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Resumen: El uso de probidticos en la avicultura constituye una alternativa a la aplicacion de antibidticos como promotores del crecimiento
animal. El objetivo del presente trabajo fue obtener cepas de lactobacilos con potencial probiodtico y tecnoldgico, a partir de la mucosa cecal
de pollos de traspatio. Para el aislamiento bacteriano se utilizaron las porciones de ciego intestinal de cuatro aves adultas y las bacterias
se seleccionaron segun su comportamiento en la disminucion del pH del medio (< 4,5), resistencia a pH acido (pH 2) y sales biliares (1,5
g.L'"), capacidad de crecimiento y produccion de acidos. Las cepas seleccionadas se identificaron por la técnica de PCR y se caracterizaron
de acuerdo a su crecimiento en condiciones extremas de temperatura (15, 35, 45 °C), pH (3, 4, 7) y concentracion de NaCl (2, 5, 8 %).
Como resultado se aislaron 100 cepas, de ellas 54 mostraron caracteristicas de Lactobacillus spp. Se seleccionaron las cepas 17LP y 40LP
con posible capacidad probidtica, las cuales fueron identificadas como Lactobacillus brevis, ya que mostraron la capacidad de crecer en
condiciones adversas de pH, temperatura y concentraciones de NaCl. Se concluyd que las cepas 17LP y 40LP tienen potencial para ser
utilizadas como probidticas.
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Isolation, selection and identification of Lactobacillus spp. with probiotic and
technological potential, from digestive tract of backyard chickens

Abstract: The use of probiotics in poultry farming is an alternative to the use of antibiotics as promoters of animal growth. The objective of
the present work was to obtain strains of lactobacilli with probiotic and technological potential, from the cecal mucosa of poultry. For the
bacterial isolation, the intestinal caecum portions of four adult birds were used and the bacteria were selected according to their behaviour
in reducing pH of the medium (<4.5), resistance to acid (pH 2) and bile salts (1.5 gL'!"), growth capacity and acid production. The selected
strains were identified by the PCR technique and characterized according to their growth under extreme conditions of temperature (15, 35,
45°C), pH (3,4, 7) and NaCl (2, 5, 8 %). Results: 100 strains were isolated, of which 54 showed characteristics of Lactobacillus spp. Strains
17LP and 40LP with possible probiotic capacity were selected, which were identified as Lactobacillus brevis, as they showed the ability to
grow under adverse conditions of pH, temperature and NaCl concentrations. It was concluded that strains 17LP and 40LP have potential to
be used as probiotics.
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Introduccién Manual de Aplicabilidad de Buenas Practicas Avicolas para
la crianza del pollo de engorde, como parte de lo legislado

En numerosas granjas avicolas de Ecuador se continua en la Resolucion N° 0017 por la Agencia Ecuatoriana de
con la aplicacion de antibidticos para prevenir la generacion Aseguramiento de la Calidad del Agro (AGROCALIDAD)
de enfermedades o como promotores del crecimiento del Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y

animal (PCA). Este procedimiento atn aparece en el Pesca (MAGAP) [1].
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Con la prohibicion del uso de los antibidticos como PCA
en muchos paises, aumento el interés de los investigadores
por encontrar nuevas estrategias para mantener la salud
y la productividad de los pollos, pero a la vez, satisfacer
las demandas de los consumidores de carne sana y segura.
Los probidticos, que son cultivos microbianos vivos, se
consideran una buena alternativa a los antibidticos, ya que
su uso en dietas para aves de corral se asocia con efectos
positivos en la salud y en el crecimiento de las aves [2].

En medio de este contexto, en la Escuela Superior
Politécnica Agropecuaria de Manabi, Ecuador, se trabaja
por introducir en los sistemas de produccion animal nuevos
productos probidticos para la obtencion de alimentos
mas sanos y que al mismo tiempo, permitan obtener altas
producciones con sostenibilidad econémica adecuada.

Dentro de las especies probidticas de mayor interés
se encuentran los lactobacilos, los cuales se utilizan
ampliamente en la elaboracion de estos biopreparados;
sin embargo, para su empleo, es necesario realizar
una adecuada seleccion de cepas, de forma tal que los
microorganismos colonizadores permanezcan en estado
viable y en cantidades suficientes, una vez que superan el
medio acido del estdbmago y la presencia de bilis en el tracto
intestinal [3].

Para obtener cepas probidticas se deben utilizar animales
sanos, libres del consumo de antibidticos, por lo que
el tracto digestivo de las aves de traspatio resulta ideal
para el aislamiento, ya que estos microorganismos estan
adaptados a las condiciones fisicas, quimicas y biologicas
de este ecosistema, sin la interferencia de antibidticos que
provoquen la generacion de genes de resistencia.

El objetivo del presente trabajo fue obtener cepas de
lactobacilos con potencial probiotico y tecnologico, a partir
de su aislamiento en la porcion del ciego intestinal de pollos
de traspatio.

Materiales y métodos

Toma y procesamiento de las muestras: Se utilizaron
cuatro aves de traspatio (Gallus gallus) sanos de 45 dias
de edad, con dieta libre de antibioticos, que se sacrificaron
por desviacion cervical segiin Sanchez [4]. De estas aves
se extrajeron las porciones del ciego intestinal y se tomo
1 g de raspado de la mucosa. Inmediatamente las muestras
fueron colocadas en matraces de 50 mL con 9 mL de agua
de peptona (Oxoid, Espafia) en atmdsfera de CO, al 5% y se
colocaron en un agitador (Innova 4000) a 150 rpm durante
10 min a 37 °C para el desprendimiento de las bacterias.

A partir de las muestras anteriores, se realizaron dilucio-
nes seriadas hasta el valor de 102 en agua de peptona y
las diluciones 107, 10" y 10> se sembraron en tres placas
de Petri con agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS), segun De
Mann et al. [5], las cuales se incubaron durante 48 h a 37
°C en atmosfera de CO, al 5%. Posteriormente se seleccio-
naron las colonias tipicas, caracterizadas por disminuir el
pH en el medio del cultivo y su relacién con la capacidad
de crecimiento de la cepa. Ademas mostraron resistencia a

la prueba de sales biliares. Posteriormente se sembraron en
10 mL del medio semisdlido tioglicolato (DIFCO) con car-
bonato de calcio (0,1 g por tubo) para su crecimiento y con-
servacion. Ademas, se preservaron en el Banco de Cepas
del Laboratorio de Biologia Molecular, en leche (10%) y
glicerol (20%) en condiciones de crioconservacion a -80 °C.

Preseleccion de cepas: Se realizaron dos pruebas: tincion de
Gram y prueba de la catalasa. Se eligieron las cepas cuyas
c¢lulas fueron morfoldégicamente bacilos grampositivos y
catalasa negativa [6].

Disminucion del pH en caldo MRS: Las cepas
preseleccionadas se sembraron en tubos de cultivo con 10 mL
de caldo MRS (Condo, Espaiia) a pH 6,5 y posteriormente
fueron incubadas por 24 h a 37 °C. A partir de estos cultivos
se tom6 1 mL de muestra para inocular matraces con 50
mL de caldo MRS, a razén de 1:10 mL. Todas se incubaron
por 24 h a 37 °C en condiciones estaticas. De cada réplica
se tomaron muestras para medir el pH de los cultivos con
pHmetro digital (Sartorius Meter PP-25). Se utilizd6 como
criterio de seleccion, aquellas cepas que redujeran el pH
hasta valores <4,5.

Resistencia a pH acido del estomago in vitro: Las cepas se
cultivaron en caldo MRS a pH 6,5 por 18 h a temperatura de
37 °C. Seguidamente de cada cultivo, se tom6 1 mL con 10°
UFC mL"y se inoculé en caldo MRS a pH 2, ajustado con
HCI 0,1 N incubandose a 37 °C por 3 h [7]. Paralelamente
se hicieron los controles, con caldo MRS a pH 6,5 bajo
las mismas condiciones. Antes de la incubacion (hora 0)
y después de esta (hora 3), se realiz6 el conteo de células
viables mediante la técnica de las diluciones seriadas en
caldo peptona al 1% y la siembra en placas con agar MRS
(105-10®). El efecto de la acidez se estimd al comparar el
conteo de colonias en agar MRS para la hora 0 y después
de la incubacion a pH acido por 3 h [8]. Se establecié como
criterio de seleccion aquellas cepas en las que mas del 50%
de sus células se mantuvieran viables, después de pasar por
estas condiciones. La ecuacion propuesta por Kociubinski et
al. [9] se utilizo para determinar el porcentaje de resistencia
a pH acido.

% R pH = [(UFC/mL) X 100] / (UFC/mL)

MRS pH 2.0 MRS pH 6

Resistencia a las sales biliares in vitro: Las cepas se
cultivaron en caldo MRS a pH 6,5 por 18 h a temperatura de
37 °C. Seguidamente de cada cultivo, se tom6 1 mL con 10°
UFC mL" y se inocul6 en tubos con caldo MRS ajustado
con 1,5 g.L'' de Ox-Bilis (OXOID) y sin sales biliares
(controles), los que se incubaron a 37 °C por 3 h [10]. La
tolerancia a las sales biliares se estimd al comparar el conteo
de las UFC con y sin sales biliares, después de realizar
diluciones seriadas y la siembra en agar MRS a las cero
y tres horas. Se determiné el porcentaje de sobrevivencia
con respecto al control, mediante la ecuacion propuesta por
Ouwehand et al. [11].
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% R sales biliares = [(UFC/mL) X 100] / (UFC/mL)

MRS + sales MRS

Capacidad de crecimiento: Las cepas que resistieron la
presencia de pH acido y sales biliares se cultivaron en
caldo MRS a 37 °C por 24 h, con el objetivo de evaluar
su capacidad de crecimiento en el tiempo. Para el conteo
se empleo el método de las diluciones seriadas en agua de
peptona al 1% y la siembra en placas en agar MRS (10-
19-10"%), las cuales se incubaron a 37 °C en 5% de CO,.
Posteriormente se realizo el conteo de las UFC.

Determinacion de dcido lactico: Se realizé por colorimetria
utilizando la técnica propuesta por Taylor [12].

Produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) y
totales: Los acidos acético, propidnico, butirico y totales se
determinaron utilizando un cromatografo Krom gas-liquido
y detector de llama, como lo describieron Kumprecht et al.
[13].

Identificacion molecular: Se utiliz6 la técnica molecular de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La extraccion
de ADN de las cepas 17LP y 40LP se realizo por el método
de Handerson et al. [14]. La amplificacion y secuenciacion
del ADN para las cepas de Lactobacillus se realizé como lo
describieron Tannock et al. [15].

El ADN amplificado se purificé a partir de la extraccion
directamente del gel de agarosa de la banda de peso
molecular entre 300 a 400 pb y se realizé una nueva PCR.
Las muestras fueron secuenciadas en la Universidad de
Ledn, Espafia, con un secuenciador automatico ABIPRISM
310 Genetic Analizer (Applied Biosystems) y comparadas
con la base de datos internacional GenBank utilizando la
herramienta BLAST [16].

Efecto de la temperatura y pH extremo: Las cepas de
lactobacilos se inocularon al 1% en caldo MRS y se
incubaron a 15, 37 y 45 °C, respectivamente, durante 24
h. También se cultivaron a 37 °C en caldo MRS a pH 3; 4;
6,5 y 7. El crecimiento bacteriano se cuantifico alas 0y a
las 3 h.

Tolerancia a altas concentraciones de NaCl: Las cepas se
cultivaron en caldo MRS en presencia de 2, 5, 8% de NaCl
(p/v) y se incubaron a 37 °C durante 24 h. El crecimiento
bacteriano se cuantificé de igual manera que el efecto de la
temperatura y pH extremos.

Andalisis estadistico: Para el analisis de los resultados se
utilizo el programa estadistico INFOSTAT, version 1 [17].
En la verificacion de las diferencias se utilizo la prueba de
comparacion de Duncan [18]. Todos los datos presentados
son valores medios de tres determinaciones.

Resultados y discusion

Aislamiento de las cepas: Del raspado de la mucosa cecal se

aislaron 100 cepas, de las cuales 54 resultaron grampositivas,
no esporuladas y catalasa-negativas. De acuerdo con
estas caracteristicas, las mismas fueron preseleccionadas
como representantes del género Lactobacillus, segin
la informacion que se describe en el Bergey s Manual of
Systematic Bacteriology [19]. Los aislados de lactobacilos
de lamucosa cecal estaban en el orden de 10" a 10> UFC.g"!,
lo cual demuestra que estos microorganismos colonizan este
tejido y estan entre los grupos mas abundantes del tracto
gastrointestinal [20].

Disminucion del pH: De las 54 cepas seleccionadas, 34
disminuyeron el pH a valores < 4,5 en 24 h de incubacion
(Tabla 1). Esta cualidad se debe a que las bacterias acido

Tabla 1. Cepas de Lactobacillus spp. aisladas de mucosa cecal de pollos de
traspatio que redujeron el pH a <4,5.

Cepas pH Cepas pH
19LP 4,0 37LP 3,8
2LP 4,3 38LP 4,5
40LP 4,5 43LP 3,8
23LP 3,7 41LP 3,8
6LP 4,0 42LP 3,9
7LP 4.4 25LP 44
SLP 4,5 26LP 4,4
45LP 4,5 47LP 4,1
28LP 3,7 46LP 3,8
11LP 3,9 20LP 4,3
12LP 3,9 30LP 3,8
13LP 3,8 31LP 4,5
32LP 4,2 48LP 4,5
15LP 3,9 33LP 4,5
34LP 4,1 52LP 3,9
17LP 3,7 35LP 3,9
36LP 3,8 49LP 3,7

lacticas producen acidos orgéanicos (acido lactico, acético,
butirico, propidénico) que inhiben el crecimiento de la
mayoria de los patogenos a un pH < 5,5 [21].

Resistencia a pH dcido y sales biliares: La tabla 2 muestra
los resultados de resistencia a pH 2 y a sales biliares de los
lactobacilos. Solamente las cepas 2LP, 6LP, 7LP, 8LP, 15LP,
17LP, 28LP, 35LP, 37LP, 40LP, 41LP, 43LP, 45LP, 46LP
resistieron el pH acido y las condiciones extremas de sales
biliares por encima del 50%.

Esta prueba constituye un criterio de seleccién importante
si se toma en cuenta que el jugo gastrico de los pollos y
patos puede llegar a valores tan bajos de pH como 0,5 —2,0
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Tabla 2. Porcentaje de resistencia a pH 2 y sales biliares al 1,5% por 3 horas
de cepas de lactobacilos aisladas de mucosa cecal de pollos de traspatio.

Cepas %R pH %R SB Cepas %R pH %R S.B
2LP 59,6 63,3 32LP 48,5 -
6LP 65,6 60,9 33LP 37,7 -
7LP 52,2 73,5 34LP 45,9 -
8LP 55,0 72,4 35LP 82,5 74,2
11LP 40,0 - 36LP 44,2 -
12LP 44,9 - 37LP 80,2 74,8
13LP 37,1 - 38LP 42,6 -
15LP 71,5 71,8 40LP 87,3 90,4
17LP 85,6 88,3 41LP 72,7 64,6
19LP 47,2 - 42LP 38,7 -
23LP 39,9 - 43LP 78,2 79,0
25LP 37,4 - 45LP 69,4 69,2
26LP 31,2 - 46LP 64,6 65,8
28LP 60,1 56,2 47LP 37,0 -
29LP 48,6 - 48LP 28,1 -
30LP 47,3 - 49LP 26,0 -
31LP 31,5 - S2LP 34,2 -

Los resultados son el promedio de tres determinaciones. %R pH- Porcentaje
de resistencia a pH 2; %R SB- Porcentaje de resistencia a las sales biliares.

[22].

Las sales biliares actian como detergentes y desestabilizan
los lipidos presentes en la membrana citoplasmatica. Esta
situacion trae como consecuencia la formacion de poros
que perturban la integridad y la fisiologia de las células, lo
cual puede provocar la muerte [23]. Con los resultados de
este estudio se puede considerar que las cepas evaluadas
pudieran ser potencialmente probidticas, ya que podrian
transitar el tracto digestivo de las aves y facilitar de este
modo la colonizacion de este ecosistema.

Autores como Reque et al. [24] evaluaron la cepa
Lactobacillus plantarum LPB a altas concentraciones
de sales biliares (3 y 10%) y observaron que las células
sobrevivieron a estas condiciones. Resultados similares
obtuvieron Rondoén y Laurencio [25] al evaluar 20 cepas de
L. salivarius aisladas de pollos de ceba y todas resistieron
estas condiciones drasticas de pH 2 y presencia de sales
biliares (1,5 g/L!) durante 3 h.

Capacidad de crecimiento: En la figura 1 se aprecia
que las cepas 17LP y 40LP tuvieron mejor capacidad de
crecimiento (p<0,05) que el resto de las 14 candidatas. Esta
es una propiedad que caracteriza a las cepas probiodticas, ya
que deben presentarse en cantidades suficientes para llegar
al tracto gastrointestinal (TGI), resistir los impedimentos
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2P 6lP 7LP 8LP 15LP 17LP 28LP 35LP 37LP 40LP 41LP 43LP 45LP 46LP
cepas
Figura 1. Capacidad de crecimiento de Lactobacillus spp. en caldo MRS a

37 °C durante 24 h. a,b,c,d,e: Columnas con letras diferentes difieren para
p<0,05 [19]. *** p<0,001, EE + 0,043.

Acido lactico g.L!
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Figura 2. Produccion de acido lactico por Lactobacillus spp. en caldo.
MRS a 37 °C durante 24 h. a,b,c,d,e,f,g,h: Columnas con letras diferentes
difieren para p<0,05 [19]. *** p<0,001, EE + 0,28.

quimicos que alli se encuentran y ser capaces de establecerse
para lograr una buena colonizaciéon de la mucosa y el
contenido intestinal [26].

Al mismo tiempo es indispensable que las bacterias
probidticas posean alta capacidad de produccion de acido
lactico (Figura 2), que reduzca el pH intestinal y acelere
las reacciones bioquimicas de la digestion. Se conoce
que en las bacterias acido lacticas, especificamente en las
homofermentativas, predomina la producciéon de acido
lactico y que este incide directamente en la eliminacion de
las bacterias indeseables a nivel del tracto gastrointestinal,
tales como Salmonella y Escherichia coli [27]. En este
trabajo se encontré que las mismas cepas que presentaron
alta capacidad de crecimiento mostraron valores superiores
a 14 g.L! en la produccion de acido lactico.

En la figura 3 se muestra la produccion de acidos grasos
de cadena corta (AGCC), totales y fraccionados de las cepas
a las 24 h de incubacion en caldo MRS. Los valores de acido
acético se encontraron entre 120-125 mmol.L"! para las
cepas 40LP y 17LP, siendo superior en la 17LP (p< 0,05).
El acido propidnico se produjo entre 0,5-0,6 mmol.L! en
ambas cepas, el acido butirico resultd de 0,2 mmol.L! para
las dos cepas y los AGCC totales resultaron superiores en la
cepa 17LP (125 mmol.L") en relacion al producido por la
cepa 40LP (121 mmol.L!). La produccion de estos acidos
organicos por determinados grupos de microorganismos
contribuye a la regulacion del desarrollo celular y a la
diferenciacion, ademas de tener efectos troficos o nutritivos
sobre el epitelio intestinal, lo cual favorece la recuperacion
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Figura 3. Produccion de acido acético (A), butirico (B), propidnico (C) y
totales (D). a,b: Columnas con letras diferentes difieren para p<0,05 [19].
A: EE £0,55; B: EE + 0,86; C: EE £ 0,65 y D: EE £ 0,76.

de los efectos inflamatorios y la reduccion de los riesgos de
translocacion bacteriana durante la alteracion de la barrera
intestinal [28].

Los AGCC que se producen en el TGI se metabolizan
en la mucosa y se transportan eficientemente, por lo que
cantidades considerables pueden llegar a sangre para su
utilizacion posterior. Se considera que el aporte de estos
acidos es de 25-30% para los requerimientos energéticos
del mantenimiento en cerdos, 50% en conejos y 17% en
pollos. De manera que si se produce en el intestino un
incremento de los AGCC, habra mayor biodisponibilidad de
estas sustancias como fuente de energia [25]. También estos
acidos, principalmente el acido propionico, pueden inhibir
la sintesis de colesterol en el higado [29].

Identificacion molecular de las cepas 17LP y 40LP: Las
secuencias 17LP y 40LP presentaron un 99 y 98 % de
identidad respectivamente con L. brevis al compararlas con
secuencias registradas en la base de datos del GenBank
(MG383788.1 y MG383789.1) Se destaca la presencia de
L. brevis en las aves de traspatio, a diferencia de las aves
expuestas a crianza intensiva, donde predomina la especie
L. salivarius [30].

En la tabla 3 se observa el efecto de diferentes niveles
de pH, temperatura y concentraciones de NaCl sobre el
crecimiento de las dos cepas seleccionadas. Se comprobd
que las mismas crecieron a pH 3, con un aumento a pH 7;
esto demuestra que crecieron en un rango amplio de pH y
pueden adaptarse a sobrevivir y crecer a pH extremos, lo
cual contribuye al aumento de la absorcion de proteinas y
de la eficiencia digestiva.

En relacion al crecimiento en las diferentes temperaturas,
se produjo crecimiento en todas las evaluadas, lo cual es
una caracteristica importante para proliferar en el tracto
gastrointestinal y mantenerse termoestables, permanecer
viables sin afectaciones negativas y ademas permite que se
utilicen en procedimientos tecnologicos donde se empleen

Tabla 3. Capacidad de crecimiento de las cepas de lactobacilos aisladas
de mucosa cecal de pollos de traspatio seleccionadas en diferentes
condiciones tecnologicas.

Crecimiento (Log,, UFC.mL")

Indicadores 17LP 40LP
DE CV DE CV
3002292 1 9 2312 141 638
pH 4 2312 1 1 2559 1 13
72607 1 21 2620 1 24
15 1494 1 31 1682 1,52 1335
Tem?ecr)amra 35 26,14 2,08 10,89 2561 152 8,76
45 2589 251 7,03 2632 152 1885
2 2583 1,52 1096 26,03 1,52 13,17
I\(';Sl 52325 251 504 2325 057 2221

8§ 2349 2,08 6,88 23,59 251 7,03

Log,,: Logaritmo decimal; DE: Desviacion estindar; CV. Coeficiente de
variacion; 17LP- cepa 17 de Lactobacillus de pollo; 40LP- cepa 40 de
Lactobacillus de pollo.

altas temperaturas.

Las dos cepas mostraron crecimiento ante las diferentes
concentraciones de NaCl, aunque la poblacion disminuyo
en presencia de 8% de NaCl. Esta propiedad les confiere
un uso agregado, para que puedan emplearse en la industria
como preservantes de carnes, vegetales y probioticos.

Conclusiones

Las cepas 17LP y 40LP procedentes de la mucosa cecal
de pollos de traspatio, resistieron in vitro las barreras
acidas y biliares, presentaron alta capacidad de crecimiento
y elevada produccion de 4acidos. Las mismas fueron
identificadas como L. brevis, y se consideran candidatas a
probidticos en aves.
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