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Resumen

Una cepa de Lactobacillus sp. aislada de intestino de pollo, se cultivd en 10 mL
de caldo M.R.S. a 37 °C por 18 horas en anaerobiosis. Este cultivo se centrifugo
a 2000 gravedades por 10 min a 4 °C ; el sedimento se lavdé dos veces en
solucion salina fisiologica estéril; del sedimento se preparé una concentracion
celular de 0,6 x 108 ufc/mL , y a partir de ella, se transfirié 1 mL a cada uno de 63
tubos bacteriologicos que contenian 10 mL de agua potable estéril. Estos tubos
fueron guardados en un lugar fresco a temperatura de habitaciéon por un periodo
de tres meses. El conteo de gérmenes viables se realizé6 en agar M.R.S. a los
dos, tres, ocho, 30; 60 y 90 dias de exposicion. Se comprobd que la cepa
mantuvo su concentracion inicial de 7,77 x10® ufc/mL  sin diferencias
significativas los tres primeros dias, para comenzar a declinar significativamente
hasta los 90 dias, cuando se encontré 7,3 x 102 ufc/mL de viables. Se concluye
que la cepa posee una alta supervivencia en el agua de bebida, siendo este un
caracter basico para ser utilizada como probidtico en la produccion avicola.
Abstract

A Lactobacillus sp. strain isolated from chicken bowels was put into a 10 mL
M.R.S. broth at 37 °C for 18 hours in anaerobic jar. The culture was centrifuged
at 2 000 gravities per 10 min at 4 °C. The sediment thus obtained was washed
twice in a physiologic saline solution. A 0,6 x 10® ufc/mL cell concentration
solution was prepared out of the washed sediment, and 1 mL of this solution was
put into every 63 bacteriological test tubes containing 10 mL sterilized water
each. The test tubes were kept in a fresh place at room temperature for three
months. Viable germ counting was carried out in the M.R.S. agar at 2; 3; 8; 30;
60; and 90 days exposure. The Lactobacillus sp. strain did not change its initial
concentration of 7,77 x 10® ufc/mL. No significant differences were detected
during the first three days; however, a remarkable drop was observed from the
third day on and up to the ninetieth when a 7,3 x 107 ufc/mL viable were found.
Thus the higher water survival of this strain has proved useful as a probiotic one
for fowl production.

PALABRAS CLAVE: Supervivencia, Lactobacillus sp., agua de bebida,
probiotico, concentracion

Introduccion

Los probidticos son microorganismos vivos que, cuando son administrados a
través de la via digestiva, producen resultados positivos en la salud del huésped
(Miltenburg, 1999; Serrano et al., 2000; Guillot, 2001; Amigo et al., 2002).

La utilidad de los preparados probidticos depende de que exista en ellos un
numero adecuado de organismos para que puedan formar una colonia en el
tracto gastrointestinal, y establecer una relacion simbidtica en el animal huésped
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(Arias, 1998; Simon, 1998; Castellanos et al., 1999; Apajalahti y Bedford, 2000;
La Ragione et al., 2001).

Los probioticos estan disponibles en polvo, en grano y en forma liquida, estos
ultimos para usarlos como aditivos en el agua (Ensminger et al., 1999). Se ha
comprobado que una de las causas de variacion en los resultados es la dosis y
las formas de administracion.

Por ejemplo, la granulacion del pienso somete a los microorganismos a
temperaturas y presiones que no pueden resistir (Delbecque, 1991). Por ello se
requiere perfeccionar sus meétodos tecnoldgicos con el fin de proteger a las
bacterias no esporuladas como los Lactobacillus (Guillot, 2001).

Este trabajo tiene como objetivo valorar la capacidad de supervivencia de una
cepa de Lactobacillus sp. en agua de bebida, como criterio para avalar su
potencialidad probidtica en la produccion avicola y las posibilidades del agua.
como via a suministrarlo a los animales.

Materiales y Métodos

La cepa de Lactobacillus sp. aislada del intestino de pollo utilizada en este
trabajo, fue proporcionada por el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad
de Granma, Cuba.

La cepa de Lactobacillus sp. se sembrd en agar M.R.S. (Difco) e incubé a 37 °C
por 24 horas en anaerobiosis (Gas Pak system, BBL, Cockeysville, U.S.A);
después se resembré en 10 mL de caldo M.R.S. pH 6,8; y se incubo a 37 °C por
18 horas en anaerobiosis (Gas Pak system). Este cultivo se centrifugd a 2 000
gravedades por 10 min a 4 °C (Beckman Avanti™ 30), el sedimento se lavé dos
veces en solucion salina fisiologica estéril; (8,5 g/L NaCl), posteriormente se
resuspendio en 2 mL de solucion salina fisiologlca estéril, de esta suspension, se
prepard una concentracion celular de 0,6 x 10° ufc/mL (standard de McFarland) y
a partir de ella, se transfirid 1 mL a cada uno de los tubos bacteriolégicos (63
tubos) que contenian 10 mL de agua potable normalmente empleada en la
alimentacion de las aves comerciales, previa esterilizacion (en autoclave a 121
°C por 15 min). Estos tubos fueron guardados en un lugar fresco a temperatura
de habitacién por un periodo de tres meses. El muestreo de supervivencia se
realizd a los dos, tres, ocho, 30; 60 y 90 dias. Se investigaron 9 tubos para cada
tiempo de exposicidon. El conteo de gérmenes viables se realiz6 mediante el
método de las diluciones consecutivas base 10, cada diluciéon se sembré en
placas de agar M.R.S. (tres placas por dilucion) incubadas a 37 °C durante 72
horas. Los resultados se evaluaron utilizando el paquete estadistico 6.0
Statistica for Windows 1996.

Resultados y Discusion

En la tabla se observan los valores promedios del log de ufc/mL viables de
Lactobacillus sp. en el agua de bebida durante el experimento. Se aprecia que
la cepa mantuvo su concentracion inicial de 7,77 x 10® ufc/mL sin diferencias
significativas los tres primeros dias, para comenzar a declinar significativamente
a los ocho dias hasta los 90 dias, donde se encontré 7,3 x 108 ufc/mL de viables
con una reduccion del 33 %. Sin embargo, esta concentracién celular es
suficiente como para ser utilizada como probioético si tenemos en cuenta las
dosis recomendadas por Colichon et al. (1991), quienes aplicaron una dosis de



0,2 x 10° ufc/mL de Lactobacillus acidophilus vivo para valorar el efecto de ese
germen sobre el peso vivo de ponedoras en el primer mes de vida. Ademas, hay
que sefialar que no se han encontrado referencias que valoren la supervivencia
de lactobacilos en agua, pero si se conoce que el tiempo de conservacion de los
mismos es muy variado y depende de los métodos de conservacion y el sustrato
utilizado.

En tal sentido (Kirsop y Sneell, 1984) emplearon el método de liofilizacion para la
conservacion de lactobacilos y partiendo de una concentracién inicial de
5,7 x 10® ufc/mL con pérdidas de 0,4 x 10® ufc/mL durante este proceso,
obtuvieron un conteo de viables de 5,2 x 10® ufc/mL al primer afio, 5,0 x 10®
ufc/mL a los cinco afios, 4,5 x 10% ufc/mL a los 10 afios, 4,6 x 108 ufc/mL a los 15
afos y 4,6 x 108 ufc/mL a los 20 afios; lo que muestra la supervivencia de los
lactobacilos al proceso de liofilizacion durante largos periodos de tiempo.

Sin embargo, Columbus (1991) refiere que un estudio realizado por la Agencia
Francesa Independiente de Analisis y Control en 1990, encontré que casi la
mitad de 41 probidticos diferentes que fueron probados, no poseian cantidades
detectables de organismos vivos, aunque no refleja el tiempo de conservacion
en que se analizaron las muestras. Havenaar y Huis (1992) plantearon que las
variaciones en los resultados de los probidticos, pueden deberse a la variacion
en la concentracién de los microorganismos viables suplementados en la dieta;
aunque hay que destacar que no solo la concentracion de gérmenes viables
influye en la supervivencia de las cepas probidticas, sino también, las
caracteristicas propias de ellas, para poder tolerar los factores ecoldgicos que
incidan negativamente en su viabilidad. Por esto se debe prestar atencion a los
largos periodos de conservacion de los alimentos suplementados con
probidticos; asi como los procedimientos empleados en la granulacion del
pienso, que someten a los microorganismos a temperaturas y presiones que no
pueden resistir (Delbecque 1991; Guillot 2001).

Conclusiones

La cepa de Lactobacillus sp. permanece viable en el agua de bebida a
temperatura ambiente por un periodo mayor de 90 dias, en una concentracion
todavia adecuada para ejercer sus efectos probidticos, siendo el agua una
buena via para suministrar el probiotico a los animales.
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Datos originales expresados en x10(8) ufc/mL y su % correspondiente y datos
transformados en log ufc/mL de la supervivencia del Lactobacillus spp en el
agua de bebida

Dias en Gérmenes viables ufc/mL Gérmenes muertos
el agua
x108 % Log x10° o Log

0 0,60 100 7,774 0 0 0
2 0,60 100 7,777 0 0 0
3 0,597 99,5 7,772 0,005 0,833 5,69
8 0,57 95,00 7,760 0,03 5 6,47
21 0,46 76,66 7,662 0,14 23,33 7,14
30 0,41 68,33 7,612 0,19 31,66 7,27
60 0,34 56,66 7,531 0,26 43,33 7,41

90 0,20 33,33 7,300 0,40 66,66 7,60
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