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Resumen

El estudio tuvo como objetivo evaluar el potencial probidtico in vitro de 28 cepas de Lactobacillus spp., aisladas
de la vagina de vacas lecheras criollas de la regiéon de Manabi —Ecuador—, para su utilizacion como probidtico en
hembras con trastornos urogenitales. Se determiné la disminucion de pH y la capacidad de crecimiento a las 24 h, y
se evaluo la sobrevivencia a pH (6, 8 y 9) y a temperatura (38, 39 y 40 °C), la adherencia a hidrocarburos —mediante
ensayo de hidrofobicidad de la superficie celular—, la capacidad de autoagregacion, la congregacion, la actividad anti-
microbiana y la resistencia a 14 antibidticos. A los datos se les realizo analisis de varianza con el programa estadistico
INFOSTAT, y para verificar las diferencias entre medias se empled la prueba de comparacion de Duncan. Quince
cepas crecieron a diferentes pH y disminuyeron su crecimiento a valores iguales o inferiores a 5 y a la temperatura
optima del ecosistema vaginal de las vacas, y tuvieron alta capacidad de crecimiento a las 24 h. Las cepas LvB-38, 39,
42,45, 46, 52, 54 y 90 mostraron capacidad de adherencia a hidrocarburos (tolueno y xileno), superior al 80 %; autoa-
gregaron por encima del 50 %; coagregaron con Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers, Staphylococcus
aureus Rosenbach y Klebsiella spp., por encima del 75 %; inhibieron el crecimiento a estos patdgenos por la presencia
de acidos; y fueron sensibles a diez antimicrobianos. Se concluye que las ocho cepas seleccionadas pueden considerar-
se como candidatas a probidticos, para su utilizacion en la prevencion de trastornos urogenitales de la hembra bovina.
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Abstract

The objective of the study was to evaluate the in vitro probiotic potential of 28 Lactobacillus spp. strains, isolated
from the vagina of creole dairy cows of the Manabi region —Ecuador—, for its utilization as probiotic in cows with uro-
genital disorders. The pH decrease and growth capacity at 24 h was determined, and the survival to pH (6, 8 and 9) and
temperature (38, 39 and 40 °C), the adherence to hydrocarbons —through hydrophobicity essay of the cell surface—, the
self-aggregation capacity, congregation, antimicrobial activity and resistance to 14 antibiotics, were evaluated. Variance
analysis was performed on the data with the statistical program INFOSTAT, and to verify the differences among means
Duncan’s comparison test was used. Fifteen strains grew at different pH and decreased their growth at values equal or
lower than 5 and at the optimum temperature of the vaginal ecosystem of the cows, and had high growth capacity at 24
h. The strains LvB-38, 39, 42, 45, 46, 52, 54 and 90 showed capacity of adherence to hydrocarbons (toluene and xylene),
higher than 80 %; self-aggregated over 50 %; co-aggregated with Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers,
Staphylococcus aureus Rosenbach and Klebsiella spp., over 75 %; inhibited the growth of these pathogens due to the
presence of acids; and were sensitive to ten antimicrobial drugs. It is concluded that the eight selected strains can be con-
sidered as candidates to be probiotics, for their utilization in the prevention of urogenital disorders of cows.

Keywords: acid-lactic bacteria, cattle, hydrophobicity

Introduccion alimentos para el consumo humano. Con estos fines

Desde el siglo pasado se desarrollaron y uti- | se desarrollan los probidticos, que son microorga-
lizaron nuevos productos biotecnologicos en 10s | nismos vivos, fundamentalmente del género Lac-
sistemas de producci(')n animal intensiva, con el fin tobacﬂlus’ que suministrados en pequeﬁas dosis
de amortiguar pérdidas en la produccion de carne | favorecen el equilibrio microbiano, tanto a nivel
y leche, asi como evitar la contaminacion de estos | del intestino como de la vagina. Tales productos no
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crean los problemas de resistencia microbiana o los
efectos residuales que producen los antibioticos, de
forma tal que contribuyen al fomento de una gana-
deria sostenible y ecologica.

En el mundo se comercializan productos con
efectos probioticos, entre los que se destacan por su
eficacia: ProBiotics®, Biomin®, Biomax 5® e HY-
DROYEAST®; sin embargo, hay pocos reportes
del uso de probioticos vaginales en vacas lecheras
para prevenir trastornos uterinos. Estas infecciones
se relacionan con el crecimiento excesivo de bac-
terias patogenas durante las tres primeras semanas
después del parto, lo cual provoca una disminucion
en la produccion de leche (Sheldon et al., 2000).
Leccese et al. (2012) consideran que estas alteracio-
nes pueden convertirse en infecciones sistémicas y
afectar la fertilidad o gestacion de la hembra del
bovino. No obstante, si se establece la microbiota
beneficiosa, conformada fundamentalmente por
lactobacilos, puede ocurrir que estas bacterias se
adhieran a las células epiteliales y produzcan sus-
tancias antimicrobianas como acido lactico, acido
acético, peroxido de hidrégeno y bacteriocinas,
las cuales impiden la proliferacion de patogenos
(Nazef et al., 2008).

Los lactobacilos representan el grupo de bacte-
rias acido lacticas (BAL) mas abundante en la na-
turaleza y son predominantes en el tracto vaginal
humano y en el de algunos animales homeotermos.
Se desarrollan en ecosistemas que contienen azu-
cares fermentables, vitaminas, productos hidroli-
zados de proteinas, baja tensién de oxigeno, entre
otros factores (Orla-Jensen, 1917; Falentin et al.,
2016). Este grupo es denominado «guardianes de la
vaginay, y contribuye a mantener el equilibrio mi-
crobiano adecuado en tal ecosistema (De Gregorio
etal.,2012; Wang et al., 2013). De ahi que el estudio
tuvo como objetivo evaluar el potencial probiodtico
in vitro de 28 cepas de Lactobacillus spp. aisladas
de la vagina de vacas lecheras criollas de la region
de Manabi, Ecuador, para su utilizacién como pro-
bidtico en hembras con trastornos urogenitales.

Materiales y Métodos

Material biologico. De 15 vacas lecheras
criollas de la region Manabi, se tomaron muestras
del cérvix y de la vagina para el aislamiento de ce-
pas con potencial probidtico, especificamente de
Lactobacillus spp.; con estas 28 cepas se realizo el
experimento. Estas fueron incorporadas al banco
de cepas del laboratorio de biologia molecular de

la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de
Manabi, y conservadas en leche (10 %) y glicerol
(20 %) en condiciones de crioconservacion a
-80 °C, segun lo recomendado por Vera (2013).

Seleccion de cepas de Lactobacillus spp.
con potencial probiotico in vitro

Determinacion del pH. Las 28 cepas selec-
cionadas se cultivaron por separado en tubos con
10 mL de caldo MRS (Mann Rogosa Sharpe) (De
Mann et al., 1960), a 37 °C por 24 h, de acuerdo con
la metodologia de Rondoén (2009). De cada réplica
se tomaron muestras para medir el pH de los cul-
tivos a las 24 h, con un pHmetro digital (Sartorius
Meter PP-25).

Sobrevivencia a diferentes pH y temperatura

pH. Las cepas aisladas se cultivaron en caldo
MRS, al que se le ajusté el pH a 6, 8 y 9 con NaOH
al 2 %, y se replicaron tres veces. Los cultivos fue-
ron incubados a 37 °C durante 24 h. Se midio el
crecimiento mediante la determinacion de la absor-
bancia (A, ).

Temperatura. Se cultivaron las cepas en cal-
do MRS y se incubaron a 38, 39 y 40 °C durante 24
horas. El crecimiento se midié mediante el mismo
procedimiento utilizado para el pH.

Capacidad de crecimiento. Para determinar
si existian diferencias entre las cepas en la capa-
cidad de crecimiento a las 0 y 24 horas, se utilizo
un disefio completamente aleatorizado con arreglo
factorial 18 x 2, con tres repeticiones. Las cepas
se cultivaron por 18 h (10 Log UFC.mL") en caldo
MRS con pH 6,5 a 37 °C. Posteriormente se ino-
cularon a razon de 1:10 (v/v) en frascos con 45 mL
del mismo medio y se incubaron a 37 °C durante 24
horas en condiciones estaticas. El conteo de Lacto-
bacillus spp. se realizo por el método de diluciones
seriadas, y las placas se incubaron a 37 °C en condi-
ciones de anaerobiosis por 48 h.

Ensayo de hidrofobicidad de superficie
celular (HSC). Se determiné la HSC mediante
el método bifasico agua-hidrocarburo MATH (test
de adhesion microbiana-hidrocarburos), segiin la
metodologia de Pérez ef al. (1998). La hidrofobicidad
de la superficie celular se calculd con la siguiente
formula: % H = (A4, - A)/A, x 100, donde 4, y 4
representan la densidad optica (DO) antes y después
de la extraccion con tolueno y xileno, respectivamente.
Se tom6 como criterio de seleccion las cepas que
mostraran mas de 80 % de hidrofobicidad.



208

Pastos y Forrajes, Vol. 40, No. 3, julio-septiembre, 206-215, 2017 / Potencial probiotico de cepas de Lactobacilius spp.

Capacidad de autoagregacién. Para de-
terminar la capacidad de autoagregacion se utilizé
el método de Kos et al. (2003), y para ello fueron
elegidas todas las cepas de Lactobacillus spp. que
alcanzaron el porcentaje de hidrofobicidad indicado
anteriormente. Se evalud durante 5 h de incubacion,
a temperatura ambiente. Cada hora se extrajo 1 mL
de la capa superior y se transfirio a tubos que conte-
nian 3 mL de buffer PBS. A esta mezcla se le midié
la absorbancia, y el porcentaje de autoagregacion
se determing a traves de la formula: 4 = 1- (4,/4,)
x 100, donde 4, representa la DO a las diferentes
horas: 1,2, 3,4y 5,y 4, la DO ala hora cero.

Nivel de coagregacion. Se utilizo la técnica
descrita por Orlowski y Bielecka (2006). Las cepas
salvajes de E. coli, S. aureus y Klebsiella spp. se
aislaron del ecosistema vaginal de vacas enfermas
y se identificaron en el laboratorio de microbiologia
de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de
Manabi. Se escogieron las cepas que tenian mas de
80 % de hidrofobicidad, y se les determind la ab-
sorbancia (A) a 560 nm, antes y después de 5 h, a
los cultivos puros de lactobacilos, patdgenos y a la
mezcla de ambos. La incubacion se realizd a tem-
peratura ambiente. Para determinar el porcentaje
de coagregacion se utilizo la siguiente ecuacion: %
coagregacion = [(4x, +A4y))/2 - A, (x+y)/ (Ax,+ Ay )/2]
x 100.

Donde:

Ax: absorbancia a las 5 h de los cultivos puros
de Lactobacillus spp.

Ay absorbancia a las 5 h de los cultivos puros
de E. coli, S. aureus y Klebsiella spp.

A, (x + y): absorbancia de la mezcla de Lacto-
bacillus spp. + E. coli, S. aureus y Klebsiella spp.

Ax: absorbancia de los cultivos puros de Lacto-
bacillus spp. en el tiempo inicial.

Ay absorbancia de los cultivos puros de E.
coli, S. aureus 'y Klebsiella spp. en el tiempo inicial.

Determinacion de la actividad antimicro-
biana. Se emple6 la técnica de difusion de sus-
tancias en agar, propuesta por Schillinger y Liicke
(1989). Como cepas indicadoras se usaron E. coli,
S. aureus 'y Kleisiella spp., las que se inocularon en
caldo nutriente y se incubaron en zaranda termos-
tatada durante 18 h a 37 °C. Las cepas productoras
(lactobacilos) se cultivaron en 10 mL de caldo MRS
a 37 °C, en condiciones estaticas, por 18 h (10 Log
UFC mL™"). Se tomaron muestras a las 8, 18 y 24
horas; se centrifugaron a 15 000 rpm, a 5 °C por 10
min.; y se esterilizaron a través de filtros de acetato

de celulosa, con poros de 0,22 pm (Minisart, Sarto-
rius 600 kPa max). El sobrenadante no se modifico.

Técnica de difusion en agar. De los cultivos de
cepas indicadoras se tomaron 200 pL y se inocu-
laron en tubos con 20 mL de agar nutriente (con
10 % de i6n-agar, OXOID), los que fueron vertidos
en placas para su solidificacion. En cada placa que
contenia cepas indicadoras se abrieron pocillos de 5
mm de didmetro, y en ellos se depositaron 60 puL de
las muestras de cepas productoras, controles posi-
tivos (caldo MRS + 4cido lactico IN hasta alcanzar
pH 3) y controles negativos (caldo MRS pH 6,2).
Las placas se mantuvieron a 5 °C por 4 h, para una
mejor difusion de las sustancias en agar. Luego se
incubaron a 37 °C, entre 24 y 48 h, hasta detectar
el crecimiento y la aparicion de los halos de inhi-
bicion. El diametro de los halos se midié con una
regla milimetrada. A cada valor se le resto el dia-
metro de los pocillos.

Determinacion de la sensibilidad a los an-
timicrobianos. La determinacion de la sensibi-
lidad de las cepas seleccionadas a 14 antibidticos
diferentes (NEO-SENSITABS™) se realizé por el
método de difusion en discos (Bauerezal., 1966), en
agar MRS a 37 °C en condiciones de anaerobiosis,
debido a las exigencias nutricionales y fisiologicas
de los lactobacilos. La presencia de sensibilidad
se observé al detectarse los halos de inhibicion.
La prueba con los antibidticos se realizd por
duplicado.

Analisis estadistico. A los datos se les reali-
z06 un analisis de varianza con el programa estadis-
tico INFOSTAT version 1 (Balzarini et al., 2001).
Las diferencias entre medias se verificaron a través
de la prueba de comparacion de Duncan (1955).

Resultados y Discusion

De las 28 cepas con caracteristicas del grupo
de los lactobacilos 15 acidificaron el medio a pH <5
(tabla 1), por lo que fueron seleccionadas. Las BAL
tienen la capacidad de producir acido lactico y dis-
minuir el pH del sustrato, caracteristica primordial
dentro del grupo de los lactobacilos con capacidad
probiotica. Resultados similares obtuvieron Vallejo
et al. (2008) al evaluar 20 cepas de lactobacilos ais-
ladas de queso ovino, 10 de las cuales sobrevivieron
a condiciones de pH acido. Rondén (2009) aislo 75
cepas de ciego de pollos, y de estas solo 42 dismi-
nuyeron el pH; mientras que Sanchez et al. (2011)
aislaron un total de 24 cepas de vagina de mujeres
sanas y solo el 16,6 % resistieron pH 4cidos. Por
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Tabla 1. Acidificacion del medio de cultivo a las 24 horas

Cepa pH Cepa pH
21 LvB 5,40 49 LvB 5,20¢
23 LvB 5,704 50 LvB 3,80°
36 LvB 5,50 51 LvB 4,20
37 LvB 4,350 52 LvB 4,00
38 LvB 431° 53 LvB 4,20
39 LvB 4,31° 54 LvB 4,20
40 LvB 5,50 60 LvB 4,30°
41 LvB 5,90¢ 62 LvB 5,60
42 LvB 4,00 63 LvB 6,37
43 LvB 4,25% 78 LvB 5,60¢¢
44 LvB 4,37° 81 LvB 5,60
45LvB 4,320 84 LvB 5,50
46 LvB 4,320 88 LvB 5,7¢
47 LvB 5,50 90 LvB 4,35°

EE + 0,15 **

a, b, ¢, d, e: valores con superindices diferentes difieren
a p <0,05(Duncan, 1955).
**p<0,01

su parte, Vera (2013) aislé 54 cepas de vagina de
vacas, y 17 cepas acidificaron el medio.

En la tabla 2 se puede notar que todas las cepas
tuvieron buen crecimiento, tanto para los diferentes

Tabla 2. Crecimiento (DO A,
MRS, a las 24 horas

pH como para las distintas temperaturas. Ello in-
dica que la adaptacion de los Lactobacillus a las
condiciones del ecosistema vaginal es una caracte-
ristica esencial para la supervivencia de tales mi-
croorganismos en este ambiente (Redondo-Lopez
et al., 1990; Bouchard et al., 2015). En la seleccion
de cepas con efecto probiotico en el tracto urogeni-
tal, es importante comprobar la capacidad de resis-
tencia a estas condiciones extremas para considerar que
esas cepas sean capaces de crecer y colonizar la mucosa
vaginal (Zarate et al., 2005; Sanchez et al., 2015).

Se puede observar en la figura 1 el crecimiento
de las 15 cepas seleccionadas en caldo MRS, con pH
6,5 a 37 °C. Todas alcanzaron altos valores, propie-
dad que debe caracterizar a las cepas probidticas
para ser capaces de establecerse y lograr una alta
poblacion en la mucosa vaginal. Resultados simi-
lares obtuvieron Brolazo ef al. (2009) al evaluar 37
cepas de Lactobacillus spp. de vagina de mujeres,
con alta capacidad de crecimiento y fueron las que
mas acidificaron el pH. Por su parte, Sanchez et al.
(2011) obtuvieron 24 cepas de Lactobacillus spp.,
también de vagina de mujeres, de las cuales nueve
presentaron las mejores caracteristicas probidticas.

En las figuras 2 y 3 aparecen los resultados
de adherencia de los lactobacilos a los solventes

organicos tolueno y xileno; solo las cepas 38LvB,

) de las cepas aisladas a diferentes pH y temperaturas en caldo

Cepa 38°C 39°C 40°C

pHO6 pH7 pH8 pH6 pH7 pHSE pHo6 pH7 pH 8
37 1,364 0,29%f  0,20° 1,90®  0,24" 0,21'  ,32abcde 0,17 0,14¢
38 1,968 1,59l 1450 194> 154> 130" 0,530 1,450 1,23¢
39 1,97 1,55 1,33 1,95° 1,91* 1,092 1,52¢ 1,45° 1,43
42 1,68¢ 1,58% 1,56 1,94*  1,90° 1,86° 1,637 1,60 1,52¢b¢
43 1,43¢ 0,62 0,55 1,88 0,65 0,70 1,53¢¢ 0,50® 0,50
44 1,26 0,14 0,33 1,94* 091° 0,85 1,68:¢ 0,61°¢ 0,66
45 1,32¢ 0,30° 0,63° 1,34« 0,51° 0,46~ 1,69° 0,590<d 0,60
46 1,76°  1,94bedel ] R3abe 146 1,73 1,62¢ 1,54 1,520bcd ] 5]0b¢
50 0,86 0,61  0,51* 034" 0,03* 0,18 0,63 0,57 0,48
51 0,72¢  0,60%f  0,61°c 0,177  0,04" 0,07° 0,97 0,82 ,81°
52 1,494 1,430bcdel ] 4Qabe 1224 1,07 1,05" 1,04 1,03 0,01°
53 1,49¢  L41%d 1,51 1L,77° 1,73%®  1,63° 1,514 1,53¢¢ 1,68°
54 1,509 1,41%¢  1,51* 1,85 1,66  1,73¢ 1,49abed 1,582 1,68
60 0,34"  0,328cde 0,292 (098¢  0,61% 0,46% 0,64 0,64® 0,60
90 1,484 1,52¢df 1,69 192  193*  [95 1,53¢% 1,69cd 1,88ake

a,b,c,d, e f, g h,i,j,k, 1, m, n: valores con superindices diferentes difieren a p < 0,05 (Duncan, 1955).
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Cepas de Lactobacillus
a,b,c,d,e,f g, h:columnas con letras diferentes difieren para p < 0,001 (Duncan, 1955).
Figura 1. Capacidad de crecimiento de cepas de Lactobacillus spp. en caldo MRS, a las 24 h.

% hidrofobicidad
tolueno

37LvB 38LvB 39LvB 42LvB 43LvB 44LvB 45LvB 46LvB 50LvB 51LvB 52LvB 53LvB 54LvB 60LvB 90LvB

Cepas de Lactobacillus

a, b, c,d, e f, g, h, i columnas con superindices diferentes difieren a p <0,05 (Duncan, 1955).
Figura 2. Comportamiento de la hidrofobicidad en presencia de tolueno.

39LvB, 42LvB, 45LvB, 46LvB, 52LvB, 54LvB,
60LvB y 90LvB alcanzaron valores de hidrofobicidad
por encima del 80 %. La capacidad de adherencia de
las bacterias al epitelio del tracto vaginal involucra
diferentes mecanismos, entre los que se destaca la
presencia de adhesinas en la superficie de las célu-
las bacterianas. Las adhesinas son mayoritariamente
proteinas que pueden unirse a los carbohidratos que se
encuentran en el glicocalix de las células epiteliales;
estos carbohidratos funcionan como sitios de anclaje
para las bacterias (Savage, 1992; Jewell et al., 2015).
Resultados similares obtuvieron Vallejo et al. (2008),
pues las cepas de lactobacilos aisladas de queso ovi-
no alcanzaron altos porcentajes de hidrofobicidad.

Sanchez et al. (2011), en cepas aisladas de vagi-
na humana, solo encontraron nueve con las mejores
caracteristicas en las pruebas de hidrofobicidad.
Esta propiedad es una medida que evalua la capa-
cidad de adherencia de los lactobacilos al epitelio o
mucosa vaginal, y consiste en interacciones fisicas
no especificas entre dos superficies. Tal criterio de
seleccion es el mas importante, ya que, segun refie-
ren Tuomola ef al. (2001) y Rodrigues et al. (2015),
sin adherencia la concentracion de probioticos seria
baja y su efecto insuficiente.

Para determinar la capacidad de autoagrega-
cion se seleccionaron las cepas que alcanzaron mas
del 80 % de hidrofobicidad (38LvB, 39LvB, 42LvB,
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100 a

% hidrofobicidad
xileno

0 37LvB 38LVB 39LvB 42LvB 43LvB44LvB 45LvB 46LvB 50LvB 51LvB 52LvB 53LvB 54LvB 60LvB 90LvB

Cepas de Lactobacillus

a,b,c,d, e f g, h,i j columnas con superindices diferentes difieren a p < 0,05 (Duncan, 1955).
Figura 3. Comportamiento de la hidrofobicidad en presencia de xileno.

45LvB, 46LvB, 52LvB, 54LvB y 90LvB). En la figu-
ra 4 se pueden observar los valores de sedimenta-
cion de las ocho cepas que mostraron fenotipos de
fuerte autoagregacion, medidos durante un periodo
de incubacion de 5 h; de estas, superaron el 80 % las
cepas 38LvB y 52LvB, seguidas de 42LvB, 45LvB,
46LvB y 54LvB que alcanzaron entre 60 y 70 %.
Segun Garcia et al. (2007), la autoagregacion
en las bacterias se puede definir como el fenomeno
de la agregacion entre células de la misma cepa. La
capacidad de autoagregacion esta relacionada con
los componentes de la superficie celular, propiedad
que no se afectd luego del lavado y suspension de
las células en buffer PBS. La autoagregacion de

las cepas probidticas parece ser necesaria para que
se dé la adhesion a células epiteliales (Kos et al.,
2003). La adhesion de los probidticos a las célu-
las intestinales y a la mucosa vaginal es también
considerada muy importante en la estimulacion del
sistema inmune, y actlia como barrera frente a mi-
croorganismos patoégenos (Bouridane et al., 2016).
La coagregacion es la agregacion que ocurre
entre diferentes especies. En la tabla 3 se muestra
el porcentaje de coagregacion que alcanzaron las
células de Lactobacillus spp. a las paredes celulares
de E. coli, S. aureus y Klebsiella spp., en el caldo
nutriente. Todas las cepas evaluadas mostraron una
coagregacion mayor al 50 %, excepto LvB-52 frente

100
= 80
X
S
2 60
©
[e)]
o
o) 40
[0}
[e]
5
< 20
. 10N »
38LvB 39LvB 421 vB 45LvB  46LvB 52LvB 54lvB  90LvB
mh1 h2 h3 W h4 = h5

Figura 4. Capacidad de autoagregacion en cepas de Lactobacillus spp. seleccionadas.
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Tabla 3. Coagregacion de las células de Lactobacillus spp. frente a bacterias indicadoras

% de coagregacion

Cepa indicadora

38LvB 39LvB 42LvB  45LvB 46LvB  52LvB 54LvB 90LvB
E. coli 654 85° 72° 58¢ 57° 18" 42¢ 66°
S. aureus 62° 85° 58f 80° 57¢ 86* 48" 65¢
Klebsiella spp. 66° 85° 77° 75¢ 60¢ 704 63f 77°

a, b, c,d, e, f, g h: valores con superindices diferentes difieren a p < 0,05 (Duncan, 1955).

a E. coli (18 %). La capacidad de agregacion es una
caracteristica importante para cualquier estudio de
las interacciones microbianas, y existe una asociacion
entre la habilidad de los lactobacilos para adherirse
al epitelio vaginal, la agregacion y la hidrofobicidad
(Williams et al., 2007; Sanchez et al., 2015).

Elhecho de que las bacterias evaluadas presentaran
una alta coagregacion indica que estos lactobacilos
pueden tener un efecto importante sobre la regulacion
y equilibrio del ecosistema vaginal, y también en la
estimulacion del sistema inmune (De Gregorio e al.,
2012; Sandes, 2013). Autores como Swartz et al. (2014)
y Minuti ef al. (2015) describen que el efecto protector
de estos microorganismos se realiza mediante dos me-
canismos: antagonismo y produccion de toxinas.

En la tabla 4 se muestran los resultados de la
actividad antimicrobiana; a partir de las 8 hasta las

Tabla 4. Actividad antimicrobiana de las cepas indicadoras

24 h, la cepa 38LvB produjo halos de inhibicion su-
periores (p < 0,001) en los tres microorganismos in-
dicadores. En este ensayo se utilizo el sobrenadante
sin modificar, o sea, estaban presentes todas las
posibles sustancias que inhibieron el crecimiento.
Los mayores halos de inhibicion se apreciaron en
las cepas de E. coli ATCC-25922 y E. coli salvaje,
a las 8, 18 y 24 h, seguidas de Klebsiella spp.; sin
embargo, S. aureus no mostré inhibicion.

Se conoce que la microbiota beneficiosa vaginal
participaen el mantenimiento del equilibrio ecologico
del area y ejerce resistencia a la colonizacion de
patoégenos causantes de la metritis bovina, como
reportan Sanchez ef al. (2011) y Zhang et al. (2015).
Estudios realizados por Wang et al. (2013) y Otero
et al. (2006) sugieren que, por su complejidad,
se debe seguir investigando el ecosistema

Cepas de lactobacilos productoras por presencia de acidos (halo, en mm)

Cepa indicadora

38LvB 39LvB  42LvB 45LvB  46LvB 52LvB  54LvB  90LvB
Hora 8
S. aureus ATCC-29213 NI NI NI NI NI NI NI NI
E. coli ATCC-25922 14,0 9,65* 9,39° 11,45¢ 10,75¢ 11,45° 10,74 11,25¢
E. coli spp. 13,72 5,7° 5,26° 11,67° 5,26* 13,43f 6,70¢ 9,604
Klebsiella spp. 8,30¢ 7,30¢ 7,030 8,03¢ 7,70¢ 8,27 6,65° 8,90
Hora 18
S. aureus TCC-29213 NI NI NI NI NI NI NI NI
E. coli ATCC-25922 10,53¢ 8,27 8,3" 10,00¢ 9,73¢ 10,30° 9,65¢ 10,0¢
E. coli spp. 9,17" 8,70° 7,70° 8,90" 8,30¢ 9,03¢ 7,68 8,20¢
Klebsiella spp. 13,43f 12,03¢ 12,03 12,67¢ 12,03 13,37 7,50* 9,84°
Hora 24
S. aureus ATCC-29213 NI NI NI NI NI NI NI NI
E. coli ATCC-25922 13,80" 13,27° 12,03¢  12,30° 11,03¢ 13,73¢ 0,25° 10,30°
E. coli spp. 10,70f 10,00¢ 9,30* 9,70 9,70 10,53f 9,804 9,50
Klebsiella spp. 17,99¢ 16,03¢ 16,33 17,03¢ 16,70¢ 18,03f 8,10° 9,00°

a, b, c,d, e, f, g h:valores con superindices diferentes en una misma columna difieren a p < 0,05 (Duncan, 1955).
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vaginal de las vacas lecheras, la cual se asemeja a la
del ecosistema humanno. .

En la tabla 5 se muestra que las ocho cepas fueron
resistentes a cuatro antibidticos: Amikacina, Acitro-
micina, Vancomicina y Neomicina. En este sentido
Souza et al. (2007) informaron que, al realizar anti-
biogramas a cepas de Lactobacillus frente a 12 anti-
bidticos, todas eran resistentes a la Vancomicina y al
Nalidixan, y que un alto porcentaje de las cepas era
resistente a la Gentamicina, resultados muy similares
a los que de este estudio. En el caso especifico de la
Vancomicina, se demostréd que la resistencia a este
antibidtico es intrinseca a los integrantes del género
Lactobacillus y que esta condicionada genéticamente
(Danielsen y Wind, 2003; Wage, 2003).

Sanchezetal. (2011), al evaluar 17 antimicrobianos
frente a cepas de lactobacilos de vagina de mujeres,
hallaron que siete de ellas fueron resistentes. Se conoce
que el mal uso de los antibidticos puede provocar
que bacterias que no eran resistentes alcancen esta
condicion de manera accidental, debido a que captan
el ADN de las que son resistentes (Martin et al., 2008).
No obstante, se hace necesario el empleo de métodos
genéticos especificos para depurar la presencia de
plasmidos con resistencia a los antimicrobianos, como
la hibridaciéon por PRC (Tenover y Rasheed, 1999;
Martina et al., 2015).

De ahi la importancia del uso de probidticos
como alternativa para la prevencion de enfermedades

urogenitales en las vacas, que permitiria restringir
el uso de los antibioticos solo a casos profilacticos,
para asi contribuir a la disminucion de la resistencia
a los antimicrobianos que también afectan al huma-
no.

Conclusiones

Las cepas de Lactobacillus spp. 38LvB, 39LvB,
42LvB, 45LvB, 46LvB, 52LvB, 54LvB y 90LVB,
aisladas del cérvix y la vagina de vacas criollas
sanas, poseen potencial para usarse en la prevencion
de infecciones del tracto reproductor de la hembra
del bovino, ya que estas demostraron, in vitro, resis-
tencia a pH acido, amplio espectro de actividad an-
timicrobiana y alta capacidad de adhesion al epitelio
de la mucosa vaginal.
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