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RESUMEN

En el presente trabajo se aislaron trescientas sesenta cepas
de microorganismos a partir de heces de nifios lactantes y
muestras vaginales de diez mujeres. Sélo veintidos se identifi-
caron como Lactobacillus. Estas fueron resistentes a condicio-
nes hostiles como pH 3 y 0,30% de sales biliares. En los cal-
dos de cultivo donde crecieron estas cepas se detectd activi-
dad antimicrobiana contra: Bacillus subtilis ATCC 60519, Can-
dida albicans ATCC 14053, Escherichia coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y contra cepas bacteria-
nas enteropatégenas como Shigella sonnei, Escherichia coli
poli | y Salmonella typhi aisladas de infantes con diarrea. Se
observé resistencia de las cepas de Lactobacillus a una mez-
cla de 1,25 pg de trimetropim y 23,75 ug de sulfametoxazol,
pero todas fueron sensibles a 10 ug de ampicilina. Estas ce-
pas pueden considerarse posibles probiéticas de gran utilidad
en la industria lactea.

Palabras clave: Bacterias acido lacticas, Lactobacillus, pro-
biéticos.

ABSTRACT

In this work three hundred and sixty strains of microorganisms
were isolated from feces of nursing children and vaginal sam-
ples of ten women. Only twenty-two of the strains were identi-
fied as Lactobacillus. They were resistant to hostile conditions
such as pH 3 and 0.30% of bile salts. It was detected antimi-
crobial activity in the growth supernatant against: Bacillus sub-
tilis ATCC 60519, Candida albicans ATCC 14053, Escherichia
coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC 25923
and against enteropatogenics bacteria strains such as Shigella
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sonnei, Escherichia coli poli | and Salmonella typhi isolated of
infants with diarrhea. It was observed resistance of Lactobacil-
lus strains to a mixture of 1.25 pg of trimethoprim and 23.75 ug
of sulphamethoxazole. However they were sensitive to 10 ug
of ampiciline. These strains can be considered as posibles pro-
biotics of great utility in the dairy industry.

Key words: Acid lactic bacteria, Lactobacillus, probiotics.

INTRODUCCION

La flora del colon humano consiste en por lo menos cua-
trocientas especies diferentes de microorganismos aerobios y
anaerobios, que desarrollan el ecosistema, mantienen un equi-
librio dinamico con cada uno de sus huéspedes y contribuyen
con las funciones digestivas propias del ser humano. Entre es-
tos microorganismos existen bacterias acido lacticas incluyen-
do los géneros Streptococcus, Enterococcus y Lactobacillus
[12, 18].

Respecto a su ecologia y habitat, los lactobacilos repre-
sentan el grupo de bacterias acido lacticas mas ubicuas pu-
diendo crecer en todos los habitats que contengan azucares
fermentables, productos hidrolizados de proteinas, vitaminas,
factores de crecimiento y aun baja tension de oxigeno. Ade-
mas, por ser buenos productores de acido lactico (hasta 2,7%)
y en ocasiones de sustancias antimicrobianas, tienden a domi-
nar numéricamente y limitar o impedir el desarrollo de microor-
ganismos patdgenos. En el hombre, los animales y las plantas,
cotidianamente se encuentran lactobacilos, probablemente
porque éstos son sus huéspedes naturales [9, 27].

Muchas de las propiedades de los lactobacilos hacen
que puedan ser catalogados como probiéticos, lo cual refiere a
microorganismos viables, bien como monocultivo o cultivo mix-
to, que tienen efectos benéficos para el huésped ya que mejo-
ran las propiedades de la microflora indigena en el tracto gas-
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trointestinal [14, 24, 29, 30]. La mayoria de las cepas que se
emplean como probidticos, pertenecen al género Lactobaci-
llus, que son comensales humanos que han sido aplicados
histéricamente de forma segura en la fermentacion de alimen-
tos. Estos son aspectos que garantizan a priori su inocuidad.
Sin embargo, a pesar de que estas bacterias se consideran
seguras (GRAS), se recomienda que sean sometidas a prue-
bas que garanticen que su aplicacion no tendra efectos colate-
rales, que afecten negativamente la salud del huésped [25]. En
un comienzo se consideraba que los microorganismos que se
emplearian como probiéticos, debian formar parte de la flora
normal del intestino de la especie animal a la que se suminis-
traran, sin embargo, posteriormente esta condicion no se con-
sider6 indispensable siendo mas importante los efectos benefi-
ciosos que ocasionaban en el huésped asi como su inocuidad
[11, 30].

Para que la administracién de bacterias acido lacticas
como probiéticas, tanto en humanos como en animales, sea
exitosa, tienen que ser resistentes a condiciones especificas del
tracto gastrointestinal. Entre las propiedades mas importantes
esta la capacidad de sobrevivir el paso a través de la boca, es-
tébmago, intestino delgado, intestino grueso, debido a la existen-
cia de sales biliares y pH extremos, que hacen un ambiente
hostil [16, 17, 23, 26]. Aunque generalmente la adhesion al mu-
cus intestinal es considerada como un factor importante para lo-
grar la colonizacién del intestino y prerrequisito esencial para
ejercer una actividad probiética, también hay quien considera
que, la unién no es esencial dado que un rapido crecimiento del
microorganismo puede lograr el mismo fin [10].

En los diversos epitelios del organismo humano o animal
y desde el momento del nacimiento, la luz intestinal es coloni-
zada por la flora microbiana proveniente del medio ambiente
instalandose ecosistemas microbianos que contribuyen con el
huésped a mantener un estado de normalidad. La ruptura de
este equilibrio por diversos factores predispone a la aparicién
de enfermedades [20, 29].

Los microorganismos probiéticos instalados en su nicho
ecoldgico tienen accion preponderante en conservar condicio-
nes de permeabilidad de la mucosa gastrointestinal, en definir
perfiles nutricionales y principalmente en interferir en la coloni-
zacion de bacterias patogenas [3, 6, 14, 17, 19, 22].

En el caso de los animales los probidticos son suscepti-
bles de mejorar los indices de produccion (efecto zootécnico)
debido al incremento de la higiene digestiva, disminuyendo el
estrés y actuando como promotores del crecimiento, con bene-
ficios significativos sobre todo en terneros, pollos y cerdos [5,
13, 31, 32, 33].

Dado que existen reportes en la literatura sobre la pre-
sencia de lactobacilos en heces y vaginas [9], en este trabajo
se propone, a partir de aislamientos hechos en dichos ambien-
tes, detectar mediante experimentos in vitro, cepas de lactoba-
cilos con propiedades probiéticas con posibilidad de usarse en
humanos o animales.

MATERIALES Y METODOS

Medios y condiciones de cultivo

Las bacterias acido lacticas aisladas en este trabajo se
cultivaron en caldo o agar MRS (Hi Media) a 37°C durante 10-
12 h, sin agitacion y en atmésfera rica en CO, empleando para
ello jarras de anaerobiosis (Gas Pack). Como medio de con-
servacién a corto plazo se utilizé agar MRS (Hi Media) en for-
ma de cuias, manteniendo los cultivos en nevera entre 4-8°C
realizando repiques mensuales. Para la conservacion a largo
plazo, se utilizé caldo MRS con un 30% de glicerol, a —20°C.

Obtencién y procesamiento de la muestra

Las cepas de microorganismos se obtuvieron: a) de heces
de nifios lactantes sanos recolectadas en el hospital “Sor Juana
Inés” y b) muestras vaginales de diez mujeres, ambos tipos de
muestras, de la ciudad de Mérida, Edo. Mérida, Venezuela. El
tiempo transcurrido entre la recoleccion de las muestras y su pro-
cesamiento fue de aproximadamente 10 minutos. Las muestras
vaginales, previo consentimiento de las donantes o de sus repre-
sentantes legales y con conocimiento pleno del uso que se les
daria, fueron recolectadas directamente por ellas con un hisopo
estéril. Las heces fueron recolectadas con una paleta estéril y se
introdujeron en un colector de heces. Ya que no era objetivo del
trabajo determinar el titulo microbiano de las muestras de los pa-
cientes y soélo interesaba el aislamiento microbiano, hisopos con
las muestras vaginales o una pequefa porcion de las heces, se
introdujeron directamente en tubos con 5 mL de caldo MRS y se
incubaron en anaerobiosis a 37°C durante 12 horas. Transcurrido
este tiempo se realizaron diluciones seriadas en agua fisiologica
y se sembré 0,1 mL de cada dilucién en placas de Petri con agar
MRS, que fueron incubadas a 37°C en anaerobiosis durante 18
horas. Se escogieron aquellas placas en las que el numero total
de colonias crecidas se encontraba entre 100 y 150, se tomaron
entre 10 y 12 colonias equivalente a la raiz cuadrada del total de
ellas, de esta manera se garantizé6 tomar muestras representati-
vas de los microorganismos presentes [7].

Seleccion e identificacion de las cepas

De las cepas aisladas se hicieron observaciones al mi-
croscopio optico conservandose Unicamente aquellas con mor-
fologia de bacilos. Posteriormente se realizaron coloraciones de
Gram, determinacion de esporas, tincion acido resistentes, mo-
tilidad, y las siguientes pruebas bioquimicas: catalasa, produc-
cién de acido a partir de glucosa, produccion de H,S [9, 15].

Seleccion de los microorganismos con capacidad
de coagulacion de la leche

10 mL de leche estéril pH 6,6, fueron inoculados con un
volumen de 1% v/v de un cultivo de cada una de las cepas a
ensayar. Se incubaron a 37°C, sin agitacién durante 3 dias.
Pasado el tiempo de incubacién se observo la formacién o no
de un coagulo uniforme.
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Crecimiento en medios hostiles

Los ensayos se realizaron modificando el método pro-
puesto por Suscovic y col. [29], para ello las cepas se cultiva-
ron en caldo MRS acidificado hasta pH 3,0 con HCI. También
se hicieron pruebas en caldo MRS con 0,30% de Bilis de Buey
(Merck). Todos los ensayos se realizaron a 37°C, sin agitacion
durante 8 horas, el crecimiento se siguié por incremento de
turbidez, efectuandose lecturas a 550 nm cada hora con un
Spectronic 20D (Milton Roy Company, EUA).

Efecto de inhibicion de las cepas seleccionadas sobre
microorganismos de prueba.

Los microorganismos de prueba utilizados en el pre-
sente estudio provienen del Centro de Cultivo Internacional
American Type Culture Collection, EUA, representados por:
Bacillus subtilis ATCC 60519, Candida albicans ATCC 14053,
Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC
25923. También se emplearon microorganismos enteropatége-
nos aislados de heces de nifios afectados con diarrea y dona-
dos por el cepario de Sindromes Gastrointestinales y Urinarios
de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Los Andes;
ellos fueron: Shigella sonnei, Salmonella typhi y Escherichia
coli poli I. El ensayo se realizé modificando el método propues-
to por Suscovic y col. [29], para ello cada una de las cepas aci-
do lacticas seleccionadas fue cultivada en caldo MRS sin agi-
taciéon durante 8 horas. Transcurrido el tiempo de incubacién
los cultivos se centrifugaron a 13000 g durante 15 minutos, el
sobrenadante se filtr6 estérilmente a través de un filtro marca
Millipore con un poro de 0,45 um. El filtrado se agreg6 en una
proporcion de 10 y 50% en caldo nutritivo estéril, y se sembré
con un preinéculo de 1% de cada uno de los microorganismos
de prueba, se incubo por 8 horas a 37°C sin agitacion. El cre-
cimiento se determin6 mediante la lectura de densidad 6ptica
a 550 nm, cada hora.

Prueba de sensibilidad de las cepas a los antibioéticos

Se emple6 ampicilina (Laboratorios Farmacéuticos SM
C.A., Maracaibo) y trimetoprim-sulfametoxazol (Productos
RONAVA, Caracas). Se utilizoé el método de difusion en agar
con discos [4], para ello se sembré cada una de las cepas
seleccionadas en caldo MRS sin agitacion a 37°C durante 8
horas. Pasado el tiempo de incubacién se sembraron en su-
perficie sobre placas de Petri con agar Mueller Hinton (Hi
Media) 0,5 mL del cultivo de cada una de las cepas a ensa-
yar, las placas fueron colocadas a 37°C durante 30 minutos
para que se secaran. Las concentraciones que se probaron
de los antibioticos fueron 10 ug para la ampicilina y una
mezcla de 1,25 ug de trimetropin y 23,75 ug de sulfametoxa-
zol. Los antibioticos estaban en discos comerciales de 0,6
mm de diametro (Difco), estos discos se colocaron con una
pinza estéril sobre las placas inoculadas. Las placas fueron
incubadas en jarras de anaerobiosis a 37°C durante 3 dias,
midiéndose diariamente en caso de existir, el diametro de la
zona de inhibicién.
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Determinacion de la acidez titulable.

La acidez titulable en los sobrenadantes de cultivo de las
bacterias seleccionadas, se determiné mediante una titulaciéon
con NaOH 0,1 N y fenolftaleina al 1% como indicador de punto
final [2].

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion de los microorganismos
aislados

Inicialmente se aislaron 360 colonias. En una primera
etapa, luego de observaciones al microscopio se hizo una pre-
seleccion descartandose 80 colonias que morfolégicamente
correspondian a cocos, conservandose 280 con las caracteris-
ticas morfolégicas de lactobacilos. Entre estas se descartaron
las cepas Gram negativas y se conservaron 93 cepas Gram
positivas. Al realizar las pruebas para comprobar la presencia
del género Lactobacillus [9,15] se encontré que todas ellas
presentan las caracteristicas propias del género es decir. en-
dospora y tincién acido resistente negativas, produccién positi-
va de acido a partir de glucosa; no se detectd actividad catala-
sa ni produccion de sulfuro de hidrégeno.

Seleccion de microorganismos con capacidad
de coagulacion de la leche.

Pensando que las cepas aisladas podrian a futuro em-
plearse en la elaboracion de leches fermentadas con probiéti-
cos, se evalud si las cepas podian coagular la leche. De las 93
cepas ensayadas, so6lo 22 cepas presentaron esta propiedad,
el resto fue descartado. Las cepas que se conservaron fueron
numeradas para los posteriores estudios como Bio 1 al 22.

Es importante sefalar que el 54% de las cepas se obtu-
vo de las heces de los infantes y 46% de vagina humana. Esto
no es sorprendente ya que es bien conocido que el tracto di-
gestivo y los 6rganos genitales del hombre y de los animales,
son habitats donde muchas especies de lactobacilos encuen-
tran condiciones favorables para su desarrollo [9].

Crecimiento de los microorganismos en estudio
en diferentes medios hostiles

Las sales biliares y la acidez gastrica son algunas de las
barreras a superar por los microorganismos que actian como
probiéticos. De ahi partié el interés en realizar el crecimiento
de las cepas aisladas en diferentes medios hostiles: crecimien-
to en medio MRS con un pH inicial de 3 y crecimiento en me-
dio MRS con 0,30% de bilis de buey obteniéndose los resulta-
dos mostrados en la TABLA I.

En ambos medios hubo inhibicién del crecimiento, en-
contrandose un 42% en promedio, con minimos de 36% y ma-
ximos de 48% para el medio acido; mientras que en el caso de
la bilis de buey, hubo un promedio de 54%, con minimos de
48% y maximos de 60% de inhibicién. Con estos resultados se
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TABLA |
TIEMPO DE GENERACION (MINUTOS) DE LAS CEPAS BIO EN LOS DIFERENTES MEDIOS. PORCENTAJE DE INHIBICION
CON RESPECTO AL CONTROL / GENERATION TIMES (MINUTES) OF BIO STRAINS IN DIFFERENT CULTURE MEDIA.
PERCENTAGE OF INHIBITION TOWARDS THE CONTROL.

I Il i \Y \Y
Cepa Control pH 3 % de inhibicién Bilis % de inhibicién
Bio 1 93 130 40 141 52
Bio 2 106 155 46 165 56
Bio 3 120 178 48 192 60
Bio 4 84 116 38 128 52
Bio 5 112 164 46 177 58
Bio 6 110 158 44 165 50
Bio 7 95 133 40 144 52
Bio 8 87 118 36 129 48
Bio 9 94 131 39 141 50
Bio 10 93 131 41 143 54
Bio 11 96 136 42 149 55
Bio 12 90 126 40 137 52
Bio 13 105 151 44 164 56
Bio 14 94 132 40 143 52
Bio 15 115 169 47 184 60
Bio 16 102 148 45 153 50
Bio 17 108 153 42 164 52
Bio 18 97 138 42 147 52
Bio 19 105 151 44 164 56
Bio 20 97 137 41 145 50
Bio 21 93 128 38 136 50
Bio 22 113 167 48 174 54

|.- Crecimiento de las cepas en estudio en caldo MRS (control).
lll.- Porcentaje de inhibicion de las cepas crecidas a un pH de 3,0.

Il.- Crecimiento de las cepas en estudio en caldo MRS con un pH inicial de 3,0.
IV.- Crecimiento de las cepas en caldo MRS con 0,30% de bilis de buey.

V.- Porcentaje de inhibicion de las cepas crecidas en presencia de bilis de buey.

puede inferir que las cepas aisladas en este experimento pue-
den ser utilizadas para elaborar una leche fermentada, con al-
gunas de las caracteristicas de probioticas, ya que podrian
transitar el aparato digestivo humano y facilitando, de este
modo, la colonizacion del tracto gastrointestinal.

En el estbmago es posible encontrar cantidades impor-
tantes de Lactobacillus spp. [1, 28], no es sorpresivo que las
cepas aisladas, aunque con un tiempo de generacion mayor al
del control, pudieran crecer a pH 3, lo cual es un hallazgo inte-
resante, ya que existen reportes que indican que otras cepas
de lactobacilos como la M92 de Lactobacillus acidophilus so6lo
puede sobrevivir durante 3 horas a ese pH, produciéndose lue-
go la lisis del 60% de la poblacién inicial [29].

Con respecto a las sales biliares, algunas cepas de Lac-
tobacillus no crecen en presencia de sales conjugadas de la
bilis, pero si en presencia de sales deconjugadas [29]. En las

cepas aisladas en este trabajo pareciera que la situacién es di-
ferente, ya que la bilis deshidratada de buey posee una mez-
cla de ambos tipos de sales, y sin embargo, las cepas lograron
crecer. Este resultado podria implicar que las cepas examina-
das poseen actividad hidrolitica para las sales biliares; en rela-
cién a este punto las opiniones son contradictorias: hay auto-
res que opinan que la presencia de actividad hidrolitica para
las sales biliares no es deseable en una bacteria probiética ya
que podria disminuirse la concentracién de sales conjugadas a
niveles por debajo de los necesarios para la 6ptima digestion y
absorcion de los lipidos. Ademas las formas deconjugadas
pueden sufrir una modificacion posterior y se suponen partici-
pan en procesos responsables en el desarrollo de cancer de
colon [29]. Sin embargo, en ensayos in-vitro con cepas de Lac-
tobacillus reuteri, con actividad hidrolitica para las sales bilia-
res, no se detectaron efectos perjudiciales, atribuyéndose esta
propiedad a que las sales deconjugadas se adsorben sobre la
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superficie celular del lactobacilo, disminuyendo asi su biodis-
ponibilidad [8]. Los mismos autores reportan que Enterococcus
faecium CRL 183y Lactobacillus reuteri CRL 1098, ambos con
actividad hidrolitica sobre las sales biliares, ejercen inhibicién
contra Listeria monocytogenes gracias a las sales deconjuga-
das por ellas producidas.

A pesar que los porcentajes de inhibicion son importan-
tes en la totalidad de las cepas ensayadas en medios hostiles,
es importante destacar que en este caso se prob6 la habilidad
de las cepas a crecer en dichos medios hostiles mas que su
resistencia a esas condiciones adversas. En caso de que algu-
na de estas cepas se utilizara en la elaboracién de un alimento
lacteo probidtico, estos porcentajes de inhibicion no serian tan
importantes ya que el transito de un alimento por el estomago
o por el intestino delgado es menor que las 8 horas que dura-
ron los ensayos de crecimiento y por tanto el efecto negativo
seria mucho menor.

Efecto inhibitorio de las cepas Bio sobre
microorganismos patégenos de prueba

Al tratar los microorganismos patégenos de prueba con
cualquiera de los sobrenadantes de cultivo de las diferentes
cepas Bio se encontrd que independientemente del microorga-
nismo de prueba empleado, cuando la concentracién fue de
10%, durante las primeras 5 horas se produjo una inhibicién
del crecimiento, luego de lo cual se registr6 un crecimiento
mas lento en comparacién al del control. Después de 24 horas
el crecimiento alcanzo6 valores cercanos al control (resultado
no mostrado). Sin embargo, al utilizar un 50% de sobrenadan-
te, no sélo se produjo una inhibicion del crecimiento, sino que
luego de 3 horas de incubacidon comenzé una ligera disminu-
cion de la densidad o6ptica, probablemente debido a una lisis
celular. Como un ejemplo representativo de esta situacion se
presenta el caso de E. coli ATCC 25922 crecida en presencia
del sobrenadante de cultivo de la cepa Bio 12 (FIG. 1).
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FIGURA 1. CRECIMIENTO DE E. Coli ATCC 25922 EN PRE-
SENCIA DE SOBRENADANTE DE CULTIVO DE LA CEPA
BIO 12 / GROWTH CURVES OF E. Coli ATCC 25922 IN THE PRESEN-
CE OF GROWTH SUPERNATANT OF BIO 12 STRAIN.
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Aparentemente, a bajas concentraciones el efecto es bac-
teriostatico afectando tan soélo un cierto nimero de células, las
restantes crecerian lentamente hasta que luego de 24 horas al-
canzan un ndmero equivalente al control. A 50% de concentra-
cion todas las células presentes fueron afectadas y no sélo se
impidi6 el crecimiento de ellas sino que se provoco su lisis celu-
lar; en esta proporcion de sobrenadante, el agente responsable
de la muerte celular actué como un agente bacteriolitico.

Durante el crecimiento de las bacterias acido lacticas y
como consecuencia del metabolismo de la lactosa, éstas pro-
ducen acido lactico, el cual de por si es un inhibidor de mu-
chos microorganismos [21]. Para descartar que el efecto inhi-
bitorio se debiera al &cido lactico, se realizaron ensayos en
presencia de este acido. Al determinar la acidez titulable en el
sobrenadante de cultivo de las 22 cepas BIO se encontr6 que
ésta vari6 entre 4,55 y 5,13 g de acido lactico/L. Realizando
ensayos con la maxima concentracion de acido (0,25% de aci-
do para 50% de sobrenadante), se encontré6 que Candida albi-
cans ATCC 14053, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Shi-
gella sonnei y Salmonella typhi se vieron afectadas en su cre-
cimiento pero no en la magnitud que se produjo en presencia
del sobrenadante de cultivo de las cepas BIO, ademas en nin-
guno de los casos se observo lisis celular. Escherichia coli poli
I no fue afectada en lo absoluto. Por tanto la inhibicién no sélo
se debe al acido lactico sino a otro metabolito, probablemente
tipo bacteriocina.

Susceptibilidad de las cepas Bio a
Trimetoprim-Sulfametoxazol (1,25 pg y 23,75 pg)
y Ampicilina (10 ug)

Con frecuencia las personas afectadas por diarreas de
origen microbiano, son tratadas con antibiéticos, que no sélo
pueden afectar a los patégenos, sino también a microorganis-
mos normales del huésped. Entre estos ultimos podrian estar
los probidticos, es por ello que otra propiedad deseable hasta
cierto punto es que sean resistentes a antibidticos. Por esta
causa se probd la sensibilidad de las cepas frente a dos anti-
bidticos normalmente usados en casos de diarreas, ellos fue-
ron: trimetoprim-sulfametoxazol y ampicilina. Casi todas las
cepas (77%) fueron resistentes al primero de ellos, a excep-
cion de Bio 3, 4, 14, 19 y 20, que fueron susceptibles (TA-
BLA Il). Para el caso de la ampicilina, todas las cepas fueron
susceptibles con halos de inhibicién entre 12 y 30 mm; con-
centraciones menores (0,5 pg) no afectaron a ninguna de las
cepas.

Resultados similares han sido reportados por otros auto-
res [29], quienes trabajando con la cepa M92 de Lactobacillus
acidophilus encontraron resistencia hacia trimetroprin-sulfame-
toxazol, incluso con concentraciones para ambos tan altas
como 25 ug; sin embargo, para el caso de la ampicilina hubo
sensibilidad a partir de concentraciones de 0,5 ug.

El empleo de estas bacterias, resistentes a algunos anti-
bidticos es interesante en la manufactura de productos lacteos
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TABLA Il
SUSCEPTIBILIDAD DE LAS CEPAS BIO A AMPICILINA (10
Mg) Y TRIMETROPIN-SULFAMETOXAZOL (1,25 Y 23,75 ug)
| SUSCEPTIBILITY OF BIO STRAINS TO AMPICILINE (10 ug) AND
TRIMETHOPRIM-SULPHAMETHOXAZOLE (1.25 AND 23.75 ug)

Halos de inhibicién en milimetros

Cepa Ampicilina Trimetropin-Sulfametoxazol
(10 pg) (1,25 -23,75 ug)
Bio 1 20 R
Bio 2 25 R
Bio 3 30 10
Bio 4 30 12
Bio 5 30 R
Bio 6 30 R
Bio 7 15 R
Bio 8 20 R
Bio 9 14 R
Bio 10 16 R
Bio 11 22 R
Bio 12 25 R
Bio 13 25 R
Bio 14 28 12
Bio 15 16 R
Bio 16 18 R
Bio 17 25 R
Bio 18 30 R
Bio 19 30 25
Bio 20 25 16
Bio 21 14 R
Bio 22 15 R

R: resistente.

como por ejemplo las leches fermentadas, sobre todo si hay
residuos de antibidticos como consecuencia de terapias en los
animales, ya que pueden afectar el desarrollo da las bacterias
acido lacticas que se emplean como iniciadoras, lo que podria
permitir el desarrollo de bacterias indeseables como Staphilo-
coccus aureus o0 cepas de Salmonella resistentes a antibiéti-
cos [29].

Por otro lado es importante sefialar, que hay autores que
consideran que la resistencia a los antibiéticos no es una pro-
piedad deseable en probidticos, ya que por intermedio de plas-
midos podria transferirse a bacterias patégenas presentes en
el intestino del huésped creando situaciones no deseables
para la salud [23]. No se conoce si las cepas de lactobacilos
aisladas en este estudio poseen plasmidos y en caso de po-
seerlos, si son los responsables de proporcionar la resistencia
a los antibi6ticos mencionados.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se lograron aislar y mantener 22 cepas de Lactobacillus
spp de heces de nifios lactantes y vagina de mujeres. Estas
cepas presentaron in vitro algunas caracteristicas deseables
en microorganismos probioticos, tales como resistencia a pH 3
y a 0,30% de sales biliares, ademas poseen actividad antimi-
crobiana contra algunos microorganismos de prueba (Bacillus
subtilis, Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococus au-
reus, Shigella sonnei, Salmonella typhi), algunos de ellos aso-
ciados con sindromes diarreicos de origen microbiano.

El 77% de las cepas aisladas presentaron resistencia
sobre la concentracion ensayada de trimetropim-sulfometoxa-
zol, antibiético usado frecuentemente en los sindromes diarrei-
cos, lo cual es importante conocer ya que luego de una terapia
con antibiéticos en el intestino quedan restos de estas sustan-
cias, las cuales podrian causar la muerte de microorganismos
de interés. Todas las cepas fueron sensibles a la concentra-
cion empleada de ampicilina.

En conclusion las bacterias obtenidas podrian ser utiliza-
das de manera positiva para elaborar productos lacteos con pro-
biéticos 0 como aditivos en alimentos para humanos o animales,
ya que resisten a la acidez gastrica y a las propiedades antibac-
terianas de las sales biliares sin contar con la capacidad antimi-
crobiana contra algunos microorganismos enteropatégenos.

Es recomendable emplear metodologias mas precisas
como las de taxonomia molecular que permitan identificar las
cepas aisladas hasta su especie.

Es necesario determinar si las cepas aisladas poseen
plasmidos y si estos confieren resistencia a algun antibiético.
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