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FAJARDO-ARGOTI, IVONNE-CATALINA

RESUMEN

Lactobacillus gasseri es reconocido como un importante microorganismo
comensal, capaz de inhibir mdltiples patégenos mediante la produccién
de sustancias antimicrobianas y por su influencia sobre los mecanismos
del sistema inmune a nivel intestinal. Listeria monocytogenes y Staphylo-
coccus aureus, por su parte, son microorganismos zoondticos potencial-
mente dafiinos que afectan la salud animal y humana, y a su vez, son
contaminantes de la cadena alimentaria. En este contexto, se evalud el
efecto de L. gasseri microencapsulada sobre L. monocytogenesy S. au-
reus. Se determiné el crecimiento bacteriano de la cepa lactica en dos
medios de cultivo (MRS-PRO), se llevo a microencapsular en una matriz
de inulina-maltodextrina al 15 %. Se evalud la viabilidad en el tiempo y a
condiciones gastrointestinales in vitro a los 8,15, 20, 30 y 45 dias con va-
lores maximos de 3,3 x 10° UFC/mL. Luego se identific la morfologia de
la capsula por microscopia electrénica de barrido (SEM) con tamarios de
capsula entre 2,69 y 12,26 um. Finalmente, se establecid la concentra-
cién minima inhibitoria (CMI) para inhibir a los patdgenos. Se observaron
optimas viabilidades de la cepa lactica en las diferentes condiciones eva-
luadas, la matriz encapsulante mostré efectividad en la proteccion de la
cepa, dos de los métodos propuestos, demostraron mayor capacidad de
inhibicion frente a las cepas patogenas. L. gasseri es una cepa aceptable
y segura para su aplicacion en beneficio de la salud animal y humana.

ABSTRACT

Lactobacillus gasseri is recognized as an important commensal microor-
ganism, capable of inhibiting multiple pathogens through the production
of antimicrobial substances and by its influence on the mechanisms of
the immune system at the intestinal level. Listeria monocytogenes and
Staphylococcus aureus, on the other hand, are potentially harmful zoono-
tic microorganisms that affect animal and human health and, in turn, are
contaminants of the food chain. In this context, the effect of microen-
capsulated L. gasseri on L. monocytogenes and S. aureus was evaluated.
Bacterial growth of the lactic strain was determined in two culture me-
dia (MRS-PRO), microencapsulated in a 15 % inulin-maltodextrin matrix.
Viability was evaluated over time and at in vitro gastrointestinal condi-
tions at 8,15, 20, 20, 30 and 45 days with maximum values of 3,3 x 10°
CFU/mL. Then, capsule morphology was identified by scanning electron
microscopy (SEM) with capsule sizes between 2,69 and 12,26 pm. Fina-
[ly, the minimum inhibitory concentration (MIC) was established to inhi-
bit the pathogens. Optimal viabilities of the lactic strain were observed
in the different conditions evaluated, the encapsulating matrix showed
effectiveness in the protection of the strain, two of the proposed me-
thods showed greater inhibition capacity against the pathogenic strains.
L. gasseri is an acceptable and safe strain for its application for the bene-
fit of animal and human health.
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INTRODUCCION

El intestino humano y animal puede considerarse como un fermentador que produce ecosistemas complejos
de bacterias aerdbicas y anaerdbicas. El método mas comun de produccion comercial de probidticos es la fer-
mentacion. Las formas mas comunes de probidticos se encuentran de forma natural en los productos lacteos
fermentados, ademas, los alimentos fermentados como el kimchi kombucha, masa madre, encurtidos y chu-
crut se han utilizado durante mucho tiempo como fuente de probidticos para los humanos. Curiosamente, la
mayoria de las cepas probidticas pertenecen al género Bifidobacterium, sin embargo, el Lactobacillus también
contribuye ampliamente a la creciente lista de probidticos conocidos. La microbiota intestinal en los seres
humanos esta predominada por las Bifidobacterias lo que la convierte en uno de los géneros mas utilizados
en los probidticos comerciales (Hathi et al., 2021). Sabio et al. (2021) afirman que la Organizaciéon Mundial De
La Salud (OMS) menciona que el aumento de las bacterias resistentes a los antibidticos es una de las mayores
amenazas para la salud mundial, por lo tanto, se necesitan urgentemente nuevos enfoques sin antibidticos
para el tratamiento y la prevencion de las infecciones bacterianas. Los antibiéticos han sido los aditivos mas
utilizados para mejorar la conversion alimenticia, la tasa de crecimiento y la salud en animales, mejorando tanto
la productividad como la rentabilidad en la producciones comerciales tradicionales (Lourencgo et al., 2019). Sin
embargo, las cepas bacterianas resistentes a los antimicrobianos que se originan en animales se han convertido
en un problema cada vez mas importante a lo largo de los afos, especialmente en lo que respecta a la transmi-
sidn a través del suministro de alimentos o el contacto directo con los animales. Otras posibles amenazas para
la seguridad alimentaria asociadas al tratamiento con antibiéticos en los animales destinados a la alimentacion
son un aumento de las reacciones alérgicas y del tratamiento con antibidticos. Las alternativas a los antibidticos
se han introducido progresivamente en los sistemas productivos (Ricke et al., 2020). Los antibioéticos han sido
sustituidos por productos que han demostrado ser viables en esquemas alternativos de produccién avicola y
que incluyen produccion ecoldgica, como enzimas, acidos organicos e inorganicos, probidticos, prebidticos,
simbidticos, hierbas y aceites esenciales (Shi et al., 2019). Cuando se utilizan los probidticos en los sistemas
productivos, se espera que tengan efectos favorables similares a los antibidticos utilizados en los sistemas con-
vencionales de produccion. En este orden de ideas, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la
micro encapsulacion en la viabilidad probidtica de L. gasseri bajo condiciones gastrointestinales simuladas y su
capacidad de inhibicién en Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus.

METODO
Localizacion

El trabajo de investigacion se realizd en el Laboratorio del Grupo de Investigacion PROBIOTEC-FORAPIS y
laboratorios especializados—seccion de cromatografia, de la Universidad de Narifio, Torobajo, ubicados en el
Municipio de Pasto, Departamento de Narifio, localizado a 2.527 m.s.n.m, con una temperatura entre 7y 16
°C. Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo al Manual de Bioseguridad en
el laboratorio-3ra Edicién (WHO, 2005). Esta investigacion fue avalada por EI Comité de Etica en la Experi-
mentacion Animal de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin (CEMED-115-19, diciembre 09 de
2019), usando las cepas comerciales Lactobacillus gasseri ATCC® 19992, Listeria monocytogenes ATCC® 9112
y Staphylococcus aureus ATCC® 1708.

Cinética de fermentacion

Se propuso el medio de cultivo comercial MRS (D-glucosa 20 g/L; extracto de carne 8 g/L; extracto de levadura
4 g/L) y el medio de cultivo no comercial PRO basado en la metodologia de Jurado-Gamez et al. (2016) (10 g/L
azUcar blanco, 15 g/L leche de soya, 150 g/L leche en polvo, 15 g/L de inulina). Las variables evaluadas durante
la cinética fueron las siguientes: conteo de microorganismos viables en placa (UFC/mL), determinacion de pH,
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determinacion de produccidn de proteinas totales (Lowry et al.,1951), determinacion de consumo de azlcares
totales (Dubois et al., 1965), determinacion de produccion de acido lactico (Morales-Erazo et al., 2019) y eva-
luacion de produccion de biomasa (Crueger y Crueger, 1993; Rodriguez et al., 2003; Madigan et al., 2009). Las
mediciones se realizaron cada 2:50 h durante un periodo de 24 h. Adicionalmente, se tomd una muestra de
sobrenadante de L. gasseri, por HPLC-DAD, se determin el contenido de péptidos, acido lactico y aminoaci-
dos, este Ultimo también para las cepas patdgenas; para lo anterior, se ajustd, por espectrofotometria, a una
densidad dptica 0,125, en escala McFarland patrén 0,5 (1,5x108 bacterias/mL). Luego, se trasfirieron muestras
en tubos Eppendorf y se centrifugaron a 18.000 r.p.m, durante 30 min, a 4 °C. Por ultimo, el sobrenadante se
filtrd, utilizando membranas PVDF de 0,2 um y se llevo a lectura.

Microencapsulacion de L. gasseri por la técnica de secado por aspersion

Después del anterior proceso, se llevd a cabo la microencapsulacion, para esto se realizo el ajuste del indculo,
en donde a L. gasseri, se llevd a incubacion a 37 °C por 24 h, a una proporcion segun Crueger y Crueger (1993)
del 10 % v/v, es decir en 90 mL de caldo MRS estéril se afiadieron 10 mL del indculo bacteriano. Para el conteo
se tomd 1 mLy se llevo a lectura directa en espectrofotdmetro a 625 nm. El patron en la escala de McFarland
a la cual se ajustd la poblacion bacteriana fue de 4 equivalente a 1,2x10° UFC/mL. Posteriormente, de acuerdo
con Rodriguez et al. (2012), se prepard para el microorganismo una suspension que consistié en la adicion del
15 % p/v en relacién 1:1 p/p de los agentes microencapsulantes inulina y maltodextrina y se inoculd con 10°
UFC/g del microorganismo. Para esto se utilizd el equipo de secado por aspersion Secador Spray Bilon 6000s®,
con una temperatura de entrada de 170 °C y una temperatura de salida de 66 °C, con ciclo completo de 2 h
y 30 min, para un flujo de alimentacion de 400 mL del total de indculo. De igual manera, se determinaron las
siguientes propiedades fisicas del microencapsulado: actividad de agua, humedad relativa, solubilidad, humec-
tabilidad, higroscopicidad y eficiencia de microencapsulacion , siendo A la concentracion bacteriana antes de
la microencapsulacion y B es la concentracion de la bacteria después de microencapsular encontrada en el so-
brenadante), siguiendo las metodologias propuestas por Gonzales et al. (2015) y Rodriguez-Barona et al. (2016).
Ademas, se determind el tamafio y la morfologia de las microcapsulas utilizando un microscopio electrénico de
barrido FEG (Field Emission Gun)-QUANTA 650 FEG. Dicho analisis fue realizado en el laboratorio del Centro
de Microscopia y Microanalisis (Bogota, Colombia). El material microencapsulado se almacend a temperatura
ambiente del laboratorio de investigacion de 20 + 2 °C durante 45 dias.

Viabilidad bajo condiciones gastrointestinales simuladas

Después de realizada la microencapsulacion, se determind el crecimiento de L. gasseri microencapsulado en
condiciones gastrointestinales simuladas, a un pH de 3,0 (Fase gastrica) y una fase intestinal con concentra-
ciones de sales biliares bovinas de 0,3 y 1 % vy bilis bovina de 0,3 y 0,5 %, y a niveles de pH de 5,0y 7,0. La
incubacion se realizd en condiciones de aerobiosis en medio MRS comercial a 37 °C durante 48 h y el ajuste
del pH se realizd con acido tartarico (Freudig et al., 1999). Adicionalmente, se evalud la resistencia a lisozima
sometiendo la cepa lactica a diferentes preparaciones: (i) 0,6 pL de cultivo y 0,60 pg de lisozima, (i) 0,6 UL de
cultivo y 120 ug de lisozima, (iii) 0,6 UL de cultivo y 180 pg de lisozima (Rodriguez-Gonzalez, 2009), se llevé a
incubacion durante 24 h a 37 °C.

Ensayos de inhibicion: Concentracion minima inhibitoria

Para determinar la concentracion minima inhibitoria de L. gasseri de acuerdo con la metodologia de Tagg y
McGiven (1971), se propusieron los siguientes métodos: (i) método discos de agar donde se evaluaron concen-
traciones de 90, 120y 150 L (ii) método discos modificado (PADS) con concentraciones de 80, 90 y 100 pL
(iii) método difusion en pozos y difusion en pozos doble capa modificado con concentraciones de 90, 120 y 150
uL. Sumado a esto, se verificd la produccion de exopolisacaridos (EPS) de acuerdo con lo descrito por Elinalva
et al. (2012), donde se utilizaron discos de papel de filtro estéril (5 mm) impregnados con 5 L de cultivo lactico
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en placas petri con agar MRS para observar la produccion de EPS (Guimardes et al., 1999). El ensayo se realizo
bajo las siguientes condiciones: nivel de pH (6,0+0,2), diferentes temperaturas (28+2 °C, 35+2 °Cy 42+2 °C) y
tiempos de incubacion (24 h, 48 hy 7 dias). Finalmente, se evalud la susceptibilidad de la cepa lactica y las ce-
pas patdgenas frente a los antibidticos ampicilina (AMP) 10 ug, penicilina (P) 10 IU, vancomicina (VAN) 30 ug,
cefalotina (KF) 30 ug, ciprofloxacina (CIP) 5 ug, gentamicina (CN) 10 ug, dicloxacilina (DCX) 1 ug, cefatoxime
(CTX) 30 pg, meticilina (5 ug), florfenicol (FFC) 3 g (Bauer et al., 1966).

Disefio estadistico

Para evaluar las variables de la cinética de fermentacion se utilizd un disefio de medidas repetidas en el tiempo,
en donde se usd como factor fijo los medios de cultivo (MRS y PRO) y las medidas en el tiempo como factor
aleatorio. Para ello, primero se determind la mejor estructura de covarianza mediante los criterios de akaike y
bayesiano. La viabilidad se evalué mediante un disefio completamente aleatorizado, donde se propuso como
tratamientos la cepa sin microencapsular y microencapsulada a los dias 8, 15, 20, 30 y 45 dias. Se utilizd un
total de 5 réplicas por cada tratamiento, por su parte en la caracterizacion fisica del material microencapsulado
se evalud de manera descriptiva haciendo uso del diagrama de lineas con barra de error (95 %) en los puntos
de las medias. El crecimiento en condiciones gastrointestinales se analizaron bilis y sales biliares en los dos pH
propuestos de tal manera que, se utilizd un disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial 2x2, donde
el primer factor fue la concentracion de bilis (0,3 y 0,5 %) y sales biliares (0,1 y 0,3 %) mientras que el segundo
factor fue el pH (5,0 y 7,0), se utilizd un total de 4 tratamientos y 6 réplicas por tratamiento. Finalmente, para
lisozima se hizo uso de estadistica descriptiva, donde se realizé un diagrama de barras con error estandar donde
se visualizd la media y su error. Para determinar las diferencias entre capacidad de inhibicion de las cepas lacticas
y su sobrenadante se utilizo un disefio completamente al azar con 5 réplicas, donde se tomaron 60 mediciones
de inhibicién para cada cepa lactica y para cada cepa patdgena. Todos los analisis de inferencias estadisticas se
realizaron con un nivel de significancia del 95 %. Los datos se recopilaron y organizaron en Microsoft Excel y para
su analisis se proceso la informacion en el paquete estadistico R. Version 14.0. (2019). Las diferencias de medias
de los diferentes tratamientos se determinaron mediante la prueba paramétrica de Tukey.

RESULTADOS

Los resultados registrados para L. gasseri en la cinética de fermentacion se encuentran en la figura 1, y permiten
concluir que la fase exponencial en los medios MRS y PRO se alcanzo en el tiempo 4 (8:50 horas). El analisis
de medidas repetidas mostrd que no existen diferencias significativas entre los medios (p>0,05), mientras que
el tiempo (horas) mostro diferencias (p<0,05). En este sentido, la interaccion no fue significativa entre el tiem-
po y los medios (p>0,05). En la determinacion de pH se pudo observar un valor en la fase exponencial de los
medios MRS y PRO de 4,24 y 4,26 respectivamente, el andlisis de varianza demostrd que existen diferencias
entre medios, de igual manera se encontrd que existen diferencias entre horas. La produccion de proteina en
los medios MRS y PRO presento valores en la fase logaritmica de 7,32 mg/L y 6,42 mg/L respectivamente. El
consumo de azucar en los medios MRS y PRO presentd valores en la fase logaritmica de 3,14 mg/Ly 3,3 mg/L
respectivamente. En la determinacion de porcentaje de produccién de acido lactico, se presentaron valores
iniciales y finales de 0,55—-1,74 en el medio MRS y de 0,50-1,73 en el medio PRO. Para la velocidad especifica
de crecimiento p,,,, (h™) se encontraron valores de 0,850 y 0,780 y un tiempo de duplicacion celular de 48,91
y 53,31 (min) en los medios MRS y PRO.
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Figura 1. Pardmetros cinéticos de L. gasseri en dos medios de cultivo.

Para elaborar alimentos fermentados con organismos probidticos es importante considerar que el alimento
contenga todos los nutrientes para que este sea utilizado directamente como sustrato para el crecimiento del
organismo (Sanchez, Barragan y Serna, 2019). Asi pues, la leche de vaca contiene galactooligosacaridos, siendo
ésta una sustancia prebidtica que confiere beneficio en la salud del huésped, asociado con la modulacion de la
microbiota, por lo que deben de cumplir requisitos como no ser hidrolizado ni absorbido en la parte superior del
tracto gastrointestinal y ser fermentado selectivamente en el colon por un nimero limitado de bacterias con
potencial benéfico (principalmente Lactobacillus y Bifidobacterium) (Taco y Garcia-Godos, 2021). Por su parte,
la leche de soya es una buena fuente de hidratos de carbono, principalmente sacarosa, rafinosa y estaquiosa,
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asi como proteinas, magnesio, calcio, hierro, fosforo, potasio y zinc, también es una buena fuente de vitaminas,
como el complejo B, Cy E, por lo que la soja se considera una excelente alternativa para desarrollar alimentos
funcionales (Mendoza-Avendafio, 2019). Los ingredientes antes mencionados hacen parte del medio PRO, su-
mado a este hecho, un ingrediente que se incorpord fue la inulina mas extensivamente estudiada es su compor-
tamiento como prebidtico, se sabe que previenen la colonizacion del intestino humano por microorganismos
patdgenos porque estimulan el crecimiento de bacterias beneficiosas como bifidobacterias y lactobacilos que
pueden clasificarse como comensales intestinales beneficiosos (Armas, Martinez y Pérez, 2019). Garcia-Gu-
tiérrez et al. (2020) encontraron al evaluar a L. gasseri LM19 en 20 mL de MRS preparado sin glucosa unos
crecimientos de 7,30, 7,31y 7,47 log'®UFC/mL a las 24 h. La BAL en estudio es un microorganismo que, bajo
optimas condiciones de crecimiento, puede llegar a tener una velocidad maxima especifica (y,,,, h*) de creci-
miento mayor a 0,5y, h* dependiendo de variables como la temperatura, pH y de la concentracién del sustra-
toy del producto. Al respecto, Parra-Huertas (2010) (citado por Armoa-Rojas, 2020) afirma que los lactobacilos
son microorganismos que son capaces de fermentar monosacaridos o polisacaridos para transformarlos en
acidos como lactico, citrico, propionico, EPS, bacteriocinas, perdxido de hidrogeno, endulzantes no caldricos,
vitaminas, bebidas lacteas, ensilados, formacion de sabores y aromas deseables, maduracion de quesos, entre
otros. Ahora bien, en las determinaciones de pH y acido lactico, fue posible observar que existié una relacion
inversa entre el pH y la acidez, asi pues, a medida que asciende el porcentaje de acidez en el medio, atribuido
predominantemente al acido lactico, el porcentaje de pH desciende, este efecto se encontrd en la BAL en los
dos medios trabajados. De esta manera, la consecuente disminucion del pH tiene un efecto inhibidor sobre el
crecimiento de microorganismos patdgenos o alterantes en el producto, ya que muy pocas bacterias son capa-
ces de crecer en los niveles de pH alcanzados por la accién de las BAL.

En el proceso de microencapsulacion de la cepa lactica resultd determinante no solo la técnica de secado por
aspersion, si no, los materiales micro encapsulantes. Este recubrimiento jugd un papel importante en la pro-
teccion y viabilidad de los microorganismos para incrementar su capacidad de resistir las diferentes barreras
fisioldgicas simuladas del TGI. Se encontrd un tamarfio de capsula con un valor minimo de 2,69 pm y un valor
maximo de 12,26 pym, encontrando diferencias significativas entre la cepa sin microencapsular y microencap-
sulada (p<0,05). Se observé ademas que existié un descenso de la viabilidad a través del tiempo (p<0,05) (fi-
gura 2). En la figura 3 se muestra la tendencia ascendente del porcentaje de humedad (%) con valores iniciales
de 5,37 y finales de 8,6, de actividad de agua (Aw %) con valores iniciales de 0,353 y finales de 0,425 %, de
humectabilidad (min) con valores iniciales de 2:22 y finales de 3:47 min e higroscopicidad (g humedad/100 g
de solido seco) con valores iniciales de 0,66 y finales de 1,5 g humedad/100 g de sdlido seco. A diferencia de
los parametros anteriores el porcentaje de solubilidad (%) mostraron una tendencia decreciente, con valores
iniciales de 97 y valores finales de 79,3 % y en la eficiencia del microencapsulado (%) se encontraron valores
iniciales de 97 y valores finales de 79,9 %.

(%) Porcentaje de viabilidad de L. gasseri ATCC®
19992

94 48
95
2 85,05
5 82,87
8l \75‘,67
75

15 20 30
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% viabilidad

0

=== Sin microencapsular Microencapsulado

Figura 2. Porcentaje de viabilidad de L. gasseri sin microencapsular y microencapsulada y microfotografia electronica.
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Figura 3. Variables de caracterizacion fisica de L. gasseri microencapsulada.

El factor mas importante en la microencapsulacion es la viabilidad y estabilidad de los microorganismos mi-
croencapsulados, y estuvo condicionada por diversos factores, como las propiedades fisicas de los mismos; en
la evaluacion de éstas, se obtuvieron resultados variables. La actividad de agua del polvo, pese a su alta higros-
copicidad, permanecio6 estable durante el almacenamiento, lo cual contribuyd a la estabilidad del polvo de la
BAL. Segun Fritzen-Freire et al. (2013) (citado por Rosolen-Dutra et al., 2019) podria ser afectado por el tamafio
de particula al relacionar la superficie externa frente a la adsorcion de agua del ambiente. La humedad de las
muestras no presentd diferencias significativas (p>0,05), sin embargo, son mas altas que algunas reportadas,
debido posiblemente a la temperatura de secado, sin embargo, Arepally et al. (2020), y coincidiendo con lo re-
portado en la presente investigacion, encontraron valores de humedad del polvo probidtico encapsulado de L.
acidophilus en un rango de 4,59 a 9,05 %. Al respecto, Lapsiri, Bhandari y Wanchaitanawong (2013) (citado por
Sun et al., 2020) mencionan que la composicion de la solucidon encapsuladora es relevante porque puede mini-
mizar los efectos del tratamiento térmico, mejorando la supervivencia durante el secado y la viabilidad durante
el almacenamiento. Varios agentes encapsulantes (maltodextrina, proteinas, leche desnatada reconstituida,
polisacaridos, entre otros) se han utilizado para proteger a los probidticos del dafio térmico y la deshidratacion
durante el secado por aspersion, mantener su estabilidad durante el almacenamiento y su viabilidad en las
condiciones gastrointestinales del huésped.

En la exposicion a condiciones gastrointestinales simuladas se encontraron aceptables valores de crecimiento
entre 2,8 x 107 y 3,3 x 109 UFC/mL y buena supervivencia microbiana de la BAL en la fase gastrica (pH 3,0).
En la determinacion de resistencia a lisozima, se encontraron diferencias estadisticas significativas entre las
diversas concentraciones de lisozima (p<0,05). Respecto a las variables pH (pH 5,0 y 7,0) y sales biliares (0,3 y
1,0 %), correspondientes a la fase intestinal, no mostraron diferencias significativas (p>0,05) entre los niveles
evaluados, asi como tampoco se observo un efecto de interaccidn significativo. Lo anterior, demuestra que la
variable crecimiento fue similar en todos los niveles evaluados. Para el caso de la bilis (0,3 y 0,5%) y pH (5,0 y
7,0) los resultados estadisticos mostraron que no existen diferencias significativas (p>0,05) (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Crecimiento de L. gasseri a diferentes niveles de pH, sales biliares y bilis.

- Media Intervalo confianza (95 %)
pH Sales biliares (%) (LN UFC/mL) EEM e Maxies
50 0,3 19,291 a 0,351 18,591 19,991

1,0 19,217 a 0,351 18,517 19,917

0,3 19,051 a 0,351 18,351 19,751
7.0 1,0 18,934 a 0,351 18,234 19,634

- . Intervalo Confianza (95 %)
pH Bilis (%) Media (LN UFC/mL) EEM — —
Minimo Maximo

0,3 17,923 a 0,349 17,229 18,618
>0 0,5 18,838 a 0,349 18,143 19,532
70 0,3 18,762 a 0,349 18,067 19,456

0,5 18,550 a 0,349 17,856 19,245

Superindices diferentes muestran diferencias estadisticas significativas (p<0,05)

En los ensayos de la resistencia a las condiciones gastrointestinales in vitro, la BAL en estudio evidencié una
tendencia de supervivencia a las mismas, superando las barreras enzimaticas fisioldgicas encontradas en el
TGI, atribuido a la proteccién térmica y de pared del material micro encapsulante, asi como también, a que L.
gasseri es un microorganismo aislado del TGI y el tracto vaginal del ser humano, por lo tanto, tiene la capacidad
de desarrollarse y establecerse en condiciones, que para otros microorganismos pudiesen resultar desafiantes.
Chavarri et al. (2010) (citado por Liu et al., 2019) reportaron para L. gasseri un porcentaje de viabilidad en condi-
ciones gastricas con un jugo gastrico simulado ajustado a un pH 2,0 de 95 % a los 0 minutos y un porcentaje de
92 % a los 120 minutos, con un crecimiento limite a este tiempo de 107 UFC/mL y un valor de viabilidad en ju-
gos intestinales simulados ajustados a pH 7,5 de 7,03 Log UFC/mL a los 0 minutos y un valor de 6,95 Log UFC/
mL a los 120 minutos. Fuenzalida et al. (2021) sefalan que, uno de los requisitos importante para determinar la
utilizacion de los Lactobacillus como probidtico, es que las cepas sean capaces de adherirse a las células intes-
tinales ya que constituye un prerrequisito para la colonizacion, dichos Lactobacillus deben soportar las barreras
potenciales tales como pH del estdmago, presencia de bilis y las interacciones con otros microorganismos
presentes en el TGI, por tanto, se requieren cepas acido-tolerantes a extractos gastricos y fluidos duodenales.

En el establecimiento de la concentracién minima inhibitoria en los diferentes métodos frente a las cepas pa-
tdgenas, se encontrd para L. gasseri frente a los microorganismos patdgenos, diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados (p<0,05). Como se puede observar en la figura 5, presentd mayor tamano de inhibicion
en el método con disco de agar, seguido por el método PADS y finalmente los métodos de pozos, siendo estos
Gltimos similares entre si. Los resultados indicaron que las tres concentraciones son similares, dado que no
existieron diferencias significativas (p>0,05). En la verificacion de produccion de EPS se encontrd un resultado
positivo cuando se sometié a la condicidon de 28 °C durante 7 dias en los medios propuestos, en las otras con-
diciones a pesar de presentar crecimiento bacteriano, no se observéd la formacion de colonia mucoide, por lo
tanto, se reportdé como negativo. En la figura 6, se presenta la formacion en caja de Petri de colonia mucoide
alrededor de los discos de papel PADS, adicionalmente se observo un crecimiento caracteristico de la BAL,
atribuido al periodo de tiempo que se dejaron en incubacién, igualmente, se puede observar la precipitacion de
la colonia mucoide en alcohol absoluto como confirmacion de la produccion de EPS.
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Figura 5. Determinacion de los halos de inhibicion para L. gasseri frente a S. aureus (A) y L. monocytogenes (B).

Figura 6. Produccion de EPS en la cepa lactica.

Gunyakti y Asan-Ozusaglam (2019) encontraron para L. gasseri aislada de leche materna, didmetros de halos de
inhibicion para E. coli 0157:H7 de 3,5 mm, S. aureus ATCC 25923 de 8,20 mm, L. monocytogenes ATCC 7644 de
14,19 mm, Y. enterocolitica NCTC 11175 de 5,08 mm, entre otros. Por lo tanto, se espera que una cepa que se
defina como un cultivo probidtico inhiba el desarrollo de microorganismos patégenos mediante la secrecion de
diversas sustancias antimicrobianas en un habitat colonizado, por su parte, los EPS tienen también pertinencia
en dicha actividad antimicrobiana. Otra finalidad para los EPS derivados de BAL es su uso en la industria ali-
mentaria como emulsionantes, estabilizadores, espesantes, agentes gelificantes; asi como para retener hume-
dad, para influir en la reologia, firmeza y sinéresis y para mejorar la textura las propiedades sensoriales, también
pueden inducir actividades antimicrobianas y antioxidantes beneficiosas que aumentan ain mas su potencial
de aplicacion en la industria alimentaria (Abid et al., 2021).

Finalmente, en el cuadro 2, se presentan los ensayos de susceptibilidad de agentes antimicrobianos-discos
deantibidticos para antibiograma, donde se encontré para la cepa lactica un perfil de resistencia frente a penici-
lina, cefalotina, ciprofloxacina, gentamicina y dicloxacilina. Respecto a las cepas patdgenas, también se encon-
tro una resistencia importante a antibidticos como cefatoxime, ampicilina, penicilina, cefalotina ciprofloxacina,
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dicloxacilina, vancomicina y florfenicol. Como criterio para estimar el halo de medicién se tomo lo establecido
por The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) y por el manual de antibiograma de LABORCLIN.

Cuadro 2. Ensayos de susceptibilidad frente a agentes antimicrobianos de la cepa lactica y patégenas.

Antibiético L. gasseri S. aureus L. monocytogenes
(mm) Nivel | (mm) | Nivel (mm) Nivel

Cefatoxime (CTX) 30 pg 26 S 23 Ro 21 Re
Vancomicina (VAN) 5 pug 21 Sa 32 Sh 18 RP
Ampicilina (AMP) 10 g, 15 Ia - Rb 32 Se
Penicilina (P) 10 IU 5 Ra - Rb 36 Se
Cefalotina (KF) 30 ug - Rab 14 Rb 12 Re
Ciprofloxacina (CIP) 5 pg 2 Ra 22 Sba 14 Re
Gentamicina (CN) 10 pg 12 Ra 24 Sb 32 Seb
Dicloxacilina (DCX) 1 pg - Ra - RP - Re
Florfenicol (FFC) 3 pg 31 S 21 Ro 15 Re
Meticilina (ME) 5 pg 22 Sa 12 Sh 23 Se
Nivel: S: sensible; I: intermedio; R: resistente; a. CLSI (2012); b. LABORCLIN (2013); c. CLSI
(2007).

En contraste con lo encontrado en la presente investigacion, autores como Gunyakti y Ozusaglam (2019) re-
portaron para L. gasseri MA-4 un perfil de sensibilidad a ampicilina (10 ug), amoxicilina (30 pg) y penicilina (10
ug) y un perfil de resistencia a gentamicina (10 pg). Segun la literatura, las especies de Lactobacillus aisladas de
diversas fuentes, se observaron mas cominmente como susceptibles a los antibidticos B-lactamasas como la
amoxicilina, ampicilina, penicilina G y cloxacilina (Campedelli et al., 2019), también suelen presentar propieda-
des de resistencia intrinseca (no transmisible) hacia los aminoglucésidos (amikacina, kanamicina y gentamicina)
y el grupo de las quinolonas (acido nalidixico y ofloxacina) (Yang et al., 2019). En algunos otros estudios, la sus-
ceptibilidad a los antibidticos ha sido como un criterio importante para que una cepa sea un buen probidtico,
por su parte, Alarjani et al. (2021) observaron al evaluar la susceptibilidad a agentes antimicrobianos para S.
aureus, que mas del 35 % de las cepas bacterianas de S. aureus aisladas mostraron resistencia a la vancomicina,
la penicilina y la eritromicina. Estudios recientes han demostrado que S. aureus asociados con la infeccién por
el virus de la gripe aumenta el riesgo de neumonia y la consiguiente mortalidad (Jia et al., 2019). Dentro de los
antimicrobianos mas frecuentemente implicados en mecanismos de resistencia se encuentran las tetraciclinas
y gentamicina, seguido por otros antimicrobianos como penicilina, clindamicina, sulfametoxazol-trimetoprim.
La prevalencia de estos aislados de Listeria spp. resistentes a los antibidticos en las producciones ganaderas es
extremadamente peligrosa, ya que pueden transferirse facilmente tanto a los seres humanos como a los ani-
males. La resistencia a la tetraciclina en L. monocytogenes se debe principalmente a los plasmidos conjugativos
y transposones originados de Enterococcus o Streptococcus, donde los genes de resistencia implicados son tetS,
tetM y tetL. Cabe recordar que el proceso de conjugacion incluye contacto directo de célula a célula, forma-
cion de pares de apareamiento y transferencia de ADN plasmidico a través de un pili conjugativo, ademas, se
menciona que la adquisicion del material genético mdvil tiene lugar en el tracto gastrointestinal de los humanos
(Chokshi et al., 2019).

CONCLUSIONES

Se ha reportado en la literatura una importante evidencia del efecto benéfico y probidtico de las cepas lacticas
en estudio, debido a su accién inhibitoria frente innumerables patdgenos, comprendidos desde bacterias y
virus hasta mohos y hongos, asi como también su papel como psicobiéticos al tener la capacidad, entre uno de
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sus mecanismos, de influir en la produccién de algunas hormonas que propician el bienestar general del hos-
pedero. Asi pues, el crecimiento de la cepa lactica en los medios de cultivo propuestos fue superior a 3,0x10°
UFC/mL y se observo que en los dos medios se alcanzaron fases logaritmicas similares, asi como también una
mejor produccién de acido lactico en el medio PRO. Respecto a la matriz microencapsulante, la eleccion de
maltodextrina e inulina demostrd tener un papel funcional como material de pared y con efecto prebidtico y
termoprotector, favoreciendo la viabilidad de las cepas en almacenamiento y cuando se sometié a las mismas
a condiciones gastrointestinales. Se encontrd también un tamano de capsula de acuerdo a los limites estable-
cidos, con una superficie lisa y con ausencia de porosidad. Finalmente, se reportd un importante efecto inhibi-
torio de la BAL frente a las cepas patdgenas, encontrando que este efecto en todos los métodos propuestos,
sin embargo, los métodos con mejores halos de inhibicion fueron: el método de discos de agar, y método de
difusién en agar con discos impregnados (PADS). De acuerdo a lo anterior, es posible afirmar que la BAL en
estudio corresponde como una alternativa inocua y altamente viable para su aplicacién en produccién animal,
con el fin de, y enmarcados en la prevencion y manejo, evitar morbilidad y mortalidad en los animales, asi como
también en la industria alimentaria para efectos de conservacion e inhibicion de patdgenos potencialmente
dafinos en la cadena alimentaria.
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