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RESUMEN 

El establecimiento de la microbiota intestinal es de suma importancia para la 

nutrición y salud del huésped, en particular las especies del género Lactobacilli que 

producen metabolitos que facilitan la digestión y absorción de nutrientes, 

promueven el desarrollo del sistema inmune y la mucosa intestinal. Por estas 

razones, en los últimos años se ha incrementado el interés por desarrollar cultivos 

probióticos a base de Lactobacilli y evaluar su impacto sobre la fisiología intestinal 

de mamíferos y aves. Basado en esta premisa, el objetivo fue identificar las especies 

de Lactobacilli, con potencial probiótico y prevalentes en el intestino, para 

desarrollar ensayos de PCR enfocados a su detección y cuantificación. Para cumplir 

esta meta, se realizaron estudios bioinformáticos para identificar la prevalencia, 

abundancia y potencial probiótico de especies de Lactobacilli. El presente trabajo 

reveló que la familia Lactobacillaceae es uno de los miembros más abundantes 

(45% - 20%) de la microbiota intestinal, de pollos, bovinos y humanos. Además, se 

identificó que L. plantarum, L. salivarius, L. brevis, L. reuteri, L. delbrueckii, L. 

acidophilus y L. fermentum son especies de Lactobacilli más abundantes (6% al1 

6%) en el intestino de humanos, bovinos, cerdos y pollos. En análisis exhaustivo de 

la literatura reveló que L. plantarum, L. reuteri y L. salivarius son de las principales 

especies de Lactobacilli con potencial probiótico. Por tal motivo se desarrollaron e 

implementaron ensayos de PCR cuantitativa (qPCR) enfocados a la detección y 

cuantificación de estos grupos bacterianos. La implementación de estos ensayos 

reveló que L. reuteri y L. salivarius son las especies más prevalentes en el intestino 

de bovinos, cerdos y pollos con abundancias relativas que varían entre 4 – 11 UFC 

log10/g; en contraste, el presente estudio reveló que L. plantarum no fue una especie 

prevalente en las muestras de bovino, cerdo y pollo analizadas. Estos ensayos 

moleculares podrían ser implementados como una herramienta microbiológica para 

estimar el nivel de colonización y proliferación de cultivos probióticos y su impacto 

en la fisiología intestinal. 

Palabras claves: Microbiota intestinal, Lactobacilli, probióticos. 
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ABSTRACT 

The establishment of the gut microbiota is fundamental for host nutrition and health, 

in particular species of Lactobacilli. The Lactobacilli species produce metabolites 

that facilitate digestion and absorption of nutrients, promote development of the 

immune system and the intestinal mucosa. For these reasons, in recent years, there 

is an increasing interest in developing probiotic cultures based on Lactobacilli 

cultures. Based on this premise, the objective of the present project had two 

important objectives, first, to identify Lactobacilli species with probiotic potential and 

the most prevalent in the intestinal tract of mammalian and avian species; and 

second, to develop PCR assays for the detection and quantification of the selected 

Lactobacilli species. To achieve these goals, bioinformatics studies were conducted 

to identify the prevalence, abundance, and probiotic potential of Lactobacilli species. 

This analysis revealed that the family Lactobacillaceae is one of the most abundant 

(45%-20%) members of the gut microbiota of chickens, cattle, and humans. 

Additionally, it was identified that L. plantarum, L. salivarius, L. brevis, L. reuteri, L. 

delbrueckii, L. acidophilus, and L. fermentum are the most abundant (6% to 16%) 

Lactobacilli species in the intestinal tract of humans, cattle, pigs, and chickens. An 

exhaustive analysis of the literature revealed that L. plantarum, L. reuteri, and L. 

salivarius are the main Lactobacilli species with probiotic potential. For these 

reasons, quantitative PCR (qPCR) assays focused on the detection and 

quantification of these bacterial groups were developed and implemented. The 

implementation of these assays revealed that L. reuteri and L. salivarius are the most 

prevalent species in the intestines of cattle, pigs, and chickens, with relative 

abundances ranging from 4 – 11 Log10 CFU/g; in contrast, this study revealed that 

L. plantarum was not a prevalent species in the analyzed samples of cattle, pigs, 

and chickens. These molecular assays could be implemented as a microbiological 

tool to estimate colonization and proliferation of probiotic cultures and evaluate their 

impact on intestinal physiology. 

Keywords: Intestinal microbiota, Lactobacilli, probiotics. 
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I. INTRODUCCIÓN 

Lactobacilli, género del filo Bacillota (anteriormente conocido como Firmicutes), son 

bacterias anaerobias facultativas, Gram positivas, no formadoras de esporas, de 

forma bacilar; este género es un miembro importante de la microbiota 

gastrointestinal de mamíferos y aves, que mantiene una relación simbiótica con el 

hospedador (Hammes y Hertel, 2015).  Las diferentes especies de Lactobacilli 

sintetizan metabolitos bacterianos que mejoran la digestión y absorción nutrientes, 

protegen contra la invasión de patógenos, promueven la actividad del  sistema 

inmune, regulan el metabolismo de grasas y estimulan la angiogénesis intestinal 

(Matos y Leulier, 2014). Estos beneficios han generado que las especies de 

Lactobacilli sean de gran interés biotecnológico en la industria de suplementos o 

aditivos alimenticios para animales y humanos (Wilkins y Sequoia, 2017), 

principalmente como probióticos que se definen como “microorganismos vivos que, 

cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la 

salud del huésped” de acuerdo a la Asociación Internacional Científica para los 

Probióticos y Prebióticos (ISAPP) (Cunningham et al., 2021). Además, varias 

especies de Lactobacilli son clasificadas como “generalmente reconocidas como 

seguras” (GRAS) por la Administración de Drogas y Alimentos (FDA) de EE.UU. y 

por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA). 

Actualmente, los problemas de salud emergentes en poblaciones humanas y 

animales demandan la identificación y desarrollo de cultivos probióticos más 

efectivos para reducir el aumento de enfermedades infecciosas y no infecciosas 

causadas por trastornos en la microbiota intestinal y surgimientos de patógenos 

multirresistentes a antibióticos (Fishbein et al., 2023). Por tal motivo es fundamental 

desarrollar e implementar nuevas herramientas enfocadas a la detección, 

identificación y cuantificación de cultivos probióticos; principalmente del género 

Lactobacilli que han demostrado regular y mejorar las funciones intestinales y 

sistémicas del consumidor o huésped. 
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II. ANTECEDENTES 

2.1. Composición de la microbiota intestinal 

La microbiota intestinal se conoce como la comunidad de microorganismos nativos 

que colonizan permanentemente el sistema intestinal de mamíferos, aves, peces, 

reptiles e invertebrados (Glendinning et al., 2019). En mamíferos y aves adultas 

sanas, las bacterias intestinales del filo Bacteroidetes y Bacillota ocupan el 90%, 

mientras el 10% faltante pertenecen a los filos Protobacterias, Actinobacterias, 

Synergistete, Fusobacterias, Verrucomicrobia y Euyarchaeda (Figura 1) (Rinninella 

et al., 2019). Del filo Bacillota, la familia Lactobacillaceae tiene géneros reconocidos 

como GRAS (Palomino et al., 2023) principalmente el género Lactobacilli es uno de 

los miembros de la microbiota intestinal más abundantes; principalmente en el 

intestino delgado (Figura 2) (Matos y Leulier, 2014) (Heeney et al., 2018). 

  

Figura 1. Abundancia relativa del filo Bacillota presente en la microbiota intestinal 

del humano. Datos tomados de (Resumen de especies | Atlas del microbioma, 

2023).  

45%
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Fusobacteria Lentisphaerae Proteobacteria
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Figura 2. Prevalencia de Lactobacilli en el intestino en diferentes organismos. Datos 

obtenidos de: (Qi et al., 2023), (Amadis, 2023), (gutMGene, 2023), (ADDAGMA | 

Home, 2023), (Microbiome Atlas, 2023) y (MicrobiomeDB, 2023).   

6
3

70

1.02
5

0.1

55

5.5

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

Intestino delgado Intestino grueso

%
 d

e
 L

a
c
to

b
a
c
ill

i

Humano Pollo Cerdo Bovino



13 
 

2.2. Diversidad de Lactobacilli en el intestino 

Actualmente, el género Lactobacilli está integrado por 205 especies, resultado de 

un proceso exhaustivo de reclasificación (Cuadro 1) (Zheng et al., 2020a). En el 

intestino de humanos, pollos, cerdos y bovinos se han identificado 13 especies 

como las más prevalentes (Cuadro 2); esto ha sido corroborado por múltiples 

estudios metagenómicos depositados en la base de datos especializados en la 

microbiota intestinal; por ejemplo, (Qi et al., 2023), (Amadis, 2023), (gutMGene, 

2023), (ADDAGMA, 2023), (Microbiome Atlas, 2023) y (MicrobiomeDB, 2023). 

Cuadro 1. Nomenclatura actual de especies de Lactobacilli del tracto 

gastrointestinal. Tomado y modificado de (Zheng et al., 2020a). 

Nomenclatura anterior Nomenclatura actual 

Lactobacillus acidophilus Lactobacillus acidophilus 

Lactobacillus agilis Lactobacillus agilis 

Lactobacillus  brevis Levilactobacillus brevis 

Lactobacillus casei Lactobacillus casei 

Lactobacillus delbrueckii Lactobacillus delbrueckii 

Lactobacillus fermentum Lactobacillus fermentum 

Lactobacillus gasseri Lactobacillus gasseri 

Lactobacillus johnsonii Lactobacillus johnsonii 

Lactobacillus paracasei Lactobacillus paracasei 

Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum 

Lactobacillus reuteri Limosilactobacillus reuteri 

Lactobacillus rhamnosus Lacticaseibacillus rhamnosus 

Lactobacillus salivarius Ligilactobacillus salivarius 
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Cuadro 2. Especies de Lactobacilli presentes en mamíferos y aves.  

Especie  Humano* Pollo Cerdo Bovino 

L. acidophilus       X  

L. agilis     X  X  

L. brevis   X  X    

L. casei   X  X    

L. delbrueckii     X  X  

L. fermentum   X  X  X  

L. gasseri     X  X  

L. johnsonii   X  X  X  

L. paracasei   X      

L. plantarum   X  X    

L. reuteri       X  

L. rhamnosus   X  X  X  

L. salivarius         

*Presencia es indica con el símbolo ✓ y ausencia con X. 

2.3. Principales beneficios a la salud del hospedador, asociados al género 

Lactobacilli  

En general, Lactobacilli promueve funciones básicas en el intestino; como mejorar 

la barrera epitelial, incrementar la protección de barrera de la mucosa intestinal, 

excluir microorganismos patógenos intestinales, producir sustancias 

antimicrobianas y mejorar la regulación nerviosa intestinal (Anderson et al., 2010; 

Barrett et al., 2012; Diana et al., 2014; Segers y Lebeer, 2014; Singh et al., 2017). 

Sin embargo, las especies L. plantarum, L. reuteri y L. salivarius debido a su 

importancia son utilizadas principalmente como cepas de cultivos probióticos 

(Marco et al., 2021). 
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Cuadro 3. Principales beneficios de especies Lactobacilli en el hospedador. 

Beneficio Potencial mecanismo Referencia 

Mejora la barrera 

epitelial intestinal 

Regulan la expresión de genes 

que codifican proteínas de unión 

estrecha, E-cadherina y β-

catenina. 

(Anderson et al., 

2010) 

Incrementa la 

protección de barrera 

de la mucosa 

intestinal 

Favorece la expresión de mucinas 

MUC2 y MUC3. 

(Singh et al., 2017) 

 

Favorece la exclusión 

de microorganismos 

patógenos 

Inhibe la adherencia bacteriana 

por bloqueo de receptores 

estéricos en los enterocitos. 

(Segers y Lebeer, 

2014) 

Produce sustancias 

antimicrobianas 

Producción de bacteriocinas que 

inhiben la síntesis de pared 

bacteriana. 

(Singh et al., 2017) 

(Segers y Lebeer, 

2014) 

 

Mejora la regulación 

nerviosa intestinal 

Favorece la movilidad y 

secreciones intestinales a través 

de la producción de Ácido γ-

aminobutírico (GABA) 

(Barrett et al., 

2012) 

(Diana et al., 2014) 
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2.4. Potencial probiótico de L. plantarum 

2.4.1 Características generales  

L. plantarum es una bacteria ácido láctica Gram positiva y homofermentativa, que 

se encuentra comúnmente en alimentos fermentados y en el tracto gastrointestinal 

de los humanos, aves y mamíferos (Wu et al., 2016). Tiene forma de bacilo y no 

forma esporas, por lo que es considerada GRAS. Es catalasa negativa, lo que 

significa que no produce la enzima catalasa, y puede crecer en un rango de 

temperatura de 15 a 45°C, así como tolerar un amplio rango de pH entre 4 y 9 

(Huang et al., 2024).  

L. plantarum es conocida por producir ácido láctico como su principal producto 

metabólico, contribuyendo a la conservación de alimentos y la inhibición de 

patógenos. Además, se destaca por su capacidad probiótica, mejorando la salud 

intestinal y fortaleciendo el sistema inmunológico, lo que la convierte en una especie 

de gran interés tanto en la fermentación de alimentos como en aplicaciones de salud 

(Yadav et al., 2022). 

2.4.2 Características bioquímicas y moleculares  

L. plantarum tiene un metabolismo basado en la fermentación homoláctica donde la 

sacarosa es hidrolizada por la enzima sacarasa en glucosa y fructosa. Luego, la 

glucosa es metabolizada a través de la glucólisis, produciendo piruvato. Finalmente, 

el piruvato es convertido en lactato por la enzima lactato deshidrogenasa (Huang 

et al., 2021). Tiene la capacidad de producir sustancias bioactivas como 

exopolisacáridos, ácido γ-aminobutírico, ácido fólico y riboflavina, que ofrecen 

propiedades funcionales en alimentos fermentados (Nam et al., 2022). 

También presenta una mayor capacidad de utilización de carbohidratos, lo que 

contribuye a una amplia adaptabilidad en varios entornos con diferentes 

carbohidratos como la celobiosa, manosa, D-ribosa y L-fucosa, así como también 

poder fermentar fructooligosacáridos (FOS) y galactooligosacáridos (GOS) (Y. 

Huang et al., 2024). 
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De acuerdo con la información adquirida a partir de la secuencia completa del 

genoma de L. plantarum WCFS1 se sabe que cuenta con genes específicos que 

codifican para la adhesina específica de manosa y la flagelina, lo que le confiere la 

capacidad de adherirse y colonizar en tipos diferentes de superficies y nichos 

(Buntin et al., 2017). De igual manera cuenta con la capacidad de producir una 

variedad de bacteriocinas, principalmente las plantaricinas (Yadav et al., 2022).  

2.4.3 Efecto probiótico de L. plantarum en la salud humana, producción 

avícola, porcina, bovina y alimentaria. 

Estudios previos en humanos han identificado que L. plantarum puede mejorar la 

actividad digestiva, fortalecer el sistema inmunológico y contribuir a la disminución 

de colesterol LDL (Cuadro 4) por lo que se emplea como componente principal en 

suplementos probióticos (Huang et al., 2021). Se ha registrado que el empleo de L. 

plantarum en animales dirigidos a la producción contribuye al incremento de la 

conversión alimenticia aumentado el peso del animal en poco tiempo y reduce el 

estrés.  

L. plantarum es ampliamente utilizado en la fermentación de alimentos debido a sus 

múltiples beneficios para la salud y calidad del producto, debido a que tiene la 

capacidad de mejorar las características sensoriales como las propiedades 

nutricionales en alimentos fermentados. 
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Cuadro 4. Aplicación de L. plantarum con beneficio probiótico en la salud humana, 

producción animal e industria alimentaria.  

Efecto probiótico Aplicación Referencia 

Producción de 

bacteriocinas 

(plantaricinas). 

 En suplementos alimenticios para 

adultos con síndrome del colon 

irritable. En lactantes para 

mejorar la digestión de la lactasa. 

 En terneros y lechones para 

metabolizar la lactosa y mejorar 

la digestión. 

 En pollos para combatir 

Salmonella Typhimurium. 

 En la industria alimentaria para 

prolongar la vida útil de los 

alimentos fermentados. 

(Hernández 

et al., 2021; 

Huang et al., 

2021; Liu 

et al., 2018; 

Nam et al., 

2022) 

Producción de ácido 

láctico 

 En alimentos fermentados para 

mejorar el sabor y textura. 

(Yadav et al., 

2022) 

Producción de 

riboflavina 

 En la industria alimentaria como 

antioxidante. 

(Chang et al., 

2012) 

Producción de 

adhesinas (manosa 

y flagelina) 

 Suplementos alimenticios para 

humanos y animales para 

combatir la E. coli 

enterotoxigénica (ETEC) es una 

de las principales causas de 

diarrea infecciosa en humanos y 

animales. 

(Subramaniyan 

y Gurumurthy, 

2019; Zhang 

et al., 2020) 
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2.5 Potencial probiótico de L. reuteri 

2.5.1 Características generales  

L. reuteri es una bacteria probiótica Gram positiva y heterofermentativa que se 

encuentra naturalmente en el tracto gastrointestinal de humanos y otros animales. 

Esta bacteria tiene forma de bacilo y no forma esporas. Es catalasa negativa, puede 

crecer en un rango de temperaturas de 15 a 45°C y tolera un amplio rango de pH 

entre 4 y 9 (Peng et al., 2023). L. reuteri produce ácido láctico como su principal 

producto metabólico, contribuyendo a la salud intestinal al inhibir patógenos y 

fortalecer el sistema inmunológico, lo que la hace valiosa tanto en aplicaciones de 

salud humana como en la fermentación de alimentos (Zhang et al., 2020). 

2.5.2 Características bioquímicas y moleculares  

L. reuteri es una de las cepas más estudiadas del género Lactobacilli. Su morfología 

y crecimiento se ven afectados por el genotipo del huésped y factores ambientales, 

como la temperatura, el pH, la concentración de oxígeno y los componentes 

dietéticos del huésped. Las diferencias genéticas y ambientales conducen a la 

heterogeneidad fenotípica de las cepas de L. reuteri (Rao et al., 2021).  

Sin embargo, las diferentes cepas de L. reuteri desempeñan un papel regulador en 

varias enfermedades sistémicas a través de un mecanismo inmunorregulador muy 

complejo (Yu et al., 2023a). Pueden colonizar y sobrevivir en el tracto 

gastrointestinal utilizando sus propiedades de resistencia y adhesión ácido-base, 

por lo que se les facilita interactuar con las células epiteliales intestinales del 

huésped con la finalidad de mejorar barrera de la mucosa intestinal y regular las 

células inmunes, los factores inflamatorios, citosinas y anticuerpos (Y. Liu et al., 

2019). 
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Pueden producir derivados indólicos del triptófano, secretar exopolisacáridos y otros 

factores bioactivos, lo que les permite mejorar las uniones estrechas, regular la 

expresión genética, mejorar la actividad antioxidante y regular el sistema 

inmunológico (Rao et al., 2021). Gracias a estas características L. reuteri tiene el 

potencial de ser utilizado como una nueva terapia terapéutica o terapia 

complementaria en enfermedades atópicas o autoinmunes (Yu et al., 2023a).  

2.5.3 Efecto probiótico de L. reuteri en la salud humana, producción avícola, 

porcina, bovina y alimentaria. 

L. reuteri es valiosa en la alimentación de humanos, rumiantes y porcinos, su 

implementación en la dieta mejora la salud digestiva, fortalece el sistema 

inmunológico, incrementa la conversión alimenticia y reduce el estrés. Su uso 

contribuye a una producción animal más sostenible y eficiente, beneficiando tanto a 

los animales como a los productores. 
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Cuadro 5. Aplicación de L. reuteri con beneficio probiótico en la salud humana, 

producción animal e industria alimentaria.  

Efecto probiótico Aplicación Referencia 

Producción de 

ácido γ-

aminobutírico. 

 En humanos reduce 

significativamente los niveles de 

citocinas proinflamatorias y moviliza 

una respuesta inmune sistémica. 

 En pacientes con cáncer colorrectal 

reduce las actividades de la β-

glucuronasa, nitroreductasa, 

azoreductasa y otras enzimas 

microbianas y produce compuestos 

que inhiben la proliferación tumoral. 

 En lechones inhibe la cantidad de 

copias de los genes para E. coli y la 

enterotoxina termoestable en las 

heces. 

 En pollos reduce el crecimiento de 

salmonella entérica. 

 En bovinos regula la secreción de 

citocinas inflamatorias para reducir 

el estrés oxidativo. 

(Liu et al., 

2019; Peng 

et al., 2023; 

Yu et al., 

2023b; Zhang 

et al., 2020) 

Producción de 

ácido láctico 

 Industria alimentaria como 

antioxidante. 

(Luo et al., 

2023) 
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2.6 Potencial probiótico de L. salivarius 

2.6.1 Características generales  

L. salivarius tiene forma bacilar, se encuentra naturalmente en el tracto 

gastrointestinal. No produce esporas y es catalasa negativa. Esta bacteria tiene una 

gran tolerancia al pH, crece adecuadamente en un rango de pH entre 4 y 9, y puede 

prosperar en temperaturas de 15 a 45°C. Produce ácido láctico como su principal 

producto metabólico, lo que contribuye a la acidificación del entorno y a la inhibición 

de patógenos (Liu et al., 2018).  

L. salivarius es conocido por sus beneficios probióticos, que incluyen la mejora de 

la salud intestinal, el fortalecimiento del sistema inmunológico y la prevención de 

infecciones, haciendo de ella un microorganismo importante en la promoción de la 

salud humana (Zhang et al., 2023). 

2.6.2 Características bioquímicas y moleculares  

Según estudios actuales, L. salivarius participa en el tracto intestinal del huésped 

produciendo metabolitos y regulando la microbiota intestinal (Tegegne y Kebede, 

2022). Mediante su metabolismo produce ácido láctico, por lo que puede reducir el 

pH, inhibiendo así el crecimiento y la reproducción de bacterias patógenas que 

producen enzimas que pueden catalizar la conversión de precursores cancerígenos 

en carcinógenos, como la azo reductasa, la nitro reductasa y la β-glucosidasa (Kayal 

et al., 2022). 
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L. salivarius no sólo puede inhibir el crecimiento de estos microorganismos 

patógenos y reducir la producción de estas enzimas, sino que también puede inhibir 

la actividad enzimática (Chang et al., 2012). Así como también absorber y asimilar 

el colesterol sérico en enfermedades cerebrovasculares, coronarias, hipertensión 

arterial y diabetes tipo 2 (Wang et al., 2019). 

Además, L. salivarius cuenta con la proteína de la capa S de la superficie, el 

polisacárido extracelular y el ácido lipoteicoico que le facilita adherirse a la mucosa 

intestinal (Kopp, 2001). 

2.6.3 Efecto probiótico de L. Salivarius en la salud humana, producción 

avícola, porcina y bovina y alimenticia. 

La suplementación dietética con L. plantarum contribuye a la salud de las pollos de 

engorda, aumenta la ganancia de peso, mejora el rendimiento del crecimiento y 

disminuye la presencia de Salmonella Typhimurium en el hígado, el bazo y el 

corazón de pollos de engorde (Nam et al., 2022). 
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Cuadro 6. Aplicación de L. salivarius con beneficio probiótico en la salud humana, 

producción animal e industria alimentaria.  

Efecto probiótico Aplicación Referencia 

Inhibe la actividad 

enzimática de 

reductasa, la nitro 

reductasa y la β-

glucosidasa 

 En humanos reduce las 

infecciones intestinales por E. coli. 

 En bovinos metabolizan mejor los 

nutrientes, lo que puede llevar a 

un mejor crecimiento y desarrollo. 

 En porcinos y pollos como 

alternativa viable a antibióticos 

como la tetraciclina y penicilina. 

 En la industria alimentaria como 

conservantes en productos 

cárnicos y lácteos y sus derivados. 

(Hill et al., 

2014b; 

Huang et al., 

2024; Wang 

et al., 2022; 

Xu et al., 

2022) 

Absorbe el colesterol 

sérico 

 En humanos reduce el colesterol 

LDL plasmático aumentando la 

expresión hepática de LDLR y 

SREBP2. 

 En pacientes con enfermedades 

cardiovasculares reduce los 

niveles de colesterol en la sangre 

e inhibe el desarrollo de la 

aterosclerosis. 

(Wang et al., 

2022; Xu 

et al., 2022) 

Cuenta con 

polisacárido 

extracelular y el ácido 

lipoteicoico que les 

facilita la adhesión a 

la mucosa intestinal 

 En humanos y en producción 

animal su consumo es importante 

después de un tratamiento con 

antibióticos. 

(Fishbein 

et al., 2023; 

Johnston 

et al., 2011) 
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III. JUSTIFICACIÓN 

Los metabolitos producidos por cepas de Lactobacilli generan efectos benéficos en 

el consumidor mejorando la salud intestinal, inmunológica y cardiovascular. El 

desarrollo de una herramienta molecular que permita cuantificar especies de 

Lactobacilli con potencial probiótico presentes en el intestino de aves y mamíferos, 

permitirá generar datos de prevalencia, distribución y abundancia de estas especies 

en la microbiota intestinal de estos animales. Estos datos representarán un marco 

de referencia para futuros estudios enfocados a evaluar la salud de estos animales, 

y su potencial como fuente de aislamiento de especies de Lactobacilli para el 

desarrollo de probióticos que contribuyan a la salud animal y humana.  
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IV. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo General 

Desarrollar una estrategia molecular para estimar la prevalencia, distribución y 

abundancia relativa de especies de Lactobacilli en muestras de intestino de pollos 

y mamíferos. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

I. Identificar marcadores moleculares de especies de Lactobacilli de origen 

intestinal con potencial probiótico mediante estudios genómicos 

comparativos. 

II. Diseñar una estrategia molecular para detectar y cuantificar especies de 

Lactobacilli en muestras intestinales de pollos y mamíferos.   

III. Identificar la prevalencia, distribución y abundancia relativa de especies de 

Lactobacilli en el intestino de pollos y mamíferos.  
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1. Selección de especies de Lactobacilli reportados en la literatura 

Se realizó una revisión exhaustiva de la literatura utilizado servidores de búsqueda 

especializados como PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), Google Scholar 

(https://scholar.google.com/), ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com/), y 

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) relacionada con estudios previos de 

identificación de especies de Lactobacilli en muestras provenientes de intestino 

delgado de mamíferos y aves. 

5.2. Análisis de especificidad y cobertura de iniciadores de especies de 

Lactobacilli 

Se realizó un análisis exhaustivo de la literatura para identificar iniciadores de PCR 

previamente reportados y validados dirigidos a la amplificación de las especies de 

Lactobacilli identificadas de importancia en el estudio. Mediante la utilización de la 

herramienta bioinformática MEGA 11.0 se realizó un análisis de cobertura y 

especificidad a cada par de iniciadores de PCR extraídos de la literatura (Kumar 

et al., 2018). 

5.1.  Diseño de iniciadores para especies de Lactobacilli 

Con la utilización de la herramienta bioinformática Oligo Analyzer del IDT 

(OligoAnalyzer Tool- primer analysis | IDT (idtdna.com) se diseñaron iniciadores de 

PCR con el objetivo de aumentar la cobertura de amplificación para cada especie 

de Lactobacilli. Los parámetros tomados en cuenta para el diseño de los iniciadores 

de PCR fueron porcentajes de 40-60 % de GC, la diferencia de 5°C de temperatura 

entre los pares de iniciadores y que no formaran heterodímero. Las regiones 

conservadas de las especies de Lactobacilli fueron identificadas con la herramienta 

MEGA 11(Kumar et al., 2018). 
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5.3. Estandarización de iniciadores de PCR para la detección de especies 

de Lactobacilli 

5.1.1. Material biológico 

5.1.1.1. Identificación de muestras ideales para aislamiento de especies 

de Lactobacilli 

Mediante la revisión de literatura, el análisis de las bases de datos de la ISSAP y la 

OMS, y una evaluación de mercado, se identificaron las especies de Lactobacilli 

más utilizadas en cultivos probióticos para consumo humano. Además, se 

seleccionaron muestras fecales de distintos organismos (pollo, cerdo y rumiantes), 

asegurándose de que estas muestras no tuvieran más de un año de antigüedad. 

5.1.1.2. Aislamiento de especies de Lactobacilli 

Para el aislamiento fueron activadas las cepas de Lactobacilli provenientes de 

probióticos de farmacia y heces de pollos, bovinos y porcinos en caldo MRS, con 

volúmenes de 100 µl de los probióticos de farmacia + 5ml de caldo MRS y 1g de 

heces + 5ml de caldo MRS (Man, Rogosa y Sharpe), se incubaron a 37°C por 24 

horas. Al finalizar la incubación, se sembraron 100 µl del crecimiento obtenido en 

Agar MRS y se incubaron en condiciones de anaerobiosis a 37°C por 24 horas.  

5.1.1.3. Extracción de DNA 

Las colonias presuntivas de Lactobacilli fueron inoculadas en caldo MRS con 

volumen de 100 µl de colonia + 5ml de caldo MRS y se incubaron en condiciones 

de anaerobiosis a 37°C por 24 horas. Posteriormente, se tomó 1ml de caldo MRS y 

se llevó a cabo la extracción de ADN utilizando el kit comercial Quick-DNA Miniprep  

Zymo Research (Catálogo D3024) obteniendo un volumen final de elución de 50 µl. 

Las extracciones de ADN se llevaron a cabo siguiendo las instrucciones del 

fabricante (Borowiak et al., 2020). Se evaluó la pureza del ADN con el 

espectrofotómetro NanoDrop 2000 (ThermoScientific), evaluando que los 

parámetros A260/280 fueran mayor o igual a 1.8. 
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5.1.1.4. Identificación las especies de Lactobacilli 

Se realizó una PCR punto final dirigida a la amplificación del gen 16S rRNA 

utilizando los iniciadores 8F (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y 1410 

(GACGGGCGGTGTGTRCA) con las siguientes condiciones (2 µl de ADN con 

concentración 5ng/ µl, 1.7 µl buffer de reacción 10X, 0.34 µl dNTPs con 

concentración 10mM, 0.68 µl cada de iniciador de PCR (sentido y antisentido), 0.085 

µl de Taq Polimerasa DREAM y 11 µl de H2O para PCR para un volumen total de 

17 µl. El protocolo de PCR empleado fue el siguiente: desnaturalización inicial a 95 

°C por 1 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalización a 95 °C por 30 seg, 

alineación por 30 seg, extensión a 72 °C por 30 seg y extensión final 72 °C por 2 

min.). Los productos obtenidos se secuenciaron con la tecnología Sanger en un 

equipo 3130, 3500/SeqStudio™ Flex and 3730 Series Genetic Analyzers. Las 

secuencias parciales del gen 16S rRNA fueron sometidas a análisis bioinformático 

utilizando la herramienta BLAST del NCBI y la colección de secuencias del GenBank 

(L. Zhang et al., 2020).  

5.1.2. Selección de temperaturas óptimas de alineación de iniciadores de 

PCR dirigidos a la amplificación de especies de Lactobacilli 

Se realizaron gradientes de temperaturas de alineación para cada par de iniciadores 

de PCR con el objetivo de identificar las condiciones que generan los mejores 

productos de la PCR, se analizó la intensidad de las bandas que se visualizaron y 

el tamaño de amplicón obtenido de cada reacción. El rango de temperatura 

evaluado fue de 50 oC – 60 oC. Los ensayos de PCR fueron realizados utilizando: 2 

µl de ADN con concentración 5ng/ µl, 1.7 µl buffer de reacción 10X, 0.34 µl dNTPs 

con concentración 10mM, 0.68 µl cada de iniciador de PCR (sentido y antisentido), 

0.085 µl de Taq Polimerasa DREAM y 11 µl de H2O para PCR para un volumen 

total de 17 µl. El protocolo de PCR empleado fue el siguiente: desnaturalización 

inicial a 95 °C por 1 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalización a 95 °C por 30 

seg, alineación por 30 seg (gradientes de temperatura), extensión a 72 °C por 30 

seg y extensión final 72 °C por 2 min. También, se utilizó 2 gradientes de 
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temperatura específicos (Cuadro 7). Posteriormente, se realizó una electroforesis 

en gel de agarosa 1.5 % teñido con bromuro de etidio (10mg/mL). Las condiciones 

de corrida fueron 100 V por 25 min y cada pozo del gel fue cargado con 5 µl. Al 

finalizar la corrida los geles fueron analizados para verificar la intensidad de las 

bandas y el tamaño del amplicón utilizando el fotodocumentador (MiniBis Pro).  

Cuadro 7. Gradientes de temperatura de alineación de iniciadores de PCR 

utilizados. 

Gradiente 1 Gradiente 2 

A: 60°C 

B: 59.2°C 

C: 58°C 

D: 56.1°C 

E: 53.8°C 

F: 51.9°C 

G: 50.7°C 

H:50°C 

A: 65°C 

B: 64.6°C 

C: 64°C 

D: 63.1°C 

E: 61.9°C 

F: 61°C 

G: 60.4°C 

H: 60°C 

 

5.2. Estandarización y validación de ensayos de qPCR para la detección 

y cuantificación de especies de Lactobacilli 

5.2.1. Análisis de sensibilidad, eficiencia y reproducibilidad  

Se realizaron y analizaron curvas estándar de amplificación mediante la realización 

de diluciones quíntuples seriadas (1:5), de ADN de controles positivos con 

concentraciones conocidas. Mediante la utilización del software del equipo CFX 

Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). Se obtuvieron los resultados de 

eficiencia del ensayo y valor de R con el objetivo de conocer la linealidad de los 

resultados.  
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La reproductibilidad del ensayo se evaluó con el análisis de curvas de amplificación 

de cada muestra, verificando el valor de Ct. Las muestras con la misma 

concentración de ADN generaron valores de Ct equivalentes. Los valores de Ct 

fueron calculados con el software del equipo CFX96 Real – Time PCR Detection 

System (Bio-Rad).  

5.2.2. Análisis de especificidad  

La especificidad se evaluó mediante el análisis de las curvas de disociación 

generadas por el equipo CFX96. Los productos específicos de cada especie de 

interés  generaron una sola curva de disociación, basada en el valor de Tm de cada 

amplicón (Tolosi et al., 2021).  

5.3. Detección y cuantificación de especies de Lactobacilli en muestras 

de heces provenientes de sistemas de producción animal. 

5.3.1. Material biológico 

Para la implementación de los ensayos de qPCR previamente validados se utilizó 

un total de 60 muestras de heces pertenecientes al banco de muestras de DNA del 

Laboratorio de Microbiología Molecular (LMM) de la Facultad de Química de la UAQ, 

provenientes de sistema de producción avícola (n = 20), porcina (n = 20) y bovina 

(n = 20). El ADN utilizado cumplía con los parámetros de calidad necesarios para 

ensayos de qPCR y contaba con una concentración de 5 ng/ul. 

5.3.2. Implementación de ensayos de qPCR para la identificación y 

cuantificación de especies de Lactobacilli en muestras clínicas 

provenientes de sistemas de producción animal.  

Los ensayos de qPCR se llevaron a cabo en un termociclador tiempo real, modelo 

CFX96 TouchTM (Bio-rad), utilizando la Taq Polimerasa comercial PowerUp™ 

SYBR® Green Master Mix for qPCR (Thermo Scientific), bajo las siguientes 

condiciones: 3 µl de ADN con concentración 5 ng/ µl, 6 µl PowerUp™ SYBR® Green 

Master Mix, 0.48 µl de iniciadores de PCR con concentración de 1 µM y 0.60 µl de 
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BSA diluido 1:100 para un volúmen final de 12 µl por reacción. La amplificación se 

realizó con el siguiente protocolo: Activación 50°C por 2 min, desnaturalización 

inicial y activación de la Taq 95 °C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 

desnaturalización 95 °C por 30 seg, alineación en correspondencia a la 

estandarización de cada iniciador de qPCR por 30 seg, extensión 72 °C por 30 seg 

y extensión final 72 °C por 3 min.  

5.4. Análisis Estadístico  

El análisis de abundancias relativas de los resultados obtenidos se llevó a cabo 

utilizando la prueba estadística ANOVA y Tukey para realizar las comparaciones 

múltiples entre los grupos de estudio. Considerando diferencias significativas 

cuando un valor de P ≥ 0.05 (Oliveira et al., 2013) y los datos serán expresados 

como las medidas ± el error estándar (SE). 
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

6.1. Identificación de especies de Lactobacillaceae prevalentes en el 

intestino de aves y mamíferos. 

La diversidad de especies de Lactobacillaceae prevalentes en el sistema intestinal 

de humanos, aves y mamíferos, se obtuvo mediante el análisis de 164 artículos 

publicados en los últimos 5 años. La clasificación de estas especies bacterianas fue 

revisada y actualizada con la base de datos del List of Prokaryotic names with 

Standing in Nomenclature (LPSN) (Meier et al., 2022). A partir de esta colección de 

artículos publicados y resultados metagenómicos de muestras intestinales, 

depositados en las bases de datos especializadas; por ejemplo, ADDAGMA (Xu 

et al., 2022), Amadis (Li et al., 2021), gutMGene (Qi et al., 2023), Microbiome Atlas 

(Wang et al., 2023), MicrobiomeDB (Oliveira et al., 2018) se identificó que la 

abundancia relativa de la familia Lactobacillaceae fue del 45% en el intestino de 

pollos, seguido de 43% en humanos, 20% en bovinos y el 5% en cerdos (Figura 3). 

Estos datos indican que Lactobacillaceae es una de las principales familias en el 

intestino de aves y humanos. Estos hallazgos son similares a lo reportado por otros 

estudios (Hammes y Hertel, 2015; Huynh y Zastrow, 2023; Kim et al., 2020; Nam 

et al., 2022; Scillato et al., 2021). 
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Figura 3. Abundancia relativa de la familia Lactobacillaceae en el intestino de aves 

y mamíferos. 

Basado en la clasificación actual descrita en el LPSN (Zheng et al., 2020b) se 

identificaron 13 especies de Lactobacilli prevalentes en el sistema intestinal de aves 

y mamíferos, y que además han utilizadas como cultivos probióticos (Cuadro 8). 
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Cuadro 8. Especies de Lactobacilli prevalentes en el intestino de aves y mamíferos. 

Especies de Lactobacilli 
Vinculo a base de datos 

LPSN 
Referencias 

L. acidophilus 
https://lpsn.dsmz.de/species/lacto

bacillus-acidophilus 

(Roos y Vuyst, 2018; Marco et al., 

2021; Zheng et al., 2020b) 

L. agilis 
https://lpsn.dsmz.de/species/lacto

bacillus-agilis 

(Hill et al., 2014b; Marco et al., 

2021) 

L. brevis 
https://lpsn.dsmz.de/species/levila

ctobacillus-brevis 

(Roos y Vuyst, 2018; Marco et al., 

2021; Zheng et al., 2020b) 

L. casei 
https://lpsn.dsmz.de/species/lacto

bacillus-casei 

(Roos y Vuyst, 2018; Marco et al., 

2021; Zheng et al., 2020b) 

L. delbrueckii 
https://lpsn.dsmz.de/species/lacto

bacillus-delbrueckii 

(Hill et al., 2014a; Zheng et al., 

2020b) 

L. fermentum 
https://lpsn.dsmz.de/species/lacto

bacillus-fermentum 

(Hill et al., 2014a; Zheng et al., 

2020b) 

L. gasseri 
https://lpsn.dsmz.de/species/lacto

bacillus-gasseri 

(Hill et al., 2014b; Marco et al., 

2021) 

L. johnsonii 
https://lpsn.dsmz.de/species/lacto

bacillus-johnsonii 

(Hill et al., 2014b; Marco et al., 

2021) 

L. paracasei 
https://lpsn.dsmz.de/species/lacto

bacillus-paracasei 

(Hill et al., 2014a; Zheng et al., 

2020b) 

L. plantarum 
https://lpsn.dsmz.de/species/lactip

lantibacillus-plantarum 

(Roos y Vuyst, 2018; Marco et al., 

2021; Zheng et al., 2020b) 

L. reuteri 
https://lpsn.dsmz.de/species/limos

ilactobacillus-reuteri 

(Marco et al., 2021; Zheng et al., 

2020a) 

L. rhamnosus 
https://lpsn.dsmz.de/species/lactic

aseibacillus-rhamnosus 

(Hill et al., 2014b; Marco et al., 

2021) 

L. salivarius 
https://lpsn.dsmz.de/species/ligilac

tobacillus-salivarius 

(Hill et al., 2014b; Marco et al., 

2021) 

 

Además, el análisis de datos metagenómicos reveló que L. plantarum (16.2%, 

promedio) es la especie más prevalente, seguida de L. salivarius (12.6%), L. brevis 

(11.1%), L. reuteri (10.1%), L. delbrueckii (8.4%), L. acidophilus (8.0%), L. 

https://lpsn.dsmz.de/species/lactobacillus-acidophilus
https://lpsn.dsmz.de/species/lactobacillus-acidophilus
https://lpsn.dsmz.de/species/lactobacillus-agilis
https://lpsn.dsmz.de/species/lactobacillus-agilis
https://lpsn.dsmz.de/species/levilactobacillus-brevis
https://lpsn.dsmz.de/species/levilactobacillus-brevis
https://lpsn.dsmz.de/species/lactobacillus-casei
https://lpsn.dsmz.de/species/lactobacillus-casei
https://lpsn.dsmz.de/species/lactobacillus-delbrueckii
https://lpsn.dsmz.de/species/lactobacillus-delbrueckii
https://lpsn.dsmz.de/species/lactobacillus-fermentum
https://lpsn.dsmz.de/species/lactobacillus-fermentum
https://lpsn.dsmz.de/species/lactobacillus-gasseri
https://lpsn.dsmz.de/species/lactobacillus-gasseri
https://lpsn.dsmz.de/species/lactobacillus-johnsonii
https://lpsn.dsmz.de/species/lactobacillus-johnsonii
https://lpsn.dsmz.de/species/lactobacillus-paracasei
https://lpsn.dsmz.de/species/lactobacillus-paracasei
https://lpsn.dsmz.de/species/lactiplantibacillus-plantarum
https://lpsn.dsmz.de/species/lactiplantibacillus-plantarum
https://lpsn.dsmz.de/species/limosilactobacillus-reuteri
https://lpsn.dsmz.de/species/limosilactobacillus-reuteri
https://lpsn.dsmz.de/species/lacticaseibacillus-rhamnosus
https://lpsn.dsmz.de/species/lacticaseibacillus-rhamnosus
https://lpsn.dsmz.de/species/ligilactobacillus-salivarius
https://lpsn.dsmz.de/species/ligilactobacillus-salivarius
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fermentum (6.4%) y L. lactis (5.1%). La elevada abundancia de estas especies, en 

el sistema intestinal también ha sido reportada en humanos (Callaghan y Toole, 

2013), ratones (Lv et al., 2023), rumiantes (Li et al., 2023), animales de compañía 

(Son et al., 2023) y peces (Saadony et al., 2021). 

Cuadro 9. Abundancia relativa* de especies de Lactobacilli en el intestino delgado 

de aves y mamíferos. 

Especies 
Humano 

(%) 

Pollo 

(%) 

Cerdo 

(%) 

Bovino 

(%) 

Promedio 

(%) 

L. plantarum 14.3 12.9 18.6 18.9 16.2 

L. salivarius 14.0 17.1 19.4 - 12.6 

L. brevis 13.5 - 14.6 16.4 11.1 

L. reuteri 3.7 17.1 19.4 - 10.1 

L. delbrueckii 13.5 20.0 - - 8.4 

L. acidophilus 7.7 10.0 - 14.2 8.0 

L. fermentum 6.0 - - 19.6 6.4 

L. lactis - - - 20.5 5.1 

L. paracasei 0.3 - 17.2 - 4.4 

L. rhamnosus 12.5 - - - 3.1 

L. crispatus - 11.4 - - 2.9 

L. agilis - 7.1 - - 1.8 

L. casei 1.5 - - - 0.4 

L. gaserii 0.8 - - - 0.2 

L. johnsonii 0.5 - - - 0.1 

Otras 11.7 4.3 10.8 10.4 9.3 

Total 100 100 100 100 100 

*Abundancia relativa de especies de Lactobacilli pertenecientes a la familia Lactobacillaceae (100%). 

No se incluyeron el resto de las familias bacterianas en el análisis.  
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6.2. Principales especies de Lactobacilli con potencial probiótico 

El análisis de artículos científicos publicados e indexados en PubMed, identificó un 

total de 74,074 reportes que describen especies de Lactobacilli asociadas a cultivos 

probióticos; de los cuales el 72% corresponde a L. delbrueckii, 6% L. plantarum, 5% 

L. rhamnosus, 4% L. acidophilus y 8% L. casei, L. salivarius y L. reuteri, en conjunto 

(Cuadro 10). Estos resultados, integrados con los datos de abundancia relativa, 

sugieren que estas 7 especies de Lactobacilli son las más estudiadas por su 

potencial probiótico y representan las especies de Lactobacillaceae más prevalente 

en el intestino de aves y mamíferos. Estas especies de Lactobacilli han demostrado 

beneficios en la salud del huésped a través de la regulación de respuesta 

inmunológica (Yu et al., 2023b), producción de sustancias antimicrobianas que 

inhiben la colonización de patógenos (Scillato et al., 2021), producción de ácidos 

orgánicos que regulan la homeostasis intestinal (Glendinning et al., 2019), 

promueven la exclusión competitiva a través de la adhesión y colonización de la 

mucosa intestinal (Marco et al., 2021). 
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Cuadro 10. Especies de Lactobacilli y número de artículos científicos publicados 

describiendo su potencial probiótico. 

Especies Propiedades 
No. de 

artículos 

L. delbrueckii 
Coloniza el tracto intestinal, modula la respuesta inmunitaria y 

aumenta la producción de anticuerpos (Marco et al., 2021). 
53,086 

L. plantarum 
Produce bacteriocinas de amplio espectro, coloniza el tracto 

intestinal y digiere la lactosa (Glendinning et al., 2019). 
4,360 

L. rhamnosus 
Coloniza el tracto intestinal a través de la producción de pili 

(Marco et al., 2021). 
3,844 

L. acidophilus 
Produce bacteriocinas y ácidos orgánicos (Glendinning et al., 

2019). 
2,952 

L. casei 
Coloniza el tracto intestinal y digiere la lactosa y carbohidratos 

complejos (Marco et al., 2021). 
2,187 

L. salivarius 
Coloniza el tracto intestinal a través de residuos de prolina que se 

unen a las células epiteliales (Marco et al., 2021). 
1952 

L. reuteri 
Modula la respuesta inmunitaria y aumenta la producción de 

anticuerpos (Yu et al., 2023b). 
1,774 

L. paracasei 
Coloniza el tracto intestinal y digiere la lactosa y carbohidratos 

complejos (Marco et al., 2021). 
1,369 

L. fermentum 
Coloniza el tracto intestinal y digiere la lactosa y carbohidratos 

complejos (Marco et al., 2021). 
1,103 

L. gasseri Produce ácidos orgánicos (Glendinning et al., 2019). 566 

L. brevis 
Coloniza el tracto intestinal y digiere la lactosa (Marco et al., 

2021). 
481 

L. johnsonii Produce ácidos orgánicos (Glendinning et al., 2019). 363 

L. agilis Produce ácidos orgánicos (Glendinning et al., 2019). 37 
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6.3. Aislamiento de especies de Lactobacilli a partir de probióticos 

comerciales, muestras intestinales de aves y mamíferos  

Se analizaron un total de 114 muestras, obtenidas a partir de probióticos 

comerciales (n = 33), heces de pollos (n = 46) y heces de cerdo (n = 35), que se 

sometieron a ensayos microbiológicos encaminados al aislamiento de especies de 

Lactobacilli. A partir de estos análisis se obtuvieron 34 cultivos puros de bacterias 

con características morfológicas semejantes a Lactobacilli, las cuales se 

identificaron a través de la amplificación parcial del gen 16S rRNA y secuenciación 

Sanger. En total, se lograron identificar 14 cultivos de Lactobacilli pertenecientes a 

3 especies (Cuadro 11). Especies de Lactobacilli genéticamente similares a los 

aislamientos obtenidos en el presente estudio también han sido identificados en el 

sistema intestinal de otras aves y mamíferos. Por ejemplo, L. salivarius (identidad = 

93% - 99%) identificado en el intestino de equino, tejones y pollos de engorda 

(Jassim et al., 2005) (Wang et al., 2023) (Han et al., 2024), L. ingluviei (identidad = 

94%) identificado en la vagina humana (Purkayastha et al., 2019) y L. reuteri 

(identidad n= 88% - 99%) identificado en la leche materna y heces de pollo (Cui 

et al., s/f), (Wang et al., 2014). Basados en sus propiedades probióticas, elevada 

abundancia en el intestino, disponibilidad de cepas para la estandarización, ensayos 

de PCR, e interés de la comunidad científica, se seleccionaron L. plantarum, L. 

salivarius y L. reuteri como especies de interés para el desarrollo de herramientas 

moleculares orientadas a la detección y cuantificación de estas bacterias. 
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Cuadro 11. Identificación de especies de Lactobacilli recuperadas de probióticos 

comerciales y muestras intestinales de pollos y mamíferos. 

Origen Especie Valor – E* 
Identidad 

(%) 

Número de 

acceso 
Vínculo 

Heces pollo L. salivarius 0 97.6 AY389802.1 @  

Heces pollo L. ingluviei 0 93.8 KU184475.1 @  

Heces pollo L. reuteri 0 99.4 CP089303.1 @  

Heces 

cerdos 
L. johnsonii 2.0E-131 94.0 MH701973.1 @  

Heces 

cerdos 
L. salivarius 0 98.8 CP114501.1 @  

Heces 

cerdos 
L. reuteri 0 88.0 PQ662318.1 @  

Heces 

cerdos 
L. amylovorus 0 96.8 PP733320.1 @  

Heces 

cerdos 
L. johnsonii 0 98.3 MF193444.1 @  

Heces 

cerdos 
L. reuteri 0 90.8 MT115112.1 @  

Heces 

cerdos 
L. salivarius 0 96.4 MK572795.1 @  

Heces 

cerdos 
L. salivarius 0 97.9 CP104732.1 @  

Probiótico 2 L. salivarius 0 93.0 CP117983.1 @  

Probiótico 5 L. salivarius 0 95.3 MW866901.1 @  

Probiótico 6 L. plantarum 0 99.5 OR431011.1 @  

*Valor-E: Valor de la probabilidad que la secuencia encontrada sea un fenómeno aleatorio.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY389802.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SS4427F5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU184475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=SS4427F5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP089303.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SS4427F5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH701973.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=SS4427F5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP114501.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SS4427F5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/PQ662318.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=SS4427F5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/PP733320.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=SS4427F5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF193444.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=SS4427F5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT115112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SS4427F5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK572795.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SS4427F5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP104732.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SS4427F5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP117983.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SS4427F5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW866901.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SS4427F5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR431011.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SS4427F5013
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6.4. Desarrollo de un ensayo molecular para la identificación y 

cuantificación de L. plantarum, L. reuteri y L. salivarius 

Mediante una revisión exhaustiva de la literatura, se identificaron 7 iniciadores de 

PCR dirigidos a la amplificación de L. plantarum, L. reuteri y L. salivarius. Los 

análisis bioinformáticos de estos iniciadores revelaron una cobertura que varía del 

76% al 87% y una especificidad del 86% y 90% para identificar los diferentes alelos 

del gen 16S rRNA de estas 3 especies. Basados en estos resultados se 

seleccionaron los iniciadores con mayor porcentaje de cobertura y especificidad; 

posteriormente se modificó su secuencia, a través de análisis bioinformáticos, para 

incrementar el desempeño de los mismos (Cuadro 12). 

Cuadro 12. Iniciadores de PCR identificados y modificados para detección y 

cuantificación de L. plantarum, L. reuteri y L. salivarius. 

L. plantarum 

 Sentido Cobertura Especificidad 
Secuencias 

analizadas 
Referencia 

Primer Original 
F: GCTGGCAATGCCATCGTGCT 

87% 90% 

273 

(Kim et al., 

2020) R: TCTCAACGGTTGCTGTATCG 

Modificaciones 
F: GCTGGCAATGKCATCGTGCT 

93% 100% 
Presente 

estudio R: TCTCAACGGTTGCTGTATCG 

L. reuteri 

 Sentido Cobertura Especificidad 
Secuencias 

analizadas 
Referencia 

Primer Original 
F: GATTGACGATGGATCACCAGT 

76% 86% 

2,790 

(Kim et al., 

2020) R: CATCCCAGAGTGATAGCCAA 

Modificaciones 
F: GATTGYCGATGGATCACCAGT 

90% 100% 
Presente 

estudio R: CATCCCAGAGTGATRGCCAA 

L. salivarius 

 Sentido Cobertura Especificidad 
Secuencias 

analizadas 
Referencia 

Primer Original 
F: TACACCGAATGCTTGCATTCA 

87% 90% 

1,699 

(Kim et al., 

2020) R: GGATCATGCGATCCTTAGAGA 

Modificaciones 
F: TACACCGMATGCTTGCATTCA 

93% 100% 
Presente 

estudio R: GGATCATGCGATCCTTKGAGA 
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6.5. Estandarización de ensayos de qPCR para la identificación y 

cuantificación de L. plantarum, L. reuteri y L. salivarius 

6.5.1. Estandarización de temperaturas de alineación de iniciadores de qPCR 

empleando ADN de aislamientos. 

Con el objetivo de identificar las mejores condiciones para la amplificación parcial 

del gen 16S rRNA de L. plantarum, L. reuteri y L. salivarius se llevaron a cabo de 

ensayos de PCR con gradientes de temperaturas de alineación, en un rango de 50 

– 60 °C. Estos ensayos revelaron que la mejor temperatura de alineación fue de 60 

°C (Cuadro 13). 

Cuadro 13. Temperaturas de alineación seleccionadas para el protocolo de PCR. 

Iniciador de PCR 
Objetivo de 

amplificación 

Temperatura de 

alineación 

Plantarum F 

Plantarum R 
L. plantarum 60°C 

Reuteri F 

Reuteri R 
L. reuteri 60°C 

Salivarius F 

Salivarius R 
L. salivarius 63°C 

 

6.5.2. Validación de ensayos de qPCR para la detección y cuantificación de L. 

plantarum, L. reuteri y L. salivarius 

Para evaluar el desempeño de los ensayos de qPCR, se utilizaron curvas estándar 

de cuantificación con DNA extraído de cultivos puros de L. plantarum, L. reuteri y L. 

salivarius, con una concentración máxima de 136.5 y mínima de 22.9. Estos 

ensayos de qPCR tuvieron una eficiencia que varía entre 96% y 98%, una linealidad 

(R2) del 0.98 al 0.99, una pendiente de -3.35 a -3.41 y una temperatura de 

disociación de 80 °C (Cuadro 14).  
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Cuadro 14. Parámetros obtenidos en las curvas de iniciadores de qPCR. 

Iniciador de 

qPCR 

Objetivo de 

amplificación 

Eficiencia 

(%) 
R2 Pendiente 

Temperatura 

de 

disociación 

Plantarum F 

Plantarum R 
L. plantarum 98.3 0.988 -3.363 80 °C 

Reuteri F 

Reuteri R 
L. reuteri 96.2 0.996 -3.416 82 °C 

Salivarius F 

Salivarius R 
L. salivarius 96.6 0.996 -3.356 80 °C 

 

6.6. Detección y cuantificación de L. plantarum, L. reuteri y L. salivarius en 

muestras fecales provenientes de sistemas de producción animal. 

Para la implementación de los ensayos estandarizados se utilizaron un total de 60 

muestras de heces obtenidas de animales alojados en sistemas de producción 

comercial. El total de muestras fue integrado por 20 muestras de ganado bovino, 20 

muestras de cerdos y 20 muestras de pollos. Estos análisis revelaron una 

prevalencia de estas tres especies de Lactobacilli que varía entre 0% al 100% en 

heces de bovinos, cerdos y pollos (Cuadro 15).  

Cuadro 15. Prevalencia de L. plantarum, L. reuteri y L. salivarius en heces de 

bovino, cerdo y pollos. 

Especie Heces bovino Heces cerdo Heces pollo 

L. plantarum 4/20 (20%) 0/20 (0%) 0/20 (0%) 

L. reuteri 18/20 (90%) 20/20 (100%) 20/20 (100%) 

L. salivarius 20/20 (100%) 20/20 (100%) 19/20 (95%) 

 

Los análisis de cuantificación molecular revelaron una elevada abundancia absoluta 

de la familia Lactobacillaceae en bovinos (promedio = 11.72 UFC log10/g), seguida 
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de cerdos (promedio = 11.64 UFC log10/g), y pollos (promedio = 9.97 UFC log10/g). 

La mayor abundancia de L. plantarum fue observada en heces de bovinos, seguida 

de L. reuteri en heces de cerdos y L. salivarius en heces de pollos (Figura 4). Con 

la finalidad de cuantificar de una manera más precisa la densidad de Lactobacilli, 

se llevó a cabo un análisis de abundancia de L. plantarum, L. reuteri y L. salivarius 

relativo a la concentración de la familia Lactobacillaceae. Este análisis reveló una 

mayor abundancia de L. plantarum (promedio = 1.42 UFC log10/g) en bovino, 

seguido de L. reuteri (promedio = 10.51 UFC log10/g) en cerdos y L. salivarius 

(promedio = 11.27 UFC log10/g) en bovinos (Figura 5). Estos resultados representan 

valores de densidad bacteriana normalizados, más aproximados a una 

cuantificación absoluta de cada grupo bacteriano. Densidades comparables de L. 

plantarum, L. reuteri y L. salivarius han sido reportadas en análisis de muestras 

intestinales o heces de mamíferos, aves, peces, reptiles e invertebrados 

(Glendinning et al., 2019).  

 

Figura 4. Abundancia de Lactobacillaceae y especies de Lactobacilli en muestras 

de heces de bovinos, cerdos y pollos. Cada círculo de color representa una muestra 

y la barra de color horizontal representa la media (n = 20). Los resultados fueron 

analizados por las pruebas de ANOVA y Tukey. Grupos con diferente literal 

representan diferencias estadísticas significativas (P < 0.05). 
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Figura 5. Abundancia relativa de especies de Lactobacilli en muestras de heces de 

bovino, cerdo y pollo. Cada círculo de color representa una muestra y la barra de 

color horizontal representa la media (n = 20). Los resultados fueron analizados por 

las pruebas de ANOVA y Tukey. Grupos con diferente literal representan diferencias 

estadísticas significativas (P < 0.05). 

Los ensayos de cuantificación de L. plantarum, L. reuteri y L. salivarius permitirán 

realizar estudios para determinar los cambios en la abundancia relativa de estos 

grupos bacterianos; estos ensayos moleculares son una herramienta importante 

para cuantificar los cambios de especies de Lactobacilli en el intestino e identificar 

su impacto en la salud y/o productividad de aves y mamíferos.  

Densidades comparables de L. reuteri en el intestino de cerdo, pollo y humano han 

sido reportadas anteriormente; por ejemplo, se ha observado de 8 a 10 UFC log10/g 

en lechones en la etapa de destete (Zhao et al., 2019). En pollos de engorda se 

reportaron densidades de 4 a 7 UFC log10/g (Nation et al., 2017). En humanos, se 

han observado de 6 a 7 UFC log10/g en heces de infantes y el aumento en la 

abundancia de L. reuteri está asociada a una reducción de cólicos intestinales 

(Jomehzadeh et al., 2020). En el caso de L. salivarius, se han reportado ~6 UFC 
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log10/g en el intestino de pollo de engorda; y un aumento de este grupo bacteriano 

está asociado a una mayor productividad de estos animales (Harrow et al., 2007). 

Además, se ha evidenciado que el consumo de probióticos a base de L. salivarius 

aumenta la abundancia de Lactobacilli en el intestino (Sureshkumar et al., 2020). El 

análisis de la literatura no identificó reportes de L. plantarum como miembro de la 

microbiota intestinal de bovinos, cerdos y pollos. En contraste, varios reportes 

revelaron que L. plantarum es una bacteria prevalente en el intestino de humanos, 

rata y ratón (Takahashi et al., 2008). En humanos se han estimado de 2 a 6 UFC 

log10/g (Jomehzadeh et al., 2020) de L. plantarum; en ratas de 2 a 8 UFC log10/g (B. 

Wang et al., 2009) y en ratones de 5 a 9 UFC log10/g (Marco et al., 2007). En cerdos 

y pollos la suplementación de un probiótico a basa de L. plantarum redujo la 

abundancia relativa de Clostridium perfringens y Enterobacteriaceae; 

respectivamente (Zeng et al., 2018). 
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VII. CONCLUSIONES 

En el presente estudio se desarrolló una estrategia de microbiología molecular para 

la detección y cuantificación de L. plantarum, L. reuteri y L. salivarius.  La 

implementación de estos ensayos permitirá cuantificar la colonización de probióticos 

a base de estas tres especies; así como, evaluar los cambios que generan 

diferentes otros aditivos y nutrientes en la dieta.  

En el presente estudio se evidencio que L. reuteri y L. salivarius son especies de 

Lactobacilli prevalentes y abundantes en el intestino de bovinos, cerdos y pollos, lo 

que representa una fuente biológica importante para el aislamiento y selección de 

aislamiento con potencial probiótico. En contraste, se observó una baja prevalencia 

y abundancia de L. plantarum en el intestino de bovinos, cerdos y pollos; este 

hallazgo sugiere que el potencial efecto de probióticos a base de L. plantarum puede 

estar asociado a inclusión y colonización de una especie no endémica en tracto 

gastrointestinal. 

En conjunto los resultados del presente trabajo resaltan la importancia del desarrollo 

e implementación de ensayos moleculares enfocados a la detección y cuantificación 

de especies de Lactobacilli como una herramienta para evaluar el desarrollo de la 

microbiota intestinal y su impacto en la salud. 
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