
 Artículo Original

Caracterización in vitro de propiedades probióticas
de Lactobacillus ssp. aislados del tracto digestivo de

abejas

In vitro characterization of probiotic properties of
Lactobacillus ssp. isolated from the digestive tract of bees

iD José Antonio Rodríguez Díaz1*, iD Juan Emilio Hernández García2, Laureano Sebastián Frizzo3,
iD Ken Jact Fernández León1, iD Lilian Sánchez4, iD Yovanni Solenzal Valdivia1

1Laboratorio de Referencia para Investigaciones y Salud Apícola (LARISA). Sancti Spíritus. Cuba.
2Departamento de Medicina Veterinaria. Facultad de Ciencias Agropecuarias. Universidad de Sancti Spíritus "José Martí
Pérez". Cuba.
3Departamento de Salud Pública, Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional del Litoral. UNL-FCV. Argentina.
4Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA). Mayabeque, Cuba.

El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar in vitro bacterias ácido lácticas (Fructobacillus fructosus
SS66, Lactococcus garvieae SS79, Fructobacillus fructosus SS72, Lactobacillus kunkeei SS70, Lactobacillus rhamnosus
SS73), aisladas del tracto digestivo de abejas Apis mellifera. Se evaluó su capacidad probiótica mediante pruebas
enzimáticas, estabilidad de crecimiento a diferentes temperaturas (37 y 45°C) y a un rango de pH (3,5; 4,5; 5,5; 6,5),
tolerancia a jugo gástrico artificial (JGA), sales biliares (0,3, 05 y 1 %); pruebas de adherencia como agregación,
autoagregación e hidrofobicidad y antagonismo microbiano. Los resultados mostraron que todas las cepas crecieron a 37°C a
pH ácido 6,5 y 5,5; no crecieron a pH 4,5, produjeron peróxido de hidrógeno y no revelaron actividad hemolítica. Las cepas
soportaron el JGA pH 3 durante 3 h a 37°C y a las sales biliares hasta 1 %. Ninguna cepa mostró poder de autoagregación y
solo dos (L. rhamnosus SS73 y L. kunkeei SS70) produjeron coagregación contra Escherichia coli. La hidrofobicidad fue
variable entre las cepas, F. fructosus SS72 exhibió un valor alto, L. rhamnosus SS73 y L. kunkeei SS70 medio y L. garvieae
SS79 y F. fructosus SS66 bajo. Todas las cepas presentaron amplio espectro de actividad antimicrobiana y efecto inhibitorio
frente a Paenibacillus larvae y otros patógenos humanos y animales. Las cepas que mejor comportamiento mostraron
corresponden a L. kunkeei SS70 y L rhamnosus SS73; fueron susceptibles a los agentes antimicrobianos utilizados con
excepción de la Sulfonamida y Vancomicina y, a partir de estos resultados, se podrán incorporar en un inóculo probiótico para
evaluar su efecto in vivo.
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The present work aimed at characterizing in vitro the lactic acid bacteria Fructobacillus fructosus SS66,
Lactococcus garvieae SS79, Fructobacillus fructosus SS72, Lactobacillus kunkeei SS70, Lactobacillus rhamnosus SS73,
isolated from the digestive tract of bees Apis mellifera. Their probiotic capacity was evaluated by enzymatic tests, growth
stability at different temperatures (37 and 45°C) at a range of pH (3.5; 4.5; 5.5; 5.5; 6.5), tolerance to artificial gastric juice
(AGJ), bile salts (0.3, 05 and 1 %), and adhesion tests such as aggregation, self-aggregation and hydrophobicity and
microbial antagonism. The results showed that all strains grew at 37°C at acidic pH 6.5 and 5.5 and did not grow at pH 4.5;
they produced hydrogen peroxide and did not reveal hemolytic activity. The strains tolerated AGJ pH 3 for 3 h at 37 °C and
bile salts up to 1%. No strain showed self-aggregation and only two (L. rhamnosus SS73 and L. kunkeei SS70) produced co-
aggregation against Escherichia coli. Hydrophobicity was variable among the strains, F. fructosus SS72 exhibiting a high
value, L. rhamnosus SS73 and L. kunkeei SS70 a medium value and L. garvieae SS79 and F. fructosus SS66 a low one. All
strains showed a broad spectrum of antimicrobial activity and inhibitory effect against Paenibacillus larvae and other human
and animal pathogens. The best-performing strains were L. kunkeei SS70 and L. rhamnosus SS73, which were susceptible to
the antimicrobial agents used, with the exception of Sulfonamide and Vancomycin. From these results, they can be
incorporated into a probiotic inoculum to evaluate their effect in vivo.

probiotics, Apis mellifera, Lactobacillus ssp, microbiota in bees, L. rhamnosus, L. kunkeei.

INTRODUCCIÓN

Son conocidas las consecuencias negativas de los
residuos de antibióticos y químicos en los alimentos,
por lo que constituyen una gran preocupación y ame-
naza para la salud humana en todo el planeta (1);

una alternativa ante tal situación sería evitar el uso
de antimicrobianos como promotores de crecimiento
o profilácticos de rutina en los animales (2) y, como
estrategia, incluir prácticas mejoradas de manejo, uso
de probióticos y otros productos naturales que aumen-
ten la capacidad del sistema inmune y la salud de los
animales (3) y, en especial, las abejas (4, 5).
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Actualmente se acepta que las abejas tienen una
microbiota intestinal específica, que se vuelve estable
al llegar a la etapa adulta (6, 7). El conocimiento
sobre su composición y diversidad de funciones (8),
así como el vínculo entre una microbiota intestinal
equilibrada y el estado de salud del insecto, potencian
el uso de cepas probióticas y otros aditivos naturales
con tales fines (9, 10); por consiguiente, aislar micro-
organismos propios del insecto favorece su utilización
como probióticos, debido a que estos tienen un gran
potencial de exclusión competitiva contra patógenos,
ya que existe una mayor adaptación y afinidad por el
mismo nicho ecológico (11).

Los probióticos son definidos como "microorganis-
mos que, administrados vivos y en cantidades adecua-
das, confieren un beneficio a la salud del huésped"
(12). Sin embargo, en el campo de la nutrición y sa-
lud animal, especialmente para los animales de granja
donde se incluyen las abejas, los probióticos pueden
proteger al animal contra bacterias patógenas específi-
cas o tener efectos beneficiosos sobre el rendimiento
animal (13).

Los probióticos, que generalmente se utilizan,
son bacterias acidolácticas y corresponden a los
siguientes géneros: Lactobacillus, Streptococcus,
Bifidobacterium, Enterococcus y especies de hongos
anaerobios como Saccharomyces y Aspergillus (14);
muchas de estas especies son habitantes importantes
del tracto intestinal del hombre y los animales y son
generalmente reconocidas como seguras (por sus sig-
las en inglés, GRAS, Generally recognized as safe)
(15).

El uso de probióticos está bien establecido desde
hace décadas, tanto en humanos como en animales
de producción, principalmente con el uso de bacterias
lácticas y levaduras. La introducción al sector apícola
en los últimos años se incrementó, y se reporta que
potencian el sistema inmune, disminuyen el número
de microorganismos patógenos y mejoran las tasas de
crecimiento (16).

Son varios los mecanismos de acción de los probió-
ticos (17), pero los efectos solo pueden ser atribuidos
con especificidad a las cepas analizadas en cada estu-
dio, y no se pueden generalizar a todas las especies ni
a todo el grupo de cepas probióticas (18) y se deben
seguir diferentes protocolos de seguridad (19). El he-
cho de que los efectos son específicos para cada cepa,
implica que se deben registrar los resultados sanitarios
apoyados en los estudios in vitro.

Estos microorganismos deben ser capaces de sobre-
vivir al paso por el tracto digestivo y para ello tienen
que resistir la acción de los jugos gástricos y la bilis;
además, tener capacidad de colonizar y proliferar en
este medio (20). Desde esas perspectivas, se evaluaron
diferentes bacterias ácido lácticas (BAL) y se incorpo-
raron en el alimento de las abejas (21, 22). Por lo que

el objetivo del presente trabajo fue caracterizar me-
diante pruebas in vitro el potencial probiótico de cepas
BAL del tracto digestivo de abejas Apis mellifera,
previamente aisladas e identificadas.

MATERIALES Y MÉTODOS

Microorganismos

Se emplearon las siguientes cepas BAL
(Fructobacillus fructosus SS66, Lactococcus garvieae
SS79, Fructobacillus fructosus SS72, Lactobacillus
kunkeei SS70, Lactobacillus rhamnosus SS73), aisla-
das previamente del tracto digestivo de abejas adultas
(Apis mellifera) (23) y mantenidas en el cepario del
Laboratorio de Referencia para Investigaciones y Sa-
lud Apícola (LARISA) y el Departamento de Medici-
na Veterinaria de la Universidad de Sancti Spíritus
“José Martí Pérez”, provincia Sancti Spíritus, Cuba.
Las cepas fueron sometidas a diferentes ensayos in
vitro (20) para evaluar y seleccionar aquellas que pu-
dieran ser las mejores candidatas para ser utilizadas
como probióticas en la alimentación de las abejas. Los
ensayos se describen a continuación.

Crecimiento a diferentes temperaturas

Se utilizaron tubos de ensayo de 15 mL de capaci-
dad, con 9 mL del medio De Man, Rogosa and Sharpe
(MRS), a pH 6,5 a los que se le inoculó un cultivo
fresco de 16 h (10 % del volumen final) y se incuba-
ron a diferentes temperaturas (37 y 45°C) durante 24
h, se observó el crecimiento mediante cambios de tur-
bidez en el medio de cultivo. Se utilizaron los siguien-
tes criterios: Ausencia de crecimiento (-); Crecimiento
muy débil (+); Crecimiento débil (++); Crecimiento
abundante (+++).

Cinética de crecimiento a diferentes pH

Se prepararon tubos Falcon TM de 20 mL de capaci-
dad con 10 mL de medio caldo MRS; se ajustó el pH
con ácido fosfórico a 6,5; 5,5; 4,5 y 3,5. La esteriliza-
ción de los medios de cultivo se realizó en autoclave
(VK-75-01, Rusia) a 121°C durante 15 min. El ensayo
de la cinética de crecimiento se realizó en microplacas
de 96 pocillos (Costar 3599, Corning, EUA). Para
esto, se depositaron en cada pocillo 240 µL de los me-
dios y 30 µL de inóculo de un cultivo de 18 h de cada
cepa en estudio. El crecimiento microbiano se realizó
a 37°C durante 24 h, bajo condiciones aeróbicas en
incubadora (Binder, Alemania). Las lecturas de la ab-
sorbancia se realizaron cada 30 min a 630 nm median-
te el Lector multimodal de microplacas Sinergy HT
BioTEK (BioTEK Instrumentos-EUA). Los medios no
inoculados se utilizaron como controles. Todas las de-
terminaciones se realizaron por triplicado.
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Hidrólisis de la caseína de la leche (proteólisis)

Para examinar la actividad proteolítica se siguió la
metodología descrita por Harrigan (24), con algunas
modificaciones. Se prepararon dos medios de cultivo:
1) agar leche descremada que consistió en leche en
polvo descremada (Loba Chemie PVT.LTD, India) al
5 % y agar (Britania, Argentina) al 1,3 %; medio 2)
agar-leche descremada al 2 % en agua de peptona y
agar a una concentración de 1,3 %; ambos medios
se ajustaron a pH 6,5; se esterilizaron por separado
la leche y el medio peptonado, se dejaron enfriar a
60°C y luego se mezclaron y repartieron en placas
Petri. Se prepararon placas con perforaciones de 6 mm
de diámetro, que se rellenaron con 20 µL de los
cultivos de las cepas BAL en estudio, y placas sin
perforaciones que se sembraron por estrías. Se utilizó
Staphylococcus aureus ATCC 25923 como control.
Las placas se incubaron a 37°C durante 48 a 72 h. La
presencia de un halo transparente alrededor de las co-
lonias y en las perforaciones se consideró como reac-
ción positiva de proteólisis de la caseína. El ensayo se
realizó por triplicado y en dos momentos diferentes.

Producción de peróxido de hidrógeno (H2O2)

La capacidad de las cepas para producir H2O2 se
determinó según la metodología descrita por McLean
y Rosentein (25). Los cultivos bacterianos se sembra-
ron en duplicado por estría sobre agar MRS suplemen-
tado con 2,5 mg/mL de Tetrametilbenzidina (TMB)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) y 0,01 mg/mL
de Peroxidasa de rábano (HRP) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA). Las placas fueron incubadas a
37°C durante 48 h en condiciones de anaerobiosis. En
presencia de H2O2, la enzima HRP oxida al TMB (in-
coloro) para dar lugar a la formación de un pigmento
azul. La tonalidad de la coloración azul se consideró
una medida semicuantitativa de la cantidad de H2O2

producido y liberado al medio por la cepa (16). La
intensidad de la coloración azul fue incluida dentro
de una de las siguientes categorías: azul claro o azul
oscuro y, por la rapidez en la aparición, en Rápido
(+++), Intermedio (++), Lento (+) y Negativo (-).

Prueba de coagulación

La capacidad de coagulación de las cepas BAL se
determinó según la metodología descrita por Hernán-
dez-García et al. (26); se utilizó leche descremada en
polvo (LDP) con una concentración final de sólidos
de 12,5 % p/v. Posteriormente se dispensó en tubos de
ensayos de 15 mL de capacidad, a razón de 9 mL, los
cuales fueron esterilizados en vapor fluyente durante
20 min. Después de enfriar a 45°C, se le añadió 1 mL
(10 % vol final) del inóculo inicial (crecido de 16-18
h en MRS, pH 6,5). Los tubos se incubaron a 37°C
durante 12 h. La coagulación de la leche se consideró

positiva cuando apareció la presencia de un coágulo
adherido al fondo del tubo que no se desplazaba al
invertir el mismo. Se utilizó Lactobacillus acidophilus
como cepa indicadora (control positivo).

Actividad hemolítica

La actividad hemolítica de las cepas BAL se realizó
sobre el medio Agar Columbia con 5 % de sangre de
caballo (Biomérieux, Marcy l’Etoile, Francia), pH 6,5,
según el método estándar con ligeras modificaciones
descrito por Balamurugan et al. (27). La incubación
se realizó a 37°C por 48 h en aerobiosis. Las cepas
fueron evaluadas según la zona de hemólisis alrededor
de la colonia, como positivas o negativas y de acuer-
do al tipo de hemólisis: β-hemólisis, cuando apareció
una zona clara de hemólisis alrededor de la colonia,
α-hemólisis, una zona verde alrededor de la colonia y
gamma (γ) si la zona alrededor de la colonia no era
clara. Se utilizó como control positivo Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

Descarboxilación de aminoácidos

La actividad amino-descarboxilasa de las cepas
BAL se realizó mediante un método cualitativo descri-
to por Mete et al. (28), que consistió en un medio
líquido base con la siguiente composición: Peptona
de caseína 0,5 %, Extracto de levadura 0,3 %, D (+)
Glucosa 0,1 %, Púrpura de bromocresol 0,0016 %
(Mallinckrodt Baker, Inc, EUA). A 0,9 % del medio
de cultivo base se le agregó 0,5 % del aminoácido a
testar: L Arginina, L Histidina, L Lisina, L Tirosina y
L Triptófano (Biopack, Argentina). Luego se ajustó el
pH del medio a 6,7±0,1 a 25°C. Los tubos duplicados
se inocularon con 10 µL de cultivo y se incubaron
72 h a 37°C. El color del medio al momento de la
siembra era de color púrpura. El medio inicialmente
pasa a amarillo al acidificarse y retorna a púrpura si
la cepa descarboxila los aminoácidos; el pH del medio
de cultivo aumenta. Prueba positiva: color del medio
púrpura, la cepa es productora de aminas biógenas.
Prueba negativa: color del medio amarillo, la cepa no
produce aminas biógenas con el aminoácido probado.

Crecimiento en bilis

La tolerancia a sales biliares se llevó a cabo de
acuerdo con la metodología utilizada por Uriot et al.
(29), en microplacas de 96 pocillos. Las cepas se mul-
tiplicaron en caldo MRS en presencia de 0,3 %, 0,5 %
y 1 % de bilis bovina (Britania, Argentina); se adicio-
naron 240 µL en cada pocillo y 30 µL del cultivo de
18 h de las cepas en estudio. Los cultivos se incubaron
a 37°C durante 24 h y las lecturas de absorbancia se
realizaron cada 30 min a 630 nm mediante el Lector
multimodal de microplacas Sinergy HT BioTEK (Bio-
TEK Instrumentos-EUA). Todas las determinaciones
se realizaron por triplicado.
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Tolerancia a jugo gástrico artificial (JGA)

El ensayo de tolerancia al jugo gástrico se realizó
con ajustes a la metodología descrita por Bao et al.
(30). El JGA consistió en una solución de pepsina
(Riedel-deHaën, Alemania) (0,35 % p/v) y NaCl (Em-
sure®, Dinamarca) (0,2 % p/v); una mitad (50 %)
ajustada a pH 3 con ácido clorhídrico y la otra restante
a pH 6,5. La esterilización se realizó por filtración
(0,22 µM). Las suspensiones de JGA se inocularon a
1 % con cultivos de 18 h de cada una de las cepas
BAL y mezclados durante 10 s. El JGA con pH 3 se
incubó durante 3h a 37°C. Posteriormente se evaluó
la cinética de crecimiento de cada cepa en micropla-
cas de 96 pocillos. Para esto, se depositaron en cada
pocillo 240 µL del medio MRS, pH 7 y transferido
30 µL de inóculo de JGA (JGA con pH 3 durante 3 h a
37°C) de cada cepa en estudio. El crecimiento micro-
biano se realizó a 37°C durante 24 h. Las lecturas de
absorbancia se realizaron cada 30 min a 630 nm me-
diante el Lector multimodal de microplacas Sinergy
HT BioTEK (BioTEK Instrumentos EUA). Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado. Se utili-
zaron como controles los medios no inoculados.

Prueba de agregación

Se realizó el ensayo de agregación de acuerdo a
la técnica utilizada por Reniero et al. y Maldonado
et al. (31, 32). Los cultivos, incubados 18 h a 37°C
en MRS, se centrifugaron y se lavaron tres veces con
agua destilada y se resuspendieron en el volumen ini-
cial con una solución de Ringer- lactato y se llevaron a
una DO de 0,7. Los sobrenadantes de cada una de las
cepas se filtraron y se agregaron a la suspensión a una
concentración final del 10 % (v/v). Posteriormente,
se incubaron a temperatura ambiente. La agregación
se considera positiva cuando las partículas visibles,
similares a la arena y formadas por las células agre-
gadas, se depositan en el fondo del tubo y dejan el
sobrenadante limpio en un período máximo de 2 h a
temperatura ambiente.

Coagregación con patógenos intestinales

El ensayo de coagregación se basó en métodos
reportados por Maldonado et al. y Reid (32, 33).
Las suspensiones de microorganismos ajustaron a una
densidad óptica de 0,7 en PBS. Una alícuota de
500 µL de los cultivos de las cepas seleccionadas de
Lactobacillus ssp. se centrifugaron, filtraron y mezcla-
ron con la 500 µL de Escherichia coli y Salmonella
entérica serotipo Dublin; las suspensiones se incuba-
ron por 2 h a temperatura ambiente. Las suspensiones
se observaron macroscópicamente y bajo microscopio
óptico (con un lente de 100 X). La prueba se consideró
positiva cuando se hizo visible la sedimentación de

las células sobre el fondo del tubo en un periodo máxi-
mo de 2 h a temperatura ambiente. Se desarrollaron
controles con suspensiones en PBS de las BAL y los
patógenos utilizados.

Hidrofobicidad de la superficie celular

Para evaluar la hidrofobicidad en la superficie bac-
teriana, se realizó un ensayo según las indicaciones
reportados por Frizzo et al. (34), para determinar, a
través de porcentajes de hidrofobicidad, la tendencia
a la adhesión epitelial (mayor porcentaje de hidrofo-
bicidad, mayor adherencia). Cada una de estas cepas
crecidas de cultivo fresco en caldo MRS a 37°C se
lavaron con solución tampón fosfato salino (PBS), se
ajustaron a una densidad óptica de 0,6-0,7 a 560 nm
(DO560nm) y se mezclaron con la misma cantidad de
n-hexadecano a temperatura ambiente. Después de un
tiempo de separación de 60 min, se midió la DO560nm

de la fase acuosa. El porcentaje de hidrofobicidad se
calculó mediante la siguiente ecuación.

La actividad de hidrofobicidad de las cepas eva-
luadas se clasificó como alta (51-100 %), media
(30-50 %) y baja (0-29 %), según lo propuesto por
Nader-Macías et al. (35).

Prueba de Antagonismo microbiano frente a
patógenos

La capacidad de las BAL evaluadas para inhibir
el crecimiento de determinados microorganismos pa-
tógenos se valoró mediante el método denominado
"mota en césped" (36, 37). Se emplearon como in-
dicadoras las siguientes cepas patógenas del cepario
de Laboratorio de Alimentos del Departamento de
Salud Pública, Facultad de Ciencias Veterinarias, Uni-
versidad Nacional del Litoral, Argentina: Salmonella
enterica serotipo Dublin 595, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli 289, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus; y también se enfrentaron a uno de los pató-
genos más importantes de las abejas, Paenibacillus
larvae, del cepario del Laboratorio de Referencia pa-
ra Investigaciones y Salud Apícola (LARISA), Sancti
Spíritus, Cuba.

Las cepas BAL se multiplicaron en caldo MRS por
18 a 24 h a 37°C. Transcurrido este tiempo, se transfi-
rieron 10 µL del cultivo de cada cepa a tres pocillos en
una placa de agar MRS. Las placas fueron dispuestas
bajo flujo laminar durante 30 min para permitir la
absorción del cultivo y posteriormente se incubaron
a 37°C durante 24 h en jarra de anaerobiosis. Simul-
táneamente, se prepararon los cultivos de cada uno
de los microorganismos indicadores, inoculando 3-4
colonias en 50 mL de caldo BHI (por sus siglas en in-
glés, Brain Heart Infusion, Merck, EUA) e incubados
12 a 16 h.% de Hidrofobicidad=DO560nm  antes de mezclar− DO560nm  después de mezclarDO560nm  antes de mezclar × 100
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Al completarse el tiempo de incubación, se obser-
varon las motas de BAL en la superficie de las pla-
cas, se vertieron 7 mL de agar BHI semisólido al
0,7 %, atemperado a 40°C sobre las placas de MRS
y suplementado a 1 % con el cultivo líquido de cada
uno de los microorganismos indicadores. Las placas
se incubaron a 37°C durante 24 h en condiciones de
aerobiosis. En las placas se observaron la presencia o
ausencia de zonas de inhibición de crecimiento bacte-
riano. La inhibición se evaluó por medición del diáme-
tro (mm) de la zona clara alrededor de las colonias de
las cepas patógenas, con una regla graduada (38).

Susceptibilidad a agentes antimicrobianos de las
cepas seleccionadas

A las cepas de Lactobacillus ssp. con mejores resul-
tados en los ensayos in vitro se les realizó el ensayo de
susceptibilidad antimicrobiana; para ello se utilizó el
método modificado de difusión en disco impregnado y
se sustituyó el agar Müeller Hilton por agar MRS, des-
crito porSchillinger y Lucke (39). Los antimicrobianos
probados fueron: ceftriaxona (30 μg), ciprofloxacina
(5 μg), eritromicina (15 μg), gentamicina (10 μg),
meropenem (10 μg), oxacilina (1 μg), penicilina G
(10 μg), sulfonamidas (300 μg), vancomicina (30 μg),
amikacina (30 μg), amoxicilina (10 μg), ampicilina
(10 μg), cefalexina (30 μg), cefalotina (30 μg) y clora-
fenicol (30 μg) (Sensidisc DME®, Sao Paulo, Brasil).
Como control se utilizó una cepa de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923). Una alícuota de 0,1- 0,2 mL
de cada cepa, correspondiente a una concentración
celular de 108 -109 UFC/mL, se distribuyó en placas
Petri que contenían agar MRS para Lactobacillus
ssp. y, en BHI para la cepa utilizada como control,
Staphylococcus aureus. Para ello se empleó la técnica
de esparcimiento superficial del inóculo y después se
colocaron los discos de antibióticos en la superficie.
Se incubaron por 48 h bajo condiciones de anaerobio-
sis y se midieron los halos de inhibición. Los aislados
fueron clasificados para cada uno de los antibióticos
como sensibles (S), moderadamente sensible (MS) y
resistentes (R), de acuerdo con Charteris et al. (40).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Crecimiento a diferentes temperaturas

Las cepas evaluadas fueron capaces de crecer
a 37°C, con crecimiento abundante Fructobacillus
fructosus SS72, Lactobacillus rhamnosus SS73
y Lactococcus garvieae SS79; mientras que, a
45°C, únicamente mostraron crecimiento abundan-
te Fructobacillus fructosus SS72 y Lactobacillus
rhamnosus SS73 (Tabla 1). Estos resultados son si-
milares a los encontrados por Sánchez et al. (18)
en su estudio, donde crecieron 17 cepas del género
Lactobacillus ssp. a diferentes temperaturas (30, 37
y 45°C), pero los mayores rendimientos de células
viables (9,3-10 log UFC/mL) fueron a 37°C. Tam-
bién Laurencio-Silva et al., en la evaluación de cepas
BAL para su uso como probióticos (41), encontraron
que todas crecían a las temperaturas de incubación,
muy similares a las empleadas en este estudio (38°C,
39°C y 40°C). Ello indica que la adaptabilidad de
Lactobacillus ssp., a diferentes temperaturas, es una
característica esencial para la supervivencia de tales
microorganismos a las condiciones del ecosistema
donde es posible su aplicación.

Hidrólisis de la caseína de la leche (proteólisis)

Solo se apreció hidrólisis de la caseína a las 48 h en
Fructobacillus fructosus SS72 (Tabla 1). La mayoría
de las cepas (80 %) no mostraron actividad proteolí-
tica, lo que coincide con Peres et al. (42), quienes
reportaron cepas que exhibían baja actividad de la en-
zima. La variación encontrada entre cepas puede estar
dada por componentes de la pared celular o del medio
en que se desarrollan las cepas (43). La actividad pro-
teolítica de las cepas es un indicador a tener en cuenta
para evaluar la actividad probiótica de las cepas, espe-
cíficamente referente a la liberación de péptidos bioac-
tivos, los cuales se generan durante la fermentación
del alimento o en el proceso de la digestión; estos in-
cluyen algunas secuencias de aminoácidos que ejercen
una actividad biológica específica en el huésped (44).

Tabla 1. Comportamiento del crecimiento a diferentes temperaturas de incubación y valores (mm) del diámetro del halo de proteó-
lisis de la caseína por las BAL aisladas del tracto digestivo de abejas (Apis mellifera). / Growth behavior at different incubation

temperatures and values (mm) of the casein proteolysis halo diameter by LAB isolated from the digestive tract of bees (Apis mellifera).

Cepas Temperatura de crecimiento Hidrólisis de la caseína (mm)*.
37°C 45°C 24h 48h

F. fructosus SS66 + - - -
L. kunkeei SS70 ++ + - -

F. fructosus SS72 +++ +++ - 20
L.rhamnosus SS73 +++ +++ - -

Lactococcus garvieae SS79 +++ + - -
Pseudomonas aeruginosa (Control positivo) NA NA 18 45

Referencias:- Ausencia de crecimiento; + Crecimiento muy débil; ++ Crecimiento dé-
bil; +++ Crecimiento abundante. NA: no aplica.* Diámetro del halo deproteólisis.

Revista de Salud Animal, Vol. 43, No. 2, mayo-agosto  2021, E-ISSN: 2224-4700

 5



Crecimiento de las cepas aisladas a diferentes pH

Las cinco cepas evaluadas fueron capaces de crecer
a pH 6,5; mientras que a pH 5,5 solo F. fructosus
SS66, L. kunkeei SS70 y L. rhamnosus SS73 mostra-
ron crecimiento abundante (Figura 1). A pH de 4,5
y 3,5 ninguna cepa fue capaz de crecer, lo cual re-
sulta similar a los valores característicos del género
Lactobacillus ssp. Las BAL tienen la capacidad de
producir ácido láctico y disminuir el pH del sustrato,
aspecto primordial dentro del grupo de los lactobacilos
con capacidad probiótica (41). L. kunkeei SS70 y L.
rhamnosus SS73 tienen resultados comparables con el
obtenido por Ávila et al. (45). Landa-Salgado et al.
(46), al evaluar cepas de Lactobacillus spp. bajo con-
diciones acidas similares (4; 4,5; 6,5), reportaron me-
jores crecimientos en el medio MRS cuando ajustaron
el pH 6,5 (9,07 Log10 UFC/mL), mientras que a pH
4,0 el crecimiento disminuyó a 5,09 Log10 UFC/mL.

Figura 1. Cinética del crecimiento a pH 5, 5 de las cepas BAL
evaluadas. / Growth kinetics at pH 5,5 of the LAB strains evaluated.

Producción de peróxido de hidrógeno (H2O2)

Las cepas resultaron positivas a la prueba de pro-
ducción de peróxido de hidrógeno con crecimiento
abundante y tonalidad azul oscura; resultado similar
al reportado por Elenany y Sharaf (47). Dentro de los
criterios a tener en cuenta en la evaluación de los pro-
bióticos, se incluye la producción de H2O2, por consti-
tuir factor inhibidor del crecimiento o colonización del
intestino por agentes patógenos potenciales (48).

Prueba de coagulación

De las cinco cepas objeto de evaluación (Tabla 2),
solo Fructobacillus fructosus SS66 (20 %) fue negati-
va a la prueba de coagulación en todos los tiempos,
al compararlas con la cepa patrón L. acidophilus. La
coagulación láctica o ácida se realiza por las bacterias
lácticas presentes en la leche cruda o procedente de
diferentes ambientes, que transforman la lactosa en
ácido láctico y desciende el pH de la leche, lo que
produce la alteración de la caseína hasta la formación
de un coágulo; este constituye un importante indicador
para nuestras condiciones al permitir mantener las ce-
pas en un medio natural y obtener masa bacteriana
(26).

Actividad hemolítica

En el presente trabajo no hubo cepas evaluadas
que revelaran actividad hemolítica, con excepción de
Fructobacillus fructosus SS66 (Tabla 2). Dentro de
los indicadores recomendados para evaluar los probió-
ticos, la actividad hemolítica es uno de los criterios
de selección dada su relación con la virulencia de las
cepas (20, 49). Estos resultados se corresponden con
los encontrados por Gutiérrez et al. (50), ya que, de
las 14 cepas seleccionadas, 10 resultaron ser no hemo-
líticas. Las bacterias pertenecientes al grupo de las
ácido lácticas generalmente no son patógenas (GRAS)
(15) y, por consiguiente, no poseen hemolisinas que
destruyan las células rojas, y al ser administradas co-
mo posibles probióticos en abejas, no deben presentar
ningún problema. No obstante, se reportan cepas de L.
casei con hemólisis positiva (51).

Descarboxilación de aminoácidos

Las cepas evaluadas no mostraron capacidad para
la producción de aminas biógenas (AB): solo la ce-
pa Lactococcus garvieae SS79 utilizó la alanina, de
los cinco aminoácidos ensayados, pasadas las 36 h.
Este es otro indicador de seguridad en la evaluación
de cepas candidatas a probióticos (52), pues altas

 
Tabla 2. Prueba de la coagulación de la leche y actividad hemolítica de las BAL aisladas del tracto digestivo de abejas

(Apis mellifera). / Milk coagulation test and hemolytic activity of LAB isolated from the digestive tract of bees (Apis mellifera).

Cepas
Prueba de la coagulación de la leche* Actividad hemolítica a las 72 h

24 h 48 h 72 h
F. fructosus SS66 - - - +(β)
L. kunkeei SS70 - + + +(α)

F. fructosus SS72 + + + -
L. rhamnosus SS73 + + + +(α)
L. garvieaeSS 79 - - + +(α)
L. acidophillus + + + -

*Referencias: -Ausencia de crecimiento; +Presencia de crecimiento (coagulación de la leche).
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concentraciones de aminas en los alimentos, pueden
ingresar en la cadena alimentaria y ser responsables
de varios problemas toxicológicos en humanos (53).
No obstante, la formación de AB se asocia a cepas
de Lactobacillus ssp., tales como L. plantarum, L.
curvatus, L. alimentarius, L. reuteri y L. sakei (54).
Tarrah et al. (55) realizaron un estudio in vitro de
cepas de S. thermophilus y estas manifestaron diferen-
cias en la producción de AB, por lo que los autores
concluyeron que es una característica dependiente de
la cepa. En estudios de caracterización de cepas de
BAL, otros autores reportan que S. thermophilus SS77
fue capaz de utilizar la alanina a partir de las 36 h,
mientras que la cepa de L acidophilus SS80, solo lo
hizo con la histidina a partir de las 72 h (26).

Crecimiento en Bilis

En la cinética de crecimiento de las diferentes cepas
se pudo observar que todas las cepas son capaces de
crecer en presencia de bilis al 1 %, aunque se destacan
L. kunkeei SS70 y L. rhamnosus SS73 con los mayo-
res valores de crecimiento (Figura 2).

Figura 2. Cinética de crecimiento de las cepas en presen-
cia de bilis al 1 % durante 24 horas. / Strain growth

kinetics in the presence of 1 % bile for 24 hours.
 

Gilliland et al. (56) encontraron que 0,3 % de sales
biliares era un punto crítico de resistencia para cepas
de Lactobacillus ssp., al tener una alta correlación
con la supervivencia en los intestinos de los anima-
les incluidos en el ensayo. En pruebas de selección
de bacterias lácticas (57), se encontraron cepas de
Lactobacillus ssp. resistentes a sales biliares (0,5 %,
1 %, 2 % y 3 %).

En otros estudios con otras cepas BAL, se reportan
cepas de Streptococcus ssp. capaces de crecer en todas
las concentraciones de bilis evaluadas (0,3 %, 0,5 % y
1 %) y cepas de Lactobacillus ssp. que solo lo hicieron
a la concentración de 0,3 % (26), lo que evidencia que
los resultados de las bacterias lácteas son variables.

Tolerancia a jugo gástrico artificial (JGA)

Las cepas estudiadas mostraron una alta capacidad
de resistencia ante condiciones extremas del JGA; ex-
cepto la cepa Lactococcus garvieae SS79, el resto
de las cepas mostraron una cinética de crecimiento

similar al control (Figura 3) y cumplen con esta condi-
ción de exposición, simulándose el paso del alimento
a través del tracto gastrointestinal (TGI), después de
la permanencia de las bacterias en caldo MRS a pH
3 durante 3 h a 37°C. Para que sean efectivas, las ce-
pas probióticas deben conservar las características de
salud funcional para las cuales fueron seleccionadas
originalmente. Tales características incluyen la capaci-
dad de sobrevivir el tránsito a través del estómago y
el intestino delgado y colonizar el TGI del huésped
(58). La sobrevivencia de BAL en el jugo gástrico
puede ser independiente del pH. Si bien en el presente
trabajo las mediciones con espectrofotómetro no dife-
rencian entre bacterias vivas y muertas, es de suponer
que aquellos aislados que muestren incremento en sus
lecturas, luego del cese de las condiciones estresantes,
pueden ser considerados como tolerantes ya que consi-
guieron multiplicarse. Los resultados en este estudio,
mediante mediciones positivas de la curva de creci-
miento realizada durante 24 horas, indican la capaci-
dad de recuperación de las cinco cepas sometidas a los
mismos desafíos, respecto a la capacidad de sobrevivir
a estas condiciones hostiles.

Figura 3. Cinética de crecimiento de las cepas BAL aisladas del
tracto digestivo de abejas en el medio MRS después de la exposi-
ción con JGA. / Growth kinetics of LAB strains isolated from the
digestive tract of bees in MRS medium after exposure with AGJ.

 

Ensayo de autoagregación, coagregación con
patógenos intestinales e hidrofobicidad

Los resultados de autoagregación de este estudio
no coinciden con los reportados por otros autores
(59) que encontraron porcientos de autoagregación
en las cepas estudiadas entre 88,4 % y 95,6 %.
Este mismo autor encontró altos porcientos de coa-
gregación frente a los patógenos Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Salmonella thyphymurium,
que pueden ser comparados con las cepas BAL in-
vestigadas, L. rhamnosus SS73 y L. kunkeei SS70,
que produjeron coagregación contra Escherichia coli
(Tabla 3).

Las BAL pueden inhibir la adherencia de bacterias
patógenas a la mucosa del intestino, ya sea mediante
una barrera por autoagregación o por coagregación
directa con los patógenos. En la mayoría de los casos,
la capacidad de agregación está relacionada con las
propiedades de adherencia celular, lo que también im-
plica su capacidad para sobrevivir y persistir en el
tracto gastrointestinal (60).
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La hidrofobicidad fue variable entre las cepas, de
acuerdo a la clasificación establecida. F. fructosus
SS72 exhibió un valor alto, L. rhamnosus SS73 y L.
kunkeei SS70 medio y L. garvieae SS79 y F. fructosus
SS66 bajo (Tabla 3). Estos resultados solo se compa-
ran con los obtenidos por Goel et al. (61), quienes
encontraron porcientos de hidrofobicidad para las ce-
pas de L. plantarum evaluadas entre 55,57 % y 54,0 %
para el xyleno y 42,9 y 40,88 % para el hexadecano.
Se describen en dos aislados de L. plantarum altos
valores de hidrofobicidad entre 85,26 % a 94,9 % para
el xyleno y de 4,3 % a 48,37 % para el cloroformo
(62).

También se plantea que existe una correlación en-
tre la habilidad por la adhesión y la hidrofobicidad
de algunos Lactobacillus. La naturaleza hidrófoba de
la superficie más externa de los microorganismos se
relaciona con la unión de las bacterias al tejido del
huésped; esta propiedad podría conferir una ventaja
competitiva, importante para el mantenimiento bacte-
riano en el sistema gastrointestinal (60).

Por su parte, Dlamini et al. (63) observaron altos
valores de autoagregación (60 a 70 %) y coagregación
(45 a 56 %), en cuatro cepas de BAL, después de
4 h de incubación a 37°C, así como una alta hidro-
fobicidad para todos los solventes utilizados: xyleno
(78-84 %), cloroformo (68-75 %) y etil acetato (52-60
%).

Actividad antimicrobiana frente a patógenos

Otra de las características que facilita la selec-
ción de cepas que puedan ser consideradas como
potenciales probióticos, es su capacidad de inhi-
bir el crecimiento de microorganismos patógenos.
A partir de la escala del halo de inhibición, el
100 % de las cepas evaluadas exhibieron activi-
dad antagónica contra la totalidad de los patógenos
estudiados, con variaciones entre ellas (Tabla 4).
Se ha reportado la producción de sustancias inhibi-
doras para todo el género de Lactobacillus, inclu-
yendo a Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc y Pediococcus, así como Enterococcus

(48). No obstante, no siempre se dispone de un com-
pleto análisis de la naturaleza de las sustancias antagó-
nicas que producen las cepas evaluadas.

Se describe por varios autores que, en esta activi-
dad, pueden estar presentes ácidos orgánicos como
son ácido láctico, peróxido de hidrógeno, dióxido de
carbono, diacetilo, acetaldehído y sustancias de natu-
raleza proteica antimicrobiana, llamadas bacteriocinas
(48,57,64); mecanismos que podrían sustentar el resul-
tado mostrado por las cepas incluidas en el estudio.

En el ensayo de enfrentamiento a patógenos, las
BAL aisladas del intestino de abejas, se observó
que solo Lactobacillus AJ5, IG9, A15 y CRL1647
fueron capaces de inhibir S. aureus ATCC29213, B.
cereus C1, E. coliO157: H7, L. monocytogenes y P.
larvae (65). Lactobacillus kunkeei, aislado de intesti-
no de abejas, fue capaz de inhibir el crecimiento de
Listeria monocytogenes, Yersinia pseudotuberculosis,
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli (66). Re-
sultados similares de inhibición se observaron con
cepas de BAL (MA3 y MA4) aisladas de Apis
mellifera frente a L. monocytogenes y E. coli (67).
En estudio de aislamientos y caracterización de BAL
de origen floral, se encontró que Fructobacillus
fructosus, Lactobacillus kunkeei, Enterococcus durans
y Lactobacillus brevis exhibieron efecto inhibidor
frente a los patógenos Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa (68).

Las cepas BAL se enfrentaron a uno de los patóge-
nos de mayor importancia en la producción apícola:
Paenibacillus larvae. Todas las cepas produjeron inhi-
bición en alguna de las técnicas utilizada (Tabla 5),
excepto Fructobacillus fructosus SS66, lo que de-
muestra la interacción de factores con efecto inhibidor
sobre P. larvae. Otros autores demuestran que cepas
BAL, aisladas del intestino de abejas, fueron capaces
de inhibir diferentes patógenos, incluyendo P. larvae
(69, 70).

En ensayo a nivel de laboratorio con larvas de
abejas se ha comprobado que el suministro del
consorcio bacteriano aislado de intestino de abe-
jas: Lactobacillus plantarum Lp39, Lactobacillus
rhamnosus GR-1 y Lactobacillus kunkeei BR-1, redu-

Tabla 3. Resultados de los ensayos de autoagregación, coagregación e hidrofobicidad (120 min), (n=3), de
las cepas BAL aisladas del tracto digestivo de abejas. / Results of the self-aggregation, co-aggregation and

hydrophobicity tests (120 min), (n = 3), of the LAB strains isolated from the digestive tract of bees.

Cepas
Resultados

Autogregación Coagregación Hidrofobicidad (%) (n-hexadecano)
Salmonella dublin Escherichia coli

F. fructosus 66 - - - 22,53 d ± 0.503
L. kunkeei 70 - - + 46,04 e ± 0.093

F. fructosus 72 - - - 57,70 c ± 0.755
L. rhamnosus 73 - - + 47,89a ± 0.110
L. garvieae 79 - - - 12,45 b ± 0.478

Leyenda: + Autoagregación positiva, ++ fenotipo coagregante no compacto, +++ fenotipo coagregante
compacto. Superíndices diferentes, en una columna, denotan diferencias significativas entre ensayos (p<0,05).
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ce la carga de patógenos, aumenta la expresión de
genes de inmunidad claves y mejora la supervivencia
durante la infección por P. larvae (22). De igual for-
ma, siete cepas bacterianas aisladas de intestino de
abejas melíferas se enfrentaron a la cepa P. larvae
ATCC9545 por el método de difusión de disco, donde
se incluyó Lactobacillus kunkeei (KY027158), y mos-
traron fuertes efectos inhibitorios frente al patógeno
evaluado (69).

De las cinco cepas de Lactobacillus ssp. caracteri-
zadas, L. kunkeei SS70 y L. rhamnosus SS73 manifes-
taron un mejor comportamiento en varios de los dife-
rentes parámetros evaluados (crecimiento a temperatu-
ra 45°C, crecimiento a pH 5,5, coagregación a patóge-
nos intestinales y antagonismo contra el P. larvae);
así mismo, dentro de las principales cepas estudiadas
in vitro con fines probióticos en las abejas, se encuen-
tran L. kunkeei (71, 72, 73, 74) y L. rhamnosus (22,
59); además, con estas cepas se reportan resultados
benéficos al ser administradas a las colmenas (16, 22),
por lo cual se consideran las candidatas probióticas
para inocular el jarabe de sacarosa a administrar a las
abejas en periodos de hambruna.

Ensayo de antibiorresistencia

La capacidad que manifiestan algunas cepas de re-
sistencia a los antibióticos es un criterio determinan-
te y restrictivo para ser seleccionado como posible
probiótico. Con relación a las dos cepas (L. kunkeei
SS70 y L. rhamnosus SS73) seleccionadas como posi-
bles probióticos, mostraron sensibilidad frente a todos
los antibióticos evaluados, excepto a la Sulfonamida
y Vancomicina (Tabla 6); lo que sugiere que estas

cepas no transmitirán mediadores de resistencia anti-
microbiana hacia otros microrganismos presentes en el
hospedero.

Los resultados concuerdan con otros autores
(14, 75), quienes indican que Lactobacillus ssp. y
Bifidobacterium ssp. son sensibles frente a la mayo-
ría de estos antibióticos. En un estudio sobre resis-
tencia a antibióticos convencionales utilizados en me-
dicina, de cinco cepas de BAL aisladas del estóma-
go de la abeja melífera (L. fermentun (HM027462),
L. kunkeei (GQ451631), L. pentosus (HM027640),
Lactobacillus Taj Naser-1 (GQ451611), Lactobacillus
ssp. Taj Makhdzir-Naser-1 (GQ451633), se reportan
en la mayoría de ellas niveles de sensibilidad similares
a los encontrados en el presente trabajo; aunque algu-
nas de las cepas mostraron resistencia (76). También
se reportan en otros estudios variación en las cepas de
Lactobacillus a los antibióticos (77), pero la mayoría
es sensible a los fármacos de uso clínico; aunque no
todos los mecanismos de resistencia a antibióticos en
Lactobacillus. ssp son intrínsecos.

CONCLUSIONES

Las cepas de Lactobacillus ssp., caracterizadas me-
diante pruebas in vitro, demostraron tener potencial
como probiótico al cumplir con los parámetros bási-
cos, como son resistencia a pH ácido, sales biliares,
amplio espectro de actividad antimicrobiana y efecto
inhibitorio frente a Paenibacillus larvae y otros pa-
tógenos de interés sanitario: Listeria monocitogenes,
Salmonella dublin 595, Escherichia coli 289, Bacillus
cereus y Staphylococcus aureus.

Tabla 4. Actividad inhibitoria (Diámetros del halo de inhibición, mm) de las cepas BAL aisladas del trac-
to digestivo de abejas frente a cepas patógenas. n = 3 . / Inhibitory activity (inhibition halo diameters,

mm) of the LAB strains isolated from the digestive tract of bees against pathogenic strains. n = 3

Cepas Listeria monocitogenes Salmonella dublin 595 Escherichia coli 289 Bacillus cereus Staphylococcus aureus
F. fructosus SS66 18,26 cd±0.262 16,57c±0.252 16,73c±0.058 16,90d±0.10 15,57b±0.153
L. kunkeei SS70 16,03 b ±0.153 13,0 a±0.10 11,0a±0.20 11,2a±0.264 16,17c±0.153

F. fructosus SS72 17,9 c ±0.10 17,20d±0.200 16,37c±0.115 12,94b±0.053 13,67a±0.153
L. rhamnosus SS73 12,77 a ±0.058 16,37c±0.153 18,77d±0.058 14.53c±0.058 15,90bc±0.10
L. garvieae SS79 18,7 d ±0.20 14,13b±0.162 15,05b±0.132 16,67d±0.153 17,98d±0.025

Leyenda: Superíndices diferentes, en una columna, denotan diferencias significativas entre ensayos (p<0,05).

Tabla 5. Prueba de Inhibición de las BAL aisladas desde el tracto digestivo de abejas (Apis mellifera) frente a Paenibacillus
larvae. n=3. / Inhibition test of LAB isolated from the digestive tract of bees (Apis mellifera) against Paenibacillus larvae. n = 3.

Cepas
Diámetro del halo de inhibición (mm) -Técnica Spot Diámetro del halo de inhibición (mm)-Técnica estría

24h 72h 24h 72h
F. fructosus SS66 - - - -
L. kunkeei SS70 14,83d±0.153 14,93d±0.163 - -

F. fructosus SS72 5b±0,00 5b±0,00 13a±0,115 12,93a±0.058
L. rhamnosus SS73 12c±0,153 12,03c±0,153 27b±0,058 27,13b±0,115

L.garvieae SS79 4a±0,115 4a±0,153 13a±0,115 13,13a±0,153

Leyenda: Superíndices diferentes, en una columna, denotan diferencias significativas entre ensayos (p<0,05).
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Los exponentes que mejor comportamiento obtuvie-
ron en las pruebas in vitro fueron L. kunkeei SS70 y L.
rhamnosus SS73; estas cepas están en condiciones de
ser incorporadas en un inóculo probiótico y evaluadas
en un ensayo in vivo en estudios adicionales.
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