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Resumen y Abstract IX 

 

Resumen 

Objetivo: En este estudio se evaluó la capacidad probiótica de algunas bacterias acido 

lácticas (BAL), aisladas de leche calostro de cerdas en granjas de Aburra Sur. 

Materiales y métodos: Para evaluar esta capacidad, se aislaron bacterias con 

características probioticas a partir de 20 muestras de leche calostro, en agar Man 

Rogosa Sharpe (MRS), 37C° durante 48h en anaerobiosis. Se determinó la capacidad 

probiotica realizando las siguiente pruebas: tolerancia a pH ácido 3, crecimiento en bilis 

de buey 0.3%P/V, actividad hemolítica, actividad antimicrobiana frente a Salmonella 

Thipymurium, Candida albicans y Clostridium perfringens, así como la evaluación de la 

sensibilidad a los antibióticos de uso común en veterinaria. Por último las cepas que 

cumplieron con los requisitos para ser consideradas probioticas se identificaron a nivel 

molecular mediante el método análisis del gen16S Ribosomal y se cuantificó la 

producción de ácido láctico cuando crecieron en suero de leche por HPLC (High-

performance liquid chromatography). 

 

Resultados: De todas las cepas evaluadas, solo dos mostraron tener capacidad 

probiótica. Los m.o aislados pudieron crecer y resistir pH 3 y 0.3% p/v de bilis de buey, 

manifestando tener actividad γ-hemolitica y ser catalasa negativas. En adicion, las cepas 

manifestaron producir la inhibición en el crecimiento de Salmonella Thipymurium y 

Clostridium perfringens con halos de inhibición promedios de 11 mm, ser sensibles a 

amoxicilina, penicilina, cloranfenicol y eritromicina. Estas cepas fueron identificadas 

molecularmente como Pediococcus pentosaceus. 

 

Conclusión: Se demostró la existencia de bacterias con características probióticas en el 

calostro de cerdas.  

Palabras clave: actividad antimicrobiana, calostro de cerdas, Clostridium perfringens, 

probióticos, Salmonella Thipymurium. 



X Evaluación de la actividad antimicrobiana de bacterias probióticas extraídas del 

calostro de cerdas de granjas del Aburrá Sur 

 

 

Abstract 

Objective: In this study, we evaluated the probiotic ability of lactic acid bacteria (LAB) 

isolated from 20 samples of sows`s colostrum in farms of Aburra Sur. 

 

Materials and methods: microorganisms were isolated by direct inoculation of 20 

samples of sow colostrum in Man Rogosa Sharpe agar (MRS) /anaerobiosis. The 

probiotic capacity was evaluated by: tolerance to pH 3, 0.3 % p/v of growth in bile salts, 

type of hemolytic activity, antimicrobial activity against Salmonella Typhimurium, 

Candida albicans and Clostridium perfringens.; its sensitivity to a most used veterinary 

antibiotics were also tested. Finally, those who achieve the criteria for a good probiotic 

were submitted for a molecular identification and acid lactic cuantification by HPLC. 

 

Results: Of all the strains tested, only two have shown to have probiotic capability. The 

bacteria were able to grow and resist pH 3 and 0.3% P/V of bile salt, express γ-hemolytic 

activity and to be catalase negative. In addition, the strains produce inhibition in the 

growth of Salmonella Thipymurium and Clostridium perfringens with average inhibition 

halos of 11 mm. Also they were sensitive to amoxicillin, penicillin, chloramphenicol and 

erythromycin. The strains were molecularly identified as Pediococcus pentosaceus. 

 

Conclusion: These results showed the existence of bacteria with probiotic 

characteristics, in sows colostrum. 

 

Keywords: sow colostrum, probiotics, antimicrobial activity, Salmonella Thipymurium, 

Clostridium perfringens.
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sus condiciones higiénico-sanitarias, para lograrlo, se debe prevenir y controlar las 

enfermedades causadas en su mayoría por microorganismos patógenos; de hecho, los 

sistemas de producción intensiva son uno de los factores que favorecen el crecimiento y 

la proliferación de ellos. El estrés ocasionado por destete precoz y espacios reducidos, 

entre otros, disminuyen las defensas haciéndolos más vulnerables a las infecciones 

(Dinan y Cryan, 2012). 

Los antibióticos han sido el mecanismo utilizado para el control del crecimiento de 

microorganismos; sin embargo su uso indiscriminado ha generado cepas antibiótico 

multirresistente (Becerra et al., 2009). 

 Una estrategia para contrarrestar el uso indiscriminado de antibióticos y las 

consecuencias que producen en animales, es el empleo de los probióticos. Los 

probióticos son microorganismos que consumidos en cantidades suficientes generan 

efectos benéficos en el hospedero (Saad et al., 2013). Las bacterias acido lácticas (BAL) 

han sido caracterizadas como probióticas y son consideradas como GRAS, Generally 

Reconized As Safe porque estimulan el sistema inmune, establecen la microbiota 

intestinal competente, reducen los síntomas de la diarrea y producen sustancias con 

propiedades bacteriolíticas y/o bacteriostáticas (De Lange et al., 2010; Song et al., 2012). 

De la especificidad del probiótico, depende el aumento de beneficios sobre el hospedero, 

por lo tanto, el aislamiento de cepas nativas probióticas específicas de cada especie, 

favorece su establecimiento en el intestino y las interacciones con la microbiota residente 

(Bhandari et al, 2008, Klose et al., 2010) 

Los sustratos en los cuales se han aislado bacterias probióticas son variados: excretas 

de neonatos alimentados con leche materna, alimentos fermentados, intestinos de 

animales y derivados lácteos entre otros, sin embargo, muy poco se ha reportado de la 

existencia de estos microorganismo en calostro. 

Franz et al., 2001, analizaron 70 muestras de calostro humano y encontraron una 

"microbiota rica en bacterias ácido lácticas; Olivares et al., 2008, comprobaron que el 

calostro y la leche materna contienen una gran diversidad de microorganismos 

probióticos. González et al., en 2011, aislaron e identificaron Lactobacillus reuteri y 

Enterococcus faecium en el calostro de cerdas.  
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podrían penetrar en el epitelio del intestino y transportar bacterias no patógenas 

directamente a su lumen (Leonidas et al., en 2013). 

Por las propiedades que presentan el calostro en cualquier neonato de cualquier 

mamífero esta investigación tuvo como objetivo aislar y caracterizar molecularmente 

cepas nativas de calostro de cerdas con actividad probiótica.  

 

 

 

 

 

 

 

 





  

1.  Microbiota intestinal en animales de 
abasto 

 La microbiota nativa o también llamada autóctona, engloba a aquellos microorganismos 

que colonizan al hospedero durante un tiempo prolongado, pueden participar en las 

funciones fisiológicas y han evolucionado junto a la especie. Con respecto a los animales 

de abasto, un ejemplo sería la microbiota presente en todos los animales de un hato, o 

región geográfica. En el tracto gastrointestinal, los microorganismos crecen 

anaeróbicamente colonizando nichos determinados, asociados íntimamente al epitelio de 

la mucosa y capaces de mantener estable a este ecosistema, en forma natural 

adaptándose al ambiente y haciendo difícil la colonización de los microorganismos 

patógenos u oportunistas en el lumen, siendo la de mayor impacto en la protección del 

animal frente a enfermedades efecto-contagiosas (van Vliet et al., 2010). 

 

El tracto gastrointestinal, al colonizarse, se transforma en un ecosistema complejo en el 

cúal el equilibrio depende en gran medida de la microbiota intestinal nativa es esencial 

para el mantenimiento de la salud del hospedero (Butel, 2014). Sin embargo, mantener 

esta estabilidad depende de la interacción de los microorganismos con varios factores 

tanto internos como externos. Entre los factores externos, se encuentran el ambiente y la 

asepsia; y en los factores internos, el estrés, la fisiología del sistema intestinal, las 

condiciones patológicas (infecciones) y la terapia con antibióticos y la dieta, entre otros. 

Estos factores pueden producir cambios en la microbiota (Ley et al., 2008).  

Se han realizado una serie de estudios para conocer la manera como se va adquiriendo 

dicha microbiota nativa intestinal, desde el nacimiento teniendo en cuenta que todo ser 

vivo al nacer debe estar exento de microorganismos, hasta que se rompe la membrana 

en la que se encuentra (Petrick et al., 2009). En su salida es expuesto a la microbiota 

normal del tracto genital, del intestino y la piel de la madre, así como del ambiente en 

general lo primero que se coloniza es la piel, le sigue la buco faringe y luego el aparato 

digestivo. (Nicholson et al., 2012) 
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 Gran cantidad de las bacterias que migran de estas fuentes sobreviven y se desarrollan 

en el tracto gastrointestinal; otras sin embargo, no sobreviven debido a que no resisten la 

presencia de anticuerpos, ni a los movimientos peristálticos intestinales, condiciones de 

pH, entre otros. Para que las bacterias puedan sobrevivir, se requiere que tengan la 

capacidad de adherirse a la pared intestinal o que se desarrollen más rápido que la 

velocidad del movimiento peristáltico (Novales, 2008). Existen dos tipos de microbiota 

intestinal que pueden adherirse o colonizar: la transitoria y la nativa (Guarner, 2007). 

La microbiota transitoria o aloctona como su nombre indica es la formada por aquellos 

microorganismos que no siempre están presentes en todos los individuos de la 

comunidad e incluyen a los que se pueden encontrar en cualquier hábitat y en cualquier 

sistema, normalmente, no contribuyen a la fisiología del hospedero y están presentes de 

forma transitoria o latente, es la que proviene del agua, los alimentos, de otras partes del 

cuerpo y su paso por el tracto gastrointestinal es temporal. En general, los 

microorganismos autóctonos tienen la facultad de moverse lo suficiente para no ser 

eliminados por los diferentes mecanismos de defensa del animal. Sin embargo, el hecho 

de que un microrganismo sea o no autóctono no está directamente relacionado con su 

patogenicidad, pues ambos casos pueden ser patógenos siempre y cuando se rompa el 

equilibrio entre ellos. 

Cuando los animales se desarrollan en sistemas de producción tanto extensivos como en 

forma silvestre, la colonización del aparato digestivo ocurre en forma espontánea 

adquiriendo la microbiota del entorno que lo rodea. En un animal sano cada porción del 

intestino es colonizada por una microbiota típica, la cual se adapta y se desarrolla en una 

simbiosis benéfica con el hospedero. Como consecuencia la adquisición de la flora 

intestinal es específica para cada especie (Rosmini, 2004).  

Por el contrario, en las crianzas artificiales,este equilibrio se ve afectado, en especial 

cuando las crías son separadas de sus madres y alojadas en los sistemas intensivos, la 

posibilidad de adquirir la microbiota nativa natural se ve fuertemente disminuida, dando 

como resultado una microbiota con un mayor número de microorganismos patógenos.  

Con base a su relación con el hospedero, los microorganismos se pueden agrupar en 

benéficos, neutrales o patógenos; contribuyendo directamente a la estructura, la función 
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y el metabolismo del intestino. En el caso de los patógenos, estos generan un ambiente 

nocivo, mientras que el efecto de las especies neutrales depende del número y si son 

dominantes pueden inducir daños menores, como es el caso de las diarreas. En cambio, 

los microorganismos benéficos, tienen un efecto positivo debido a que ellos producen 

vitaminas sobre todo las del complejo B, degradan componentes alimenticios ayudando a 

la digestión y produciendo ácidos grasos de cadena corta y sus derivados tales como 

acetatos, propionatos y butirato (Peña, 2007). Además, ejercen una de barrera que 

aumenta la resistencia a la colonización por bacterias exógenas y previniendo de esta 

manera las enfermedades intestinales y ayudan a desarrollar el sistema inmunológico del 

hospedero (Gaggìa, Mattarelli y Biavati, 2010). 

Muchos trabajos de investigación, han puesto en evidencia el efecto protector de la 

microbiota intestinal, que ha demostrado que en los animales libres de microorganismos 

hay mayor susceptibilidad a las infecciones intestinales por la acción de las bacterias 

patógenas. Como también, a la susceptibilidad a las infecciones en aquellos animales a 

los que se les ha suministrado previamente antibióticos (Guarner, 2011).  

1.1. Importancia del rol de la leche materna y calostro en 
la adquisición de la microbiota intestinal 

Existen estudios que revelan que la leche materna es un fluido biológico complejo 

específico de cada especie y adaptado para satisfacer los requerimientos nutricionales 

de la cría, adicionalmente equilibra el sistema inmune y le confiere cierto grado de 

protección contra los patógenos (Ruiz, Herreros, y Folgoso 2014). Los efectos positivos 

de la leche y del calostro reflejan la acción sinérgica de varias moléculas bioactivas que 

incluyen las células inmunocompetentes, inmunoglobulinas, ácidos grasos, poliaminas, 

oligosacáridos, péptidos antimicrobianos, entre otros (Tizard 2009), los cuales inactivan 

los patógenos individual, aditiva y sinérgicamente (Isaacs, 2005). Por lo tanto, el 

amamantamiento del animal juega un papel importante en la adquisición de la microbiota 

nativa; es así como, estudios más recientes han revelado que el calostro y la leche 

materna no son estériles porque se han aislado bacterias comensales, mutualistas y 

potencialmente probióticas (Abrahamsson et al., 2009). Estos mismos hallazgos estarían 

relacionados por la teoría propuesta por Leónides-Fernández et al., 2013, que dice que 

las células dendríticas (DCs) podrían penetrar en el epitelio del intestino para transportar 

bacterias no patógenas directamente al lumen del intestino. Ellas son capaces de abrir 
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las uniones estrechas entre las células epiteliales intestinales, y enviar las bacterias fuera 

del epitelio, preservando la integridad de la barrera, tal y como se ilustra en la figura 1-1. 

 

Figura 1-1 Esquema de la manera de la adquisición de la microbiota nativa a partir de las 

bacterias intestinales de la madre (Leónides-Fernández et al., 2013).  

 

 

 

 

En el momento en el que la cría empieza su estado de lactancia, esta va adquiriendo 

lentamente la microbiota nativa y en el caso de sistema gastrointestinal donde se puede 

observar cómo van a predominar unas especies sobre otras. 

Respecto al aislamiento de bacterias probióticas del calostro de cerdas se encuentra un 

reporte hecho por González et al., 2011, en el cual se identificaron y aislaron 

Lactobacillus reuteri y Enterococcus faecium. Sin embargo, en Colombia no existen 

indicios del aislamiento y caracterización de bacterias probióticas en este sustrato. 
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1.2. Especies predominantes en el sistema 
gastrointestinal animal 

 Cada especie animal presenta una composición microbiana intestinal diferente y 

específica, que varía en especie y numero en las diferentes zonas del tubo digestivo; en 

la región del duodeno se encuentra el menor contenido de unidades formadoras de 

colonia por gramo (U.F.C. /g) 104 UFC/g, le sigue el yeyuno, el estómago; y las de mayor 

contenido son el íleon, el ciego y el recto, superior a 1011 UFC/g (Acero, 2011).  

 

Con relación a los géneros bacterianos vs especie animal, se ha observado que en los 

pollos, en las zonas del intestino y del ciego la especie dominante es el Lactobacillus 

salivarius en cambio, en los patos predominan cinco géneros diferentes: Lactobacillus, 

Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus y Weissella. En los terneros criados en 

condiciones artificiales, en el tubo digestivo, se pueden encontrar Pediococcus acidilactis, 

Lactobacillus farciminis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus casei, 

Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium (Kurzak et al., 1998). Sin embargo, es 

importante tener en cuenta, que en los corderos jóvenes, el intestino es colonizado por 

los microrganismos que existen en el ambiente en el cual son criados (Pieper, Janczyk y 

Rhena Schumann, 2006). En el caso de los lechones se destaca una flora subdominante 

compuesta por enterobacterias, enterococos, E. coli, gérmenes oportunistas y 

microorganismos fluctuantes con poder patógeno potencial constituidos por Clostridium 

spp. Proteus spp, Staphylococcus spp, Psudomonas spp (Konstantinov et al., 2006). 

1.3. Microbiota intestinal del cerdo 

 La microbiota natural del intestino es una población compleja de microorganismos que 

ejercen una gran influencia sobre el hospedero. Dependiendo de la zona que se vaya a 

extraer la muestra para identificar los microorganismos presentes en la microbiota 

intestinal y de los métodos de aislamiento e identificación, se han aislado los géneros de 

Streptococcus y Lactobacillus de las partes proximales del intestino y a medida que se 

avanza en el sistema gastrointestinal van apareciendo otros géneros como Eubacterium, 

Fusobacterium, Bacteroides, Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Selenomonas, 

Clostridium, Butirovibrio y Escherichia, con las técnicas clásicas. Sin embargo, los grupos 

descritos como mayoritarios con estas técnicas no coinciden en general con los descritos 

por los métodos moleculares modernos. Comúnmente, se admite que la población más 
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importante pertenece a las bacterias Gram positivas anaerobias productoras de acido 

láctico y estas controlan la colonización de las bacterias patógenas. 

1.4. Modificación de la microbiota nativa en cerdos 

 La microbiota intestinal nativa que favorece el equilibrio y la salud del hospedero, se 

puede ver afectada por una serie de condiciones. Si existe un equilibrio entre los 

componentes vivos y los abióticos se tiene una situación de eubiosis( equilibrio), la cual 

es muy estable pero se encuentra influida por un gran número de factores del huésped 

como son: el pH, las secreciones, las sales, las enzimas, la fisiología, las propiedades 

microbianas como la adhesión, la motilidad, la resistencia, el tiempo de generación y los 

requisitos nutricionales; las interacciones microbiana (sinérgicas o antagónicas), la dieta 

(la composición y la presencia de fármacos),las condiciones ambientales, el estrés que 

modifica el equilibrio homeostático y facilita el desarrollo de los patógenos y, en 

particular, por las condiciones de asepsia excesiva que impiden el contacto natural del 

animal con los microorganismos del ambiente (Hong et al., 2011).  

 En estos casos de disbiosis (desequilibrio), los microorganismos patógenos como 

Candida spp. y Clostridium spp., empiezan a colonizar hasta el punto de causar daños al 

huésped, que en situaciones de homeostasis son tolerados en bajas concentraciones. 

(Monteagudo, 2010). Esto hace que las bacterias benéficas como lo son las probióticas 

empiecen a disminuir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2.  Probióticos  

2.1. Evolución del término probiótico 

En el año 1908, los microorganismos probióticos fueron descubiertos por el científico 

ruso Eli Metchnikoff, al observar la longevidad de los campesinos de una región de 

Bulgaria, que se alimentaba de productos de leche fermentada originados por este tipo 

de microorganismos (Saccaro, 2008). Sin embargo años anteriores, el químico Pasteur 

aisló la primera bifidobacteria que nombro como Bacillus bifidus communis de la materia 

fecal de un lactante alimentado con leche materna. A partir de entonces el pediatra 

Tissier postulo “Las bifidobacterias tienen la capacidad de desplazar a las bacterias 

proteolíticas, agente causal de las diarreas”, recomendó el consumo de este 

microorganismo aquellos infantes que padecían de este síntoma (Tissier, 1907). En 

1965, Lilly y Stillwel, los designò como probióticos, la palabra griega que significa “en pro 

de la vida”, a diferencia de los antibióticos “contra la vida”. En el año 1989, Roy Fuller 

habló y enfatizó sobre el requisito de viabilidad e introdujo la idea de que tienen un efecto 

beneficioso para el huésped, definiéndolo finalmente como: "aquellos microorganismos 

vivos, principalmente bacterias y levaduras, que son agregados como suplemento en la 

dieta y que afectan de forma beneficiosa al desarrollo de la microbiota intestinal" (Fuller, 

1989) y en 1999, Gibson realizó un cambio en el concepto, considerando que un 

probiótico es un microorganismo vivo que al ser ingerido en cantidades suficientes ejerce 

un efecto positivo en la salud más allá de los efectos nutricionales tradicionales (Ljungh y 

Wadström, 2009). Esta última definición fue adoptada por la FAO en el 2001, y son 

considerados como ingrediente funcional en el alimento (Jankovic et al., 2010). Sin 

embargo, los efectos beneficiosos deben demostrarse en animales y humanos cuando 

hace parte de la microbiota natural del intestino (FAO y OMS, 2001; Azaïs-Braesco et al., 

2010). Los probióticos son microorganismos con propiedades benéficas al consumidor 

entre las cuales se encuentra, la estimulación del sistema inmune, el establecimiento de 

la microbiota intestinal competente, el antagonismo contra microorganismos patógenos, 
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la mejora del equilibrio microbiano intestinal, entre otros (worldgastroenterology.org, 

2012).  

2.2. Bacterias ácido lácticas (BAL) 

La mayoría de los probióticos pertenecen al grupos de las bacterias ácido lácticas (BAL) 

siendo los géneros más relevantes: Streptococcus spp, Lactococcus spp, Lactobacillus 

spp, Leuconostoc spp, Pediococcus spp y Bifidobacterium spp (Sekhon y Jairath, 2010), 

aunque se emplean otros géneros como Enterococcus, Streptococcus y Saccharomyces. 

Las cepas probióticas pueden ser autóctonas o alóctonas (Quigley, 2010), cada una tiene 

características particulares y con diferente potencial benéficioso para la salud (Isakow et 

al., 2007). La respuesta a la dosis suministrada aún no está claramente definida 

(Champagne et al., 2005). 

La mayor parte de las BAL obtienen la energía a partir del metabolismo de ázucares por 

lo que sus hábitats están restringidos a lugares donde estos están presentes (Agudelo, 

2014). Dependiendo del tipo de catabolismo que lleven a cabo, podemos dividir este 

grupo de bacterias en dos subgrupos (Parra, 2010):  

Fermentadores lácticos: realizan glucolisis y originan ácido láctico como producto final.  

Fermentadores heterolácticos: utilizan la vía de la 6 fosfo-cetolasa, generando etanol, 

acetato y CO2.  

Históricamente, las BAL se incorporaban a los alimentos para prolongar la viabilidad de 

estos, con consecuencia de su capacidad de inhibir el crecimiento tanto de 

microorganismos patógenos como de los microorganismos que producen el deterioro de 

los alimentos. Este efecto conservador de los productos alimenticios se debe, a la 

producción por parte de las BAL de sustancias inhibidoras de crecimiento como ácidos 

orgánicos, etanol, diacetilo, peróxido de hidrogeno (H2O2) y bacteriocinas (Pineda et al., 

2012); todos ellos con propiedades bacteriolíticas y/o bacteriostáticas que inhiben el 

crecimiento de otros organismos entre ellos los patógenos (Leroy y De Vuyst, 2004). 

Como consecuencia, algunas cepas bacterianas pertenecientes a estos géneros han sido 

estudiadas en mayor profundidad, produciéndose la explotación comercial mayoritaria de 

las mismas. Tal es el caso de Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus johnsonii 

NCC533 y Lactobacillus rhamnosus GG. Esta ultima cepa es una de las especies 
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probióticas que mayor atención ha recibido hasta la fecha: descubierta en 1985, además 

de tener una excelente capacidad de adhesión que no muestran otras cepas de 

lactobacilos usadas tradicionalmente en la fermentación de productos lácteos, se han 

observado en ella una serie de cualidades que la califican de optima para su uso como 

cepa probiótica (Gupta y Garg, 2009). 

2.3. Mecanismos de acción de las bacterias probióticas 

 Se han descrito múltiples efectos de las bacterias que se encuentran normalmente en el 

colon como es el caso de los coliformes, las cuales pueden producir una serie de efectos 

negativos como por ejemplo la flatulencia cuando hidrolizan hidratos de carbono 

(Lactosa). Por esta razón, las acciones, la composición y el metabolismo de la microbiota 

intestinal afectan de diferentes formas el desarrollo de los animales de granja, en 

especial, a aquellos jóvenes que están sometidos al estrés ambiental (World 

Gastroenterology Organization, 2008.); cuando estas bacterias son remplazadas por las 

probióticas se pueden inhibir o disminuir estos efectos nocivos.  

Los efectos benéficos de los probióticos se pueden llevar a cabo mediante tres 

mecanismos: 1. La competencia de los microorganismos por nichos específicos en la 

mucosa intestinal, 2. La producción de los compuestos bactericidas o bacteriostáticos y 

3. Competencia por los nutrientes y producción de otros. Sin embargo, estos efectos 

pueden variar debido a que colonizan de manera diferente, algunos se adhieren a la 

mucosa del intestino evitando que otras bacterias (potencialmente deletéreas) lo hagan; 

por ejemplo, Saccharomyces boulardii puede degradar la toxina de Clostridium difficile y 

otros habitan en el lumen. Además, son capaces de inactivar sales biliares mediante 

conjugación, disminuyendo su efecto colerético; algunas pueden producir ácidos grasos 

de cadena corta, que estimulan el peristaltismo y el tránsito intestinal. A continuación se 

explicara con mayor detalle los tres mecanismos: 

1. Competencia contra bacterias patógenas. Los probióticos realizan este mecanismo por 

medio de dos acciones: 

-Competencia con las bacterias nocivas por colonizar el sitio de unión al epitelio y 

nutrientes. 

-Inhibición de su crecimiento y/o muerte mediante la producción de compuestos 

antibacterianos o reducción del pH ácido por debajo de 4. 
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En cuanto a la competencia por el sitio de unión, estos microorganismos compiten con 

las bacterias patógenas de tal manera que no puedan unirse al epitelio intestinal que es 

el primer paso en el proceso de infección de los patógenos, como es el caso de la 

Salmonella spp. (Sánchez y Cardona, 2011), sin necesidad de que haya un 

desplazamiento por medio de la actividad bacteriostática o bactericida, disputandose 

además por los sustratos disponibles (Malago y Koninkx, 2011). 

2. Producción de las sustancias inhibidoras. Las bacterias probióticas producen una 

variedad de sustancias que son inhibidoras de bacterias tanto Gram-positivas y Gram-

negativas en el intestino, (Corcionivoschi et al., 2010.) Las cuales son, ácidos orgánicos, 

antioxidantes y bacteriocinas (Reid, 2001). Estos compuestos pueden reducir no sólo el 

número de organismos patógenos viables sino también pueden afectar el metabolismo 

bacteriano y la producción de toxinas (Eswara Murali, et al., 2010). Las bacteriocinas 

producidas por bacterias del ácido láctico han mostrado ser capaces de penetrar en la 

membrana externa de las bacterias Gram-negativas produciendo poros y posteriormente 

inducir su inactivación (Malago y Koninkx, 2011). 

Los efectos inhibitorios sobre los microorganismos indeseables también puede deberse a 

la disminución del pH del intestino debido a la producción de los ácidos: láctico, acético y 

propiónico por las bacterias ácido lácticas del grupo de las hetero y homofermentativas. 

Un ejemplo es la producción de acido láctico por L. salivarius, que ha demostrado su 

utilidad en el tratamiento de la infección por Helicobacter pylori y en la reducción de la 

inflamación de la mucosa gástrica (Sekhon et al. 2010) o también por la presencia de 

peróxido de hidrógeno que reduce el pH luminal. Además la producción de AGCC. Como 

butiratos, acetatos; impiden el crecimiento de gérmenes a ciertas concentraciones (Falaki 

et al., 2010); Cabe resaltar que, el pH ácido puede favorecer el crecimiento de las 

bacterias tolerantes del ácido (Jack et al., 1995). 

3. Producción de nutrientes de interés para la función intestinal. Las bacterias probióticas 

son las responsables del proceso de fermentación, de proteólisis y lipólisis, 

incrementando la biodisponibilidad de proteínas, aminoácidos y péptidos (Guevara, 

2011.). Como productos de la fermentación de carbohidratos se obtienen los AGCC, 

principalmente acetato propionato y butirato, generados mayormente en el intestino 

grueso. En colaboración con la barrera intestinal estos elementos tienen efectos tróficos 

sobre el epitelio intestinal, importante para la recuperación de la integridad del epitelio en 
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caso de daño y para la reducción del riesgo de la traslocación bacteriana, que puede 

tener lugar en situaciones de alteración de la barrera intestinal como lo es la enfermedad 

inflamatoria intestinal (Guarner et al., 2008). La barrera intestinal es el conjunto 

anatómico y funcional que impide o modula la entrada de gérmenes, toxinas u otras 

macromoléculas desde el lumen intestinal hasta la sangre. Histológicamente la mucosa 

intestinal está formada por pliegues de Kerkring o conniventes, vellosidades intestinales, 

las cuales a su vez presentan microvellosidades, que conforman el ribete en cepillo. Esta 

estructura le confiere al intestino un aumento de 600 veces su superficie de absorción. 

Los enterocitos se encuentran unidos entre sí a través de su ápice por uniones 

estrechas, que desde la más cercana al lúmen hacia la profundidad se denominan según 

la figura 2-1. 

Figura 2-1 Estuctura de la barrera intestinal (nutrilearning.com.ar) 

 

En una enfermedad inflamatoria intestinal, se observa un aumento de la permeabilidad, la 

cual permite el contacto del contenido lúminal con el sistema inmune del intestino, 

desencadenando la respuesta inflamatoria (Plevy, 2002). En este caso, las bacterias 

probióticas podrían facilitar la reversión de esta situación y normalizar e incrementar la 

permeabilidad intestinal, mejorando la respuesta a dicha inflamación. Se ha descrito, que 

Lactobacillus casei y Clostridium butyricum promueven la proliferación de las células 

epiteliales intestinales hasta de un 200% en el colon, mejorando la protección del sistema 

intestinal en ratas (Ishikawa et al., 2003) 
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La mucosa intestinal contribuye a la exclusión y a la eliminación de los microorganismos 

y antígenos peligrosos presentes en la dieta (Artis, 2008). La exclusión de antígenos ha 

sido asociada con la capacidad de la mucosa intestinal para producir moco e IgA, en 

donde el tejido linfoide asociado al intestino es el órgano inmune más grande del cuerpo. 

Se ha observado que algunos Lactobacilos tienen la capacidad de aumentar el número 

de células inmunes productoras de IgA asociadas al intestino, así, como el número de 

macrófagos, neutrófilos y eosinófilos relacionados con una respuesta inmune 

inflamatoria. (Marteau et al., 2002.) 

2.4. Pruebas in vitro para la selección de cepas con 
carácter probiótico 

Para poder considerar un microorganismo como probiótico este ha de cumplir con ciertos 

requisitos, en primer lugar el origen de la cepa debería ser de origen animal, en este caso 

del calostro de cerda, puesto que algunas acciones de estos cultivos vivos son 

específicas para el huésped del que han sido aislados. La utilización de probióticos en la 

dieta depende en parte de la cepa utilizada; pues, no todas las cepas tienen la misma 

capacidad de modulación de la microbiota intestinal. Es por lo anterior, que las bacterias 

que se pueden utilizar en la alimentación como probióticas se seleccionan con base a 

una serie de requisitos que deben cumplir y que han de evaluarse de forma individual 

para cada cepa. Por ello, para seleccionar una cepa como probiótica se debe realizar, en 

primer lugar, estudios in vitro apropiados para establecer los posibles beneficios de los 

probióticos para la salud, entre ellas se encuentran: 

Resistencia a medios ácido, las bacterias probióticas deben sobrevivir en primer lugar, 

a la acidez gástrica que se presenta en el estómago debido a las secreciones de jugos 

gástricos como medio de defensa a la mayoría de microorganismos ingeridos (Jensen et 

al., 2012).  

Crecimiento en concentración de 0.3% sales biliares, para evaluar la capacidad de 

resistencia a los efectos de los ácidos biliares, quienes son sintetizados en el hígado, a 

partir del colesterol y secretados por la vesícula biliar hacia el duodeno (Klayraung y 

Okonogi, 2009.) 
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Actividad hemolítica, producida por la acción de una enzima hemolisina, esta propiedad 

es indeseable en cuanto a los criterios de selección para un probiótico, las cepas 

probióticas no deben tener capacidad de lisar los eritrocitos, frente a esto se hace 

necesario evidenciar su presencia en medios de cultivo con sangre (Bravo et al., 2009).  

Actividad antimicrobiana, las BAL producen varios metabolitos y bacteriocinas con 

capacidad antimicrobiana, esta prueba verifica la presencia de inhibidores sintetizados 

por las cepas de estudio (Bravo et al., 2009). 

Susceptibilidad a los antibióticos, debido a que la mayoría de las cepas y especies 

usadas como probióticas han sido reconocidas como comensales humanos y utilizados 

de forma segura en la fermentación de alimentos (GRAS), (Monroy et al., 2009); se hace 

necesario hacer el análisis de los perfiles de resistencia a antibióticos como uno de los 

requisitos para la identificación de las bacterias acido lácticas como probióticas según la 

EFSA; y verificar la ausencia de genes de resistencia transferibles. Existen otras pruebas 

como adhesión celular, actividad inmunomoduladora, pruebas in vivo, entre otras 

(European Food Safety Authority, FAO y OMS, 2001); que no fueron valoradas en el 

presente estudio. 

Todo esto con el fin de lograr una colonización eficaz e inhibir, en consecuencia, el 

crecimiento de bacterias patógenas, colaborando con el balance ecológico del organismo 

(Newburg y Walker, 2007).  

En la tabla 2-1 se señalan las características fundamentales, clasificadas en tres grupos, 

que se deben de tener en cuenta a la hora de seleccionar una cepa como probiótica.  

 

Tabla 2-1: Criterios utilizados en la selección de cepas probióticas (Monteagudo, 2010). 

Características de la cepa 
 Origen 

 Bioseguridad 

Aspectos funcionales de la cepa 

 Actividad en condiciones intestinales 

 Resistencia al jugo gástrico y pancreático bajo 

pH y sales biliares 

 Adherencia al epitelio intestinal y mucus 

 Actividad antimicrobiana 

 Modulación del sistema inmune 

 Efectos beneficiosos para la salud del 

consumidor 
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Aspectos tecnológicos de la cepa 

 No deben producir aromas ni sabores no 

deseables 

 Viabilidad en los alimentos 

 

2.5. Probióticos y salud animal 

Existe una estrecha relación entre dieta y estado de salud (Claesson et al., 2012). El 

interés por las terapias preventivas y suplementos nutricionales ha aumentado en los 

últimos años. Los probióticos que son organismos vivos que al ser ingeridos afectan de 

manera benéfica al huésped que los consumió, mejorando su balance intestinal. 

Existen diversos estudios donde se comprueba este efecto benéfico de los probióticos en 

la salud animal. Entre ellos, estudios realizados por Casey et al., 2007 que aislaron BAL 

del tracto gastrointestinal de origen porcino observando una inhibición significativa del 

crecimiento de Salmonella, Tellez. et al., 2012, encontró los mismos resultados en aves 

de corral. En experimentos realizados con lechones de 4-5 semanas de edad indican que 

la administración de un aditivo oral con cepas de Lactobacillus acidophilus y 

Enterococcus faecium adicionadas al pienso redujeron significativamente (P< 0, 01) la 

concentración de bacterias del grupo coliformes en íleon y ciego, y aumentaron la 

concentración de Lactobacillus en todo el tracto intestinal, evitando las diarreas y 

constituyendo una alternativa válida para sustituir a los antibióticos prohibidos como 

promotores del crecimiento, al mejorar la relación  Lactobacilos/E.coli (Riopérez, 2005). 

El consumo indiscriminado de antibióticos en humanos y animales para tratar infecciones 

de origen microbiano afecta a patógenos y demás microorganismos naturales del 

huésped. Además, favorece la aparición de cepas resistentes y aumenta los riesgos a 

infecciones. El uso de antibióticos en los primeros años de vida puede estar asociado 

más tarde con síntomas de asma, rinoconjuntivitis alérgica y eccema (Kalliomäki, 2009), 

por lo anterior, se prohibió su uso en la Unión Europea desde el 1 de enero de 2006 

(FAO/WHO, 2005). 

Como consecuencia de esto, existe la necesidad de buscar alternativas viables que 

podrían mejorar los mecanismos naturales de defensa de los animales y reducir el uso 

masivo de antibióticos, es por ello que se han introducido los probióticos como una 

solución alternativa promisoria (Allen et al., 2013).  
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2.6. Probióticos en cerdos 

En muchos casos, el uso no selectivo de probiótico distribuido por casas comerciales ha 

dado como resultado muy baja o una nula eficiencia en el aumento de la producción 

animal. Esto se debe a que los probióticos adquiridos proceden de otras regiones 

geográficas o incluso de otras especies de animales. Con el fin de reducir este riesgo, se 

busca aislar probióticos de una especie determinada en este caso del calostro de cerda, 

e introducirlos a la misma especie, usándolas como suplementos alimenticios, que 

representan una alternativa terapéutica reciente no farmacológica para el manejo de los 

episodios de diarrea en cerdos desnutridos y por consiguiente, ayudan a mejorar su 

salud gastrointestinal. Además, algunas presentan actividad inmunomoduladora y así, 

tienen la capacidad de proteger los enterocitos de la acción de enteropatógenos 

(Candela et al., 2008), por lo anterior, el aislamiento, caracterización y evaluación del 

poder probiótico de cepas nativas es de vital importancia para su uso preventivo, en este 

caso contra infecciones ocasionadas por bacterias enteropatógenas como Clostridium 

spp., Salmonella spp. y Candida albicans, los cuales, además de producir la 

sintomatología específica llegan a reducir la microbiota intestinal provocando desordenes 

y alteraciones en el tránsito intestinal. Como medida preventiva, se ha comprobado que 

el uso de probióticos en la industria porcícola produce un mejoramiento en la salud 

intestinal de los animales que resultan en el aumento de la tasa de crecimiento y han 

demostrado tener efectos positivos no solo en cerdos adultos sino en lechones en 

crecimiento (Pluske, 2013). Por ejemplo, Zhang et al., 2010, comprobaron que L. 

rhamnosus mejoró la diarrea provocada por E-coli en lechones destetados, posiblemente 

a través de la modulación de la microflora intestinal, mejorando de las defensas de 

anticuerpos intestinales y la regulación de la producción de citoquinas inflamatorias 

sistémicas. En otros estudios, la tasa de crecimiento de los cerdos también se vió 

incrementada por la suplementación con L. sobrius comparado con el grupo control 

(Konstantinov et al., 2008). De acuerdo con Meng et al., 2010, los cerdos alimentados 

con una mezcla de probióticos de Bacillus subtilis y endoesporas de C.butyricum, 

mostraron una mayor digestibilidad comparada con aquellos controles sin adición de 

probióticos. La alimentación con un probiótico y con una dieta baja en proteínas del 17% 

aumentó el rendimiento de los cerdos destetados (Mallo et al., 2010) y demostró que la 

inclusión de E. faecium (106 UFC/g) mejoró significativamente el crecimiento (392 vs 443 

g/día) y la relación de conversión del pienso (1, 74 frente a 1, 60 g de pienso/g ganancia) 
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de los cerdos destetados (28 días de edad). Alexopoulos et al., 2004, observó que el 

0.04% de una suplementación con B. licheniformis y B. subtilis mejoró el peso de los 

lechones durante el periodo de amamantamiento. 

Según Scholten et al., 1999, las dietas fermentadas para cerdos pueden ser una 

alternativa a la utilización de los promotores de crecimiento antimicrobianos, debido a 

que la alimentación de una dieta de fermentados reduce al mínimo el tiempo disponible 

para la microbiota gastrointestinal porque al descarboxilar los amino ácidos libres 

presentes en la dieta mejoran el rendimiento en los cerdos. Pedersen et al., 2006, 

demostraron que las dietas líquidas fermentadas con probióticos mejoraron su 

rendimiento. Así mismo Ko y Yang, 2008, investigaron el efecto de los probióticos de té 

verde en el rendimiento de los cerdos. Dando como resultado que la suplementación con 

el té verde probiótico al 0, 5% tiene un efecto positivo en comparación con 0, 0036% de 

antibiótico (clortetraciclina). Asi mismo, en cerdos recién destetados se han reportado 

que la eficiencia de la alimentación fue significativamente mayor en cerdos 

suplementados con un cultivo probiótico mixto (L.amylovorus y E. faecium; 108 UFC/ mL) 

comparados con los cerdos alimentados con una dieta de control (Ross et al., 2010). 

Esto se debe a que los probióticos poseen una alta actividad fermentativa y estimulan la 

digestión (Romero y Menchén, 2013). Los Lactobacillus son grandes productores de 

acido láctico y enzimas proteolíticas que pueden aumentar la digestión en el tracto 

gastrointestinal, Yu et al., 2008, demostró que L. fermentum (5.8x107CFU/g), maximizó la 

digestibilidad de la proteína cruda en una dieta control. Los cerdos alimentados con 

probióticos (mezcla de Bacillus subtilis y C. butyricum) mostraron una mayor 

digestibilidad de proteína cruda y una mayor obtención de la energía en comparación con 

los tratamientos no probióticos en cerdos en crecimiento (Meng et al., 2010). 

Los probióticos no solo han demostrado mejorar la estructura y la función del tracto 

gastrointestinal y (o) el crecimiento post-destete estimulando la digestión,sino que 

mejoran los efectos negativos producidos por el estrés en los sistemas de crianza 

intensiva, por jemplo, estudios hechos por Khafipour et al., 2014, observaron que las 

dietas suplementadas con probioticos demostraron reducir las respuestas de estrés 

producido por el hacinamiento disminuyendo el recuento de Escherichia coli 

enterotoxigénica (ETEC) K88, aumentando las respuesta inmonologica en lechones 

alimentados con dietas que contenian cepas probióticas comparadas con el control. 
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2.7. Patógenos en cerdos 

Existen un gran número de microorganismos patógenos en cerdos, entre los cuales se 

encuentran: Salmonella Thipymurium, Clostridium perfringens y Candida albicans que 

aumentan en los sistemas de crianza intensivos produciendo un desequilibrio de la 

microbiota intestinal convirtiéndose en patógenos y causando grandes pérdidas 

económicas. 

La Salmonella Thipymurium es un bacilo Gram negativo de la familia Enterobacteriae, 

que puede habitar en el intestino humano o animal de sangre caliente y se transmite por 

contaminación oral-fecal, tras consumir materias primas contaminadas por este 

microorganismo, causando una infección gastrointestinal conocida como salmonelosis o 

ponerse en contacto con las heces de los roedores o los pájaros silvestres y pasar al 

torrente sanguíneo. En los casos más graves, la infección puede extenderse del intestino 

al torrente sanguíneo y de allí a cualquier parte del cuerpo, pudiendo causar la muerte. 

En cerdos entre el destete y los 4 meses de edad generan graves diarreas y hasta el 

deceso del animal (Swanenburg et al., 2001; Anon., 2003), por esto las infecciones por 

Salmonella spp, sigue siendo una causa importante de las Enfermedades transmitidas 

por alimentos (ETAs), según datos de la Organización Mundial de la Salud, se calcula 

que en los Estados Unidos de América Salmonella provoca la mayor tasa de 

hospitalización e incluso la muerte (World Health Organization, 2013). El centro de 

control de enferemedades (CDC) estima que la Salmonella causó 1,027,561 de casos de 

salmonelosis no tifoidea en el 2011, que llevan a 19,336 hospitalizacines y 378 muertes 

cada año y dejan un costo aproximado de 365 millones de dólares en costos médicos y 3 

billonesen costos sociales (International Federation for Animal Health, 2012. En 

Colombia, según el Sistema de Vigilancia en Salud Pública (SIVIGILA) (Colombia 

Instituto Nacional de Salud, 2009), en el 2009 se reportaron 1.688 casos de salmonelosis 

en de los brotes de ETA, 13% causados por Salmonella entérica y en el 2014 se han 

notificado 5649 casos de ETA (Colombia Instituto Nacional de Salud, 2014). 

Clostridium perfringens, bacilo Gram-positivo, inmóvil, capsulado y formador de espora 

que puede encontrarse en los intestinos de varios animales. Es una baceria abundante 

en el suelo y en el contenido intestinal de animales y seres humanos (Gharaibeh, Al Rifai 

y Al-Majali, 2010). Sin embargo, C.perfringens es un patógeno que induce enfermedades 

intestinales como, diarrea, hemorragia y enteritis necrótica y en cerdos (clostridiosis). Su 
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incidencia ha aumentado en aquellos países que dejaron de usar los antibióticos como 

promotores del crecimiento causando grandes bajas en cerdos de cebo y reproductores. 

La patogenicidad de C. perfringens se asocia con las toxinas que produce y se subdivide 

en cinco clases, A, B, C, D y E, según las toxinas alfa, beta, épsilon e iota (Schafer, 

2012). En las primeras semanas de vida el lechón puede padecer de diarreas debido a 

Clostridium perfringes tipo A y tipo C, el Clostridium tipo C produce las toxinas β y ε 

sensibles a la tripsina. Por ello, sólo afecta a los lechones recién nacidos que están 

tomando calostro debido a que este contiene inhibidores de la tripsina, lo que permite a la 

toxina mantenerse activa en el intestino delgado de estos lechones. La infección la 

favorecen la suciedad de la paridera y especialmente, la suciedad de la ubre de las 

cerdas, que pueden ayudan a que el lechón se infecte con grandes cantidades de 

esporos al mamar. La falta de una microbiota digestiva totalmente desarrollada facilita la 

multiplicación masiva de Cl. perfringens en el intestino. No obstante, la enfermedad 

también aparece en parideras modernas en las que no hay un grado de suciedad 

apreciable. Además, el enorme número de bacterias genera una gran cantidad de toxina 

β, que es letal, necrotizante e inflamatoria y aumenta la permeabilidad de los capilares. 

La muerte se debe a las lesiones intestinales y a la toxemia que origina la enfermedad, 

en la forma aguda, la mortalidad es tan rápida que no da tiempo a instaurar el tratamiento 

y en la forma subaguda y crónica, las lesiones de la mucosa intestinal son difícilmente 

recuperables (Schäfer, Zimmermann, y Posthaus, 2013). 

Candida albicans, un hongo de tipo levadura, saprófito, normalmente se encuentra en la 

cavidad oral, en el tracto gastrointestinal y en la vagina tanto de animales como de los 

humanos (Ruiz-Sanchez et al., 2002). Es conveniente destacar que las membranas de 

las mucosas bucales, vaginales e intestinales normales, son capaces de soportar en 

forma comparativa las grandes poblaciones de Candida sin que sufran ningún efecto 

aparente de enfermedad. Sin embargo, existen factores pueden afectar el equilibrio 

intestinal como desnutrición, estrés y la administración de antibióticos de amplio 

espectro, entre otros, lo cual provocan déficit vitamínico, disminución en las defensas y 

aumento de las infecciones secundarias tipo bacteriano (Straw et al., 2013). Se ha 

observado que en cerdas en periodo de recría pueden causar diarreas e infecciones 

características que pueden ser bastante serias e incluso poner en peligro la vida (García, 

2003).  
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Debido a lo anterior se hace necesaria la utilizacion medidas alternativas a los 

antibióticos como los probióticos en la alimentación de los animales, en este caso el 

cerdo. 

2.8. Estado de la porcicultura en Colombia 

Según el Informe económico del sector porcicultor, 2013, en Colombia se registró una 

tendencia creciente en el sacrificio de cerdos en la última década. Se observó que en el 

periodo comprendido entre enero y mayo del 2011 se sacrificaron en el país 1018833 

cabezas, mientras que en 2012 en el mismo periodo fueron de 1136557 cabezas, 

presentando un incremento del 11.55%. 

 Para 2012, en el país se sacrificaron 2.963.847 cabezas de cerdo y para el 2013, 

Asoporcicol, asume un cierre del año con 3.030.403 cabezas; lo que equivaldría a un 

crecimiento del 2,25 %. Al evaluar los años 2012 y 2013, se observó una tendencia al 

alza pues al inicio de cada uno de estos años el sacrificio de animales rondaba las 223 

mil cabezas mientras que para diciembre se faenaron al redor 312 mil cerdos, diciembre 

es el mes en que más cabezas se benefician  

En las figuras 2-2 y 2-3 se puede apreciar la producción de carne de cerdo entre el 2001 

al 2011, y el beneficio mensual de cerdos desde enero del 2011 al 2012. 

 

Figura 2-2 Producción de carne de cerdo en Colombia 2001-2011. (DANE, 2012) 
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Figura 2-3 Beneficio mensual de cerdo en Colombia 2012-2013. (DANE, 2013) 

 

Los departamentos en donde se efectuaron el mayor número de sacrificios fueron en 

Antioquia, Bogotá, Valle del Cauca, Risaralda, y Caldas. Ahora bien, como era de 

esperar Medellín de acuerdo con las cifras del SIPSA (Sistema de información de precios 

y abastecimiento del sector agropecuario), fue la ciudad con el más alto volumen 

acopiado de carne de cerdo y concretamente en el mercado de Coomerca con 4.820 t 

para 2013. Mientras que la Central de Abastos de Antioquia obtuvo el tercer puesto con 

489 t (DANE, 2013). En la figura 2-4 se puede observar el abastecimiento de carne de 

cerdo por mercado mayorista para 2013.  
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Figura 2-4 Abastecimiento de carne de cerdo por mercado mayorista para 2013 

 

 

Sin embargo, vale la pena mencionar que esta variable se pronuncia en mayor cuantía 

en los departamentos de Antioquia cuyos consumos por habitante se encuentran por 

encima del promedio nacional. 

 

En 2013 el consumo de carne de cerdo per cápita en Colombia fue de 6.75 kilos, con un 

crecimiento del 12% respecto a 2012, según la Asociación Colombiana de Porcicultores 

(Porcicol), que proyecta que para la próxima década el consumo alcance un promedio 

cercano a 17 kilos por persona, dada la tendencia creciente de la demanda. Respecto a 

la procedencia por departamento de este ganado porcina, según datos del SIPSA, se 

pudo establecer que Antioquia lidero la tabla con 5.307 t para 2013, lo que se materializó 

en una participación del 60,16 %. Tabla 2-2. 
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Tabla 2-2 Departamentos productores de carne de cerdo 2013. 

Departamento productor Toneladas Participación (%) 

Antioquia 5307 60,16% 

Valle de Cauca 2538 28,77 

Meta 230 2,61 

Quindío 222 2,51 

Norte de Santander 211 2,39 

Otros 314 3,56 

Total 8822 100 

 

 

Dado estos datos se hace evidente la importancia de la porcicultura en Colombia en la 

cual se destaca Antioquia como principal consumidora de carne de cerdo, es por esta 

razón que todas las investigaciones enfocadas a la mejora de enfermedades contraídas 

por los cerdos y lechones buscando soluciones alternativas como lo son la 

caracterización y aislamiento de cepas nativas del cerdo para su posterior uso en este 

sector, tendrán un gran impacto en el desarrollo biotecnológico del país. Por lo tanto, en 

este proyecto se buscó caracterizar y aislar las cepas probióticas que se encuentren en 

el calostro de cerdas de granjas del Aburrá Sur. 

 



 

3.  Lactosuero 

Para el porcicultor, el lactosuero puede ser una materia prima interesante a utilizar en la 

alimentación de sus cerdos bajo determinadas condiciones de composición, suministro y 

precios. 

3.1. Definición Lactosuero 

El lactosuero de quesería es el líquido resultante de la coagulación de la leche en la 

fabricación del queso, tras la separación de la mayor parte de la caseína y grasa; está 

constituido principalmente por lactosa, proteínas, minerales, vitaminas y grasa. Este varía 

considerablemente dependiendo del tipo de leche y el tipo de queso fabricado.  

3.2. Tipos de Lactosuero 

De acuerdo a la manera en que se obtiene la cuajada, se obtienen dos tipos de 

lactosueros, el dulce y el ácido, en el primero se utiliza enzimas, y si se reemplaza la 

enzima por ácidos orgánicos se denomina ácido, esto variará el contenido cálcico y otras 

sustancias minerales. 

Aproximadamente, el 90% del total de la leche utilizada en la industria quesera es 

eliminada como lactosuero, el cual retiene cerca de 55% del total de lactosa, proteínas 

solubles, lípidos y sales minerales (Silva et al., 2009). En la tabla 3-1 está registrada la 

composición media de ambos tipos de suero. 

 

 

 

 

 



26 Evaluación de la actividad antimicrobiana de bacterias probióticas extraídas del 

calostro de cerdas de granjas del Aburrá Sur 

 

Tabla 3-1 Composición media de lactosuero dulce y ácido. Panesar et al., 2007. 

Componentes 
Suero dulce 
(g/l) 

Suero ácido 
(g/l) 

Solidos totales 63–70 63–70 

Lactosa 46–52 44–46 

Proteina 6–10 6–8 

Calcio 0.4–0.6 1.2–1.6 

Fosfao 1–3 2–4.5 

Lactato 2 6.4 

Cloro 1.1 1.1 

pH x>6 x<4, 5 

Ac. Láctico y otros 0, 0-0, 3  0,7-0,8  

 

3.3. Problemática del lactosuero 

Los componentes del lactosuero, si no son aprovechados o tratados adecuadamente 

pueden significar un gran foco de contaminación ambiental, debido a la gran materia 

orgánica presente en esta, es por eso que durante años, se ha considerado como 

desecho porque sus características no lo hacen apto para su comercialización directa 

como suero líquido (Sáenz y Vergara, 2011); en consecuencia, ha sido vertido en los 

ríos, ocasionando graves daños al medio ambiente, debido a que afecta física y 

químicamente la estructura del suelo), lo anterior, resulta en una disminución en el 

rendimiento de cultivos agrícolas y cuando se desecha en el agua, reduce la vida 

acuática al agotar el oxígeno disuelto (Aider et al., 2009). Fue solo a partir del año 1980 

que se ha venido investigando posibles alternativas a su uso. 

Hoy en día existen varias tecnologías que pueden ser utilizadas para el aprovechamiento 

de los componentes del lactosuero como: el proceso de separación con membranas 

(Briao, 2007), tratamientos de electrocoagulación (Arango y Garcés, 2007); tratamiento 

anaeróbico, este último, se considera más económico que los aeróbicos convencionales, 

aunque son más lentos y demandan poca energía.  

A pesar de la diversidad de tecnologías propuestas, no se ha desarrollado un proceso 

rentable para el tratamiento de los grandes volúmenes de suero producidos cada año 

(Sánchez et al., 2012). Es aquí cuando los procesos de bioconversión surgen como una 

alternativa para el aprovechamiento de este desecho como sustrato para el crecimiento 
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de microorganismos capaces de producir sustancias que son ampliamente usadas en la 

industria alimenticia, textil, farmacéutica, cosmética, entre otros (Flores et al., 2014). A 

estos microorganismos se les denomino microorganismos eficientes. Están conformados 

esencialmente por tres diferentes tipos de organismos: levaduras, bacterias ácido lácticas 

(Pescumma et al., 2008) y bacterias fotosintéticas, las cuales desarrollan una sinergia 

metabólica que permite su aplicación en diferentes campos de la ingeniería. 

En este proyecto se buscó la aplicación de las bacterias lácticas aisladas del calostro de 

cerdos en ambos tipos de lactosueros (dulce y ácido) y se evaluó la fermentación de este 

y como disminuye el contenido de lactosa produciendo principalmente ácido láctico y 

cuantificándolo vs crecimiento microbiano. 

 

 

 

 

 

 

 





 

4.  Objetivos 

4.1. Objetivo general 

Evaluar la capacidad probiótica y la actividad antimicrobiana de las bacterias aisladas del 

calostro de cerdas. 

4.2. Objetivos específicos 

  Evaluar la capacidad probiótica de los aislados del calostro de cerdas. 

 Caracterizar microscópica y macroscópicamente los aislados bacterianos del 

calostro de la leche de cerdas.  

 Evaluar la capacidad antimicrobiana de los probióticos aislados frente a 

Salmonella Thipymurium, Clostridium perfringens y Candida albicans. 

 Determinar el potencial tecnológico  de los principales aislados con actividad 

probiótica con base a  la cuantificación  de  la producción de ácido láctico y su 

cinética de crecimiento en lacto suero. 

 Identificar molecularmente las bacterias ácido lácticas presentes en el calostro de 

cerdo.





 

5.  Hipótesis. 

Ha: Se encuentran B.A.L con actividad antimicrobiana en el calostro de cerdas. 

Ho: No se encuentran B.A.L con actividad antimicrobiana en el calostro de cerdas





 

6.  Materiales y métodos 

6.1. Localización 

Este estudio se realizó en los laboratorios de Microbiología y Biotecnología de la 

Corporación Universitaria Lasallista y de la Universidad Nacional de Colombia sede 

Medellín.  

6.2. Materiales 

 -Caldo MRS. (MERCK) 

-Agar MRS. (MERCK) 

-Asa de Nicrom. (AlmaLabs) 

-Asa de vidrio. (AlmaLabs) 

-Cristal violeta. (MolLabs) 

-Yodo. (MolLabs) 

-Safranina. (MolLabs) 

-Acetona. (MolLabs) 

-Porta objetos. (AlmaLabs) 

-Aceite de inmersión. (MolLabs) 

-Microscopio. (Olympus) 

-Verde de malaquita. (MolLabs) 

-Peróxido de Hidrogeno. (Boehringer) 

-Incubadora. (Cenco) 

-Galería API50CHL. (BioMérieux) 

-Galería API20E. (BioMérieux) 

-Patrones de MacFarland (0.5, 1) (AlmaLabs) 

-Micropipetas(100-1000microlitros).(Boeco) 

.Software de interpretación de resultados APIWEB. (BioMérieux) 

-Tripsina. 
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-Acido Clorhídrico. (Protokimica) 

-Hidróxido de Sodio. (Protokimica) 

-Sales Biliares. 

-pH metro. (Hanna) 

-Micropipeta 0.5-10. (Boeco) 

-Balanza de precisión.0.001g-200g (Sartorius) 

-Pipetas de Pasteur. (AlmaLabs) 

-Centrifuga. (Hettich) 

-Antibióticos: AM: Ampicilina. K: Kanamicina. AX:Amoxicilina. P:Penicilina. 

S:Streptomicina. E:Eritromicina. TE: Tetraciclina (Valtek) 

-Antibiótico C: Cloranfenicol. (Oxoid) 

-Cámara de anaerobiosis. 

-Agitador Magnético. (Corning) 

-Tubos de centrifuga estériles. 

-Congelador. (Whirlpool) 

-Nevera. (HACEB) 

-Estufa. (Cenco) 

-Kit de extracción DNAeasy. (Qiagen) 

-Primers Universales. (Thermoscientific) 

-Vortex. (Velp) 

-Bioedit. (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.ht mL) 

-Base de datos BLASTN 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LI

NK_LOC=blasthome) 

-Base de datos RefSeq. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/) 

-Marcador de DNA. (Fermentas) 

-Equipo de electroforesis. (Labnet Enduro) 

-Gel de agarosa. 

-Transiluminador ultravioleta. (SIGMA) 

-Eppendorf de 1.5 mL esteriles. 

-Erlenmeyer 250 mL. (Shott) 

-Cajas de petri estériles. 

-Agar McConkey.(MERCK) 
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-Agar Sabouraud.(MERCK) 

-Agar Mueller Hinton.(MERCK) 

-Agar Nutritivo. (MERCK) 

-Shaker. (Indulab S.A) 

-Agar SPS. (MERCK) 

-Agar OGYE. (MERCK) 

-Agar YGC. (MERCK) 

-Agar SIM. (MERCK) 

-Agar TSC. (MERCK) 

-Caldo BHI. (MERCK) 

-Base de gar sangre. (MERCK) 

-Agua destilada estéril. 

-Caldo Nutritivo.(MERCK) 

-Autoclave.(Metrologic Colombia) 

-Filtros estériles 3mm y 0.22 µm. (Minisart) 

-HPLC. (AGILENT Serie 1100 / Software - ChemStation Asterix) 

-Centrifuga. (Spectrafuge 24D, Labnet) 

6.3. Aislamiento y caracterización  

6.3.1. BAL del calostro de cerdas  

Para la obtención de las posibles bacterias BAL probióticas, se aislaron inicialmente del 

calostro de cerdas provenientes de algunas granjas del Aburrá Sur, realizando el 

siguiente protocolo: 

Se recolectó 1 mL de calostro de 20 cerdas de granjas del Suroeste Antioqueño, un día 

después de haber tenido las crías. Se tomaron inóculos de 0.1  mL de cada una de las 

muestras y se inoculó por siembra directa en superficie sobre el agar Man Rogosa 

Sharpe (MRS) (Merck); se incubaron a 37ºC por 48 horas, bajo condiciones anaeróbicas. 

Cada una de las colonias fue identificada morfológicamente usando la tinción de Gram. 

En la figura 6-1 se observa el diagrama del protocolo descrito por Rodríguez, 2007. 
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Figura 6-1 Metodología realizada para el aislamiento de bacterias BAL del calostro de cerdas. 

 

6.3.2. Las bacterias patógenas en heces de cerdos 

La cepa de Salmonella usada perteneció a un stock realizado de la cepa Salmonella 

enterica subsp.enterica serovar Typhimurium (ATCC®14028™), donada por la 

Corporación Universitaría Lasallista. Fue utilizada como una de las cepas indicadoras 

para revelar la actividad antibacteriana. Las cepas fueron almacenadas a -80C° en BHI y 

suplementadas con 20% de Glicerol. Antes del experimento se cultivaron en agar SS 

(Salmonella- Shigella, Merck) a 37°C durante 24h en anaerobiosis, tras lo cual se 

inocularon en caldo BHI (Brain–Heart Infusión, Merck) para su enriquecimiento, 

incubándola a 37°C por 24 h /aerobiosis. La suspensión bacteriana se determinó de 

acuerdo a la dilución 0, 5 de la escala de turbidez de McFarland (Maldonado, Ramirez y 

Campuzano, 2005). 

 

Para la obtención de las cepas nativas de Candida, se partió de una muestra de materia 

fecal homogeneizada en solución salina durante 1 minuto en el stomacher; y se realizó 

una serie de diluciones hasta 103. Se inoculó 1 mL de cada una de las diluciones en 

cajas de Petri en agar Sabouraud por el método en profundidad o vertimiento en placa, 

se incubo a 37°C durante 24-48h. La identificación se hizo de manera macroscópica por 

presencia de colonias blancas cremosas y macroscópicas utilizando la prueba de 

formación de tubos germinativos (Reynolds y Braude, 1956); sin embargo, otras especies 

como C. tropicalis pueden producir pseudohifas precoces de aspecto similar a los tubos 

germinales pero con una zona de constricción característica adyacente a la célula madre, 

por lo que esta prueba es útil para diferenciar Candida albicans del resto de las especies 

de Candida. La prueba es positiva al visualizar una estructura alongada que se origina a 

partir de la levadura. Las colonias positivas se almacenaron en agar Sabouraud a 4°C 



Capitulo 6: Materiales y métodos 37 

 

hasta el momento de utilizarla. Posteriormente para su uso se activó con caldo BHI y a 

partir de esa solución madre se procedió a obtener una concentración de 0.5 escala de 

MacFarland. 

 

Para aislar Clostridium perfringens se partió de una muestra de materia fecal 

homogeneizada en solución salina durante 1 minuto en el stomacher; para realizar una 

serie de diluciones hasta 103. Se inoculó 1 mL de cada una de las diluciones en cajas de 

Petri por el método en superficie en el medio selectivo SPS (Sulfito sódico- Polimixina- 

Sulfadiacina) a 37°C por 48 horas en anaerobiosis. A cada una de las cepas 

sospechosas se caracterizaron bioquímicamente usando el medio diferencial agar 

Triptosa Sulfito Cicloserina (TSC) enriquecido con yema de huevo, agar Nitrato movilidad 

y medio de cultivo Lactosa Gelatina y morfológicamente, por la coloración de Gram, de 

esporo y la prueba de catalasa. La cepa caracterizada se almacenó en agar SPS a 4°C 

hasta el momento de utilizarla. Para activarla se tomó una colonia, se inoculó en caldo 

BHI a 37°C durante 6 horas en anaerobiosis, a partir de la solución madre se ajustó hasta 

obtener una concentración de 1.5x108 UFC/ mL (Rood et al., 1978). 

 

6.3.3. Evaluación de la actividad catalítica y hemolítica de las 
cepas BAL Nativas  

Los aislados obtenidos en el medio de cultivo MRS, se les evaluó la presencia de 

catalasa y actividad hemolítica. 

  Prueba de Catalasa 

 Se tomó una colonia de la cepa de estudio y se colocó en un portaobjetos sin agua, al 

que se le adicionó una gota de agua oxigenada al 10% v/v (Dahl et al, 2005). 

 Prueba de actividad hemolítica 

Para esta prueba se tiene en cuenta el ensayo sobre la actividad hemolítica, en el cual se 

inoculó la cepa de estudio sobre el medio de cultivo agar sangre al 5% v/v (de sangre de 

cordero) por el método de siembra en superficie, se incubo a 37C° por 48h en 

anaerobiosis. 
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Las cepas se caracterizaron como α-hemolisis, β-hemolisis y γ-hemolisis, según la tabla 

6-1, (Rodríguez, 2009). 

 

Tabla 6-1 Criterios seguido para la caracterización del tipo de hemolisis. 

α-Hemolisis 

 Rompimiento parcial de Glóbulos rojos, 

observándose zonas parcialmente claras 

alrededor de las colonias en el medio de cultivo 

β-hemolisis 

Rompimiento total de los Glóbulos rojos, 

observándose zonas claras alrededor de las 

colonias en el medio de cultivo 

γ-hemolisis 

No hay rompimiento de Glóbulos rojos, no se 

observan zonas claras alrededor de las colonias. 

6.4. Identificación bioquímica 

La identificación bioquímica de las BAL se realizó con el kit API 50CHL. Se prepara una 

suspensión del microorganismos en el diluyente suministrado, se inocula cada pozuelo y 

se ajusta con aceite mineral estéril, se incuban a 37ºC durante 48 h y se realizo la lectura 

de las pruebas según las instrucciones suministradas por la casa comercial, en donde los 

resultados se basan en el cambio de coloración desarrollado en cada tubo y leído con el 

programa informático APIWEB, suministrado por la casa comercial. El procedimiento se 

muestra en la figura 6-2. 
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Figura 6-2: Metodologia realizada para la identificación bioquímica de las BAL aisladas, mediante 

el uso de API50CHL. 

 

6.5. Evaluación de la resistencia de las BAL a las 
condiciones gastrointestinales in vitro 

Para evaluar la resistencia de las cepas al tracto gastrointestinal en cerdo, se realizaron 

ensayos específicos que permitieron cuantificar la supervivencia de las mismas (Dunne 

et al., 2001): 

1. Resistencia al pH ácido y básico del estómago (1.5-3 y 8 pH).  

2. Viabilidad a las sales biliares del intestino (0.3% p/V). 

3. Resistencia a enzimas intestinales. 

6.5.1. Viabilidad y estabilidad a pH ácido y básico 

Se evaluó la tolerancia tanto a pH de 3 como de 8 siguiendo el mismo procedimiento. 

Ajustando 9 mL de cada tubo con caldos de MRS al pH respectivo con HCl o NAOH. 

Cada tubo con el caldo, fue inoculado con una concentración de 0.5 escala de 

MacFarland, equivalente a (1.5x108 UFC/ mL), de la cepa de estudio. Se tomó una 

muestra de 0.1  mL del cultivo microbiano con el pH de 3 y se adicionó por siembra en 
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superficie sobre el agar MRS (Las muestras se marcaron como crecimiento bacteriano a 

las 0h al pH correspondiente) La muestra se incubo a 37°C /48h/anaerobiosis.  

Finalizado el período de incubación de las cuatro horas, se realizaron diluciones de 101 

hasta 107 y de cada dilución se tomaron muestras de 0.1  mL del cultivo microbiano a pH 

de 3 (muestras del crecimiento bacteriano a las 4h al pH correspondiente), y se 

sembraron por siembra de superficie sobre el agar MRS, se incubaron a 37°C por 48h en 

anaerobiosis, figura 6-3. 

 

Figura 6-3 Esquema del procedimiento realizado para la evaluación de viabilidad de las BAL 
aisladas a pH ácido y básico. 

 

6.5.2. Resistencia a 0.3% P/Vde Sales biliares 

Se tomaron tubos de ensayo con 9 mL de caldo MRS enriquecidos con 0.3% p/v  de 

sales biliares y ajustado a pH de 3. Estos se inocularon con con las cepas de estudio 

hasta ajustar un inoculo con 5x108(0.5 de la escala de MacFarland), se incubaron a 37°C 

durante 4 horas. Finalizado el período de incubación de las cuatro horas, se realizaron 

diluciones desde 101 hasta 107 y de cada dilución se tomaron 0.1  mL del cultivo 
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microbiano de cada tubo con el pH de 3 y se adicionó por siembra de superficie sobre el 

agar MRS, se incubaron a 37°C por 48h en anaerobiosis. 

6.5.3. Resistencia a Tripsina 

Para esta evaluación se preparó 9 mL de un inoculo a 0.5 de la escala de MacFarland, se 

incubó por 4 horas temperatura 37°C con 0.5 mg/mL de enzima, se cuantificó la viabilidad 

por medio de la técnica de recuento en placa en agar MRS. 

6.6. Prueba de resistencia BAL a antibióticos 

Se probó la susceptibilidad de las bacterias BAL a los agentes antimicrobianos por el 

método de difusión en disco de Kirby Bauer, de acuerdo con los criterios del National 

Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), con algunas modificaciones. Se 

inoculó en agar MRS con 0.1  mL del microorganismo de estudio. Se utilizaron discos con 

los siguientes antibióticos: (AM) ampicilina, 10 μg; (P) penicilina G, 10 μg; (AX) 

amoxicilina, 25μg; (TE) tetraciclina, 30 μg; (E) eritromicina, 15μg; (C) cloranfenicol, 30μg; 

(K) kanamicina, 30 μg; (S) streptomicina, 10 μg. (Becton Dickinson). Se incubaron a 37°C 

por 48 h en anaerobiosis. El diámetro de inhibición se midio en mm. El procedimiento se 

puede observar en la figura 6-4. 
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Figura 6-4 Esquema del procedimiento realizado para la evaluación de la sensibilidad a 
antibióticos (ampicilina, cloranfenicol, kanamicina, amoxicilina, penicilina, estreptomicina, 
eritromicina y tetraciclina), de las cepas aisladas (Yuan Kun, 2009). 

 

6.7. Prueba de resistencia a diferentes temperaturas 

Para determinar la estabilidad de las cepas a diferentes temperaturas se realizó por 

duplicado el procedimiento, tomando dos colonias de cada cepa en 9 mL de agua 

peptonada. Posteriormente, se expandió con asa de vidrio 0.1  mL de la concentración 

obtenida en agar MRS y se almacenó en anaerobiosis por 48 h a la temperatura a 

evaluar, en este caso de 4C°, 12C°, 37° y 45C°, figura 6-5. Se evaluó la resistencia 

dependiendo si se observó o no crecimiento de cada cepa (Sánchez et al., 2011).  
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Figura 6-5 Esquema del procedimiento realizado para la evaluación de viabilidad de las BAL 
aisladas a diferentes Temperaturas. 

 

6.8. Evaluación de las propiedades antimicrobianas 

Para el análisis de los resultados estadísticos de las propiedades antimicrobianas, se 

establecieron dos hipótesis: 

Ho o hipótesis nula: El halo de inhibición es igual o menos a 7 mm, la inhibición no es 

significativa. 

Ha o hipótesis alternativa: El halo de inhibición es mayor y/o diferente a 7 mm, hay una 
inhibición significativa. 

6.8.1. Obtención del sobrenadante de las BAL 

Para la obtención de los extractos bacterianos, se ajustó el inóculo en agua destilada 

estéril a una concentración de 0.5 en la escala MacFarland; 200 µL de cada inoculo fue 

centrifugado a 6000 r.p.m (Hettich) durante 5 minutos, el sobrenadante se filtró a través 

de un filtro estéril marca Millipore con un poro de 0.2 µm y se almacenaron en tubos 

estériles a 4ºC hasta su uso (Settharaksa,  2008). 
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6.8.2. Evaluación de la actividad bactericida contra Salmonella 
Thipymurium  

La evaluación del potencial bactericida de las BAL, se realizó por el método de difusión 

en pozos, con algunas modificaciones (Montville et al., 1999). Se empleó el medio de 

cultivo agar Mueller Hinton (Merck), se agregó 100μL de una suspensión de Salmonella 

Thipymurium, por medio de la técnica de siembra en superficie, se hicieron 4 pozos sobre 

el medio de cultivo y se adiciono 35 μL de cada BAL. Las muestras se refrigeraron a 4ºC 

por tres horas y luego incubaron a 37ºC por 48 h en anaerobiosis. 

La actividad bactericida se detectó por la presencia de una zona clara de inhibición 

alrededor del pozo y se consideró la inhibición cuando el halo alrededor de los pozos 

(diamtero externo) fue mayor a 2 mm (Lis-Balchin et al., 1998), figura 6-6. 

 

 

Figura 6-6 Esquema de la metodología seguida para la evaluación de la actividad bactericida de 
BAL1 y BAL3 contra Salmonella spp. 
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6.8.3. Evaluación de la actividad bactericida contra Clostridium 
perfringens 

De igual forma se procedió para la cepa de Clostridium perfringens, figura 6-7. 

Figura 6-7 Esquema de la metodología seguida para la evaluación de la actividad bactericida de 
BAL1 y BAL3 contra Clostridium perfringens. 

 

6.8.4. Evaluación de la actividad fungicida contra Candida 
albicans 

 Por el método de vertido en placa descrito por Anthony et al., 2009, se procedió a 

inocular la cepa de Candida albicans en caldo BHI, las cepas de BAL en caldo MRS 

anaeróbicamente, y ambas cepas se incubaron a 37C°por 48 h. Las cepas BAL se 

resembraron en agar MRS y posteriormente se le añadió 7 mL del agar extracto de 

levadura-glucosa-cloranfenicol (YGC) en estado liquido (50°C) e inoculado con 50 µL de 

Candida albicans, incubándolas a 37C° por 48 h, para su posterior observación de los 

halos de inhibición. Se hicieron 10 repeticiones para cada cepa, figura 6-8. 
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Figura 6-8 Esquema de la metodología seguida para la evaluación de la actividad bactericida de 
BAL1 y BAL3 contra Candida albicans. 

 

Adicional a esta prueba se añadieron posteriormente los siguientes ensayos para evaluar 

la actividad antimicrobiana contra dos tipos de Candida albicans (humana del cepario de 

la Universidad Nacional y otra extraida de excretas de cerdos), en diferentes medios: 

Agar Mueller Hilton, Agar Sabouraud, YGC y agar OGYE (extracto de levadura- glucosa- 

Oxitetraciclina).  

Método de difusión en pozos (Montville et al., 1999)  

Se agregó 100μl de Candida sp a la concentración 0,5 del patrón de MacFarland. 

Posteriormente, se hicieron 4 pozos en el agar y se adicionaron 35 µl de sobrenadantes 

libre de células (CFSs) de la cepa BAL correspondiente. Las muestras se refrigeraron por 

tres horas a 4ºC para permitir una mayor difusión en los pozos y posteriormente, se 

incubó a 37ºC por 48 h. 

Técnica de Kirby-Bauer, 1966 

Se adicionaron 100μl de Candida sp aislada de cerdos a concentración 0,5 del patrón de 

MacFarland en agar Sabouraud y se dejó secar por 10 minutos, tras lo cual se pusieron 

filtros mojados con 30μl del extracto de la cepa correspondiente, se refrigeraron por tres 

horas a 4ºC para permitir una mayor difusión en los pozos y posteriormente se incubó por 

37ºCpor 48h. 
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6.9. Prueba estadística 

 Se realizó una prueba de Análisis de Varianzas (ANOVA) en SAS (v. 9.0, Statistical 

Analysis System) para evaluar las diferencias entre las medias de los halos de inhibición 

producidos por los respectivos extractos contra cada una de las bacterias patógenas del 

estudio. Se realizaron 35 réplicas del experimento, en días diferentes y en el cual cada 

medio de cultivo sirvió de bloque para la realización de dos repeticiones pareadas de los 

pozos con un nivel de significancia del 0.05. Los resultados se midieron en función del 

diámetro de los halos de inhibición y los datos obtenidos para cada pozo fueron 

promediados. 

Se desarrolló una prueba de comparación de t student de dos colas, en la cual para que 

exista una inhibición significativa el diámetro del pozo debe ser mayor de 7mm (2mm a 

cada lado del pozo más los 3 mm el diámetro del pozo) (Lis-Balchin et al., 1998).  

6.10. Evaluación del poder probiótico 

Para evaluar el poder probiótico, Tambekar y Bhutada, 2010, encontraron una fórmula 

que permite asignar a cada una de las pruebas realizadas una máxima puntuación 

posible  y dependiendo del desempeño de cada cepa se establece el nivel de 

cumplimiento de cada prueba. En la tabla 6-2 se presentan los puntajes asignados en 

cada caso.  

 

 Según los puntajes obtenidos y las características de cada cepa se aplican la siguiente:  

 

Condición a 

Evaluar

Viabilidad 

a         

pH3  pH8

P
u

n
ta

je

Viabilidad 

a Sales 

biliares

P
u

n
ta

je

Viabilidad 

a Tripsina

P
u

n
ta

je

Tpo de 

Hemolisis

P
u

n
ta

je

Catalasa

P
u

n
ta

je

Viabilidad 

a T. °C  

4,12,37,40

P
u

n
ta

je

Susceptibilidad a 

antibióticos 

(P),(AM),(TE),(E),(C), 

(S),(K),(AX)

P
u

n
ta

je

Actividad 

antimicrobiana 

Salm,Clost.,Can

P
u

n
ta

je

Sensible 0 Sensible 0 Sensible 0 β-hemolisis, 0 Negativa 1 Crecimiento 1 Sensible 1 Inhiben crecim. 1

Resistente 1 Resistente 1 Resistente 1 α-Hemolisis 0 Positiva 0 No crecim. 0 Resistente 0 No inhiben crecim. 0

- - - - - - γ-hemolisis 1 - - - - - - - -

Puntaje 

Max. por 

Condición

Puntaje 

Max. 

Posible

21

1x2=2 1 1 1 1 1x4=4 1x8=8 1x3=3

Indicación

Tabla 6-2 Asignacion de puntajes según la actividad de las BAL a diferentes condiciones. Tambekar y 
Bhutada, 2010. 
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                                           Puntaje observado para cada cepa x 100%  
 Potencial probiótico (%)= --------------------------------------------------------------- 

                                                   Puntaje máximo posible 
   



 

7.  Cinética de crecimiento de las cepas 
seleccionadas en Lactosuero 

7.1. Metodología 

 Para el desarrollo del inóculo se partió de un cultivo de las BAL cultivadas en agar MRS 

a 37°C durante 48 h en anaerobiosis, y se transfirieron de tres a cuatro colonias a un 

tubo con 3 mL de agua destilada estéril hasta ajustar la concentración inicial de 

106.UFC/mL. Se centrifugó a 6 g por 10 minutos y se re suspendió en 3  mL de lactosuero 

previamente tratado térmicamente a 80ºC por 10 minutos sin presión. Posteriormente, se 

transfirieron los 3  mL del lactosuero con el inoculo a matraces que contenían 250mL de 

lactosuero tratado térmicamente, de modo que la concentración inicial fuera de 1% v/v. 

 

Al inicio del ensayo (tiempo cero) se tomaron tres muestras de la siguiente forma: 3 mL 

para determinar acidificación por pH-metro (744 pH Meter Metrohm), 0. 1 mL para 

determinar UFC/  mL por recuento en placa en agar MRS. Los matraces se colocaron en 

un shaker a temperatura controlada (37ºC) a 150 rpm tal como lo describe Calvo et al., 

2009 y el crecimiento se evaluó por 72 horas, realizando tomas de muestras a las 0, 2, 4, 

6, 8, 10, 12, 24 y 48 horas (y 1  mL adicional de las muestras a las 24 y 48 h para el 

análisis HPLC). Como control se procedió de forma análoga con un erlenmeyer sin 

inocular, en la figura 7-1 se observa el procedimiento. 
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Figura 7-1 Metodología curva de crecimiento y cuantificación del acido láctico producido por las 
BAL en lactosuero (Calvo, 2009). 

 

Con este procedimiento se espera observar si un producto de desecho como el 

lactosuero (tanto dulce como ácido) podría ser aprovechado como un sustrato para el 

crecimiento de las bacterias probióticas aisladas de la leche calostro de cerdas, que 

pordria ser utilizado para su adición a la alimentación de los cerdos.  

7.2. Cuantificación de ácido láctico por HPLC 

Se utilizó la metodología de cromatografía líquida de alta precisión (HPLC) descrita por 

Dubey, Gillespie y Jackson (1996), con una columna para ácidos orgánicos tipo BIORAD 

HPX-87H. El equipo AGILENT Serie 1100 / Software - ChemStation Asterix, Las 

condiciones de operación fueron: 5mmol de H2SO4, como fase móvil a un caudal de 0, 6 

mL /min, y la temperatura de la columna estable y provisto de un detector que oscila 

entre 50 y 60°C. El sobrenadante se filtró con una jeringa de 0, 2 μm (Minisart® 0, 2 μm). 

 

La cuantificación del ácido láctico se midió mediante la interpretación de los 

cromatogramas que integró datos numéricos sobre la concentración del ácido en la 

muestra problema. Cada cepa se evaluó según la capacidad de producir ácido láctico en 

lactosuero por duplicado y los resultados obtenidos se mostraron como promedios de la 

producción de dicho ácido a las 12 y después de 48 horas de fermentación en las 

condiciones descritas.  

 

 



 

8.  Identificación Molecular 

8.1. Metodología general 

 A raíz de las amplias implicaciones que tienen los probióticos sobre la salud, es 

necesario conocer su interacción con el organismo hospedador e identificar las 

diferencias genéticas que determinan si las cepas son filogenéticamentes similares.  

Como método eficiente para la identificación de bacerias, en este caso ácido lácticas, se 

empleó la identificación molecular, amplificando y secuenciando el gen 16S por PCR 

(Polymerase Chain Reaction) (Rivas et al. ,2007), esto es debido a la alta variabilidad de 

este segmento entre especies, convirtiendolo en uno de los métodos más adecuados.  

 

El ribosoma bacteriano está compuesto por dos subunidades 30S y 50S, la subunidad 

30S contiene la molécula de 16S ARNr y la subunidad 50S contiene rRNA 5S y 23S. Los 

fragmentos 5S, 16S y 23S se han empleado en estudios filogenéticos, siendo 16S el más 

adecuado en el estudio de procariotas con cerca de 1550 pares de bases (Sarmiento, 

2008). Los genes 16S y 23S ARNr contienen secuencias conservadas, variables e 

hipervariables.  

Actualmente, la secuenciación por el gen 16S es la herramienta más poderosa y fiable en 

los estudios de relaciones filogenéticas entre bacterias. Esta molécula tiene excelentes 

propiedades por su presencia universal. Este puede ser amplificado por PCR usando 

iniciadores universales de regiones conservadas a ambos lados del gen y es así como,  

el amplificado es secuenciado y luego se compara con las secuencias almacenadas en 

bases de datos. Esto favorece la caracterización de aislados desconocidos y ofrece 

información de la posición filogenética, lo cual fortalece el éxito de la técnica.  

 

Una vez se obtiene la secuencia, puede ser alineada y calculada su similitud (Pot y 

Tsakalidou, 2009). Muchas especies de las BAL han sido descritas total o parcialmente a 

través de esta técnica. Se ha observado, que los árboles filogenéticos de estas bacterias 
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son heterogéneos, muestran la cercanía existente entre algunas especies de 

Lactobacillus y Pediococcus, además confirma diferencias en el contenido de G + C en el 

género. 

 

Una de las desventajas de esta técnica molecular es que es conservada provee 

resolución a nivel de especie y subespecie. Por tanto, diferentes especies de las BAL 

comparten idénticas secuencias 16S. De hecho, algunos Lactobacillus han sido 

renombrados últimamente. Aunque, para otras especies, hay suficientes diferencias 

fenotípicas y genotípicas que facilitan su identificación (Pot y Tsakalidou, 2009). En la 

figura 8.1 se describe la metodología. 

 

Figura 8-1 Metodologia para identificación molecular de género de las BAL (Martínez, 2008).  
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8.2. Aislamiento y purificación del DNA bacteriano 

Aislamiento del ADN total se realizó a partir de 2x109 UFC/mL de un cultivo bacteriano en 

MRS incubado por 48 horas en anaerobiosis. Esta concentración se determinó usando 

un espectrofotómetro Genesys 10S (Thermo Scientific) a 600 nm. La extracción se 

realizó con el kit de tejido QIAGEN DNeasy (siguiendo el protocolo para las bacterias 

Gram-positivas de acuerdo con las instrucciones del fabricante). Una vez extraída, la 

pureza y la cantidad de ADN fueron verificadas por un Nanodrop 2000 (Thermo 

Scientific) para la reacción de PCR. 

8.3. Control de calidad y cantidad de ADN bacteriano 

Para comprobar la calidad del DNA extraído y de los productos de PCR, se hizo una 

electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1.2% p/v en Tris-Acido Bórico-EDTA (TBE) 

se empleó una solución madre de TBE (89mM Tris, 89mM Acido Bórico, 2.0 mM EDTA a 

pH 8), y para revelar los geles se usó una gota por cada 50  mL de la solución EZVISION 

(AMRESCO), y TBE 1x como solución tampón, preparado a partir de la solución madre 

TBE10x. 

 

La electroforesis se corrió a un voltaje constante de 80V por 40 minutos, los geles se 

visualizaron en un transiluminador (Vilber-lourmat), por exposición a la luz ultravioleta. 

La cuantificación del ADN genómico y de los productos de PCR obtenidos, se realizó 

comparándolo con un patrón usando un marcador de 1Kb Plus DNA Ladder. 

(Fermentas), figura 8.2. 
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Figura 8-2 Marcadores de peso molecular usados. Molecular ruler100 pb. (Thermoscientificbio). 

 

8.4. PCR 

Para identificar el género al cual pertenecen las BAL aisladas del calostro, se utilizó la 

técnica de PCR, amplificando el gen 16S ribosomal (Rivas et al., 2007) se utilizaron 

primers universales dentro del dominio de las bacterias ácido lácticas. Tabla 8-1. 

 

Tabla 8-1 Lista de primers universales usados. 

Primers Secuencia 

Primer F GCG GAT GGG TGA GTA ACA C 

Primer R   ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT 

 

La amplificación de la PCR se realizó en un termociclador (Optimax-PCR), usando taq 

polimerasa (Invitrogen). Las condiciones de amplificación empleadas se detallan en la 

tabla 8-2. En cada serie de reacción se introdujeron controles negativos (sin ADN). 
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Tabla 8-2 Protocolo usado en el termociclador para PCR. 

Etapa Tiempo Temp(°C) 

Desnaturalización inicial  2 min.  95 

Desnaturalización 30 s. 94 

Anillamiento 30 s. 52 

Elongación 45 s. 72 

Elongación final 5 min. 72 

Refrigeración Infinito 4 

 

La composición general de la mezcla de amplificación, en la cual se empleo la Taq 

Polimerasa fue la siguiente, tabla 8-3. 

 

Tabla 8-3 Composición de la mezcla de amplificación 

Compuesto Concentración 

PCR Buffer(invitrogen) 1x 

ClMg2 1, 5mM 

Primer "Foward" 0.5 µl 

Primer"Reverse" 0.5 µl 

dNTPs(Invitrogen) 0.1 µl 

Taq 
Polimerasa(Invitrogen) 

1, 5 U 

Volumen final 50 µl 

 

 

8.5. Electroforesis 

Se realizó la electroforesis en gel de agarosa 1.5% p/v (90V por 5 minutos seguido por 

70V por 40 minutos), para evidenciar la obtención de fragmentos amplificados del DNA 

de cada uno de las cepas.  

8.6. Secuenciación y análisis de secuencias 

Los fragmentos de DNA del gen 16S de las cepas que se amplificaron,fueron 

secuenciados por el servicio de Secuenciación y Análisis Molecular Instituto de Genética 

SSiGMol de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogotá 
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(http://www.ssigmol.unal.edu.co/), siguiendo los métodos previamente descritos (Boldo et 

al., 2003). 

 

Las secuencias obtenidas en formato .abi, se visualizaron con el programa bioedit para 

su limpieza (eliminación de fragmentos con interferencias en los cromatogramas y fueron 

ensambladas (la secuencia “Foward” con la “Revese” previamente reversada y 

complementada), utilizando la herramienta de Contig assembly program (CAP) de 

Bioedit. Las secuencias ya listas fueron usadas para su identificación molecular.  

8.7. Búsqueda de secuencias, valores de identidad 

Se buscaron secuencias altamente similares a las obtenidas por la pagina web del 

GenBank mediante la herramienta BLAST (BasicLocal Aligment Search Tool) de la base 

de datos del NCBI, usando como medida un porcentaje de identidad, el cual es mayor a 

medida que las secuencias sean altamente parecidas. 

 

Las secuencias de nucleótidos que codifican los genes del 16S DNAr de bacterias fueron 

depositadas en la base de datos de la NBCI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

8.8. Construcción árbol filogenético 

Para averiguar qué tipo de parámetro se ajustó mejor a los datos obtenidos para la 

realización del árbol filogenético, se usó la aplicación de Models (find DNA best model) 

del programa MEGA (Molecula Evolutionary Genetics Analysis) (Kumar et al., 2001). El 

mejor modelo fué usado con la herramienta de Phylogeny de Biedit para la construcción 

del árbol filogenético por el método Neighbor-Joining y un valor de bootstrap de 1000. 

Esto mostró las relaciones de similitud entre las secuencias de genes 16Sr de bacterias 

acido lácticas descritos y las cepas BAL aisladas.  



 

9.  Resultados y discusión 

9.1. Aislamiento y caracterización  

9.1.1. De las BAL del calostro de cerdas 

En el agar MRS se aislaron 4 colonias con las siguientes características: borde entero 

con forma circular, una ligera elevación, forma convexa y cremosa. Foto 9-1. Al hacerle la 

coloración de Gram se observaron células bacterianas de forma alargada y otras de 

forma cocobacilar que retuvieron el primer colorante por lo tanto son Gram positivas. Foto 

9-2 a-d y tabla 9-1. Estos resultados concuerdan con lo descrito en la literatura para las 

bacterias acido lácticas que podrían ser posibles probióticos descritas por el manual de 

Bergeys (Bergey et al., 2000). En las fotos 9-3a-d, se muestran las colonias puras 

obtenidas del calosro de cerdas. 

 

Foto 9-1 Observación macroscópica de las BAL obtenidas. 
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En las siguientes fotos se se tiene la observación microscópica 100x de la coloración de 

Gram  

 

Foto 9-3. BAL1,Bacilos Gram positivos 

 

  

 

 

 

 

 

Foto 9-5 BAL3 Cocobacilos gram positivos 

 

 

 

 

 Foto 9-2 BAL2, Cocobacilos Gram positivos  

Foto 9-4 BAL4, Bacilos Gram positivos.     
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Tabla 9-1 Morfología observada de cada una de las BAL. 

BAL Tamaño Forma Color Superficie 
Tinciòn de 

Gram 

BAL1 0.2-2µm cocobacilar Crema cóncava Positiva 

BAL2 1-3 µm bacilo Crema cóncava Positiva 

BAL3 0.2-2 µm cocoacilar Crema cóncava Positiva 

BAL4 1-3 µm bacilo Crema cóncava Positiva 

 

9.1.2. Obtención de las cepas patógenas y las condiciones de 
crecimiento 

 

Salmonella Typhimurium: la cepa de Salmonella enterica subspp. enterica serovar 

Typhimurium (ATCC®14028™) fue obtenida del cepario gracias a la colaboración de la 

Corporación Universitaria Lasallista y fue usada como una de las cepas indicadoras para 

revelar la actividad antibacteriana. Las cepas fueron almacenadas -80C° en BHI y 

suplementadas con 20% de Glicerol. Antes del experimento la cepas se cultivaron en 

agar SS (Salmonella- Shigella, Merck) a 37°C durante 24h en anaerobiosis, tras lo cual 

se inocularon caldo BHI (Brain–Heart Infusión, Merck, 24h/ 37°C) y fue ajustada a 0,5 de 

la escala de turbidez de McFarland. 

 

Clostridium perfringes. Se aislaron las colonias presuntivas de ser C. perfringens en 

medio agar Triptosa Sulfito Cicloserina (TSC) con yema de huevo que crecieron negras 

con 2 a 4 mm de zona blanca opaca alrededor de la colonia como resultado de la 

actividad de la lecitinasa. Las colonias fueron β-hemolíticas en doble halo, hemólisis 

característica producida por C. perfringens y en la tinción de Gram estas colonias 

correspondieron a bacilos Gram positivos de aspecto uniforme solos o en pares, 

características que coinciden con las experiencias señaladas por otros autores para esta 

bacteria. Manteca et al, 2001. 

 

Adicionalmente las bacterias fueron sembradas en agar Nitrato de movilidad y en medio 

lactosa gelatina donde se aislaron las colonias que presentaron color rojo por reducción 

de nitrato a nitrito y color amarillo por fermentar la lactosa, hubo presencia de gas y el 
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medio permaneció liquido después de estar 1 hora refrigerado. Estos resultados 

correspondieron a las características necesarias para la confirmación de Clostridium 

perfringens sacado del Manual Procedimiento recuento de Clostridium perfringens, 2008. 

En la tabla 9-2 se indican las pruebas para la confirmación para este m.o. 

 

Tabla 9-2 Pruebas confirmativas para identificar Clostridium perfringens. Manual Procedimiento 

recuento de Clostridium perfringens, 2008. 

 

Resultados confirmativos para Clostridium perfringens 

Agar SFP-TSC  Colonias negras con zona precipitación 

GRAM  Bacilo Gram positivo, esporulado 

Agar Nitrato 
Movilidad 

 Color rojo por reducción de Nitrato a Nitrito. 
 Desarrollo sólo en la línea de siembra, es inmóvil 

Medio Lactosa 
Gelatina 

 Color amarillo por fermentación de la lactosa y gas. 
 Permanece líquido después de estar durante 1 hora en 
refrigeración,   por hidrólisis de la gelatina 

Se deben cumplir todas estas pruebas para confirmar las colonias en estudio como 
C.Perfringens 

 

Las bacterias fueron purificadas en medio de cutivo agar selectivo para Clostridium 

perfringens SPS (Agar sulfito polimixina sulfadiazina) para su posterior uso.  

Candida albicans. Se sembró la muestra en agar Sabouraud en donde de aislaron 

colonias cuya visualización macroscópica pertenecía a colonias cremosas de color 

blanco amarillento, lustrosas, poco elevadas y de bordes bien definidos. 

Microscópicamente teñidas con azul de lactofenol se observaron células redondas u 

ovaladas de tres a siete micras de diámetro, que se reproducen por blastoconidias. Por 

último se uso para su identificación la técnica de tubo germinativo en la que se confirmo 

su presencia en las colonias probadas (Duarte et al., 2009). La Cándida aislada se cultivo 

en agar Sabouraud para su posterior uso. 
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9.1.3. Evaluación de la actividad catalítica y hemolítica de las 
cepas BAL Nativas 

 Prueba de catalasa 

Todas las cepas seleccionadas fueron catalasa negativas, puesto que no se observó la 

producción de burbuja en presencia del peróxido de hidrogeno, debido a que las BAL del 

genero Lactobacillus y Leuconostoc carecen de la enzima (Parra, 2010). La reacción 

positiva de la catalasa, implica desprendimiento de oxígeno según la reacción de la figura 

9-1, lo cual no se observó, esto se ajusta a las características de este género. 

 

Ecuación 9-1: Reacción realizada por la enzima catalasa. De Roissart et al., 1994. 

 

2𝐻2 𝑂2→2𝐻2𝑂 + 𝑂2 

 

 Actividad hemolítica 

Las cuatro cepas resultaron ser γ-hemolíticas (ejemplo de uno de los resultados 

obtenidos se muestra en la foto 9-6), debido a que en el agar sangre no se observó 

ningún halo transparente alrededor de la línea de inoculación; esto era de esperarse 

porque las bacterias BAL y más estos géneros aislados no son patógenos y no tienen las 

hemolisinas que destruyan los glóbulos rojos que puedan presentar problemas en el 

animal al ser administradas como posibles probióticos. Estos resultados concuerdan con 

las características de cepas probióticas descritas por Pineda et al., 1999. 
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Foto 9-6 Detalle observado de una γ-hemolisis obtenida en una de las 4 cepas. 

 

 

9.1.4. Identificación bioquímica 

Las BAL aisladas, se identificaron bioquímicamente con el kit API50CHL que permite 

determinar el patrón de fermentación de carbohidratos y derivados por parte de los 

microorganismos (McLeod et al., 2008). Los resultados de la prueba bioquímica se 

ilustran en la foto 9-7 y tabla 9-3. 

 

Foto 9-7 Fotografía de cambio de coloración positivo de una de las pruebas bioquímicas 
API50CHL realizada. 
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Tabla 9-3 Resultados identificación cepas por API50CHL. 

  BAL1 BAL2 BAL3 BAL4 

GENERO 
Leuconostoc 

mesenteroides 
Lactobacillus 

delbruekii 
Lactobacillus 

casei 
Lactobacillus 
rhamnosus. 

 

A cada una de las BAL identificadas bioquímicamente se les realizo una serie de pruebas 

de rigor (viabilidad a pH ácidos y básicos, viabilidad a tripsina y sales biliares, 

sensibilidad antibióticos más usados en veterinaria, prueba de catalasa y oxidasa) para 

confirmar su carácter probiótico. 

9.2. Evaluación de la resistencia de las BAL a las 
condiciones gastrointestinales in vitro 

9.2.1. Viabilidad y estabilidad a pH ácido y básico 

La prueba de variabilidad y estabilidad tanto a pH ácido de 3 y básico de 8 tomando 9  

mL de inoculo inicial de 5x108 (0,5 patron de McFarland) y se ajustaron con HCl y NaOH 

hasta obtener un pH de 3 y 8 respectivamente. Este estudio se realizó en dos replicas 

con 90 minutos de contacto que es el tiempo medio de permanencia de un alimento en el 

estómago a este pH ácido (Corcoran et al, 2005). Se observó que las cuatro cepas no 

eran afectadas por estos pHs ya que con una dilución de 107 se contaron entre 15-20 

UFC/  mL. Estos resultados indican que si el lechón consume el alimento, hasta las 

cuatro horas las bacterias lácticas del inóculo mantienen una viabilidad alta, por lo tanto 

su acción probiótica será eficaz contra los microorganismos patógenos presentes en el 

intestino del animal. Además permiten comprobar si los microorganismos son 

susceptibles a ser caracterizados como probióticos, tienen una viabilidad alta a las 

concentraciones acidas del estómago como lo es en el caso en el estómago del lechón, 

(Piatek et al., 2012). Adicional a esta prueba se sometió a pruebas de viabilidad a pH 

básico de 8 para evaluar si las cepas tenían un crecimiento eficiente que permita su 

producción a nivel industrial, así mismo se le hizo pruebas de estabilidad a diferentes 

temperaturas. Los resultados de la viabilidad a diferentes pH se pueden observar en la 

tabla 9-4. 
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Tabla 9-4 Resultados viabilidad de las BAL a condiciones de pH3 y de 8. 

BAL 
pH3 

UFC/  mL 
pH8 

UFC/  mL 

  
107 107 

BAL1 18, 5 18, 2 

BAL2 16, 2 16, 8 

BAL3 20, 1 19, 8 

BAL4 15, 3 14, 8 

 

9.2.2. Resistencia a 0.3% de Sales biliares 

Gilliland y colaboradoees reportaron, que la concentración crítica para determinar la 

resistencia de cepas a sales biliares era de 0, 3% (Erkkilä y Petäjä 2000). En 2003, 

Briizuela et al., determinaron la tolerancia de los probióticos de crecer en presencia de 

altas concentraciones de bilis, mayores a las que pueden encontrar en el intestino 

(0.15%); parámetro importante para los probióticos que vayan a ser suministrados por 

vía oral. Esta condición la cumplieron las cuatro cepas, característica que se puede 

correlacionar con la supervivencia in vivo a través del tracto gastrointestinal, después de 

la permanencia de 4 horas en caldo MRS, que es el tiempo más extremo de 

permanencia en el sistema gastrointestinal, ya que en condiciones normales el tiempo 

comprende de 2 a 4 h y varía según el individuo (Macfarlane y Dillon, 2007), se observó 

que las cuatro cepas no eran afectadas por la concentración de sales biliares ya que con 

una dilución de 107 se contaron entre 15-20 UFC/  mL, partiendo de una concentración 

nicial de 0,5McFarlad ( Sánchez et al., 2007) tabla 9-5. 

 

Tabla 9-5 Resultados viabilidad de las BAL a condiciones de 0.3% Sales Biliares. 

BAL 

  

0.3%p/v de 
Sales Biliares 
UFC/  mL 107 

BAL1 17, 8 

BAL2 15, 1 

BAL3 19, 2 

BAL4 14, 5 
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9.2.3. Resistencia a Tripsina 

 
Para que un probiótico sea viable a las condiciones gastrointestinales, se ha de 

comprobar la sensibilidad de estos a la actividad de enzimas, en este caso fue evaluada 

con la Tripsina, esta enzima tiene un efecto proteolítico directamente sobre la pared de 

muchas gram positivas, hidrolizando los enlaces peptídicos, de los aminoácidos que 

conforma la pared (Dunne et al., 2001). La Tripsina, es una endoproteasa pancreática 

que hidroliza los enlaces peptídicos constituidos por lisina y arginina; es producida en el 

páncreas y secretada en el duodeno, donde es esencial para la digestión. Su pH óptimo 

se sitúa alrededor de 8, 0, es producida en forma de enzima inactiva (tripsinógeno), una 

vez que el jugo pancreático entra en el intestino, el tripsinógeno es activado a tripsina por 

las enteropeptidasas, enzimas que se encuentran en el ribete de las células del intestino.  

 

Las cuatro cepas demostraron viabilidad después de la permanencia de 4 horas en caldo 

MRS con Tripsina (tabla9-6).Se obseva que con una dilución de 107 se contaron entre 15-

20 UFC/  mL, partiendo de una concentración nicial de 0,5McFarlad, resultados que 

demuestran junto con los resultados de las pruebas anteriores que estos 

microorganismos son capaces de resistir durante todo el tiempo de digestión (4 horas), el 

paso por el sistema gastrointestinal y aun permanecer en cantidades viables. 

 

Tabla 9-6 Resultados viabilidad de las BAL frente a la actividad enzimática de Tripsina. 

BAL 

Resistencia 
Tripsina 
UFC/  mL 

107 

BAL1 17, 7 

BAL2 16, 1 

BAL3 19, 6 

BAL4 14, 2 

 

9.3. Prueba de resistencia antibióticos 

 En la tabla 9-7 se reportan los resultados obtenidos en la prueba de susceptibilidad a 

antibióticos más comunes usados en veterinaria. 
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Tabla 9-7 Resultados de las pruebas de susceptibilidad de las cepas de Lactobacillus 
seleccionadas, a antibióticos recomendados por la agencia Europea de Seguridad Alimentaria. 
AM: Ampicilina. C: cloranfenicol. K: kanamicina. AX: amoxicilina. P: penicilina. S: streptomicina. E: 
eritromicina. TE: tetraciclina. S sensible con diamétros de halos de inhibición mayores a 7mm. R. 
Resistente, halos menores o iguales a 7mm. 

 

Estos resultados se comprobaron observando la presencia o ausencia de halos de 

inhibición sobre la BAL a estudiar; los valores de los diámetros fueron expresados en mm 

para cada concentración, y se midieron con un Venier, calculándose el valor promedio de 

los tres ensayos así, como la desviación estándar promedio. Después de 48 horas de 

incubación, se examinaron cada uno de los cultivos visualmente, las zonas inhibidas 

resultantes para cada concentración, las cuales eran uniformemente circulares y 

tomando como límite el área donde no se observó crecimiento. Se eligieron las cepas 

que tuvieron una mayor sensibilidad al mayor número de antibióticos ensayados, foto 9-8, 

figura 9-1. 

 

Foto 9-8 Antibiograma de la cepa láctica BAL1 aislada del calostro de cerdas. 

 

 

AM C K AX P S E TE

(10 μg) (30 μg) (30 μg) (10 μg) (10 μg) (10 μg) (15 μg) (30 μg)

BAL1 S S R S S R S S

BAL2 R S R S S R S S

BAL3 S S R S S R S S

BAL4 R S R S S R S R

CEPA
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Figura 9-1 Porcentaje de sensibilidad de las cepas BAL aisladas de calostro de cerdas. 

 

Todas las cepas fueron sensibles a los antibióticos amoxicilina, penicilina, cloranfenicol y 

eritromicina, antibioticos generalmente usados para tratar las enfermedades de infección 

gastrointestinal, lo que indica que estas cepas no contribuirán a esparcir esta resistencia 

contra estos antibióticos en el hospedador. Estos resultados concuerdan con los estudios 

realizados por Zhou et al., 2005; Flórez, 2007, Maurad et al., 2008, donde hacen mención 

que Lactobacillus spp, son generalmente susceptibles a estos antibióticos. El 100% de 

las cepas fueron resistentes a Kanamicina y estreptomicina, esto concuerda con los 

resultados obtenidos por Verdenelli et al., 2009. Sin embargo, se reconoce que algunos 

Lactobacillus y Bifidobacterias pueden tener resistencia intrínseca algunos antibióticos. 

Cuando el gen o los genes que confieren resistencia es de origen cromosomal y no esta 

asociado a ningún elemento genético móvil, no es inmediatamente transferible y por lo 

tanto, el riesgo de la trasmisión de esta resistencia es mínima (European Food Safety 

Authority, 2008).  

 

En las recomendaciones hechas por la Agencia Española de Seguridad Alimentaria y 

Nutrición (EFSA) y las publicaciones de Martínez et al. en el 2007, los perfiles de 

sensibilidad antibiótica que más se ajustan a las características de los Lactobacillus son 

los correspondientes a las cepas BAL 1 y BAL3, quienes mostraron la mayor 

susceptibilidad a todos los antibióticos β-lactamicos (amoxicilina y ampicilina) como al 
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aminglucósido (cloranfenicol). El nivel de resistencia más alta se observó con ampicilina, 

estreptomicina y kanamicina, la ausencia de transporte mediada por la cadena de 

citocromos parece ser la principal causa de resistencia a aminoglicósidos (Floréz, 2007). 

Estas resistencias se han atribuido como un aspecto intrínseco y no transmisibles (Rojo-

Bezares et al., 2006,)  

 

9.4. Prueba resistencia a diferentes temperaturas. 

Adicional a las pruebas realizadas se hizo un estudio del crecimiento de cada cepa a 

diferentes temperaturas, esto con el fin de observar a que rangos de temperatura las 

bacterias puedan crecer en anaerobiosis y evaluar si las cepas tenían un crecimiento 

eficiente que permita su producción a nivel industrial. (Dunne et al., 2001). Los resultados 

se ilustran en la siguiente tabla 9-8 y fotos 9-9. 

 

Tabla 9-8 Resultados de la evaluación del crecimiento de las cepas a diferentes temperaturas. 
Los signos indican el crecimiento (+) y la ausencia (-) de la cepa probada. 

Temp. C° BAL1 BAL2 

4 - - 

12 + + 

37 + + 

40 + - 
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Foto 9-9 Crecimiento de las cuatro cepas BAL a Temperatura de 12C°. 

 

 

 

 

 

Todas las bacterias resistieron temperaturas de 12 y 37°C, pero solo la BAL1 Y BAL3, 

pudieron soportar los 40°C, lo que le aporta a estas dos cepas un rango amplio de 

viabilidad, el cual será necesario para su posterior mantenimiento, procesamiento y 

transporte. 

9.5. Evaluación de propiedades antimicrobianas 

9.5.1. Evaluación de la actividad bactericida contra Salmonella 
Thipymurium  

La actividad bactericida se detectó con la formación de halos de inhibición representado 

por zonas claras sin crecimiento de colonias de Salmonella Thipymurium alrededor de los 
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pozos en los que se usó el extracto probiótico. Los halos de inhibición que se tuvieron en 

cuenta para la tabulación fueron aquellos por encima de los 7 mm (Klaenhammer, 1993). 

En esta investigación, con halos de inhbición de entre 6 y 18mm con ambos extractos, 

foto 9-10. 

 

Foto 9-10 Fotografía de los halos de inhibición representados por zonas claras que indican nulo o 
crecimiento imperceptible de Salmonella Thipymurium, producidos por los extractos de BAL1 
(ubicados a la derecha de la fotografía) y BAL3 (izquierda). 

 

 

 

▪ Prueba estadística evaluación del poder inhibitorio de las cepas BAL 

contra Salmonella Thipymurium. 

 

Los resultados de los estudios estadísticos de BAL1 como BAL3, arrojaron un valor p 

<0.0001, existe una inhibición significativa de ambos extractos, contra Salmonella 

Thipymurium, tablas 9-9 y 9-10. 

Tabla 9-9 Efecto inhibitorio del extracto BAL3 contra Salmonella Thipymurium según la prueba 
estadística t. 

BAL1, n=35 

95% Limites de 
confianza Media (cm) 

Probabilidad Significancia 

1, 08492 1, 23508 a*** S. 

 

 

BAL1 BAL3 
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Tabla 9-10 Efecto inhibitorio del extracto BAL3 contra Salmonella Thipymurium según la prueba 
estadística t. 

BAL3, n=35 

95% Limites de 
confianza Media (cm) 

Probabilidad Significancia 

1, 03182 1, 17903 b*** S. 

 

“n” equivale al número de veces realizado el experimento, S, si hubo una diferencia significativa, 

N.S., para indicar que no hubo diferencia significativa en los datos, letras extracto probado a: 

BAL1, b: BAL3, *** resultado estadísticamente significativo, p<.0001. 

 

Adicional a esta prueba, se realizó una prueba t con el fin de comparar el poder inhibitorio 

de las dos cepas BAL entre sí. Tabla 9-11, y se establecieron las siguientes hipótesis: 

 

Ho: el poder inhibitorio de BAL1 es igual al de BAL3. 

Ha: el poder inhibitorio de BAL1 es diferente que BAL3. 

 

Tabla 9-11 Comparación del efecto inhibitorio de los extractos BAL1 y BAL3 contra Salmonella 
Thipymurium según la prueba estadística t. 

Diferencia entre BAL1 y BAL3, n=35 

Valor t Pr>[t] Significancia 

1, 08 0, 2872 N.S 

 

 

Se obtuvo un valor p de 0.2872, se acepta, la hipótesis nula en la cual no existe 

diferencia significativa entre el poder de inhibición de estos dos extractos contra 

Salmonella Thipymurium. Por lo tanto, cualquiera de las dos cepas tiene el mismo poder 

antibacteriano contra este patógeno. 

 

Estos resultados concuerdan con las investigaciones hechas por Casey et al., 2004, que 

aislaron BAL del tracto gastrointestinal de origen porcino observando una inhibición 

significativa del crecimiento de Salmonella Thipymurium; así mismo, Yun et al., 2009, 

donde se obtuvieron 200 cepas de bacterias acido lácticas aisladas de heces de cerdos, 

que presentaron actividad probiótica, con capacidad de inhibir significativamente 

Escherichia coli K88 y Salmonella Thipymurium in vitro; Muñoz-Quezada et al., en 2011, 

demostraron que los sobrenadantes de Lactobacillus paracasei, Bifidobacterium y 
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Lactobacillus rhamnosus, aíslados de heces de niños alimentados con leche materna 

inhibieron el crecimiento de Escherichia coli, Salmonella spp y Shigella spp, asimismo, 

Yin et al., 2014, obtuvieron que los aislados de Lactobacillus adicionados al concentrado 

bajaron la temperatura rectal, disminuyeron la diarrea y los conteos intestinales de 

Salmonella comparados con el grupo control (p≤0.01). 

9.5.2. Evaluación de la actividad bactericida contra Clostridium 
perfringens 

Se detectó la actividad bactericida por la presencia de halos de inhibición representado 

por zonas claras sin crecimiento de Clostridium perfringens alrededor de los pozos en los 

que se usó el extracto probiótico. Los halos de inhibición que se tuvieron en cuenta para 

la tabulación fueron los que estuvieron por encima de los 7 mm, foto 9-11. 

 

Foto 9-11 Fotografía de los halos de inhibición representados por zonas claras que indican nulo o 
crecimiento imperceptible de Clostridium perfringens producidos por los extractos de BAL1 
(ubicados a la derecha de la fotografía) y BAL3 (izquierda). 

 

 

▪ Prueba estadística evaluación del poder inhibitorio de las cepas BAL 
contra Clostridium perfringens 

Se establecieron las mismas hipótesis para el análisis de resultados estadísticos contra 

Clostridium perfringens. Los resultados de los estudios estadísticos tanto para BAL1 

como para BAL3, arrojaron un valor p de <0.0001***, n: 25, rechazando así la hipótesis 

BAL1 BAL3 
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nula, por lo tanto existe una inhibición significativa de BAL1, tabla 9-12 y BAL 3, Tabla 9-

13 contra Clostridium perfringens. 

 

Tabla 9-12 Efecto inhibitorio del extracto BAL1 contra Clostridium perfringens según la prueba 
estadística t. 

BAL1, n=25 

95% Limites de 
confianza Media 

(cm) 

Probabilidad Significancia 

0, 99611 1, 23189 a*** S. 

 

 

Tabla 9-13 Efecto inhibitorio del extracto BAL3 contra Clostridium perfringens según la prueba 
estadística t. 

BAL3, n=25 

95% Limites de 
confianza Media 

(cm) 

Probabilidad Significancia 

1, 00259 1, 16541 b*** S. 

 

Nota: “n” e equivale al número de veces realizado el experimento, S si hubo una diferencia 

significativa, N.S. para indicar que no hubo diferencia significativa en los datos, letras extracto 

probado a:BAL1, b:BAL3 *** p<.0001. 

 

Adicional a esta prueba, se realizó una prueba t con el fin de comparar el poder inhibitorio 

de las dos cepas BAL entre sí, tabla 9-14, y se establecieron las siguientes hipótesis: 

Ho: el poder inhibitorio de BAL1 es igual al de BAL3. 

Ha: el poder inhibitorio de BAL1 es diferente que BAL3. 

 

Tabla 9-14 Comparación del efecto inhibitorio de los extractos BAL1 y BAL3 contra Clostridium 
perfringens según la prueba estadística t. 

Diferencia entre BAL1 y BAL3, n=25 

Valor t Pr>[t] Significancia 

0, 4 0, 6933 N.S 

 

Los extractos de las dos cepas BAL1 y BAL3, demostraron tener un poder inhibitorio 

significativo contra Clostridium perfringens, debido al tamaño de los halos de inhibición 
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observados en cada repetición. Estadísticamente no hubo diferencia significativa entre la 

acción de los dos extractos, lo que sugiere que se pueden aplicar indistintivamente 

cualquiera de los dos extractos contra estos dos patógenos obteniéndose el mismo poder 

inhibitorio contra ellas. Es recomendable profundizar en los mecanismos de acción y en 

las pautas de administración de las BAL y sus metabólitos frente a estos dos patógenos, 

para identificar las sustancias que ejercen el efecto antimicrobiano y realizar estudios in 

vivo.  

 

Estos resultados concuerdan con Jurado et al., 2009, que aislaron bacterias ácido 

lácticas con capacidad probiótica del intestino grueso de cerdos adultos, las cuales 

inhibieron principalmente Escherichia coli, Salmonella Thipymurium y Clostridium 

perfringens. Schoster et al., 2013 comprobaron el efecto inhibitorio de 5 extractos de 

bacterias probióticas: dos Lactobacillus plantarum, dos Lactobacillus rhamnosus y 

Bifidobacterium animalis lactis, contra Clostridium perfringens y Clostridium difficile; Hacin 

et al., 2008, aislaron lactobacilos de porcinos, comprobando su capacidad inhibitoria 

frente C. perfringens.  

 

Según (De Angelis y Gobbetti, 2011), la actividad antimicrobiana de los probióticos frente 

a bacterias patógenas, se debe a la producción de ácidos orgánicos, la liberación de 

ácidos orgánicos se incrementan con el aumento de los probióticos y por la producción 

en algunos casos de bacteriocinas que alteran la permeabilidad celular, el potencial de 

membrana y subsiguiente alteración de la Fuerza protón motriz, así como el descenso 

del pH intracelular que ocasiona la alteración de funciones celulares importantes (Mejía 

et al., 2007). Adicional a esto, la producción de estos ácidos pueden bajar indirectamente 

el pH en el lumen intestinal, el cual, a su vez, inhibe eficazmente el crecimiento de los 

principales patógenos gram-negativos anaerobios.  

9.5.3. Evaluación de la actividad fungicida contra Candida 

albicans 

Se utilizó el método vertido en placa, descrito por Anthony et al., 2009 y no se 

observaron halos de inhibición, foto 9-12. 
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Foto 9-12 Resultado prueba inhibición Cándida por el método vertido en placa. 

 

. 

 

Al no observarse ningún halo de inhibición, se hicieron ensayos adicionales para 

comprobar estos resultados, por lo tanto, se tuvo en cuenta una cepa de Candida 

albicans aislada de humano. Las técnicas y medios ensayados fueron los siguientes: 

Método de difusión en pozos (Montville et al., 1999)  

En agar Mueller Hilton: 

 De las 18 repeticiones que se hicieron no se encontraron halos de inhibición y se 

comprobó que la levadura no crece bien en este tipo de agar.Foto 9-13. Por lo tanto, se 

procedió a utilizar el agar Sabouraud. 

 

Foto 9-13 Nulo o crecimiento imperceptible de Candida albicans en agar Mueller Hinton 
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Agar Sabouraud: 

Se realizaron 18 repeticiones en las cuales se observó crecimiento de la levadura, pero 

no la aparición de halos de inhibición para ninguna de los dos sobrenadantes de las BAL. 

Los resultados se observan en la foto 9-14. 

 

Foto 9-14 Crecimiento de Candida albicans sin inhibición producida por BAL1 y BAL3 en agar 
Sabouraud. 

 

 

Agar YGC: 

Se agregó 100μl de Candida spp., aislada de cerdos, al 0.5 del patrón de MacFarland y 

posteriormente, se hicieron 4 pozos en el agar y se adicionaron 35 µl de cada una de las 

cepas al 0.5 % del patrón de MacFarland, dos con la BAL1 y los restantes con la BAL3. 

Las muestras se refrigeraron por tres horas a 4ºC para permitir una mayor difusión en los 

pozos y se incubó a 37ºC por 48 h. De las 20 repeticiones que se hicieron no se 

encontraron halos de inhibición. 

 

Agar OGYE, (extracto de levadura- glucosa- Oxitetraciclina): 

Con el método de difusión en pozos previamente descrito y usando dos repeticiones de 

cada pozo conteniendo el sobrenadante de cada una de las cepas BAL1 y BAL3, 

respectivamente. Esto se hizo contra la Candida spp., aislada de cerdo, foto 9-15. 
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Foto 9-15 Crecimiento de Candida sp sin inhibición producida por los sobrenadantes de BAL1 y 
BAL3 en agar OGYE con técnica de filtros. 

 

 

Se hicieron 5 repeticiones con cada cepa de Candida sp de cerdos, pero usando en cada 

pozo las bacterias puras con un patrón de Macfarland de 1.Foto 9-16. 

 

Foto 9-16 Crecimiento de Candida sp sin inhibición producida por BAL1 y BAL3 puras en agar 
OGYE con técnica de pozos en agar. 

 

Técnica de difusión en pozos en agar usando Candida albicans Humana 

Se realizaron los mismos experimentos mencionados anteriormente, pero usando 

Candida aislada de humanos para comprobar si existía inhibición dependiente de la 

cepa. 

En agar YGC: con 20 repeticiones, la cepa creció bien pero no se observaron halos de 

inhibición. Foto 9-17. 
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Foto 9-17 Crecimiento de Candida sp sin inhibición producida por BAL1 y BAL3 puras en agar 
YGC con pozos en agar. 

 

 

Usando el mismo procedimiento anterior pero con 35 µl de las bacterias puras en cada 

pozo, para observar si existía antagonismo entre las dos cepas. La Candida creció bien 

pero no se observaron halos de inhibición, foto 9-18. 

 

Foto 9-18 Crecimiento de Candida sp humana sin inhibición producida BAL1 y BAL3 en agar 
YGC, usando la técnica de pozos en agar. 

 

 

 

 

Con agar OGY: 

Se hicieron 20 repeticiones y no se observaron halos de inhibición. Foto 9-19. 
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Foto 9-19 Crecimiento de Candida sp humana sin inhibición producida por BAL1 y BAL3 en agar 
OGY, con la técnica de pozos en agar. 

 

▪ Técnica de Kirby-Bauer, 1966 

En las 18 repeticiones que se hicieron se observó crecimiento de la levadura pero no la 

aparición de halos de inhibición, foto 9-20. 

 

 

Foto 9-20 Crecimiento de Candida sp de cerdos sin inhibición producida por BAL1 y BAL3 en agar 
Sabouraud con técnica de filtros 

 

 

Se probaron diferentes medios de cultivo: agar Sabouraud, agar YGC y agar OGY para 

evaluar la actividad antifúngica de las bacterias probióticas aisladas contra dos cepas de 

Candida albicans, una aislada de humanos y la otra de cerda, con el fin de observar si 

tenían actividad antifúngica frente a ellas, sin embargo, no se observaron halos de 

inhibición en ninguno de los experimentos. 
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Se pudo comprobar que el Mueller Hinton no es un medio adecuado para observar la 

actividad antimicrobiana de estos probióticos contra estos dos tipos de levaduras, ya que 

no se observo ningún tipo de crecimiento. 

 

 Para probar los mecanismos de acción por bacteriocinas, se usaron los extractos de las 

bacterias probióticas, uno del sobrenadante libre de células para probar si existe 

inhibición por bacteriocinas y otros usando las bacterias puras en una dilución del 0.5 del 

patrón de Macfarland para comprobar si existía antagonismo entre estas dos cepas. No 

se observaron halos de inhibición en ninguno de estos experimentos, indicando que ni las 

bacterias puras ni su sobrenadante tienen poder inhibitorio contra ninguna de las dos 

cepas de levadura, lo que se confirmó en todas las repeticiones realizadas para cada 

experimento por la no aparición de halos de inhibición, por lo tanto estas cepas 

probióticas no demostraron tener un poder inhibitorio contra Candida albicans.  

 

La falta de inhibición de los extractos probióticos contra Candida albicans puede ser 

atribuido a diversos factores, por ejemplo, los ácidos orgánicos o las bacteriocinas 

producidas por el probiótico pueden ser inestables, degradados o están presentes en 

concentraciones demasiado bajas. Osset et al., 2001, describe la capacidad de los 

Lactobacilos de inhibir el crecimiento de las cepas de Candida albicans en un medio de 

cultivo líquido, pero no en medios de cultivo sólidos como los utilizados en este estudio. 

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Satya et al., 2012., en los cuales no 

se observó inhibición de Candida albicans con ninguno de los 12 extractos probióticos 

usados; sin embargo comprobaron que si usaban en vez del extracto, las bacterias puras 

existe una correlacion positiva entre la concentración celular del probiótico y las zonas de 

inhibición. Por lo tanto se hace necesario realizar ensayos en los que se compruebe el 

uso de las células vivas y no del extracto en mayores concentraciónes para comprobar si 

estas bacterias tienen o no un poder inhibitorio contra Candida albicans. 

 

9.6. Cuantificación del poder probiótico 

A partir de los resultados obtenidos y teniendo en cuenta los criterios de selección 
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establecidos, solo se escogerán las dos cepas que hayan mostrado mejores resultados, 

es decir, aquellas que hayan resistido la simulación de las condiciones gastrointestinales, 

de las condiciones de procesamiento y hayan sido sensibles a la mayor cantidad de 

antibióticos, estas serán escogidas como cepas probióticas para una identificación y 

caracterización más profunda. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 9-15. 

 

 

Se seleccionaron dos de las cuatro cepas debido a que demostraron tener un mayor 

potencial probiótico, estas son: 

 

BAL1: con un potencial probiótico (CP) del 80.95%. 

BAL3 con un CP del 80.95%. 

 

Las pruebas de evaluación identificación molecular y cuantificación de ácido láctico solo 

se le realizaron a estas dos cepas. 

9.7. Cinética de crecimiento de las cepas seleccionadas 
en lactosuero 

El lactosuero utilizado fue suministrado por la Universidad Nacional de Colombia, sede 

Medellín.  

 

Los resultados obtenidos por el análisis de la actividad acidificante de las bacterias (BAL) 

se detallan en las figura 9-2 y 9-3.Los valores de partida de pH son los correspondientes 

a cada tipo de lacto suero, en lacto suero ácido corresponden a los reportados por 

Panesar et al., 2007, y con el lactosuero dulce se partió de un pH inicial de 6.5, lo que se 

concierne a los valores de pH reportados para este tipo de sueros y el cual se encuentra 

Cepa

Viabilidad 

a         

pH3  pH8

Viabilidad 

a Sales 

biliares

Viabilidad 

a Tripsina

Tipo de 

Hemolisis
Catalasa

Viabilidad 

a T. °C            

4, 12, 37, 40

Susceptibilidad a 

antibióticos 

(P),(AM),(TE),(E),(C),(S),(K),(AX)

Actividad 

antimicrobiana 

Salm,Clost.,Can.

Puntaje 

total

Potencial 

Probiotico 

%

BAL1 1,  1 1 1 1 1 0, 1, 1, 1 1,  1,  1,  1,  1,  0,  0,  1 1,  1,  0 17 80,95

BAL2 1,  1 1 1 1 1 0, 1, 1, 0 1,  0,  1,  1,  1,  0,  0, 1 1,  0,  0 14 66,67

BAL3 1,  1 1 1 1 1 0, 1, 1, 1 1,  1,  1,  1,  1,  0,  0, 1 1,  1,  0 17 80,95

BAL4 1,  1 1 1 1 1 0, 1, 1, 0 1,  0,  0,  1,  1,  0,  0,  1 0,  0,  0 12 57,14

Tabla 9-15 Resultados de los porcentajes de potencial probiótico para cada una de las cepas BAL. 
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en un rango óptimo para el crecimiento de microorganismos al compararlos con los 

reportados por Senthuran et al, 1999. En lacto suero ácido se puede observar la 

disminución de pH transcurrido 48h con un pH inicial de 4.27, bajando hasta 4.2 con 

BAL1 y a 4.22 con BAL3. En  cuanto al lacto suero dulce se partió de un pH casi neutro 

de 6,5 alcanzando un pH de 4.33 con BAL1 y de hasta 3.8 con BAL3.  

 

Figura 9-2 Cambio del Ph en los dos tipos de  lacto suero prducido por BAL1. 

 

 

Figura 9-3 Cambio del pH en los tipos de lacto suero producidos por BAL3. 

 

 

La velocidad especifica de crecimiento (µ), fue calculada en los dos lacto sueros en la 

fase logarítmica  de las BAL como la pendiente, estos valores se pueden observar en las 
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ecuaciones de cada grafico, figura 9-4 y 9-5, cuyos valores obtenidos fueron, para BAL1 

0.0396/h y 0.0267/h para BAL3 respectivamente en lacto suero ácido y 0.1013/h de 

BAL1 en lacto suero dulce (figura 9-6). 

 

Figura 9-4 Cinética de crecimiento de la cepa BAL1 con respecto al tiempo en lactosuero ácido. 

 

 

Figura 9-5 Cinética de crecimiento de la cepa BAL3 con respecto al tiempo en lactosuero ácido. 
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Figura 9-6 Acercamiento a la línea exponencial y calculo de µ de BAL1 en lactosuero dulce. 

 

 

En el lactosuero ácido, ambas cepas presentaron una curva de crecimiento muy similar, 

no se observó una fase de adaptación, entrando a la fase exponencial rápidamente y se 

mantuvo en aumento hasta las 48h, figuras 9-6 y 9-7, sin embargo, con la cepa BAL1 se 

observó un crecimiento de 108/U.F.C/  mL, a las 48h, demostrando que esta cepa tiene 

un mejor crecimiento en este tipo de sustrato, pudiendo producir una mayor cantidad de 

ácidos orgánicos disminuyendo el pH levemente en comparación con la BAL3. 

  

En cuanto al crecimiento de estas cepas en el lacto suero dulce, se pudo observar en la 

figura 9-7, las cuatro fases del crecimiento de las poblaciones bacterianas, reportado por 

Tortora et al., 2007; fase de adaptación, crecimiento exponencial, estacionaria y muerte, 

poniendo de manifiesto que a partir de las seis horas de iniciado el ensayo, los cultivos 

en lacto suer dulce entran en fase estacionaria y se mantienen en ella hasta las 10 horas. 
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Figura 9-7 Cinetica de crecimiento en lacto suero dulce de BAL1. 

 

 

Con relación a los valores de pHs, se pudo observar una leve disminución del pH en el 

lacto suero ácido, ninguna de las dos cepas se puede considerar como cepa 

fermentadora rápida en el tiempo de estudio, 9-2 y 9-3, Huggins y Sandino, 1984. Sin 

embargo, en el lactosuero dulce, se observó que la BAL 1, bajó notablemente el pH 

alcanzando un delta de pH mayor a 1, en las primeras 8 horas, demostrando su 

capacidad fermentativa en lactosuero dulce comparado con la BAL3.  

 

La diferencia entre la disminución del pH entre ambos sueros, en los cuales se obtuvo 

solo una leve disminución de pH en el suero ácido se puede atribuir a que estos, se 

obtienen en la fabricación de quesos blandos de tipo fresco y también como residuo de la 

fabricación de caseína (sueros de caseína). En el primer caso, la acidez corresponde 

exclusivamente al ácido láctico producido a partir de lactosa por las bacterias lácticas que 

se añaden en el proceso; pero en los sueros de caseína parte de la acidez, es debida a 

los ácidos clorhídrico y sulfúrico añadidos al proceso durante la fabricación de quesos, 

que pueden inhibir o limitar su crecimiento, afectando la producción de acido láctico. En 

adición,  el lacto suero dulce tiene mayor lactosa y mayor proteína respecto al ácido que tiene 

menor disposición de lactosa y proteínas disponibles para las bacterias añadidas y 

provocando así, una producción baja de ácido láctico, por lo tanto, esto reafirma los 

valores bajos de µ obtenidos en el lactosuero acido; hay que tener en cuenta que estos 

ácidos son tan fuertes que inhiben el crecimiento bacteriano, manteniéndolo en valores 

entre 0.02/h y 0.035/h, aún, cuando exista sustrato disponible. Otros autores, como 
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Mondragón-Parada et al., 2006, reportaron tasas específicas de crecimiento en el rango 

de 0.013/h a 0.037/h, valores menores a los obtenidos en este estudio, sin variaciones de 

este valor en el tiempo.  

 

Estos resultados confirman que estos ácidos inorgánicos son sustancias que limitan el 

crecimiento y la fermentación de las BAL. Sin embargo, el valor de µ obtenido en el lacto 

suero dulce por la BAL1, fue de 0.1013, corresponden a los reportados por Aguirre-

Ezkauriatza et al., 2009, en el cual inocularon lactobacillus casei en suero de cabra, lo 

que indica que la BAL1 tiene un buen crecimiento en este suero. 

9.7.1. Cuantificación de ácido láctico por HPLC 

 Los resultados de la cuantificación del ácido láctico se resumen en la tabla 9-16. 

Tabla 9-16 Concentración de ácido láctico producido por cada cepa en las 12 y 48 h de haber sido 
inoculados en lactosuero ácido. 

Identificación BAL1-12h BAL1-48h BAL3-12h BAL3-48h 

Concentración % Ácido Láctico 

(v/v) 
0, 203 0, 245 0, 137 0, 153 

 

En la figura 9-10 se observan los resultados de la cromatografía. 
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. 

 

 

Figura 9-8 Cromatograma de los picos de ácido láctico de la cepa BAL1 a las 12(derecha) y 48 h (izquierda)de 
crecimiento en lacto suero ácido. 

Figura 9-9 Cromatograma de HPLC de la cepa BAL3 a las 12 (derecha) y 48 h (izquierda) de 
crecimiento en lacto suero ácido. 
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Estos resultados concuerdan con las medidas tomadas con el pH-metro, en el cual 

efectivamente, existe una acidificación del medio producido en parte por la fermentación 

de ázucares y la producción de metabolitos entre los que se encuentra el ácido láctico de 

las dos cepas. Sin embargo, la BAL1 fue la que produjo un poco más de este ácido. 

 

 La cuantificación de ácido láctico dió entre 0.15 y 0.24 g/L a las 48 horas para las cepas 

seleccionadas inoculadas en lacto suero ácido, estos resultados concuerdan con los 

reportados por Cueto-Vigi et al., 2010, que obtuvieron ácido láctico a partir de suero 

costeño, obteniendo rangos de ácido láctico entre 0, 13 ± 0, 05 y 1, 0 ± 0, 08 g/L. Con 

base a lo anterior, los resultados de esta investigación son satisfactorios. 

 

El lactosuero dulce demostró ser una excelente materia prima para obtener diferentes 

productos a nivel tecnológico o como medio de formulación en procesos fermentativos. A 

pesar del problema de contaminación ambiental generado por este residuo en las 

industrias lácteas, una de las alternativas de uso de este subproducto, es la obtención de 

ácidos orgánicos, en especial el acido láctico que es ampliamente utilizado en la 

elaboración de productos de panadería, bebidas, alcoholes, gomas, empaques 

biodegradables, sustancias inhibidoras de crecimiento, proteína unicelular, 

exopolisacáridos, concentrados proteicos, además, las proteínas del lactosuero tienen 

propiedades funcionales que permiten ser muy útiles en el área de los alimentos. 

 

La producción de acido láctico fue numéricamente menor en el suero de leche ácida, por 

lo tanto el lacto suero dulce es un mejor sustrato que aporta los ázucares necesarios 

para que las cepas probióticas realicen una fermentación, esto concuerda a los 

resultados obtenidos por Miranda et al., 2009. El crecimiento bacteriano y la disminución 

del pH fueron más favorables en el lactosuero dulce ya que este ha sido considerado 

como un sustrato de mayor calidad nutritiva que el ácido por su mayor palatabilidad y su 

mayor contenido en proteína 2%. Además, en los sueros ácidos el contenido en lactosa 

es menor (2 %) y superior en ácido láctico (3-5 %) lo que lo hace un sustrato poco 

adecuado para su uso en bioconversión de acido láctico por las BAL. 
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9.8. Identificación Molecular 

9.8.1. Aislamiento, purificación del DNA bacteriano y PCR 

Los resultados del corrido electroforético demostraron que las muestras procesadas 

contenían amplímeros de DNA de 1.5kb correspondientes al tamaño del gen 16S 

ribosomal, con lo cual se comprobó la eficiencia de los primers y la calidad de las 

muestras para la fase de secuenciación, foto 9-21. 

 

 

Foto 9-21 Visualización de bandas de las cepas amplificadas BAL1 y BAL3, C -control negativo y 
MPM el patrón de 1000pb. 

 

 

9.8.2. Secuenciación y análisis de secuencias 

Se recibieron las secuencias en formato abi., de las muestras de DNA obtenidas a partir 

de los cultivos de las cepas BAL1 y BAL3, tras lo cual se procedieron a editar con la 
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ayuda del programa “Bioedit” usando las secuencias R y F para construir el ensamble de 

las secuencias consenso de cada cepa.  

En la foto 9-22. se observan las dos secuencias editadas y ensambladas de cada cepa. 

Foto 9-22 Secuencias de BAL1 ensambladas y editadas en “Bioedit “para la obtención de la 
secuencia consenso 

 

9.8.3. Búsqueda de secuencias y valores de identidad 

Las secuencias de nucleótidos del gen 16S rRNA de todos los aislamientos fueron 

analizados por el programa BLAST en el sitio web de NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las secuencias obtenidas se compararon con la base de 

datos de BLAST, obteniendo la máxima identidad con Pediococcus pentosaceus, con un 

porcentaje de identidad de 100% para BAL1 y del 99% para BAL3 respecto a este género 

(foto 9-23 y 9- 24). 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Foto 9-23 Porcentajes de identidad obtenidos usando BLAST de la cepa BAL1 

 

 

Foto 9-24 Porcentajes de identidad obtenidos usando BLAST de la cepa BAL3. 
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Para la identificación taxonómica de esta bacteria se utilizó el programa “Taxonomy 

Browser, foto 9-25, de la página de NCBI en donde se obtuvo que pertenece a la familia 

Lactobacillaceae, genero Pediococcus, especie pentosaceus.  

 

Foto 9-25 Identificación taxonómica de las BAL obtenidas por programa “Taxonomy Browser”. 

 

9.8.4. Construcción del árbol filogenético 

Para la realización del árbol filogenético se utilizaron las secuencias de diferentes 

géneros de Lactobacillus y Pedioccocus que junto a las secuencias obtenidas de BAL1 y 

BAL3 se alinearon en Bioedit. Las alineaciones fueron analizadas para construir un árbol 

filogenético y comparar las similitudes entre las secuencias por el método de neighbor-

joining (Saitou y Nei 1987) utilizando el software MEGA versión 4.0., en este caso el de 

Kimura con distribución Gamma tabla 9-26 en Neighbor-Joining con un valor de bootstrap 

de 1000. 
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Foto 9-26 Lista de los 24 modelos de sustitución de nucleótidos que mejor se ajustan con la 
máxima Verosimilitud. 

 

 

NOTA: Los modelos con los puntajes más bajos de BIC (Criterio de Información Bayesiano) son 

los que se consideran que mejor describen el patrón de sustitución. Para cada modelo, el valor 

AICC (Criterio de Información de Akaike corregido), también representa el valor de máxima 

verosimilitud (lnL), y el número de parámetros (incluyendo longitudes de rama). La falta de 

uniformidad de las tasas de evolución entre los sitios puede ser modelada mediante el uso de una 

distribución discreta gamma (+ G) con 5 categorías de tipos y suponiendo que una cierta fracción 

de los sitios son evolutivamente invariables (+ I). Siempre que sea aplicable, se muestran las 

estimaciones de parámetro de forma gamma y / o la fracción estimada de sitios invariante. 

Supuesto o valores estimados de sesgo transición / transversion (R) se muestran para cada 

modelo, así. Frecuencias de nucleótidos (f), tasas de sustituciones de bases (r) para cada par de 

nucleótidos. Los valores relativos de r instantánea deben ser considerados al evaluarlos. Por 

simplicidad la suma de valores de r se hace igual a 1 para cada modelo. Para la estimación de los 

valores de ML, se calcula automáticamente una topología de árbol. El análisis incluyó 55 

secuencias de nucleótidos. Las posiciones de codónes fueron incluidos primero 2 ª 3 ª + 

Noncoding. Hubo un total de 2.135 puestos en el conjunto de datos finales. Los análisis evolutivos 

se realizaron en MEGA [2]. Abreviaturas: GTR : general reversibles Tiempo ; HKY : Hasegawa - 

Kishino - Yano ; TN93 : Tamura- Nei ; T92 : Tamura 3 parámetros ; K2 : Kimura 2 - parámetro ; JC 

: Jukes, en la figura 9-13 se puede apreciar el árbol filogenético obtenido. 
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El árbol obtenido (foto 9-27), confirma el porcentaje de identidad en el cual estas dos 

cepas pertenecen al género de Pedioccocus pentosaceus, con un bootstrap de 100. 

 

Foto 9-27 Árbol filogenético obtenido. 

 

 

 

De acuerdo a lo anterior, la identificación de las dos cepas tanto la molecular como la 

bioquímica, no concuerdan, porque bioquímicamente pertenecían al género Lactobacillus 

y molecularmente al género Pedioccocus. Por muchos años, se ha utilizado las pruebas 

bioquímicas como medio para la identificación bacteriana, en el caso de los Lactobacillus, 

estas pruebas no han sido muy acertadas, debido a que algunas cepas pueden mostrar 

resultados muy parecidos (Yeung et al., 2003; Sarmiento, 2008). Las relaciones 

taxonómicas se actualizan de manera constante, por lo que la identificación por métodos 

bioquímicos dependen de que las bases de datos del método API se encuentren 

actualizadas con respecto a la taxonomía más reciente, por lo tanto esta identificación 

errónea por API pudo deberse a que las bases de datos no se encuentran actualizadas 
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respecto a la taxonomía más reciente (Knox et al., 2002). Es por esto que los análisis 

moleculares por medio del 16S RNA se han convertido en una forma efectiva para 

identificar cepas a nivel de especie (Awong et al., 2008; Zapata, 2011) 

 

De a acuerdo a la identificación molecular las cepas BAL1 y BAL3 correspondieron a 

Pediococcus pentosaceus. Osmanagaoglu, en 2011 tambien aisló e identificó 

Pediococcus pentosaceus con efectos probióticos en leche materna. Estos 

microorganismos son cocobacilos, gram positivos, no móviles, no formadores de 

esporas, crecen en condiciones de pH entre 4.5 y 8.0, son homofermentadores (Pritchard 

y Coolbear, 2006) y tienen función starter en vegetales y carnes, además son 

conservantes naturales de alimentos, (Hu, et al., 2006). 

 

Estas bacterias son consideradas probióticas y se han usado en las formulaciones de 

piensos para monogástricos por variada actividad metabolica (Chaucheyras-Durand y 

Durand, 2010), esto coincide con los resultados obtenidos, en donde estas dos cepas 

fueron caracterizadas como bacterias acido lácticas con efectos probióticos, con 

actividad antimicrobiana frente a Salmonella y Clostridium, cuyo efecto se debe a su 

capacidad de producir la bacteriocina pediocina AcH/PA-1, con propiedades inhibitorias 

frente a amplio rango de bacterias Gram positivas, entre la que se encuentran 

Clostridium perfringes, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum. Listeria 

(Papagianni y Anastasiadou, 2009; Uymaz et al., 2009) y Gram negativos entre las que 

se ha visto efectos inhibitorios en el crecimiento de Salmonella resistente a antibióticos 

(Casey et al., 2004; Ham et al., 2010). 

 

No se encontraron reportes de la inhibición de Pediococcus pentosaceus en el 

crecimiento de Candida albicans, lo que concuerda con (Ogunbanwo, 2003). 

En cuanto a la producción de ácido láctico Pediococcus pentosaceus, acidificó y creció 

en lactosuero ácido, lo que concuerda con una de las características de dicho género, 

que son ácidofilos y disminuyen el pH debajo de 4 en aquellos sustratos que crecen, 

debido a la formación del ácido láctico, previniendo así y retrasando considerablemente, 

el desarrollo de otros microorganismos competidores. 
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10. Conclusiones y recomendaciones 

10.1.  Conclusiones 

- Los resultados obtenidos a partir de la detección de la capacidad hemolítica, resistencia 

a condiciones gastrointestinales, sensibilidad a antibióticos conjuntamente con la 

evaluación de la capacidad inhibidora de las cepas frente a patógenos, permite calcular 

el potencial probiótico de cada cepa, permitiendo seleccionar de forma restrictiva las 

cepas acido lácticas con mayor capacidad probiótica. 

 

- En este caso, solo dos de las cuatro cepas aisladas fueron seleccionadas como 

posibles probióticos y corresponden a BAL1 y BAL3, estas cepas se escogieron por su 

viabilidad tanto a condiciones gastrointestinales (pH ácidos, concentración 0.3% sales 

biliares, resistencia a Tripsina), condiciones de almacenamiento y proceso (viabilidad a 

diferentes temperaturas, pH básicos, tiempos de almacenamiento), a la evaluación de su 

posible riesgo patogénico, además son γ-hemolíticas, sensibles a la mayoría de 

antibióticos en uso veterinario, resistentes a las condiciones gástricas e intestinales y 

presenta acción antibacteriana. 

 

- Se encontró que el calostro de cerdas contiene bacterias ácido láctico cuyos extractos, 

fueron efectivos para la inhibición del crecimiento de Salmonella Thipymurium y 

Clostridium perfringens in vitro con promedios de halos de inhibición mayores a 11mm. 

Sin embargo, se hace necesario la realización de ensayos posteriores que permitan 

identificar la naturaleza del mecanismo antimicrobiano usado (origen bacteriolitico o por 

la producción de acidos orgánicos, entre otros). 

 

- El estudio taxonómico y genético determinó que las dos cepas seleccionadas (BAL1 y 

BAL3) pertenecen al género Pediocccocus pentosaceus, lo cual confirma su actividad 
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antimicrobiana por la produccion en los extractos de la bacteriocina pediocina y la 

reducción del pH por el acido láctico al ser esta una cepa homofermentativa. 

-Las cepas quedaron depositadas en GenBank como: 

 BAL1 KJ002453. 

 BAL3 KJ002454. 

 

-Las dos cepas seleccionadas cumplen todas las exigencias establecidas en este 

estudio, basado en las “Guidelines for the evaluation of probiotics in food”, por lo que se 

pueden considerar como probióticas de aplicación biotecnológica. 

 

- Las cepas mostraron crecer satisfactoriamente en un sustrato de desecho como lo es el 

lactosuero, alcanzando concentraciones de hasta 108 UFC/  mL y cuya producción de 

acido láctico fue comprobado por cromatografía de HPLC, lo que favorece a la 

construcción de un ambiente hostil para estos patógenos. 

 

Por lo tanto, se comprobó la hipótesis de que existen bacterias acido lácticas con 

potencial probiótico en el calostro de cerdas, evidenciando que el calostro no es un 

sustrato estéril, lo que aporta las bases para una mayor investigación en el campo del 

uso de estos probióticos en la alimentación de cerdos como una alternativa potencial con 

un alto nivel de especificidad, especie-especifica tanto en tratamientos preventivos como 

coayudantes para las alteraciones ocasionadas tanto por Salmonella Thipymurium como 

Clostridium perfringens en la salud animal. 

 

-Con estos resultados se corroboró que la existencia de estos  m.o  probióticos en el 

calostro materno es uno de los factores de transferencia inmunológica  para el neonato 

que favorecen la colonización de m.o benéficos a nivel intestinal. 

 

Estas cepas por sus características probióticas, producción de bacteriocinas y por ser 

homofermentativas, las convierte en cepas nativas con un gran potencial biotecnológico. 
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10.2 Recomendaciones 

Caracterizar la flora acompañante del Pediococcus Pentosaceus, en el calostro de 

cerdas.  

 

Es necesaria la realización de ensayos posteriores que permitan dilucidar el mecanismo 

de acción y el potencial uso antibacteriano de estas cepas. 

 

Ampliar el perfil de evaluación del Pediococcus Pentosaceus como potencial probiótico, 

incluyendo pruebas como adhesión celular, actividad antioxidante, efecto 

inmunomodulador, entre otras; y pasar a la siguiente fase de selección a través de la 

experimentación in vivo en lechones. 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

A. Anexo: Resultados y pruebas 
estadísticas 

Salmonella 
The TTEST Procedure 

Diferencia: BAL1 - BAL3 

 

N  Media  Dev std  Err std  Mínimo  Máximo 

 

35  0.0546  0.2986  0.0505  -0.7000  0.8000 

 

Media  95% CL Media  Dev std  95% CL Dev std 

 

0.0546  -0.0480 0.1572  0.2986  0.2415 0.3912 

 

DF Valor t Pr > |t| 

 

34  1.08  0.2872 

 

 

 

 
Salmonella 

Procedimiento UNIVARIATE 
Variable: BAL1 

 

Momentos 

 

N    35  Sumar pesos  35 

Media    1.16  Observ suma   40.6 

Desviación std  0.21855138 Varianza    0.04776471 

Asimetría  1.85605157 Curtosis   5.36828547 

SC no corregida   48.72  SC corregida  1.624 

Coef. Variación  18.8406362  Media error std  0.03694193 
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Medidas estadísticas básicas 

Ubicación   Variabilidad 

 

Media  1.160000   Desviación std   0.21855 

Mediana  1.100000   Varianza   0.04776 

Moda    1.100000   Rango    1.10000 

 

Rango intercuantil  0.20000 

 

 

 

Límites de confianza básicos suponiendo normalidad 

Parámetro Estimador 95% Límites de confianza 

 

Media  1.16000  1.08492  1.23508 

Desviación std 0.21855  0.17678  0.28635 

Varianza 0.04776  0.03125  0.08199 

 

 

Tests para posición: Mu0=0.7 

 

Test    -Estadístico-   --P-valor---- 

 

T de Student    t 12.45198   Pr > |t| <.0001 

Signo      M 17.5   Pr >= |M| <.0001 

Puntuación con signo   S 315    Pr >= |S| <.0001 

 

 

Cuantiles (Definición 5) 

Cuantil  Estimador 

 

100% Máx 2.0 

99%  2.0 

95%  1.5 

90%  1.5 

75% Q3  1.2 

50% Mediana  1.1 

25% Q1  1.0 

10%  0.9 

5%  0.9 
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Salmonella 
 

Procedimiento UNIVARIATE 

Variable: BAL1 

 

Cuantiles (Definición 5) 

 

Cuantil  Estimador 

 

1%   0.9 

0% Mín 0.9 

 

 

 

 

Observaciones extremas 

 

------Inferior-----  ------Superior----- 

Valor Observación  Valor Observación 

 

             0.9 33 1.3  8 

0.9 29 1.5 21 

0.9 25 1.5 23 

0.9  2 1.5 24 

1.0 35 2.0  3 

 

 

 

 

Salmonella 
 

Procedimiento UNIVARIATE 

Variable: BAL3 

 

Momentos 

 

N   35 Sumar pesos  35 

Media  1.10542857 Observ suma  38.69 

Desviación std  0.21427501 Varianza  0.04591378 

Asimetría 2.22662116 Curtosis 8.08465351 

SC no corregida  44.3301 SC corregida  1.56106857 

Coef. Variación  19.383886 Media error std 0.03621909 
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Medidas estadísticas básicas 

 

Ubicación     Variabilidad 

 

Media  1.105429   Desviación std   0.21428 

Mediana  1.000000  Varianza   0.04591 

Moda   1.000000  Rango    1.20000 

 

Rango intercuantil  0.20000 

 

 

 

Límites de confianza básicos suponiendo normalidad 

 

Parámetro Estimador 95% Límites de confianza 

 

Media  1.10543  1.03182  1.17903 

Desviación std  0.21428  0.17332  0.28074 

Varianza  0.04591  0.03004  0.07882 

 

 

Tests para posición: Mu0=0.7 

 

Test    -Estadístico-  -----P-valor------ 

 

T de Student   t 11.19378  Pr > |t| <.0001 

Signo     M 17.5  Pr >= |M| <.0001 

   Puntuación con signo  S 315    Pr >= |S| <.0001 

 

 

 

Cuantiles (Definición 5) 

 

Cuantil  Estimador 

 

100% Máx 2.0 

99%  2.0 

95%  1.4 

90%  1.3 

75% Q3  1.2 

50% Mediana  1.0 
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25% Q1  1.0 

10%  0.9 

5%  0.8 

 

Salmonella 
 

Procedimiento UNIVARIATE 

Variable: BAL3 

 

Cuantiles (Definición 5) 

 

Cuantil  Estimador 

 

1%   0.8 

0% Mín  0.8 

 

 

Observaciones extremas 

 

------Inferior-----  ------Superior----- 

 

Valor Observación  Valor Observación 

 

0.80 22 1.3 18 

0.80 21 1.3 20 

0.90 35 1.4 11 

0.90 27 1.4 12 

0.99  8 2.0  1 

 

 

Clostridium 
 

The TTEST Procedure 

 

Diferencia: BAL1 - BAL3 

 

N  Media  Dev std  Err std  Mínimo  Máximo 

 

25  0.0300  0.3758  0.0752  -0.8000  0.8000 

 

Media  95% CL Media  Dev std  95% CL Dev std 

 

0.0300  -0.1251 0.1851  0.3758  0.2935 0.5228 
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DF Valor t Pr > |t| 

 

24  0.40  0.6933 

Clostridium 

 

Procedimiento UNIVARIATE 

Variable: BAL1 

 

Momentos 

 

N   25 Sumar pesos  25 

Media   1.114 Observ suma  27.85 

Desviación std  0.28559879 Varianza 0.08156667 

Asimetría -0.4178247 Curtosis 0.19266711 

SC no corregida  32.9825 SC corregida 1.9576 

Coef. variación 25.6372339 Media error std 0.05711976 

 

 

Medidas estadísticas básicas 

 

Ubicación   Variabilidad 

 

Media  1.114000  Desviación std 0.28560 

Mediana 1.100000  Varianza  0.08157 

Moda  1.100000  Rango   1.10000 

Rango intercuantil  0.30000 

 

 

Límites de confianza básicos suponiendo normalidad 

 

Parámetro Estimador 95% Límites de confianza 

 

Media  1.11400  0.99611  1.23189 

Desviación std  0.28560  0.22300  0.39731 

Varianza  0.08157  0.04973  0.15786 

 

 

Tests para posición: Mu0=0.7 

 

Test   -Estadístico- -----P-valor------ 

 

T de Student t  7.24793 Pr > |t| <.0001 
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Signo   M  10.5 Pr >= |M| <.0001 

Puntuación con signo S  153.5 Pr >= |S| <.0001 

 

 

 

Cuantiles (Definición 5) 

 

Cuantil  Estimador 

 

100% Máx 1.6 

99%   1.6 

95%   1.6 

90%   1.4 

75% Q3  1.3 

50% Mediana  1.1 

25% Q1  1.0 

10%   0.8 

5%   0.5 

 

 

 

 

 

Clostridium 
 

Procedimiento UNIVARIATE 

Variable: BAL1 

 

Cuantiles (Definición 5) 

 

Cuantil  Estimador 

 

1%   0.5 

0% Mín  0.5 

 

 

Observaciones extremas 

 

------Inferior-----  ------Superior----- 

 

Valor Observación  Valor Observación 

 

0.5 20 1.4 14 

0.5 19 1.4 17 
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0.8 23 1.4 25 

0.8 21 1.6  4 

0.9 24 1.6  5 

 

 

Clostridium 
 

Procedimiento UNIVARIATE 

Variable: BAL3 

 

Momentos 

 

N   25 Sumar pesos  25 

Media   1.084 Observ suma   27.1 

Desviación std  0.19723083 Varianza  0.0389 

Asimetría -0.2543318 Curtosis  -1.0236674 

SC no corregida 30.31 SC corregida  0.9336 

Coef. variación 18.1947259 Media error std 0.03944617 

 

 

 

Medidas estadísticas básicas 

 

Ubicación   Variabilidad 

 

Media  1.084000  Desviación std 0.19723 

                                   Mediana 1.100000  Varianza   0.03890 

Moda  1.000000  Rango  0.70000 

Rango intercuantil  0.30000 

 

NOTA: La moda mostrada es la menor de 2 modas con un conteo 6. 

 

 

Límites de confianza básicos suponiendo normalidad 

 

Parámetro Estimador 95% Límites de confianza 

 

Media  1.08400  1.00259  1.16541 

Desviación std  0.19723  0.15400  0.27438 

Varianza  0.03890  0.02372  0.07528 
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Tests para posición: Mu0=0.7 

 

Test   -Estadístico- -----P-valor------ 

 

    T de Student t 9.734786 Pr > |t| <.0001 

Signo   M 12 Pr >= |M| <.0001 

    Puntuación con signo S 150  Pr >= |S| <.0001 

Cuantiles (Definición 5) 

 

Cuantil  Estimador 

 

100% Máx 1.4 

99%   1.4 

95%   1.3 

90%   1.3 

75% Q3 1.3 

50% Mediana 1.1 

25% Q1 1.0 

 

 

 

Clostridium 
 

Procedimiento UNIVARIATE 

Variable: BAL3 

 

Cuantiles (Definición 5) 

 

Cuantil  Estimador 

 

10%   0.8 

5%   0.8 

1%   0.7 

0% Mín 0.7 

 

 

Observaciones extremas 

 

------Inferior-----  ------Superior----- 

 

Valor Observación  Valor Observación 

 

0.7  7 1.3 10 
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0.8 23 1.3 15 

0.8  5 1.3 17 

0.8  4 1.3 19 

0.9 21 1.4 16 
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