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Resumen

Con el objetivo de obtener cepas de Bacillus spp. con actividad probidtica, se realizo la seleccion e identificacion
de aislados de ciego de pollos de traspatio (Gallus gallus domesticus). Para el aislamiento se emple6 el método de
diluciones seriadas y tratamiento térmico (71 °C), con la finalidad de eliminar las células en fase vegetativa y obtener
las endosporas. La seleccion incluyd diferentes pruebas, tales como: resistencia a pH acido (2) y a sales biliares (1,5
g.L! de Ox-Bilis), actividad antimicrobiana frente a cepas de coleccion ATCC y otras no pertenecientes a colecciones
oficiales, y resistencia a 14 tipos de antibioticos. Los datos se analizaron segtin disefio de clasificacion simple y se pro-
cesaron en el programa estadistico INFOSTAT. La caracterizacion e identificacion se desarrollo a través de pruebas
bioquimicas y moleculares (PCR). Se obtuvieron 75 aislados de Bacillus spp., de las cuales solamente dos (20BP y
50BP) sobrevivieron a la accion del pH acido y de sales biliares, presentaron actividad antimicrobiana frente a cepas
patodgenas y fueron sensibles a 14 antimicrobianos. Estos dos aislados, identificados como Bacillus subtilis subsp.
subtilis, mostraron potencial para ser utilizados como probioticos.
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Abstract

In order to obtain Bacillus spp. strains with probiotic activity isolates, from the cecum of backyard chicken (Gallus
gallus domesticus) were selected and identified. For the isolation the method of seriated dilutions and thermal treatment
(71 °C) was used, for eliminating the cells in vegetative phase and obtaining the endospores. The selection included
different tests, such as: resistance to acid pH (2) and to biliary salts (1,5 g.L"' of Ox-Bilis), antimicrobial activity against
ATCC collection strains and others not belonging to official collections, and resistance to 14 antibiotic types. The data
were analyzed according to simple classification design and were processed in the statistical program INFOSTAT. The
characterization and identification were developed through biochemical and molecular tests (PCR). Seventy five isolates
of Bacillus spp. were obtained from which only two (20 BP and 50 BP) survived the action of the acid pH and of biliary
salts, showed antimicrobial activity against pathogen strains and were sensitive to 14 antibiotics. These two isolates,
identified as Bacillus subtilis subsp. subtilis, showed potential to be used as probiotics.

Keywords: biliary salts, thermal treatment, viability

Introduccion | . . o
as familias campesinas, proporcionandoles productos
En el canton Bolivar de Manabi, Ecuador, exis- | de alto valor nutritivo como carne y huevos (Quintero
te una larga tradicién en la produccion de aves de | ¢74/, 2012). Sin embargo, el porcentaje de mortalidad
traspatio (criollas), por ser parte de su cultura culi- | ep Jos pollitos es alto, sobre todo en épocas de mucha
naria. Esta crianza se caracteriza por los bajos cos- | [lyyia y alta humedad. En este periodo las infecciones
tos de inversion y la facilidad en su manejo, de ahi | pacterianas aumentan en las aves domésticas, y dis-

la importancia de mantener dicha produccion a pe- minuye la eficiencia con que estas digieren y absorben
quefia escala. Tal actividad fortalece el bienestar de | |og alimentos (Narvaez et al., 2002).




56 Pastos y Forrajes, Vol. 40, No. 1, enero-marzo, 55-64, 2017 / Fatima Arteaga-Chavez

Una via para mejorar la salud de las aves es el
uso de probioticos, ya que fortalecen el equilibrio
de la microbiota intestinal, estimulan el sistema
inmune, producen sustancias que inhiben el cre-
cimiento de microorganismos patdgenos e incre-
mentan el rendimiento productivo de los animales
(Fuller, 1989; Lourenco et al., 2012; Menconi et al.,
2013). La elaboracion de estos biopreparados bio-
tecnologicos con cepas autdctonas constituye un
reto en la actualidad, principalmente para paises en
vias de desarrollo como Ecuador, ya que los pro-
ductos que se utilizan contienen cepas foraneas que
en ocasiones no estan correctamente identificadas o
en las dosis indicadas.

Dentro de las especies de mayor interés se en-
cuentran las del género Bacillus, que se utilizan
ampliamente en la obtenciébn de biopreparados
probioticos. Sin embargo, es necesario realizar una
adecuada seleccion e identificacion de los aislados,
de forma tal que los microorganismos que se em-
pleen permanezcan en estado viable y en cantida-
des suficientes una vez que superen las barreras
4cida y biliar, demuestren actividad antimicrobiana
y resistencia a los antibioticos, y sean reconocidos
como seguros (Rosmini et al., 2004).

El objetivo de este estudio fue obtener cepas de
Bacillus spp. con actividad probidtica, a partir de
la seleccion e identificacion de aislados proceden-
tes del ciego de pollos de traspatio (Gallus gallus
domesticus).

Materiales y Métodos

Aislamiento de Bacillus spp. y sus endosporas
del contenido cecal de pollos de traspatio

Material biolégico. Con el fin de obtener los
aislados se sacrificaron cinco pollos de traspatio adul-
tos, por el método de dislocacion cervical (Sanchez,
1990). Para el aislamiento de las endosporas de Baci-
Ilus spp. se tomo6 1 g de contenido cecal y se siguio la
metodologia de las diluciones seriadas (Stanier, 1996).
Se realizaron diluciones en solucion salina estéril
0,9 % de NaCl) hasta 10'% las tres tltimas dilu-
ciones se sometieron a 71 °C en bafio termostatado
(UNITRONIC 320 OR) durante cinco minutos para
eliminar las células en fase vegetativa, segun la me-
todologia descrita por Pérez (2000). Posteriormente se
inoculd 0,5 mL en la superficie del medio, en placas
que contenian agar nutriente. La incubacion se realizd
a 37°C durante 24 h (incubadora TermoScientic).

Se seleccionaron 75 colonias con diferentes ca-
racteristicas morfologicas y se sembraron en cuiias

de agar nutriente. Posteriormente se purificaron, se-
gun la técnica de siembra por estrias o agotamiento
(Stanier, 1996).

Pruebas preliminares. Se realiz6 la tincion
de Gram y tincion de endosporas, asi como la prue-
ba de la catalasa (Harrigan y McCance, 1968). Se
seleccionaron todos los aislados que fueran bacilos
Gram positivos con presencia de endosporas, cata-
lasa positiva y crecimiento en aerobiosis.

Supervivencia de las endosporas a pH acido.
Los aislados seleccionados fueron sometidos a dife-
rentes niveles de pH 4acido. Se cultivaron durante 72
h a 37 °C en caldo nutriente a pH 7. Posteriormente
se inocularon en erlenmeyers que contenian 50 mL
de caldo nutriente, ajustado a pH 2 (con HCI 0,1
mol.L") y cultivos controles con pH 7. Los cultivos
se desarrollaron en zaranda termostatada (UNI-
TRONIC 320 OR) durante 3 h a 37°C. Seguidamen-
te, se prepararon diluciones (1:10) y se sembraron
en placas con agar nutriente, las cuales se incuba-
ron durante 24 h a 37 °C. Para realizar el conteo
de las endosporas resistentes se tomaron muestras a
las horas 0 y 3 de incubacion, segun la metodologia
de Refugio (2002). El porcentaje de resistencia a pH
acido se calculd por la ecuacion de Kociubinski ef
al. (1999):

% R pH é&cido = [(UFC.mL")
100] / (UchL-l) caldo nutriente pH 7

Por cada cultivo se realizaron tres repeticiones
y se seleccionaron aquellos aislados con % R pH
acido > 60 %.

Supervivencia de las endosporas en sales
biliares. Los aislados que sobrevivieron a pH aci-
do fueron sometidos posteriormente a la accion de
las sales biliares. Se sigui6 la metodologia descrita
por Refugio (2002) para el estudio de resistencia a
pH acido, con la diferencia que al medio de cultivo
se le afiadio 1,5 g.L!' de OX-Bilis. La tolerancia a
las sales biliares se valoré a través del conteo de en-
dosporas viables en agar nutriente (AN) a las horas
0y 3. El porcentaje de resistencia a las sales biliares
(% R SB) se determind mediante la ecuacion de Ko-
ciubinski et al. (1999):

% R SB = [(UFC.mL")
(UchL-l) agar nutriente sin sales

Por cada aislado se realizaron tres repeticiones.

Determinacion de la actividad antimi-
crobiana. Se empled la técnica de difusion en agar
propuesta por Chaveerach et al. (2004). Se tomaron
5 mL de los cultivos 20BP y 50BP en caldo nutrien-
te a las 0, 4, 8 y 18 h y se centrifugaron a 15 000

caldo nutriente pH2

x 100] /

agar nutriente + sales
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rpm a 5 °C durantel0 min en centrifuga refrigerada
(P-selecta-Mixtasel). Posteriormente se esterilizd
el sobrenadante a través de filtros de acetato de ce-
lulosa con poros de 0,22 mm (Minisart, Sartorius
600 kPa max). Se utilizé el sobrenadante sin mo-
dificar para inocular los pocillos en placas de agar
nutriente.

Cepas indicadoras:

Grupo 1. Cepas de coleccion ATCC (Ame-
rican Type Culture Collection): Staphylococcus
aureus (ATCC-29213), Enterococcus faecalis
(ATCC-29212), Escherichia coli (ATCC-25922).

Grupo II. Otras cepas de referencia: E. coli,
Proteus, Salmonella, aisladas de higado de pollos
de traspatio enfermos e identificadas en el laborato-
rio de microbiologia de la Escuela Superior Politéc-
nica Agropecuaria de Manabi, Ecuador.

Las cepas indicadoras se cultivaron durante 18
h en caldo nutriente a 37 °C y se incubaron en za-
randa termostatada durante 18 h a 37 °C.

Desarrollo de la técnica de difusion en
agar. De los cultivos de las cepas indicadoras se
tomaron 200 pL, que se inocularon en tubos con
20 mL de agar nutriente (con 10 % de Ion-Agar,
Oxoid). En cada placa que contenia las cepas indi-
cadoras se abrieron pocillos de 5 mm de diametro,
en los que se depositaron 60 pL del sobrenadante
de las cepas productoras; las placas se mantuvieron
a 5 °C durante 4 h para una mejor difusion de las
sustancias en el agar. Después se incubaron durante
24 h a 37 °C hasta detectar el crecimiento y la apa-
ricion de los halos de inhibicion. El didmetro de los
halos se midi6 con una regla milimetrada. A cada
valor se le resto el didmetro de los pocillos (Chavee-
rach et al., 2004).

Determinacion de la sensibilidad a los an-
tibidticos. La determinacion de la sensibilidad de
los aislados 20BP y 50BP a los diferentes antibioti-
cos (NEO-SENSITABS™) se realizo por el método
de difusion en discos (Bawer et al., 1966). La sensi-
bilidad se determind por los halos de inhibicion y la
prueba se realiz6 por duplicado.

Caracterizacion e identificacion de las cepas
de Bacillus seleccionadas

Capacidad de crecimiento a altas tempera-
turas, diferentes pH y concentraciones salinas.
Los aislados se inocularon en erlenmeyers de 50
mL, a partir de un cultivo de 18 h a 37 °C en caldo
nutriente, y se incubaron a 45, 50 y 65 °C (Beat-

le y Willians, 1996). Se procedi6é de igual manera
para determinar el crecimiento a diferentes niveles
de pH, para lo cual se ajust6 el medio a pH 6, 7 y
8. También se evalu6 la capacidad de crecimiento
en diferentes concentraciones de NaCl: 3, 5y 7 %
(Fields, 1978). En todos los casos los aislados se
cultivaron durante 18 h y seguidamente de procedid
a la medicion de la densidad optica (DO, A ) en
espectrofotometro (Jenway 6305).

Determinacion de los perfiles de fermen-
tacion de carbohidratos. Se inocularon cultivos
de los aislados en caldo nutriente y se incubaron a
37 °C durante 18 h. Seguidamente se centrifugaron
y lavaron con solucion salina al 0,9 %. A partir de
este momento, se emplearon los API 50 CHB Me-
dium y las Galerias API 50 CH (BioMérieux, S. A.,
France). La identificacion de los aislados se llevo a
cabo mediante la utilizacion del Apilab Plus Sof-
tware, version 3.3.3.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
La PCR se realizé a los aislados seleccionados
como candidatos a probidticos. Para ello, las bacte-
rias se cultivaron por agotamiento en agar nutriente
a 37 °C durante 24 h. A partir de la obtencion de las
colonias puras se siguio el siguiente protocolo:

Extraccion de ADN. Se tomaron dos colo-
nias bien definidas por cada cultivo fresco de 18-24
h, se resuspendieron en 100 pL de buffer de Lisis
y se agregd 1 pL de proteinasa K (PK) a razén de
0,015 mg.uL"; se incubd a 52 °C durante 60 min
en Thermomixer (Eppendorf). Seguidamente, se
realiz6 lisis e inactivacion de la PK por coccién a
98 °C durante 10 min. Se centrifugaron los Eppen-
dorf durante 10 min a 16 000 rpm. Con el sobrena-
dante se preparo la PCR.

Amplificacion de ADN. Se realizé la PCR
en un termociclador (Mastercycler gradient®,
Eppendorf, Netheler, Hinz GmbH, Hamburg, Ger-
many) en el que se colocaron las muestras y se
sometieron al siguiente programa: proceso de des-
naturalizacion inicial de 5 min a 95 °C, seguido de
30 ciclosde30sa95°C,30sa55°Cy30sa72°C.
El proceso finaliz6 con 5 min de incubacion a 72 °C
(Greisen et al., 1994).

Como control positivo se utilizé una cepa de
Bacillus subtilis ATCC-ER229 y un control negati-
vo que presentaba todos los componentes de la PCR
(tabla 1), pero sin ADN molde.

Con el fin de comprobar la amplificacion del
ADN se realizé una electroforesis en gel de aga-
rosa (1,5 %) de los productos de la PCR. Cada po-

600 nm
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Tabla 1. Componentes de la PCR.

Componente (concentracion) Volumen (pL)
H,0 Bidestilada 34,1

Tampon 5

MgCl, (2 mM) 2,5

DNTPs (0,2 mM) (10 mM/mL) 2

Cebadores 16S (0,5 p M) (10 mM/mL) 2,5
Cebadores 23S (0,5 p M) (10 mM/mL) 2,5

Taq ADN polimerasa (10 U/reaccion) (50 M) 0,4

ADN (1 pL/reaccion) (100-400 ng) 1

Volumen total/reaccion 50

DNTP: desoxirribonucleétido trifosfato.

cillo se carg6 con 8 puL de la muestra y 2 plL de
tampon de carga a base de azul de bromofenol 0,25 %
(p/v), glicerol 50 %, EDTA 1 mM y xilencianol
0,5 % (p/v). Se utilizé ademas un marcador mole-
cular (Gene Ruler™ 100 bp DNA ladder plus, MBI
Fermentas).

El ADN de cada aislado se amplificé con los ce-
badores especificos (Goto et al., 2000): 5>-TGT AAA
ACG ACG GCC AGT GCC TAA TAC ATG CAA
GTC GAG CG-3’ y 5’- CAG GAA ACA GCT ATG
ACC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT- 3.

Purificacién y secuenciacion. El ADN am-
plificado se purifico a partir de una banda que se
extrajo del gel de agarosa de 600 pares de bases.
Seguidamente, se realizé una nueva PCR y el pro-
ducto de la reaccion, después de la purificacion y la
amplificacion, se someti6 a una nueva electroforesis
para comprobar su calidad. La secuenciacion de las
muestras se realizo en la Universidad de Leon, Es-
paiia, con un secuenciador automatico ABI PRISM
310 Genetic Analizer (Applied Biosystem).

Se tom6 un fragmento de ADN amplificado por
PCR a partir del ADN gendmico de los aislados que
se evaluaron. Las secuencias se compararon con la
base de datos internacional de la coleccion de nu-
cleotidos no redundantes (nr/nt) del GenBank+EM-
BL+DDBJ+secuencias PDB, mediante el software
BLASTN 2.2.19 (Stephen et al., 1997) que se en-
cuentra en la pagina web del NCBI (National Cen-
ter of Biological Information).

Analisis estadistico. El disefio fue de clasifi-
cacion simple y se empleo el programa estadistico
INFOSTAT, version 1.0 (Balzarini et al., 2001). En
los casos necesarios, se utilizo la déocima de Dun-
can (1955) para la comparacion entre medias. Los
datos representaron los valores medios de tres repe-
ticiones por experimento.

Resultados y Discusion

Se obtuvieron 75 aislados de ciego de pollos de
traspatio. De ellos, 27 presentaron caracteristicas
de Bacillus tales como: bacilos Gram-positivos, ca-
talasa positiva y crecimiento en aerobiosis. Se ob-
servo, ademas, la presencia de endosporas, lo cual
coincide con lo descrito por Mayea ef al. (1997) y
Juarez et al. (2010) para este género.

Las bacterias del género Bacillus llegan de
forma natural al tracto gastrointestinal de las aves
a través de los alimentos (Calvo y Zuiiiga, 2010).
Ademas, en la naturaleza se encuentran en el suelo,
en el agua y en otros ambientes, incluido el intesti-
no del hombre (Barrios, 2013).

En la tabla 2 se muestra el comportamiento de
las 27 cepas que se evaluaron en presencia de pH
acido y sales biliares. Todos los aislados sobrevi-
vieron a pH 4acido; sin embargo, solamente nueve
superaron el 60 % de resistencia, los cuales fueron
seleccionados.

Investigaciones realizadas por Milian (2009)
demostraron que estos microorganismos esporula-
dos se encuentran en conteos de 10° a 10" UFC.g*
de contenido cecal en pollos de ceba. También
Yegani (2010) y Aguavil (2012) aislaron cepas de
Bacillus spp. del contenido del ileon y del ciego
de pollos Broiler Ross-308, las cuales se utilizaron
como probidticos con buenos resultados.

En la tabla 3 se presentan los porcentajes de re-
sistencia de los aislados ante la accion de las sales
biliares. Esta condicion influy6 negativamente en la
viabilidad de las células, ya que solo dos aislados
(20BP y 50BP) mostraron capacidad de resistencia
a esta barrera gastrica.

Las endosporas de algunas cepas de Bacillus
tienen la capacidad de soportar pH acidos y des-
cargas biliares en su paso a través del tracto gas-
trointestinal de los animales (Milian, 2009). Los
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Tabla 2. Aislados resistentes a pH 2 durante tres horas.

Aislado % resistenciaapH2 DE% CV %
2 BP 32,45 0,56 0,46
3 BP 33,71 0,96 1,94
4 BP 30,22 0,78 1,26
5BP 45,52 0,65 0,86
6 BP 59,24 0,67 0,72
7 BP 49,78 0,68 0,51
8 BP 51,45 0,62 0,48
10BP 5778 0,25 0,07
12BP 33,28 0,29 0,10
I5BP 39,58 0,58 0,52
19BP 51,33 0,48 0,53
20BP. 99,92 0,51 0,63
23BP 48,23 0,32 0,15
27BP 52,84 0,84 0,96
28 BP 55,23 1,29 1,95
29 BP 44,88 0,61 0,88
36 BP 97,51 0,79 1,47
41 BP 42,58 0,53 0,65
44BP 98,76 0,39 0,34
45BP 30,93 1,10 1,71
48 BP 98,71 0,49 0,58
50BP 99,33 0,59 0,73
52BP 97,52 0,51 0,59
53BP 98,13 0,73 1,23
54BP 97,78 1,02 2,09
55BP 97,53 0,80 1,45
56 BP 49,56 0,55 0,44

microorganismos que se seleccionen con estos fines
deben sobrevivir a la barrera gastrica para que pue-
dan alcanzar las partes bajas del tracto donde van
a desarrollar su accion probidtica. Overland et al.
(2003) refirieron que los microorganismos que se
empleen deben resistir niveles bajos de pH, ya que
se someten a la accion de los acidos del estomago
durante su transito por el tracto digestivo, donde el
pH puede alcanzar valores muy bajos.

Milian (2009), al evaluar cepas de Bacillus
spp. aisladas de diferentes ambientes, obtuvo que el
33 % mostrd capacidad para resistir pH acidos y
solo dos cepas (C34 y C31) sobrevivieron ante la
presencia de las sales biliares en esta misma con-
centracion. Sin embargo, Barbosa et al. (2005)

Tabla 3. Resistencia de los aislados a la accion de las sales
biliares.

Aislado % resistencia a DE % CV %

sales biliares
20 BP 97,30 0,62 0,95
36 BP - - -
44 BP - - -
48 BP - - -
50 BP
52 BP - - -
53 BP - - -
54 BP - - -
55 BP - - -

aislaron 259 cepas de Bacillus del tracto gastroin-
testinal de pollos y solo el 7 % de estas resistieron la
barrera acida en condiciones de laboratorio. Otros
trabajos refieren que la germinacion de las endos-
poras se afecta por la presencia de las sales biliares
en un 20-25 % (Duc et al., 2005).

Se conoce que a pH 2 muchas cepas disminuyen
sustancialmente su viabilidad (Milian et al., 2014),
por lo que en los aislados que se evaluaron a este
pH se presentd un obstaculo de sobrevivencia su-
mamente drastico para las células bacterianas. No
obstante, este constituye un criterio de seleccion im-
portante si se toma en cuenta el hecho de que el jugo
gastrico de los pollos y patos puede llegar a valores
tan bajos de pH como 0,5-2 (Lara y Burgos, 2012).

Las sales biliares actuan como detergente y
desestabilizan los lipidos presentes en la membra-
na citoplasmatica. Esta situacion trae como con-
secuencia la formacion de poros que perturban
la integridad y la fisiologia de las células, lo cual
puede provocar la muerte (Lara y Burgos, 2012). A
partir de estos resultados se infiere que los aislados
que se evaluaron pueden considerarse potencial-
mente probidticos, ya que podrian transitar el tracto
digestivo de las aves y facilitarian de este modo la
colonizacion de este ecosistema.

Los dos aislados que sobrevivieron a la concen-
tracion de sales biliares (20BP y 5S0BP) resultaron
bacilos Gram positivos, con presencia de endospo-
ras ovaladas y ubicadas centralmente. Las colonias
presentaron forma irregular, de color crema, con
bordes ondulados, estructura interna opaca y ele-
vacion convexa.

Entre 0 y 4 h no se observo actividad antimi-
crobiana (tabla 4) frente a las cepas indicadoras; sin
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Tabla 4. Actividad antimicrobiana de los aislados.

Cepa indicadora

Halo de inhibiciéon (mm)

20BP 50BP

8h
S. aureus ATCC-29213 4,432 6,27%
Enterococcus faecalis ATCC-29212 4,338 5,232
E. coli ATCC-25922 8,430 9,20°
E. coli spp. 11,40¢° 11,17¢
Proteus spp. 9,40° 9,53b
Salmonella spp. 10,334 10,37%
p <0,001 <0,001
EE 0,04 0,41

18h
S. aureus ATCC-29213 9,76° 9,66*
Enterococcus faecalis ATCC-29212 7,522 8,287
E. coli ATCC-25922 10,66 10,10
E. coli spp. 13,76¢ 13,59¢
Proteus spp. 11,60 11,40a%*
Salmonella spp. 12,134 12,840
p < 0,001 <0,05
EE 0,45 1,01

p: probabilidad, EE: error estandar. a, b, ¢, d , e: medias con letras diferentes dentro de cada

columna difieren para p < 0,001 (Duncan,1955).

embargo, a partir de las 8 hasta las 18 h aparecieron
halos de inhibicion en todas las cepas y se mani-
festaron diferencias (p < 0,001) en el didmetro de
estos, debido a la incidencia de las sustancias an-
timicrobianas. El mayor halo de inhibicién en las
cepas ATCC indicadoras se produjo en la cepa de
E. coli alas 8 y 18 h, seguida de E. faecalis y S.
aureus. También coincide que dentro de las cepas
de referencia, el cultivo de E. coli manifestd el ma-
yor halo de inhibicién, seguido por Salmonella y
Proteus.

Se conoce que durante las primeras semanas de
vida de las aves de granja y traspatio el principal
agente causal de las enfermedades diarreicas es E.
coli, y aproximadamente el 70 % de las micosis res-
piratorias en pollitos se acompaifan de infecciones
por enterobacterias, en las que se destaca la pre-
sencia de este germen como el microorganismo co-
munmente mas aislado (Pérez et al., 2011).

Milian (2009) evalué tres cepas de Bacillus (C-31,
C-34 y E-44), y estas fueron capaces de producir
sustancias antimicrobianas que inhibieron total-
mente a cepas indicadoras tales como: Aerobacter,
Staphylococcus, Klebsiella, Proteus, Listeria inocua,

L. monocytogenes, S. aureus 29737, Klebsiella
130300, S. epidermidis 12228 y P. vulgaris 13315.

Laurencio (2010) inform6 que una mezcla de
exclusion competitiva a base de Bacillus spp.y Lac-
tobacillus frente a enteropatdgenos inhibia a E. coli
entre 12 y 24 h. Tales resultados son similares a los
de este estudio, lo cual demuestra que la produccion
de sustancias antimicrobianas se produjo en la fase
logaritmica del crecimiento del cultivo.

Los aislados 20BP y 50BP fueron sensibles a los
14 antibidticos evaluados (tabla 5). Estos resultados son
similares a los reportados por Milian (2009), quien eva-
lué tres cepas de Bacillus con 25 antibidticos y todas
fueron sensibles. Ello indica que estas cepas pudieran
no presentar plasmidos de resistencia; de ahi la impor-
tancia de utilizar pollos de traspatio para el aislamiento
de las cepas, ya que estos animales usualmente no son
tratados con antibidticos. Existe la creencia de que tanto
los cultivos iniciadores para la elaboracion de alimen-
tos, como las bacterias que se usan con fines probioti-
cos, sirven como hospederos de genes de resistencia a
los antibioticos, los cuales pudieran transferirse a las
bacterias patogenas del hombre y los animales (Da-
nielsen y Wind, 2003; Alvarado et al., 2007).
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Tabla 5. Resistencia a diferentes antibioticos

Antibidtico (ug) Cepa
20BP 50BP
Kanamicina 100 s S
Amikacina 300 S S
Ampicilina 33 s S
Acitromicina 15 s S
Eritromicina 200 S s
Amoxicilina 30 s S
Ciprofloxacina 0,5 S S
Estreptomicina 100 S S
Vancomicina 5 s S
Apramicina 40 s S
Bacitracina 40 S s
Neomicina 120 s S
Lincomicina 19 s S
Espectinomicina 200 S s
s: sensible

En la tabla 6 se muestra el crecimiento de los
aislados en condiciones adversas. Se comprob6 que
estos aislados tuvieron la capacidad de crecer en
ese rango de pH y a altas temperaturas. De igual
manera se demostrod que fueron tolerantes a las di-
ferentes concentraciones de NaCl, y no hubo dife-
rencias entre ellos.

El crecimiento de los aislados a altas tempera-
turas, ademas de tener valor taxonémico, demos-
tré la capacidad de estos microorganismos para
crecer en condiciones extremas. Las bacterias que
presentan estas caracteristicas manifiestan mayor
capacidad de crecimiento y pueden proliferar en

el tracto gastrointestinal, donde la temperatura es
superior a los 37 °C (Salminen et al., 1996). El he-
cho de que crezcan a temperaturas superiores a los
50 °C significa que son termdfilas, por lo que se
puede inferir que los aislados deben ser termoes-
tables y permanecer viables sin afectaciones fisio-
logicas negativas. Ello facilita su utilizaciéon en
procedimientos tecnologicos en los que se apliquen
altas temperaturas.

Los perfiles de fermentacion de carbohidratos
se muestran en la tabla 7; los aislados presentaron
igual perfil de fermentacion ante los diferentes azli-
cares.

Las bacterias de esta especie se consideran mi-
croorganismos «generalmente reconocidos como
seguros» (GRAS), segtn el criterio de la Associa-
tion of American Feed Control Officials y la Food
and Drug Administration (Anon, 1998). En la ac-
tualidad esta especie, junto con las bacterias del
género Lactobacillus, son las que mas se emplean
en la obtencion de biopreparados probioticos, con
efectos beneficiosos en la produccién de animales
monogastricos (Rondén, 2009).

Los alineamientos de la secuencia del segmento
de ADNr 16S de ambos aislados con secuencias de-
positadas en el GenBank se muestran en la tabla 8. La
identificacion por técnicas moleculares permitié con-
firmar los resultados de los perfiles de fermentacion
de carbohidratos. Al mostrar un perfil similar y coin-
cidente con la base de datos internacional de la co-
leccion de nucleodtidos no redundantes, estos aislados
(20BP y 50BP) se reafirmaron como pertenecientes a
Bacillus subtilis en un 99 %. Ello confirma la seguri-
dad biolégica de los aislados que se identificaron para
su posible uso en la elaboracion de este tipo de aditivo.

Tabla 6. Capacidad de crecimiento de los aislados en condiciones adversas.

Indicador Crecimiento (DO)
2P DE CV 50BP DE CV P
1,65 0,10 015 178 010 0,13
pH 1,89 009 012 193 007 0,06
143 007 007 131 019 046
Temperatura (°C) 45 1,87 0,12 024 186 016 034
50 177 004 003 175 0,10 017  >005
65 179 009 013 180 013 0,29
NaCl (%) 3 133 010 015 131 021 073
5 127 007 008 1,53 0,12 021
7 12 008 0,13 115 026 109

DE: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion.
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Tabla 7. Perfiles de fermentacion de carbohidratos.

Aislado

20 BP 50 BP
Control - -
Glicerol + +

Eritritol

Azucares

D-arabinosa - -
L-arabinosa +
Ribosa +

+

D-xilosa

+ o+ o+

L-xilosa - -

Adonitol

a-metil-D-xilosida -

Galactosa - -

D-glucosa + +
D-fructosa + +
D-manosa + +
L-sorbosa - -

Ramnosa - -

Dulcitol - -

Inositol
Manitol
Sorbitol

+ + o+
+ o+ o+

a-metil-D-mannoside - -

+
+

o -metil-D-glucoside
N-acetil-glucosamina - -
Amigdalina + +

+: reaccion positiva, -: reaccion negativa

En la figura 1 se muestran los arboles filoge-
néticos de los dos aislados, donde se confirma la
homologia que se establece entre las secuencias ob-
tenidas, con otras depositadas en la base de datos.

Los resultados del presente estudio coinciden
con los de Calvo y Zuiiiga (2010), quienes aislaron
cepas de Bacillus de pollos de ceba y caracteriza-
ron la microbiota perteneciente a este género. Tam-
bién coinciden con los informados por Milian et al.
(2014) al evaluar 48 cepas de Bacillus spp.

Conclusiones

Los aislados 20BP y S50BP, procedentes del
tracto digestivo de pollos de traspatio y que se
identificaron como B. subtilis subespecie subtilis,
demostraron caracteristicas potenciales para em-
plearse como candidatos a probioticos.

Azucares Aislado
20 BP 50 BP
Arbutina + +
Esculina + +
Salicina + +
Celobiosa + +
Maltosa + +
Lactosa + +
Melibiosa + +
Sacarosa + +
Trehalosa + +
Inulina - -
Melezitosa - -
D-rafinosa + +
Almidén + +
Glucogeno + +
Xilitol - -
a-gentobiosa - -
D-turanosa - -
D-lixosa - -
D-tagatosa - -
D-fucosa - -
L-fucosa - -
D-arabitol - -
L-arabitol - -
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