REVISTA -

ESPAMCIENCIA

In vitro ACTIVITY OF Bacillus subtilis AND Lactobacillus
brevis TO REDUCE COLONIZATION OF Salmonella

entérica

Fuentes-Osorio, Lilian; Arteaga-Chavez, Fatima; Hurtado, Ernesto
Antonio; Rondoén Castillo, Ana Julia; Rodriguez Oliva, Marlen

Lilian Fuentes-Osorio

Escuela Superior Politécnica Agropecuaria Manuel
Félix Lépez, Ecuador

Fatima Arteaga-Chévez
fatima.arteaga@espam.edu.ec

Escuela Superior Politécnica Agropecuaria Manuel
Félix Lépez, Ecuador

Ernesto Antonio Hurtado

Escuela Superior Politécnica Agropecuaria Manuel
Félix Lopez, Ecuador

Ana Julia Rondén Castillo

Universidad de Matanzas, Cuba

Marlen Rodriguez Oliva

Universidad de Matanzas, Cuba

Revista ESPAMCIENCIA

Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi, Ecuador
ISSN: 1390-8103

Periodicidad: Semestral

vol. 13, num. 1, 2022

Recepeién: 06 Diciembre 2021
Aprobacién: 28 Junio 2022

URL:

DOI:

Esta obra estd bajo una

2?\meli

Resumen: Se determiné la actividad in vitro de
microorganismos autdctonos (Lactobacillus brevis, Bacillus
subtilis y la mezcla de ambos) para reducir la colonizacién
de Salmonella entérica in vitro. Se utiliz6 un DCA con
arreglo factorial (3x3) siendo los factores los microorganismos
y métodos de difusién (directo, filtrado y diluido) en la
inhibicién del enfrentamiento de microorganismos, con el uso
de la técnica Kirby-Bauer. La supervivencia en sales biliares
realizada por el conteo de UFC, bajo un disefio que conté con
cuatro tratamientos. Los microorganismos con aplicacién detres
métodos frente a Salmonella entérica tuvieron un crecimiento
favorable a las 24 horas, obteniendo un mayor desarrollo con
Lactobacillus brevis + Bacillus subtilis por método de filtracién.
La supervivencia a sales biliares, no se encontré variabilidad de
resultados. Sin embargo, el L. brevis sin sales biliares se destacd
desde el minuto 30 hasta el minuto 120. Se concluye que ambos
microorganismos cumplen con caracteristicas fisicas y bioldgicas,
siendo alternativas idéneas para ser utilizados como probidticos
en alimentacién animal con fines en la produccién animal.

Palabras clave: Probidticos, sales biliares, halos de inhibicién.

Abstract: The in vitro activity of indigenous microorganisms
(Lactobacillus brevis, Bacillus subtilis and the mixture of both)
to reduce the colonization of Salmonella enterica in vitro
was determined. A DCA with factorial arrangement (3x3)
was used, being the factors the microorganisms and diffusion
methods (direct, filtered and diluted) in the inhibition of
the confrontation of microorganisms, with the use of the
Kirby-Bauer technique. Survival in bile salts performed by
the CFU count, under a design that had four treatments.
The microorganisms with the application of three methods
against Salmonella enterica had a favorable growth at 24
hours, obtaining a greater development with Lactobacillus
brevis + Bacillus subtilis by filtration method. Survival to bile
salts, no variability of results was found. However, L. brevis
without bile salts stood out from minute 30 to minute 120.
It is concluded that both microorganisms meet physical and
biological characteristics, being suitable alternatives to be used as
probiotics in animal feed for animal production purposes.
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INTRODUCCION

En la actualidad existe Bacterias mayor conciencia en cuanto a los efectos nocivos por el uso excesivo de
antibidticos, lo que ha creado un interés en los probidticos debido a sus beneficios sobre la microbidta
intestinal (Yadav et al., 2020); no obstante, las enfermedades gastrointestinales son muy frecuentes en estos
tiempos, principalmente por el consumo de alimentos, como leche y grasa. Ademds, ocasionadas por la
presencia de bacterias, pardsitos y virus. Herndndez et al. (2013) mencionan que estas originan uno de los
principales problemas de salud publica en el Ecuador, dado que, se transmiten por via fecal-oral, o bien por
el consumo de agua y alimentos contaminados. Es importante destacar que, Agrocalidad (2013) reporta
actualmente el sector pecuario del pais no cuenta con ningin programa oficial para el control, prevencioén y
peor atn la erradicacion de las principales enfermedades que afectan a los animales.

El excesivo y abusivo uso de los antibidticos ha dado lugar a un doble problema que puede tener
consecuencias nefastas para la salud de los consumidores: la resistencia a los antibidticos y la presencia de
residuos de antibidticos en los alimentos. Por ello, el uso de probidticos parece ser una alternativa adecuada
para superar estos problemas por su capacidad de modular el sistema inmunitario y la microflora intestinal, y
considerando ademads su papel antagdnico frente a ciertas bacterias patdgenas y su capacidad para desempenar
el papel de factor de crecimiento (a veces asociado con prebiéticos) cuando se utilizan como aditivos para
piensos (Arséne et al., 2021) y calidad de la carne (Al-Shawi et al., 2020).

Garcia et al. (2014) indican que los probidticos deben reunir las siguientes caracteristicas: no ser sensibles
a las enzimas gastrointestinales, ser estables frente a dcidos y bilis, no conjugarse con sales biliares, poseer
capacidad para adherirse a las superficies epiteliales, sobrevivir en el ecosistema intestinal, producir sustancias
antimicrobianas y tener capacidad de crecimiento répido en las condiciones del intestino grueso.

Se han realizado investigaciones in vitro sobre la actividad antagonista de los probidticos frente a cepas
patdgenas; los cuales antes de ser usados deben pasar por un proceso de seleccion en los que se consideran
varios aspectos incluyendo caracteristicas funcionales como: viabilidad, persistencia en el tracto intestinal,
inmunomodulacién y propiedades antagonistas; estas caracteristicas de funcionalidad se establecen en los
laboratorios con pruebas in vitro (Gonzalez et al., 2016).

La trazabilidad y residuos de firmacos en los productos de tipo animal, significan un problema en la
industria animal; donde gracias al uso de probidticos como B. subtilis se han podido reducir estos remanentes
y poder propiciar un microbiota intestinal adecuada y poder estimular la inmunidad del animal y el control
de bacterias patdgenas como Escherichia coli y Salmonella entérica (Yate, 2019). Mientras que Tobén et al.
(2020) sefalan la existencia de numerosos investigadores que han informado de la capacidad de las bacterias
del 4cido lactico para producir sustancias antimicrobianas activas contra ciertos organismos patdgenos y
de descomposicion en varios ecosistemas, lo que resulta en un cambio de la poblacién bacteriana en su
microambiente.

Ante lo expuesto, se planted el presente trabajo cuyo objetivo fue evaluar la actividad in vitro de
microorganismos autdctonos (Bacillus subtilis y Lactobacillus brevis) para reducir la colonizacién de
Salmonella entérica.
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MATERIALES Y METODOS
Ubicacién

El desarrollo de esta investigacion se efectud en la Unidad de Docencia, Investigacién y Vinculacion del
Laboratorio de Biologia Molecular de la Carrera de Medicina Veterinaria perteneciente a la Escuela Superior
Politécnica Agropecuaria de Manabi “Manuel Félix Lépez” ubicada en el sitio El Limén en la ciudad de
Calceta, Manabi, Ecuador.

Manejo de las cepas de microorganismos a nivel de laboratorio

Con cepas provenientes del laboratorio de Biologia Molecular, se prepararon medios de cultivo en Caldo
MRS (Titanium), Caldo Nutriente (DifcoTM) y Caldo Selenito parala inoculacién Bacillus subtilis (20BP),
Lactobacillus brevis (40 LP), y Salmonella entérica (ATCC 13076), respectivamente. Con la finalidad
de evitar un shock térmico, las cepas fueron retiradas previamente del congelador -20°C y colocadas en
refrigeradora a 4°C.

La crioconservacion de las cepas de B. subtilis y L. brevis, se realizé bajo centrifugacién (1000 rpm/min) de
2 mL reactivadas en tubo de microcentrifuga (Eppendorf), se elimind el sobrenadante y se dejé el ingrediente
activado posterior un lavado, posteriormente se lavé con 1 mL de agua Peptonada al 0.1% en cada Eppendorf,
nuevamente se centrifugd con el retiro del sobrenadante. En la cepa L. brevis se colocé 1000 pl de glicerol
al (3%) y 500 pl de leche semidescremada, mientras que B. subtilis se coloc glicerol al 3%; ambas fueron
conservados en un congelador a -20°C.

Inhibicién en el enfrentamiento de microorganismos benéficos B. subtilis, L. brevis y la
mezcla (B. subtilis + L. brevis) frente a Salmonella entérica en los distintos métodos

Se utiliz6 el método de difusion directo, que consistid en transferir a partir del inoculo de Salmonella entérica
1 mL diluciones seriadas en base 10 (10-1 a 10-8). A partir de la dilucién 10-7 y 10-8 se tomé ImL de
Salmonella entéricay se la colocd en Agar (Mueller Hinton y MRS) y con el asa de Drigalsky se dispersé por
toda la caja Petri, dejando reposar por 10 minutos. Posteriormente, se realizaron los pocillos (perforaciones)
sobre la superficie de los agares con ayuda de sorbete de plistico estéril de aproximadamente 6 mm de
didmetro, y en cada uno de los pocillos se vertieron 100 pL de L. brevis, en otros pocillos 100 uL de B. subtilis;
asimismo, en un mismo pocillo se inoculd 50 uL de L. brevis + 50 pL de B. subtilis.

Para la aplicacién del método de difusion filtrado, se colocé 1 mL de salmonella entérica en los agares
(Mueller Hinton y MRS), se hicieron los pocillos sobre la superficie de los agares, a través del sorbete de
pléstico de 6 mm de didmetro, aproximadamente, previamente esterilizado. Parala obtencién de los extractos
bacterianos (B. subtilis y L. brevis), se aplicé 1 mL de la cepa reactivada (L. brevis) en Eppendorf, cada
inéculo fue centrifugado a 6.000 rpm durante Smin. Después de centrifugar se filtr6 el sobrenadante con
filtro bacteriolégico Millipore® de 0,2 um y una jeringa descartable de 5 mL, posteriormente se colocé los
extractos de cada cepa en vasos de precipitacién de 10 mL; por ultimo, se inoculd el extracto en el pocillo
correspondiente y se dejo reposar por 10 minutos y se incubd a 37°C por un de tiempo de 24 horas, después
de este tiempo se hizo la lectura de las placas por test Kirby Bauer.

La puesta en préctica del método de difusion diluido, se basé en el empled 1 mL de S. entérica en los agares:
Mueller Hinton y MRS, con la realizacién de los pocillos sobre la superficie de los agares con ayuda de sorbete
de pléstico estéril de aproximadamente 6 mm de didmetro. La dilucién con solucidn salina (0,85 gde NaCl en
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100 mL de agua destilada estéril) a partir de los indculos de (L. brevis y B. subtilis) se tomd1 mLy se procedié
a realizar diluciones seriadas (10-1 a 10-4), una vez realizado esto, se tomo la tltima dilucién y se la adicioné
en el pocillo correspondiente. Se dejé reposar por 10 minutos y se incubé a 37°C en condiciones anaerobias
por un de tiempo de 24 horas, después de este tiempo se hizo la lectura de las placas por test Kirby Bauer.
Los halos de inhibicién fueron medidos con una regla milimétrica, partiendo desde el pocillo de
los microorganismos bajo estudio, hasta donde se inhibe el crecimiento. Para categorizar los niveles
de susceptibilidad de los microorganismos frente al patdgeno, se tomé en cuenta la siguiente categoria
interpretativa: Sensible (un halo con una buena probabilidad de éxito, 221 mm); Intermedio (un halo de
inhibicién mas reducido, 16 mm- 20 mm) y Resistente (Presenta muy poco o casi nada de halo, <15 mm).

Supervivencia de B. subtilis y L. brevis en sales biliares

Se plaqued 12 mL de Agar MRS (L. brevis) Agar Nutriente (B. subtilis) a las cajas Petri ((90 x 14 mm), se
coloca 1,5 mL de Sales Biliares (5%) en Caldo MRS y Caldo Nutriente; en tubos falcon de 15 mL se inoculé
5 mL de L. brevis previamente centrifugando a 600rpm por 5 minutos, se elimind el sobrenadante y se coloc
5 mL de solucién salina y se vuelve a centrifugar 600 rpm por 5 minutos una vez centrifugado se eliminé
el sobrenadante y se colocé 3 mL de caldo MRS y se homogenizé el vortex. Se inoculé en 15 tubos con 3
repeticiones por minuto (minuto 0, minutos 30, minutos 60, minutos 90, minutos 120 minutos) y se colocod
en la incubadora a 37°C.

Una vez cumplido el tiempo esperado se realizaron diluciones desde 10-1 hasta la dilucién 10-7, se
procedi6 a sembrar en las cajas. Se incubd a 37 °C durante 48 horas y se midié el crecimiento celular mediante
unidades formadoras de colonias (UFC), a intervalos por minutos (minutos 0, minutos 30, minutos 60,
minutos 90, minutos 120).

Diseno experimental y anélisis estadistico

Para el estudio de la inhibicién en el enfrentamiento de microorganismos benéficos frente a S. entérica,
se utilizé6 un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial 3x3, siendo los factores los
microorganismos (L. brevis; B. subtilis y mezcla) métodos de difusion (directo, filtrado y diluido) y cuatro
repeticiones. Mientras que, para la supervivencia en sales biliares realizada por el conteo de UFC, se organizé
en un disefio factorial 2x2, contando con cuatro tratamientos y 12 repeticiones.

La variabilidad de la respuesta medible por el efecto de los factores fue analizada mediante un anélisis de
varianza, para la comparacion de medias se utiliz6 la prueba de Tukey al 5%. Los analisis fueron realizados
con el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2020).

RESULTADOS Y DISCUSION
Inhibicién en el enfrentamiento de microorganismos benéficos frente a S. entérica

El analisis de varianza realizado en la inhibicién del enfrentamiento de microorganismos benéficos frente a S.
entérica mediante diferentes métodos de difusion, presenté con un efecto altamente significativo (P<0,0001)
en la interaccién microorganismos x métodos. Se puede apreciar en el cuadro 1 que las bacterias (B. subtilis +
L. brevis) presentaron un mayor desarrollo del halo inhibitorio, mediante el método de difusién de filtracion
y L. brevis por método directo, con promedios de 29,33 (+ 2,70) y 22,00 + (2,70) mm, respectivamente
(P<0,05).
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CUADRO 1.
Promedios de halos inhibitorios con la aplicacién de diferentes métodos de infusién en cepas de B.

Microorganismos  Métodos BERIRIEE
()

Lactobacillus Directo 22,0080

brevis Filtracién 13,67c

Diluciénn~ 17,33hc
Eacillus subtilis Directo 18, 00bec
Filtracion  18,00bc
Dilucién  18,323bc

Lactobacillus Directo 17.33bc
brevis + Eacillus  Filtraciénn 29, 333
subtilis Dilucién 17,67bc
EE 2,70

P-wvalor 0,0001

subtilis, L.brevis y L. brevis + B. subtilis frente a S.entérica.
b,c Letras superindices distintas en la columna difieren estadisticamente segtin Tukey (P<0,05).

Los resultados obtenidos en la presente investigacién se muestran similares a los obtenidos por Vélez et
al. (2015) donde expone que las bacterias 4cido lacticas (BAL) formaron halos inhibitorios que mostraron
la susceptibilidad al crecimiento de cepas de Salmonella tiphymurium, por la observacion de zonas claras sin
crecimiento de colonias de la bacteria pat6gena.

Al respecto, Ferndndez et al. (2014) afirman que las investigaciones orientadas al enfrentamiento
de patégenos con BAL, el 44% de estas acttan mediante bacteriocinas que enfrentan patégenos como
Escherichia coli, Salmonella spp., entre otros. Lo que conlleva considerar a los Bacillus y Lactobacillus como
una alternativa natural.

con base en los hallazgos de Rebolledo et al. (2013), la actividad antagénica de cepas de Lactobacillus
casei y Lactobacillus johnsonii mediante método de dilucién y directo frente a Streptococcus mutans, result6
ser no significativa (P>0,05). Sin embargo, se obtuvo una mayor capacidad inhibitoria en ambos métodos
con el L. casei. Mientras que, Divyashree et al. (2021) reportaron actividad antimicrobiana de las cepas
Lactobacillus casei- MYSRD 108 y Lactobacillus plantarum-MYSRD 71 contra Salmonella paratyphi. De la
misma manera Castafieday Consuelo (2016) afirman que en evaluaciones realizadas a B. subtilis encontraron
que la capacidad antagdnica es mayor que en otras cepas de Bacillus.

Evaluacién de la supervivencia de cepas de B. subtilis y L. brevis en sales biliares

La supervivencia de las cepas de B. subtilis y L. brevis en sales biliares a distintos tiempos se presenta en el
cuadro 2. Se observa que no hubo diferencias estadisticas en el minuto cero (0). Aun cuando, se aprecian
diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05) desde el minuto 30 hasta el minuto 120. Se destaca
desde el momento de incubacién hasta el minuto 90, que la cepa de L. brevis (con ausencia de sales biliares)
obtuvo un mejor desarrollo que el B. subtilis (con y sin aplicacion de sales biliares); aunque, en el minuto 120
el L. brevis con presencia de sales biliares, presenta un mayor desarrollo
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CUADRO 2.
Promedios de supervivencia de cepas (UFC) de B. subtilis y L. brevis en
sales biliares a distintos tiempos (0 a 120 minutos) con tomas directas.

Microorganisimos Sal_es Minutos
Eiliares 0 20 (=48] a0 120
Lactobacillus Presencia 613, 926, 881,67Vab 659,00ab 498 673
brevis 23a G7a
Ausencia 664, 971,008 9232, 67a £93,00ab 429,67ab
33a
Bacillus subtilis  Presencia 608, S13,67c F7367bc 512,00k 37¥9,33ab
2Za
Ausencia B2, 201,000 764, 33C 617,33ab  225,00b
E7a
EE 20,76 x23, 46 25,43 +36,41 +29 39
P-VWalor 0,4541 0,008 000800 002624  0,0089387

a,b,c Letras superindices distintas en 1a columna difieren estadisticamente segan
Tukey (F<0,05).

a,b,c Letras superindices distintas en la columna difieren estadisticamente segiin Tukey (P<0,05). Importar tabla

Los resultados obtenidos son similares a los obtenidos por Milidn et al. (2014) quienes en estudios
realizados en cepas de Bacillus, mostraron diferencias estadisticas (P<0,05) presentando una capacidad alta,
media y nula para sobrevivir al efecto de las sales biliares, teniendo esta un mayor crecimiento que las demis
cepas por lo que deducen que es evidente que algunas cepas de Bacillus spp. puedan ser susceptibles, entre 20
¥ 25 %, a los fluidos biliares simulados.

Desde el punto de vista de Yegani (2010) y Aguavil (2012) citados en Arteaga et al. (2017) las cepas de
Bacillus spp. provenientes del tracto gastrointestinal de pollos Broiler Ross-308, tienen un buen potencial
probidtico en aves con excelentes resultados. Asimismo, mencionan que una gran cantidad de las cepas
estudiadas mostraron una mayor capacidad de resistencia a esta barrera gastrica, esto indica la ventaja que
presentan estos microorganismos de soportar pH 4cidos y descargas biliares en su paso a través del tracto
gastrointestinal de los animales (Pérez et al., 2011).

En efecto, Vera et al. (2018) exponen que la implementacién de simulaciones de jugo géstrico artificial
(sales biliares) a cepas evaluadas de Lactobacillus plantarum presentaron un desarrollo y resistencia favorable
hasta el minuto 90, donde se obtuvo una variabilidad de 4,20 - 5,17 log UFC/mL, debido a las condiciones
extremas a las que fueron sometidas. Ademds, afirman que la resistencia a sales biliares se debe a que son
resistentes a estas condiciones de jugo gastrico artificial, pudiendo atravesar la barrera fisiologica del tracto
digestivo donde sus condiciones presentan pH bajos y la accién de enzimas proteoliticas, en este caso la
pepsina.

En este sentido, Singh et al. (2020) concluyen que el L. brevis mostré la mayoria de las propiedades
probidticas, como 10% de tolerancia al cloruro de sodio, 1% de tolerancia a la bilis, crecimiento en pH 2,y
actividad antimicrobiana contra E. coli, S. aureus, K. pneumoniae y P. acruginosa.

La investigacion realizada ratifica algunas caracteristicas manifestadas por Ruiz et al. (2021) que refieren
en B. subtilis, la efectividad de su uso como probidtico, principalmente debido a su probada actividad
antimicrobiana, antiinflamatoria, antioxidante, enzimatica e inmunomoduladora.

CONCLUSIONES

B. subtilis y L. brevis se concluye que ambos microorganismos cumplen con tipologias fisicas y bioldgicas,
siendo alternativas idéneas para ser utilizados como probidticos en alimentacién animal con fines en la
produccién animal.
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