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Resumen

Se evaluó in vitro el potencial probiótico de cepas nativas aisladas de las heces de pollos asilvestrados (Gallus gallus) perte-
necientes a los géneros Lactobacillus sp, Bacillus sp y levaduras tipo saccharomyces sp; se determinó la actividad probiótica 
mediante pruebas de resistencia al ácido (pH  3, 4, 5, 6, 7), sales de bilis (0,05, 0,1, 0,15, 0.3 %), tolerancia al NaCl (2, 4, 
7, 10 %), actividad antagónica (Salmonella sp, E. coli), determinación del tipo de fermentación, crecimiento a temperaturas 
(28, 37, 43 °C) y capacidad de crecimiento. Las cepas con mayor tolerancia se identificaron a través de pruebas bioquími-
cas y fermentación de carbohidratos. Como resultado se observó que tres microorganismos: Saccharomyces sp. (3), Bacillus 
sp. (7) y Lactobacillus sp. (14) poseen propiedades probióticas. 

Palabras claves: Gallus gallus, Saccharomyces sp., Bacillus sp., Lactobacillus sp., aditivos  microbianos.

Abstract 

Was evaluated in vitro the probiotic potential of native strains isolated from feces of wild chickens (Gallus gallus) belonging 
to the genera Lactobacillus sp., Bacillus sp. and Saccharomyces ; probiotic activity was determined by testing acid resistance 
(pH 3, 4, 5.6, 7), bile salts (0,05, 0,1, 0,15, 0,3%), tolerance to NaCl (2, 4, 7,10%), antagonistic activity (Salmonella spp, E. 
coli), production gas (glucose), growth temperatures (28, 37, 43 °C) and growth capacity. The most tolerant strains were 
identified by biochemical tests and carbohydrate fermentation. As a result it was found that three microorganisms: Saccha-
romyces sp. (3), Bacillus sp. (7) and Lactobacillus sp. (14) have probiotic properties. 
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Introducción

En condiciones silvestres las aves como el Gallus ga-
llus, poseen un tracto gastrointestinal en el que reside 
una gran variedad de microorganismos; de tal forma 
que los pollitos eclosionados obtienen las primeras 
bacterias de la boca, buche, excrementos de la ma-
dre y del medio ambiente; sin embargo en las  insta-
laciones avícolas los pollitos eclosionan en un medio 
casi estéril y son ubicados en sus primeras semanas de 
vida en galpones con condiciones higiénicas estables, 
que imposibilitan la colonización de una microbiota 
intestinal beneficiosa; además de esto, los pollos están 
sometidos a situaciones que les producen estrés como 
son: la alta densidad de población, vacunación, altas 
o bajas temperaturas, humedad inadecuada, inciden-
cia de gases tóxicos, inmunodepresión; que ocasionan 
desbalances de la microbiota intestinal en caso de 
que esta exista (Rondón et al., 2008;	Lu et al., 2003).  
De esta manera las aves se encuentran expuestas a la 
incidencia de  microorganismos patógenos que pue-
den causar enfermedades gastrointestinales como la 
salmonelosis y la colibacilosis (Barnes et al., 2003; La 
Ragione et al., 2002).	Para contrarrestar los efectos de 
dichas enfermedades se utilizan los antibióticos de am-
plio espectro; pero estos compuestos han originado 
graves problemas de resistencia microbiana y efectos 
residuales colocando en riesgo la inocuidad alimenta-
ria. Por otro lado se aumentan los costos del modelo 
de producción y una notable disminución en los índi-
ces productivos de la industria avícola.	

Por lo anteriormente expuesto se plantea la utilización 
de probióticos como coadyuvantes dietéticos de origen 
microbiano que benefician la fisiología del hospedante 
al modular la inmunidad de la mucosa y la inmunidad 
sistémica, así como mejorar el balance nutricional y mi-
crobiano en el tracto gastrointestinal (Tannock, 1999); 
en la producción avícola, se reportan resultados sobre 
el uso de estos aditivos microbianos que como en la 
mayoría de los casos, suelen ser muy satisfactorios  por 
los buenos rendimientos en la producción (Ramírez et 
al., 2005). Entre los productos probióticos con propósi-
to aviar, se destacan aquellos que contienen microorga-
nismos autóctonos del tracto gastrointestinal  de aves 
en estado saludable (Miroslava et al., 2004) constitui-
das principalmente por diferentes especies de los gé-
neros bacterianos: lactobacillus, bacillus, estreptococos, 
enterococos y levaduras saccharomyces; los cuales han 
demostrado una alta eficiencia en la reducción de pa-
tógenos intestinales y en el aumento de los indicadores 
bioproductivos (Corrier et al., 1998). 

La especificidad de especies probióticas en el animal, 
es un factor importante que interfiere en la coloniza-

ción y en la adhesión in vivo de los microorganismos, 
(Frizzo et al., 2006);  es necesario realizar una adecuada 
evaluación de cepas de acuerdo con diferentes criterios 
de selección, (resistencia al ácido, sales, temperatura, 
entre otras), de forma tal que los microorganismos co-
lonizadores lleguen en estado viable y en cantidades 
suficientes una vez que han superado las barreras ácida 
y biliar en el tracto digestivo (Tuomola et al., 2001);  los 
resultados de estas pruebas también pueden predecir la 
capacidad in vivo de las cepas; de ahí que, el éxito de 
un probiótico depende en gran medida de realizar una 
buena selección in vitro (Rondón et al., 2008).

El objetivo de la presente investigación fue evaluar ce-
pas nativas aisladas de heces de aves silvestres (Ga-
llus gallus), ante las principales barreras químicas del 
tránsito gastrointestinal, para seleccionar aquellas que 
presenten mayor potencial probiótico y que puedan 
ser utilizadas para elaborar aditivos microbianos regio-
nales destinados a la dieta de polluelos. 

Materiales y métodos

Aislamiento de los microorganismos

A partir de un pool de heces de 30 aves (Gallus gallus) 
sanas, de 1 a 4 meses de edad, alimentadas a base de 
maíz, restos de cocina, vegetales y sin antibióticos,  se 
aislaron bacterias del genero Bacillus sp., Lactobacillus 
sp. y levaduras tipo Saccharomyces sp. Fueron utiliza-
dos medios selectivos, Agar De Man, Rugosa, Sharpe 
(MRS) (Lactobacillus sp.), Nutritivo (Bacillus sp) y Rosa 
Bengala (RB) (Saccharomyces sp.) teniendo en cuenta 
las condiciones de crecimiento (Rondón et al., 2008). 

Cada cepa aislada fue sometida a cuatro pruebas preli-
minares: tinción de Gram, tinción de endosporas (mé-
todo de Wirtz), pruebas catalasa y oxidasa.

Lactobacillus sp.: se seleccionaron aquellas cepas cata-
lasa negativa, oxidasa negativa y bacilos Gram positivos 
en cadenas no esporulados (Kandler y Weiss, 1986).

Bacillus sp.: se seleccionaron aquellas cepas catalasa 
positiva, oxidasa positiva y bacilos Gram positivos en-
dosporados (Granados et al., 1997)

Saccharomyces sp.: se le realizó tinción de Gram y 
montaje con azul de lactofenol (Kreger, 1984; Madi-
gan et al., 2004)

Evaluación de las propiedades probioticas in vitro

A una concentración conocida inoculo (106 UFC/mL) 
de cada uno de los microorganismos se le realizaron 
las siguientes pruebas: 
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a)  Tolerancia a cambio de pH: se evaluaron las 
cepas a diferentes valores de pH, 3, 4, 5.6, 7 
(incubación a 37 °C durante 24 hrs); la sobre-
vivencia y resistencia se comprobó al com-
parar el conteo de microorganismos viables 
del inoculo, con las células sobrevivientes 
después de la incubación a diferentes valores 
de pH (Zavaglia et al., 1998); el porcentaje 
de resistencia fue calculado por la siguiente 
ecuación (Kociubinski et al., 1999):

  % R pH = [(UFC/mL) MRS pH x 100] / (UFC/
mL) MRS (inoculo)

  Se estableció como criterio de selección es-
coger aquellas cepas que resistieron el pH 
por encima del 50 % y se les realizó las si-
guientes pruebas probióticas. 

b)  Tolerancia a sales biliares: el ensayo fue rea-
lizado a diferentes concentraciones de sales 
0,05, 0,1, 0,15 y 0,3 % p/v ajustado el pH =7 
con HCI 5% (incubación a 37 °C durante 24 
hrs); al cabo de este tiempo la sobrevivencia 
y resistencia a sales biliares se comprobó me-
diante la determinación del número de célu-
las viables (UFC) (Brizuela, 2003; Rubio et al., 
2008, Rondón et al., 2008; Avila et al., 2010). 

c)  Tolerancia a cambios de temperatura: fue-
ron probadas diferentes temperaturas, 28, 37 
y 43 °C, durante 24 hrs; la sobrevivencia y 
resistencia a estas temperaturas se compro-
bó mediante la determinación del número 
de células viables (UFC) (Rubio et al., 2008, 
Rondón et al., 2008; Ávila et al., 2010). 

d)  Tolerancia a altas concentraciones de NaCl: 
la prueba se realizó utilizando caldos MRS, 
Malta, Nutritivo y diferentes concentraciones 
de NaCl, 2, 4, 7 y 10 % p/v, (incubación a 
37 °C durante 24 hrs); finalizado el tiempo se 
determino el crecimiento a altas concentra-
ciones de NaCl mediante la medición de la 
densidad óptica (DO) a 600 nm a 0 y 24 hrs. 
(Rondón et al., 2008). 

e)  Fermentación de la glucosa: se utilizaron los 
caldos MRS, Malta, Nutritivo, que contenían 
0,2 % v/v de una solución de purpura de bro-
mocresol (0,5 %) y campanas de Durham; la 
producción de gas se evidencio mediante la 
presencia de gas en las campanas y luego de 
incubación a 37 °C durante 48 hrs (Rubio et 
al., 2008, Rondón et al., 2008).

f)  Prueba de antagonismo: esta prueba fue 
realizada contra Salmonella sp y E. coli per-
tenecientes al banco de cepas del laborato-
rio GRUBIODEQ, las cuales se sembraron en 
forma masiva en agar Mueller hinton; en la 
superficie de estos se colocaron tres discos 
impregnados con los microorganismos de 
ensayo; se introdujeron en la nevera durante 
30 minutos (T = 15 °C) y después se incuba-
ron a 37 °C durante 48 hrs. La acción anta-
gónica se evidencio por la presencia de halos 
de inhibición y crecimiento alrededor de los 
discos. (Leiva et al., 2004; Mejía et al., 2007). 

g)  Capacidad de crecimiento: las cepas que re-
sistieron la presencia de sales biliares, acidez 
se cultivaron en 30 ml de caldo MRS, Malta, 
Nutritivo y fueron incubadas a 37 °C durante 
24 y 48 hrs;  el crecimiento se comprobó me-
diante la determinación del número de célu-
las viables (UFC) y se determinó el porcentaje 
(Laurencio et al., 2002; Rondón et al., 2008). 

Identificación de los microorganismos  
con potencial Probiótico

Los tres microorganismos que presentaron mejores 
propiedades probióticas (Lactobacillus sp, Bacillus sp., 
Saccharomyces sp.), se identificaron mediante pruebas 
bioquímicas: TSI, SIM, UREA, CITRATO, LIA, NITRATO; y 
los carbohidratos: glucosa, sacarosa, lactosa, malto-
sa, manosa, galactosa, xilosa, fructosa; Se  incubaron 
a 37 °C durante 24 hrs (Bergey´S. 1994; Kandler y 
Weiss, 1986). Todos los ensayos por triplicado.

Análisis Estadístico

Para el análisis de los datos se utilizó el programa Sta-
tistix for Windows®; el análisis de varianza se realizó 
para verificar diferencias significativas entre las medias, 
con un nivel de significancia con α  = 0,05 y la prueba 
de Tukey fue usada para realizar las comparaciones 
múltiples entre las medias. 

Resultados y discusión

Se aislaron un total de 20 cepas y de acuerdo a sus 
características macroscópicas y microscópicas, solo 
11 correspondieron a los géneros de interés (Bacillus, 
Lactobacillus y Saccharomyces): 4 Lactobacillus sp, 5 
Bacillus sp  y 2 Saccharomyces sp. 

a)  Tolerancia a cambio de pH. De las 11 cepas 
evaluadas  solo 3: Saccharomyces sp (3), Baci-
llus sp (7) y Lactobacillus sp (14) resistieron el 
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pH = 3 durante 24 hrs, aunque se evidencio 
una disminución porcentual del crecimiento 
en los tres géneros. Sin embargo a pH = 4, se 
presentó el mayor porcentaje de crecimiento 
de las tres cepas lo cual indica la superviven-
cia en condiciones de acidez; mientras que a 

pH = 5.6, 7 disminuyó un poco pero también 
se mantuvo estable el crecimiento (tabla 4); 
por lo tanto solo estas tres cepas fueron se-
leccionadas para realizar las pruebas de resis-
tencia a sales biliares.

Tabla 1. Porcentaje de tolerancia a pH de las cepas seleccionadas

Microorganismos
pH 3 

%
pH 4 

%
pH 5.6 

%
pH 7 

%

Saccharomyces sp (3 ) 2 70 20 40

Bacillus sp (7) 3 90 35 35

Lactobacillus sp (14) 55 95 88 95

  Similares resultados se observaron con Lac-
tobacillus salivarius (Rondón et al. (2008) y L. 
rhamnosus (Brizuela, (2003) en los cuales se 
evidenció poco crecimiento a pH de 3 y un 
incremento significativo de la población a pH 
de 5.

  Es interesante que las cepas evaluadas en la 
presente investigación toleren pH= 3 duran-
te 24 hrs, ya que existen hallazgos en donde 
la cepa Lactobacillus acidophilus M92 solo 
pudo sobrevivir durante 3 hrs a este pH, pro-
duciéndose luego la lisis del 60 % de la pobla-
ción inicial (Suskovic et al., 1997). Introducir 
como criterio de selección la supervivencia 
a pH de 3, permitió detectar los microorga-
nismos resistentes a estas condiciones extre-
mas, sobre todo si se parte del hecho que 
el jugo gástrico de los pollos puede llegar a 
valores de pH de 0,5 - 2,0 (Ehrmann et al., 
2002). En el caso de la levadura, la toleran-
cia al ácido puede deberse a la presencia de 
proteínas especializadas que catalizan el in-
tercambio de cationes monovalentes (Na+ o 
K+) e H+ a través de las membranas, regulan-
do las concentraciones de cationes y el pH a 
nivel citoplasmático y de organelos (Mitsui et 
al.,  2005; Ohgaki et al., 2005). Otro de los 
posibles mecanismos de regulación es a tra-
vés de la ATPasa localizada en la membrana 
citoplasmática. Esta puede crear un gradiente 
electroquímico de protones que conduce al 
transporte secundario de solutos y que está 
implicado en el mantenimiento del pH cer-

cano a la neutralidad (Viegas et al., 1998; 
Sychrovae et al., 1999). En el género Baci-
llus, la tolerancia a la acidez gástrica ha sido 
asociada a la presencia de endosporas (Jira-
phocakul et al., 1990), cuyas estructuras con-
tienen el complejo calcio - ácido dipicolínico 
–peptidoglicano que confieren la resistencia 
a situaciones adversas del medio ambiente 
como: pH, T°, radiaciones, desecación, défi-
cit nutricional, altas presiones y agentes quí-
micos (Madigan et al., 2004)

  Los lactobacillus son generalmente más re-
sistentes a las condiciones ácidas que otras 
bacterias lácticas, siendo capaces de crecer 
hasta un pH de 4, esta resistencia les permite 
seguir creciendo durante las fermentaciones 
lácticas naturales, aún cuando el pH haya caí-
do tanto, que otras bacterias lácticas ya no 
puedan crecer (Madigan et al., 2004).

b)  Tolerancia a sales biliares. Se observó que 
las 3 cepas son capaces de tolerar el rango 
de las concentraciones de sales biliares ex-
perimentadas (figura 1); estadísticamente 
en los tres microorganismos se presenta un 
efecto significativo en el crecimiento a me-
dida que aumenta la concentración de sales 
biliares.  De acuerdo a los resultados obteni-
dos se puede decir, que las tres cepas nativas 
son microorganismos capaces de sobrevivir 
a concentraciones de sales biliares desde 
0,05% (p/v) hasta 0,3% (p/v), pudiendo de-
sarrollar sus actividades metabólicas sin verse 
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Figura 1. Tolerancia a sales biliares de las 3 cepas
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completamente inhibidas, típico en microor-
ganismos aislados de aves de corral. 

  Se ha descubierto que las levadura tipo S. 
cerevisiae soportan concentraciones de 
sales biliares debido a la presencia de pro-
teínas integrales de membrana unidas a 
ATP (proteínas ABC), responsables de la 
translocación de las sales biliares pudiendo 
transportar eficientemente ácidos biliares 
conjugados. Otro posible mecanismo es la 
acumulación de polioles y glicerol, para re-
gular la presión osmótica de la célula. (Ortiz 
et al., 1997) 

  Las bacterias ácido lácticas del género Lacto-
bacillus, son capaces de producir la enzima 
conocida como sal biliar hidrolasa (SBH), que 
cataliza la hidrólisis de las sales biliares con-
jugadas con glicina y taurina. Esta desconju-
gación pudiera ocurrir en la fase estacionaria 
del crecimiento bacteriano, ya que la acti-
vidad de la SBH se incrementa al disminuir 
el pH por producción de gran cantidad de 
ácidos orgánicos (Corzo y Gilliland, 1999).  
Las diferencias en la tolerancia al tránsito gas-
trointestinal también pueden deberse a las 
diferencias existentes en la estructura de la 
pared celular de las distintas especies y géne-
ros bacterianos (Prasad et al., 1998).

  Los valores seguidos de la misma letra no son 
significativamente diferentes con un nivel de 
confianza de 95%.

c)  Tolerancia a cambio de temperatura. Las 
tres  cepas toleraron las temperaturas de 28, 
37 y 43°C durante 24 hrs; estadísticamente 
hay diferencia significativa, lo cual evidencia 
el efecto de la temperatura sobre el creci-
miento de cada microorganismo; la tempe-
ratura de 37 °C fue la que mostró mejores 
resultados para Saccharomyces sp (3) y Baci-
llus sp (7), mientras que para Lactobacillus sp 
(14) fue de 43 °C (figura 2)

  Los valores seguidos de la misma letra no son 
significativamente diferentes con un nivel de 
confianza de 95%.

  La temperatura es uno de los factores más 
importantes que afectan al crecimiento y 
supervivencia de los microorganismos, va-
ría entre los diferentes géneros y reflejan el 
rango de temperatura óptima de su habitad 
natural; a medida que se eleva la temperatu-

ra, las reacciones químicas y enzimáticas son 
más rápidas y el crecimiento se acelera, hasta 
el punto en que tienen lugar las reacciones 
de inactivación (Madigan et al., 2004).

d)  Tolerancia a altas concentraciones de NaCl. 
Se observó un efecto significativo en el cre-
cimiento de los tres microorganismos a me-
dida que aumentó la concentración de NaCl, 
siendo notable en 2 y 4% y muy bajo al 7 % 
y 10% p/v de NaCl (figura 3)

  Los valores seguidos de la misma letra no son 
significativamente diferentes con un nivel de 
confianza de 95%.

  La mayoría de las bacterias son relativamen-
te insensibles a las variaciones de la presión 
osmótica, y se adaptan a cambios fuertes en 
la concentración de solutos del medio, por-
que poseen una pared celular mecánicamen-
te rígida. Basados en lo anterior, se deduce 
que las cepas nativas tienen cierta capacidad 
de acondicionarse ante determinadas con-
centraciones de sales, siendo 7% la máxima 
condición de salinidad tolerada hipertónica-
mente.

e)  Produccion de gas a partir de la glucosa. 
Saccharomyces sp (3), Bacillus sp. (7) y Lac-
tobacillus sp. (14) fermentaron la glucosa sin 
producción de gas, durante las 24 hrs de in-
cubación, demostrando una asimilación del 
carbohidrato; también se evidencia la ruta 
metabólica homofermentativa utilizada por 
el género Lactobacillus sp., indicando la pro-
ducción de ácido láctico.

f)   Prueba de antagonismo. La prueba de anta-
gonismo frente a patógenos, demostró que 
Saccharomyces sp. (3) y Bacillus sp. (7) no 
producen sustancias antimicrobianas que 
puedan difundirse al medio y sean capaces 
de contrarrestar in vitro el crecimiento de 
los patógenos evaluados. Si se observó que 
estos dos géneros realizan exclusión com-
petitiva  haciéndolos resistentes al ambien-
te gastrointestinal siendo su colonización y 
multiplicación más fructífera en comparación 
con los patógenos.

  Lactobacillus sp. (14) si produjo halos de inhi-
bición de 1mm frente a los 2 patógenos,  lo 
cual puede deberse a la producción de sus-
tancias inhibitorias; se ha reportado que este 
género se caracteriza por la  producción de 
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Figura 2. Tolerancia a cambios de temperatura de las cepas seleccionadas
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Figura 3. Tolerancia de las cepas a diferentes concentraciones de NaCl
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bacteriocinas además del ácido láctico (Do-
mitille et al; 2005) 

g)  Capacidad de crecimiento. Los tres microor-
ganismos de estudio mostraron altos valores 
de crecimiento luego de resistir las condicio-
nes expuestas (tabla 2).

 
Tabla 2. Porcentaje de capacidad de crecimiento de las cepas

# Cepa Género
% Capacidad de 

crecimiento

3 Saccharomyces 70%

7 Bacillus 77%

14 Lactobacillus 99%

%Capacidad de crecimiento: % obtenido de la concentración inicial 
y el final 

La capacidad de crecimiento es una propiedad que 
debe caracterizar a las cepas probióticas, ya que de-
ben presentarse en cantidades suficientes para llegar 
al tracto gastrointestinal TGI, resistir los impedimentos 
químicos que aquí se presentan y ser capaces de esta-
blecerse para lograr una buena colonización de la mu-
cosa y el contenido intestinal (Salminen et al; 1996).

En los productos con mayor actividad probiótica se 
emplean los microorganismos autóctonos del tracto di-
gestivo de los animales; se destacan por su efectividad 
en la mejora de los indicadores de salud, al producir la 
exclusión de microorganismos potencialmente patóge-
nos, así como por el  estimulo de la respuesta inmune; 
además de intervenir en la prevención de enfermeda-
des infecciosas en los animales y en el hombre.

Conclusión

Se obtuvieron 3 cepas nativas con potencial probió-
tico pertenecientes a los géneros: Lactobacillus sp., 
Bacillus sp. y Saccharomyces sp., las cuales mostraron 
la mayor tolerancia a las condiciones del tracto gas-
trointestinal como: crecimiento a pH 3, concentración 
de sales biliares y de NaCl de 0.3 %, y 7 % respectiva-
mente, T = 43 °C, exclusión competitiva a patógenos y  
alta capacidad de crecimiento.

Los resultados obtenidos in vitro demuestran que las 
tres cepas nativas poseen propiedades probióticas y 
pueden ser  utilizadas como aditivos microbianos des-
tinados a la alimentación de pollos recién eclosiona-

dos, para controlar su microbiota intestinal benéfica, 
estimular su sistema inmune, inhibir el crecimiento de 
patógenos oportunistas e incrementar los índices bio-
productivos del sector avícola del departamento de 
Córdoba. Sin embargo se requieren estudios in vivo  
para validar sus efectos benéficos.
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