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Obando Rosales O. R; Suarez Quintero Y. G; 2015. Obtencién de cepas autéctonas de
Bacillus spp. y su evaluacion probidtica in vitro”. Tesis para optar al titulo de Médico
Veterinario el grado de Licenciatura. Managua, Nicaragua, Facultad de ciencia
Animal de la Universidad Nacional Agraria (UNA).

RESUMEN

El presente trabajo se enfocd en la obtencion de la cepa de Bacillus spp., las muestras
evaluadas fueron sangre, leche, concentrado, heces y ciego de pollo; estas se procesaron
mediante técnicas convencionales de laboratorio para lograr adquirir una cepa pura de este
bacilo, para esto se realizaron pruebas macroscépicas, microscopicas y bioguimicas que
determinaron la identificacion microbioldgica del Bacillus subtilis. Las pruebas de
protedlisis de caseina con la cual se determind las cepas que poseian actividad proteolitica y
enzimatica y las pruebas de resistencia de pH y sales biliares que se utilizaron para
determinar la actividad probidtica de la cepa in vitro. Al finalizar el anélisis, se obtuvieron
un total de tres cepas con la actividad probiodtica requerida “X57° (2)C, X5° (2)CD, X210
(2)”, pero se eligié aquella que obtuvo los parametros 6ptimos en la prueba de halo de
hidrolisis de caseina siendo la cepa identificada con el codigo X5 (2)C la cual pertenecia a
las muestras tomadas de los ciegos derechos de los pollos. Cabe destacar que este estudio
constituye un proyecto innovador en el que se implement6 tecnologia existente en el pais,
con la finalidad de desarrollar la produccion de cepas autdctonas para su empleo en
sustitucion de antibioticos promotores del crecimiento por un probiotico nacional elaborado
a nivel industrial.

Palabras claves: Probidticos, Bacillus spp., Endosporas, Cepas, Autdctonas.
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ABSTRACT

This work focused on obtaining the strain of Bacillus spp, the samples tested were blood,
milk, concentrated chicken feces and blind.; these were processed by standard laboratory
techniques to achieve acquire a pure strain of the bacillus, to this macroscopic, microscopic
and biochemical tests that determined the microbiological identification of Bacillus subtilis
were performed. Testing proteolysis of casein which possessed proteolytic strains and
enzyme activity and resistance tests of pH and bile salts that were used to determine the
activity of the probiotic strain was determined in vitro. Upon completion of the analysis, a
total of three strains were obtained with probiotic activity required "X5-9 (2) C, X5-9 (2)
CD, X2-10 (2)", but that he got elected parameters best in test halo of hydrolysis of casein
strain being identified with the X5-9 (2) C code which belonged to the samples taken from
the blind rights chickens. Note that this study is an innovative project that existing
technology was implemented in the country, in order to develop the production of
indigenous strains for use in replacing antibiotic growth promoters by a national probiotic
developed at industrial level.

Keywords: Probiotics, Bacillus spp, Endospores, strains, Native..



l. INTRODUCCION

En los ultimos veinte afios se han venido realizado investigaciones acerca de la utilizacion
de microorganismos que poseen propiedades probioticas (Rodriguez, 2011), esto se ha
hecho con el objetivo de sustituir los antibioticos que se utilizan hasta la fecha en la
nutricion animal (Lara & Burgos, 2014).

Estudios recientes han descrito que el Bacillus spp produce ciertas enzimas las cuales
descomponen ciertas moléculas presentes en los alimentos y las transforman en nutrientes
mas simples ayudando asi a mejorar la utilizacion de los alimentos (Cuervo, 2010). Segun
Bruzos, los probidticos ‘“son microorganismos vivos que cuando se administran en
cantidades adecuadas como suplemento alimenticio, aportan beneficios para la salud de
quien los ingiere mediante el mejoramiento de su equilibrio microbiano intestinal”
(Organizacion Mundial de Gastroenterologia, 2008)

Para la seleccién de cepas con propiedades probidticas se deben realizar un conjunto de
pruebas donde se demuestre que los microorganismos poseen cualidades probioticas y se
esté seguro no causaran perjuicios en la produccién como al consumidor (Castején, 2008).

Debido a la poca investigacion cientifica que existe en nuestro pais y a la falta de
laboratorios enfocados a elaborar este tipo de productos, todos los probidticos utilizados en
las granjas de nuestro pais son importados, como resultado los precios son elevados y los
pequefios 0 medianos productores no tienen los recursos necesarios para hacer uso de ellos
(Gonzales & Piad, 2011).

En la actualidad en nuestro pais debido al crecimiento significativo de la poblacion
nicaragliense en los ultimos diez afios (INIDE, 2015) como también al incremento en las
exportaciones gracias a los tratados de libre comercio, se ha tenido que aumentar el nivel de
produccion en las granjas de las diversas especies existentes (PRONicaragua, 2015), por lo
que se ha hecho necesario modificar las técnicas de produccion en la actualidad,
implementando el uso adecuado de los probidticos en la alimentacion y obtener de esta
forma una mayor ganancia tanto cualitativa como cuantitativa de forma que se puedan
satisfacer las demandas internas y externas.

El propdsito de este trabajo es obtener una cepa de Bacillus spp autoctona con actividad
probidtica de la cual se pueda formular un producto probidtico que mediante una buena
formulacidn seria capaz de competir con productos importados, esto traeria como beneficio
el reconocimiento a la Facultad de Ciencia Animal por un importante aporte médico que
puede ayudar al desarrollo de la produccidn en nuestro pais



Il. OBJETIVOS

2.1.0Objetivo general

» Obtener cepas autoctonas de Bacillus spp. para ser usadas como probioticos.

2.2.0Dbjetivos Especificos
» ldentificar cepas autoctonas de Bacillus spp.
» Analizar in vitro la accion probidtica de Bacillus spp seleccionada.

» Determinar cepa con mejor actividad probidtica.



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1.Ubicacion del area de estudio

El estudio se realizd en el municipio de Managua el cual limita al Norte con el Lago
Xolotlan, al Sur con Municipio de El Crucero, al Este Municipio de Tipitapa, Nindiri y
Ticuantepe y al Oeste Municipio Villa Carlos Fonseca y Ciudad Sandino

Posee una superficie municipal de 289 km? y una superficie del area urbana de150.5 km?.
Se encuentra a una altitud minima de 43 metros sobre el nivel del mar, posee un clima
tropical de sabana, caracterizado por una prolongada estacion seca y por temperaturas altas
todo el afo, que van desde los 27° C a 34° C. El promedio de precipitaciones anual se
encuentra entre los 1,100 y 1,600 mm con una humedad relativa del 70.5 (INETER, 2012)

Los procedimientos microbiologicos de aislamiento, identificacion y actividad probidtica se
realizaron en: el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencia Animal (FACA) el
cual pertenece a la Universidad Nacional Agraria (UNA), donde se preparé materiales de
muestras, para ser procesadas en el Centro Biotecnoldgico (CEBIOT) de la Universidad
Politécnica (UPOLLI), las muestras cecales de aves fueron obtenidas siguiendo protocolo de
necropsia en el Laboratorio de Diagndstico Clinico Veterinario (Division Veterinaria).

3.1.1. Materiales utilizados

a. Materiales

Tubos para caldo leche 2 ml, tubos con roscas de 10 ml y 23 ml, tapa roscas para tubos de
ensayo, gradillas tipo alfiler para tubos de ensayo, cuchara espatula, placas Petri sencillas
de 15 ml, placas Petri dobles, beakers,100, 250 y 600 ml, probeta de 25 y 50 ml,
erlenmeyer de 25, 50 ml, 250, 500 y 1000 ml, asas de siembra metalicas circulares y rectas,
jarra para anaerobiosis, porta objeto, cubre objeto, pipetas de transferencia de 8ml plastica,
pipeta manual de 10 ml, pipetas automaticas, pipetas seroldgicas de vidrio de 1, 5y 10 ml,
puntas de pipetas, embudo de vidrio, tubos con EDTA, guantes latex, tapa bocas , marcador
permanente, guantes para aislamiento de calor, cepillos de limpieza, kit de antibiograma,
para film, wash bottles, magnetos, Petri dish rack, cinta testigo, escobillones, detergente,
toallas de papel, destilador de Agua, otros, (Drew, 2010).

b. Equipos

Incubadora, autoclave, Ph-metro, agitador vortex, balanza electronica, bafio maria, hotplate,
refrigerador, centrifuga multiusos, microscopio, cabina de flujo laminar, camara de
Neubauer, contador de colonias, mechero, talli counter , crondmetros, kit de diseccion,
Fermentador de Banco (Drew, 2010).

c. Reactivos y Medios de cultivo

Agar, Caseina, Kligle Iron Agar (KIA), Bilis esculina (BE), Lisine Iron Agar (LIA), Muller
Hinton (MH), Nutriente Agar (NA), Simon Citrate Agar (SCA), Triple Sugar Iron (TSI),
Sulfuro Indol Movilidad (SIM), Caldo Nutriente, Plate count Agar (PCA), Methyl Red
Vogues Proskauer (VP), Manitol Indol Ornitina (MIO ), Xilosa Lactosa Sacarosa (XLD),
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Verde Malaquita, Kit de Gram, Medio Urea, reactivo de Kovac’s, Peroxido de
Hidrogeno(H202), Oxi Bilis, Agua Peptonada, Solucion Salina, Agua Destilada (Bailon &
Gonzélez, 2003).

3.2.Duracién del estudio

El estudio se realiz6 en el periodo de enero a octubre del afio 2015. El desarrollo de esta
investigacion se dividio en dos fases (fase de campo y fase de laboratorio), las cuales seran
explicadas en su respectivo acépite.

3.3.Analisis estadistico

En el anélisis estadistico se utilizo el software MINITAB 2014, en el cual se introdujeron
los datos obtenidos de la prueba probidtica (hidrdlisis de caseina), para determinar cuél
poseia mayor actividad enzimatica para ser utilizada como probidtico.

3.4.Fase de campo
3.4.1. Preparacion de materiales

Se seleccion6 materiales de reposicion y cristaleria, usando esterilizacion por calor himedo
(autoclave), calor seco (horno Pasteur) y agentes desinfectantes (Fenol al 10%, sol.
Yodadas), los cuales fueron preparadas en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Ciencia Animal (FACA-UNA) de la siguiente manera:

3.4.2. Materiales para la toma de muestras

» Esterilizacion de materiales: tubos de ensayo, placas de Petri, beakers, espatulas.

» Preparacion de materiales: parafilm, guantes latex, bolsas plasticas de dos libras,
termo, embalajes frios, marcadores, libreta de apuntes, camara.

» Preparacion de soluciones: Fenol al 10%, solucidn yodada.

3.4.3. Muestras tomadas para estudio microbiolégico en fase de campo

Para este estudio se tomaron 70 muestras que fueron identificadas con los siguientes
cddigos:

1. Concentrado de pollos: Fue proporcionado por el pollo estrella siendo tomadas las
muestras de concentrado directamente de los sacos que se suministrarian a los
pollos. A estas muestras se les identifico con la simbologia al hasta a10.

2. Heces frescas de Bovino: Se extrajeron directamente del recto de los bovinos
utilizando guantes de palpar y fueron depositadas en bolsas plasticas de 2 Ib. Estas
muestras fueron identificadas con las letras desde la A hasta la J.

3. Heces secas de bovino: Se recolectaron de las heces encontradas en el suelo del
corral y fueron depositadas en bolsas plasticas de 2 Ib. Las muestras se identificaron
con la numeracion del 1 al 10.



4. Sangre de rastros bovino: las muestras fueron recolectadas de la sangre que se
encontraba coagulada en el piso del rastro luego del faenado, recolectandolas en
bolsas plasticas de 2 Ib identificAndolas desde la S1 hasta S10.

5. Sangre de matadero bovino: fueron recolectadas de la misma forma que las
muestras de sangre de rastro, pero estas fueron identificadas de la Sa hasta S;j.

6. Ciego de pollo: se compraron 5 pollos de la linea Cobb de cuarenta y dos dias de
edad y se trasladaron hasta el laboratorio de Division veterinaria en donde fueron
sacrificados para tomar las muestras directamente del ciego de los pollos
identificando con la letra “X” los ciegos derechos y con “Y” los ciegos izquierdos.

7. Leche sin hervir: las muestras fueron obtenidas de un directamente de los cuartos
mamarios de las vacas y también se tomaron muestras de los recipientes en donde se
almacena la leche. Se recolectaron en bolsas plasticas de 2 Ib y se identificaron con
nameros romanos desde el | hasta el X.

3.5.Fase de laboratorio

Las muestras recolectadas se codificaron y fueron conservadas en termos con embalajes
frios, seglin normativa de cadena de frio, para ser trasladas al laboratorio de Biotecnologia
(CeBiot), y ser procesadas.

Las muestras fueron evaluadas mediante técnicas rutinarias de microbiologia (tincion de
Gram, cultivo de cepas en agar nutriente), pero la mayor parte del estudio se basé en la
ejecucién de pruebas microbioldgicas especiales (Tincion de esporas, Catalasa, TSI, KIA,
SIM, MIO, MANITOL, CITRATO SIMONS, VOGES PROSKAUER, Ph, NaCl,
PROTEOLISIS DE CASINA E HDROLISIS DE CASEINA), para la determinacion e
identificacion del microorganismo que se evaluo.

3.5.1. Primera fase de seleccion

El total de muestras obtenidas (70 Muestras) se sometieron a Shock térmicos, para
realizarse diluciones seriadas hasta 1071, de las cuales las soluciones 108, 10°, 10°2° fueron
inoculadas en Plate Count Agar por duplicados a 37 °C durante 24 horas, para un total de
cuatrocientas veinte repeticiones procesadas en la primera fase de seleccion, de las cuales
solo en ciento veinte hubo crecimiento de unidades formadoras de colonias (UFC).

Shock térmico consiste en llevar a 71°C durante cinco minutos en bafio Maria para obtener
bacilos en fase vegetativa y eliminar contaminantes (Collins & Lyne, 1989).



3.5.2. Segunda fase de seleccién

Las cuatrocientas veinte repeticiones que fueron inoculadas y evaluadas por shock térmico
segun la literatura, solamente un total de ciento veinte cepas presentaron crecimiento de las
cuales solo 46 poseian morfologia macroscopica caracteristica del género Bacilos:
Crecimiento de colonias en forma de abanico, crecimiento de colonias en masa, cremosa,
rugosa, seca, lisa, himeda y crecimiento de colonias con bordes dentados (Realpe &
Hernandez, 2002).

3.5.3. Tercera fase de selecciéon

De un total cuarenta y seis cepas que entraron a la tercera fase de seleccion se les realizé la
observacion de caracteristicas Microscopicas” mediante la Tincion de Gram y Tincién de
endosporas (“"verde Malaquita™) para dar un total de veinte y seis cepas al finalizar ambos
procedimientos.

Procedimiento de tincion de Gram:

Se aplicd una gota de solucion salina sobre el portaobjetos

Se realizo la fijacion de la muestra mediante flameado del porta objeto.

Se realizd un frotis del indculo sobre un cubre objeto.

Se adiciono cristal violeta durante un minuto.

Se lavo con agua destilada para quitar el exceso de cristal violeta.

Se afiadio solucion de Lugol durante 1 minuto.

Se lavo con agua destilada de forma que se eliminé el excedente de la tincion.
Se le adiciono alcohol-acetona (decolorante Gram) por 30 segundos.

Se lavé con agua destilada.

Se le adicion0 tincion (safranina) durante 1-2 minutos.

Se lavé con agua destilada.

Finalmente se dejé secar para ser observada al microscopio con aceite de
inmersion.
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Esta tincion nos permitio observar a las bacterias Gram positivas o negativas de forma que
para discriminar aquellas que nos dieron Gram negativas, y que no tuvieran la forma bacilar
siendo que las caracteristicas esenciales en los Bacillus spp. Es ser bacillos Gram positivos
(Haro & Ruiz, 2012)

Posterior a la tincion de Gram se realizo la tincion de endosporas (verde malaquita) de la
siguiente manera

Se prepararon las fijaciones bacterianas en los portaobjetos.

Se adiciono verde malaquita a las fijaciones en el porta objeto.

Se coloco la tincion en vapores por 10 minutos sin dejar secar la muestra.
Se lavé con agua el resto de colorante.

Se tifid con safranina durante un minuto.

Se lavé con agua el resto de colorante.

Se dejé secar.
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8. Observar al microscopio con aceite de inmersion.

Esta prueba se realiz6 para determinar la presencia y posicién de las endosporas en aquellas
bacterias que ya se consideraban Gram positivas lo cual es caracteristico en los Bacillus con
actividad probidtica (Beaker, 1970)

3.5.4. Cuarta fase de seleccién

Consistio en realizar la “Prueba de Catalasa”. La catalasa es una enzima que poseen la
mayoria de las bacterias aerobias. Descompone el peroxido de hidrégeno en agua y
oxigeno. El desprendimiento de burbujas procedentes del oxigeno indica que la prueba es
positiva, ya que los Bacillus spp. son bacterias aerobias estrictas o facultativas (Koneman &
Winn, 2006)

De la tercera fase de seleccién con un total de 26 cepas, ocho de estas fueron seleccionadas
por la capacidad de descomponer el peroxido de hidrogeno en H.O y O, las cepas restantes
se descartaron.

Esta prueba se realizé de la siguiente manera:
1. Se coloc6 con un asa bacterioldgica estéril la parte de una colonia sobre un
porta objeto.
2. Se le adicion6 una gota de agua oxigenada sobre un portaobjetos con ayuda
de una pipeta Pasteur.
3. Se observo la reaccidon de la muestra y se determind positiva aquellas que
presentaron formacion de burbujas.

3.5.5. Quinta fase de seleccion

Se sometieron las 8 cepas pre-finalistas a una bateria de “Pruebas Bioquimicas” (Milian,
2008) y también a “Sensibilidad Antibiotica”. Para realizar la identificacion de las cepas
candidatas de Bacillus spp. Dentro de las pruebas bioquimicas realizadas estan las
siguientes:

3.5.5.1. Triple Sugar Iron (TSI)

Esta prueba se realiz6 con medios de cultivo en tubos de ensayo en forma de pico de flauta.
El medio de cultivo estéril posee un tono rojo oscuro, pero con la reaccion tiende a cambiar
de color o tonalidad.

1. Superficie alcalina/profundidad 4&cida (pico rojo/fondo amarillo): el
microorganismo solamente fermenta la glucosa.

2. Superficie acida/Profundidad acida (pico amarillo/fondo amarillo): el
microorganismo fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa.

3. Superficie alcalina/Profundidad alcalina (pico rojo/fondo rojo): el microorganismo
es no fermentador de azUcares.

4. La presencia de burbujas o la ruptura del medio de cultivo indican que el
microorganismo produce gas.

5. El ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce acido
sulfhidrico.



3.5.5.2. Movilidad Indol Ornitina (MI10O)

Este medio se prepard en tubos de ensayo en posicion vertical el cual estéril presenta una
tonalidad purpura, color que cambia frente a un microorganismo de la siguiente manera.

a. Movilidad:
-Resultado positivo: Presencia de turbidez o crecimiento mas alla de la linea de siembra.
-Resultado negativo: Crecimiento solamente en la linea de siembra.

b. Ornitina:

-Resultado positivo: Color purpura.

-Resultado negativo: Color amarillo. A veces se puede desarrollar un color
violaceo en la superficie del medio.

c. Prueba del indol:

Reactivo de Kovac's

La prueba de indol se realiza una vez que se ha determinado la movilidad y la prueba de
ornitina.

-Resultado positivo: Color rojo al agregar el reactivo revelador formando anillo.
-Resultado negativo: El color del reactivo revelador permanece incoloro amarillento.

3.5.5.3. Sulfuro Indol Movilidad (SIM)

El medio SIM es un medio semisdlido el cual o utilizamos para determinar la movilidad de
la cepa inoculada en é€l. Por ser semisolido se trabaja en tubos en forma vertical. Tiene un
color amarillo claro el cual varia al inocular un cultivo en él medio y se puede observar la
reaccion de forma fécil.
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Cepas moviles: Producen turbidez del medio, que se extiende mas alla de la linea
de siembra.

Cepas inmoviles: El crecimiento se observa solamente en la linea de siembra.
Cepas SH2 positivas: Ennegrecimiento a lo largo de la linea de siembra o en todo
el medio.

Cepas SH2 negativas: EI medio permanece sin cambio de color.

Cepas indol positivas: Desarrollo de color rojo luego de agregar el reactivo de
Kovac’s o de Erlich.

Cepas indol negativas: Sin cambio de color

3.5.5.4. Red Metil Voges Proskauer (VP)

Este tipo de medio, al igual que la gran mayoria de pruebas bioquimicas se realizé en tubos
de ensayo. Para la observacion completa de sus resultados debe de interactuar con otros
reactivos como son:



» Rojo de metilo: Se agregan 3 gotas del reactivo de metilo, si en la superficie del
medio aparece un color rojo intenso es RM (+) = microorganismos que utilizan la
glucosa fermentandola hasta llegar a un pH menor a 4,4.

» VP: Se agrega 0.6 ml de alfa-naftol seguidos de 0,2 ml de KOH al 40%. Es esencial
que los reactivos se agreguen en este orden. El tubo se sacude suavemente y luego
se deja quieto de 10 a 15 min. La aparicion de color rojo = prueba (+) (presencia de
acetil-metil-carbinol).

3.5.5.5. Kligler Hierro Agar (KIA)

Este medio de cultivo fue sembrado en tubos de ensayo con forma de pico de flauta con el
objetivo de determinar en qué parte del medio es que tiene mayor contacto el
microorganismo y de esta forma obtener los resultados.

1. Pico alcalino/fondo &cido (pico rojo/fondo amarillo): el microorganismo solamente
fermenta la glucosa.

2. Pico &cido/fondo éacido (pico amarillo/fondo amarillo): el microorganismo fermenta
glucosa, y lactosa.

3. Pico alcalino/fondo alcalino (pico rojo/fondo rojo): el microorganismo es no
fermentador de azucares.

4. La presencia de burbujas, o ruptura del medio de cultivo, indica que el
microorganismo produce gas.

5. El ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce &acido
sulfhidrico.

3.5.5.6. Manitol

Para la evaluacién de esta prueba se prepara el medio en tubos de ensayo con la forma de
pico de flauta largo. Este método lo utilizamos para determinar en qué parte del medio tiene
mayor interaccion el microorganismo y poder evaluar de esta manera como responde a la
prueba.

Microorganismos fermentadores de manitol: Colonias de color amarillo rodeadas o no de
un halo amarillo. Microorganismos no fermentadores de manitol: colonias del color del
medio, rojas rodeadas o no de halo rojizo-purpura.

3.5.5.7. Citrato de Simons

Al igual gue las pruebas anteriores este medio de cultivo se prepar6 en tubos de ensayo en
donde la superficie del medio obtuviera un &ngulo de 45° esto con el objetivo de determinar
en donde ejerce mayor accion el microorganismo.

El microorganismo utiliza citrato como unica fuente de carbono en su metabolismo, se
produce alcalinizacion del medio de cultivo pasando éste a color azul intenso, lo cual indica
prueba positiva para el citrato.



3.5.5.8. Sensibilidad a antibioticos

En la realizacion de la prueba a la sensibilidad del antibiograma se utilizaron los siguientes
antibidticos: PENICILINA, ERITROMICINA, KANAMICINA, TETRACICLINA. Se
realizo con el objetivo de la diferenciacion del género de Bacillus spp.

3.5.6. Sexta fase de seleccion

En esta fase de preseleccion ocho cepas que fueron identificadas por pruebas bioquimicas
se determind que solo cuatro de estas cumplian con los requerimientos del bacilo.

3.5.6.1. Bilis esculina

Las bacterias que hidrolizan la esculina en presencia de iones de hierro forman un
compuesto de color verde oliva hasta negro, de esta forma inhibiendo el desarrollo de la
flora acompaniante.

» Interpretacion
- Positiva: se observa un oscurecimiento o ennegrecimiento del medio de cultivo

- Negativo: ausencia de oscurecimiento del medio de cultivo.

3.5.6.2. Tolerancia a Sal y pH. Acido

Los microorganismos candidatos como probioticos deben tener la capacidad de soportar
variaciones en el pH y sal (microorganismos tolerantes a la sal). El motivo de esto es que
ellos deban pasar por el tracto gastrointestinal y soportar todas estas variaciones.

3.5.6.3. Protedlisis de Caseina

Para ver la actividad proteolitica de la cepa, las proteasas son enzimas que catalizan la
hidrolisis de los enlaces peptidicos de las proteinas, se usan para la digestion molecular y la
reduccion de proteinas no deseadas, su rol fisiolégico va desde la digestion de las proteinas
de los alimentos hasta procesos como coagulacion de la sangre por medio de la trombina.

3.5.6.4. Prueba preliminar final de Halos de caseina y Conteo

De las pruebas bioquimicas se obtuvo cuatro cepas las que fueron sometidas a la siguiente
fase:

» HIDROLISIS DE CASEINA: Para ver la produccion de enzimas hidroliticas que
son las que ayudan a mejorar la utilizacion de los alimentos y las transforman en
nutrientes méas simples. Solo las bacterias del género Bacillus (B. thuringiensis y. B.
subtilis) hidrolizan la caseina.

» CONTEO PRELIMINAR DE ENDOSPORAS POR CAMARA DE NEUBAUER:
Para determinar la cantidad de endosporas por ml en cada una de diluciones y tener
en consideracion la actividad de hidrolisis en el agar caseina.

Obteniendo un nuevo resultado de tres cepas con mejor halo de hidrélisis, seleccionando
aquella cepa que presento mejor halo de hidrolisis de caseina.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Las 70 muestras obtenidas de siete sustratos con probabilidades de obtener cepas de
Bacillus spp. autoctonas que fueron sometida a Shock térmico y diluciones seriadas que
iban de 10 hasta 10717, de las cuales se tomaron las tres Gltimas diluciones y cultivadas por
duplicados para obtener un total de 420 cepas para ser evaluadas e identificadas por pruebas
bioquimicas y pruebas probidticas in vitro y determinar cuél cepa seria la candidata para ser
sometida a estudios posteriores in vivo.

Cantidad de cepas

12 12
7
6 i - u 5
Tipos de muestras
M leche sin hervir M ciego de pollo i concentrado de pollo

M sangre de rastro M sangre de matadero i heces frescas de bovino

H heces secas de bovino

Figura 1. Resultados obtenidos de shock térmico.

4.1.Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del género Bacillus.

El género Bacillus poseen caracteristicas macroscépicas con colonias morfoldgicamente en
forma de abanico, crecimiento de colonias en masa, cremosa, rugosa, seca, lisa, hiUmeda y
crecimiento de colonias con bordes dentados. A través de esta prueba se determiné que de
420 cepas sometidas a shock térmico 120 cepas mostraron crecimiento en las placas con
PCA teniendo el siguiente resultado cddigo; A-J (heces frescas) 5 cepas, Codigo 1-10
(heces secas) 12 cepas, codigo S1-S10 (sangre de rastro) 6 cepas, codigo Sa-Sj (sangre de
matadero) 7 cepas, codigo X1-X5(ciego derecho de pollo),Y1-Y5 (ciego izquierdo de
pollo) 40 cepas, codigo nimeros romanos I-X (Leche sin hervir) 30 cepas, codigo al- al0
(concentrado de pollo) 12 cepas.
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Cantidad de cepas

19
| i

M leche sin hervir M ciego de pollo i concentrado de pollo
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Tipo de muestra

M sangre de rastro M sangre de matadero i heces frescas de bovino

H heces secas de bovino

Figura 2. Resultados de evaluacion macroscépica.

Las 120 cepas sometidas a crecidas en PCA luego de shock térmico 46 poseian las
caracteristicas macroscopicas necesarias para ser incluidas dentro del género bacillos.
Teniendo el siguiente resultado cddigo; A-J (heces frescas) 1 cepa, Cddigo 1-10 (heces
secas) 7 cepas, codigo S1-S10 (sangre de rastro) 1 cepa, cddigo Sa-Sj (sangre de matadero)
4 cepas, cddigo X1-X5(ciego derecho de pollo), Y1-Y5 (ciego izquierdo de pollo) 19 cepas,
cédigo nimeros romanos 1-X (Leche sin hervir) 13 cepas, codigo al- al0 (concentrado de
pollo) 1 cepa.
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Tipos de muestras

M leche sin hervir M ciego de pollo i concentrado de pollo
M sangre de rastro i sangre de matadero i heces frescas de bovino
H heces secas de bovino

Figura 3. Resultados de evaluacion microscopica (Gram y Verde Malaquita).
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Los bacillos poseen caracteristicas tintoriales que le permiten colorearse segin Gram como
Bacillus Gram positivos mostrando agrupacion en forma de cadena o en algunas ocasiones
encontrase solos, otras caracteristicas tintoriales que poseen estos microorganismos es que
se observa endosporas que pueden ser centrales, terminales, subterminales, deformantes o
no deformantes, se observé usando verde malaquita, Bacillus con endosporas centrales no
deformantes, obteniendo un total de 26 cepas con los siguientes resultados codigo; A-J
(heces frescas) 1 cepa, Codigo 1-10 (heces secas) 5 cepas, codigo S1-S10 (sangre de rastro)
0 cepas, cddigo Sa-Sj (sangre de matadero) 2 cepas, codigo X1-X5(ciego derecho de pollo),
Y1-Y5 (ciego izquierdo de pollo) 10 cepas, cddigo nimeros romanos I-X (Leche sin hervir)
7 cepas, codigo al- al0 (concentrado de pollo) 1 cepa.
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Tipos de muestras
M leche sin hervir M ciego de pollo i concentrado de pollo
M sangre de rastro M sangre de matadero i heces frescas de bovino
H heces secas de bovino

Figura 4. Resultados de prueba de Catalasa.

4.2. Pruebas bioquimicas

Cuervo en el 2010 evalué el biofertilizante KODIAC de donde aisl6 una cepa que presento
tincion de Gram positiva, con endosporas central y crecimiento aerébico, catalasa positiva,
presenta hidrolisis del almiddn y reduce los nitratos, no produce indol, forma escasa
cantidad de &acido sulfdrico, presenta crecimiento en NaCl al 7%, tiene reaccion positiva
Voges Proskauer, es manitol negativo y utiliza el citrato. Por base a los resultados
anteriores la cepa K1 corresponde a la identificacion del Bacillus subtilis segun la literatura
del Manual Bergey’s, 2000.

Las pruebas bioguimicas y pruebas especiales microbiologicas permiten la identificacion de
géneros y especies de bacterias en muchos aislamientos, usando reactivos y medios
diferenciales que permiten ver el metabolismo y actividad enzimatica de los
microorganismos a través de marcadores de pH que permiten un viraje del color del medio,
de 26 cepas sometidas a esta prueba, ocho cepas fueron seleccionadas por la capacidad de
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descomponer el perdxido de hidrogeno en H>O y O, con los siguientes resultados cddigo;
A-J (heces frescas) 0 cepas, Cdodigo 1-10 (heces secas) 2 cepas, codigo S1-S10 (sangre de
rastro) O cepas, codigo Sa-Sj (sangre de matadero) O cepas, cddigo X1-X5(ciego derecho de
pollo), Y1-Y5 (ciego izquierdo de pollo) 4 cepas, cddigo niUmeros romanos I-X (Leche sin
hervir) 1 cepa, codigo al- al0 (concentrado de pollo) 1 cepa.

Las pruebas bioquimicas utilizadas para la identificacion de las cepas consideradas como
bacillos fueron las siguientes; TSI, KIA, Citrato de Simons, VP, Manitol, MIO, SIM y
pruebas de sensibilidad a antibioticos (Penicilina, Kanamicina, Eritromicina vy
Oxitetraciclina), dando como resultados la identificacion por microbiologia convencional
de 4 cepas X5 (2)C Ciego derecho de pollo, X5° (2)CD ciego derecho de pollo X210 (2)
ciego derecho de pollo, a® (1) de concentrado para pollos de engorde como Bacillus
subtilis.

Cuadro 1. Resultados obtenidos en la bioquimica

Ornitina + Sulfuro +
1 8%(2 KIK K/K + + - Movilidad +  Movilidad +
B. Cereus SH4 Indol - Indol -
Ornitina + Sulfuro -
2 8% KIK KK + + - Movilidad +  Movilidad +
B. Cereus Indol - Indol -
Ornitina - Sulfuro -
3 X5%(2)C KIA  KIK + + + Movilidad + Movilidad +
B. subtilis Indol - Indol -
Ornitina - Sulfuro -
4 X59(2)CD  K/A KA + + + Movilidad + = Movilidad +
B. subtilis Indol - Indol -
Ornitina + Sulfuro -
5  VIEQ) KIK KA + + + Movilidad+  Movilidad -
B.Thuringens Indol - Indol -
is
6 Ornitina + Sulfuro -
o® (1) KIK K/K + + - Movilidad +  Movilidad +
B. Cereus Indol - Indol -
7 X5%(2) Ornitina - Sulfuro -
Thuringensis  K/K K/A + + - Movilidad +  Movilidad +
Indol - Indol -
8 Ornitina - Sulfuro -
X210 (2) KIA KK + + + Movilidad +  Movilidad +
B. subtilis Indol - Indol -
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4.2.1. Lectura de antibiograma

Milian, G en el 2008 evalué comportamiento de las cepas de Bacillus subtilis frente a los
diferentes antibidticos encontrando que tres de las cepas (C-31, C-34 y E-44) eran sensibles
a 25 antibioticos de uso humano y animal.

Hong en el 2004 evalu6 cepas de Bacillus subtilis frente a Cloranfenicol, Novobiocin,
Rifampicin, Tetraciclina, Streptomicina, Cefalosporina y Cycloserina y demostraron la
resistencia marcada de estas cepas ante estos antibioticos (Milian, 2008)

Los resultados obtenidos al momento de realzar la lectura fueron la observacion de tres
cepas resistentes a penicilina X210 (2), X5° (2) C, X5° (2) CD encontrandose dentro de
estas tres una que se mostrd resistente a Oxitetraciclina y Kanamicina X21° (2), y la cuarta
cepa a8 (1) se mostré sensible a todos los antibidticos como se muestra en las siguientes
gréficas.
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PENICILINA
KANAMICINA
OXITETRACICLINA

ERITROMICINA

sensibilidad a antibidticos (mm)

0 0 0

Tipo de antibiético

Figura 5. Sensibilidad frente a antibidticos de cepa X5 (2) CD
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Sensibilidad a antibiéticos (mm)

®PENICILINA = KANAMICINA = OXITETRACICLINA ERITROMICINA

Figura 6. Sensibilidad frente a antibidticos de cepa X5 (2) C.

Sensibilidad a antibiéticos (mm)

H PENICILINA = KANAMICINA = OXITETRACICLINA ERITROMICINA

Figura 7. Sensibilidad frente a antibidticos de cepa X210 (2)
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Sensibilidad a antibiéticos (mm)

W PENICILINA  m KANAMICINA = OXITETRACICLINA ERITROMICINA

Figura 8. Sensibilidad frente a antibidticos de cepa a® (1).

4.3. Protedlisis de Caseina

Se observa crecimiento y utilizacion de la caseina de las cepas sembradas en el medio de
agar caseina, por lo tanto, se tomo en cuenta que estos microorganismos aislados tienen
actividad proteolitica, (ver anexo 34).

4.4. Pruebas probidticas

Fueron sometidas las cepas X5 (2)C, X5° (2)CD, X2 (2) y a® (1), a las cuales se les
realizaron pruebas de Bilis esculina, tolerancia a la sal (NaCl 6.5 %) Ph Acido y proteo6lisis
de caseina dando como resultado que las cepas con mejores actividades probioticas,
incluyendo protedlisis de caseina correspondieron a las cepas X579 (2)CD, X579 (2)C, X210
(2) demostrado que estas son las que pueden soportar los cambios de pH, sales biliares y
actividad enzimatica presentes en el intestino de los animales .

4.4.1. Halos de hidrolisis de caseina y conteo de endosporas
Al realizar estas pruebas se determind que la mejor cepa con actividad probidtica y

enzimética identificada por microbiologia convencional es la cepa X5° (2) C, que
corresponde al Bacillus subtilis.
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35.33
33.66
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I l ]

X5-9(2)cD X5-9(2)C X2-10(2)
Figura 9. Lectura de formacion de halos de hidrolisis

Crecimiento en mm.

Para determinar la cantidad de microorganismo por ml en cada una de las diluciones y tener
en consideracion la actividad hidrolitica en el agar caseinas lo que permitird evaluar las
enzimas hidroliticas, que ayudan a mejorar la utilizacion de los alimentos y las transforman
en nutrientes méas simples. Solo las bacterias del género Bacillus (B. thuringiensis y. B.
subtilis) hidrolizan la caseina.
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V. CONCLUSION

Se aislaron cepas del género Bacillus spp las cuales fueron identificadas haciendo uso de
pruebas bioguimicas, seleccionando aquellas con las caracteristicas de Bacillus subtilis, a
estas cepas se les realizaron pruebas para la identificacion de actividad probidtica in vitro
demostrando mediante los resultados que las mejores cepas con accion probidtica
correspondieron a las muestras tomadas de los ciegos de pollo (linea Cobb) y concentrado
de pollos “X5° (2)C, X5° (2)CD, X2 (2)”. La prueba probidtica final utilizada para la
determinacion de la mejor cepa con actividad probiodtica fue la “formacion halos de
hidroélisis de caseina”, en donde los datos obtenidos de esta prueba fueron introducidos en
el Software estadistico MINITAB 2014 dando como resultado que la cepa 6ptima con estas
caracteristicas fue la identificada con el codigo X5° (2)C.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar la secuenciacion para confirmar el de cepa a la cual
pertenece el Bacillus spp. aislado durante la investigacion.

Evaluar los pardmetros cuantitativos en los animales de produccion.

Se recomienda evaluar a nivel de campo para determinar in vivo las propiedades que
muestre al ser suministrado como aditivo en la alimentacion de los animales en
produccion.

Al obtener resultados positivos de las recomendaciones anteriores planteamos que
debe ser producido a escala industrial de manera que se pueda ofertar al mercado
nacional un producto que sea de calidad y cumpla con los estandares exigidos por el
mercado internacional y de esta forma se disminuyan costos en la produccion de
nuestro pais.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Lectura de pruebas de catalasa

Ne° Cepa Catalasa
X472 2 CATALASA POSITIVA

X219(2) CATALASA POSITIVA

Y1¥(2)C CATALASA POSITIVA (RAPIDA)

Y19(1) CATALASA POSITIVA (RAPIDA)

X5% (1) CATALASA POSITIVA

X59(2) CD CATALASA POSITIVA

X99(2)  CATALASA POSITIVA (LENTA)

X5% (1) CATALASA POSITIVA

X210(2)  CATALASA POSITIVA (LENTA)

X5°(2)C CATALASA POSITIVA

E (2 CATALAS POSITIVA

SC1(1) CATALASA NEGATIVO

SC? ¥ CATALASA POSITIVO

8°(2) CATALAS POSITIVO

310(@2)  CATALASPOSITIVO

89(2)  CATALASA POSITIVA (RAPIDA)

3102 CATALASA POSITIVA (RAPIDA)

VI (1) CATALASA POSITIVA

VI (1)D CATALASA POSITIVA

VI8 (1) CATALASA POSITIVA

VII® (1) CATALASA POSITIVA

VIt (2) CATALASA POSITIVA

59(1)  CATALSA POSITIVA (LENTA)

VI (1) CATALASA POSITIVA

519 (2) CATALSA POSITIVA (LENTA)

NN N R R R R R R R R R e
o 0K ®WN RO o NoloMwN RO/ N o O~ W NI

o® (1) CATALASA POSITIVA
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Anexo 3. Preparacion de cristaleria Anexo 7. Bafio maria
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Anexo 5. Preparacion de desi
]

yiif g /

nfectantes Anexo 9. Cepa aislada de shock térmico

Anexo 10. Reactivo para tincion de Gram
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Anexo 11. Aplicacjén de Lugol a frotis
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Anexo 15. Bacilos formando cadenas

Anexo 14. Bacillus Gram positivo
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Anexo 23. Conservacion de medios
para siembra

Anexo 19. Preparacion de medios

Anexo 21. Esterilizacion de medios

Anexo 22. Conservacion de cepas
en caldo leche
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Anexo 27. Reaccion a prueba Bioquimica Anexo 29. Reaccion a TSI
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Anexo 28. Reaccion de MIO Anexo 30. Reaccion de Citrato

Anexo 28. Reaccion de SIM Anexo 31. Reaccion de TSI
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Anexo 32. Sensibilidad a antibi6ticos Anexo 35. Siembra para pruebas de
hidrolisis de casina

Anexo 33. Protedlisis de Caseina

Anexo 34. Crecimiento en Bilis Esculina

"
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Anexo 37. Seleccion de bacterias Gram positivas (Manual Bergy’s)

Cocci
[

Bacilli
I

Filamentous

Round in clusters

& tetrads:
Staphyvlococeus

Oval shape in

Chains:
Streptococcus
Peptostreptococcus
Enteracoccus

Micrococcus
Peptacoccus

Club-shaped and/or in
palisades:
Corynebacterium
Listeria
Erysipelothrix
Myecobacterium (Acid Fast)
Propionobacterium
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Spore-bearing,
large, uniform:

Bacillus

Extensive

Clostridium . Branching rudi-
brau_chmg: mentry or absent:
Actinomyces Erysipelothrix
A'J'ﬂCh”{H _ Lactobacillus
Nocardia (partially Eubacterium
acid-fast)

Streptomyces



Anexo 38. Flujograma de pruebas bioquimicas del bacilo y de pruebas probiéticas (Manual
Bergy’s)

Bacillus =pp.
Clostrididium spp.
Covynebacterium spp.
Lacrobacillus spp.
Mycobacterium spp.

Mycobacterium smegmatiz

Spore Forming

Conymebacterium spp.
Lactobacillur =pp. —— A cid Fast
Myecobacterium =pp.

Bacillus spp.
Closmridium spp

Strict Anaerches Corymebacterinm spp

Lactobacilluz =pp.
+ -
Cloztridium spp. Bacillus spp.
You sure you have this? Ses separate flowchan
o to Bergey's.

+

Cormebacterium _EE | Lactebacillus ﬁ |

Catalasze

Starch Hydroly=iz
Clucoze Ferm. Activity
. -
Corymebacterium kntseeri | Corynebacierium xevosis Acd & Gas Aad
Lactobacillus fermenti Lactobacillus cazei
Lactobacilluz delbruecki

|Laﬂo-i':m’ﬂu.5 casel | Lactobacilluz delbrusckii |
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