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Resument: El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana de cepas de Lactobacillus frente a bacterias patdgenas causantes
de mastitis en vacas. Se utilizaron Lactobacillus procedentes del cepario del Centro de Estudios Biotecnoldogicos de la Universidad de
Matanzas. También se tomaron muestras de la microbiota de la ubre de vacas con mastitis subclinica, para el aislamiento de bacterias
patdgenas en medios selectivos, las cuales se identificaron a través de la caracterizacion morfoldgica y bioquimica. La evaluacion de la
actividad antimicrobiana de las cepas de Lactobacillus se realizo a partir de la técnica de difusion de sustancias en el agar y el enfrentamiento
en cocultivos. Como resultado se constatd que las cepas Lactobacillus brevis 17LP y Lactobacillus salivarius C65, produjeron sustancias
antimicrobianas que inhibieron a Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp.y S. aureus ATCC
29213. Se demostro que las cepas productoras de antimicrobianos redujeron la poblacion de todos los patogenos a las 24 h en los cocultivos.
Los resultados de la actividad antimicrobiana de estas cepas avalan su posible uso como probidticos en la prevencion de la mastitis bovina.
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Evaluation of the antimicrobial activity of Lactobacillus spp. against pathogenic bacteria
that cause mastitis in dairy cows

Abstract: The objective of this work was to evaluate the antimicrobial activity of Lactobacillus spp. against pathogenic bacteria that cause
mastitis in cows. Lactobacillus species used came from the Biotechnological Studies Center of the University of Matanzas strain bank.
Also, microbiota samples were taken from the udder of cows with subclinical mastitis for bacterial culture in selective media, which
were identified by morphology and biochemical characterization. The evaluation of the antimicrobial activity of Lactobacillus spp. was
carried out in agar by the substance diffusion technique and confrontation in cocultures. As results, strains of Lactobacillus brevis 17LP
and Lactobacillus salivarius C65 were found to produce antimicrobial substances that inhibited Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp. and Staphylococcus aureus ATCC 29213. It was shown that strains producing
antimicrobial products reduced the population of all pathogens after 24 h in the cocultures. The results of the antimicrobial activity of these
species support its possible use as probiotics for prevention of bovine mastitis.
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Introduccion

La mastitis constituye una reaccion inflamatoria de la
glandula mamaria que puede producirse por factores fisicos,
quimicos, mecanicos o infecciosos. El1 80% de los casos de
mastitis en vacas lecheras es ocasionado por la invasion
de microorganismos patogenos especificos en los pezones
y tejidos de la ubre; el resto de los casos es resultado de

lesiones traumaticas, con o sin invasién secundaria de los
mismos. Sin embargo, la presentacion mas importante es la
forma subclinica, donde no se evidencia inflamacion, pero
se revelan cambios en los tejidos [1].

A esta enfermedad se le atribuyen numerosas pérdidas
econdmicas debido al decomiso de leche, cuartos mamarios
perdidos y empleo de medicamentos, entre otros factores
[2]. En este sentido se plantean diversas medidas preventivas
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y curativas con el fin de combatir este padecimiento como
la utilizacion de numerosos farmacos, entre los que se
destacan los antibidticos, como las sulfonamidas por via
intramamaria y sistémica, el uso de terapias no tradicionales
como acupuntura, oxigeno-terapia, electrolitos, acido
fosforico y otros [3].

El uso indiscriminado de los antibidticos en el mundo,
tanto en el hombre como en los animales, provoca
resistencia microbiana, de ahi la necesidad de sustituir a
estos antimicrobianos en la produccion animal por otros
aditivos alternativos que sean compatibles con el medio
ambiente y eviten efectos negativos en la salud humana,
tales como los probioticos [4].

Entre los microorganismos que mas se utilizan como
probiodticos estan los del género Lactobacillus, los cuales
desempefian un papel muy importante en la barrera
microbioldgica primaria que se forma en las mucosas, con
el fin de prevenir infecciones. Las bacterias acido lacticas
(BAL) estan entre los componentes principales de la
microbiota indigena del canal del pezon y son candidatas
potenciales para disefiar un producto probidtico que controle
la mastitis y pueda utilizarse como sellante del pezon [5].
De ahi que el objetivo del presente trabajo fue evaluar la
actividad antimicrobiana de cepas de Lactobacillus spp.
frente a bacterias patdgenas causantes de mastitis en vacas
lecheras.

Materiales y métodos

Material biologico utilizado: Para evaluar la actividad
antibacteriana de cepas de Lactobacillus spp. frente a
bacterias causantes de mastitis, se utilizaron las cepas L.
salivarius C65 y L. brevis 17LP, procedentes del cepario
del Centro de Estudios Biotecnologicos (CEBIO) de la
Universidad de Matanzas, Cuba, las cuales fueron aisladas
¢ identificadas por Rondon et al. [6] y Arteaga et al. [7].
Como cepas patogenas se utilizaron aislados de vacas con
mastitis y la cepa Staphylococcus aureus ATCC® 29213 del
Laboratorio de Microbiologia de la misma Universidad.

Seleccion de las vacas para la toma de muestras: En la
vaqueria 65 de la Empresa Pecuaria Genética de Matanzas,
Cuba, se realizé la seleccion de vacas enfermas para la
toma de muestras. Para ello se detect6 de forma cualitativa
el contenido de células somaticas, mediante la prueba de
California (CMT) a diez vacas, con el objetivo de detectar la
presencia de mastitis en el momento del ordefio. La prueba
se desarrollo a partir de la metodologia descrita por Acuila
y Rivadeneira [8] y la interpretacion de los resultados se
realizé de acuerdo a lo descrito por Mellenberger [9].

Aislamiento de cepas patogenas del canal del pezon de vacas
con mastitis: Se utilizaron cinco vacas lecheras positivas a
la CMT y para el aislamiento de las bacterias se emplearon
los procedimientos descritos por Derakhshani ef al. [10]. Se
introdujeron por el canal del pezdn hisopos estériles para
arrastrar la mayor cantidad de patdégenos. Seguidamente se

inocularon en tubos que contenian 10 mL de caldo infusion
cerebro corazéon (BHI, BIOLIFE®). Las muestras se
trasladaron al laboratorio de Microbiologia y se incubaron a
37 °C por 18 h en agitador térmico (UNITRONIC 320 OR)
allOg.

A partir de las muestras anteriores, se realizaron
diluciones seriadas hasta el valor 107 en solucion salina
estéril (SSE 0,9% de NaCl) y de las diluciones 107, 10¢ y
107 se sembraron 0,1 mL en tres placas de Petri de 90 mm de
diametro con diferentes medios selectivos segun Britanialab
[11]. Las placas se incubaron a 37 °C por 24 h. Seguidamente
se seleccionaron las colonias morfologicamente diferentes y
se sembraron en cuflas de agar nutritivo para su crecimiento
a 37 °C por 48 horas y su posterior conservacion a 4 °C.

Identificacion de los aislados por métodos microbiologicos
tradicionales: Para la identificacion de los aislados se
realiz6 la caracterizacion morfologica y bioquimica. Entre
las técnicas empleadas estan la tincion de Gram, siembra
de las colonias en medios selectivos para su descripcion
morfologica, prueba de la catalasa, hidrolisis de la caseina,
hidrélisis del almidén, produccion de indol, reduccion
de nitratos y fermentacion de azuicares (glucosa, lactosa,
sacarosa y maltosa), segin lo descrito por Harrigan y
McCance [12].

Evaluacion de la actividad antimicrobiana por difusion
en agar: Se empled la técnica descrita por Schillinger y
Lucke [13]. Para ello, de las cepas productoras (cultivos de
lactobacilos conservados en leche y glicerol 10%) se tomod
1 mL y se inoculé en frasco Erlenmeyer que contenian
100 mL de caldo Man Rogosa y Sharpe (MRS). Estos se
incubaron en condiciones estaticas por 18 horas a 37 °C.
Posteriormente se tomaron muestras de 10 mL a la hora 24,
las cuales se centrifugaron a 15.000 g a 5 °C por 10 min y
el sobrenadante se esterilizo a través de filtros de acetato de
celulosa con poros de 0,22 pum (Sartorius™).

Los aislados del canal del pezon de vacas con mastitis
subclinica se utilizaron como cepas indicadoras, entre
ellas: Klebsiella spp., S. epidermidis, Escherichia coli, S.
aureus y Proteus spp. También se empled la cepa de S.
aureus ATCC® 29213 como cepa control. Todas las cepas
indicadoras se inocularon en caldo BHI (BIOLIFE®) y se
incubaron en agitador térmico a 37 °C y 120 rpm durante
18 h.

De los cultivos de las cepas indicadoras se tomaron 200
pL, que se inocularon en tubos de ensayo con 20 mL de
agar Miieller Hinton a 45 °C, que fueron vertidos en placas
de Petri de 90 mm de diametro para su solidificacion. En
cada placa que contenian las cepas patdogenas se abrieron
pocillos de 7 mm de diametro, en los que se depositaron
60 puL de las muestras de las cepas productoras y un
control negativo (caldo MRS). Las placas se mantuvieron
a 4 °C por un tiempo de 4 h para una mejor difusion de
las sustancias en el agar. Luego se incubaron entre 18-24 h
a 37 °C hasta detectar el crecimiento y la aparicion de los
halos de inhibicion. El diametro de los halos se midi6 con
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regla milimetrada. A cada valor se le resto el didmetro de los
pocillos. El ensayo se realizé por triplicado.

Determinacion de la actividad antimicrobiana por el método
de cocultivos: La actividad antagdénica de L. salivarius
C65 y L. brevis 17LP frente a bacterias potencialmente
patdgenas se estudid a través de cultivos asociados o
mezclas de cultivos. Para ello se empleo la técnica descrita
por Orlowski y Bielecka [14], modificada por los autores
del presente trabajo, al sustituir el medio de alimento para
pollos por caldo de leche (CL), para simular el ecosistema
de la ubre de la vaca. Este medio se elabord con 64 g de
leche en polvo para 1000 mL de agua destilada, el cual se
esterilizo por tindalizacion (tres fases de 30 min a 100 °C).

Para el desarrollo de los cocultivos, se adicion6 CL
a frascos Erlenmeyer de 250 mL a razén de 100 mL de
volumen efectivo. En cada uno se afladio 1 mL del cultivo
de las cepas productoras (16 logaritmo neperiano Ln de las
UFC.mL" de L. brevis 17LP o L. salivarius C65) y 1 mL
del cultivo patdgeno o indicador (con una poblacion similar
a la cepa productora) y se incubaron por 24 horas a 37 °C
en condiciones estaticas. A las 0, 8, 16, y 24 h se tomaron
muestras para realizar el conteo de los lactobacilos y los
microorganismos patogenos. Se dispuso ademas de cultivos
controles para el crecimiento de las dos cepas productoras
y las cinco indicadoras puras con la utilizacion del mismo
medio CL. Para realizar el conteo de Klebsiella spp., E. coli
y Proteus spp. viables se utiliz6 agar MacConkey (Biocen)
y para Staphylococcus agar manitol salado (Merck). El
conteo de Lactobacillus se realizd en agar MRS (Biocen).
El ensayo se realizo por triplicado.

Analisis estadistico: Para procesar el resultado de la
actividad antibacteriana de las cepas de Lactobacillus por
el método de difusion de sustancias en el agar se utilizo
un analisis de varianza simple. El efecto de las cepas de
Lactobacillus spp. frente a microorganismos patdgenos
en cocultivos se analizd con la utilizacion de estadistica
descriptiva, para lo cual se calculd la media y la desviacion
estandar. El paquete estadistico que se empled para ambos
analisis fue INFOSTAT, Version 2012 [15].

Resultados y discusion

Aislamiento de bacterias causantes de mastitis: Se aislaron
un total de 18 cepas, de las cuales se seleccionaron cinco
por las caracteristicas diferenciales de las colonias en los
medios de cultivo selectivos [11].

Identificacion de las cepas patogenas aisladas: En la tabla
1 se presenta la caracterizacion morfoldgica y bioquimica
realizada a los aislados de vacas con mastitis. A partir de
estos resultados y las caracteristicas del crecimiento de las
colonias en los medios selectivos, se realizé la identificacion
preliminar de las bacterias, para lo cual se utilizé el Manual
Bergey de Bacteriologia Sistematica [16]. La misma quedo
como sigue: 1. Klebsiella spp., 2. S. epidermidis, 3. E. coli,

4. S. aureus, 5. Proteus spp. Estas bacterias estan entre las
causantes de mastitis, aunque se conoce que en Cuba también
inciden otros microorganismos como Corynebacterium
bovis, Enterobacter spp. y Streptococcus agalactiae [17].

Efecto antimicrobiano de L. brevis 17LP y L. salivarius
C65 frente a bacterias potencialmente patogenas: Los
resultados de las mediciones de los halos de inhibicion se
muestran en la tabla 2. Se puede observar que las dos cepas
produjeron la inhibicioén de todos los aislados patogenos,
con algunas diferencias entre ellas (p<0,05). La cepa L.
salivarius C65 fue mas efectiva frente a S. epidermidis,
mientras que L. brevis 17LP mostré mayor inhibicion
frente a las cepas salvajes y de coleccion de S. aureus. La
produccidn de acidos por parte de las cepas de Lactobacillus
debio disminuir el pH a niveles letales o se produjo la
paralizacion del crecimiento de estos microorganismos, ya
que aunque se reporta que algunas de estas cepas patogenas
son resistentes a pH acidos, se conoce que la mayoria de
estos microorganismos no crecen por debajo de pH 4 [18].

Se conoce que los acidos organicos débiles son mas
efectivos que los inorganicos en la acidificacion del medio
intracelular; se supone que esto ocurre porque es mas facil
su difusion a través de la membrana celular en su forma no
disociada (lipofilica), los que posteriormente se disocian en
el interior de la célula inhibiendo el transporte celular y la
actividad enzimatica. La mayoria de los microorganismos
crece a pH entre 5 y 8, ya que la acidificacion del interior
celular conduce a la pérdida del transporte de nutrientes,
los microorganismos no pueden generar mas energia
de mantenimiento, y a una velocidad variable segun las
especies, se produce la muerte celular [19].

Tsai et al. [20] comprobaron que las cepas de
Lactobacillus LAPS y LF33, aisladas de cerdo y pollo
respectivamente, fueron capaces de inhibir in vitro a E.
coli, Salmonella typhimurium, S. aureus y Bacillus cereus,
fundamentalmente por la produccion de acido lactico.

Se considera que, entre las caracteristicas mas importantes
de los probioticos para promover la salud, esta su actividad
inhibitoria frente a microorganismos patdgenos [21]. De
acuerdo con el diametro de la zona de inhibicion, esta fue
clasificada como fuerte (¥ = 20 mm), moderada (@ entre
10 y 20 mm) y débil (@ = 10 mm) [22]. En el presente
trabajo los halos que produjeron las cepas L. brevis 17LPy
L. salivarius C65 se pueden clasificar como moderados, ya
que exhibieron valores entre 8,33 hasta 18 mm.

Es de vital importancia que las cepas candidatas a
probiodticos inhiban el desarrollo de bacterias del género
Staphylococcus (S. aureus y S. epidermidis) y del grupo
coliformes (Klebsiella spp. y E. coli), ya que son, segin
Wolter et al. [23], los causantes principales de la mastitis
bovina.

En el presente trabajo, los mayores halos de inhibicion
se observaron en presencia de Staphylococcus, considerado
el principal agente causante de la mastitis. Estas bacterias
son patbgenos contagiosos y se transmiten por los
tejidos infectados durante el proceso de ordefo. Este
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Tabla 1. Caracterizacién morfologica y bioquimica de los cinco aislados de vacas con mastitis subclinica.

Caracterizacion morfologica

1 2

3 4 5

Tincion de Gram G(-) G ()

G() G G()

Colonias grandes
rosadas mucosas en

Caracteristicas

morfologicas de las -
en agar manitol sal

Colonias de color rojo amarillo en agar bilis

Colonias de color
amarillo en agar

Colonias de color Colonias grandes

incoloras en agar

colonias agar MacConkey verde brillante manitol sal MacConkey
Caracterizacion bioquimica

Prueba de la catalasa + + + + +
Hidrolisis de la urea + + - + +
Produccion de indol - + + + -
Reduccion de nitratos + + + + +
Fermentacion de azlicares:

lactosa + - + - -
sacarosa + + + + +
glucosa + + - + +
maltosa + + + + +

Resultados de la identificacion

Staphylooccus

Klebsiella spp. epidermidis

Escherichia coli Staphylooccus aureus Proteus spp.

G (+) = Grampositivo; G (-) Gramnegativo

microorganismo puede producir gangrena y afectar otros
tejidos; sin embargo no pueden sobrevivir grandes periodos
en el medio ambiente [24].

Efecto antimicrobiano de L. brevis 17LPy L. salivarius C65
por el método de cocultivo: En la figura 1 se aprecian los
resultados del desarrollo de cocultivos con L. brevis 17LP
y las cepas indicadoras Klebsiella spp., S. epidermidis,
E. coli, Proteus spp., S. aureus (cepa salvaje) y S. aureus
ATCC® 29213 en medio de cultivo CL. Se observd que
tanto el cultivo control como el cocultivo de Lactobacillus,

Tabla 2. Accion antimicrobiana de cepas de Lactobacillus spp. frente a
cepas indicadoras.

Cepas indicadoras
Cepas Diametro del halo (mm) 18 h
productoras

1 2 3 4 5 6

Lactobacillus

salivarius C65 11,67 17,33 13,67 833 12,67 12,67

Lactobacillus ¢ 0 1433 13,67 17.67 12,00 18,00

brevis 17LP
EE 2,98 1,88 2,33 1,33 3,47 2,56
p 0,360 0,007 0,060 0,007 0,890 0,021

1. Klebsiella spp., 2. S. epidermidis, 3. E. coli, 4. S. aureus, 5. Proteus spp.,
6. S. aureus ATCC 29213. EE: Error estandar. Valor de p es significativo
>0,05.

continuaron su crecimiento en el medio, fundamentalmente
a partir de las 8 horas. Significa que este cultivo tuvo que
generar la bateria enzimatica para poder asimilar los nuevos
componentes de este medio y adaptarse a las condiciones
fisicas y quimicas de este sustrato. Sin embargo, a medida
que paso6 el tiempo, las células de las cepas indicadoras
perdieron viabilidad y a las 16-24 horas no se observaron
c¢lulas vivas en los cocultivos, excepto S. aureus ATCC®
29213 que mostré un crecimiento mas lento, lo cual
indica que en ese momento de muestreo, la concentracion
de sustancias antimicrobianas presentaba niveles tan
elevados, que eliminaron total o parcialmente a todos los
microorganismos inoculados.

Adeniyi et al. [25] comprobaron que las BAL desarrollan
actividad antimicrobiana frente a E. coli y Klebsiella
spp. Estos autores aislaron, caracterizaron ¢ identificaron
bacterias acido lacticas de intestinos de vacas para probar
su actividad antimicrobiana frente a patdogenos potenciales
del mismo habitat. Concluyeron que estas bacterias
pueden utilizarse como probidticas y servir como agentes
bioterapéuticos, lo que constituye una alternativa util al uso
de antibioticos como suplemento en el forraje animal.

Liévin-Le Moal y Servin [26] y Haghshenas et al. [27]
refirieron que los lactobacilos presentan una marcada acti-
vidad antimicrobiana frente a microorganismos patdgenos,
por lo que constituyen una fuente prometedora para el desa-
rrollo de agentes anti-infecciosos que actiien en el lumen o
intracelularmente. Estos resultados coinciden con los traba-
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Figura 1. Comportamiento del crecimiento de A. Klebsiella spp., B. Staphylococcus epidermidis, C. Echerichia coli, D. Proteus spp., E. Staphylococcus
aureus y F. Staphylococcus aureus ATCC 29213 en presencia del Lactobacillus brevis 17LP en medio caldo leche, hasta las 24 h. Las barras representan la

desviacion estandar. Ln: Logaritmo neperiano de las UFC.

jos realizados por Montero ef al. [28], quienes determinaron
que cepas de Lactobacillus inhibieron el crecimiento de S.
aureus, evidenciandose la actividad antagonica al producir
halos de inhibicion mayores de 0,5 centimetros de diametro.
Por su parte, Abril [29] logro aislar tres cepas pertenecientes
al grupo de las bacterias acido lacticas (L. lactis, L. brevis'y
Leuconostoc lactis), que presentaron actividad antibacteria-
na frente a S. aureus, E. coli y Salmonella enteritidis.

En el caso del L. salivarius C65, se enfrentaron a las
mismas cepas indicadoras (Klebsiella spp., S. epidermidis,
E. coli, Proteus spp., S. aureus y S. aureus ATCC® 29213)
en el medio de CL. Se observo, que también se produjo la
inhibicion de todos los microorganismos (Figura 2).

L. salivarius C65 fue capaz de inhibir a E. coli desde las
8 h. En este sentido se conoce que esta bacteria y diferentes

especies de coliformes se encuentran en el intestino grueso
de animales de sangre caliente y se eliminan en las heces
fecales. Las mastitis por E. coli se observan frecuentemente
en las primeras semanas de lactancia, después del parto. Esta
forma transcurre de aguda a hiperaguda, y en la mayoria
de los casos presenta sintomas generales de infeccion. En
los casos de mastitis con un desenlace mortal, E. coli es el
patdgeno aislado con mas frecuencia [23].

Fernandez et al. [30] demostraron que la administracion
oral de Lactobacillus puede ser un enfoque eficiente para
tratar la mastitis contagiosa. Los autores valoraron el
potencial de L. salivarius PS2 para prevenir esta condicion,
cuando se administré a mujeres que habian experimentado
esta infeccion después de los embarazos. Este estudio,
aunque realizado en humanos, es un punto de referencia que
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Figura 2. Comportamiento del crecimiento de A. Klebsiella spp., B. Staphylococcus epidermidis, C. Escherichia coli, D. Proteus spp., E. Staphylococcus
aureus y F. Staphylococcus aureus ATCC 29213 en presencia de Lactobacillus salivarius C65 en medio caldo leche, hasta las 24 h. Las barras representan la

desviacion estandar. Ln: Logaritmo neperiano de las UFC.

indica las potencialidades que tiene esta bacteria probidtica
de prevenir la presencia de bacterias patogenas.

Staphylococcus coagulasa negativo (SCN) es la causa
mas comun de las infecciones intramamarias y las especies
que lo constituyen se describen como patdgenos emergentes
de la mastitis bovina [17]. Mientras que en los afios sesenta
la mastitis por estafilococos tenia una escasa importancia,
actualmente se aisla esta bacteria en un 20% de las muestras
bacteriolégicamente positivas de cuartos mamarios
afectados por esta enfermedad [23]. Los resultados del
presente trabajo son promisorios, ya que L. salivarius C65
inhibi6é completamente a este microorganismo in vitro a las
8 h.

Conclusiones

Las cepas L. brevis 17LP y L. salivarius C65 mostraron
potencialidades para utilizarse como probidticas en la
prevencion de la mastitis en vacas lecheras al inhibir
el desarrollo de bacterias patdgenas causantes de esta
enfermedad.
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