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RESUMEN

Se determind la actividad in-vitro de microorganismos autéctonos (Lactobacillus
brevis, Bacillus subtilis y la mezcla de ambos) para reducir la colonizacion de
Salmonella entérica. Para ello se utilizo6 un DCA con arreglo factorial, en la
inhibicién del enfrentamiento de microorganismos se utilizaron 9 tratamientos
con 4 repeticiones por la técnica de Kirby-Bauer; en la supervivencia de sales
biliares se utilizaron 4 tratamientos y 12 repeticiones por conteo de UFC y en el
analisis de la curva de crecimiento se determind por estadistica descriptiva
mediante absorbancia con un espectrofotometro UV con longitud de onda de 560
nm y un factor de 0,9. Los microorganismos con aplicacion de 3 métodos frente
a Salmonella entérica tuvieron un crecimiento favorable a las 24 horas,
obteniendo un mayor desarrollo con Lactobacillus brevis + Bacillus subtilis por
método de filtracion. En la curva de crecimiento el Lactobacillus brevis tuvo un
mayor desarrollo a la hora 20, con un declive de entre 24 a 32 horas, mientras
gue el Bacillus subtilis tuvo un mayor crecimiento a las 24 horas, disminuyendo
su actividad a las 28 y 32 horas manteniéndose por encima del Lactobacillus
brevis. En la supervivencia a sales biliares, no se encontré variabilidad de
resultados, sin embargo, el Lactobacillus brevis sin sales biliares se destaco
desde el minuto 30 hasta el minuto 120. Se concluye que ambos
microorganismos cumplen con caracteristicas fisicas y biolégicas que los harian
candidatos idéneos para ser utilizados como probidticos en alimentacion animal
con fines en la produccién animal.

PALABRAS CLAVES

Bacterias, prebioticos, sales biliares, halos de inhibicién, curva de crecimiento.
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ABSTRACT

The in-vitro activity of autochthonous microorganisms (Lactobacillus brevis,
Bacillus subtilis and the mixture of both) was determined to reduce the
colonization of enteric Salmonella. To this end, a DCA with a factorial
arrangement was used, in the inhibition of the confrontation of microorganisms,
9 treatments were used with 4 repetitions by the Kirby-Bauer technique; In the
survival of bile salts, 4 treatments and 12 repetitions were used by counting CFU
and in the analysis of the growth curve was determined by descriptive statistics
by absorbance with a UV spectrophotometer with a wavelength of 560 nm and a
factor of 0.9. The microorganisms with application of 3 methods against enteric
Salmonella had a favorable growth at 24 hours, obtaining a greater development
with Lactobacillus brevis + Bacillus subtilis by filtration method. In the growth
curve, Lactobacillus brevis had a greater development at hour 20, with a decline
of between 24 to 32 hours, while Bacillus subtilis had a greater growth at 24
hours, decreasing its activity at 28 and 32 hours staying above Lactobacillus
brevis. In the survival to bile salts, no variability of results was found, however,
the Lactobacillus brevis without bile salts stood out from minute 30 until minute
120. It is concluded that both microorganisms meet physical and biological
characteristics that would make them suitable candidates to be used as probiotics
in animal feed for animal production purposes.

KEY WORDS

Bacteria, probiotics, bile salts, inhibition halos, growth curve.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Hernandez et al. (2013) mencionan que las enfermedades gastrointestinales son
uno de los principales problemas de salud publica en el Ecuador. Se transmiten
por via fecal-oral, o bien por el consumo de agua y alimentos contaminados; en
los laboratorios se centra principalmente en patégenos como: Salmonella,
Escherichia coli, Klebsiella, Mycoplasma, entre otras. Agrocalidad (2013)
argumenta que el pais actualmente no cuenta con ningun programa oficial para
el control, prevencion y peor aun la erradicacion de principales enfermedades

gue afectan a los animales.

Jurado et al. (2009) indican que uno de los procedimientos tradicionalmente
utilizados consiste en el suministro de antibiéticos, sin embargo, han sido
empleados de modo y en dosis inadecuadas, generando la aparicion de cepas
resistentes, cada vez mas patdgenas y con implicaciones negativas en la salud
humana y animal; por este motivo es recomendable disminuir su utilizacion,
promoviendo como una alternativa el uso de probiéticos con el propésito de

equilibrar la microbiota intestinal.

Los probidticos son una alternativa para desarrollar una colonizaciéon
microbiolégica efectiva del tracto digestivo de los animales mejorando la
produccion, el desconocimiento de los beneficios de las bacterias probioticas en
la productividad hace que estas no sean muy utilizadas por los productores
pecuarios y por lo tanto no se favorezcan de las propiedades de estos

microorganismos (Enriquez, 2012).

Se han realizado investigaciones in vitro sobre la actividad antagonista de los
probiéticos frente a cepas patdgenas; los cuales antes de ser usados deben
pasar por un proceso de seleccion en los cuales se consideran varios aspectos
incluyendo caracteristicas funcionales como: viabilidad, persistencia en el tracto
intestinal, inmunomodulacion y propiedades antagonistas; estas caracteristicas
de funcionalidad se establecen en los laboratorios con pruebas in vitro (Gonzélez
et al., 2016).



Por lo antes mencionado se plantea la siguiente interrogante: ¢ Con la utilizacion
de los microorganismos benéficos (Lactobacillus brevis y Bacillus subtilis) se

reducirda el crecimiento de Salmonella entérica?



1.2. JUSTIFICACION

Chavarrias (2007) afirma que desde hace tiempo se estudia la capacidad de las
bacterias acido-lacticas probibticas, conocidas también como las «bacterias
buenas» para prevenir problemas como desérdenes gastrointestinales, y se ha
demostrado cdmo determinadas cepas de este tipo de bacterias tienen efectos
beneficiosos en la salud animal y se utlizan ya en algunos productos
alimenticios. Para disponer de probidticos eficientes para animales es necesaria

la utilizacion de cepas con actividad probidtica cientificamente comprobada.

Jurado et al. (2009) argumentan que una alternativa al uso de antibiéticos son
las bacterias lacticas probibticas suministradas a través de inoculos, con el
propdsito de equilibrar la microbiota intestinal. El uso de los microorganismos
autdctonos con capacidad probidtica es una opcion terapéutica para el

tratamiento y prevencion de algunas patologias animales (Rosmini et al., 2004).

Jurado et al. (2012) expresan que los probidticos como aditivos microbianos
vivos aportan beneficios a la salud del animal, por cuanto mejoran su equilibrio
microbiano intestinal. La aplicacion de estos probidticos en la alimentacion de
animales de interés zootécnico ha permitido mejorar los parametros productivos
de conversion alimenticia, ganancia de peso vivo final y respuesta inmune. Pérez
(2015) indica que las bacterias del género Lactobacillus y Bacillus son uno de los
tipos de probidticos mas comunes utilizados actualmente para mejorar la tasa de

crecimiento, la eficiencia y la resistencia a las enfermedades de los animales.



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL
Determinar la actividad in-vitro de microorganismos autdctonos (Bacillus subtilis

y Lactobacillus brevis) para reducir la colonizacion de Salmonella entérica.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Evaluar la inhibicibn en el enfrentamiento de microorganismos benéficos
(Bacillus subtilis, Lactobacillus brevis y la mezcla de ambas microorganismos)

frente a Salmonella entérica.

Determinar la curva de crecimiento de los microorganismos (Bacillus subtilis,

Lactobacillus brevis), mediante espectrofotometria UV.

Evaluar la supervivencia de cepas de Bacillus subtilis y Lactobacillus brevis en

sales biliares.

1.4. HIPOTESIS

La actividad in-vitro de microorganismos autéctonos (Bacillus subtilis y
Lactobacillus brevis) obtendran resultados favorables mediante el desarrollo en
la curva de crecimiento, supervivencia en sales biliares y la inhibicién en el
enfrentamiento de microorganismos benéficos frente a Salmonella entérica para

reducir su colonizacion.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO
2.1. PROBIOTICOS

El término probidtico es una palabra relativamente nueva que significa “a favor
de la Vida” y actualmente se utiliza para designar las bacterias que tienen efectos
beneficiosos para los seres humanos y los animales. Eli Metchnikoff en el afio
1907, fue galardonado con el premio Nobel por sus trabajos en el Instituto
Pasteur a comienzos del siglo pasado, que afirmé que “la dependencia de los
microbios intestinales con respecto a los alimentos hace posible adoptar
medidas para modificar la flora de nuestro organismo y sustituir los microbios

nocivos por microbios utiles (Vazquez, 2013).

Garcia et al. (2012) mencionan que los probidticos son microorganismos Vivos
(amistosos 0 beneficiosos) que si se consumen regularmente en cantidades
suficientes, pueden modificar el equilibrio bacteriano en el intestino, la microflora
de la cavidad oral, vagina y piel (por implantacibn o colonizacién) en un
compartimiento del huésped y tienen efectos beneficiosos para la salud,
disminuyen en algunos casos la presencia de bacterias patdgenas, estos pueden
afadirse a los alimentos, la composicion es a base de bacterias Gram (+) y (-),

levaduras u hongos.

Delgado (2016) argumenta ademas que los probibticos son microorganismos
gue estimulan las funciones protectoras del tracto digestivo y que también son
conocidos como bioterapéuticos, bioprotectores o bioprofilacticos; su uso ayuda
a prevenir las infecciones gastrointestinales en personas y animales y poseen un

efecto estimulador en el sistema inmune.

2.2. CARACTERISTICAS DE LOS PROBIOTICOS

Garcia et al. (2014) indican que los probidticos deben reunir las siguientes
caracteristicas: No ser sensibles a las enzimas gastrointestinales, ser estables
frente a acidos y bilis, no conjugarse con sales biliares, poseer capacidad para
adherirse a las superficies epiteliales, sobrevivir en el ecosistema intestinal,
producir sustancias antimicrobianas y tener capacidad de crecimiento rapido en

las condiciones del intestino grueso.



Ademas en el caso de ser utilizados en el alimento deben tener la suficiente
estabilidad y capacidad de supervivencia en el pienso, sobrevivir y mantenerse
viable en el aparato digestivo, particularmente durante su transito por el
estbmago cuyo bajo pH supone una barrera, poseer capacidad para competir
con la flora potencialmente patégena en algun tramo del aparato digestivo o
producir metabolitos con efecto antimicrobiano para la flora indeseable (Segura
et al., 2013).

2.2.1. ESTABILIDAD EN EL PASO POR EL ESTOMAGO

Los probidticos pueden afectar de forma benéfica al animal modificando las
interacciones metabdlicas que tienen lugar en el intestino. Esto puede suceder
por medio de la supresién de reacciones generadoras de metabolitos. La
mayoria de los microorganismos caracterizados como probiéticos no han sido
sometidos a pruebas de resistencia frente a acidos. Varios estudios han
demostrado que la matriz de alimentos consumidos juntamente con los
probidticos puede tener un efecto protector frente a los acidos del estbmago
(Gonzales, 2011).

Los microorganismos probiéticos pueden potenciar reacciones de
desintoxicacion, estimulando la digestion mediante sustitucion de deficiencia de
enzimas digestivas o sintetizando vitaminas u otros nutrientes no disponibles en
la dieta, mejorando la absorcion de nutrientes, resultante en un aumento de peso,

especialmente benéfico en animales de engorde (Ortiz, 2007).

2.2.2. RESISTENCIA A LAS SALES BILIARES

La bilis, es una solucion acusa verde-amarillenta cuyos mayores componentes
son &cidos biliares, colesterol, fosfolipidos y el pigmento biliveridina. Es
sintetizada en los hepatocitos del higado, almacenada y concentrada en la
vesicula biliar y liberada al duodeno después de la ingesta de comida, la bilis es
un detergente biolégico que emulsiona y solubiliza los acidos grasos de cadena
larga; por lo tanto juega un rol esencial en la digestion de grasas. Esta propiedad
de detergentes, también le confiere actividad antimicrobiana, al generar la
disolucion de las membranas bacterianas (Ortiz, 2007).



Los acidos biliares primarios, el &cido célico y quenodeoxicoico, son sintetizados
el colesterol en el higado. Los acidos biliares son eficientes conservados bajo
condiciones normales, por un proceso de recirculacion enteropatica,
microorganismos como Lactobacillus spp, poseen enzimas hidrolasas (BSH) que
generan la desconjugacion de las sales biliares, que hidrolizan el enlace amida
y liberan glicina y taurina de la base esteroide, mecanismo por el cual pueden
resistir concentraciones de sales biliares en pruebas in vitro y el paso por el TGI

en animales (Ortiz, 2007).

Sin embargo, el pH &cido del estbmago, no es el anico impedimento con el que
se encuentran los microorganismos candidatos a llegar vivos al intestino para
ejercer alli su efecto beneficioso en el huésped. En el intestino delgado, el
obstaculo mas importante para los microorganismos son las sales biliares, por lo
que los probidticos para ejercer sus efectos beneficiosos no deben sucumbir a la
accion de este bactericida natural. La concentracion de sales biliares en el
intestino es variables y dificiles de predecir. Las transformaciones microbianas

de los acidos y sales biliares son numerosas (Gonzales, 2011).

2.2.3. CAPACIDAD DE ADHESION AL INTESTINO

La capacidad de adhesion a las células epiteliales del intestino es un importante
criterio para los probiéticos ya que solo las cepas que se puedan adherir podran
llevar a cabo una colonizacion efectiva y ejercer los efectos beneficiosos que
proveen los probiéticos en su interaccion con el huésped. La capacidad de
adhesién es un factor mas importante que el tamafio de la bacteria a la hora de

competir con el resto de la flora (Gonzales, 2011).

2.3. MECANISMO DE ACCION

Lépez et al. (2007) sefialan que los mecanismos por los que los probioticos
realizan su funcidn son diversos, si bien podrian ser facilmente entendidos desde
el punto de vista del equilibrio ecoldgico bacteriano, y esto es importante en

especial en el caso del efecto de los probiéticos en el intestino.

Competencia por la adhesion en los receptores del epitelio intestinal y
competencia por nutrientes. Esta apreciacion se refiere a la capacidad de las
bacterias probioticas de competir con bacterias patdgenas por un lugar en la



pared intestinal y por nutrientes para fijarse exitosamente en el epitelio,
generando la oportunidad de reconocer cualquier cosa que afecte el equilibrio de
la flora intestinal normal pudiendo dar acceso directo a los patdgenos que se

multiplicaran mas facilmente para fijarse en el epitelio (Angel, 2013).

Las bacterias intestinales contribuyen a la correcta permeabilidad de la mucosa
intestinal. Determinados microorganismos perjudiciales incrementan la
permeabilidad y favorecen el paso de bacterias y macromoléculas de la dieta a
través de la mucosa. Diferentes probioticos pueden prevenir y reparar dicho
dafo, lo cual ha sido constatado in vitro en cultivos celulares e in vivo utilizando

animales de experimentacion (Lépez et al., 2007).

Alteracion de los niveles de pH y de Oxigeno haciéndolos desfavorables a los
patdgenos. La induccion de un pH acido por debajo de 4, En parte por la
produccién de acetatos, butiratos, favorece el crecimiento de las bacterias
tolerantes del acido. Algunos probidticos, como los lactobacilos, generan
peréxido de hidrégeno, que reduce el pH Iluminal y el potencial redox,
produciendo bacteriocinas que inhiben el crecimiento de las bacterias patégenas
que, en ocasiones, mediante la presion baja de oxigeno favorecen el crecimiento

de anaerobios (Angel, 2013).

Produccion de sustancias antimicrobianas como &cido lactico y otros acidos de
cadena corta, metabolitos como peroxido de hidrégeno, di acetilo y
bacteriocinas, entre otros que reducen el nimero de células patégenas posibles,

perturbando el metabolismo bacteriano o la produccion de toxinas (Angel, 2013).

2.4. BENEFICIO DE LOS PROBIOTICOS

El efecto benéfico de los probibticos esta relacionado con su habilidad para
interactuar y adherirse a la pared intestinal. La adhesion de las bacterias
probidticas al intestino ocurre por la asociacion de las mismas con la mucosa o
por adherencia al epitelio; para ello, debera haber una interaccion de fuerzas
atractivas y repulsivas entre las superficies participantes. Las bacterias
probidticas tienen efectos benéficos en el epitelio intestinal ejerciendo acciones
diversas sobre la salud mediante distintos mecanismos de accion (Rodriguez et
al., 2010).



Ademas de su contribucion al mantenimiento del equilibrio en la microbiota y de
las funciones normales del intestino, los probiéticos pueden mejorar la
productividad del animal a través de una serie de acciones benéficas; es
importante considerar su contribucion para modular el funcionamiento 6ptimo del
sistema inmunologico y para bloquear las sefiales quimicas que emiten los
enteropatégenos para coordinar su virulencia. Adicionalmente, los probioticos
contribuyen a la digestion de la fibra dietética, también estimulan la absorcion de

nutrientes (Hansen, 2011).

Las preparaciones probidticas pueden ser administradas inmediatamente
después del nacimiento de los animales o en periodos en los que el productor
espera la aparicién de enfermedades (preventivo), o mezcladas en el alimento
por periodos de tiempo largo; los microorganismos pueden ser ingeridos
mediante su adicion en el agua o en el alimento. En lugares con alta incidencia
de enfermedades diarreicas es apropiado introducir una cepa probiética tan
pronto como sea posible, de tal forma que se garantice la colonizacion del

intestino con la cepa prebidtica capaz de inhibir al patdgeno (Garcia et al., 2014).

2.4.1. PREVENCION DE ENFERMEDADES

Las bacterias probiéticas frenan el crecimiento de organismos patdgenos en el
tracto gastrointestinal, luchan por los alimentos disponibles y el espacio
disponible y segregan entonces sustancias como acido lactico y otros acidos
organicos, y sustancias que funcionan como antibiéticos, que se conocen por el
nombre de bacteriocinas, de esta manera se crea un medio en el que los
elementos patdégenos no pueden crecer. Las investigaciones realizadas
demuestran el funcionamiento antagonico de los probidticos y la capacidad para

curar infecciones intestinales (Garcia et al., 2012).

En aves de corral los beneficios de la suplementacion probiotica se divulgan en
el funcionamiento de los pollos y la salud con evidencia de una mayor resistencia
de los pollos a Salmonella, E. coli o infecciones por perfringens (Chaucheyras,
2010).
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2.4.2. EFECTO INMUNOLOGICO

Al mejorar la resistencia inmunoldgica del animal, se disminuye la utilizacion
abusiva de antibiéticos, su costo y dificultad de administracion. Particularmente
en el tratamiento de aves ponedoras, se evita la transmision de salmonelosis a
través de los huevos. Se ha comprobado que los intestinos de los animales
nacidos de madres tratadas con probidticos estan libres de patégenos, lo que
optimiza la capacidad de sobrevida en las primeras 72 horas de vida (Wirz,
2017).

2.4.3. CONTRIBUCION A LA DIGESTIBILIDAD DE NUTRIENTES

Contribuye a la digestibilidad de nutrientes porque contienen enzimas que
ayudan a digerir los alimentos. Realizan un control higiénico ambiental de las
naves de produccion, esto se debe a que al ser las heces provenientes de
intestinos no contaminados y al realizarse correctas fermentaciones intestinales,
se logra homogeneizar y mejorar la textura y olor de las heces siendo estas aptas

como fertilizantes (Garcia et al., 2012).

2.4.4. EFECTO HIPOCOLESTEROLEMICO

La presencia de probidticos ha mostrado que aumenta la actividad de las
hidrolasas de las sales biliares que se unen al colesterol y ayudando a su
eliminacién, por lo que tiene un efecto hipocolesterolémico (Ewaschuk y
Dieleman, 2006).

2.4.5. PRODUCCION DE VITAMINA

Produccion de micronutrientes, especialmente vitaminas (algunas vitaminas del
complejo B), antioxidantes y aminas, muchos de los cuales son utilizadas por
todo el organismo. Eliminacién de toxinas y sustancias innecesarias del lumen.
Participa en la regulacion de funciones intestinales, tales como: Utilizacion de
mucus, absorcion de nutrientes, motilidad gastrointestinal y flujo de sangre, lo
cual ocurre a través de la produccion de &cidos grasos de cadenas cortas,

hormonas, enzimas, poliaminas y citoquininas y oxido nitroso (Aguavil, 2012).

2.4.6. EFECTO EN INDICADORES PRODUCTIVOS
La adicién de probidticos ha demostrado efectos beneficiosos en el rendimiento

de crecimiento de las aves de corral. En los pollos de engorde, la suplementacion
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de una dieta con probiéticos ha dado como resultado una tasa de conversion de
alimento mejorada y un peso vivo promedio en comparacion con el grupo control.
Ademas la administracién del probiotico de multiples cepas en el agua potable
aumenta significativamente la ganancia de peso diaria promedio, la eficiencia

de la alimentacion y una reducida tasa de mortalidad (Yirga, 2015).

Favorece con una mejor absorcibn de los nutrientes de los formulados
alimenticios con el consiguiente aumento del indice de conversion y su

significado econdmico en ganancia de peso (Toledo, 2015).

2.5. Lactobacillus

John et al. (2013) expresan que el Lactobacillus o bacteria del acido lactico es
un género de bacterias Gram positivas anaerobias facultativas, denominadas asi
debido a que la mayoria de sus miembros convierte lactosa y otros
monosacaridos en acido lactico. Es susceptible a temperaturas elevadas 45
°C. Morfolégicamente, algunos bacilos son bastones delgados y largos, otros
son algo parecido al colibacilo. Muchos cultivos muestran una forma diplobacilar

caracteristica, a menudo reniforme.

2.5.1. TIPOS DE Lactobacillus
John et al. (2013) afirma que dentro del género de los Lactobacillus, los

microorganismos mas relevantes son:
e Lactobacillus acidophilus DDS-1 Es la cepa mas importante.

e Lactobacillus casei Trabaja conjuntamente con otros organismos ayudando

al crecimiento de otras bacterias benéficas.

e Lactobacillus plantarum Resiste niveles bajos de pH y es capaz de

sobrevivir a las concentraciones de bilis del intestino.

e Lactobacillus salivarius Promueve la salud intestinal y ayuda también a

mantener la salud oral.

e Lactobacillus rhamnosus Ayuda a eliminar las ocasionales molestias

intestinales trabajando para mantener una microflora saludable.
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e Lactobacillus brevis Bacterias productores de acido lactico que ayudan a

mantener el tracto intestinal saludable.

e Bifidobacterium lactis Bacteria benéfica que se encuentra en el yogurt de

leche cruda que ayuda a mantener la respuesta inmunitaria.

e Bifidobacterium longum Ayuda a mantener el sistema digestivo en perfecto

estado a la vez que estimula el sistema inmunoldégico.

2.6. Lactobacillus brevis

Pavlova et al. (2012) indican que el Lactobacillus brevis es una bacteria Gram-
positiva de la especie de bacterias del acido lactico, hay aproximadamente 16
cepas diferentes. Puede encontrarse en muchos ambientes diferentes: alimentos
fermentados y como microbiota normal. L. brevis es uno de los
principales Lactobacillus especies encontradas en Tibicos granos (aka agua
kéfir) y ha sido identificado como las responsable de la produccién de especies
la polisacarido (dextrano) que forma los granos. Principales metabolitos de L.

brevis incluyen acido lactico y etanol (Pidoux, 1989).

2.7. USO DE Lactobacillus brevis COMO PROBIOTICO

Entre los microorganismos que mas se utilizan como probiéticos se encuentran
las bacterias &cido lacticas (BAL), especificamente los del género Lactobacillus,
los cuales tienen un uso benéfico en el tracto gastrointestinal de los animales,
fortaleciendo la actividad del tracto gastrointestinal sin cambiar o alterar las
normales funciones del organismo y se caracterizan por producir diferentes

sustancias que inhiben a los microorganismos patégenos (Rondon et al., 2012).

Cuadro 2.1. Principales probiéticos

Género Lactobacillus Género Saccharomyces Genero Leuconostoc
Lb. Johnsonii S. cerevisiae Ln. latis
Lb. acidophilus S. unisporus Ln. Mesentroides. sp cremoris
Lb. kefiranofaciens Ln. Mesentroides. sp
Lb. zeae Dextranicum

Lb. plantarum Genero Kluyveromyces Otros Géneros
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Lb. brevis K. marxianus sp. Marxianus Candida Kefir

Lb. fermentum K. marxianus sp. Torulaspora delbrueckin

Fuente: Garcia et al. (2012).

Se ha observado que la adicién de probioticos genera estimulo en el desarrollo
de drganos linfoides como el timo y la bolsa de Fabricio. Probablemente esta
accion permite a las aves ejercer una mejor respuesta inmune frente al ataque
de patégenos (Alkhalfa et al., 2010).

Especies del género Lactobacillus han demostrado en granja su eficacia en la
disminucién de la mortalidad por enteritis necrética (30% vs 60%), un probiético
a base de cultivos de Lactobacillus redujo significativamente la presencia de
Salmonella enteritidis en pollitos neonatales tras ser infectados con este

patogeno (Higgins et al., 2008).

Capcarova et al. (2010) estudiaron el efecto de la cepa de E. faecium y de otra
bacteria productora de acido lactico, Lactobacilus fermentum, sobre el
metabolismo y el estado antioxidante de los pollos. Los autores observaron que
la adicién de probioticos en el agua redujo el contenido de triglicéridos en sangre.
Ademas, el estado antioxidante plasmatico total en los dos grupos
suplementados con probidticos mejord significativamente respecto al grupo

control.

Mookiah et al. (2014) desarrollaron una investigacion en efectos de los
probioticos sobre el rendimiento, las poblaciones de bacterias cecales y las
concentraciones de fermentacion cecal de los pollos de engorde, en este trabajo
se utilizaron algunas cepas de Lactobacillus, entre ellas cepas de L. brevis; se
demostré el aumento de las poblaciones cecales de lactobacilos y bifidobacterias

y disminuyo E. coli cecal.

Algunos experimentos hechos por Yamawaki et al. (2013) al realizar conteo
de Salmonella enteritidis, después de la inoculacion in ovo y la inoculacion por
inmersion de cepas de Lactobacillus, no demostraron una disminucién
significativa de esta bacteria en los ciegos de las aves. A diferencia, de Olivera

et al. (2014) quienes al administrar probidticos in ovo a través de la camara de
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aire, demostraron que las aves suplementadas e infectadas con Salmonella
enteritidis tenian significativamente menor carga de Salmonella y mejor

ganancia de peso.

Alkhalf et al. (2010) utilizaron un probidtico a base de Pediococcus acidilactic a
una dosis de 10° ufc/g observaron aumento significativo sobre el peso de las
aves, respecto a la conversion alimenticia, también evidenciaron efecto
significativo, los resultados descritos corroboran los hallazgos de Kabir (2009)
quien evidencid una ganancia de peso altamente significativa, después de

suministrar probidticos a pollos de engorde en el alimento.

Kabir (2009) observé resultados significativos al encontrar un mejor sabor en la
carne de aves suplementadas con probidticos; mientras que Pelicano et al.
(2003) no evidenciaron mejoras en la palatabilidad ni en el aspecto general de
esta. Por otra parte, la suplementacién con probi6ticos también ha manifestado
tener efectos sobre las grasas, ya que disminuyen la concentracién de
fosfolipidos de la carne, el colesterol en la yema de los huevos y la reduccién de

la grasa abdominal de las aves (Krél et al., 2013).

2.8. Bacillus subtilis

El género Bacillus subtilis pertenece a la familia Bacilliaceae, es un género que
hoy en dia incluye méas de 60 especies de bacilos. Este género esta formado por
microorganismos bacilares Gram positivos, formadores de endosporas. Son
anaerobios 0 aerobios facultativos son catalasa positivos. Las células
bacterianas de este género tienen un amplio tamafio que varia 0,5 a 2,5 pm x
1,2-10 um. Este género se encuentra comunmente en suelos y plantas donde

tienen un papel importante en ciclo del carbono y el nitrégeno (Koneman, 2001).

Vive dentro de los limites de 55 a 70°C. Es un gran controlador bioldgico, Bacillus
subtilis promueve el desarrollo de las plantas y previene las enfermedades del
suelo causadas por Sclerotium rolfsii, Fusarium spp., Verticillium spp, Sclerotinia
sclerotiorum, Phytophthora capsici, Pythium spp, y el nematodo nodulador de
raices (Meloidogyne spp) y Rhizoctonia solani, agente causal de la enfermedad

denominada “mal del tallito” del algodonero (Cuervo, 2010).
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2.9. Bacillus subtilis COMO ADITIVO SEGURO

Bacillus subtilis ha sido utilizado como probidtico desde 1986 para mejorar el
rendimiento productivo. El B. subtilis como aditivo para pollos de engorda con un
contenido minimo de 1 x 107, y uno maximo de 5 x 107 UFC/kg en dieta
completa. B. subtilis; es una especie con evaluacion QPS (Qualified Presumption
of Safety) por la EFSA por la sensibilidad a antibioticos y la ausencia de potencial
toxigénico, lo que es considerado aditivo seguro para aves, para el consumidor

y para el medio ambiente (Gonzalez, 2009).

2.10. Salmonella

Los microorganismos pertenecientes al género Salmonella son bacilos
gramnegativos, incluidos en el grupo de las enterobacterias; son méviles, con
pocas excepciones, no fermentan la lactosa, no producen desaminasas y se
identifican con base en sus propiedades bioquimicas. Muchos serovares de
Salmonella son patégenas para el hombre, los animales o ambos (Rincén et al.,
2011).

En la actualidad se reconoce la existencia de dos especies: S. entérica y S.
bongori; a su vez S. entérica se subdivide en seis subespecies: entérica,
salamae, arizonae, diarizonae, houtenae, indica y dentro de cada subespecie se
encuentran distintos serotipos o serovares identificados en funcién de su
respuesta serologica, permitiendo la caracterizacion de 2,579 serotipos, este es
un método ampliamente utilizado con fines epidemiolégicos, que identifica los
serovares prevalentes en cada region y la etiologia de brotes e infecciones en

humanos y animales (Rincon et al., 2011).

2.11. Salmonelosis

La salmonelosis es una enfermedad infecciosa zoonética que afecta tanto al
humano como a los animales, es causada por una bacteria de la especie
Salmonella. Es de distribucion mundial y se considera un importante problema
de salud publica. Las aves se ven involucradas en la transmision debido a que
estas, una vez estan infectadas con el microorganismo en su sistema digestivo

pueden eliminarlo y contaminar los huevos al pasar por la cloaca y la carne a la
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hora de su manipulacion siendo estas formas las vias mas importantes de

contaminacion de las aves (Herrera y Jabid, 2015).

Los animales infectados excretan Salmonellas en cantidades considerables en
las heces y orina, contaminando el ambiente, lo cual propicia la diseminacion por
via oral, cuando los animales susceptibles ingieren agua o alimento contaminado
con materia fecal; las bacterias eliminadas en las heces pueden sobrevivir hasta

10 o mas meses (Flores, 2016).

Una vez que Salmonella ha alcanzado el intestino, es capaz de persistir en la
mucosa, evadiendo los mecanismos bactericidas de las enzimas digestivas, las
sales biliares, Inmunoglobulina A secretoria, péptidos antimicrobianos y otros
mecanismos defensivos de la inmunidad innata. La forma en que Salmonella
interacciona con las células epiteliales y es capaz de atravesar el epitelio hasta
la submucosa ha sido ampliamente estudiada en modelos animales e

infecciones de cultivos celulares in vitro (Betancor y Yim, 2012).

2.12. ESPECTROFOTOMETRIA UV

Camelino et al. (2018) expresan que la espectrofotometria UV/Visible es una
técnica que se basa en la capacidad de las moléculas en solucién de absorber
la radiacién incidente, ya sea en forma total o parcial, es posible detectar la
absorbancia de determinados elementos cromoforos en el rango de longitudes
de onda comprendido entre 190 y 700 nm, es decir, desde el cercano UV (190 a
400 nm) hasta todo el espectro visible (400 a 700 nm) inclusive. La eficiencia con
la cual las moléculas absorben energia a una determinada longitud de onda,
depende de la estructura atdbmica y de distintas condiciones del medio

(temperatura, pH, fuerza ionica, etc.).



CAPITULO Ill. DESARROLLO METODOLOGICO
3.1. UBICACION DE LA INVESTIGACION

El desarrollo de esta investigacion se efectué en la Unidad de Docencia,
Investigacion y Vinculacion del Laboratorio de Biologia Molecular de la carrera
de Medicina Veterinaria perteneciente a la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi “Manuel Félix Lopez” ubicada en el sitio el Limoén en la
ciudad de Calceta-Manabi-Ecuador, en las coordenadas 0°49°15.35” de latitud

Sury a 80°11°01.52” de longitud Oeste, con 15 msnm.

3.2. CARACTERISTICAS CLIMATICAS
Las caracteristicas climaticas en el sitio EI Limén, de la parroquia Calceta

ubicada en el cantén Bolivar de la Provincia de Manabi son:

Cuadro 3.1. Caracteristicas climaticas

Precipitacion media anual 782,6 mm
Temperatura media anual 26 °C
Humedad relativa 81,40%
Heliofania anual 1109,8 (horas)
Viento 1,6 m/s
Evaporacion Anual 1256,3 mm

FUENTE: Estacion Metereoldgica de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi “Manuel Félix Lopez”
(2018).

3.3. DURACION DEL TRABAJO

La presente investigacion tuvo una duracion de 24 semanas, las cuales, se
repartieron de la siguiente manera; se dedicaron 10 semanas al trabajo de
campo en laboratorio y las 14 semanas restantes fueron empleadas para la

tabulacioén, organizacion y correccién de material investigativo.

3.4. FACTORES EN ESTUDIO

Lactobacillus brevis, Bacillus subtilis, Sales Biliares y Salmonella entérica.



3.5. TRATAMIENTOS

Para la evaluacion de la inhibicién en el enfrentamiento de microorganismos
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benéficos (Bacillus subtilis y Lactobacillus brevis) frente a Salmonella entérica,

y supervivencia de cepas en sales biliares, se realiz6 de acuerdo los siguientes

tratamientos, dando como resultado:

Cuadro 3.2. Tratamientos.

EFECTO HALOS DE INHIBICION

™ Lactobacillus brevis vs Salmonella entérica Directo

T2 Lactobacillus brevis vs Salmonella entérica Filtracion

T3 Lactobacillus brevis vs Salmonella entérica Dilucién

T4 Bacillus subtilis vs Salmonella entérica Directo

T5 Bacillus subtilis vs Salmonella entérica Filtracion

T6 Bacillus subtilis vs Salmonella entérica Dilucién

T7 Lactobacillus brevis + Bacillus subtilis vs Salmonella entérica Directo

T8 Lactobacillus brevis + Bacillus subtilis vs Salmonella entérica Filtracion

T9 Lactobacillus brevis + Bacillus subtilis vs Salmonella entérica Dilucién

EFECTO SALES BILIARES

T10 Lactobacillus brevis Presencia de sales biliares
T Bacillus subtilis Presencia de sales biliares
T12 Lactobacillus brevis Ausencia de sales biliares
T13 Bacillus subtilis Ausencia de sales biliares

3.6. DISENO EXPERIMENTAL

En esta investigacion se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) con

arreglo factorial 2x3, en el caso de la inhibicion en el enfrentamiento de

microorganismos benéficos frente a Salmonella entérica se utilizaron 9

tratamientos con 4 repeticiones; en el analisis de la curva de crecimiento fue una
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caracteristica que se determiné mediante estadistica descriptiva; y en el estudio
del efecto de las sales biliares se utilizaron 4 tratamientos y 12 repeticiones, para

los 2 experimentos se utilizé el siguiente modelo estadistico:
yl-jk =u+ Ai + Bj + ABij + Eijk
Donde:

yik = Observacion del i-ésimo nivel del factor A, j-ésimo nivel del factor B y k-

ésima repeticion.

M = Media general.

Ai = Efecto del i-ésimo nivel del factor A (Microorganismos).

Bi = Efecto del j-ésimo nivel del factor B (Métodos de difusion y sales biliares).

ABij = Efecto de la interaccién de primer orden del i-ésimo nivel del factor Ay el

j-ésimo nivel del factor B.

gik = Error experimental de i-ésimo nivel del factor A, el j-ésimo nivel del factor B

y la k-ésima repeticion.

3.7. ADEVA

Cuadro 3.3. ADEVA para Halos Inhibitorios.

FUENTES DE VARIACION GRADOS DE LIBERTAD
Factor A (Microorganismos) 2
Factor B (Métodos de difusion) 2
Factor A x B (Met. Difusion x Bact. Benéficas) 4
Error Experimental 27

Total 35
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Cuadro 3.4. Cuadro de ADEVA para Sales biliares.

FUENTES DE VARIACION GRADOS DE LIBERTAD
Factor A (Microorganismos) 1
Factor B (Sales Biliares) 1
Factor A x B ( Microorganismos x Sales Biliares) 1
Error Experimental 44
Total 47

3.8. UNIDAD EXPERIMENTAL

Se consider6 como unidad experimental a cada cepa de Bacillus subtilis y
Lactobacillus brevis; y cada uno de los factores considerados en evaluacion,
siendo asi para la inhibicion en el enfrentamiento de microorganismos benéficos
frente a la dilucion 10® de Salmonella entérica, se estudiaron 36 unidades
experimentales, para el factor de curva de crecimiento se analizaron 80 unidades
experimentales y para el factor sales biliares se trabajo con 36 unidades

experimentales.

3.9. VARIABLES EN ESTUDIO
3.9.1. VARIABLE INDEPENDIENTE

Actividad in vitro de cepas de Bacillus subtilis y Lactobacillus brevis.

3.9.2. VARIABLES DEPENDIENTES

Halos de inhibicién
Curva de crecimiento

Supervivencia del Bacillus subtilis y Lactobacillus brevis en sales biliares

3.10. ANALISIS ESTADISTICO

La variabilidad de la respuesta medible con el efecto de tratamientos fue
analizada mediante un analisis de varianza, utilizando la prueba de Tukey con
un nivel de significancia del 0,05; los datos se analizaron con el paquete

estadistico InfoStat (2017) y se plasmaron en tablas y gréficos.
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3.11. PROCEDIMIENTO

3.11.1. ASEPSIA DEL AREA Y MATERIALES DE LABORATORIO DE
BIOLOGIA MOLECULAR

Antes de realizar la asepsia del area y materiales se utilizd la respectiva
proteccion personal (guantes, mandil, mascarilla, etc) y se procedié a limpiar y
a desinfectar los pisos y mesones del é&rea, utilizando desinfectantes y
agregando por ultimo alcohol al 3%, después se procedio a lavar, desinfectar y

a esterilizar los materiales a utilizar en el autoclave.

3.11.2.PREPARA§:ION DE MEDIOS DE CULTIVOS PARA LA
ACTIVACION DE CEPAS Lactobacillus brevis (40 LP) Y
Bacillus subtilis (20BP)

Para la preparacion de los medios Caldo MRS (Lactobacillus brevis) se utilizo
8,27 g del mismo en 150 mL de agua destilada, en el Caldo Nutriente (Bacillus
subtilis) se manipuld 1,2 g del mismo en 150 mL de agua destilada y se agrego
0,75 g de NaCl para que la cepa (Bacillus subtilis) se desarrolle de una manera
mas favorable, ya que estas necesita pequefias concentraciones minimas de
cloruro de sodio, una vez pesados y colocados en matraces se ubicé el agitador
magnético para homogenizar el medio con agua peptonada y se midié el pH de

cada uno de los medios, ya que este debe de ser neutro.

3.11.3. ACTIVACION DE LAS CEPAS Lactobacillus brevis (40 LP),
Bacillus subtilis (20BP) Y Salmonella entérica (ATCC 13076)

Los microorganismos para la prueba fueron 2 bacterias gram positivas:
Lactobacillus brevis se inocularén en Caldo MRS (Titanium), la cepa gram
positivo Bacillus subtilis en Caldo Nutritivo (Difco™), el patégeno gram negativa
Salmonella entérica en Caldo Selenito. Se retir6 las cepas que se encontraban
en la refrigeradora -20°C y se colocé en la refrigeradora a 4°C para que no haya

un shock térmico.

Una vez preparados los medios de cultivo se inoculo el Lactobacillus brevis que
se encontraba en la refrigeradora de 4°C en tubos eppendorf y se ubico en cada
tubo falcons (Caldo MRS+ Lactobacillus brevis) y el tubo eppendorf de Bacillus
subtilis, seguido a esto se situé 0,1 mL en cada matraz de elermeyers de 100 mL

(Caldo Nutriente + Bacillus subtilis), mientras que en la Salmonella entérica se
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tom6é 1 mL y se inocul6 en tubos de 12 mL de Caldo Selenito, y se procedi6 a
colocar cada una de estas cepas en la incubadora a 37°C por un lapso de tiempo
de 24 - 48horas.

3.11.4. CRIOCONSERVACION DE LAS CEPAS Lactobacillus brevis
(40 LP) Y Bacillus subtilis (20BP)

Se coloc6 2 mL de la cepa reactivada (Lactobacillus brevis y/o Bacillus subtilis)
en eppendorf, se centrifuga a 1000 rpm/min. Después de centrifugar se elimina
el sobrenadante y se deja la sustancia activa, se hace un lavado con 1 mL de
agua peptonada en cada eppendorf, se coloca en la centrifuga de nuevo a 1000
rpm/min, se vuelve a retirar el sobrenadante, en el Lactobacillus brevis se coloca
1 mL de Glicerol al (3%) y 500 ul de leche semidescremada y se almacena en la
refrigeradora a -2°C, mientras que Bacillus subtilis s6lo se coloca el glicerol al
3% Yy se conserva en la refrigeradora a -2°C.

3.11.5. INHIBICION EN EL ENFRENTAMIENTO DE
MICROORGANISMOS BENEFICOS Bacillus subtilis,
Lactobacillus brevis Y LA MEZCLA (Bacillus subtilis +
Lactobacillus brevis) FRENTE A Salmonella entérica

Se transfirié a partir del inoculo de Salmonella entérica 1 mL y se procedié a
realizar diluciones seriadas en base 10 (10! a 108). A partir de la dilucién 10" y
10® se tomé 1mL de Salmonella entérica y se la colocé en Agar (Mueller Hinton
y MRS) y con el asa de Drigalsky se difunde por toda la caja Petri, para realizar
el método de difusion en pocillos para el enfrentamiento de las cepas benéfica:
Bacillus subtilis, Lactobacillus brevis y la mezcla Bacillus subtilis + Lactobacillus
brevis).

3.11.5.1. METODO DE DIFUSION DIRECTO

Una vez situada la Salmonella entérica (1mL) en los Agares: Mueller Hinton y
MRS, se hicieron los pocillos sobre la superficie de los agares con ayuda de
sorbete de plastico estéril de aproximadamente 6 mm de diametro, y en cada
uno de los pocillos se vertieron 100 pL de Lactobacillus brevis, en otro pocillos
100 pL de Bacillus subtilis, asi mismo en un mismo pocillos se inoculd 50 pL de

Lactobacillus brevis + 50 pL de Bacillus subtilis, Se dejo reposar por 10 minutos
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y se incubd a 37°C por un tiempo de 24 horas, después de este tiempo se hizo
la lectura de las placas por test Kirby Bauer.

3.11.5.2. METODO DE DIFUSION FILTRADO
Se aplicé 1 mL de Salmonella entérica en los Agares: Mueller Hinton y MRS, se
hicieron los pocillos sobre la superficie de los agares con ayuda de sorbete de

plastico estéril de aproximadamente 6 mm de diametro.

Para la obtencién de los extractos bacterianos (Bacillus subtilis, Lactobacillus
brevis), se aplicé 1 mL de la cepa reactivada (Lactobacillus brevis) en eppendorf,
cada in6culo fue centrifugado a 6.000 rpm durante 5min. Después de centrifugar
se filtra el sobrenadante con un filtro bacteriolégico Millipore® de 0,2 um y una
jeringa descartable de 5 mL, posteriormente se colocé los extractos de cada cepa
en vasos de precipitacion de 10 mL; por ultimo se inoculo el extracto en el pocillo
correspondiente y se dejo reposar por 10 minutos y se incubd a 37°C por un de
tiempo de 24 horas, después de este tiempo se hizo la lectura de las placas por

test Kirby Bauer.

3.11.5.3. METODO DE DIFUSION DILUIDO
Se emple6 1 mL de Salmonella entérica en los Agares: Mueller Hinton y MRS,
se hicieron los pocillos sobre la superficie de los agares con ayuda de sorbete

de plastico estéril de aproximadamente 6 mm de diametro.

El método de dilucién con solucion salina (0,85 g de NaCl en 100 mL de agua
destilada estéril) a partir de los ino6culos de (Lactobacillus brevis y Bacillus
subtilis) se tomé1 mL y se procedi6é a realizar diluciones seriadas (101 a 104),
una vez realizado esto, se toma la ultima dilucién y se la adicion6 en el pocillos
correspondiente. Se dejo reposar por 10 minutos y se incubé a 37°C por un de
tiempo de 24 horas, después de este tiempo se hizo la lectura de las placas por
test Kirby Bauer.

3.11.6. DETERMINACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO DE
Bacillus subtilis y Lactobacillus brevis

Se colocé 15 mL de Caldo MRS en 45 tubos donde se utilizé para el crecimiento

de Lactobacillus brevis:
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Se aplicé 1 mL de la cepa reactivada (Lactobacillus brevis) en eppendorf, se
centrifug6 a 1000 rpm/min. Después de centrifugar se elimina el sobrenadante y
se deja la sustancia activa, se hace un lavado con 1 mL de agua Peptonada en
cada eppendorf, se coloca en la centrifuga de nuevo a 1000 rpm/min, se vuelve
a retirar el sobrenadante y se inocula 30 pl de la cepa (Lactobacillus brevis) a los
tubos falcons con caldo MRS y se procede a Incubar registrando los tiempos de
incubacion, cuando llega la hora de la lectura se coloca 3 ul de la cepa en una

cubetita y se ubica en el espectrofotometro.

Se coloc6 4000 mL de Caldo MRS en 40 matraces donde se utilizé para el
crecimiento de Bacillus subtilis y se realiza el mismo procedimiento que el

Lactobacillus brevis.

3.11.7. SUPERVIVENCIA DE Lactobacillus brevis Y Bacillus subtilis
EN SALES BILIARES

Se plaqued 12 mL de Agar MRS (Lactobacillus brevis) Agar Nutriente (Bacillus
subtilis) a las cajas Petri, se deja solidificar, una vez preparado el material a
utilizar, se coloca 1,5 mL de Sales Biliares (5%) en Caldo MRS y Caldo Nutriente,
se coloco en tubos falcons de 50 mL. En tubos falcon de 15 mL se inoculé 5 mL
de Lactobacillus brevis previamente centrifugando a 600rpm por 5 minutos, se
eliminé el sobrenadante y se coloc6 5 mL de solucion salina y se vuelve a
centrifugar 600 rpm por 5 minutos una vez centrifugado se elimind el

sobrenadante y se colocé 3 mL de caldo MRS y se homogenizé en el vortex.

Se inocula en 15 tubos con 3 repeticiones por minutos (minuto 0, minutos 30,
minutos 60, minutos 90, minutos 120 minutos) y se coloca en la incubadora a
37°C.Una vez cumplido el tiempo esperado se realiza diluciones desde 10! hasta

la dilucién 1077, se procede a sembrar en las cajas y se coloca la segunda capa.

Se incubo a 37 °C durante 48 horas y se midio el crecimiento celular mediante
unidades formadoras de colonias (UFC), a intervalos por minutos (minutos O,

minutos 30, minutos 60, minutos 90, minutos 120).
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3.12. VISUALIZACION DE RESULTADOS

3.12.1. HALOS DE INHIBICION

Para medir los halos de inhibicién se utilizé una regla milimétrica y se midi6 el
diametro del halo de inhibicion partiendo desde donde esta el pocillo de los
microorganismos (Lactobacillus brevis, Bacillus subtilis y Lactobacillus brevis +
Bacillus subtilis) hasta donde se inhibe el crecimiento. Para categorizar los
niveles de susceptibilidad de los microorganismos frente al patégeno, se toma

en cuenta la siguiente Categoria Interpretativa, donde:

Sensible: Presenta un halo con una buena probabilidad de éxito (=21 mm).
Intermedio: Se presenta un halo de inhibicion mas reducido (16 mm- 20 mm).
Resistente: Presenta muy poco o casi nada de halo (<15 mm).

3.12.2. CURVA DE CRECIMIENTO

Para evaluar la Curva de crecimiento se realizé la lectura por espectrofotometria
Se midid6 mediante Absorbancia (ABS%) con el espectrofotometro de marca
JENWAY 6305. Se procedié a encender el espectrofotometro 15 minutos antes
de sacar las cepas de la incubadora para calibracion interna (automaticamente).
Pasado los 15 minutos se procedié a la calibracibn manual que consistié en
mover el rango de Longitud de Onda a 560 nm con un factor de 0,9. Seguido a
esto se tom6 una cubeta plastica en la cual se llevdo la muestra al

espectrofotometro donde se calibro la tolerancia al 100%.

3.12.3. SUPERVIVENCIA DE Bacillus subtilis Y Lactobacillus
brevis EN SALES BILIARES

Para valorar la supervivencia del Bacillus subtilis y Lactobacillus brevis en sales
biliares simulando el paso al tracto gastrointestinal se inoculé el 5% de sales
biliares en cada microorganismo (Lactobacillus brevis) y Caldo Nutriente
(Bacillus subtilis) y con 3% de sales biliares. Se incubaron a 37 °C durante 24
horas y se midio el crecimiento celular mediante el conteo de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC), a intervalos por minutos (minutos 0, minutos 30,

minutos 60, minutos 90, minutos 120).



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 . INHIBICION EN EL ENFRENTAMIENTO DE
MICROORGANISMOS BENEFICOS (Bacillus subtilis,
Lactobacillus brevis Y LA MEZCLA Bacillus subtilis +
Lactobacillus brevis) FRENTE A Salmonella entérica

Como se puede observar en el cuadro 4.1., en el enfrentamiento de
microorganismos benéficos frente a Salmonella entérica mediante diferentes
meétodos de difusion, se pudo apreciar que hubo diferencia estadistica entre
tratamientos (P>0,05). Sin embargo, se puede apreciar que las bacterias que
tuvieron un mejor desarrollo fueron la mezcla de las bacterias Bacillus subtilis +
Lactobacillus brevis mediante el método de difusion de filtracion (29,33 mm %+
2,70) y Lactobacillus brevis por método directo (22,00 mm + 2,70).

Cuadro 4.1. Promedios de medicién de halos inhibitorios mediante la técnica de Kirby-Bauer a las 24 horas de

cultivacion con la aplicacién de diferentes métodos de infusion en cepas de Lactobacillus brevis, Bacillus
subtilis y Lactobacillus brevis + Bacillus subtilis frente a Salmonella entérica (Ver Anexo 10).

Microorganismos Métodos Media (mm)
Directo 22,00 AB
Lactobacillus brevis vs Salmonella entérica Filtracion 13,67 C
Dilucion 17,33 BC
Directo 18,00 BC
Bacillus subtilis vs Salmonella entérica Filtracion 18,00 BC
Dilucion 18,33 BC
Directo 17,33 BC
Lactobacillus brevis + Bacillus subtilis vs Salmonella entérica Filtracion 29,33 A
Dilucion 17,67 BC
EE 2,70
P-valor 0,0001

A, By C letras iguales en la misma columna, no difieren estadisticamente segun Tukey al 5% de probabilidad

Los resultados obtenidos en la presente investigacion se muestran similares a
los obtenidos por Vélez et al. (2015) donde expone que las Bacterias Acido
Lacticas (BAL) crearon halos inhibitorios que mostraron la susceptibilidad al
crecimiento de cepas de Salmonella tiphymurium, por la observacion de zonas

claras sin crecimiento de colonias de la bacteria patdgena.
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Ramirez (2010) afirma que investigaciones realizadas al encaminamiento de la
actividad antimicrobiana probiética de cepas Lactobacillus y Bacillus, se ha
precisado evaluar su capacidad antagonica de produccion de bacteriocinas y

otras sustancias eviten el normal desarrollo de microorganismos patégenos.

En estudios realizados por Fernandez et al., (2014) afirman que investigaciones
encaminadas al enfrentamiento de patogenos con Bacterias Acido Lécticas,
aproximadamente un 44% de estas actian mediante bacteriocinas que enfrentan
patégenos como Escherichia coli, Salmonella spp., entre otros. Estos resultados
atribuyen las caracteristicas necesarias para considerar a los Bacillus y
Lactobacillus como una alternativa natural con potencial inhibitorio para inactivar

patdgenos presentes en los alimentos y tracto gastrointestinal.

Sanchez et al. (2011) expresa que las cepas de Lactobacillus y Bacillus frente a
cultivos frescos Escherichia coli y Candida albicans mediante el método
filtracion, la prueba de inhibicion in vitro frente a los patdgenos dio positiva a la
accion antimicrobiana de las cepas acido lacticas, lo que podria verse atribuido
a produccion de acidos organicos, como el acido lactico o acético causando una
alteracién de la permeabilidad celular, donde se disminuye el porcentaje de
patogenicidad otorgando las caracteristicas idoneas para considerarlos una

alternativa frente a retos sanitarios.

En investigaciones realizadas por Rebolledo et al. (2013) encontraron que la
actividad antagonica de cepas de Lactobacillus casei y Lactobacillus johnsonii
mediante método de dilucion y directo frente a Streptococcus mutans, donde no
encontraron diferencias significativas (P>0,05), sin embargo, se obtuvo una
mayor capacidad inhibitoria mediante en ambos métodos de Lactobacillus casei.
De la misma manera Castafieda y Consuelo (2016) afirman que en evaluaciones
realizadas a Bacillus subtilis encontraron que la capacidad antagénica es mayor

gue en otras cepas de Bacillus.

Estos resultados contrastan con los obtenidos en esta investigacion, donde se
encontré6 que hubo diferencia significativa entre los tratamientos (P>0,05),

obteniendo una mayor capacidad antagonista en la mezcla de Lactobacillus
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brevis + Bacillus subtilis (29,33 mm * 2,70) por método de filtracion y

Lactobacillus brevis (22,00 mm £ 2,70) por método directo.

4.2 . DETERMINACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO DEL
Bacillus subtilis Y ,Lactobacillus brevis, MEDIANTE
ESPECTROFOTOMETRIA UV

Como se puede observar en el grafico 4.2., el Lactobacillus brevis tuvo un mayor
desarrollo en la hora 20, donde se obtuvo un declive de entre 24 a 32 horas,
mientras que el Bacillus subtilis obtuvo un crecimiento normal, donde se pudo
apreciar un mayor crecimiento a las 24 horas, disminuyendo su actividad a las

28 y 32 horas manteniéndose por encima del Lactobacillus brevis.

CURVA DE CRECIMIENTO

1.600

1.345
1.400 1280 1323 1300

1.200 1.27R

1.210

1.000

0.78% 1.027 1056

0-800 0.889 0.865

ABS

0.600

0.524
0.400 0.223

0.200 0.098 0,085 0.077

0.000 0.091 0.136
0 4 8 12 16 20 24 28 32

HORAS

-0.200

LACTOBACILLUS BACILLUS

Grafico 1. Tendencia de promedios de la medicion de la curva de crecimiento de Lactobacillus brevis y Bacillus subtilis
0 a 32 horas mediante espectrofotometria UV.

Castafieda y Consuelo (2016) concuerdan con los datos obtenidos en esta
investigacion donde afirman que en cepas de Bacillus se evidencia el aumento
en UFC/mL durante ésta fase de crecimiento en comparacion con el resto de la
curva de crecimiento, donde el Bacillus subtilis tiene una velocidad de
crecimiento mas elevada que las otras cepas de Bacillus y posterior a las 15

horas de evaluacién disminuye su crecimiento debido a la disminucion de
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nutrientes, factores esenciales para la respiracion; aumento de otros metabolitos

que pueden ser sustancias toxicas y variacion del pH hacia la acidez.

Carezuela (2012) deduce que el crecimiento del Bacillus subtilis se ve
influenciado por las fuentes de energia como el carbono, glucosa, entre otros,
que puedan mantener en un estado Optimo al microorganismo para poder

desarrollarse, proceso que comparte con cepas de Lactobacillus.

Zamudio (2005) expresa que las cepas de Lactobacillus tienen un crecimiento
uniforme, a pesar de ello se pueden encontrar diferencias estadisticas (P>0,05)
en la curva de crecimiento, donde se puede observar que estas Bacterias Acido
Lacticas tienen un pico de crecimiento entre 16 a 48 horas post-incubacion y
obteniendo un mayor desarrollo el Lactobacillus plantarum a las 40 horas con 25
UFC/mL x103.

A pesar de que los Lactobacillus comparten caracteristicas metabdlicas se
atribuye la variabilidad de resultados en la curva de crecimiento entre cepas al
desconocimiento de diferentes perfiles de fermentacién para galactosa, lactosa,
maltosa y sorbitol, lo que indica que las caracteristicas fenotipicas generalmente

no se relacionan con las genotipicas (Zamudio, 2005).

Escobar et al. (2010) afirma que el resultado del crecimiento de bacterias
benéficas como Lactobacillus y Bacillus depende muchas veces del manejo y
caracteristicas fisico-quimicas a las cuales son sometidas las cepas, donde
estas podrian ocasionar una variabilidad dentro del normal crecimiento de estos

microorganismos.

Lo citado anteriormente corrobora con lo obtenido en esta investigacion, ya que
estas bacterias son microorganismos susceptibles a condiciones extremas,
donde no se aporta con un control de factores de crecimiento normales, como el

desarrollo anaerobio con CO:x.

4.3 . EVALUACION DE LA SUPERVIVENCIA DE CEPAS DE
Bacillus subtilis Y Lactobacillus brevis EN SALES BILIARES

Como se puede observar en el cuadro 4.2., no presentan diferencias estadisticas

en el minuto 0 (P>0,05), sin embargo desde el momento de incubacion hasta el
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minuto 90 la cepa de Lactobacillus brevis (con ausencia de sales biliares) obtuvo
un mejor desarrollo que el Bacillus subtilis con y sin aplicacion de sales biliares
y Lactobacillus brevis con presencia de sales biliares, donde esta ultima se
destaco en el minuto 120 con un mayor desarrollo que las demas cepas, aprecian
diferencias significativas entre los tratamientos (P>0,05) desde el minuto 30
hasta el minuto 120.

Cuadro 4.2. Promedios de medicion de supervivencia de cepas de Lactobacillus brevis y Bacillus subtilis en sales
biliares de 0 a 120 minutos mediante conteo de UFC (Ver Anexo 9 — Anexo 14).

Minutos

Microorganismos Sales Biliares
0 30 60 90 120

Presencia 613,33 A 926,67 A 881,67 AB 659,00 AB 498,67 A
Lactobacillus brevis
Ausencia 664,33 A 971,00 A 98367 A 693,00 AB 439,67 AB

Presencia 608,33 A 513,67 C 773,67 BC 513,00 B 379,33 AB
Bacillus subtilis
Ausencia 626,67 A 801,00 B 764,33 C 617,33 AB 32500 B

EE +20,76 123,46 25,43 136,41 +29,39

P-Valor 0,4541 0,008 0,0600 0,3624 0,9387

A, By C letras iguales en la misma columna, no difieren estadisticamente segun Tukey al 5% de probabilidad

Los resultados obtenidos en esta investigacion son similares a los obtenidos por
Milidn et al. (2014) donde expresa que en estudios realizados en cepas de
Bacillus, mostraron diferencias estadisticas (P>0,05) presentando una
capacidad alta, media y nula para sobrevivir al efecto de las sales biliares, sin
embargo a cepa de Bacillus subtilis tuvo un mayor crecimiento que las demas
cepas por lo que deducen que es evidente que algunas cepas de Bacillus spp.

puedan ser susceptibles, entre 20 y 25 %, a los fluidos biliares simulados.

Yegani (2010) y Aguavil (2012) citados por Arteaga et al. (2017) indican que las
cepas de Bacillus spp. provenientes del tracto gastrointestinal de pollos Broiler
Ross-308, tienen un buen potencial probidtico en aves con excelentes
resultados. Ademas mencionan que una gran cantidad de las cepas estudiadas
mostraron una mayor capacidad de resistencia a esta barrera gastrica, donde

segun Pérez et al. (2011) se debe a la ventaja que presentan estos
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microorganismos de soportar pH 4cidos y descargas biliares en su paso a través
del tracto gastrointestinal de los animales.

Vera et al. (2018) concuerda con los resultados obtenidos en esta investigacion
donde expone que la implementacion de simulaciones de jugo gastrico artificial
(sales biliares) a cepas evaluadas de Lactobacillus plantarum tuvieron un
desarrollo y resistencia favorable hasta el minuto 90, donde se obtuvo un
variabilidad de 4,20 - 5,17 log UFC/mL, debido a las condiciones extremas a las
qgue fueron sometidas. Ademas afirman que la resistencia a sales biliares se debe
a gue son resistentes a estas condiciones de jugo gastrico artificial, pudiendo
atravesar la barrera fisiolégica del tracto digestivo donde sus condiciones

presentan pH bajos y la accion de enzimas proteoliticas, en este caso la pepsina.

Song et al. (2015) afirma que la razén de la resistencia de sales biliares de los
Lactobacillus se debe a que algunas cepas cuentan con proteinas de choque-
acido que promueven la sobrevivencia; estas son capaces de sobrevivir a
ambientes 4cidos extremos. Mientras que Vera et al. (2018) demostraron que las
cepas de Lactobacillus plantarum pueden desconjugar a las sales biliares, ya
gue son capaces de producir la enzima conocida como sal biliar hidrolasa (SBH),
que cataliza la hidrélisis de las sales biliares conjugadas en acidos biliares,

glicina y taurina.

De la misma manera Lara y Burgos (2012) encontraron resultados en cepas de
Lactobacillus aislados de aves de corral donde afirman que estos
microorganismos presentan diferencias estadisticas entre tratamientos (P>0,05)
y se obtuvo un elevado crecimiento a medida que incrementaban los niveles de
sales biliares. A raiz de los resultados obtenidos de estos microorganismos
nativos son capaces de sobrevivir a concentraciones de sales biliares desde 5%
hasta 30%, donde pueden crecer de manera normal desarrollan sus

caracteristicas funcionales sin presencia de inhibicion.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

En la presente investigacion realizada se obtuvo que las cepas de Lactobacillus
brevis y Bacillus subtilis y la mezcla de ambas presentaron diferencia en los halos
inhibitorios frente a diferentes métodos de difusion mediante la técnica de Kirby-
Bauer a las 24 horas post-incubacion, donde tuvo un mayor desarrollo la
combinacion de Lactobacillus brevis + Bacillus subtilis por lo que se puede
deducir que ambos microorganismos tiene un buen potencial de antagonismo

frente a la Salmonella entérica.

En la determinacion de la curva de crecimiento de las bacterias estudiadas
mediante UFC se pudo apreciar que ambas tuvieron un buen desarrollo, donde
se destac6 el Lactobacillus brevis durante las primeros 24 horas

respectivamente.

Las cepas de Lactobacillus brevis y Bacillus subtilis estudiados tuvieron un buen
desarrollo en presencia y ausencia de sales biliares, destacando las
caracteristicas de supervivencia que tienen estas frente a las barreras géastricas,
debido a que estos microorganismos soportan pH &cidos y a proteinas de

choque acido que promueven la sobrevivencia.
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5.2. RECOMENDACIONES

Llevar un control de manejo en el proceso de obtencion de cepas y manipulacion
de las mismas, para evitar alteraciones en su normal funcionamiento y continuar
los estudios in vivo de estas cepas y su aplicacion en diferentes especies de

produccion y en distintas etapas.

Implementar técnicas de utilizacion de probidticos (Lactobacillus brevis y Bacillus

subtilis) como aditivos en alimentacion animal en explotaciones pecuarias.

Vincular las cepas especificas con los beneficios declarados, basado en los
estudios realizados ya que algunos microorganismos tienen propiedades
singulares que pueden explicar ciertas actividades neurologicas, inmunolégicas
y antimicrobianas, de la misma manera hay mecanismos de la actividad
probidtica sean compartidos entre las diferentes cepas, especies, 0 incluso
géneros. Muchos probidticos pueden funcionar de manera similar o distinta con

respecto a su capacidad de promover antagonismo.
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Anexo 1. Adecuacion del Laboratorio de Biologia Molecular

Anexo 2. Preparacion de Caldo Nutriente para para la activacion de las cepas Bacillus
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Anexo 2-B. Preparacion de Caldo Lactobacilli MRS para para la activacién de las cepas Lactobacillus

Anexo 3. Aplicacion del tratamiento inhibicion en el enfrentamiento de Bacillus subtilis y Lactobacillus brevis frente
a Salmonella entérica.
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Anexo 4. Aplicacion del tratamiento de curva de crecimiento de microorganismos beneficos (Bacillus subtilis y
Lactobacillus brevis).

Anexo 5. Aplicacién del tratamiento de supervivencia de microorganismos beneficos (Bacillus subtilis y Lactobacillus
brevis) en sales biliares.
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Anexo 6. Medicion del diametro de los halos de inhibicion mediante técnica de Kirby-Bauer

Anexo 7. Medicion de la Absorbancia de la curva de crecimiento mediante espectrofotometria UV
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Anexo 8-A. Medicién de UFC para la determinacion de supervivencia de microorganismos benéficos en sales biliares

Anexo 8-B. Medicién de UFC para la determinacion de supervivencia de microorganismos benéficos en sales biliares
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Anexo 9. Andlisis de varianza de la inhibicion en el enfrentamiento de microorganismos benéficos (Bacillus subtilis,
Lactobacillus brevis y la mezcla Bacillus subtilis + Lactobacillus brevis) frente a Salmonella entérica

Andlisis de la wvarianza

Variable N E* ER* Bj CV
Diametro 27 0,76 0,606 14,73

Cnadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modeln 480,00 8 57,50 7,25 0,0003
Microorganismo 74,8 2 37,44 4,72 00,0224
Metodao 32,00 2 16,00 2,02 0O,1lel8
Microorganismo*Metodo 353,11 4 88,28 11,14 0,0001
Error 142,67 18 7,393
Total 602, a7 286

Test:Tnkey Alfa=0,05 DMS=3,6 3BT709
Error: 7,525% gl: 18

HMicroorganismo Medias n E.E.
Lactobacillus brevis + Bac.. 21,44 9 0,94 A4
Bacillu=s subtilis v=2 S5almo.. 18,22 9 0,%4 4 B
Lactobacillus brevis v= 5a.. 17,67 9 0,94 B

Msdizs con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS5=3,6 38709
Error: 7,525% gl: 18

Metodo Medias n E.E.
Filtracion 20,44 9 0,54 A
Directo 15,11 S 0,54 &
Dilucion 17,78 9 0,94 R

Msdizs con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=8, 605427
Error: 7,8258 gl: 18

Microorganismo Metodo Mediazs n E.E.
Lactobacillus brevis + Bac.. Filtracion 2%,33 3 1,63 A
Lactobacillus brevis vs 5a.. Directo 22,00 3 1,63 & B
Bacillus subtili=s v=2 Salmo.. Dilucion 18,33 3 1,63 E C
Bacillus subtilis vs= Salmo.. Filtracion 8,33 3 1,63 E C
Bacillu=s subtilis vs Salmo.. Directo 8,00 3 1,63 B C
Lactobacillus brevis + Bac.. Dilucion 17,87 3 1,63 E C
Lactobacillus brevis vs2 5a.. Dilucion 17,33 3 1,63 E C
Lactobacillus brevis + Bac.. Directo 17,33 3 1,63 E C
Lactobacillus brevis v=s 5a.. Filtracion 13,67 3 1,63 C

Medias con una letrs comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 10. Andlisis de varianza de la supervivencia de microorganismos benéficos (Bacillus subtilis y Lactobacillus
brevis) en sales biliares al minuto 0

Analizsi=s de la warianza

Variable N R® R® Aj CV
UFC 12 0,36 0,12 5,72

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo 5771,00 3 1%923,67 1,49 10,2898
il 3605,33 1 3e605,33 2,79 0,1335
BACTERIA 1365,33 1 13e5,33 1,06 0,3342
SB*BACTERIA 800,33 1 800,33 0,62 00,4541
Error 10342,87 8 12892,83

Total 16113,67 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=47,8T70B0
Error: 1282,8333 gl: &

SB Mediaz n E.E.
Sin Salez B 645,50 6 14,68 L
Sales Biliares &10,8 b 14,68 A

Medizs con uns lebra comin no son significativamente diferentss (p > 0,.05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=47,87080
Error: 1282,8333 gl: &

EACTERIR Mediaz n E.E.
Lactobacillus brevis 638,38 6 14,68 4
Bacillusz subtilis 617,50 & 14,68 L

Medizs con uns letra comin no son significstivamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DM5=54,01447
Error: 1282,8333 gl: B

SE BELCTERIR Medias n E.E.
5in Sales B Lactobacillus brevis 664,33 3 20,76 A
5in Sales B Bacillus subtilis 626,67 3 20,76 L
Sale=s Biliares Lactobacillus brevis £13,33 3 20,76 L
Sale= Biliares Bacillu=z subtilis p0E,33 3 20,76 B

Medizs con uns lebtra comin no son significativamente diferentss (p > 0,.05)
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Anexo 11. Andlisis de varianza de la supervivencia de microorganismos benéficos (Bacillus subtilis y Lactobacillus
brevis) en sales biliares al minuto 30

Analisis de la varianza

Variable N Rf Rf Aj CV
UEC 12 0,97 0,95 5,08

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo 381705,58 3 127235,1% 77,07 «0,0001
SE 82502,08 1 82502,08 45,587 0,0001
ELCTERIA 254916,75 1 254916,75 154,41 <0,0001
SE*BACTERIA 44286,75 1 44286,75 26,8 0,0008
Error 13207,33 8 1650,82

Total 394912,52 11

Test:Tokey Alfa=0,05 DM5=54,059561
Error: 1650,8167 gl: &

SB Medias n E.E.
5in Sales B 886,00 & 16,59 A
Salez Biliare=z 720,17 & 16,59 B

Medizs con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DM5=54,058561
Error: 1650,8187 gl: £

BACTERIL Mediaz n E.E.
Lactobacillus brevi=s 548,38 68 16,59 4
Bacillus subtilis 657,33 6 1lg,59 B

Madizs con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=106,235950
Error: 1&50,81&67 gl: B

5B BACTERIL Mediaz n E.E.
5in Sale=s B Lactobacillus brevis 871,00 3 23,46 4
Sales Biliares Lactokbacillus brevizs 926,67 3 23,46 L
Sin Sales B Bacilluz =subtilis B01,00 3 23,46 B
Salez Biliare=s Bacillus =subtilis 513,87 3 23,46 C

Medizs con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 12. Andlisis de varianza de la supervivencia de microorganismos benéficos (Bacillus subtilis y Lactobacillus
brevis) en sales biliares al minuto 60

Analisis de la varianza

Variable N R¥ R® L CV
UFC 12 0,86 0,81 §,18

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. s5C gl CH F p-valor
Modelo 96097,00 3 32032,33 16,51 0,0009
SE 6440,33 1 6440,33 3,32 00,1060
BRCTERIR 80360,33 1 B803e0,33 41,41 00,0002
SE*BRCTERIA 9296,33 1 9296,33 4,79 0,0600
Error 15524,67 & 1940,58
Total 111621,67 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=58,64967
Error: 1540,5833 gl: &

SB Medias n E.E.
Sin Sale=z B 874,00 6 17,98 B
Sale=z Biliares EB27,67 & 17,88 A4

Medizs con uns letra comin no son significativaments diferentes (p » 0,05)

Test:Toukey Alfa=0,05 DM5=58, 64967
Error: 1540,5833 gl: &

BACTERIA Medias n E.E.
Lactobacillus brevis 932,67 & 17,98 A
Bacillu=s subtilis 769,00 & 17,88 B

Moadias con una letra comin no son significativamente diferentes (p » 0,.05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=115,18332
Error: 1840,5833 gl: &

5B BRCTERIA Mediaz n E.E.
S5in Sales B Lactobacillus brewvis 983,67 3 25,43 R
Sale=s Biliares Lactobacillus brewvis 881,87 3 25,43 A B
Sale= Biliares Bacillus subtilis 773,67 3 25,43 BE C
S5in Sale= B Bacillus subtilis Tod,33 3 25,43 C

Medizs gon uns letra comin no son sigrificativaments difsrentes (p » 0,05)
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Anexo 13. Andlisis de varianza de la supervivencia de microorganismos benéficos (Bacillus subtilis y Lactobacillus

brevis) en sales biliares al minuto 90

Analisis de la varianza

Variable N R* R* &3 CW
UEC 12 0,63 0,50 10,16

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo 54914,25 3 18304,75 4,60 0,0374
SB 14352,08 1 14352,08 3,61 10,0940
BACTERIA 36852,08 1 3e6852,08 9,27 0,01le0
SB*BACTERIZ 3710,08 1 3710,08 0,93 10,3624
Error 31812,87 & 397¢,58
Total BeT726,92 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=E3,595653
Error: 3876,583%3 gl: &

5B Mediazs n E.E.
5in Sales B 655,17 6 25,74 4L
Sale= Biliares 586,00 & 25,74 &

Medizs con una letrs comin no son significativaments difesrentes (p > 0,08)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=83,695653
Error: 38976,5833 gl: &
BACTERIA Medias n E.E.

Lactobacillus breviz 676,00 & 25,74 L
Bacillus subtilis 565,17 & 25,74 B

Medizs con uns letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=164,688399
Error: 3876,5833 gl: B

SB BACTERIA Mediaz n E.E.
5in Salesz B Lactobacillus breviz 693,00 3 36,41 4
Sales Biliares Lactobacillus brevis 659,00 3 36,41 & B
5in 5ales B Bacillus subtilis 817,33 3 36,41 &L B
Sales Biliares Bacillus subtilis 513,00 3 36,41 B

Medizs con uns letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 14. Andlisis de varianza de la supervivencia de microorganismos benéficos (Bacillus subtilis y Lactobacillus
brevis) en sales biliares al minuto 120

Analisis de la varianza

Variable N R® Rf A CV
UEC 12 0,71 0,60 12,40

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. sC gl CH F p-valor
Modelo 50716,67 3 16905,56 6,52 00,0153
SE 9633,33 1 9633,33 3,72 0,0800
BRCTERIR 41067,00 1 41067,00 15,85 0,0041
1
8

SE*BACTERIA 16,33 16,33 0,01 0,5387
Error 20734,00 23591,75
Total 71450,67 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=6T,T77913
Error: 2581,7500 gl: &

SE Medias n E.E.
S5ales Biliares 439,00 6 20,73 4
S5in Sales B 82,33 & 20,78 A

Medizs con una letra comin no son significativamente diferentes (p » 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=67,77913
Error: 2581,7500 gl: &

BACTERIR Medias n E.E.
Lactobacillus brevis 469,17 & 20,7
Bacilluz subtilis 352,17 & 20,7

Medizs con unz letrz comuin no son significativamente diferentes (p » 0,08)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=133,11285
Error: 2581,7500 gl: &

SB BACTERIA Mediasz n E.E.
Sales Biliares Lactobacillus brevis 458,67 3 29,39 4
5in Salez B Lactobacillus brevis 439,67 3 29,39 R B
Sales Biliares Bacillus subtilis 379,33 3 25,389 R B
5in Salez B Bacillusz subtilis 325,00 3 29,389 B

Medizs con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,08)



