider¢ igual o superior a 2 mm (Estrada et
al. 2005).

Para el ensayo de inhibicion en sobrenadante, se sembré cada una de las
bacterias lacticas de acuerdo con Crueger y Crueger (1993) y se ajustaron a
patrén 1 en la escala de Mac Farland (concentracién 3.0 x 10°), enseguida se
tomo 1.5 ml de muestra de cada bacteria lactica a 4°C y se centrifugd a 1000 rpm
por 15 min y el sobrenadante obtenido se filtr6 en membrana de 0.20 micras. La
evaluacion se realiz6 mediante dos métodos de difusion: discos y cilindros de
plastico. Para el primero se tomaron discos de papel de filtro pre-esterilizado (15
min a 121°C y 15 PSI), de 6 mm de diametro, los cuales se impregnaron con 50,
75y 100 pl del sobrenadante con la ayuda de una micro pipeta en camara de flujo
laminar tipo I, enseguida se colocaron en la superficie de agar Mueller Hilton
previamente inoculado con las bacterias patégenas (en forma separada) y se
incubaron a 35°C por 18 h. En el método con cilindros se utilizd puntas de pipetas
estériles cortadas a partir de 8 mm de diametro, estas fueron colocados en cajas
de Petri con agar Mueller Hilton, que previamente fue inoculado con las bacterias
patogenas, dentro se deposito las mismas cantidades usadas en el método del

disco y se incubaron en las mismas condiciones. La inhibicion se determino por el
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halo producido alrededor del disco y el cilindro; se midio la distancia de los discos
finales y el borde de halo, se tuvo en cuenta un halo de 2mm como indicio de
susceptibilidad (Estrada et al., 2005).

3.5PRUEBAS DE SIMULACION GASTROINTESTINAL

3.5.1 Bilis bovina y Sales biliares. Se evaluo el crecimiento de L. casei y L.
lactis a concentraciones de 0.5, 1 y 2% de sales biliares bovinas y
concentraciones de 1y 1.2% de bilis bovina. Primero se cultivaron las bacterias
en caldo MRS por 24 horas; de este cultivo se tomaron muestras y se
depositaron en tubos con MRS vy las diferentes concentraciones a evaluar,
enseguida se tomO muestras para cultivar en agar MRS con azul de anilina y
se cultivaron a 32°C por 48 horas, al final se realizé recuento de bacterias de
cada muestra, se tuvo en cuenta valores iguales o superiores a 10° UFC/m
como conteos viables de la bacteria (Cai et al., 1999; Cai et al., 1998).

3.5.2 Prueba de catalasa y gas. Se determiné actividad de catalasa y
produccion de gas utilizando las metodologias de Dahlet al., (1989) y Cai et al.,

(1999), respectivamente.

3.5.1 Prueba de pH. Se determino si la cepa lactica es viable a diferentes niveles
de pH, para ello se midi6 el crecimiento a pH 2.5, 4.5y 7; se evaludé por un
periodo de 3 horas, con toma de informacion cada hora. Para ello, se uso
medio MRS comercial y el pH fue ajustado con acido tartarico, las condiciones

de incubacion fueron de 32°C y 48 horas.

3.5.4 Prueba de temperatura. Se determino la viabilidad de L. casei y L. lactis a
dos temperaturas (38 y 45°C), el tiempo de evaluacion se llevd hasta la fase
exponencial encontrada en la cinética de fermentacion en el medio MRS (16 h
48 min). Se usoO el procedimiento descrito por Crueger y Crueger (1993),
ajustando el inéculo a 0.125 en escala de McFarland y se incubo hasta las 16 h

39



48 min, luego se hicieron diluciones de 10 hasta 102 con agua peptonada y
se sembré en cajas de petri con azul de anilina y se inici6 en la dilucién 10

hasta 10 a 37°C y 48 horas, determinando el recuento de UFC/m.

3.5.5Cinética de crecimiento de las cepas lacticas. Se usO0 dos medios de
cultivo para evaluar los parametros cinéticos de L. casei y L. lactis: el primer
medio fue MRS comercial y el segundo Pro; este ultimo fue propuesto por
Brizuela (2005) y esta compuesto por 10 g/l de azucar blanco, 8 g/l de extracto
de carne y 4 g/l de extracto de levadura (Jurado-Gamez 2010).

Para la cinética de crecimiento se tomé un Erlenmeyer por cada medio, se
adicion6 60 ml de inoculo de la bacteria lactica y 540 ml de medio, se llevaron a
incubacion en incubadora shaker con agitacion constante a 32°C y 100 rpm, no se
control6 el pH debido a las caracteristicas de la cepa, que resiste niveles bajos. Se
evaluo la cepa durante 24 horas, realizando mediciones cada 2 h 24 min. En cada
medicion se determin6 conteo de microorganismos viables en placa (UFC/ml), pH,

azucar total, acidez y proteina.

El conteo de microorganismos viables en placa se determin6 mediante la
disolucion de 1 ml de muestra en 9 ml de agua peptonada al 0.1%, se realiz6
diluciones decimales que fueron transferidas a cajas de Petri, que contenian
medio MRS con azul de anilina (0.1 ml) para siembra en superficie. Las cajas
fueron incubadas a 32°C y se observaron entre 24 y 48 horas. 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 dilucion y por 10 para obtener UFC/ml
(Lanara, 1981).

Para determinar el pH se tomé una muestra del medio y se midié con pHmetro
digital (JENCO® VisionPlus).
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El método de Dubois (1956) fue usado para determinar el azucar total, se
prepararon diferentes concentraciones de glucosa para crear una curva patron
mediante los valores obtenidos de las muestras observadas a una densidad Optica
de 625 nm. Los valores se graficaron contra la concentracion en mg/l, finalmente

se obtuvo los valores de la linea recta (Anexo B).

La acidez fue determinado mediante titulacion con hidréxido de sodio (1N) (Negri,
2005). La biomasa se determin6 por los métodos de Crueger y Crueger (1993) y
Rodriguez et al., 2003, para ello se establecio la velocidad maxima de crecimiento
mediante la siguiente ecuacion:

dLnX
dt

y el tiempo de duplicacion celular (td), se establecio teniendo en cuenta la

vmax =

siguiente ecuacion:

Ln2
V max

td =

La proteina se determin6 con el método de Lowry y Col (1951), con modificacion
de Malara y Charra (1972), se obtuvo una curva patron a partir de seroalbumina
bovina, luego se midi6 la absorbancia en espectrofotometro a 625 nm. La
concentracion fue graficada contra los valores para obtener la ecuacion de la linea

recta.

41



3.6 DETERMINACION DE COMPUESTOS EN EL SOBRENADANTE.

3.6.1 Péptidos por HPLC. Se tom6 una muestra de sobrenadante de L. casei y
otra de L. lactis y se determind el contenido de péptidos de cada uno, mediante
espectrofotometria de alta densidad (HPLC), se us6 una alicuota de 25 ml de
sobrenadante, la cual fue centrifugada a 18000 rpm, por 30 minutos y 4 °C;
luego se filtro 2 ml en jeringa de filtrar (0.25 micras) y finalmente fue llevado a

lectura en el espectrofotometro a 650 nm y se obtuvo los resultados.

3.6.2 Acidos organicos por HPLC. Para determinar la produccion de éacidos
organicos se tomo caldo de crecimiento y se centrifug6 a 8500 rpm, enseguida
se filtr6 en membrana de 0.25 uym y se determind la produccion mediante
HPLC de la siguiente manera, solvente de fase movil, acido sulfurico a pH 1.5;
presion 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 dedivinilbenzeno), (Brizuela, 2003).

3.7HIPOTESIS

3.7.1 Hipotesis Nula

Las BAL (Lactobacillus lactis y Lactobacillus casei)no ejerceran efecto inhibitorio
sobre las bacterias patdgenas Staphylococcus aureus, Staphylococcus

epidermidis, Streptococcus agalactiae y Escherichia coli, como principales

microorganismos causantes de mastitis subclinica en vacas Holstein.
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3.7.2 Hipotesis Alterna

Las BAL (Lactobacillus lactis y Lactobacillus casei) ejerceran efecto inhibitorio
sobre al menos una de las bacterias patdgenas Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae y Escherichia coli, como

principales microorganismos causantes de mastitis subclinica en vacas Holstein.
3.8. DISENO EXPERIMENTAL

Para realizar la evaluacion estadistica se usO el paquete SAS 9.1 (2004). El
analisis de la cinética de fermentacion de los medios MRS y PRO se realiz6 a
traves de un disefio de medidas repetidas en el tiempo, con el uso del

procedimiento PROC MIXED, con el siguiente modelo matematico.

Yik = M + Ai + B + (A*B)ik + & + €k

donde:

Yik . observacion ijk

¥ : media general

Ai : efecto de tratamiento
Bk . efecto del tiempo

(A*B)i: efecto de interaccion entre los tratamientos i y el tiempo k
€j . error aleatorio y covarianza entre medidas repetidas

Eijk . error aleatorio

Se determind la correlacion entre los métodos del sobrenadante con el
procedimiento PROC CORR vy se establecio ecuaciones de regresion lineal simple
de las variables pH, acido lactico, consumo de proteina y consumo de azucar
como variables independientes y el crecimiento (LN UFC/ml) como variable
independiente en el medio MRS, teniendo en cuenta Unicamente los datos de
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crecimiento desde el inicio hasta la fase exponencial con el procedimiento PROC

REG. El modelo matematico de la regresion fue el siguiente:

Y =Bo+Bute
donde:

y: variable a evaluar
Bo: Intercepto.

Bi: Pendiente.

e: error.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1AISLAMIENTO DE CEPAS

Se logro identificar las bacterias patdgenas Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae y Escherichia coli en las
muestras de leche de vacas con mastitis subclinica y aislarlas para su posterior
uso (Figura 1).

Figura 1. Fotografia microscopica de las bacterias lacticas y las bacterias
patdogenas.

Lactobacillus lactis Lactobacillus casei

Staphylococcus aureus Streptococcus agalactiae
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Figura. 1. Continuacion

Escherichia coli. Staphylococcus epidermidis

4.2ANTIBIOGRAMA

Los resultados de la prueba de susceptibilidad a los antibidticos se puede observar
en la tabla 1 y figura 2.

Tabla 1. Prueba de susceptibilidad a los antibioticos.

DCX FEP KF CIP CN P  Trim-Sulf AM
Cepas de referencia

L. casei R R R S S R R S
L. lactis R R R S S S S 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
Staph. aureus R R R - - R - -
Staph. epidermidis R R S - - R S S
S. agalactiae S S S - - S S S
E. coli - S S S R - S -

R: resistente; S: sensible; DCX: Dicloxacilina; FEP: Cefepima; KF:Cefalotina; CIP: Ciprofloxacina,;
CN: Gentamicina; P: Penicilina; Trim-Sulf: Trimetropim Sulfa; AM: Ampicilina.CLSI, Clinical and
Laboratory Standards Institute 2011; EUCAST, European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing 2012.
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Figura 2. Antibiograma de las cepas.

4.2.1 Cepas patdégenas.

Se encontr6 diferencias entre las cepas patdégenas aisladas y referencia (tabla 1).
La cepa que mayor discrepancia tuvo fue S. aureus aislada, ya que presento

resistencia a todos los antibioticos a los que fue evaluada, mientras que la cepa de
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referencia mostré sensibilidad; le sigue S. epidermidis que difirid en resistencia a
Dicloxacilina y Cefepima en comparacion a la cepa de referencia; luego E. Coli
con diferencia Unicamente en resistencia a la Gentamicina; sin embargo, S.
agalactiae no presento diferencia entre cepas (aislada y referencia) y fueron

sensibles a los antibioticos evaluados.

Los resultados obtenidos demuestran que las cepas aisladas presentan mayor
resistencia a los antibioticos evaluados, este efecto puede deberse a un mal
manejo de las enfermedades producidas por estos microorganismos a nivel de
campo. El departamento de Narifio se caracteriza por tener un bajo grado de
adopcion de buenas practicas de ordefio, que minimicen los riesgos de tener
mastitis subclinica en los hatos lecheros (Benavidez et al. 2010; Solarte-Portilla et
al. 2006). Junto a lo anterior, el mal manejo de este tipo de infecciones por parte
del productor, como la administracion de antibiéticos de forma indiscriminada, sin
tener una evaluacion adecuada del agente etioldgico, agrava los problemas de
resistencia de estas cepas (Tafur et al. 2008).

Es interesante observar la informacion obtenida en la cepa de S. aureus aislada, la
cual presenta resistencia a los antibioticos Dicloxacilina, Cefepima, Cefalotina y
Penicilina, estos resultados estan en congruencia con los reportes de otros
autores, quienes afirman que S. aureus es el microorganismo que presenta el
mayor problema a la industria lechera mundial, mostrando pérdidas economicas

importantes para el sector (Lopez-Meza et al. 2006; Pereyra et al. 2014).

La presencia de S. aureus esta altamente correlacionada con un elevado recuento
de células totales, factor que determina la calidad microbiolégica de la leche y
afecta el pago por calidad (Gianneechini et al. 2014; Resolucion 000017 2012),
ademas el problema se observa con mayor complejidad si se tiene en cuenta que
S. aureus es el principal agente etioldgico de mastitis en humanos (65-90%) y por
consiguiente un problema de salud publica que puede afectar a un producto
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alimenticio como la leche (Sanabria, Araya y Arbo 2008; Beltran-Vaquero et al.
2015; Moon et al. 2007).

El mismo proceso se puede inferir de las cepas de S. epidermidis, este
microorganismo tiene una capacidad de infeccion diferente al anterior, ya que es
medioambiental y por ello permanece en el medio, los reportes sobre el
microorganismo son escasos, sin embargo, se puede observar que es el segundo
agente infeccioso después de S. aureus, lo cual se confirma en la presente

investigacion.

La sensibilidad en S. agalactiae y E. coli demuestra que estos microorganismos
tienen baja incidencia en la infeccion de mastitis subclinica en la zona. Ademas
pueden ser tratados mediante los antibidticos usuales, teniendo en cuenta un
correcto uso de los mismos. En investigaciones realizadas por Rodriguez-
Martinez (2006) encontré que S. agalactiae fue el agente mas importante en la
produccion de mastitis en hatos de la Sabana de Bogota, resultados diferentes a
los encontrados en la presente investigacion, sin embargo, los resultados para E.
coli fueron similares dado que se descartd la posibilidad de encontrar el

microorganismo en el analisis.

A pesar que la resistencia es un fenOmeno natural de los microorganismos, el
proceso puede ser acelerado por diversos factores, entre los que se encuentran
un inadecuado uso de los antibioticos en el control de enfermedades como la
mastitis y residuos antibiéticos en los alimentos (Martinez-Pacheco et al., 2013).
Las bacterias evitan el ataque de los antibioticos mediante complejos mecanismos
de adaptacion, entre los que se encuentran modificacidn enzimatica del antibiético,
bombas de expulsion, cambios en la permeabilidad de la membrana externa y
alteraciones del sitio de accion, que dificultan el manejo terapéutico de las
enfermedades producidas por estos microorganismos (Tafuret al., 2008). La

resistencia se ha convertido en un problema para el productor, dado que las cepas
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al ser mas resistentes a los antibioticos, dificultan el control de enfermedades
importantes para el adecuado desarrollo de la industria lechera (Bedolla y Ponce
de Leodn, 2008).

4.2.2 Cepas lacticas.

La cepa de Lactobacillus case presento resistencia a seis de los ochos antibioticos
evaluados y Lactobacillus lactis Unicamente a tres, este factor es importante en la
evaluacion de cepas con caracteristicas probioticas, debido a que la resistencia
puede estar relacionada con genes localizados en el cromosoma, los plasmidos o
los transposones (Lopez-Brea y Domingo, 2007). Las recomendaciones del grupo
de trabajo de especialistas convocada por la FAO-OMS en 2002 indican que no se
debe administrar este tipo de bacterias por via oral, debido a la transmision de
genes de resistencia a otros microorganismos; sin embargo, se deber realizar otro
tipos de pruebas para determinar que existen realmente estos genes en la cepas

probioticas; pruebas que no se efectuaron en la presente investigacion.

4.3 PRUEBAS DE INHIBICION DE LAS BACTERIAS LACTICAS Y SU
SOBRENADANTES EN CEPAS PATOGENAS.

431 Efecto de inhibicibn de las bacterias lacticas sobre los

microorganismos patdégenos.

4.3.1.1 Inhibicion de Lactobacillus casei sobre las bacterias patogenas. En la
figura 3 y 4 se puede observar los resultados de la prueba de inhibicion de la

bacteria lactica sobre S. aureus, S. epidermidis, S. agalactiae y E. coli.

Figura 3. Halos de inhibicion de L. casei sobre las bacterias patdégenas

expresados en mm.
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a: bacterias aisladas; b: bacterias de referencia. S. aur: S. aureus; S. agal: S. agalactiae; S. epider.

La linea punteada muestra el limite de sensibilidad (2 mm) Estrada, Gutiérrez y Montoya (2005).

Figura 4. Halos de inhibicion de Lactobacillus lactis y Lactobacillus casei
sobre Escherichia coli.

Los resultados mostraron que Lactobacillus casei inhibio a todas las cepas
patogenas de referencia; pero de las cepas aisladas inhibioé solo a S. aureus y S.

agalactiae en todas las concentraciones (25, 50 y 100 pl).Ademas la cepa de S.
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epidermidis aislada fue susceptible Gnicamente a una concentracion de 50 ul,

mientras que E. Coli aislada no fue inhibida.

Lo anterior evidencia la resistencia de las bacterias aisladas a la bacteria lactica,
de esta manera el control de S. epidermidis y E. coli, encontradas en la region, no
fue efectivo por parte de L. casei. Sin embargo, Roldan et al. (2011) encontro
efecto de inhibicion de L. casei sobre E. coli, resultados diferentes a los hallados
en esta investigacion. En estudios realizados por Mohankumar y Murugalatha
(2011) y Soleimani et al. (2010) se encontro que las cepas de lactobacillus fueron
efectivas en el control de S. aureus y S. agalactiae, resultados similares a la
presente investigacion. La accion inhibitoria de las BAL se debe a diversos
factores como la produccion de biocina, acidos organicos y peroxido de
hidrogeno, reduccion del pH y competicion de espacio en el tracto gastrointestinal
(Beshkova y Frengova, 2012; Mousavi et al. 2010; Wakil et al. 2014). Estos
factores trabajan de varias maneras sobre los microorganismos, generando
efectos como la alteracion de la permeabilidad celular y el descenso del pH interno
con alteracion de funciones celulares fundamentales (Ghareeb et al. 2012;
Madureira et al. 2013).

De esta manera se puede observar que L. casei puede ser tenida en cuenta en el
control de microorganismos causantes de mastitis subclinica, que permita mejorar
las condiciones sanitarias de los productores de leche y evite pérdidas

econdmicas importantes para el sistema productivo.

43.1.2 Inhibicién de Lactobacillus lactis sobre las bacterias patdégenas.

Los datos encontrados se pueden observar en la figura5y 6.
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Figura 5. Halos de inhibicion en mm de L. lactis sobre las bacterias

patdgenas.
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S. aur S.agal S.epider E.coli S. aur S.agal S.epider E. coli

a: bacterias aisladas; b: bacterias de referencia. S. aur: S. aureus; S. agal: S. agalactiae; S. epider:
S. epidermidis. La linea punteada muestra el limite de sensibilidad (2 mm)Estrada, Gutiérrez y
Montoya (2005).

Figura 6. Halos de inhibicién de Lactobacillus lactis sobre Staphylococcus
aureus.

Se observo efecto de inhibicion de Lactobacillus lactis sobre las bacterias aisladas
de E. coli, S. epidermidis, S. aureus y S. agalactiae en todas o algunas de las

concentraciones. Sin embargo, la cepa de referencia de S. aureus fue resistente a
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la bacteria lactica. De igual manera, se observa que la susceptibilidad aumenta a
medida que la concentracion de la bacteria acido lactica se incrementa. Estudios
realizados por Batdort et al. (2007) mostraron que L. lactis inhibe una gran
cantidad de microorganismos patégenos, incluyendo los evaluados en la presente

investigacion.

La accion de L. lactis sobre las bacterias patégenas se debe entre otras cosas a la
produccion de la biocina denominada nisina, esta biocina ha sido encontrada en
los productos que contienen la cepa lactica y ha sido identificada de forma
bioquimica y molecular (Khemariya et al. 2013). La biocina destruye la integridad
de la membrana citoplamatica a traveés de la formacion de poros, de manera que
se ocasiona lisis de la bacteria y le ocasiona la muerte (Garcia-Pefia, 2012;
Agudelo-Londofio, 2013). Al respecto Fernandez (2005), menciona que las
bacteriocinas producidas por bacterias probioticas pueden servir como barreras
antimicrobianas y ayudar a reducir los niveles de microorganismos patdgenos,
efecto observado en la presente investigacion. Sin embargo, se debe notar que los
mayores halos de inhibicién se producen sobre las cepas de referencia, por lo cual
se infiere que las cepas aisladas presentan un cierto grado de resistencia a la
bacteria lactica que pueden afectar los resultados cuando se evalie en
condiciones in vivo (Neha et al. 2012). Un caso particular se da en la cepa de
referencia de E. coli, ya que presenta resistencia, a diferencia de la cepa aislada.

4.3.1.3 Efecto de inhibicion del sobrenadante de Lactobacillus casei sobre

las bacterias patdgenas. Las figuras7,8 y 9 muestran los resultados encontrados

en la presente investigacion sobre el sobrenadante de L. casei.
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» Bacterias patogenas aisladas.

Figura 7. Halos de inhibicion medidos en mm del sobrenadante de L. casei

sobre las bacterias patdégenas aisladas.
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Gutiérrez y Montoya (2005).

Figura 8. Halos de inhibicion de sobrenadante de Lactobacillus casei.

a: discos con sobrenadante; b: cilindros con sobrenadante.
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La figura 72 y 7°muestran susceptibilidad de S. aureus, S. agalactiae y E. coli con
el método de disco. Sin embargo, se observa que el sobrenadante sin filtrar fue
mas efectivo en inhibir el crecimiento de las bacterias patdégenas. Estos resultados
posiblemente se deban a la presencia de bacterias de L. casei en el sobrenadante,
ya que no se filtrd. La presencia de la bacteria lactica puede generar un aumento
de la produccion de biocinas, peréxido de hidrégeno y acidos organicas que
incrementan la susceptibilidad de las bacterias patégenas (Goraya et al.2013).

Por otra parte, el sobrenadante filtrado permite identificar el efecto de los
compuestos suspendidos en el cultivo de la bacteria lactica, al momento de la
obtencion del sobrenadante, ya que sin bacterias en este, no habra un incremento
de estas sustancias por la produccion de la bacteria. De esta manera, se puede
determinar que los compuestos presentes en el sobrenadante no fueron efectivos
en el control de S. aureus y E. coli. En pruebas realizadas por Tatsadjieu et al.
(2009) se encontr6 que el sobrenadante posee diferentes compuestos
antimicrobianos, estos pueden aumentar o disminuir su actividad dependiendo de
factores externos como el pH, la temperatura y la presencia de sales biliares. De la
misma manera Sourav Yy Arijit (2010) encontraron que las biocinas producidas por
el género Lactobacillus tiene una accion bactericida mas alta a un pH de 6, sin
embargo, su efecto permanece en un rango de 2 a 10, aunque no en condiciones
optimas. Posiblemente alguno de los factores mencionados anteriormente hizo
gue el sobrenadante filtrado no presentara un medio adecuado para el efectivo
funcionamiento de los compuestos antimicrobianos, ya que la prueba con la cepa

lactica demostro inhibicion de las bacterias.

Los resultados para la metodologia del cilindro se pueden observar en la figura 7°
y 79, esta metodologia es nueva y fue propuesta por Brizuela (2005), sin embargo,
los resultados presentados en esta investigacion indican que la metodologia
necesita mayor investigacion para su estandarizacion debido a que el analisis de

correlacion con la metodologia del disco muestra que no existe correlacion entre
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ambas metodologias (Corr: 0.1; p=0.45). Sin embargo se observo susceptibilidad
de S. agalactiae filtrado y sin filtrar, los cuales mostraron un comportamiento

parecido al disco.

» Bacterias patogenas de referencia.

Figura 9. Inhibicion del sobrenadante de L. casei sobre las bacterias
patdogenas de referencia.
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a: sensidisco con filtro, b: sensidisco sin filtro, c: cilindro con filtro, d: cilindro sin filtro; S. aur: S.
aureus; S. agal: S. agalactiae; S. epider. La linea punteada muestra el limite de sensibilidad (2 mm)
Estrada, Gutiérrez y Montoya (2005).

El método de disco (figuras 92 y 9°) muestra que todas las bacterias de referencia

son susceptibles al sobrenadante de L. casei. La comparacion entre bacterias
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patogenas de referencia y bacterias aisladas muestra que el comportamiento es

similar, a pesar de observarse algunas diferencias.

4.3.1.4 Efecto de inhibicion del sobrenadante de Lactobacillus lactis sobre
las bacterias patdégenas. Los halos de inhibicion producidos por el
sobrenadante de la bacteria lactica sobre las bacterias patdgenas se pueden

observar en la figura 10, 11y 12.

* Bacterias patdgenas aisladas.

Figura 10. Halos de inhibicion del sobrenadante de L. lactis sobre las

bacterias patdogenas aisladas.
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Figura 11. Halos de inhibicion del sobrenadante de Lactobacillus lactis.

a: disco con sobrenadante; b: cilindro con sobrenadante.

El sobrenadante de Lactobacillus lactis filtrado no mostré antagonismo para las
bacterias patdégenas evaluadas, sin embargo cuando se uso sin filtrar se consiguio
inhibir el crecimiento de S. agalactiae y S. epidermidis, las razones de este
comportamiento fueron explicadas cuando se realizo el analisis del sobrenadante
de L. casei. Sin embargo estudios realizados por Tatsadjieu et al. (2009) indicaron
gue el sobrenadante de las cepas de L. lactis muestran antagonismo microbiano
sobre S. entérica y E. coli, resultado diferente a la presente investigacion. Estos
resultados pueden ser consecuencia de diferencias en los microorganismos
evaluados, ya que para esta investigacion las bacterias fueron aisladas en la
region (Caballero-Cervantes, 2014).Las bacterias se adaptan a las condiciones de
su medio, lo cual genera cambios en su forma de resistencia a los huéspedes con
los que tienen que convivir, generando alteraciones favorables para su

supervivencia (Morosini et al. 2011).
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» Bacterias patogenas de referencia.

Figura 12. Halos de inhibicion del sobrenadante de L. lactis sobre las
bacterias patdogenas de referencia.
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Estrada, Gutiérrez y Montoya (2005).

Al realizar la comparacion del efecto antagonico del sobrenadante de L. lactis
entre las cepas patogenas aisladas y de referencia se puede observar
discrepancia entre los resultados obtenidos, ya que las segundas presentan una
mayor susceptibilidad a la cepa lactica, de esta manera S. aureus aislada es
totalmente resistente al sobrenadante mientras que su homologa de referencia no

lo es; esta diferencia también se observa en las cepas de E. coli, reforzando la

60



idea de que las cepas de la region poseen resistencia a la bacteria lactica, sin
embargo, no se puede argumentar de forma concluyente que estas diferencia se
deba a procesos adaptativos de modificacion de la estructura genética de las
bacterias, debido a que, para ello, se debe realizar su identificacion molecular, la

cual no se realizo en el presente estudio.

4.4 PRUEBAS GASTROINTESTINALES.

4.4.1 Prueba de Sales biliares y Bilis bovina. Los resultados obtenidos para

estas variables se pueden observar en la tabla 2.

Tabla 2. Crecimiento de las cepas lacticas a diferentes niveles de bilis

bovinay sales biliares.

_ No. de colonias por diluciéon (UFC/mL)
Concentracion : :
10-jun 10-jul 10-ago 10-sep 10-oct
Lactobacillus casei

1% 1.7 x10" 1.4 x10° 0 0 1x10™
Bilis bovina -

1.20% 5.1 x10 0 0 0 0

0.50% 2.3 x10’ 2 x10" 0 0 0
Sales - - . -

- 1% 3.0 x10 3.0 x10 7 x10 1 x10 0

biliares .

2% 3.0 x10 0 0 0 0

Lactobacillus lactis

1% 0 0 0 0 0
Bilis bovina - . .

1.20% 0 5x10 7 x10 5x10 0

0.50% 0 0 5 x10° 0 2x10°
Sales

N 1% 0 0 0 0 0

biliares

2% 0 0 0 0 0

La tabla 2 muestra crecimientos de L. casei a las concentraciones de 1y 1.2% de
bilis bovina, mientras que L. lactis no crece a una concentracion de 1%, sin

embargo esta Ultima crece bien a concentraciones de 1.2 % de bilis bovina. Por lo
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anterior, se observa que las cepas lacticas presentan crecimientos adecuados,
con valores iguales o superiores a 108 UFC/ml (Jurado-Gamez et al. 2013). El
caso de L. lactis es especial debido a que crecié a una mayor concentracion, lo
cual demuestra que puede crecer en concentraciones mas elevadas que las
encontradas en el tracto digestivo de los animales y humanos (Harpert 2008); a
pesar de que no tuvo crecimiento a una concentracion menor, el hecho de crecer
en mayores concentraciones la habilita para recomendarla como agente
probiotico. La falta de crecimiento a una concentracion de 1% debe ser atribuida a

factores que no fueron tenidos en cuenta en la presente investigacion.

El crecimiento bajo diferentes niveles de sales biliares mostro que L. casei crece
de forma adecuada, pero L. lactis no crece a concentraciones de 1y 2 %, lo cual
indica dificultad de la cepa para colonizar el tracto digestivo del organismo
huésped. La evaluacion de las cepas probidticas a condiciones gastrointestinales
in vitro se debe a la determinacion de su capacidad de atravesar el tracto digestivo
y colonizar su zona posterior (FAO/OMS 2002). Si una cepa no puede crecer en
medios alcalinos como los producidos por las sales biliares y la bilis, no sirve como
probiotico, ya que no podra actuar como barrera antagOnica para otros

microorganismos patogenos.

4.4.2 Pruebas de catalasay gas.

Las pruebas de catalasa y gas fueron negativas para ambas bacterias lacticas, la
primera prueba muestra una caracteristica normal del género Lactobacillus,
quienes no tiene la enzima catalasa que posee la capacidad de descomponer el
peréxido de hidrégeno, lo cual concuerda con lo reportado por Jurado-Gamez et
al. (2014).La segunda muestra una caracteristica importante para evaluar la
capacidad de producir timpanismo de las cepas, cuando estas se administran via
oral (Calpa-Yama y Chaspuengal-Tulcan 2013). Los rumiantes son susceptibles al

timpanismo y es producido por diferentes agentes, principalmente las leguminosas
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presentes en la racion, que pueden presentar casos mas severos produciendo la
muerte del animal (Santana et al. 2014); de esta manera, la ingestion de la cepa

no alterara las funciones intestinales de los animales.

4.4.3 Pruebas de pH. Los resultados obtenidos se pueden observar en las tablas
3y 4 paralL. caseiy L. lactis respectivamente.

Tabla 3. Prueba de pH para L. casei.

pH
Tiempo

2 4,5 7

1.1.6 x 10° 1.2.2 x 10° 1.2.0 x 10°
2.3.0x10° 2.3.0x10° 2.2.0x10°
TO 3.3.0x10" 3.3.0x10" 3.2.0x10"
4.2.7x 10" 4.3.0x 10" 4.2.8x10"
5.3.0x10™° 5.3.0x10™° 5.1.5x 10"

1.2.0 x 10° 1.1.4 x 10° 1.7.0 x 10"
2.1.8x10° 2.2.0x10° 2.1.8x10°

T1 3.2.0x10" 3.3.0x10" 3.3.0x10"
4.3.0x10" 4.1.8x10" 4.1.3x10"

5.2.0x 10" 5.2.0x 10" 5.6.0x 10"
1.2.1x10° 1.1.8 x 10° 1.1.6 x 10°
2.1.9x10° 2.1.4x10° 2.1.6x10°

T2 3.1.8x10" 3.1.3x10" 3.1.2x10"
4.1.3x10" 4.75x10" 4.9.0x 10"

5.1.4x 10" 5.6.4x 10" 5.7.5x 10"
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Tabla 4. Valores de crecimiento de Lactobacillus lactis evaluado a diferentes

niveles de pH.

pH
Tiempo

2 4,5 7

1.9.0 x 10° 1.1.5x 10" 1.7.0 x 10"
2.1.3x10° 2.5.0x 10° 2.6.0x 10°

TO 3.7.0x10° 3.1.0x10° 3.3.0x10°
4.6.0x 10° 4.0 4.3.0x10"

5.9.0x 10" 5.6.0x 10" 5.5.0x 10"

1.1.0 x 10° 1.4.5x 10" 1.3.2 x 10"

2.6.0x 10" 2.9,0x 10" 2.4.0x10"

T1 3.4.0x10° 3.0 3.4.0x10°
4.1.1x10" 4.3.0x10" 4.3.0x10"

5.1.8x 10" 5.0 5.3.5x 10"

1.7.0 x 10" 1.3.0 x 10° 1.5.0 x 10°
2.2.2x10° 2.3.3x10° 2.3.0x10°

T2 3.1.6x 10° 3.3.5x10° 3.3.4x10°
4.3.0x 10" 4.3.0x 10" 4.5.0x 10°

5.1.1x 10" 5.2.0x 10" 5.1.0x 10"

Los resultados obtenidos para Lactobacillus casei indican que la cepa lactica
presenta adecuados crecimiento a las condiciones de pH evaluadas, este mismo
comportamiento se observO en la cepa de Lactobacillus lactis. El tracto
gastrointestinal de los seres vivos se caracteriza por variar sus condiciones
ambientales; entre las que se encuentran el pH, es asi como el paso por el
estbmago es un reto para las cepas probidticas, dado que este puede llegar a
reducirse hasta un valor de 2, siendo una barrera efectiva contra el ingreso de
agentes patogenos (Aschenbach et al. 2011; Terre et al. 2013). Sin embargo, en
situaciones particulares algunos microorganismos patdégenos atraviesan esta
barrera y pueden colonizar el tracto posterior, produciendo complicaciones en el
huésped, que deben reducirse mediante diversos tratamientos (Gutiérrez et al.
2013).
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Por otra parte, el género Lactobacillus presenta una caracteristica importante en la
colonizacion del tracto digestivo, debido a su capacidad de resistir pH bajos (Aiba
et al. 2015).Esta caracteristica se debe a mecanismos de adaptacion como la
bomba de protones, que les permite realizar un recambio de iones hidrégeno con
el medio, manteniendo estable el pH interno de la célula (Melgar-Lalanne et al.
2014; Vasquez et al. 2007; Lara-Mantilla y Burgos-Partacio, 2012).Ademas como
productos de la fermentacion de los carbohidratos obtienen acidos organicos entre
los que se encuentran &cido lactico y &cido propionico (Madhukumar vy
Muralikrisshna, 2012; Abdel-Rahm et al. 2013;), estos productos son vertidos al
medio, como subproductos, lo que provocan un descenso del pH, aumentando su

capacidad de inhibir a otros microorganismos (Saito et al. 2014).

4.4.4 Prueba de temperatura sobre las bacterias lacticas. En la tabla 5 se
observa los valores de crecimiento de las bacterias lacticas evaluadas a dos

niveles de temperatura.

Tabla 5. Crecimiento de Lactobacillus lactis y Lactobacillus casei evaluados

a dos temperaturas.

No. de colonias por dilucién (UFC/mL)
Temperatura
10-ago 10-sep 10-oct 10-nov 10-dic
Lactobacillus lactis
38°C 2.2 x 10" 3x 10" 40x 10" | 8.0x10” | 1.2x10%
45°C 2.2 x10° 1.8 x 10*° 5x 10 6 x10™ 2.0x 10"
Lactobacillus casei
38°C 46x10° | 26x10° | 1.0x10™ | 1.4x10% 7 x 10%
45°C 4.8 x10° 6.5x10"° | 1.2x10" | 5.0x10% | 2.8x10%
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Se encontrd crecimientos superiores a 108 UFC/ml (Jurado-Gamez 2013), por lo
cual se puede argumentar que en condiciones in vitro las cepas de Lactobacillus
casei y Lactobacillus lactis crecen de manera adecuada. La evaluacion a estas
temperaturas simula la temperatura interna de la mayoria de los animales
homeotermos, la cual se encuentra en un rango de 36 a 41 °C (Cunningham 2003;
Hill 2012; Withers 1992). De esta manera se confirma el crecimiento de las cepas
lacticas en las condiciones gastrointestinales de los animales domésticos incluido
el bovino. Factor que puede altera el crecimiento de la bacteria y evitar que esta lo

colonice.

También se encontré condiciones adecuadas de las cepas lacticas a los procesos
de fabricacion del alimento, donde las temperaturas pueden llegar a 45°C, que
tiene como fin mejorar la palatabilidad y compactacion del alimento peletizado. Sin
embargo, los microorganismos tienen que soportar otro proceso en la fabricacion,
como es el estrés mecanico el cual no fue evaluado en la presente investigacion
(Sullivan et al. 2013).

4.5CINETICA DE FERMENTACION.,
4 5.1 Evaluacion del crecimiento de las bacterias lacticas en el medio MRS.

Figura 13. Cinética de crecimiento de L. lactis y L. casei en medio MRS.
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La fase exponencial de la cinética de fermentacion se observé a las 16 h 48 min
con un valor de 3.0 x 10'® UFC/ml (24.12 LN UFC/ml) para L. casei y a las 14h 24
min con un valor de 2.6 x 10" UFC/ml (26.28 LN UFC/ml) para L. lactis(figura 13).

Los valores obtenidos, muestran que las cepas lacticas presentan caracteristicas
adecuadas de crecimiento en el medio MRS, con el cual se puede obtener
indculos que permitan la obtencion de la bacteria a nivel comercial (Pérez y Luyo
2008),de igual manera los niveles de crecimiento son adecuados para realizar una
colonizacion de la mucosa intestinal del huésped. Al poder colonizar el tracto
gastrointestinal la cepa lactica tiene capacidad de competencia con otras bacterias
y evita su proliferacion, factor importante de una cepa probidtica (Rudcard et al.
2012).

4.5.2 Evolucion del pH durante la cinética de fermentacion en medio MRS.

Figura 14. Reduccién del pH durante la cinética de fermentacion y
crecimiento microbiano de L. lactis y L. casei en medio MRS.
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Se encontro un pH de 3.91y 4.32 a las 24 h de evaluacion para L. lactis y L. casei
respectivamente (figura 14), estos valores demuestran la capacidad de las
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bacterias lacticas de reducir el pH del medio en que se encuentran. Es bien sabido
que uno de los factores que afecta el crecimiento de microorganismo es el pH. La
mayoria de las bacterias patdgenas se caracterizan por presentar un crecimiento a
un valor cercano a 7 y no crecer en valores inferiores a 5 (Gruenheid y Moual,
2012; Poole, 2012; Tango et al. 2015).Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos, podemos considerar que ambas cepas lacticas pueden inhibir el
crecimiento de bacterias patdgenas ya que permiten la disminucion del pH del
medio. Se encontré que la fase exponencial de crecimiento se dio a un pH de
4.284 para L. lactis y 4.94 para L. casei, estos resultados son congruentes con lo
reportado por Ramirez-Ramirez et al. (2011), quienes manifiestan que las
bacterias acido lacticas crecen en valores cercanos a 4, pero se pueden observar
crecimientos con valores de 3.2. Sin embargo se observo que L. lactis tuvo mayor
capacidad para reducir el pH y la diferencia se observa de forma mas evidente

durante la fase exponencial.

El andlisis de regresion mostré que Lactobacillus lactis tuvo un descenso del pH
de 0.182 por cada periodo de evaluacion (2 h 24 min), el cual equivale a un
descenso de 0.0758 por hora, mientras que Lactobacillus casei un valor de 0.117
por periodo y 0.049 por hora. Este descenso en el medio se debe a la produccion
de acidos lactico y acidos organicos (acético, propionico y butirico), el primero
como producto de la fermentacion de hexosas (carbohidrato) y los segundos a
partir de los polisacaridos no digeribles (Prickler et al. 2015; Castillo-Martinez et
al. 2013; Patel et al. 2012).
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45.3 Incremento de la acidez durante la cinética de fermentaciéon en medio
MRS.

Figura 15. Aumento de la acidez durante la cinética de fermentacion de L.

lactis y L. casei en el medio MRS.
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Los resultados mostraron que Lactobacillus casei tuvo un descenso de 0.037% por
periodo (2h 24 min), lo que equivale a un descenso de 0.015% por hora,
igualmente Lactobacillus lactis mostré un descenso de 0.028 lo que equivale a un
descenso de 0.012% por hora (figura 15). La acidez determina en forma indirecta
la capacidad de la cepa lactica en crear antagonismo con otras cepas evaluadas,
como se menciond para el pH, las bacterias patdgenas no tienen una elevada
capacidad de tolerancia a la acidez del medio. Uno de los factores que permite el
aumento de acidez es acido lactico, el cual se produce a través de la enzima
lactato deshidrogenasa que se da en procesos de fermentacion (Waldir et al.
2007; Pellicer et al. 2009). Sin embargo, la prueba no determina la cantidad de
acido lactico producido por lo cual el incremento no puede ser atribuido en su
totalidad a este acido, ya que durante los procesos de fermentacion se crean otros

compuestos que aumenta la acidez del medio.
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4.5.4 Consumo de azicar durante la cinética de fermentacion en medio MRS.

Figura 16. Consumo de azucar de L. lactis y L. casei en medio MRS durante

la cinética de fermentacion.
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Lactobacillus casei mostré un consumo de 0.289 mg/l (r* 0.763 p< 0,05) por cada
periodo evaluado (2 h 24 min) y Lactobacillus lactis indic6 un consumo de 0.29
mg/l (r* 0.872 p< 0.05) (figura 16). El consumo de aztcar muestra una adecuada
utilizacion de los carbohidratos presentes en el medio, esto permite inferir que el
crecimiento de la bacteria no fue supeditado al suministro de este nutriente y que
esta pudo transformar el azucar en productos como el acido lactico, que permite la

disminucion del pH.
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4.5.5 Consumo de proteina durante la cinética de fermentacion en medio
MRS.

Figura 17. Consumo de proteina durante la cinética de fermentacion de las

bacterias lacticas.
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En la figura 17 se observa un consumo estable hasta las 12 h en Lactobacillus
lactis mientras que en Lactobacillus casei se observa hasta las 7 h 12 min, durante
este periodo se obtuvo un consumo de 0.102 mg/l para el primero y 0.036 mg/l
para el segundo. Sin embargo, para ambas cepas se observa un consumo final de
proteina de 0.111 y 0.040 mg/l. EI consumo de proteina por parte de los
microorganismos hace parte de sus necesidades nutricionales, responde a un
recambio de nutrientes y la construccion de estructuras internas para el buen

funcionamiento.

4.6 IDENTIFICACION DE COMPUESTOS EN EL SOBRENADANTE DE LAS
BACTERIAS LACTICAS.

4.6.1 Analisis de péptidos en el sobrenadante de Lactobacillus casei. Los

péptidos encontrados en el sobrenadante de L. casei se pueden observar en la
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tabla 6 y el analisis de la muestra en la figura 18 y 19, mientras que los

patrones en la tabla 7 y figura 20.

Tabla 6.Resultados analisis de péptidos para las bacterias lacticas a 214 nm.

Lactobacillus casei Lactobacillus lactis
Cantidad
) Tiempo de . Tiempo de Cantidad relativa
Pico n° relativa en %
retencion ) retencion  en % promedio

promedio

1 2472 1.09 2.526 6.74

2 2597 6.97 2.695 5.69

3 2.688 2.78 3.039 3.43

4 2971 18.08 3.567 2.99

5 7,342 8.62 5.514 2.31

6 7.707 3.01 6.585 12.38

7 9.716 21.86 9.021 22.48

8 12.145 33.85 11.842 30.92

9 12541 0.52 12.343 0.99

10 14.836 1.51 14.026 2.52

11 - - 14.737 1.46

12 - - 15.398 0.33
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Figura 18. Cromatograma de L. casei a 214 nm y estandar de calibracion.

Color azul mescla estandar; color negro sobrenadate de L. casei

Figura 19.Cromatograma de L. lactis a 214 nm y estandar de calibracion.
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Tabla 7. Péptidos patron.

_ Tiempo de ) Cantidad
No. Pico Nombre ) Area )
retencion relativa %
1 GLY-TYR 8.16 13536607 17.32
2 VAL-TYR-VAL 11.954 15409159 19.71
Metionine
3 _ 14.933 16289583 20.84
Enkefalin Acetate
Leucine
4 16.328 15163721 194
Enkefalin
Angiotensin I
5 16.525 17776696 22.74
Acetate

Figura 20. Cromatograma de péptidos patrén.

El analisis reporté que en el pico numero 8 de la muestra de Lactobacillus casei,
con un tiempo de retencion de 12.15 min se observo un tiempo de retencion
similar al péptido estandar VAL-TIR-VAL, con una concentracion de 0.55 mg/ml de
muestra. Mientras que Lactobacillus lactis mostro la presencia del misma cadena
peptidica VAL-TIR-VAL en el sobrenadante, con una concentracion de 0.66 mg/mi
de muestra. El patron indica que esta cadena pertenece a peéptidos con anillos

aromaticos presentes en sustancias opioides y antihipertensivos. Se esperaba
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encontrar cadenas que demuestren la presencia de bacteriocinas en el
sobrenadante, sin embargo, esto no sucedidé, pero no significa que estas
sustancias no se hayan producido, ya que los resultados obtenidos en la
investigacion muestran que las bacterias lacticas redujeron el crecimiento

microbiano.

4.6.2 Analisis de acidos organicos presentes en el sobrenadante de
Lactobacillus casei y Lactobacillus lactis.

Tabla 8. HPLC para acidos organicos usando el sobrenadante de

Lactobacillus casei.

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

Tabla 9. Resultados de HPLC para acidos organicos en sobrenadante de

Lactobacillus lactis.

_ Acido Acido Acido Acido
Bacteria ) Glucosa o o o Etanol
citrico succinico lactico  acético
2.72 (g/L 0.70 (g/L) 26.20 (g/L) 1.42(g/L) 0.90 (g/L)
L. lactis (/L) 3.95(g/L) (/L) (©
8.53% 2.27% 82.90% 3.62% 2.68%

Los resultados encontrados demuestran que las cepas lacticas son homo-
fermentadoras, debido a que el porcentaje de acido lactico en las muestras es
superior al 80%. Sin embargo, se observa la produccion de otros compuestos
como acido citrico, acido succinico y acido acético. Estos resultados son un

indicativo de que las bacterias lacticas pueden alterar el medio donde se
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encuentran, reduciendo el pH e inhibiendo la colonizacion del ambiente por parte
de otros microorganismos(Helander 2009). Estos metabolitos son producto de la
fermentacion de hexosas usando la via de Embden-Meyerhoff en las bacterias

lacticas (Zhan, Bon y Joan 2006).

Finalmente en la tabla 11 se observa el resumen de la cinética de fermentacion

para Lactobacillus casei y Lactobacillus lactis en medio MRS.

Tabla 10. Resumen de la cinética de fermentacién en medio MRS.

Variable L.casei L. lactis
Fase latencia 0 0
Velocidad especifica de crecimiento (uh*)  1.233 1.48
Fin fase log (h) 16:48 14:24
Tiempo de duplicacion (min) 33 45
Incremento cel. Total 2.60E+08 2,90E+09
Incremento cel. Fin fase log 3.30E+10 1.20E+13
% azucares consumidos totales (%) 70.07 62.18
% azucares consumidos fin fase log (%) 54.35 41.12
% proteina consumida total (%) 51.5 31.48
% proteina consumida fin fase log (%) 43.5 11.14
Coeficiente de determinacién R? 0.85 0.772

Los resultados demuestran que Lactobacillus lactis presenta mejores
caracteristicas de fermentacibn en comparacion con Lactobacillus casei. Sin
embargo, los parametros de crecimiento para ambas cepas son adecuados para

su evaluacion como probidtico en condiciones in vivo.
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CONCLUSIONES

Se encontré un adecuado crecimiento de Lactobacillus lactis y Lactobacillus casei
en el medio MRS, sin embargo, el primero presentd un menor tiempo para llegar a

la fase exponencial en comparacion con el segundo.

Lactobacillus lactis y su sobrenadante inhibieron a las cepas patdégenas
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae y
Escherichia coli aisladas y de referencia.

Lactobacillus casei inhibi6 a todas las cepas patdogenas de referencia y a
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Streptococcus agalactiae
de las bacterias patdégenas aisladas, pero no inhibié a Escherichia coli.

La cepa de Lactobacillus lactis mostré caracteristicas adecuadas de inhibicion en
condiciones in vitro, para microorganismos causantes de mastitis subclinica
tomadas de un sector de la region narifiense. Sin embargo, present¢ dificultades
en el crecimiento a sales biliares, por lo cual se necesita continuar investigando

con la cepa.

Lactobacillus casei inhibi6 a la mayoria de cepas patdgenas aisladas,
demostrando su capacidad de control de estos microorganismos, ademas el
crecimiento bajo las condiciones gastrointestinales in vitro indic6 una adecuada

colonizacion del trato digestivo.
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RECOMENDACIONES

Se debe evaluar las cepas lacticas en condiciones in vivo con el fin de determinar
el efecto en campo, y observar si existen diferencias con los resultados

encontrados en condiciones in vitro.

Se deber realizar un analisis molecular de las biocinas presentes en el

sobrenadante, que permita caracterizarla y determinar su modo de accion.

Seria interesante evaluar las cepas con otros patdgenos causantes de mastitis

subclinica en el departamento de Narifio.

Se sugiere evaluar las cepas con bacterias patégenas de otras especies de interés

zootécnico, con el fin de determinar su efecto in vitro, y luego su efecto in vivo.
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ANEXOS



Anexo A. Instrucciones de uso para microorganismos KWIK-STIK™

. En camara de flujo laminar tipo I, junto al mechero, y después de dejar que
la bolsa KWIK-STIK™ sin abrir se equilibre temperatura ambiente, abrir la bolsa
por la muesca y retirar la unidad KWIK-STIK™,

. Tirar de la lengueta para retirar la etiqueta y colocar en la placa del cultivo
principal el registro de control de calidad.

. Apretar (una sola vez) la ampolla en la parte superior de KWIK-STIK™
(justo por debajo del menisco de liquido de la ampolla) situado en la tapa para
liberar el liquido hidratante.

. Sujetar en posicion vertical y golpear sobre una superficie dura para facilitar
el flujo de liquido a través del eje hacia la parte inferior de la unidad que contiene
el sedimento. Dejar que el liquido hidratante fluya a través del eje del hisopo y
hacia la parte inferior de la unidad que contiene el sedimento.

. Apretar en la parte inferior de la unidad, triturando el sedimento en el
liquido hasta que la suspension del sedimento sea homogénea.

. De Inmediato, saturar bien el hisopo en el material hidratado y transferir a
las cajas petri con el agar nutritivo.

. Inocular la placa del cultivo principal haciendo rodar el hisopo con suavidad
sobre un tercio de la placa.

« Utilizando un asa estéril, crear vetas para facilitar el aislamiento de colonias.

De Inmediato, llevar a incubar las cajas petri con el cultivo principal inoculado a
37°C por 24 horas.
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Anexo B. Método de Dubois

Mediante la utilizacion de el reactivo antrona, permite la determinacion de
componentes importantes como hexosas, aldopentosas y acidos hexouronicos,
bien sea que estén libres o formando parte de los polisacaridos. La lectura de las
muestras se hace a una absorbancia maxima a 625 nm.

Reactivos: antrona, acido sulfarico 10% y 96%, glucosa anhidro

Lavado de vidrieria con H,SO,4 al 10%. Se dejan en remojo los tubos de ensayo
con el mismo acido por 24 horas, luego se desocupan y se dejan invertidos para
su secado por lo menos 3 horas.

Curva Estandar

Preparacion del reactivo de antrona: disolver 200mg (0,2 g) de antrona en 100
ml de H2SO4 al 96% en un balon aforado y conservarlo cubierto con papel
aluminio.

Solucion Madre: Disolver 1,25 g de glucosa anhidra en un balon aforado de 250
ml, hasta completar su volumen con agua destilada y esterilizada.

Solucién estandar: De la solucidon madre trasferir 1 ml en un balén aforado de
100ml, hasta completar su volumen con agua destilada y esterilizada.

Dilucion patrén: se establece una curva estandar de 0 a 50 mg/L. después de
efectuar una dilucion de 1/10 de la solucién madre (500 mg/L), depositar en una
serie de tubos 0-0,25-0,50-0,75-1.0-1,25-1,50-1,75-2,0-2,5 ml de la solucion madre
y completar a 2,5 ml con agua destilada.

Adicion de la antrona

. Se depositan 5 ml de la solucién preparada en cada dilucion (3 tubos) de
los diferentes tubos. Estos tubos se colocan perpendiculares en un recipiente con
abundante hielo y agua, el tiempo maximo de permanencia en este son 2 minutos.

« Agitar en un vortex continuamente hasta homogenizar la solucion.
» Llevar a ebullicion por 10 minutos todos los tubos al mismo tiempo.

» Enfrian posteriormente en un recipiente con abundante hielo y agua, el tiempo
maximo de permanencia en este son 2 minutos.

» Agitar en un vortex y esperar 15 minutos para eliminar las burbujas de aire y el
empafiamiento de los tubos.
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* Llevar a lectura al espectrofotometro a 625 nm en un periodo maximo de 30
minutos.

» El blanco se lee por duplicado. El blanco es 2,5 ml de agua destilada.

Procedimiento para azucares totales para la muestra a evaluar

. Tanto la curva estandar como las muestras a dosificar sufren el mismo
tratamiento, mas la dosificacion de azucares totales es realizada sobre 2,5 ml de
muestra convenientemente diluida conservados en congelacion.

. Para las muestras de azucares se hacen diluciones 10?, 102,103 10* de
cualquiera de las muestras obtenidas en los diferentes tiempos de la cinética en
agua destilada, filtrada y estéril para correr densidad Optica.

. Se escoge la dilucion a trabajar que La densidad 6ptica se encuentre entre
0y 1, si se pasa se debe diluir.

. Entonces ya escogida la dilucion a trabajar se lleva cada dilucion de cada
tiempo de la cinética a esta dilucion.

. Una vez hechas las diluciones se procede a tomar de cada una de ellas 2,5
ml de la muestra y se los deposita en un tubo de ensayo (que también debe haber
sido lavado previamente con H2S0O4 al 10% durante toda la noche).

. Posteriormente a esta muestra de 2,5 ml se le deposita 5 ml de la solucion
de antrona ya preparada anteriormente y se sigue el mismo procedimiento que en

la curva estandar.

. El blanco se prepara con 2,5 ml de agua destilada mas 5 ml del reactivo de
antrona.
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Anexo C. Curva patron para determinacion de azucares totales (método de
antrona)

Curvade calibracion de azucares totales

0,900

0,762 L7767
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0,700 %
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-0,100
Concentracion mg/L

Ecuacién curva estandar

La condicion general para aplicar la ecuacion de la recta debe considerar que el
coeficiente de determinacion sea (R?) > 0,99.

y=mX +b

Y = absorbancia

m= pendiente

X = concentracion (mg de azucar/L)

b = ordenada al origen
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Lectura de absorbancia para diferentes concentraciones de azdcar mg/L

Tiempo Concentracion Absorbancia
0 0 0,106
1 5 0,201
2 10 0,223
3 15 0,342
4 20 0,381
5 25 0,414
6 30 0,555
7 35 0,686
8 40 0,717
9 45 0,762

[EEN
o

50 0,767
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Anexo D. Lecturas de absorbancia para el consumo de azucar total de las
dos cepas

. Medios de cultivo
Tiempo

(horas) L. casei L. lactis
X Y X Y

0 5,98 0,989 5,95 0,981
2:24 5,186 0,856 4,86 0,813
4:48 4,948 0,823 4,84 0,807
7:12 4,718 0,792 4,77 0,801
9:36 4,274 0,723 4,03 0,693
12:00 3,488 0,613 3,49 0,615
14:24 3,138 0,567 2,18 0,423
16:48 2,872 0,523 2,39 0,453
19:12 2,734 0,501 1,75 0,362
21:36 2,592 0,483 0,77 0,221
24 1,79 0,382 0,13 0,128

X: Concentracion de azucar (mg/L)
Y: absorbancia en el medio MRS

Ecuacion: X _y-b, Dilucion /1000mg
m

m=0,0144 y b=0,1098
Dilucién: Medio MRS 1/1000
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