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Resumen
Se evaluaron la cinética de fermentación, pruebas de crecimiento y efecto de inhibición 
de Lactobacillus gasseri sobre Yersinia pseudotuberculosis. Se determinó susceptibilidad de 
L. gasseri y Y. pseudotuberculosis a los antibióticos gentamicina, penicilina, ciprofloxacina, 
dicloxacilina y cefalotina; además, el efecto de inhibición de L. gasseri y su sobrenadante 
en Y. pseudotuberculosis y el crecimiento de L. gasseri a diferentes concentraciones de 
sales biliares, bilis bovina y temperatura. Se evaluó la cinética de crecimiento de la 
cepa láctica (UFC/ml, pH, azúcar, acidez y proteína) y se determinaron péptidos en 
el sobrenadante mediante HPLC. Las variables pH y UFC/ml se evaluaron mediante 
un diseño de medidas repetidas en el tiempo. Se encontró resistencia de L. gasseri y Y. 
pseudotuberculosis a la dicloxacilina, además de cefalotina para la primera. La cepa láctica 
y su sobrenadante inhibieron a la cepa patógena. Se obtuvieron crecimientos entre 3 × 
108 y 1,7 × 1013 UFC/150 µl en sales biliares, entre 3 × 108 y 3 × 1012 UFC/150 µl en 
bilis bovina y entre 4,3 × 108 y 3 × 1013 UFC/150 µl a diferentes temperaturas. La fase 
exponencial se observó a las 16 h con un valor de 3 × 1012 UFC/150 µl, pH de 4,56, 
azúcar de 1,79 mg/l, acidez de 0,925 y proteína de 0,16 mg/l. Se encontró el péptido 
VAL-TIR-VAL en el sobrenadante de L. gasseri. Los resultados indican que L. gasseri 
puede ser importante como cepa probiótica en condiciones in vitro.
Palabras clave: crecimiento bacteriano, probiótico, patógeno, antibióticos.

INHIBITION OF Lactobacillus gasseri ON Yersinia pseudotuberculosis 
UNDER In vitro CONDITIONS

Abstract
Fermentation kinetics, growth tests and inhibition effect of Lactobacillus gasseri on 
Yersinia pseudotuberculosis was evaluated. Susceptibility to gentamicin, penicillin, cipro-
floxacin, and cephalothin, dicloxacillin antibiotics, and the inhibition effect of L. gasseri 
and supernatant on Y. pseudotuberculosis was determined. Additionally, the growth of 
L. gasseri to different concentrations of bile salts, bovine bile and temperature. Growth 
kinetics of lactic strain (CFU/ml, pH, sugar, acidity and protein) was evaluated and 
peptide in the supernatant was determined by HPLC. The pH and CFU/ml variables 
were evaluated using a repeated measures time design. L. gasseri and Y. pseudotuberculosis 
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resistance to dicloxacillin was found in addition to the first cephalothin. Lactic strain 
and its supernatant inhibited the pathogenic strain, 3 × 108 at 1.7 × 1013 CFU/150 
µl in bile salts, 3 × 108 at 3 × 1012 CFU/150 µl in bovine bile and 4.3 × 108 to 3 × 1013 
CFU/150 µl to different temperatures. Exponential phase was observed at 16 h with 
a value of 3 × 1012 CFU/150 µl , pH 4.56, sugar 1.79 mg/l, acidity 0.925 and protein 
0.16 mg/l, the TIR-VAL VAL-peptide was found in the supernatant of L. gasseri. The 
results indicate that L. gasseri can be important as probiotic strain in vitro conditions.
Keywords: Bacterial growth, probiotic, pathogen, antibiotics.

INTRODUCCIÓN

El género Lactobacillus es un grupo de bacte
rias Gram-positivas que tienen como carac
terística la producción de ácido láctico a 
partir de la fermentación de carbohidratos 
(Cueto-Vigil et al. 2010). Este grupo se 
encuentra constituido por cocos y bacilos, 
mostrando una gran variedad de especies 
distribuidas en la naturaleza. Su abun-
dancia responde a su capacidad de crecer 
en diferentes sustratos y bajo diferentes 
condiciones biológicas y medioambientales 
(Ramírez-Ramírez et al. 2011).
La importancia del género Lactobacillus 
se debe a su capacidad de inhibir el cre-
cimiento de diferentes microorganismos 
patógenos en especies de interés zootécnico 
(Reis et al. 2012). Esto lo realiza a través 
de varios mecanismos: la producción de 
ácido láctico y otros ácidos orgánicos que 
reducen el pH del medio; la producción 
de biocinas que atacan diferentes zonas de 
la pared celular de otros microorganismos; 
la producción de sustancias antagónicas 
como diacetilo, peróxido de hidrógeno, 
acetaldehído y compuestos no proteicos 
de bajo peso molecular; además, compiten 
por espacio en la mucosa intestinal como 
consecuencia de una buena implantación 
del microorganismo en el tracto gastroin-
testinal (Alfaro-Sanabria 2007; Vásquez 
et al. 2009).

Lactobacillus gasseri es una bacteria 
Gram-positiva, baja en guanina y citosina 

(GC), conocida como uno de los princi-
pales Lactobacillus homofermentativos 
del intestino humano. Se especula que 
esta cepa láctica es un microorganismo 
autóctono del tracto gastrointestinal y se 
asocia con una gran variedad de funciones 
probióticas, incluyendo la reducción de la 
actividad de las enzimas fecales mutagé-
nicas, adhesión a los tejidos intestinales, 
estimulación de macrófagos y producción 
de bacteriocinas (Selle y Klaenhammer 
2013).

Por otra parte, Yersinia pseudotuberculo
sis es una bacteria de la familia Enterobacte
riaceae que causa importantes problemas 
sanitarios a nivel productivo. Su transmi
sión principal es por alimentos contamina
dos con materia fecal y sus vectores prin
cipales son los roedores (Magistrali et al. 
2015). En la región de Nariño (Colombia), 
se observa prevalencia de la enfermedad 
en sistemas de producción cuyícola, como 
consecuencia del tipo de sistema produc-
tivo, que en su mayoría es tradicional; de 
ahí la importancia de su investigación a 
nivel regional, ya que el cuy es un animal 
de interés zootécnico.

En esta investigación se evaluó la ci-
nética de fermentación, se llevaron a cabo 
pruebas de crecimiento y se estimó el 
efecto de inhibición de L. gasseri sobre 
Y. pseudotuberculosis.



97Jurado-Gámez et al. inhibition of Lactobacillus gasseri on yersinia pseudotuberculosis  
under in vitro conditions

Investigación_____________________________________________ Rev Med Vet Zoot. 63(2), mayo - agosto 2016: 95-112

MATERIALES Y MÉTODOS

La presente investigación se realizó en el 
laboratorio de microbiología de la Facultad 
de Ciencias Pecuarias y los laboratorios 
especializados pertenecientes a la Univer-
sidad de Nariño (Colombia), ubicados en 
la ciudad de Pasto, con una temperatura 
promedio de 14°C, a una altura de 2.540 
msnm, precipitación anual promedio de 
1.084 mm y humedad relativa del 76%.

Se usó la cepa comercial Lactobacillus 
gasseri ATCC 19992 y la cepa patógena 
Yersinia pseudotuberculosis NCTC 8580. 
Éstas fueron reconstituidas de acuerdo 
con las instrucciones de la casa comercial. 
La bacteria láctica se conservó mediante 
repique en medio sólido (cajas con agar 
MRS) cada 5 días y en medio líquido 
(tubos con caldo MRS) cada 8 días. Para la 
bacteria patógena se usó caldo BHI como 
medio líquido y agar manitol como medio 
sólido. Las condiciones de incubación 
fueron de 37°C por 24 horas, para luego 
ser refrigeradas (4°C) hasta su utilización.

L. gasseri fue cultivada de la siguiente 
manera: en un Erlenmeyer se tomaron 40 
ml de caldo MRS estéril, en este se depositó 
una alícuota de la bacteria conservada y 
se incubó por 24 h a 37 °C; terminada la 
incubación, se tomaron 4 ml del incubado, 
se depositaron en otros 40 ml de caldo 
MRS, y se incubó en iguales condiciones. 
El inóculo fue ajustado mediante la me-
todología de Crueger y Crueger (1993): 
se tomaron 90 ml de caldo MRS estéril y 
se añadieron 10 ml de inóculo de acuerdo 
con la regla. Al terminar la incubación 
se hizo lectura directa de 1 ml mediante 
espectofotómetro (625 nm); cuando la 
población fue superior a la establecida, 
se agregó caldo estéril teniendo en cuenta 
la propuesta de Guerrero ajustada por 
Jurado-Gámez et al. (2014).

Se realizaron pruebas de susceptibilidad 
a antibióticos en L. gasseri y Y. pseudotuber-
culosis; los antibióticos evaluados fueron 
gentamicina (CN 10 µg), penicilina (P10 
IU), ciprofloxacina (CIP 5 µg), dicloxa-
cilina (DCX 1 µg) y cefalotina (KF 30 
µg). Se utilizó la técnica de Kirby Bauer 
(Bauer et al. 1966); para ello, las bacterias 
se depositaron en un tubo con 1 ml de 
agua destilada, cada cepa por separado, y 
los tubos fueron incubados a 37°C hasta 
obtener la turbidez comparable con el 
estándar 0,5 de MacFarland; enseguida, 
el contenido se transfirió a cajas de Petri 
con agar Müller Hilton y se distribuyó con 
un hisopo de algodón. Por otra parte, con 
pinza estéril se tomaron los discos impreg-
nados con cada uno de los antibióticos 
citados y se colocaron sobre el agar con 
algo de presión para que se adhieran al 
medio; luego, se invirtieron las cajas de 
Petri y se incubaron a 37°C por 18 h. Al 
terminar el tiempo de incubación se midió 
el halo formado entre el borde del disco y 
el borde máximo de inhibición.

De igual manera, se evaluó el efecto de 
inhibición producido por L. gasseri sobre Y. 
pseudotuberculosis mediante la metodología 
de Tagg y McGiven (1971). Se tomó una 
alícuota de L. gasseri y se ajustó a escala 
McFarland 0,5 para luego cultivar en cajas 
de Petri con agar MRS y azul de anilina a 
concentraciones de 50, 75, 100 y 150 µl; 
finalmente se incubaron a 37°C por 24 h. 
La bacteria patógena fue ajustada a escala 
MacFarland 0,5 y fue cultivada en cajas de 
Petri con agar Müeller Hilton y agar TSA 
(triptona soya agar). Del agar MRS incu-
bado con la bacteria láctica, se tomaron 
discos y se colocaron en las cajas incubadas 
con la bacteria patógena, luego se incubó a 
32°C por 12 horas. Al finalizar el periodo 
de incubación se midieron los halos de 
inhibición. Se determinó susceptibilidad 
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de la cepa patógena cuando el halo fue 
igual o superior a 2 mm (Ramírez 2005).

Se extrajo el sobrenadante de L. gasseri; 
para ello, se ajustó la concentración de la 
bacteria a 4 en la escala McFarland (725 
nm). De ésta, se tomaron varias muestras 
de 1,5 ml y se depositaron en tubo Eppen-
dorf para centrifugar a una temperatura 
de 4°C con 15.000 rpm durante 15 min. 
Se tomó el sobrenadante de dos formas, 
la primera sin filtrar y la segunda con fil-
trado; para esta última, se usó papel filtro 
de 0,25 µm. Cada muestra se refrigeró a 
4°C para posterior análisis.

Los anteriores sobrenadantes se eva-
luaron mediante la metodología de Kirby 
Bauer modificada (Bauer et al. 1966); el 
sobrenadante se colocó de dos formas: 
la primera mediante papel pads, sobre 
el cual se depositaron concentraciones 
de 50, 75, 100 y 150 µl; y la segunda, 
mediante cilindros estériles de 6 mm de 
diámetro, sobre los cuales se depositaron 
las mismas concentraciones (los cilindros se 
obtuvieron de puntas de pipeta estériles). 
Los discos y cilindros fueron colocados en 
cajas de Petri con las bacterias patógenas 
y se incubaron a 37°C por 24 h.

Se determinó el crecimiento de la cepa 
láctica a concentraciones de 3, 4 y 5% de 
sales biliares bovinas y concentraciones de 
0,5, 1 y 1,2% de bilis bovina. La cepa se 
cultivó en caldo MRS durante 24 horas; 
de este cultivo se realizó una nueva ino-
culación en caldo MRS con las diferentes 
concentraciones de sales biliares y bilis 
bovina de manera separada. Luego se 
tomaron muestras y se cultivaron en agar 
MRS con azul de anilina, permaneciendo 
48 horas a 32°C. Se realizaron pruebas de 
producción de gas y catalasa a la bacteria 
láctica (Cai et al. 1999).

Se evaluó el crecimiento de la cepa 
láctica a pH 2,5, 3,5, 4,5 y 6, el registro 

se realizó durante tres horas, con toma de 
muestras cada hora. La cepa fue incubada 
en medio MRS comercial y el pH se ajustó 
con la adición de ácido tartárico, para 
inhibir el efecto de la producción de ácido 
láctico, Las condiciones de incubación 
fueron de 32°C por 48 h.

Se evaluó la cinética de fermentación de 
L. gasseri en dos medios de cultivo (MRS 
y PRO) (Ramírez 2005). Para cada medio 
se tomó un Erlenmeyer al cual se adiciona-
ron 540 ml de medio y 60 ml de inóculo, 
luego se llevó a incubación (incubadora 
shaker) en agitación constante a 32°C y 
100 rpm, el pH no fue controlado dada la 
resistencia de la cepa. Durante la cinética se 
evaluó: conteo de microorganismos viables 
en placa (UFC/ml), de pH, consumo de 
azúcar total y proteína, determinación de 
acidez y de producción de ácido láctico. 
Las mediciones se realizaron cada 4 h 
durante 24 h.

El conteo de microorganismos viables 
en placa se realizó mediante la disolución 
de 1 ml de muestra en 9 ml de agua pep-
tonada al 0,1%; se hicieron diluciones 
decimales que fueron transferidas a cajas 
de Petri que contenían medio MRS con 
azul de anilina (0,1 ml) para siembra en 
superficie. Las cajas fueron incubadas a 
37°C y se observaron entre 24 y 48 horas. 
Se tuvo en cuenta únicamente las cajas de 
Petri con conteos entre 30 y 300 colonias. 
El número de colonias fue multiplicado 
por el inverso de la dilución y por 10 para 
obtener UFC/150 µl (Jurado-Gámez et 
al. 2014).

Para determinar el pH se tomó una 
muestra del medio y se midió con pHmetro 
digital (JENCO® VisionPlus).

El método de DuBois (1956) se selec-
cionó para determinar el azúcar total; así, 
se prepararon diferentes concentraciones 
de glucosa para crear una curva patrón 
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mediante los valores obtenidos de las 
muestras observadas a una densidad óptica 
de 625 nm. Los valores se graficaron contra 
la concentración en mg/l y finalmente se 
obtuvieron los valores de la línea recta.

El ácido láctico se determinó mediante 
titulación con hidróxido de sodio (1N). La 
biomasa se estimó mediante los métodos 
de Crueger y Crueger (1993) y Rodríguez-
León et al. (2003); para ello se estableció 
la velocidad máxima de crecimiento me-
diante la siguiente ecuación:

  dLnX
	   v max = 

dt

Por su parte, el tiempo de duplicación 
celular (td) se determinó teniendo en 
cuenta la siguiente ecuación:

 Ln2
	       td = 

v max

Se cuantificó el consumo de proteína 
por el método de Lowry y Col (1957), 
con modificación de Malara y Charra 
(1972); a tal fin, se realizó una curva de 
calibración mediante seroalbúmina bovina 
y se determinó la absorbancia en espectro-
fotómetro a 625 nm. Los valores obtenidos 
se graficaron contra la concentración para 
obtener la ecuación de la línea recta.

Se evaluó la viabilidad de L. gasseri a 
dos temperaturas, 38 y 45°C, tomando 
como referencia la fase exponencial de 
crecimiento encontrada en la cinética de 
fermentación, el procedimiento se basó 
en lo propuesto por Crueger y Crueger 
(1993); para ello se ajustó el inóculo de 
acuerdo con la escala de MacFarland 
0,125. La incubación duró 12 h desde el 
inicio de la prueba y a continuación se 
realizaron diluciones de 10-1 hasta 10-12 en 
agua peptonada y se sembraron en cajas 

de Petri con azul de anilina, comenzando 
en la disolución de 10-6 hasta la máxima 
disolución; las cajas se incubaron por 48 
horas a 37°C para determinar el recuento 
de colonias en UFC/150 µl.

Se identificó el contenido de pépti-
dos en el sobrenadante mediante HPLC 
(high performance liquid chromatography 
o cromatografía líquida de alta eficacia). 
Se tomó 1 ml de sobrenadante y se filtró 
con jeringa PVDF Pall de 0,25µm. La 
muestra se sometió a congelación (–20°C) 
y se protegió de la luz hasta su análisis. 
Se identificaron los espectros UV de los 
picos integrados, mediante el sistema de 
detección PDA y se compararon con el 
patrón de péptidos Sigma H2016, llevando 
a cabo cuatro réplicas.

Los datos fueron evaluados mediante el 
paquete estadístico SAS 9.1 (2004). Para 
comparar los medios y la prueba de pH, 
se usó un diseño estadístico de medidas 
repetidas en el tiempo, con el procedi-
miento Proc Mixed de SAS.

RESULTADOS

Los resultados del antibiograma se pue-
den observar en la Tabla 1 y la Figura 1. 
Los resultados manifiestan que L. gasseri 
presentó resistencia a la cefalotina y la 
dicloxacilina, y fue sensible a la penicilina, 
la ciprofloxacina y la gentamicina. Cunha 
et al. 2013 consideran que las especies 
bacterianas probióticas deben presentar 
ausencia de resistencia a antimicrobianos, 
porque el riesgo de transferencia de genes 
de resistencia a bacterias patógenas o 
potencialmente patógenas del tracto gas-
trointestinal del hospedero es importante. 
De igual manera, Dhamale et al. 2015 
mencionan que la selección de especies con 
potencialidades probióticas debe incluir un 
perfil de susceptibilidad a los antibióticos. 



100 Jurado-Gámez et al. Inhibición de lactobacillus gasseri sobre yersinia pseudotuberculosis  
bajo condiciones in vitro

Rev Med Vet Zoot. 63(2), mayo - agosto 2016: 95-112_____________________________________________ Investigación

Además, se deben realizar pruebas para 
determinar si el efecto de resistencia es 
transferible a otras microorganismos, para 
lo cual se deben identificar genes de re-
sistencias transmisibles como plásmidos o 
trasposones (Sharma et al. 2014).

Tabla 1. Prueba de susceptibilidad a los 
antibióticos.

Antibiótico
Lacbacillus 

gasseri

Penicilina P 10 (IU) 40 Sab

Cefalotina KF 30 (µg) 9 Ra

Ciprofloxacina CIP 5 (µg) 34 Sbc

Gentamicina CN 10 (µg) 15 Sa

Dicloxacilina DCX 1 (µg) 0 Rab

S:	 sensible; R: resistente.
a:	 Performance Standards for Antimicrobial. 	

Susceptibility Testing; Twenty-Fourth Informational 
Supplement.

b: 	 Eucast, European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing, 2012. 

c: 	 Cecon, Centro de Controle e Produtos para Diag
nósticos Ltda.

Figura 1. Susceptibilidad de agentes antimicro
bianos frente a Lactobacillus gasseri.

Rodríguez da Cunha et al. (2012) en- 
contraron que las cepas de L. gasseri aisladas 
de heces de infantes fueron resistentes 
a la gentamicina y la ciprofloxacina; y 
resultaron susceptibles a la penicilina y 
con efecto variable sobre la cefalotina. 
Estos resultados difieren en algunos as-
pectos frente a los encontrados en esta 
investigación; sin embargo, la resistencia 
hallada puede corresponder a resistencia 
intrínseca de la cepa evaluada (Casado et 
al. 2014). Por su parte, Selle y Klaenham-
mer (2013) mencionan que no es válido 
suponer que todas las cepas de L. gasseri 
tengan ausencia de genes de resistencia 
a antibióticos transmisibles, por lo cual 
es necesaria la evaluación de resistencia a 
antibióticos y la secuenciación del genoma 
de cepas con potencial probiótico antes 
de su comercialización.

De acuerdo con Gueimonde et al. (2013), 
la resistencia intrínseca es importante en 
un organismo probiótico, ya que ayuda 
a restaurar la microflora intestinal del 
huésped durante la administración de 
antibióticos; no obstante, se debe tener 
cuidado, ya que la resistencia puede ser un 
evento de transferencia genética y existe 
la probabilidad de transferir la resistencia 
a otras cepas, incluyendo las patógenas 
(Wong et al. 2015).

Por su parte, Y. pseudotuberculosis fue 
sensible a la penicilina, la cefalotina, la 
ciprofloxacina y la gentamicina, y mostró 
resistencia únicamente a la dicloxacilina 
(Tabla 2 y Figura 2). Al respecto Jurado-
Gámez et al. (2014) observaron resultados 
similares a los de la presente investiga-
ción con resistencia a la dicloxacilina. Sin 
embargo, en la investigación de García-
Cuestas et al. (2015), además de encontrar 
resistencia a la dicloxacilina, también halla-
ron resistencia a la penicilina y la cefalotina. 
Estas diferencias podrían ser un resultado 
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bacterias o también debido a cambios en 
genes, en donde proteínas codificadas 
pueden modificar su actividad hasta que 
son capaces de proteger o modificar el 
blanco de acción. La bacteria patógena 
estudiada fue sensible a la acción inhibitoria 
de L. gasseri en las concentraciones de 50, 
75, 100 y 150 µl, produciendo halos de 
3 y 4 mm (Tabla 3 y Figura 3).

El resultado de la acción inhibitoria 
que presentó L. gasseri podría deberse a la 
producción de sustancias antimicrobianas 
como ácido láctico, peróxido, enzimas y 
bacteriocinas, las cuales son características 
del metabolismo de las bacterias lácticas 
(Aguirre et al. 2009). De modo similar 

Tabla 2. Antibiograma para Y. pseudotuberculosis

Antibiótico
Halo de 

inhibición 
(mm)

Sensibilidad

Penicilina P 10 (IU) 24 Sabc

Cefalotina KF 30 (µg) 43 Sb

Ciprofloxacina CIP 
5 (µg)

40 Sad

Gentamicina CN 10 
(µg)

28 Sabcd

Dicloxacilina DCX 
1 (µg)

0 Rcd

S: 	sensible; R: resistente.
a: 	Eucast, European Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing, 2012. 
b: 	Cecon, Centro de Controle e Produtos para 

Diagnósticos Ltda. 
c: 	Chaspuengal y Calpa 2014.
d: 	García-Cuestas et al. 2015.

Figura 2. Susceptibilidad de agentes antimicro
bianos frente a Yersinia pseudotuberculosis.

adaptativo de la bacteria patógena (Birri 
et al. 2013). De acuerdo con Feuerriegel 
et al. (2014), la presencia de resistencia a 
los antibióticos es un fenómeno natural 
que puede ocurrir por la propagación de 
los sistemas de defensa que presentan las 

Tabla 3. Acción inhibitoria de Lactobacillus 
gasseri frente a Yersinia pseudotuberculosis 
(medio TSA).

Concentración (µl) y medida del halo (mm) 
para Lactobacillus gasseri:

50 µl 75 µl 100 µl 150 µl

3 mm 4 mm 3 mm 3 mm

Figura 3. Discos de agar impregnados de Lacto­
bacillus gasseri.
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De Baere et al. (2013), consideran que las 
Bacterias Ácido Lácticas (BAL) producen 
varias sustancias como ácidos orgánicos, 
ácidos grasos, peróxido de hidrógeno, 
bacteriocinas y sustancias relacionadas, 
que pueden tener efectos antimicrobianos.

Los resultados de la inhibición del so-
brenadante se registraron en la Tabla 4. Se 
observan halos de inhibición de 1 a 5 mm, 
con mayor prevalencia de los de 2 mm.

La acción de inhibición del sobrena-
dante puede explicarse por la presencia 
de compuesto antimicrobianos, aunque 
en este caso no es posible afirmar cual 
tuvo mayor incidencia en la inhibición 
de la bacteria patógena. Las sustancias 
antimicrobianas que pueden encontrarse 
son etanol, CO2, diacetilo, H2O2, ácido 
benzoico, isómeros D de aminoácidos, 
reuterina y bacteriocinas (Patel et al. 2013).

Con respecto a las bacteriocinas, Zárate 
(2012) las define como péptidos activos 
con actividad antimicrobiana frente a 
otras bacterias; en efecto, existen nume-
rosas bacteriocinas producidas por BAL 
y cada una puede presentar un espectro 

de inhibición particular. El mismo autor 
señala que la producción de bacteriocinas 
es un rasgo ventajoso, ya que permite 
adquirir una posición dominante en un 
determinado nicho al eliminar a otras 
bacterias competidoras.

Los resultados para sales biliares y bilis 
indicaron adecuados crecimientos de L. 
gasseri. Se encontraron valores entre 3 × 108 
y 1,7 × 1013 UFC/150 µL para 3% de sales 
biliares; entre 3 × 108 y 1 × 1012 UFC/150 
µL para 4%, y entre 1,7 × 108 y 2 × 1012 
UFC/150 µL para 5%. Mientras que para 
bilis bovinas se observaron crecimientos 
de 3 × 108 a 5 × 1011 UFC/150 µL para 
0,5%; 4,7 × 108 a 2 × 1012 UFC/150 µL 
para 1,0%, y 3 × 108 a 3 × 1012 UFC/150 
µL para 2%.

De acuerdo con los resultados ob-
tenidos, L. gasseri tiene la capacidad de 
resistir concentraciones de hasta 5% de 
sales biliares y 2% de bilis bovina. Esta es 
una característica importante de la cepa, 
ya que puede ejercer su acción probiótica 
en las condiciones fisiológicas del tracto 
digestivo. 

Tabla 4. Concentraciones (µl) y halos de inhibición (mm) del sobrenadante de Lactobacillus gasseri 
frente a Yersinia pseudotuberculosis.

Método Condición
Concentración (µl) y medida del halo (mm)

50 µl 75 µl 100 µl 150 µl

Sensidiscos 
Método modificado

Filtrado pH 6 2 mm 2 mm 3 mm 2 mm

Filtrado pH 6–80oC 2 mm 2 mm 2 mm 2 mm

Sin filtrar pH 6 2 mm 2 mm 2 mm 2 mm

Sin filtrar pH 6–80oC 2 mm 2 mm 5 mm 3 mm

Difusión en cilindro 
plástico

Filtrado pH 6 2 mm 2 mm 2 mm 1 mm

Filtrado pH 6–80oC 2 mm 1 mm 2 mm 2 mm

Sin filtrar pH 6 2 mm 2 mm 1 mm 2 mm

Sin filtrar pH 6–80oC 2 mm 2 mm 2 mm 1 mm
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Antes de llegar al tracto intestinal, las 
bacterias probióticas tiene que ser capa-
ces de resistir, en primer lugar, la acidez 
gástrica, y posteriormente se enfrentarán 
a las sales biliares (Argyri et al. 2013). 
Caballero-Cervantes (2014) sostiene que 
las sales biliares representan una impor-
tante barrera antibacteriana que afecta el 
establecimiento de bacterias probióticas 
en el tracto gastrointestinal (TGI), por lo 
cual, la resistencia al contacto con sales 
biliares es un requisito para la selección 
de bacterias probióticas.

Con relación a la producción de gas 
y la actividad de catalasa de Lactobacillus 
gasseri, las pruebas de gas y catalasa fueron 
negativas. La primera permite determinar 
la capacidad de la cepa de producir tim-
panismo cuando se administra en forma 
oral. La segunda se utiliza para identificar 
que son cepas lácticas, lo que indica ca-
racterísticas adecuadas como candidatas 
para probiótico.

En la Figura 4 se observa el crecimiento 
de L. gasseri en los medios MRS y PRO 
durante 24 horas. La fase exponencial se 
encontró al tiempo 6 (20 h) en el medio 
MRS y en el tiempo 5 (16 h) en el medio 

PRO, con valores de 3 × 1012 y 1,75 × 1012 
UFC/150 µl. De acuerdo con Ramírez 
et al. (2003), un crecimiento adecuado 
de una cepa probiótica debe ser igual o 
superior a 109 UFC/µl, pues este valor 
garantiza una adecuada colonización del 
tracto digestivo y cataloga a la cepa como 
cultivo iniciador en proceso industriales.

Los resultados muestran que el medio 
PRO mostró una fase exponencial más 
temprana; sin embargo, ambos medios 
mostraron crecimientos adecuados, Los 
resultados estadísticos para el crecimiento 
de L. gasseri indicaron diferencias entre 
tiempos (p < 0,05) e interacción entre 
el tiempo y los medios (p < 0,05). Para 
identificar los efectos de la interacción se 
realizó comparación por pares, teniendo 
en cuenta ambos medios en cada hora. Se 
observó un mayor crecimiento de la cepa 
en el medio PRO durante la segunda y 
tercer hora, existiendo igual crecimiento 
en las demás. Estos resultados muestran 
que el crecimiento puede ser favorecido 
por el medio PRO durante las horas 2 
y 3, lo que indica que el contenido de 
nutrientes del medio posee características 
adecuadas para acelerar el crecimiento 

Figura 4. Conteo de microorganismos viables en placa en los medios MRS y PRO.
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durante este tiempo; sin embargo, no se 
encontraron diferencias significativas de la 
cepas en el tiempo de la fase exponencial, 
lo que indica que, a pesar de observarse 
un mayor crecimiento en el tiempo 5 
del medio PRO, éste no fue diferente 
estadísticamente con el medio MRS. En 
la investigación realizada por Yoda et 
al. (2014) se encontró un crecimiento 
de 6,2 × 1012 UFC/g para L. gasseri en 
medio MRS; lo anterior demuestra un 
crecimiento adecuado de la bacteria en 
diferentes condiciones de evaluación, lo 
que permite determinar una característica 
adecuada para el crecimiento.

Los valores de pH se pueden obser-
var en la Tabla 5. El análisis de medidas 
repetidas en el tiempo mostró efecto de 
interacción entre los métodos y el tiem-
po, por lo que se realizó la comparación 
de cada cepa por tiempo. Se observa un 
mayor pH en la hora dos para MRS, con 
valores más bajos en los tiempos 5 y 6. 
Los valores encontrados indican que hay 
variación sin una tendencia evidente; por 
lo cual no se puede realizar una inferencia 
sobre el comportamiento de la variable 
en el tiempo. A pesar de ello, los valores 
de pH encontrados demuestran la capa-
cidad de la cepa para disminuir el pH del 
medio, factor importante en la inhibición 
de microorganismos patógenos (Gregorio 
et al. 2014, Tejero-Sariñena et al. 2012)

Una cepa que disminuya el pH es 
útil como probiótico, ya que muchos 
microorganismos patógenos necesitan un 
ambiente cercano a la neutralidad; tal es 
el caso de Yersinia pseudotuberculosis, para 
la cual De Montijo-Prieto et al. (2015) 
reportan crecimiento entre pH 6 y 8, 
mostrando problemas para crecer fuera de 
este rango. Teniendo en cuenta lo anterior, 
los valores de pH encontrados durante 
la cinética de fermentación evidencian 
condiciones ambientales inadecuadas para 
la bacteria patógena, factor que inhibe su 
proliferación.

En las Figura 5 se puede observar el 
consumo de azúcar de L. gasseri en todos 
los tiempos de la cinética de fermentación 
de los medios analizados. El consumo de 
azúcar en los medios MRS y PRO presentó 
valores en la fase logarítmica de 1,79 mg/l 
y 2,043 mg/l, respectivamente.
Los resultados demuestran que la cepa 
hace un uso correcto de los carbohidratos. 
El consumo de azúcar mide de forma in-
directa la producción de ácido láctico, ya 
que como consecuencia de la fermentación 
de los azúcares, se obtiene dicho ácido 
(Patel et al. 2012). Un consumo adecuado 
garantiza un aporte energético suficiente 
para el crecimiento de las bacterias, lo que 
permite reducir el tiempo necesario para 
que la cepa llegue a la fase exponencial de 
crecimiento (Rastogi et al. 2013).

Tabla 5. Valores de pH en L. gasseri bajo los medios MRS y PRO.

Medios: 0 1 2 3 4 5 6

MRS 5,58a 5,63ª 5,50a 4,92a 4,56ª 4,30b 4,18b

PRO 5,73a 5,61ª 5,23b 4,82a 4,68ª 4,65a 4,65ª

Letras distintas en las columnas indican diferencias estadísticas significativas (p < 0,05).
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El uso de medios de cultivo no comer-
ciales como el medio PRO, el cual está 
constituido por diferentes materias primas 
con diferentes contenidos nutricionales, 
puede ser de importancia en la industria. 
Uno de los nutrimentos que ha sido es-
tudiado con relación del crecimiento de 
las BAL son los carbohidratos, ya que son 
la fuente principal que utilizan las BAL 
como sustrato energético.

Cardelle et al. 2011 mencionan que 
algunas cepas de lactobacilos son utili-
zadas como probióticos en combinación 
con prebióticos; en la mayor parte de los 
estudios de fermentación in vitro con dife-
rentes sustratos, es difícil determinar cuál 
de todos se fermentan selectivamente por 
los microorganismos de interés, y también 
se dificulta establecer la velocidad a la que 
un solo oligosacárido es fermentado.

Díaz-Vela et al. 2012 sugieren que la 
adaptación a un medio pobre en monosa-
cáridos confiere un metabolismo altamente 
adaptable a consumir oligo o polisacáridos, 
dando una ventaja competitiva a cierto tipo 
de bacterias, además de afectar fuertemente 
los productos de la fermentación, sobre 

todo en la producción de ácidos grasos 
de cadena corta.

El consumo de proteínas en la fase 
exponencial para L. gasseri en los medios 
MRS y PRO fue de 0,13 y 0,70 mg/L 
(Figura 6). Como se puede observar, el 
consumo de proteínas de la BAL utilizada 
en esta investigación, no muestra una 
tendencia definida en comparación con la 
tendencia que marca el consumo de azúcar. 
En anteriores investigaciones, Guzmán-
Insuasty (2014) encontraron un valor de 
0,68 mg/L durante la fase exponencial en 
estudios con Lactobacillus casei; este valor 
es diferente del reportado para L. gasseri 
en el medio MRS, pero es muy similar al 
encontrado en el medio PRO.

Las fluctuaciones en el consumo de 
proteína pueden ser el resultado de la 
producción de compuestos peptídicos 
por parte de la bacteria láctica. Este tipo 
de sustancias pueden ser bacteriocinas o 
péptidos libres que la bacteria sintetiza y 
reincorpora en el medio, ocasionando un 
incremento en determinados momentos 
de la cinética de fermentación (Zacharof 
y Lovitt 2012).

Figura 5. Consumo de azúcar total (mg/l) y crecimiento UFC/mL en los medios MRS y PRO.
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El estadístico de medidas repetidas en el 
tiempo mostró efecto de interacción en-
tre las horas y los medios para L. gasseri; 
la comparación por pares entre ambos 

medios, teniendo en cuenta las horas, 
mostraron que la acidez fue mayor en el 
medio MRS durante toda la cinética de 
fermentación (Figura 7).

Figura 6. Consumo de proteína (mg/L) y crecimiento UFC/mL medio MRS de L. gasseri.

Figura 7. Porcentaje de acidez durante la cinética de fermentación.
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El ácido láctico es un factor importante 
en la inhibición de organismos patógenos, 
los mecanismos de acción son variados, 
desde la desintegración de la pared celular 
de algunas bacterias gran negativas hasta la 
inhibición de procesos fisiológicos como el 
transporte de algunas proteínas al interior 
de la célula (Singh et al. 2016). El ácido 
láctico ha sido utilizado a nivel industrial 
en la conservación de productos alimen-
ticios con buenos resultados (Mahmoud 
2014, Wang et al. 2013, Singh et al. 2015); 
sin embargo, la utilización de ácido láctico 
industrial deteriora algunas características 
organolépticas de los productos alimen-
ticios, como el olor (Riboulet-Bisson et 
al. 2012).

Por otra parte, las cepas lácticas tienen 
la capacidad de producir otro tipo de 
compuestos químicos, como compuestos 
aromáticos, que permiten mejorar la ca-
lidad organoléptica de los productos, ya 
sea en la textura o el olor (Rizzello et al. 
2013). La evaluación de L. gasseri a 38 
y 45°C se puede observar en la Tabla 6.

Se observa un crecimiento adecuado 
de la cepa en ambas temperaturas; esto 
muestra termoresistencia de la bacteria a 
las condiciones corporales, ya que se ha 
observa que muchas de las especies pre-
sentan un rango de temperatura corporal 

entre los 37 y 42 °C (Reese et al. 2009). 
Este parámetro es interesante debido a 
que las cepas deben ser seleccionadas de 
acuerdo con su capacidad de crecer bajo 
la temperatura interna de los animales. Al 
respecto, Dijkstra et al. (2013) encontraron 
que las cepas de lactobacillus muestran 
crecimientos adecuados hasta los 45°C, 
mientras que en temperaturas superiores, 
el crecimiento tiene mayor variabilidad.

Por otra parte, en la industrialización de 
productos alimenticios, se realizan procesos 
de exposición al calor que ocasionan estrés 
calórico, e inactivan la cepa probiótica, 
disminuyendo su efecto benéfico sobre 
el hospedero (Russo et al. 2012). Entre 
estos factores se encuentra la peletización 
de los alimentos balanceados y el proce-
sado de algunos productos precocidos, 
procesos que requieren la utilización de 
temperatura para mejorar la contextura 
y palatabilidad de los productos (Sidira 
et al. 2015, Na-Kyoung et al. 2001).

Se observa una velocidad específica 
de crecimiento en el medio PRO, con un 
menor tiempo para llegar a la fase expo-
nencial. Estos factores son importantes, 
porque en la producción de inóculos a nivel 
industrial, el tiempo requerido para obtener 
una población adecuada de crecimiento 
influye sobre los costos de producción.

Tabla 6. Crecimiento de L. gasseri a dos temperaturas.

To
Dilución UFC/ml

106 107 108 109 1010 1011 1012 

38 °C 4,9x108 3x109 3x1010 3x1011 4.7x1011 3x1012 3x1013

45 °C 4,3x108 3x109 2,4x1010 2x1011 3x1011 3x1012 3x1013
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En la Tabla 8 se puede observar que L. 
gasseri registró la presencia de ácido láctico 
en el sobrenadante con valores de 5,70 y 
5,30 g/L.

Tabla 8. Análisis de ácido láctico en muestras 
de sobrenadante.

Lactobacillus gasseri

Muestra 1 g/L Duplicado g/L

5,70 5,30

Waldir et al. (2007) afirman que 
actualmente el ácido láctico se ob-
tiene por síntesis química y por vía 
fermentativa, siendo esta última la vía 
de preferencia, debido a que se obtiene 
ácido láctico ópticamente puro. Según 
Waldir et al. (2007), los aportes de 
sales minerales y la concentración de 
la fuente de carbono, tienen un papel 
significativo en la conversión de glucosa 
y en los parámetros de producción de 
ácido láctico. Por lo anterior, las dife-

rencias entre los resultados encontrados 
en esta investigación y los resultados 
mencionados anteriormente pueden 
explicarse por la acción del medio.

Los resultados de la evaluación de pép-
tidos en el sobrenadante mediante HPLC 
indicaron un pico similar al patrón (curva 
superior) en el tiempo 11,95, pico 7 de la 
muestra (curva inferior). Esto demuestra 
la presencia del péptido VAL-TIR-VAL 
con una concentración de 0,69 mg/mL. 
Sin embargo, el péptido encontrado no 
se encuentra relacionado con compuestos 
antimicrobianos.

CONCLUSIONES

Lactobacillus gasseri demostró poseer ca-
racterísticas importantes para una cepa 
probiótica en condiciones in vitro, ya 
que permite la inhibición de Yersinia 
pseudotuberculosis, además de sobrevivir 
en condiciones in vitro que simulan las 
condiciones gastrointestinales de animales 

Tabla 7. Datos cinéticos del crecimiento bacteriano de Lactobacillus gasseri en los medios MRS 
y PRO.

Cepa bacteriana Medio

Lactobacillus gasseri MRS PRO

Fase de latencia 0 0

Velocidad específica de crecimiento (µh-1) 0,646 0,8059

Fin fase logarítmica (horas) 20:00 16:00

Tiempo de duplicación celular (minutos) 64,38 48,41

Incremento celular fin fase logarítmica 2E+12 3,0E+12

Incremento celular total 4E+10 3,0E+08

% azúcares consumidos fin fase logarítmica (g/L) 55,21 70,77

% azúcares consumidos totales (g/L) 55,21 75,64

% proteína consumida fin fase logarítmica (g/L) 30,43 20,93

% proteína consumida total (g/L) 30,43 11,63

R2 fin fase logarítmica 0,9041 0,9245
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de interés zootécnico. El crecimiento fue 
adecuado para la producción de inóculos 
a nivel industrial, por lo que puede ser 
evaluada en condiciones in vivo.
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