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Resumen 
La introducción de probióticos en los sistemas de producción animal constituye una 
alternativa para incrementar el estado de salud de los animales y consecuentemente, la 
eficiencia productiva y económica. En este sentido, se realizó una secuencia 
experimental con el objetivo general de obtener microorganismos probióticos a partir de 



diferentes ambientes para su uso en la producción de animales monogástricos. Se 
aislaron un total de 371 cepas y de ellas sólo veinticuatro bacterias lácticas y nueve 
levaduras mostraron potencialidades probióticas (cuatro de origen porcino, once de 
salmónidos y dieciocho de origen aviar). Estas cepas se identificaron por técnicas 
bioquímicas y moleculares como especies de los géneros Lactobacillus (n=11), 
Lactococcus (n=5), Pediococcus (n=2), Enterococcus (n=4), Leuconostoc (n=1), 
Weisella (n=1), Trichosporon (n=5), Pichia (n=1), Wickerhamomyces (n=2) y Kodamaea 
(n=1). Las colecciones microbianas se registraron y sus secuencias se depositaron en 
el GenBank. Además, se caracterizaron in vitro según su capacidad y velocidad de 
crecimiento, tiempo de duplicación, tolerancia a pH ácidos y altas concentraciones de 
sales biliares, hidrofobicidad de la superficie celular y actividad antimicrobiana. Las 
cepas Lactobacillus pentosus LB-31, Wickerhamomyces anomalus LV-6, Lactobacillus 
plantarum CLFP-3, Lactococcus lactis CLFP-25 y Leuconostoc mesenteroides CLFP-68 
tuvieron las mejores características como candidatas y cuando se evaluaron en pollos 
de ceba, truchas arcoíris y cerdos se determinó su actividad probiótica individual o 
combinada al modular la respuesta inmune y producir efectos benéficos en indicadores 
morfo-fisiológicos, productivos y de salud de los animales. Los resultados anteriores 
constituyen un importante aporte al conocimiento en la obtención de probióticos, 
incrementan la diversidad de cepas probióticas e informan la obtención de una mezcla 
probiótica, así como la identificación de una nueva subespecie de la especie 
Lactococcus lactis. La información se divulgó en una tesis de maestría, dos tesis de 
doctorado, un plegable, catorce publicaciones periódicas, doce memorias de eventos, 
un capítulo de libro y cincuenta participaciones en eventos científicos de carácter 
nacional e internacional. Además, los autores recibieron veintidós premios y cinco 
reconocimientos. 
 
Comunicación corta  
Durante décadas, los antibióticos se utilizaron en la producción animal como aditivos 
promotores del crecimiento para incrementar los rendimientos productivos. Sin embargo, su 
uso creó serios problemas de resistencia microbiana (Capriotti, 2007) y agudizó la aparición de 
efectos residuales en los alimentos para el consumo humano (Ferket et al., 2002 y Gauthier, 
2003). Por tales razones, fue necesaria la introducción en las prácticas de alimentación y 
manejo de otros aditivos como los probióticos que contribuyeran a evitar los efectos negativos 
del uso de antibióticos. 
  
Los probióticos son aditivos alimentarios formados por microorganismos vivos que cuando se 
administran en cantidades adecuadas influyen beneficiosamente en la salud del hospedero 
(FAO/WHO, 2001). Entre los microorganismos más utilizados para la elaboración de estos 
preparados se encuentran los cultivos microbianos puros, fundamentalmente de bacterias ácido 
lácticas y levaduras (Garlich, 1999) y los cultivos mixtos, que pueden incrementar la eficacia de 
los monocultivos (Bomba et al., 2002). 
 
Al tener en cuenta los antecedentes anteriores y que uno de los factores que influyen en la 
respuesta probiótica es la especie o cepa(s) que se emplee, investigadores de diferentes 
instituciones nacionales e internacionales aunaron sus esfuerzos para presentar la siguiente 
propuesta que expone los resultados de varios proyectos de investigación pertenecientes al 
Ministerio de Educación Superior (MES), Programa Nacional de Biotecnología Agropecuaria del 
CITMA, Proyecto CAPES/MES 072/09, proyectos del Ministerio Español de Ciencia e 



Innovación y del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación de España, así como de varias 
becas de formación profesional, investigación e intercambio académico. 
 
El objetivo general de la presente propuesta fue obtener microorganismos con actividad 
probiótica a partir de diferentes ambientes para su uso en la producción de animales 
monogástricos. Para esto el trabajo se dividió en tres estudios: 1) Aislamiento e identificación 
de microorganismos con potencialidades probióticas a partir de diferentes ambientes; 2) 
Caracterización y selección in vitro de microorganismos candidatos a probiótico y 3) Evaluación 
in vivo de la actividad probiótica de los candidatos. Los resultados de estos estudios formaron 
parte de una tesis de maestría y dos tesis de doctorado, y se divulgaron en 14 publicaciones 
periódicas, 13 no periódicas, 1 plegable y 50 participaciones en eventos científicos de carácter 
nacional e internacional. Además, los resultados son de gran importancia porque permiten 
incrementar la diversidad de microorganismos probióticos, detectar los efectos que pueden 
ejercer en los animales y obtener preparados multicepas o multiespecies que potencien los 
efectos probióticos de los monocultivos. Además, se identificó una nueva subespecie de la 
especie Lactococcus lactis.    
 
Principales Resultados  
 
1. Aislamiento e identificación de bacterias ácido lácticas y levaduras a partir de 

diferentes ambientes (cerdos, aves y salmónidos)  
Se realizaron tres experimentos donde se aislaron un total de 371 cepas a partir de 
muestras del contenido cecal de cerdos en crecimiento (n=9), excretas de pollos de 
ceba fermentadas (n=27), mucosa intestinal, branquias y mucus cutáneo de truchas 
arcoíris (n=335). De ellas sólo veinticuatro bacterias lácticas y nueve levaduras 
mostraron potencialidades probióticas. En el caso de las cepas porcinas, los cultivos 
purificados se identificaron como Lactobacillus casei (n=4) por la técnica de PCR-
ARDRA (Reacción en Cadena de la Polimerasa-Análisis de Restricción de ADN 
Ribosomal Amplificado) con doce enzimas de restricción (García et al. 2011). Las 
cepas de salmónidos se pre-seleccionaron según su actividad antimicrobiana frente a 
Lactococcus garvieae, agente causal de la lactococosis, y las de mayor actividad 
(n=11) se identificaron por secuenciación del gen 16S ARN ribosomal (Pérez-
Sánchez et al. 2011a), así como sus secuencias de nucleótidos se depositaron en el 
GenBank. Los resultados mostraron que las cepas con mayor potencialidad probiótica 
fueron de las especies Lactobacillus plantarum subsp. plantarum (CLFP-3), 
Lactococcus lactis subsp. cremoris (CLFP-25) y Leuconostoc mesenteroides subsp. 
mesenteriodes (CLFP-68). Posterior al proceso de selección e identificación de las 
candidatas se encontró una nueva subespecie perteneciente al género Lactococcus, 
a la que se ha denominado Lactococcus lactis subsp. tructae subsp. nov. (Pérez-
Sánchez et al. 2011b).  
 
Nueve cepas de bacterias ácido lácticas y nueve cepas de levaduras se aislaron a 
partir de excretas de pollos de ceba fermentadas (García, 2007; Elías, 2008 y 
García, 2010). Los cultivos puros de bacterias se identificaron por métodos 
bioquímicos tradicionales y por secuenciación del gen 16S ARNr, mientras que la 
identificación de las levaduras se confirmó por secuenciación de los dominios D1/D2 
de la subunidad mayor (26S) del gen ARNr (García-Hernández et al. 2012). Los 
resultados para cada uno de los aislados mostraron sus características cepa-



específica y la identificación de especies de los géneros Lactobacillus (n=2), 
Pediococcus (n=2), Enterococcus (n=4), Weisella (n=1), Trichosporon (n=5), Pichia 
(n=1), Wickerhamomyces (n=2) y Kodamaea (n=1). Estos microorganismos forman 
parte del Banco de Microorganismos del Instituto de Ciencia Animal (Mayabeque, 
Cuba), se registraron en la Colección Cubana de Cultivos Microbianos y en el World 
Data Centre for Microorganisms (WDCM) y sus secuencias de nucleótidos se 
depositaron en el GenBank. 
 
Garantizar la seguridad e inocuidad de los probióticos es un aspecto medular en el 
proceso de selección de los candidatos, por eso las cepas LB-17, LB-27, LB-28 y LB-
33, identificadas como Enterococcus hirae, y LV-2, LV-3, LV-4, LV-10 y LV-11 del 
género Trichosporon se excluyeron de los estudios posteriores, al estar relacionadas 
con gran número de procesos infecciosos en varias especies de animales. El resto de 
las cepas se seleccionó para realizar su evaluación como candidatas a probiótico. 

 
2. Caracterización y selección in vitro de bacterias ácido lácticas y levaduras 

como candidatas a probióticos  
Las cepas CLFP-3, CLFP-25, CLFP-68, LB-12, LB-13, LB-25, LB-29, LB-31, LB-5B, 
LB-5C, LB-5D, LB-5F, LV-6, LV-8 y LV-9 seleccionadas en el estudio anterior se 
caracterizaron in vitro según su capacidad y velocidad de crecimiento, tiempo de 
duplicación, tolerancia a pH ácidos, tolerancia a altas concentraciones de sales 
biliares, hidrofobicidad de la superficie celular (medida indirecta de la capacidad de 
adherencia al epitelio intestinal) y actividad antimicrobiana frente a patógenos de 
colecciones internacionales. Pruebas que, de forma simultánea, permitieron realizar 
un adecuado proceso de selección de los candidatos más promisorios y determinar 
sus posibles mecanismos de acción en el hospedero. 
  
Cada microorganismo manifestó características específicas de la cepa, y con 
excepción de Lactobacillus crispatus LB-29 y L. casei (LB-5B, LB-5C, LB-5D, LB-5F), 
disminuyeron el pH del medio, toleraron bajos pH y altas concentraciones de sales 
biliares, mostraron buenas características de adherencia y un amplio espectro de 
resistencia a los antibióticos. Se determinó que su actividad antimicrobiana puede 
deberse, fundamentalmente, a la producción de ácido láctico y de compuestos de 
naturaleza proteica como las bacteriocinas (Peréz-Sánchez et al. 2011a). 
Lactobacillus pentosus LB-31 y Wickerhamomyces anomalus LV-6 fueron las cepas 
de origen aviar que presentaron las mejores características como candidatas y se 
enfrentaron, según la técnica de doble capa, para comprobar que no fueran 
antagónicas o se aglutinaran, acciones que interferirían en la respuesta biológica de 
los animales. 
 
Los resultados de este estudio permitieron seleccionar las cepas L. plantarum subsp. 
plantarum CLFP-3, L. lactis subsp. cremoris CLFP-25, L. mesenteroides subsp. 
mesenteroides CLFP-68, L. pentosus LB-31, W. anomalus LV-6 y la mezcla de estas 
últimas para realizar la evaluación in vivo de su posible actividad probiótica.  

 



3. Evaluación in vivo de la actividad de bacterias lácticas y levaduras candidatas 
a probiótico  

Para determinar las respuestas tipo probiótica de las cepas seleccionadas en el 
estudio anterior se realizaron cuatro experimentos en pollos de ceba, cerdos y truchas 
arcoíris. Los experimentos con pollos de ceba y cerdos en crecimiento se realizaron 
en las unidades experimentales del Instituto de Ciencia Animal (Cuba) y los 
experimentos con truchas arcoíris en la piscifactoría experimental del Laboratorio de 
Ictiopatología de la Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza (España). 

  
Experimento 1. Evaluación de la actividad probiótica de Lactobacillus pentosus, 
Wickerhamomyces anomalus y su mezcla en pollos de ceba. 
 
Se establecieron cuatro grupos de animales (cien aves por tratamiento). Los grupos 
experimentales fueron: I) sin aditivos; II) con adición de la cepa de L. pentosus LB-31 
a una concentración de 108 ufc·g-1; III) con adición de la cepa de W. anomalus LV-6 
a una concentración de 108 ufc·g-1 y IV) con adición de la mezcla de las cepas de L. 
pentosus y W. anomalus, proporción 1:1 (v/v). El procedimiento y las condiciones 
experimentales se describen por García-Hernández et al. (2014). Con la inclusión de 
los candidatos y su mezcla en la dieta de los pollos de ceba se encontraron efectos 
benéficos en indicadores morfo-fisiológicos como el peso relativo del intestino 
delgado y los ciegos, lo que indicó una mejora de la estructura y salud intestinal y 
aumento de la eficiencia de los procesos digestivos, absortivos y metabólicos. 
También, se encontró, a los 42 d de edad de los animales, mejora en la respuesta 
vacunal, estimulación de la respuesta inmune e incrementos en los indicadores 
productivos y rendimientos cárnicos, fundamentalmente de la pechuga. Efectos que 
fueron dependientes del monocultivo o preparado multiespecie utilizado y de la edad 
de los animales. 

 
Experimento 2. Evaluación de la actividad probiótica de Lactobacillus pentosus y su 
mezcla con Wickerhamomyces anomalus en truchas arcoíris (Oncorhynchus mykiss).  
 
Los animales se distribuyeron al azar en tres grupos (sesenta peces por estanque). 
Después de siete días de adaptación, los tratamientos fueron: I) sin aditivos; II) con 
adición de la cepa de L. pentosus LB-31 6 a una concentración de 107 ufc·g-1 y III) 
con adición de la mezcla de las cepas de L. pentosus y W. anomalus, proporción 1:1 
(v/v). A los quince días de la inclusión de los candidatos en la dieta, se detectó, por 
PCR a tiempo real, que L. pentosus se encontró en el intestino de todos los animales 
y el número de copias de su ADN fue superior en los grupos tratados, lo que indicó 
que esta bacteria se adhirió al epitelio intestinal y lo colonizó después de su 
administración en la dieta, características que se corresponden con los resultados del 
estudio in vitro. Por el contrario, W. anomalus no se detectó en ninguna de las 
muestras analizadas del intestino de los peces. También, se determinó, por PCR tras 
transcripción inversa en tiempo real, el efecto de los candidatos en la expresión 
génica de algunas proteínas inmunomoduladoras en el riñón anterior. Los resultados 
indicaron la acción inmunorreguladora del L. pentosus LB-31 y su mezcla con W. 



anomalus LV-6 en los peces, lo que confirma la respuesta inmune observada con los 
pollos de ceba. 

  
Experimento 3. Evaluación de la actividad probiótica de Lactobacillus pentosus en 
cerdos en crecimiento. 
 
Se establecieron dos grupos de animales según diseño de bloques al azar con seis 
réplicas y ocho animales por corral. Los grupos experimentales fueron: I) sin aditivos; 
II) con adición de la cepa de L. pentosus LB-31 a una concentración de 108 ufc·g-1. 
La respuesta probiótica se determinó a través de indicadores fisiológicos, productivos 
y de salud. El procedimiento y las condiciones experimentales se describen por Ayala 
et al. (2014). Como principales resultados de la inclusión del lactobacilo en la dieta de 
los cerdos se observaron efectos en indicadores morfo-fisiológicos como intestino 
delgado, intestino grueso y ciego, se encontraron incrementos de peso vivo y 
ganancia media diaria y mejora en la conversión alimenticia. Así como, ninguno de los 
animales tratados tuvo diarreas ni se murieron, aunque para este último indicador no 
se detectaron diferencias estadísticas entre tratamientos. Estos resultados muestran 
el efecto probiótico que ejerce el lactobacilo en la salud de los animales y, 
consecuentemente, incrementa los rendimientos productivos. 

  
Experimento 4. Evaluación de la actividad probiótica de Lactobacillus plantarum 
subsp. plantarum, Lactococcus lactis subsp. cremoris y Leuconostoc mesenteroides 
subsp. mesenteroides en truchas arcoíris (Pérez-Sánchez et al. 2011c). 
  
En este experimento se realizó un desafío experimental para determinar el efecto 
protector de los candidatos probióticos frente al agente causal de la lactococosis. 
Para esto los animales se distribuyeron al azar en cinco grupos (cuarenta y cinco 
peces por estanque). 
 
Después de la adaptación, los tratamientos fueron: I y II) control; III) con adición de la 
cepa de L. plantarum CLFP-3; IV) con adición de la cepa de L. lactis CLFP-25 y V) 
con adición de la cepa de L. mesenteroides CLFP-68, todas a una concentración de 
106 ufc·g-1. A los 21 días de inclusión de las bacterias, el 20 % de los peces de todos 
los grupos excepto el (I) se infectaron con L. garvieae (103 ufc·mL-1). Como resultado 
se obtuvo que solo los animales tratados con el L. plantarum mostraron protección 
frente al patógeno con respecto al grupo control (87,5 %de supervivencia vs 67,5 %, 
respectivamente). También, se detectó la respuesta inmune-moduladora a través de 
la expresión génica de IL-1β, IL-10 y TNF-α en muestras de riñón anterior y de IL-8, 
IgT y Tlr5 en el intestino de los peces. 
 
En su conjunto, los resultados de evaluación in vivo confirman la respuesta biológica 
de tipo probiótica del L. plantarum subsp. plantarum CLFP-3, L. pentosus LB-31, W. 
anomalus LV-6 y la mezcla de estos últimos al modular la respuesta inmune e influir 
positivamente en algunos indicadores de salud y crecimiento de los animales. 
 

 



NOVEDADES CIENTÍFICAS QUE SE DERIVAN DEL TRABAJO  
 
 La identificación de una nueva subespecie de la especie Lactococcus lactis, que se 

denominó L. lactis subsp. tructae, aislada del mucus intestinal de salmónidos. 
 Aislamiento, caracterización e identificación de las cepas Lactobacillus pentosus (LB-

31), Wickerhamomyces anomalus (LV-6) y Lactobacillus plantarum (CLFP-3) con 
actividad probiótica en animales monogástricos. 

 Obtención de una mezcla probiótica con cepas de origen aviar de las especies L. 
pentosus LB-31 y W. anomalus LV-6. 

 Determinación de la respuesta tipo probiótica de las cepas L. pentosus LB-31, W. 
anomalus LV-6 y su mezcla en pollos de ceba a través de indicadores morfo-
fisiológicos, productivos y de salud. 

 Determinación del efecto inmunomodular de las cepas L. pentosus LB-31 y su 
mezcla con W. anomalus LV-6 en truchas arco iris. 

 Evaluación de la respuesta tipo probiótica de la cepa L. pentosus LB-31 en cerdos en 
crecimiento a través de indicadores fisiológicos, productivos y de salud. 

 Determinación del efecto protector de L. plantarum CLFP-3 frente a L. garvieae en 
truchas arco iris y su impacto en la expresión de genes relacionados con la 
respuesta inmune.  

 
Aportes Científicos e Importancia del Trabajo  
 
 Se cuenta con 26 cepas registradas en el GenBank, de ellas once candidatas a 

probiótico de las especies Pediococcus pentosaceus (LB-12 y LB-25), Weisella 
cibaria (LB-13), Lactobacillus crispatus (LB-29), Lactobacillus pentosus (LB-31), 
Wickerhamomyces anomalus (LV-6), Pichia kudriavzevii (LV-8), Kodamaea ohmeri 
(LV-9), Lactobacillus plantarum (CLFP-3), Lactococcus lactis (CLFP-25) y 
Leuconostoc mesenteroides (CLFP-68). 

 Colecciones de bacterias ácido lácticas y levaduras identificadas por técnicas 
bioquímicas y moleculares, caracterizadas in vitro, con potencialidad de uso en la 
obtención de bio-productos, registradas en el World Data Centre for Microorganisms 
(WDCM) con los números de registro 999 y 1002, respectivamente y disponibles en 
el Instituto de Ciencia Animal. 

 Aplicación de la metodología para la detección de citoquinas relacionadas con la 
respuesta inmunomoduladora de microorganismos probióticos. 

 Las cepas probióticas, aisladas y caracterizadas, se pueden utilizar en la formulación 
de aditivos profilácticos o promotores del crecimiento animal y, adicionalmente, 
contribuirá a la reducción de importaciones de medicamentos y aditivos. 

 Resultados con alto valor como material de consulta para los especialistas del tema 
de probióticos y su uso como aditivos promotores del crecimiento en la producción 
animal y, además, constituye un material de referencia para la obtención de 



microorganismos con actividad probiótica a partir de diferentes ambientes (cerdos, 
aves y peces).  
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