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RESUMEN

Uno de los patdgenos méas importantes transmitidos por alimentos es Salmonella spp,
puede estar presentes en el intestino de aves, reptiles, tortugas y porcinos, siendo este
ultimo unas de las principales fuentes de infeccidn, por el consumo de productos de
origen porcino, lo cual genera un problema de salud animal y salud publica dada su alta
prevalencia de 28.2% en el pais. La enfermedad generada por este microorganismo es
denominada salmonelosis, en porcinos puede ser asintomatico o septicémico causando
diarrea y fiebre; en humanos es la principal causa de gastroenteritis. Otro de los
inconvenientes con este patdgeno es la aparicion de cepas resistentes a antibidticos debido
al uso excesivo de estos en la produccion animal con fines sub-terapéuticos,
contribuyendo a la aparicion y proliferacion de cepas resistentes de Salmonella spp
dificultando el control de dicho microorganismo, pues presentan resistencia a antibioticos
que son usados como tratamientos de primera eleccién contra la salmonelosis humana
causando un problema de salud debido a la ineficiencia en tratamientos en personas con
salmonelosis ; estudios recientes han utilizado probidticos como alternativa al uso de
antibidticos en produccion animal para la eliminacion de microorganismos patgenos y
favoreciendo el crecimiento de los porcinos, el incremento en la ganancia de peso, la
promocion en la salud de los porcinos y mejorando el sistema inmune. Por lo tanto, el
objetivo de esta investigacion es evaluar el efecto de un probio6tico comercial en cepas de
Salmonella spp resistentes a antibidticos aisladas de la cadena porcina en Colombia. La
metodologia que se realiz6 fue un co-cultivo de un probidtico comercial junto a una cepa
control de Salmonella spp y diferentes cepas de Salmonella spp resistentes a antibiéticos
aisladas de la industria porcina, durante 48 horas. Adicionalmente, se estudid el
crecimiento en co-cultivo en un ensayo alimentado utilizando una cepa de Salmonella spp
multirresistentes junto con el probidtico durante 48 horas, inoculando el probidtico cada
12 horas. Para el primer ensayo se realiz6 mediciones cada 6 horas de crecimiento, pH 'y
densidad optica; para el segundo ensayo se evaluaron parametros como densidad optica y
recuento en placa. Por altimo, se identifico la cepa probiotica. Se encontro que durante las
horas 18 y 36 el probidtico tiene una actividad antagdnica sobre el crecimiento de todas
las cepas de Salmonella spp estudiadas. En el caso del ensayo alimentado se presentaron



mayores reducciones en el crecimiento del patdgeno respecto a los que solo fueron

suplementados con probioticos al inicio del ensayo.



1. INTRODUCCION

La porcicultura en Colombia ha aumentado en los ultimos afios siendo una parte
importante para la economia del pais, este aumento se ve reflejado en el beneficio anual de
porcinos, pues en el 2006 y el 2017 este beneficio pas6 de 1.919.367 a 4.070.269 cabezas,
esto es, un incremento del 114,4% (1). Debido a este incremento en la produccion de
porcinos, se hace necesario que la produccién primaria de cerdos cumpla con estandares de

calidad que garanticen productos inocuos (2).

Una de las grandes preocupaciones en la porcicultura, es la presencia de microorganismos
que causan dafio a los animales y a los consumidores (3). Entre estos, uno de los que més
afecta la produccion porcina es Salmonella spp, un patégeno zoonético, el cual se
encuentra en el intestino de esta especie animal, en el que se pueden encontrar
serovariedades potencialmente patdgenas para el ser humano y por consiguiente, los
cerdos pueden constituir una fuente de infeccion a través del consumo de sus subproductos
y un factor de riesgo para la salud publica, debido a eso ha sido identificado como uno de
los patogenos trasmitidos por alimentos, mas importantes a nivel mundial (4).

Salmonella spp. es uno de los patdgenos que mas resistencias a antibidticos ha
desarrollado a través del tiempo. Debido a que algunos antibidticos han sido utilizados
como promotores de crecimiento en produccion animal, generando la proliferacion de
cepas resistentes a estos (5). EIl problema de aumentar la resistencia microbiana a los
antibioticos resultante de afios de uso excesivo y la consiguiente prohibicion del uso de
estos en la produccion animal ha llevado a un mayor interés en la busqueda de alternativas

al uso de antibioticos en la produccion animal (6).

Por lo que es prioritario no solo el control del patégeno, sino buscar una alternativa para
reducir y controlar el uso de antibidticos como promotores de crecimiento, dadas las
implicaciones que tienen en la resistencia bacteriana. Una de las estrategias utilizadas
actualmente es el uso de probidticos para reducir la infeccion por patdgenos y mejorar la

salud animal (7).



El uso de probidticos se ha convertido en una de las opciones mas viables actualmente,
pues la administracion de bacterias probioticas puede ayudar a controlar las infecciones
bacterianas (7), éstos se pueden definir como cultivos vivos de microorganismos
administrados por via oral, que acttan benéficamente sobre la salud del huésped al inhibir
patdgenos; mejorar la inmunidad intestinal; y tener un efecto protector sobre la microflora
intestinal (8).



2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La salmonelosis es la enfermedad generada por Salmonella spp., es una de las causas mas
importantes de gastroenteritis en los humanos, con brotes asociados al consumo de
productos como huevos, vegetales y carnicos de origen porcino entre otros (9). Se ha
reportado segln Davies et al. (10) que en el mundo anualmente se presentan mas de 1.300
millones de casos de salmonelosis y tres millones de muertes. En EEUU han estimado
que el 5% de los casos asociados a Salmonella enterica se atribuyen al consumo de
productos de origen porcino (10). La presencia de este microorganismo ha generado gran
preocupacién debido al aumento de especies hospederas, que son colonizadas por este
género, que actlan como vectores y reservorios para que estos agentes se desarrollen y
penetren en poblaciones animales y humanas (11). Adicionalmente se ha determinado la
presencia de serovares resistentes a antibioticos, principalmente por el uso sub-terapéutico
de éstos, que son utilizados como promotores de crecimiento en la alimentacion animal,
causando la resistencia a antibioticos generando gran preocupacion porque la mayoria son
usados como tratamientos de primera eleccion contra la salmonelosis humana (12).
Debido a esto el control de este patdgeno es de gran importancia, que a pesar de multiples
intervenciones en la cadena de produccion representa un problema para la salud publica,
por el fallo terapéutico que estas generan en animales y humanos, ademas de las pérdidas
econdmicas en la industria porcicola. Segun un estudio realizado en el 2018 por Ayala et
al. (13) la prevalencia de Salmonella spp en ganglios mesentéricos de porcinos en plantas
de beneficio colombianas fue de 28.2% a nivel nacional; un valor alto, debido a esto es
necesario plantear una solucién para el control de Salmonella spp resistentes a
antibioticos, en los ultimos afios se ha investigado algunas alternativas para el uso de
antibidticos, estos son los probioticos los cuales son utilizados en la alimentacion animal
para el control de patogenos. Por lo tanto, se quiere investigar ;Cual es el efecto de un
probidtico comercial en cepas de Salmonella spp resistentes a antibiéticos aisladas de la
cadena de produccion de porcinos en Colombia?

Debido al aumento en el consumo de carne de cerdo, y al riesgo que representa la
presencia de Salmonella spp resistentes a antibidticos, se ha buscado implementar
medidas de prevencion y control para mitigar el dafio generado por el mal usos de



antibidticos , al igual que la basgqueda de nuevas estrategias para controlarlo, como lo son
los probidticos una alternativa para la produccion primaria porcina, ademas de investigar
la capacidad de los mismos ante la reduccion de cepas de Salmonella spp. resistentes a

antibidticos aisladas de la industria porcina colombiana siendo una medida de control.



3. MARCO TEORICO

3.1 Salmonella spp.

Salmonella spp. es una enterobacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceae que
se encuentra en el tracto gastrointestinal de animales y seres humanos, caracterizada por
un amplio rango de hospedadores. Son bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos,
no esporoformadores y flagelados; se pueden inactivar a pH por debajo de 5y a
temperaturas que excedan los 60 °C (14).

Es un patogeno importante para humanos y animales, debido a que es una de las cuatro
causas principales de enfermedades diarreicas a nivel mundial y el principal transmitido
por alimentos (15). Los vehiculos alimenticios asociados son una amplia variedad de
productos que incluyen huevos, pollo, cerdo, verduras de hoja verde, mantequilla de
mani, pavo y productos lacteos, dentro de los cuales se ha identificado a los productos de
origen porcino como la mayor fuente de enfermedad transmitida por alimentos en

humanos (16).

3.2 Salmonelosis

La salmonelosis es la enfermedad causada por Salmonella spp., la cual se manifiesta
como septicemia y enterocolitis. En algunos casos existen porcinos que son asintomaticos
representando una fuente de infeccién para los seres humanos, a través, de la
contaminacion de productos de origen porcino. La bacteria penetra por via oral y coloniza
la mucosa intestinal, el periodo de incubacion fluctia entre 2 dias y semanas, la
enfermedad se puede presentar de tres formas clinicas: forma septicémica, que
generalmente es causada por S. Choleraesuis, forma entérica aguda, causada por S.

Typhimurium y forma entérica cronica (17).

La forma septicémica es la que causa la mayor mortalidad y ocasiona pocos signos
clinicos, algunos presentan fiebre y debilitamiento, la muerte ocurre a las 48 horas
postinfeccidn; es comun en lechones destetados. La forma entérica aguda afecta tanto a

lechones destetados como a animales adultos, en esta la diarrea es la manifestacion clinica



mas importante, con heces muy acuosas y fétidas de color amarillo; la mayoria de los
cerdos se recupera totalmente, aunque estos continlan como portadores, eliminando
intermitentemente la bacteria durante cinco o mas meses. Por ultimo, la forma entérica
cronica en la cual los cerdos afectados tienen pérdida de peso, fiebre intermitente y
diarrea fétida persistente, que frecuentemente ocasiona debilitamiento total e incluso la

muerte o si sobreviven presentan enterocolitis necrosante (17)

En humanos la salmonelosis puede generar dos sindromes importantes: Fiebre tifoidea
causada por S. Typhi provocando diarrea y erupcion cutanea; y la segunda fiebre
paratifoidea causada por S. Paratyphi provocando
ictericia, trombosis 0 abscesos hepaticos y también con un cuadro sistémico (18). La
gravedad de la infeccion puede variar segun la resistencia de cada individuo y el sistema
inmunitario. Por otro lado, también puede causar gastroenteritis, una infeccion restringida
a la mucosa intestinal, causada por muchos serotipos, siendo los mas comunes S.

Typhimurium y S. Enteritidis (18).

3.3 Serotipos

Existen mas de 2600 serotipos, los que se van a estudiar en este trabajo provienen de un
monitoreo de bacterias patogenas en plantas de sacrificio, desposte y expendio de la
cadena porcicola, a las cuales se les realizo previamente la evaluacion de resistencia a

antibioticos, de uso terapéutico en humanos (19)

- S.Typhimurium: este serovar se encuentra en porcinos, especificamente en las tonsilas
identificandolo como el dérgano mas altamente colonizado, seguidos por el tracto
gastrointestinal y el tejido linfatico asociado al intestino (20). El signo inicial de
enfermedad clinica es la diarrea amarilla acuosa, con sangre que se observa
esporadicamente en las heces. Los animales afectados presentan fiebre, perdida de peso y
deshidratacion. La sintomatologia de la salmonelosis por S. Typhimurium es similar en
humanos y cerdos (21). Este serovar presenta resistencia a diferentes antibidticos, siendo
el de mayor frecuencia Tetraciclina (84.7%) y luego ampicilina (81.25%) (20).


https://es.wikipedia.org/wiki/Ictericia
https://es.wikipedia.org/wiki/Trombosis
https://es.wikipedia.org/wiki/Absceso

-S.Virchow: Es una serovariedad que se ha reportado en mayor cantidad en aves, ha sido
aislado en brotes transmitidos por alimentos y poco frecuente en cerdos, se ha encontrado
con mayor frecuencia en cerdos de destete en un estudio realizado en Corea. En humanos
puede causar enfermedades gastrointestinales, sin embargo, ha sido asociado a casos de
septicemia Presenta resistencia a la gentamicina y a las cefalosporinas. (22).

-S. London: es un patégeno emergente aislado en 1980 en un brote en Hungria
relacionado a alimentos y carne curda. Actualmente se han aislado en infantes alrededor
de los 3 meses presentando fiebre y diarrea con sangre, presentando resistencia a

ampicilina y acido nalidixico (23).

-S. Agama: Es una serovariedad que fue aislada por primera vez en Nigeria, puede causar
infecciones autolimitadas y el desprendimiento asintomatico, al igual que otras
infecciones no tiféides de Salmonella. El curso de la enfermedad puede verse afectado por
la dosis infecciosa ingerida, los factores del huésped y la virulencia. es resistente a la

claritromicina (24).

3.4 Resistencia a antibidticos

En los animales de granja, los antibidticos se utilizan en terapia, profilaxis y uso
subterapéutico para aumentar el crecimiento y la eficiencia de la alimentacién (25). Pero
debido a su uso rutinario, se ha generado una resistencia generalizada, aumentando la
resistencia bacteriana a los antibiéticos, que puede amenazar la salud de los animales y los
humanos (25). En la tabla 1 se puede observar los diferentes antibidticos a los cuales
presentaron resistencia las cepas de Salmonella spp. utilizadas en este estudio y su uso

terapéutico para afecciones en humanos.

Esta resistencia por parte de las bacterias puede ser una propiedad natural de un
organismo o adquirida a través del tiempo por el desarrollo de diferentes mecanismos por
medio trasferencia horizontal, mutaciones, adquisicion de plasmidos o transposones que

codifican genes especificos de resistencia a farmacos (26).



Una de las grandes preocupaciones es la aparicion de resistencia por parte de Salmonella
no tifoide, que desde 1996 se ha incrementado a dos farmacos clinicamente importantes,
la ceftriaxona (un cefem) y la ciprofloxacina (una quinolona). También en el afio 2011 el
centro para el control de enfermedades CDC indico que alrededor del 5% de las cepas de

Salmonella spp son resistentes a cinco 0 mas tipos de farmacos (27).

Dado la importancia y riesgo que genera la resistencia antibioticos, el uso subterapéutico
para promover el crecimiento animal, ha sido prohibido en muchos paises, como la Union
Europea y Japon, pues las cepas de Salmonella spp resistentes a multiples agentes
antimicrobianos pueden comprometer el tratamiento efectivo de las infecciones en
humanos (28). Por lo cual, se busca prohibir la inclusion de antibidticos en la dieta de los

cerdos.
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Tablal. Antibidticos y su uso terapéutico para afecciones en humanos

Amntibidtico Uso en afecciones humanas Uso en animales Referencias
SAM Utilizado contra bacterias Gram negativas, para el tratamientc  Utilizade en  animales 2
(ampicilina/sulbactam): de infecciones cawsadas por bacterias resistentes a (Bovinos, eguinos v
los betalactamicos porcinos)
CAT Utilizado para infecciones del tracte respiratorio inferior Utilizade en perroz v (30
(ceftazidima)) meningitiz y otras infecciones del cerebro ¥y la columna gatos
vertebral; v abdominales
TCY Active frente a Gram positives v otros microorgamismos Utilizade en humaneos v (31)
(tetraciclina) infecciones intestinales, en la piel, urinarias v respiratorias animales
CXM Infecciones como bronquitis, gonorrea, enfermedad de Lyme; Uso en humanos v (323
(cefuroxima) e infecciones de la piel. cidos, amigdalas v tracto urinario animales
ATM Tratamiento de infecciones genitales Solo uso en humanos (33
(azitromicina)
FOX Utilizado en Bronguitis, Amigdalmis, Infecciones de oido, Solo uso en humanos (343
(cefoxitina) MNeumonia v Septicemia
M E=z especialmente potente contra Preudomonas aeruginosa, Uso restringido (353)
(imepinem) Acinetobacier v especies de Snterococcus.

Fuente: Autor
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3.5 Probi6ticos

Los probidticos segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) y el Grupo de Trabajo de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
definieron los probidticos como "microorganismos vivos que cuando se administran en

cantidades adecuadas confieren un beneficio para la salud del huésped (36).

Las caracteristicas que debe cumplir un probidtico son las siguientes: No ser sensible a las
enzimas proteoliticas gastrointestinales, ser estable frente a acidos y bilis, poseer capacidad
para adherirse a las superficies epiteliales, producir compuestos antimicrobianos, permanecer

vivo (0 activo) y estable durante su empleo (37).

Asi mismo, se espera que el probidtico sea capaz de ejercer alguna accion cientificamente
comprobada que promueva la salud, ademas que sea genéticamente estable y tenga
propiedades organolépticas y tecnoldgicas deseables desde el punto de vista de los procesos

industriales, cuando son destinados para el consumo humano (38).

Como se menciond anteriormente los probioticos son una alternativa para reducir el uso de
antibioticos, pues se ha demostrado que empleo de estos en las dietas, mejoran la calidad
digestiva de los alimentos constituyendo una accion de vital importancia para el futuro
desarrollo de los animales y, lo que es mas importante ain, lograr un estado inmunoldgico

superior, que permita suprimir el uso de medicamentos (39).

3.6 Mecanismos de accion probi6ticos

Los probioticos pueden ejercer sus efectos benéficos mediante diferentes mecanismos como:

v Interaccion directa con el huésped

v" Produccion de sustancias secretadas por microorganismos como acidos organicos,
peréxido de hidrégeno, bacteriocinas y biosurfactantes, que actian inhibiendo el
crecimiento de bacterias patogenas.

v" Mecanismos enzimaticos, donde secretan enzimas capaces de hidrolizar toxinas

bacterianas y modificar receptores de toxinas.

12



Los probioticos ejercen un efecto competitivo con otras bacterias, ocupando sus
lugares de adhesidn inhibiendo el crecimiento de especies de enteropatogenos
Competicion de nutrientes.

Poseen la capacidad de adherirse a enterocitos y colonocitos y afectan a la
composicion del ecosistema intestinal, incrementando el efecto barrera no
dependiente del sistema inmunoldgico. En ocasiones compiten con diversos
patogenos en su adhesion al epitelio por medio de ciertos determinantes adhesivos

Disminucion del pH luminal a través de la actividad fermentativa probidtica (40).

13



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de un probidtico comercial en cepas de Salmonella spp resistentes a

antibioticos aisladas de la cadena porcina en Colombia.

4.2 Objetivos especificos
e Determinar la capacidad del probidtico comercial para reducir el crecimiento de

Salmonella spp resistentes a antibioticos.
e Comparar la actividad del probidtico comercial frente a 5 cepas de Salmonella spp

resistentes a antibiéticos.

14



5. METODOLOGIA

5.1 Obtencion del producto comercial

El probidtico comercial utilizado en este proyecto fue suministrado por el centro de

investigacion Ceniporcino.

5.2 Obtencion de las cepas

Las cepas de Salmonella spp. que se utilizaron en el proyecto fueron suministradas por el
laboratorio de Microbiologia de alimentos de la Pontificia Universidad Javeriana (Bogota,
Colombia), las cuales fueron aisladas en diferentes puntos de la cadena de produccion de
porcinos, en trabajos realizados anteriormente. Las cepas utilizadas fueron S.
Typhimurium, S. Agama, S. London, S. Virchow, S. Westhampton y la variante de
Salmonella Typhimurium 1,4,12: i: - -. La cepa control no resistente a antibioticos para
este estudio fue S. enterica ATCC 13076.

Tabla 2. Cepas utilizadas en el estudio

Serotipo Origen de muestra Perfil de susceptibilidad
S. Typhimurium Canal SAM, CAZ, TCY, CXM
)
S. Agama Ganglio mesentérico del SAM, TCC, TCY
(2 cerdo
S. London Ganglio mesentérico del ATM, TCY
(3) cerdo
S. Westhampton Intestino delgado SAM, FOX, TCY, CXM,
(4) IPM
Variante de Salmonella Ganglio mesentérico del SAM, CAZ, TCY, CXM,
Typhimurium 1,4,12:i: -- cerdo ATM, FOX, IPMy TCC
()

SAM: Ampicilina sulbactam, CAZ:ceftazidima, TCY :tetraciclina, CXM:cefuroxima, ATM:azitromicina, FOX:cefoxitina
JPM:inempinem.

Fuente: Modificada de resultados obtenidos por investigacion previa en el Lab. Microbiologia de Alimentos,
Pontificia Universidad Javeriana de Colombia (19).
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5.3 Cepa control

Se evalué el crecimiento de la cepa control S. enterica ATCC 13076 mediante una curva
de crecimiento en 100 mL de caldo Brain Heart Infusién (BHI), en agitacion continua a
120 rpm, incubando a 35 * 2 °C por 48 horas. Inicialmente se tomé una muestra a las 2
horas, y posteriormente cada 6 horas. La concentracion microbiana se determind mediante
la medicion de la densidad Optica y recuento en placa en Xylose-Lysine-
Desoxycholate (XLD). También se realizdé un co-cultivo de esta cepa con el probiotico

con las condiciones indicadas en el numeral 5.6.

5.4 Reactivacion del probiotico comercial y las cepas

La reactivacion del producto suministrado se realiz6 pesando 0.5 g del probi6tico que se

transfirieron a un tubo tapa rosca que contenia 10 ml de agua estéril. Este tubo con el
producto se incubd a 35 + 2 °C por 12 horas para su posterior uso.

5.4.1 La reactivacion de cepas utilizadas para el trabajo se realiz6 tomando un 1 vial del

banco de trabajo de la cepa a estudiar, el cual se agit6 en un vortex; seguido de esto se

tomo una alicuota del vial de 1000 uL que se transfirié a un frasco que contenia 100

mL de caldo BHI. Se llevo a incubar a 35 °C en agitacion continua a120rpm.

5.5 Medicion de pH y densidad 6ptica

Para cada cepa de Salmonella spp. el ensayo se realiz6 por triplicado y se medio el pH y la

densidad éptica D.O. a 610 nm, cada 6 horas durante 48 horas.

5.6 Co-cultivo de Salmonella spp y el probiético

Mediante una curva de crecimiento se evalud el crecimiento de Salmonella spp. en co-
cultivo con el probidtico, en el cual se adiciono 1000 uL de la cepa de Salmonella spp. méas
1000 uL del probidtico en 100 mL de caldo BHI. Este fue incubado a 35°C en agitacion
continua a 120 rpm. Tomando muestras a las 2 horas y después cada 6 horas durante 48
horas. Se probaron 5 cepas de Salmonella spp, resistentes a antibitico, un control
Salmonella (S. Entérica ATCC13076) y una mezcla que contenia 100 uL de las cepas 5

cepas. Mediante recuento en placa en XLD y plate count agar (SPC). El crecimiento
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microbiano en medio XLD fue expresado como log UFC /mL de acuerdo metodologia

descrita por Kanjan et al 2017 (41.

5.7 Cultivo alimentado

En este ensayo se selecciond una cepa de las 5 resistentes a antibidticos, esta fue la
variante de Salmonella Typhimurium 1, 4,12: i: --, esta fue escogida porque fue aislada de
ganglio mesentérico y fue la que presento mayor resistencia a los antibi6ticos. Se incubd
tomando 1000 uL, en 100 mL de caldo BHI, durante 48 horas, a 35 °C en agitacion
continua a 120 rpm segin la metodologia descrita por Poto¢njak et al 2017 (42). Se
tomaron muestras a las 2 horas y después cada 12 horas. Se simulé un sistema alimentado
en este caso el de los porcinos los cuales se alimenta dos veces al dia, por lo cual cada 12
horas se inoculd6 1000 uL del probidtico previamente reconstituido. Los pardmetros
evaluados fueron densidad optica, y recuento en placa expresado como UFC/mL en agar
XLD.
5.8 Analisis de datos

El analisis estadistico se realiz6 mediante el programa SPSS Stadtistics 24, en el cual se
llevé a cabo un analisis de varianza Tukey de un factor. Las diferencias con p <0.05

fueron consideradas estadisticamente significativas.

5.9 Identificacién cepas probioticas

Mediante la técnica de espectrometria d843e masas Maldi-TOF MS (Bruker, Daltonics

Inc, Billerica,MA) se identifico una de las cepas probidtica como Bacillus subtilis.
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6. RESULTADOS
6.1 Curva de crecimiento cepa control S. enterica ATCC 13076

En la Figura 1 se observa el crecimiento de la cepa control y en co-cultivo con el
probidtico comercial durante 48h. En la cual es posible evidenciar en lahora2 y en la
hora 18 un mayor crecimiento de Salmonella en co-cultivo con respecto al control,
ademas de la hora 18 a la 36 se puede resaltar una disminucion en el crecimiento de
Salmonella con el probi6tico, la cual se debe al efecto que el probidtico ejerce sobre

este.

25

Logio UFC/mL

0 T T T T
0 10 20 30 40 50

Tiempo(h)

—8— ATCC
—8— ATCC+P

Figural. Crecimiento de Salmonella enterica ATCC 13076 como control y en co- cultivo (ATCC
+ P). La letra a indican diferencias significativas (p < 0,05) mediante andlisis de varianza por la
prueba de Tukey de un factor.

6.2 Co-cultivo de cepas de Salmonella spp con el probidtico
En la figura 2 resultados del ensayo in vitro para cepas de Salmonella spp resistentes

a antibidticos incluyendo la mezcla de estas, en co-cultivo con el probiotico y su
respectivo control. En la cual se evidencia que a partir de la hora 18 a la hora 36 en

todas las cepas resistentes hay una disminucion en el crecimiento, a partir de la
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horal8 se evidencia en la grafica un decrecimiento gradual hasta las horas 40 a la
hora 48 para las cepas 1,2,3 y el control, en cambio para las cepas 4 y mix los valores
se mantienen constantes. Ademas, se observa que las fases exponenciales son muy
cortas en comparacion con el control, demostrando el efecto del probidtico en la
reduccion del crecimiento. Obteniendo la mayor reduccién de crecimiento a la hora
30 en 1 (10,05 UL), 2 (11,29 UL), 3(10,86 UL),4 (10,45 UL), 5 (9,02 UL) y Mix

(10,56 UL), con respecto al crecimiento de la cepa control.

25

L0910 UFC/mL

0 — 7+ 1 T - 1 T T 1 T T T T 1T T T T T
0 10 20 30 40 50

Tiempo (h)

—— 1
2
—— 3
4
—— 5
—8— Mix
—— Control ATCC

Figura 2. Crecimiento de las cepas de Salmonella spp. en co-cultivo con el probiotico

evaluado durante 48h

19



Durante las 48h se evalud el pH de las diferentes cepas de estudio en la curva de

crecimiento, es posible observar que el pH es constante entre los valores de 6-7, sin

embargo, en la hora 6 dichos valores presentan un comportamiento diferente en todas las

cepas evaluadas exceot en la cepa 330 y mix.

Tabla 3. Valores de pH de curvas de crecimiento de Salmonella spp. resistente a

antibidticos en co-cultivo con el probidtico.

Tiempo pH
(h) Control 908 1948 424 330 299 Mix
2 7,3 6,8 7,1 7,1 7,3 7,0 7,3
6 7,0 5,8 59 59 6,1 5,9 6,1
12 6,1 6,2 6,4 6,5 6,6 6,2 6,6
18 6,4 6,1 6,3 6,4 6,5 6,2 6,4
24 6,4 6,0 6,3 6,4 6,3 6,1 6,2
30 6,4 59 6,3 6,3 6,1 6,4 6,2
36 6,7 59 6,5 6,4 6,8 6,2 6,6
42 6,8 6,7 6,6 6,6 6,3 6,7 6,3
48 6,8 6,3 6,7 6,7 6,3 6,6 6,5

6.3 Resultados del ensayo alimentado

En la figura 3 se muestran los resultados obtenidos a partir del ensayo alimentado,
comparandolo con la cepa de Salmonella sola, en co- cultivo con el probiético y con
el sistema alimentado, el cual se le adicion0 el probiotico cada 12 horas durante 48
horas. Se puede evidenciar la diferencia entre los ensayos, pues la mayor disminucién
en el crecimiento es con el ensayo alimentado, demostrando que la inclusion del
probidtico en la dieta de los porcinos dos veces al dia puede llegar a ter un efecto

controlador sobre el crecimiento de Salmonella spp.
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Figura3. Grafica integrada de crecimiento de Salmonella Typhimurium 1,4,12 :i:- - en funcion

del tiempo, evaluando la cepa sola, en co-cultivo con el probidtico y alimentado. La letra a
indican diferencias significativas (p< 0,05) mediante andlisis de varianza por la prueba de
Tukey de un factor
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6.4 Resultados espectrometria de masas (Maldi-TOF MS.)

La cepa probidtica identificada fue Bacillus subtilis como se puede observar en la
imagen, el color verde indica que hay una alta probabilidad de identificacion de
especies, el color amarillo indica una probable identificacion de genes y el color rojo
indica que es una identificacion no confiable. Sin embargo, no se logro identificar los
otros dos microorganismos aislados del producto comercial, esto puede deberse a que
la base de datos utilizada en el Maldi-TOF es de microorganismos de origen clinico y

por dicha razén no se logro identificarlos.

Rank(Quality) Matched Pattern ‘ ScoreValue | NCBIldentifier
I(+t) Bacillus subtilis ssp subtilis DSM 10T DSM 135461
2+H) Bacillus subtilis DSM 5552 DSM - 1423
3I(+H) Bacillus _subtilis _ssp subtilis DSM 5660 DSM - 135461
4 +) Bacillus subtilis DSM 5611 DSM 1.961 1423

5(+) Bacillus mojavensis DSM 9205T DSM L.777 72360
I 6(+) Bacillus subtilis ssp spizizenii DSM 618 DSM 1.758 96241
I 7(+) Bacillus atrophacus DSM 5551 DSM 1452
I Bacillus subtilis ssp spizizenii DSM 15029T

8(-) DSM 96241
I 9(-) Bacillus vallismortis DSM 11031T DSM - 72361
I 10(-) Bacillus atrophacus DSM 2277 DSM - 1452

Meaning of Score Values

I Range ‘ Description ‘ Syvmbols | Color
2.300 ...

2.000 (+++) | green
2.000 ...
11?339 ‘ probable genus identification ‘ (+) vellow
0.000 ...
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7. DISCUSION

Las cepas utilizadas en este estudio fueron aisladas de canal y de ganglio mesentérico, tres
de las cinco cepas son de ganglio lo que indica que la contaminacion con Salmonella spp
viene desde la Granja y que los porcinos han sido colonizados desde tiempo atras; pues la
contaminacion en ganglios no es un indicador de contaminacion reciente, sino de largos
periodos de exposicion; lo que puede favorecer la diseminacion del microorganismo (13).
Otro aspecto importante, es la resistencia a los antibioticos, pues la mayoria son de uso
animal y también de uso humano, generando gran preocupacion porque limita las opciones
de tratamiento frentes diferentes microorganismos Gram positivos y Gram negativos,

comprometiendo el tratamiento efectivo de las infecciones en animales y en humanos (43).

Los resultados de este estudio mostraron que la adicién del probidtico al cultivo con S.
enterica ATCC 13076 utilizada como control, tiene un efecto reductor sobre el
crecimiento de esta, como se observé en la Figura 1, en donde el crecimiento empieza a
disminuir desde la hora 30, sin embargo, para la hora 42 y 48, su crecimiento alcanza
valores de 9 UL tanto para el control solo y con el probi6tico. Este mismo comportamiento
es observado para las cepas de Salmonella spp. resistentes en co-cultivo con el probidtico
evaluado. Esto podria indicar que hay una cantidad limitada de sustrato disponible y la
actividad del probidtico podria ser resultado de una competencia por nutrientes. Al
agotarse los nutrientes de ambos microorganismos disminuye la actividad antag6nica
durante estas ultimas horas, por lo cual esta limitacion de nutrientes en el sistema puede

interferir con la actividad probiética esperada.

Este efecto mediado por el probidtico en la reduccion del crecimiento de Salmonella spp.
resistentes a antibioticos se puede observar en la Figura 2 en la cual la horas con mayor
reduccion correspondieron a la hora 24 y 30. En la hora 24 del ensayo S. Typhymirium [1]
presento una reduccion de 9,1 UL, S. Agama [2] de 11,09 UL, S. London [3] de 10,30 UL,
S. Westhampton [4] de 9,78 UL, Variante de Salmonella Typhimurium 1,4,12 :i:- - [5] de
6,27 y por ultimo el mix de Salmonella de 9,83 UL todas estas comparadas con el control.
Estos resultados contrastan con otro estudio realizado por Istvan et al. (44) en el cual
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evallan un probiédtico E. faecium sobre Salmonella serovar Typhimurium en cerdos, en
esta la concentracion inicial fue de 9.4 UL y lograron obtener una reduccién de 3 UL.
Demostrando asi, que los probioticos tienen un rol importante en la prevencion y control
de patdgenos gastrointestinales, a través de diversos mecanismos. Sin embargo, la
concentracion inicial de Salmonella spp. en ambos estudios es alta, pues se ha encontrado
que este microrganismo esta presente en los porcinos en concentraciones entre 1,06 x 10y
1,73 x10° UFC (45), por lo que si se incluye el probiético en la dieta de los porcinos puede
ser una alternativa en produccion animal debido a su potencial en la inhibicion de este

patdgeno.

El microorganismo presente en el probidtico utilizado fue identificado como Bacillus
Subtilis, el cual presenta un mecanismo de accion basado en antagonismo, este mecanismo
consiste en la producciéon de un metabolito de origen proteico con propiedades
bactericidas, como se demuestra en un estudio realizado por Klose et al 2010 (46) Ademas
en otros estudios (47) se demostr6 la capacidad que tiene este microorganismo para
aumentar el peso en los cerdos, siendo mas efectivo que los antibioticos, resultando
eficiente para la produccion animal, como alternativa al uso de antibidticos. También
disminuye la diarrea en cerdos que genera Salmonella spp. y Escherichia coli por medio
de exclusion competitiva a través de la produccion de sustancias antimicrobianas. Asi
mismo Willey et al 2009 (48) demostr6 que Bacillus subtilis es capaz de producir péptidos
0 antibidticos. Esto indica que la actividad antagonica del probiético utilizado puede estar

mediada gracias a la produccion de estos compuestos.

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en el pH de las cepas evaluadas
como se muestra en la tabla 3, solo en la hora 6 se observa un descenso en el pH, en esta
hora, observando la Figura 2 la Gnica que disminuye su crecimiento es la cepa 3, respecto
al valor inicial y la cepa 2 a las 24 h indicando que no existe una correlacion. Confirmando
asi que el mecanismo de accidn del probidtico no es por medio de la produccion de acidos,
sino como se menciond anteriormente es posible que sea por antagonismo o exclusion

competitiva.
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En los resultados obtenidos del ensayo alimentado se simul6 la alimentacion que se da a
los porcinos a los 10-12 dias de nacido la cual se empieza a suplementar (concentrado pre-
iniciador 50-100g/ dia), en ésta etapa inicia el consumo de probioticos (aproximadamente
al dia 20 de nacido)(49), con el fin de observar si habia una mayor inhibicion de las cepas
de Salmonella spp. como se puede ver en la figura 3, el introducir el probi6tico méas de una
vez en el cultivo, genera una mayor reduccion en el crecimiento, comparandolo con la
cepa sola y en co-cultivo, el descenso en el crecimiento es mayor alcanzando una
reduccion de 9 UL a las 36 horas con respecto al control, en contraste la misma cepa que
solo alcanzo a reducir 2,9 UL en la hora 36, indicando que el sistema alimentado permite
una mayor reduccion de Salmonella spp., sin embargo esta reduccién también puede estar
mediada por el agotamiento de nutrientes en el medio. En ambos ensayos co-cultivo y
alimentado se evidencia en la hora 24 una disminucion importante en el crecimiento, no
obstante, en el cultivo alimentado sigue descendido el crecimiento hasta la hora 36; esto
demuestra que la adicion del probiodtico cada 12 horas tiene un mayor efecto inhibidor

sobre el crecimiento.

Utilizar el probidtico en altas dosis como en el ensayo alimentado ha demostrado mejores
resultados para el control de patdgenos, como lo indica Haghighi et al 2008 (50) en su
estudio en el cual aplican dosis de 1x10° y 1x10° UFC/mL de un producto probiético
comercial, obteniendo mayores efectos en la reduccion de Salmonella spp. con la mayor

dosis utilizada del probidtico.

25



8. CONCLUSIONES

El probidtico evaluado tiene un efecto inhibidor sobre el crecimiento de las cepas de
Salmonella spp resistentes a antibidticos indicando que puede ser una alternativa para el no

uso de antibidticos en el control de dicho patégeno en produccion de porcinos.

El ensayo alimentado periédicamente con el probidtico demostr6é tener un mayor efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de Salmonella spp resistentes a antibidticos comparado

con el co-culitvo.
En la comparacion en el crecimiento de las cepas evaluadas se observé que después de la

hora 36, la concentracién de Salmonella spp. volvié a aumentar, por lo que se requiere

adicionar probidtico mas de una vez para controlar este patdgeno.
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9. RECOMENDACIONES

Se sugiere evaluar el probi6tico in vivo en los diferentes puntos de la cadena y determinar
su efecto sobre la alimentacion constante en los animales, para poder observar el efecto del

probidtico como un promotor de crecimiento.

Se recomienda el uso combinado de varios probidticos, para potencializar el efecto

controlador sobre patdgenos.
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11. ANEXOS

Anédlisis de varianza tukey para la curva de
Salmonella entérica ATCC 13075

Analisis de varianza tukey para la curva de Salmonella ensayo alimentado
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