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Resumen 

La mastitis bovina una de las enfermedades más costosas de la ganadería en Cuba. 

Las afectaciones que sufre el ganado bovino y consigo la calidad de la leche son 

producto de no contar con un sellante del pezón eficaz, capaz de prevenir esta 

enfermedad. De ahí que el objetivo del presente trabajo fue, evaluar in vitro la actividad 

antimicrobiana del aditivo simbiótico PROBIOLEV® frente a bacterias productoras de 

la mastitis bovina, para su futura utilización en la prevención de esta enfermedad.  Para 

ello se emplearon las cepas patógenas Staphylococcus aureus C1, Staphylococcus 

cogulasa negativa C7, Corynebacterium spp C11. y Escherichia coli, aislada de vacas 

con mastitis subclínica. Se desarrollaron dos experimentos con la aplicación de las 

técnicas de difusión de sustancias en el agar y el establecimiento de los cocultivos. Se 

realizó además la actualización de la ficha de costo del PROBIOLEV®. Como resultado 

se demostró el potencial antibacteriano del biopreparado al observarse halos de 

inhibición frente a Staphylococcus aureus C1 (15,66 mm), Staphylococcus cogulasa 

negativa C7 (6,67 mm) y Corynebacterium spp. (17,23 mm). De igual modo se observó 

la reducción de la población de estos patógenos a partir de las 8 horas en cultivos 

asociados con PROBIOLEV®. Se concluye que este biopreparado tiene potencial para 

evaluarse in vivo como sellante del pezón y controlar de forma natural la mastitis 

bovina. Se determinó que el costo de producción de este aditivo a escala industrial es 

de 28,72 CUP por litro. 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

Abstract  

Bovine mastitis is one of the most costly diseases in livestock farming in Cuba. The 

effects suffered by cattle and, consequently, the quality of the milk are the result of not 

having an effective teat sealant capable of preventing this disease. Hence, the objective 

of this work was to evaluate in vitro the antimicrobial activity of the symbiotic additive 

PROBIOLEV® against bacteria that produce bovine mastitis, for its future use in the 

prevention of this disease. For this, the pathogenic strains Staphylococcus aureus C1, 

Staphylococcus cogulase negative C7, Corynebacterium spp C11 and Escherichia coli 

were used, it isolated from cows with subclinical mastitis. Two experiments were 

developed with the application of diffusion techniques of substances in agar and the 

establishment of cocultures. The PROBIOLEV® cost sheet was also updated. As a 

result, the antibacterial potential of the biopreparation was demonstrated by observing 

halos of inhibition against Staphylococcus aureus C1 (15.66 mm), Staphylococcus 

coulase negative C7 (6.67 mm) and Corynebacterium spp. (17.23mm). Likewise, the 

reduction in the population of these pathogens was observed after 8 hours in cultures 

associated with PROBIOLEV®. It is concluded that this biopreparation has the potential 

to be evaluated in vivo as a teat sealant and to naturally control bovine mastitis. It was 

determined that the production cost of this additive on an industrial scale is 28.72 CUP 

per liter. 
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INTRODUCCIÓN 

La mastitis es una inflamación de la glándula mamaria, comúnmente es 

consecuencia de una infección microbiana causada por patógenos que penetran a 

través del canal del pezón. La mastitis subclínica no posee síntomas que se puedan 

percibir a simple vista, produce una reducción en el rendimiento de la leche, cuya 

composición es alterada por la presencia de componentes inflamatorios y bacterias. 

La falta de un producto antiséptico eficaz como sellante y en algunos casos, el mal 

manejo del ganado de ordeño, son también algunas de las causas de la presencia 

de esta enfermedad (Azooz et al., 2020; Sharun et al., 2021). 

La mastitis bovina se considera a nivel mundial una de las enfermedades más 

importantes dentro de los hatos lecheros, debido principalmente a las pérdidas 

económicas asociadas. La etiología más prevalente son las bacterias, clasificadas 

en contagiosas y ambientales, como Staphylococcus aureus, Streptococcus 

agalactiae, Streptococcus uberis, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, aunque 

también es posible encontrar micoplasmas, levaduras, algas y hongos (Bedolla et 

al., 2020). Hasta la fecha estos patógenos son resistentes a los ingredientes activos 

más comunes utilizados para el tratamiento de la mastitis. Según estudios 

recientes, la resistencia a los nuevos antimicrobianos ha aumentado, por lo que es 

imperativo desarrollar tratamientos alternativos (Morales-Ubaldo et al., 2023).  

En estos tiempos la administración de sustancias para el tratamiento de mastitis, 

se realiza frecuentemente mediante la infusión Intramamaria de antibióticos. Esta 

fácil aplicación provocó el uso indiscriminado de estos productos en la práctica 

veterinaria, lo que trajo como consecuencia que las bacterias patógenas se 

volvieran resistentes a estos fármacos, sin contar la presencia de estas sustancias 

como residuos en la leche (Peng et al., 2022; Bonardi et al., 2023). De ahí surge la 

necesidad de encontrar otras alternativas eficientes para reducir los tratamientos 

con antimicrobianos (Zendejas et al., 2022; Zhumakayeva et al., 2023).    

Entre estas alternativas se encuentra la utilización de diferentes sustancias como 

sellantes del pezón para controlar la entrada de microorganismos patógenos a la 

glándula mamaria. En Cuba desde hace años se utiliza la PROPOLINA; sin 

embargo, este preparado ya no resulta efectivo, debido probablemente a que los 
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microorganismos que provocan la infección crearon cierto nivel de resistencia, ya 

que continúan las pérdidas económicas causadas por la mastitis. De ahí la 

necesidad de evaluar nuevos productos que sean efectivos en el control de esta 

enfermedad.  

Entre los diferentes tratamientos alternativos se utilizan extractos de plantas 

medicinales, aceites esenciales, nanopartículas, polímeros, péptidos o 

bacteriocinas y probióticos (Morales-Ubaldo et al., 2023). Se conoce que los 

probióticos son microorganismos vivos que, administrados en cantidades 

adecuadas, resultan beneficiosos para la salud del hospedero. Estos aditivos 

digieren los alimentos y compiten con los patógenos por los nutrientes, alteran el 

pH local para crear un entorno local desfavorable y producen bacteriocinas para 

inhibir a microorganismos infecciosos. También estimulan el sistema inmune, 

mejoran la función de barrera intestinal, impiden la adherencia de patógenos y 

modifican las toxinas derivadas de estos (Guarner et al., 2023). 

El presente trabajo constituye una tarea dentro del proyecto “Contribución al 

mejoramiento de la calidad de la leche en la Empresa Pecuaria Genética de 

Matanzas”, del Centro de Estudios Biotecnológicos de la Universidad de Matanzas. 

Como resultado de sus investigaciones está la obtención de PROBIOLEV®, un 

aditivo simbiótico compuesto por un hidrolizado enzimático de levaduras 

Saccharomyces cerevisiae, producido por un crudo enzimático elaborado a partir 

de un cultivo de Bacillus subtilis. Este biopreparado presenta actividad 

antimicrobiana comprobada frente a diferentes microorganismos patógenos (Pérez, 

2000; Rodríguez, 2017), por lo que se ideó su posible utilización como sellante del 

pezón para prevenir la mastitis bovina.  

En la actualidad, investigadores del Centro de estudio trabajan en la transferencia 

tecnológica de este biopreparado a la Empresa LABIOFAM Matanzas y se hace 

necesario actualizar la ficha de costo de este aditivo a escala industrial a partir de 

los cambios provocados por el reordenamiento monetario realizado en el país.   

Problema  

La mastitis bovina una de las enfermedades más costosas de la ganadería en 

Cuba. Las afectaciones que sufre el ganado bovino y consigo la calidad de la leche 
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son producto de no contar con un sellante del pezón eficaz, capaz de controlar o 

prevenir esta enfermedad.  

Hipótesis 

La evaluación in vitro de la actividad antimicrobiana del biopreparado simbiótico 

PROVIOLEV® frente a microorganismos productores de mastitis en vacas lecheras, 

demuestra su efectividad para prevenir o controlar esta enfermedad.  

Objetivo general 

Evaluar in vitro la actividad antimicrobiana de PROVIOLEV® frente a bacterias 

productoras de la mastitis bovina. 

Objetivos específicos  

1- Determinar la actividad antimicrobiana de PROVIOLEV® frente a bacterias 

productoras de mastitis a través del método de la difusión de sustancias en el agar.  

2- Evaluar el efecto antimicrobiano de PROVIOLEV® frente a bacterias productoras 

de mastitis a través del método de los cocultivos.   

3- Actualizar la ficha de costo de PROVIOLEV® para su producción y 

comercialización. 
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I. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

I.1- Mastitis bovina 

La mastitis bovina es una enfermedad infecto-contagiosa de la glándula mamaria o 

la ubre, en la cual la inflamación del tejido se produce como respuesta a la invasión 

de microorganismos patógenos que penetran por el canal del pezón, lo cual genera 

dolor y estrés en las vacas, y consecuentemente ocasiona la disminución de la 

producción y la calidad de la leche (Hasan et al., 2022).  

Se conoce que las bacterias comensales de la glándula mamaria ayudan al 

huésped bovino a resistir la colonización de los patógenos mediante varios 

mecanismos, incluida la competencia por los nutrientes, el acondicionamiento del 

microecosistema para desfavorecer el crecimiento de patógenos, a través de la 

producción de ácidos orgánicos, la síntesis de compuestos antimicrobianos, la 

inhibición de la adhesión a células epiteliales superficiales y a la regulación de la 

inmunidad del epitelio (Derakhshani et al., 2018) (figura 1). 

 

 

Figura 1. Efecto de la microbiota de la glándula mamaria bovina sobre la 

susceptibilidad a las infecciones (Fuente: Kober et al., 2022). 
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La mastitis es una enfermedad altamente prevaleciente en el ganado lechero, y es 

una de las enfermedades más importantes que afecta mundialmente a la industria 

lechera. Ocasiona pérdidas económicas muy fuertes a todos los ganaderos debido 

a la disminución del rendimiento de la leche y al aumento del número de 

tratamientos clínicos y el desecho temprano de vacas, por lo que se reconoce, 

como la enfermedad más costosa de los hatos lecheros (Bedolla, 2017). 

Sin embargo, los microorganismos patógenos causantes de la mastitis provocan 

una reducción de la diversidad bacteriana al producirse la colonización de bacterias 

indeseables, se generan procesos de inflamación y se pierde la integridad del 

epitelio de la glándula mamaria (Kober et al., 2022). 

I.1.1 Tipos de mastitis 

Bedolla (2017), en su artículo sobre la etiología de la mastitis bovina, expresa que 

la mastitis bovina normalmente se da como resultado de la infección intramamaria 

por bacterias que pueden producir la enfermedad de manera clínica o subclínica. 

Es decir, puede ser acompañada de signos clínicos o no.  

La mastitis subclínica se define como la presencia de microorganismos en 

combinación con el conteo elevado de células somáticas de la leche. La mastitis 

subclínica no puede percibirse a simple vista, apenas se nota una reducción en el 

rendimiento de la leche, cuya composición es alertada por componentes 

inflamatorios y bacterias. La leche tiene apariencia normal, solo en un fondo oscuro 

se puede observar la presencia de grumos y no hay inflamación en la glándula 

mamaria. La mastitis, particularmente subclínica y crónica, es la más persistente y 

común del grupo de las enfermedades, debido a la importancia que tiene la higiene 

de la leche en el ganado lechero (Gianneechini et al., 2002). 

La mastitis clínica se caracteriza comúnmente por la observación de los signos 

clínicos, como anormalidades en la leche y la ubre. Según el tipo de patógeno 

implicado, la fiebre y el letargo pueden estar asociados a signos claros de 

inflamación de la glándula mamaria como el enrojecimiento, temperatura, dolor que 

provocan cambios físicos, químicos y habitualmente bacteriológicos en la leche. 

Siendo la más costosa ejerciendo un gran impacto en la producción animal, su 

bienestar y la calidad de la leche (Sharma et al., 2011)  
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La mastitis clínica también se puede clasificar según su signología, grado de 

infección y duración en (Anon, 2023b):  

Por forma aguda: Pirexia, anorexia, dificultad respiratoria, ubre inflamada, caliente 

y dolorosa. Cesación de la producción de leche. El exudado es a menudo 

manchado de sangre. 

Forma aguda: ubres hinchadas, cambios en la calidad de la leche. La leche se 

convierte en cuajada, amarillo, líquido marrón con escamas y coágulos. 

Forma subaguda: No hay cambios en el tejido de la ubre. 

Forma crónica: la ubre es hemorrágica y fibrótica. Inflamación y palpable linfoma 

supra mamario. La ubre es gruesa, firme, nodular y atrófica, fluida amarillenta o 

blanca con coágulos y escamas.  

I.1.2 Principales microorganismos productores de mastitis 

La mastitis es causada por diferentes especies de bacterias que invaden la ubre 

mediante acceso por el canal del pezón. Una vez dentro de la glándula, estos 

microorganismos se multiplican y producen sustancias dañinas que resultan en 

inflamación, reducción en la producción y alteraciones en la calidad de la leche 

(Sánchez et al., 2018). 

La infección bacteriana intramamaria (IMI) se considera la principal causa de la 

mastitis bovina. Muchas especies bacterianas han sido identificadas como agentes 

causantes de mastitis bovina. Estas infecciones bacterianas se pueden clasificar 

en 2 tipos: contagiosa y ambiental (Lakew, 2019). 

I.1.2.1 Patógenos causantes de la mastitis contagiosa 

La mastitis contagiosa es causada por microorganismos como: Staphylococcus 

aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp, Corynebacterium bovis,  

Mycoplasma spp; y sus reservorios son la glándula mamaria y la leche de vacas 

infectadas. Su transmisión puede ocurrir en el momento del ordeño por prácticas 

como el uso compartido de toallas para lavar y secar las ubres o por medio de las 
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manos contaminadas de los ordeñadores o por el uso de pezoneras no 

desinfectadas entre vacas en los ordeños mecánicos (Realpe, 2023). 

Los patógenos contagiosos son capaces de establecer infecciones subclínicas, 

generalmente con elevación del conteo de células somáticas (SCC). El SCC es una 

indicación útil de infección y está formado por leucocitos (es decir, neutrófilos, 

macrófagos, linfocitos y eritrocitos) y células epiteliales. Las infecciones 

contagiosas se pueden controlar reduciendo el contacto entre los reservorios y las 

vacas no infectadas. Por lo tanto, el mantenimiento adecuado del equipo de ordeño, 

la desinfección de los pezones, el descarte y la terapia de vaca seca son 

importantes para prevenir infecciones contagiosas (Cheng et al., 2020). 

I.1.2.2 Patógenos causantes de la mastitis ambiental 

La mastitis ambiental es originada cuando la vaca se expone a un ambiente sucio, 

las bacterias que se encuentran en lugares como las camas, el estiércol, el polvo, 

el lodo o el agua contaminada, colonizan la piel de la ubre y eventualmente ingresan 

al canal del pezón. Todos estos factores se encuentran altamente influenciados por 

las prácticas de manejo e higiene de los corrales. Las principales bacterias que la 

provocan son: Escherichia coli (E. coli), Klebsiella spp., Enterobacter spp., 

Streptococcus uberis y Psedomonas spp. (García, 2019). 

A diferencia de los patógenos contagiosos, los patógenos ambientales 

generalmente no viven en la piel de la ubre y los pezones de la vaca; en cambio, 

existen en el lecho y alojamiento del rebaño. Se los describe mejor como patógenos 

oportunistas, que buscan la posibilidad de causar una infección. Por ejemplo, 

pueden entrar en el pezón durante el ordeño debido al deslizamiento de la 

pezonera, o cuando la inmunidad natural de la vaca es débil, causando mastitis 

clínica, al invadir y multiplicarse en la ubre de la vaca (Cheng et al., 2020). 

I.1.3 Diagnóstico de la incidencia de mastitis 

Según Cuellar (2020), antes de abordar las pruebas de diagnóstico para mastitis, 

es necesario aclarar que estas pueden variar dependiendo de algunos factores, 

como es el momento de la lactación de la vaca de interés, ya que en el periodo del 

peri parto (tres semanas antes y tres semanas después del parto) o al final de la 
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lactación, pueden aparecer niveles elevados de células somáticas que afecten la 

lectura de la prueba; y por otro lado algunas enfermedades como retículo-peritonitis 

traumática que también puede incidir en estas pruebas.  

Las principales pruebas y métodos para realizar el diagnóstico de mastitis en el 

ganado bovino, se encuentran las realizadas en el campo donde se hace referencia 

al método de observación y palpación de la ubre; la prueba de escudilla de ordeño, 

prueba de paño negro y tasa probadora las cuales se encargan de diagnosticar 

mastitis clínica. Por otra parte, están las pruebas químicas dentro de las cuales se 

encuentran: la prueba de conductividad eléctrica de la leche; el papel indicador de 

mastitis y la prueba de Whiteside, que sirven también para diagnosticar mastitis 

clínicas y subclínicas. Entre las pruebas biológicas se destacan la prueba de 

California para mastitis (CMT), la prueba de Wisconsin para mastitis (WMT), el 

monitoreo de células somáticas y el diagnóstico bacteriológico por los métodos de 

aislamiento, cultivo, tinción, pruebas bioquímicas e identificación, así como al 

conteo de células somáticas por microscopía directa (Bedolla 2018). 

En la figura 2 se define que para diagnosticar la enfermedad se realizan pruebas 

de campo y análisis microbiológicos los que se resumen a continuación: 

     

Figura 2. Pruebas realizadas para diagnosticar la mastitis bovina. Pruebas de 
campo: Presencia o ausencia de síntomas y el uso de la paleta para el test 1- Paleta 
requerida para la California mastitis Test (CMT). 2- Análisis microbiológico a través 
del recuento en placa y recuento por el número más probable (Fuente: Cuellar, 
2020). 
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I.1.4 Efectos de la mastitis a nivel mundial y en Cuba   

A nivel mundial la mastitis representa grandes pérdidas productivas y económicas 

en ganado lechero (Ruiz et al., 2016). La mastitis por sí misma es la enfermedad 

más costosa del ganado lechero. En total, las pérdidas económicas de las mastitis 

subclínicas exceden aquellas causadas por la mastitis clínica. Las pérdidas 

económicas que se producen como resultado de una producción de leche reducida 

han sido predichas basándose en el conteo de células somáticas. Si el promedio 

de producción de un hato es 7.000 kg / vaca /año, esto significa que un promedio 

de conteo de células somáticas de 1.000.000, es un indicativo de pérdidas de 

producción de (7.000 x 18/100=) 1.260 kilogramos por vaca y a un conteo de 

500.000 representa una pérdida de 420 kilos por año (Vicente et al., 2019). 

Según Izurieta (2020), la mastitis la es enfermedad más costosa del ganado 

lechero. En hatos sin un programa de control se infectan aproximadamente un 40%. 

de las vacas en producción. Los costos llegan a US$ 200 dólares por vaca al año, 

cifra que puede aumentar o disminuir de acuerdo con la prevalencia de la infección. 

Para determinar cuánto cuesta la enfermedad en el hato se tiene en cuenta: la 

reducción de la producción de leche, la cual representa un 70% de la pérdida total 

asociada a la mastitis, sea esta clínica o subclínica, el costo del tratamiento, la leche 

descartada, la muerte o descarte prematuro del animal, la disminución del avance 

genético y la disminución de la calidad de la leche. 

Estudios realizados por la NDSU (North Dakota State University) expresan 

cuantiosas pérdidas en la industria láctea debido a la presencia de mastitis en sus 

rebaños. Según reportes de dicha investigación, el costo anual total de la 

enfermedad se aproxima a $ 1,8 mil millones de dólares. Esto representa 

aproximadamente el 10% del valor total de las ventas de leche de granja, y estiman 

que dos tercios de esta pérdida se debe a la reducción de la producción de leche 

en las vacas infectadas de forma subclínica (Schroeder, 2012).  

En una valoración económica realizada por Vissio et al., (2015) en Córdoba, 

Argentina se determinó que las pérdidas por mastitis subclínica representan un 

promedio del 87% del costo total calculado para esta enfermedad. Por su parte, 

Romero (2016) expresó, que este tipo de mastitis es la que más afecta a los 
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pequeños productores en Colombia. En correspondencia con lo anteriormente 

planteado, los estudios realizados por Ruiz et al., (2012) en Cuba, manifestaron 

que la mayor prevalencia (75%) corresponde a esta misma forma de presentación 

de la enfermedad (subclínica). 

I.2 Control de la mastitis 

Gonzales (2018) elaboró un plan que consta de seis puntos, que tienen como 

objetivo controlar la mastitis en establecimientos lecheros. Entre estos están: 

1- Buena higiene en la preparación de la ubre. 

2- Uso de equipos de ordeño controlados y chequeados. 

3- Desinfección de los pezones después del ordeño. 

4- Detección y tratamiento de los cascos clínicos. 

5- Tratamiento al secado de todos los cuartos. 

6- Eliminación de los cascos clínicos.  

Los antibióticos se utilizan en la producción ganadera intensiva con fines 

terapéuticos y profilácticos, y se estima que más del 50 % de todos los 

antimicrobianos se utilizan en medicina veterinaria a nivel mundial. La 

administración de antibióticos se puede realizar mediante la aplicación local de 

preparados intramamarios, así como la aplicación sistémica de estos 

antimicrobianos (Kovačević et al., 2022). 

Sin embargo, el uso irracional de antibióticos frecuentemente resulta en la aparición 

de resistencia a estas sustancias en las bacterias patógenas, lo que representa una 

grave amenaza para el bienestar del ganado lechero. Además, esta problemática 

podría plantear graves riesgos para la salud pública debido a la propagación de 

infecciones bacterianas por resistencia a los antimicrobianos y residuos de 

medicamentos a través del consumo de leche cruda de vacas que han recibido 

tratamiento con antibióticos. Otro problema importante para el sector lácteo es que 

la presencia de residuos de antibióticos en la leche puede interferir con el proceso 
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de fermentación, particularmente en la producción de queso y yogur (Kour et al., 

2023). 

I.3 Estrategias alternativas para el control de la mastitis bovina. Uso de 

probióticos 

Actualmente, la mayoría de las estrategias de manejo de la mastitis bovina se 

centran en la prevención durante el ordeño al seguir prácticas higiénicas de ordeño 

y un buen sistema de manejo. Otros enfoques alternativos para el control de esta 

enfermedad incluyen vacunación, antibióticos, inmunoterapia, bacteriocinas, 

bacteriófagos, péptidos antimicrobianos, terapia con células madre, factores 

secretores nativos, dieta, vaca seca y terapia de lactancia, selección genética, 

productos botánicos, terapia basada en tecnología de nanopartículas y probióticos 

(Sharun et al., 2021). 

I.3.1 Probióticos, prebióticos y simbióticos 

La definición actual formulada en 2002 por los expertos del grupo de trabajo de la 

FAO y la OMS establece que los probióticos son “cepas vivas de microorganismos 

estrictamente seleccionados que, cuando se administran en cantidades adecuadas, 

confieren un beneficio para la salud del hospedador” Schrezenmeir & dr Vrese 

(2001). La definición fue refrendada en 2013 por la Asociación Científica 

Internacional de Probióticos y Prebióticos (ISAPP). El término “probiótico” está 

reservado para fórmulas o productos que cumplen con criterios estrictamente 

definidos. El más importante de estos criterios incluye: un recuento apropiado de 

células viables, un efecto beneficioso sobre la salud del hospedador (que también 

puede implicar la estimulación del crecimiento) y un efecto beneficioso sobre la 

función del tracto digestivo (Markowiak y Śliżewska, 2018). 

Para incrementar la población beneficiosa y los microorganismos probióticos se 

emplean además los prebióticos. Estos son compuestos no digeribles que, a 

través de su metabolización por microorganismos en el intestino, modula la 

composición y/o actividad de la microbiota intestinal, confiriendo así un efecto 

fisiológico beneficioso sobre el huésped” (Bindels et al., 2015). 
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También en la nutrición animal se utilizan fórmulas que contienen tanto probióticos 

como prebióticos. En 1995, Gibson y Roberfroid introdujeron el término 

“simbiótico” especificando de esta manera “una mezcla de probióticos y 

prebióticos que afecta beneficiosamente al huésped mejorando la supervivencia y 

la implantación de suplementos dietéticos microbianos vivos en el tracto 

gastrointestinal, estimulando selectivamente el crecimiento y/o activación del 

metabolismo de una o un número limitado de bacterias promotoras de la salud, al 

mejorar así el bienestar del huésped”. Como la palabra "simbiótico" implica sinergia, 

el término debe reservarse para aquellos productos en los que un componente 

prebiótico favorece selectivamente a un microorganismo probiótico (Markowiak & 

Śliżewska, 2018). 

I.3.2 Microorganismos utilizados como probióticos 

Como se aprecia en la tabla 1 son numerosas las especies de microorganismos que 

se utilizan como probióticos en la producción animal. De forma general los probióticos 

presentan actividad antimicrobiana, ya que producen sustancias que inhiben el 

crecimiento de microorganismos patógenos como antibióticos, bacteriocinas, ácidos 

orgánicos y peróxido de hidrógeno; impiden la adherencia y colonización de estos a 

través de la exclusión competitiva, competencia por nutrientes, o la estimulación del 

sistema inmune, con su presencia en la primera barrera de defensa o induciendo la 

activación de las células inmunes (linfocitos T, linfocitos B, células natural killer, 

macrófagos) para la producción de Inmunoglobulinas. También pueden coagregarse 

a las células patógenas (Kamel et al., 2022).  
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Tabla 1. Microorganismos probióticos destinados principalmente a la producción 

animal (EFSA, 2017). 

Tipo 

Lactobacillus 

Tipo 

Bifidobacterium 

Otras bacterias 

ácido lácticas 
Otros microorganismos 

L. brevis a B. animalis a Enterococcus faecalis Bacillus cereus 

L. casei a B. longum a Enterococcus faecium Bacillus licheniformis a 

L. crispatus a B. pseudolongum Lactococcus lactis a Bacillus subtilis a 

L. farciminis a B. thermophilum Leuconostoc citreum a 
Propionibact. 

Freudenreichi a 

L. fermentum a  Leuconostoc lactis a Saccharomyces cerevisiae  

L. murinus  
Leuconostoc 

mesenteroides a 

Saccharomyces 

pastorianus a 

L. gallinarium a  
Pediococcus 

acidilactici a 
Kluyveromyces fragilis 

L. paracasei a  
Pediococcus 

pentosaceus a 

Kluyveromyces 

marxianus a 

L. pentosus a  
Streptococcus 

infantarius 
Aspergillus orizae 

L. plantarum a  
Streptococcus 

salivarius 
Aspergillus niger 

L. reuteri a  
Streptococcus 

thermophilus a 
 

L. rhamnosus a  
Sporolactobacillus 

inulinus 
 

L. salivarius a   
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I.3.3 Modo de acción de los probióticos 

En la figura 3 se presenta un diagrama esquemático que ilustra los mecanismos 

potenciales o conocidos mediante los cuales las bacterias probióticas podrían 

afectar la microbiota. Estos mecanismos incluyen (1) competencia por ingredientes 

dietéticos como sustratos de crecimiento, (2) bioconversión de, por ejemplo, 

azúcares en productos de la fermentación con propiedades inhibidoras, (3) 

producción de sustratos de crecimiento, por ejemplo, vitaminas, para otras 

bacterias, (4) antagonismo directo por bacteriocinas, (5) exclusión competitiva de 

los sitios de unión, (6) función de barrera mejorada, (7) reducción de la inflamación, 

alterando así las propiedades intestinales para la colonización y persistencia 

interna, y (8) estimulación de la respuesta inmune innata, con la activación de las 

células dendríticas (DC), linfocitos T (T), linfocitos B y la producción de 

inmunoglobulinas A (IG A). 

 

Figura 3. Mecanismos de acción de los probióticos (Fuente: Khalighi et al., 2016). 

I.3.4 Principales sustancias utilizadas como prebióticos  

Solo unos pocos compuestos del grupo de los carbohidratos, como los β-fructanos 

de cadena corta y larga como los fructooligosacáridos (FOS) e inulina, lactulosa y 

los galactooligosacáridos (GOS), pueden clasificarse como prebióticos. En la 
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literatura también se incluyen oligosacáridos derivados del almidón y la glucosa y 

otros y otros oligosacáridos que no son carbohidratos (Davani-Davari et al., 2019). 

I.3.4.1 Modo de acción de los prebióticos 

En general, en el intestino, la falta de enzimas que hidrolizan los enlaces 

poliméricos de los prebióticos les permite permanecer en el tracto gastrointestinal 

para resistir la digestión en el intestino delgado. Luego, el organismo transporta 

estos prebióticos intactos al intestino grueso, donde la flora intestinal los degrada y 

los fermenta selectivamente para producir ciertos metabolitos secundarios, que son 

absorbidos por el epitelio intestinal o transportados al hígado a través de la vena 

porta y pueden tener efectos beneficiosos. También inciden sobre los procesos 

fisiológicos del huésped, como regular la inmunidad, resistir patógenos, mejorar la 

función de la barrera intestinal, aumentar la absorción de minerales y reducir los 

niveles de lípidos en sangre. Una ventaja específica de los prebióticos se refiere a 

la promoción del crecimiento de microorganismos diana. Después del consumo de 

prebióticos específicos (p. ej., inulina, FOS y GOS), se promueve el crecimiento de 

microbiota beneficiosa para competir con otras especies al proteger o incrementar 

la producción de productos de fermentación beneficiosos (You et al., 2022). Los 

posibles mecanismos por los cuales los prebióticos promueven beneficios para la 

salud se muestran en la figura 4.  

 

Figura 4. Modo de acción de los prebióticos (Fuente: Mtasher et al., 2018). 



 
 

16 
 

I.3.5 Modo de acción de los simbióticos 

Recientemente, la Asociación Científica Internacional de Probióticos y Prebióticos 

ha actualizado el concepto de simbióticos por parte de un panel de expertos. Según 

ellos, los simbióticos son de dos tipos, complementarios y sinérgicos. Un simbiótico 

complementario consiste en un probiótico y un prebiótico que juntos confieren uno 

o más beneficios para la salud, pero no requieren funciones codependientes. Un 

simbiótico sinérgico contiene un sustrato que es utilizado selectivamente por 

microorganismos (Swanson, 2020).  

Hay varios informes disponibles que sugieren que los aditivos simbióticos estimulan 

positivamente la salud y la nutrición del huésped. Se conoce que los simbióticos no 

sólo aumentan el número de bacterias probióticas, Bifidobacterium y Lactobacillus 

en muestras fecales, también reducen a los coliformes. Por otra parte, aumentan el 

nivel de enzimas digestivas como lactasa, lipasa, sacarasa y isomaltasa en el 

intestino (Yadav et al., 2022). 

En la figura 5 se puede observar cómo los aditivos simbióticos promueven la 

supervivencia de los microorganismos probióticos y contribuyen a la exclusión de 

los patógenos al impedir su translocación a través de los espacios intersticiales del 

tejido epitelial.  

 

Figura 5. Modo de acción de los simbióticos que promueve mayor supervivencia e 

implantación de los probióticos (Fuente: Anon, 2023c). 
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I.4 Efecto antimicrobiano de los aditivos zootécnicos frente a 

microorganismos causantes de mastitis. Modo de acción 

Estudios recientes revelaron que los probióticos pueden usarse como una 

herramienta novedosa para tratar o prevenir la mastitis bovina y al mismo tiempo 

abordar el problema de la resistencia a los antimicrobianos (Fukuyama et al., 2020). 

En la figura 6 se aprecia la acción de los probióticos en la glándula mamaria con 

capacidades inmunomoduladoras o inmunobióticos. Se plantea que estos 

microorganismos actúan a través de la producción de sustancias antimicrobianas, 

inhiben la adhesión de los patógenos y modulan el microambiente, al incrementar 

la microbiota beneficiosa en este ecosistema. 

      

Figura 6. Efecto de los microorganismos probióticos e inmunobióticos sobre la 

susceptibilidad a las infecciones de la glándula mamaria bovina (Fuente: Kober et 

al., 2022). 

En los últimos años se reconoce el género Bacillus spp. por el potencial que posee 

para sintetizar metabolitos con actividad antifúngica y antibacteriana. Estas 

sustancias antimicrobianas son biopéptidos con diferente estructura química, que 

se utilizan como agentes terapéuticos contra bacterias y hongos patógenos, 

capaces de actuar sobre microorganismos de diversa etiología. El efecto bio-
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controlador que ejerce Bacillus pp., es el resultado de diversos mecanismos, entre 

los que se encuentra la antibiosis, que se produce debido a la producción de 

péptidos, lipopéptidos y fosfolípidos (Kadaikunnan et al., 2015).  En el caso del 

ganado bovino, los ensayos demuestran un efecto positivo, sobre todo en la calidad 

de la leche. Lo interesante es que la comunidad científica aquí apuesta por el 

PROBIOLEV® en el sentido de consolidarlo como un aditivo en la alimentación 

animal y una nada despreciable fuente de sustitución de importaciones ya que se 

trata de un nuevo producto de interés veterinario que pude incrementar la cartera 

de exportaciones de la Mayor de las Antillas (Perulactea, 2015). 

Desde hace muchos años, Saccharomyces cerevisiae se emplea en diferentes 

procesos industriales. Su utilización como aditivo natural, capaz de ejercer efectos 

beneficiosos en la salud y la productividad de los individuos que la consumen, está 

bien documentada (Van-Staden y Dicks, 2012; Purdum y Hahn-Didde, 2016). 

Las bacteriocinas pueden ser sintetizadas por bacterias Gram-positivas y Gram-

negativas, consideradas benéficas para la salud y la producción de alimentos. Se 

secretan extracelularmente y no son tóxicas para las células eucariotas. Además, 

ellas presentan alta actividad bactericida o bacteriostática en cepas o especies 

relacionadas, en microorganismos patógenos y deteriorativos de alimentos (Cotter 

et al., 2005 y Svetoch et al., 2011).    

El campo de acción de las bacteriocinas se relaciona con el contenido de cistina y, 

de acuerdo con ello, se establecen tres grupos: I- bacteriocinas con un estrecho 

rango de acción, restringido a microorganismos de la misma especie; II- 

bacteriocinas con un rango intermedio que inhibe bacterias lácticas y algunas 

bacterias Gram-Positivas; y III- bacteriocinas con amplio rango de acción, las cuales 

inhiben  una amplia variedad de  bacterias  Gram-Positivas (Cintas et al., 2001). Sin 

embargo, Elegado et al. (2004) y Bizani et al. (2005) en sus estudios sobre el 

espectro de acción, determinaron la presencia de bacteriocinas capaces de actuar 

contra gérmenes Gram- negativos. 

La inhibición o muerte de los microorganismos patógenos también puede 

desencadenarse debido a la producción de antibióticos. Los representantes del 

género Bacillus spp. se destacan por la producción de una amplia gama de 
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antimicrobianos lipopeptídicos (Cho et al., 2011). Estos se diferencian por su 

estructura química, pero también, por los diferentes mecanismos que ejercen en 

las bacterias patógenas como: destrucción de la pared de la célula patógena, 

desintegración de la membrana bacteriana, inhibición de la síntesis proteica, del 

metabolismo de los ácidos nucleicos y del intermediario (Preeti et al., 2006). 

I.5.1 PROBIOLEV® 

En el Centro de Estudios Biotecnológicos de la Universidad de Matanzas (CEBIO), 

Pérez (2000) desarrolló la hidrólisis de S. cerevisiae mediante el método 

enzimático, con el objetivo de obtener un aditivo simbiótico para la alimentación 

animal. Este proceso se logró a partir de la aplicación de enzimas hidrolíticas 

producidas por un cultivo de Bacillus subtilis cepa E-44 a estas levaduras. Este 

procedimiento posibilitó la presencia, entre otros compuestos, de oligosacáridos de 

glucanos y mananos (prebióticos) y células viables de Bacillus subtilis y sus 

endosporas (probiótico); composición que permite considerar al biopreparado con 

alto potencial de actividad sinérgica. 

PROBIOLEV® se produjo a partir de materias primas de bajo costo y alta 

disponibilidad en el país. La originalidad de la investigación radicó en el 

procedimiento de obtención de este biopreparado, que utiliza la crema de levadura 

(S. cerevisiae), procedente del fondaje de cubetas de la destilería de alcohol, con 

un crudo enzimático conformado por enzimas hidrolíticas producidas por un cultivo 

de Bacillus subtilis E-44. El empleo de estas sustancias se aprobó por el Código de 

Regulaciones Federales de la Administración de Alimentos y Drogas (FDA) y los 

cultivos de esta especie se consideran cepas GRAS (Generalmente Reconocidas 

como Seguras), según el criterio expuesto por la Association of American Feed 

Control Officials (Anon, 1998). 

Entre los microorganismos que más se utilizan como probióticos están 

representantes del género Bacillus sp., ya que marcan una importante función en 

la producción de sustancias antimicrobianas del tipo bacteriocinas o antibióticos 

que inhiben a microorganismos patógenos (Rodríguez, 2017). 
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I.5.2 Efecto probiótico de PROBIOLEV® en animales de interés zootécnico 

El primer trabajo que reporta el nivel de inclusión de PROBIOLEV® en el alimento 

lo realizó Pérez (2000), quien evaluó la aplicación de este hidrolizado enzimático 

de levaduras en pollos de ceba. Este autor trabajó con diferentes dosis en la 

alimentación de estas aves. Para ello desarrolló un experimento donde aplicó 50, 

75 y 100 mL.kg-1 de alimento. De esta manera se demostró que la dosis más idónea 

fue de 75 mL, ya que las aves mejoraron los indicadores productivos y la salud. De 

igual manera Piad (2001) suministró esta dosis en pollitas de reemplazo de 

ponedoras, donde obtuvo excelentes resultados en la reproducción, el rendimiento 

productivo y la salud. 

Pérez (2010) evaluó el efecto en cerdos durante la etapa de lactancia y crecimiento 

con la dosis de 100 mL por kg de alimento. Este autor comprobó que se incrementó 

el peso vivo de los animales, la ganancia media diaria y la mejora de la conversión 

alimenticia. De igual manera provocó la disminución de la población de coliformes 

en el ciego de estos animales. 

Galindo et al. (2010), evaluaron el efecto de un hidrolizado enzimático de levadura 

Saccharomyces cerevisiae en la población microbiana ruminal. Para ello se condujo 

un experimento en condiciones in vitro. Se utilizó la técnica de cultivo sumergido 

con agitación mecánica. Los tratamientos correspondieron a los niveles de 

hidrolizado que se emplearon: A) 0 (control), B) 75 mL.kg-1 de concentrado.d-1 y C) 

100 mL.kg-1 de concentrado.d-1. Como sustrato a fermentar se utilizó Pennisetum 

purpureum vc. Cuba CT- 115, de 112 d de rebrote. La población de bacterias viables 

totales fue de 20.89, 22.37 y 50.47 x 1011 ufc.mL-1, para los tratamientos A, B y C, 

respectivamente. Se encontró interacción significativa entre los tratamientos y 

diferentes tiempos de fermentación para las bacterias celulolíticas. Sus mayores 

poblaciones se encontraron a las 4 h después de iniciada la fermentación en los 

tratamientos donde se suministró 75 y 100 mL.kg-1 de concentrado/d. No hubo 

efecto del hidrolizado en la población de bacterias proteolíticas, hongos y pH del 

rumen. Estos autores concluyeron que el hidrolizado de Saccharomyces cerevisiae 

incrementa la población total de bacterias del rumen y es capaz de activar la 

población de bacterias celulíticas en las horas de máxima fermentación, resultado 

que pudiera contribuir a una mayor degradación de la fibra en los rumiantes. 
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Beruvides et al. (2018) realizaron un experimento en una unidad porcina, con el 

objetivo de evaluar el efecto probiótico de un hidrolizado enzimático de levadura 

Saccharomyces cerevisiae en el comportamiento productivo y de salud en cerdos 

en preceba. Se utilizó un diseño completamente aleatorizado y se formaron dos 

grupos: un control y el otro con dosis de 5 mL.g-1 peso vivo. La inclusión del 

producto en la alimentación de estos animales mejoró la ganancia media diaria y la 

conversión alimentaria y disminuyó la incidencia de diarreas provocada por 

bacterias patógenas y la mortalidad de los animales. 

Por su parte Valenciaga et al. (2019) determinaron el efecto del hidrolizado 

enzimático de levadura Sacharomyces cerevisiae (PROBIOLEV®) en la cinética de 

degradación ruminal de nutrientes del forraje de Cenchrus purpureus vc. OM - 22, 

en vacas Holstein canuladas en el rumen, que consumieron forraje fresco a 

voluntad y concentrado comercial. Los tratamientos fueron: Control (forraje + 2 kg 

concentrado comercial) y tratamientos 2, 3 y 4 (forraje + 2 kg concentrado comercial 

+ dosis de 50 mL, 100 mL o 150 mL de hidrolizado.kg-1 de concentrado.d-1, 

respectivamente). De esta investigación se concluyó que, la adición del hidrolizado 

tuvo efecto positivo en la cinética de degradación ruminal del forraje. Los autores 

recomendaron la utilización de 100 mL de hidrolizado enzimático. kg-1 de 

concentrado. d-1 en rumiantes que consumen dietas con alto contenido de fibra. 

Este aditivo se evaluó por otros investigadores (Rodríguez, 2017) con excelentes 

resultados en los indicadores productivos y en la salud de los animales. Sin 

embargo, a pesar de la comprobada efectividad antimicrobiana de estos productos, 

no se ha evaluado su actividad antimicrobiana frente a bacterias patógenas 

procedentes de vacas con mastitis, con la perspectiva de que sean utilizados como 

sellante del pezón para la prevención de esta enfermedad. 
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II. MATERIALES Y MÉTODOS 

II.1 Evaluación del efecto antimicrobiano de PROBIOLEV® frente a bacterias 

patógenas  

II.1.1 Elaboración del PROBIOLEV® 

A partir de la metodología descrita para la elaboración de PROBIOLEV® por Pérez 

(2000), se obtuvo el biopreparado, el cual se conservó en refrigeración a 4ºC hasta 

su utilización. En la figura 7 se muestra el procedimiento para la obtención de este 

aditivo a escala industrial. 

 

Figura 7. Esquema de la metodología para la producción de PROBIOLEV® a escala 

de producción. 
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II.1.2 Evaluación de la actividad antimicrobiana de PROBIOLEV® frente a 

bacterias causantes de la mastitis bovina a través de la técnica de difusión de 

sustancias en el agar 

Para evaluar la actividad antibacteriana de PROBIOLEV® se empleó la técnica de 

difusión de sustancias en agar, propuesta por Schillinger y Lucke (1989). En la 

figura 8 se presenta un esquema que demuestra la secuencia que se siguió para el 

desarrollo de esta técnica. 

Figura 8. Secuencia experimental para determinar la actividad antimicrobiana a 

través de la técnica de difusión de sustancias en el agar. (Fuente: Anon, 2023a). 

Tratamiento de las cepas indicadoras 

Como cepas indicadoras se utilizaron las cepas patógenas: Staphylococcus aureus 

C1, Staphylococcus coagulasa negativo C7, Corynebacterium sp. C11 y 

Escherichia coli, todas procedentes del cepario del Laboratorio de Microbiología de 
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la Universidad de Matanzas. Las cepas se aislaron por Garrote (2020) a partir de 

vacas con mastitis subclínica. Cada cepa se inoculó en caldo nutriente (BIOCEN) y 

se incubaron por 24 horas a 37ºC en zaranda termostada (UNITRONIC 320 OR) a 

110 rpm. 

Desarrollo de la técnica de difusión en agar 

Se tomaron 200 µL del cultivo de las cepas indicadoras en estudio, que estaban en 

la escala 0,5 de MacFarland y se inocularon en placas que contenían agar Mueller 

Hinton (BIOCEN) con el empleo de hisopos estériles. Con ayuda de un sacabocado 

metálico estéril, se abrieron pocillos de 5 mm de diámetro donde se añadieron 100 

µL del biopreparado PROBIOLEV®. Dichas placas se mantuvieron en refrigeración 

(4ºC) por 4 horas para mayor difusión de las sustancias en el agar. Posteriormente, 

las placas se incubaron entre 18 y 24 horas a 37ºC hasta detectar el crecimiento y 

la aparición de los halos. Por último, se midió el halo con regla milimetrada y se le 

restó el diámetro de los pocillos. 

II.2 Evaluación del efecto antibacteriano de PROBIOLEV® en cocultivos con 

bacterias patógenas causantes de la mastitis bovina 

La actividad antagónica de PROBIOLEV® se estudió mediante cultivos asociados o 

mezclas de cultivos con las cepas patógenas que fueron inhibidas en el ensayo 

anterior. Se utilizó la técnica descrita por Orlowski y Bielecka (2006), modificada 

por Rodríguez (2017). El desarrollo del cocultivo tuvo lugar en caldo leche, medio 

de cultivo que simula el contenido de la glándula mamaria. Este se adicionó en 

erlenmeyer de 250 mL, a razón de 100 mL de volumen efectivo. En cada uno se 

añadieron 5 mL de PROBIOLEV® y 4 mL del cultivo del microorganismo patógeno 

o indicador (con una población de 106 UFC.mL-1). Una vez mezclados, los 

cocultivos se incubaron en condiciones estáticas durante 24 h a 37ºC y se tomaron 

muestras a las 0, 4, 8, 12, 16, 20 y 24 h para realizar diluciones seriadas en caldo 

peptona (1%) y la siembra en placas las que se incubaron por 24 h a 37oC. El conteo 

de viables se realizó en placas que contenían medios selectivos para cada cepa 

indicadora. En la tabla 2 se aprecian los medios utilizados y las características de 

las colonias de las bacterias patógenas. 
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Tabla 2. Características de las colonias bacterianas de las cepas indicadoras en los medios 

selectivos empleados para el conteo de viables (Hispanlab 1998 y Anon, 2006). 

Cepas 

indicadoras 

Medios selectivos 

empleados 

Características de las 

colonias 

Staphylococcus 

aureus C1 
Agar manitol salado 

Grandes y rodeadas de zona 

amarilla (cepas patógenas) 

Staphylococcus 

spp. coagulasa 

negativo C7 

Agar manitol salado 

Grandes y rodeadas de zona 

amarilla (cepas patógenas) 

Corynebacterium 

C11 
Sereum Tellurite Agar 

Colonias de color gris a negro; 

con centros oscuros; de lisas a 

rugosas, planas 

 

Cepas indicadoras 

Las cepas indicadoras se inocularon en caldo nutriente enriquecido (Hispanlab, 

España) y se incubaron en zaranda termostatada (UNITRONIC 320 OR) a 110 rpm 

durante 18 h a 37ºC 

II.3 Actualización de la ficha de costo de PROBIOLEV® 

Esta actualización se hace necesaria, puesto que el país sufrió cambios de 

reordenamiento comercial y financiero, donde los precios de todos los productos 

aumentaron según sus costos en el mercado internacional o derivado del costo de 

las materias primas para su confección en Cuba. Este aditivo zootécnico se 

encuentra en transferencia de tecnología con la Empresa productora LABIOFAM 

de Matanzas para su producción y comercialización, por lo que se es indispensable 

tener un valor actualizado del producto.  

Para su elaboración se buscaron los datos actuales del precio de cada componente 

del biopreparado y los gastos incurridos en su producción. Este trabajo se realizó 

en la Empresa LABIOFAM Matanzas a partir de los datos de tres lotes producidos 
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por la empresa para la toma de muestras con vistas a la aprobación del Registro 

sanitario de este aditivo. 

II.4 Análisis estadístico 

Para procesar los resultados de la actividad antibacteriana se utilizó un análisis de 

varianza simple. El paquete estadístico que se utilizó fue INFOSTAT, Versión 2012 

(Di Rienzo et al., 2012). Para verificar las diferencias se empleó la dócima de 

comparación de Duncan (1955). 

La viabilidad del biopreprado probiótico se transformó a logaritmo LN para 

establecer la normalidad de los datos. 
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III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

III.1 Actividad antimicrobiana de PROBIOLEV® frente a bacterias causantes de 

mastitis bovina a través de la técnica de difusión de sustancias en el agar 

En la tabla 3 se muestra el resultado del efecto de los dos biopreparados frente a 

cuatro cepas aisladas por Garrote (2020), a partir de las glándulas mamarias de 

vacas con mastitis subclínica. Se aprecia que el PROBIOLEV provocó mayores 

(P<0,005) halos de inhibición en Corynebacterium spp. C11 y Staphylococcus 

aureus C1; sin embargo, no se observó actividad antibacteriana frente a 

Escherichia coli (Anexo 1). 

Tabla 3. Efecto antimicrobiano de PROBIOLEV® frente a bacterias patógenas 

causantes de la mastitis bovina. 

Cepas patógenas 

 

PROBIOLEV® 

(mm) 

Staphylococcus aureus C1 15,66a 

Staphylococcus coagulasa negativo C7 6,67b 

Corynebacterium sp. C11 17,23a 

Escherichia coli.          NI 

   P 

±EE 

0,0033 

1,25 

Ni- No inhibición. Letras diferentes representan diferencias para P<0,05 (Duncan, 1955).  

Se comprobó que el aditivo zootécnico ejerció su mayor efecto antimicrobiano 

frente a las cepas Staphylococcus aureus C1, Staphylococcus coagulasa negativo 

C7 y Corynebacterium C11, todas causantes de mastitis en vacas lecheras. Se 

conoce que la actividad antimicrobiana in vitro puede estar dada por la producción 

de sustancias antimicrobianas como ácidos orgánicos, bacteriocinas y peróxido de 

hidrógeno (Evivie et al., 2019). 

A partir de los resultados del presente trabajo, se pudiera evaluar el efecto de estos 

aditivos en la prevención de esta enfermedad in vivo, ya que este microorganismo 

patógeno se reporta entre los principales agentes causales de esta infección. 
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PROBIOLEV es un aditivo constituido por un hidrolizado de levadura 

Saccharomyces cerevisiae, producido a partir de enzimas sintetizadas por Bacillus 

subtilis. Estudios realizados por Vondruskova et al. (2010) y Ansari et al. (2012) 

demuestran que diferentes cepas de B. subtilis son capaces de generar sustancias 

como la bacitracina, polimixina, difficidina, subtilina y mycobacillina, antibióticos que 

inhiben el crecimiento de numerosos patógenos de los animales. 

Gálvez et al. (2011) destacan que los miembros del género Bacillus spp. son 

excelentes productores de péptidos, lipopéptidos de antibióticos y bacteriocinas. 

Dentro de estas últimas se presentan las “bacteriocinas semejantes a péptidos” 

(BLIS=bacteriocin-like inhibitory substance, por sus siglas en inglés), entre las que 

se destacan: Mersacidin, Sublancin 168, Subtilosin, Subtilosin B, Betacin, Ericin S, 

Erisin A, MJP1, Bac 14B y LFB 112. 

Stein (2005) y Xie et al. (2014) reconocen que B. subtilis produce una amplia 

variedad de compuestos antimicrobianos y antifúngicos. Las investigaciones 

revelan que la bacteriocina LFB 112 y los lipopéptidos Surfactin y Mycosubtilin 

inhiben el desarrollo de bacterias Gram positivas y negativas, gérmenes 

involucrados en enfermedades de animales con interés zootécnico, tales como E. 

coli, Salmonella spp., C. perfringens, Streptococcus spp., S. aureus, Pasteurella 

multocida y P. aeruginosa. 

Sánchez y Peña (2016), consideran que el uso de bacterias ácido lácticas y Bacillus 

spp. puede resultar una alternativa para evitar la utilización de estos fármacos que 

generan residuos en la leche y afectan la calidad de los subproductos lácteos 

destinados a la alimentación de la población. En este sentido, se consideró 

importante que los productos naturales que se apliquen para controlar esta 

enfermedad permitan preservar la calidad bacteriológica, composición de la leche 

y eviten la presencia de residuos no deseados en este producto. 

De acuerdo con Blajman et al. (2015), las tendencias actuales en los sistemas 

intensivos de producción postulan a los probióticos como una buena alternativa 

para el reemplazo de los antibióticos como promotores de crecimiento y en la 

prevención de enfermedades. 
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III.2 Actividad antimicrobiana de PROBIOLEV® frente a bacterias causantes de 

mastitis bovina a través de la técnica de cocultivos 

En la figura 9, 10 y 11 se presenta el comportamiento del crecimiento de las cepas 

Staphylococcus aureus C1, Staphylococcus spp. coagulasa negativo C7 y 

Corynebacterium spp. C11 respectivamente, en presencia de PROBIOLEV®. Se 

observa, cómo con la dosis que se utilizó de este biopreparado, no se produjo el 

desarrollo de las cepas indicadoras en el medio, mientras que estas en el cultivo 

control, manifestaron un crecimiento acelerado, lo que evidencia el potencial que 

tienen estas cepas de crecer en la leche.  

Se constató que en la medida que pasó el tiempo, las células de las cepas 

indicadoras disminuyeron su viabilidad. En todos los casos se redujo el número de 

colonias. A pesar de que no hubo un descenso total de la población patógena en 

los cocultivos de las cepas causantes de mastitis a las 24 horas de muestreo, estos 

cultivos perdieron más del 75% de las células viables. La reducción comenzó a 

partir de las 4 horas. 

 

Figura 9. Comportamiento del crecimiento de Staphylococcus aureus C1 en 

presencia de PROBIOLEV®. Barras representan la desviación estándar. 
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Figura 10. Comportamiento del crecimiento de Staphylococcus coagulasa negativo 

C7 C1 en presencia de PROBIOLEV®. Barras representan la desviación estándar. 

 

Figura 11. Comportamiento del crecimiento de Corynebacterium spp. C11 en 

presencia de PROBIOLEV®. Barras representan la desviación estándar 

PROBIOLEV® contiene Bacillus subtilis, y se conoce que esta bacteria puede 

producir sustancias inhibidoras del crecimiento de los microorganismos patógenos 

(Milian, 2009). En este sentido, Zhang et al. (2021) comprobaron que el 
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sobrenadante libre de células de Bacillus subtilis (B. subtilis CFS) eliminó el 

planctónico y el biofilm de S. aureus y aumentó la susceptibilidad de este 

microorganismo a la penicilina y la gentamicina.  Un estudio adicional demostró que 

B. subtilis CFS suprimió la expresión de los genes involucrados en las moléculas 

adhesivas (Cna y ClfA), el factor de virulencia Hla, y la formación de biopelículas 

(Ica y sarA). 

Rodríguez (2017) refiere que cepas del género Bacillus producen bacteriocina LFB 

112 y lipopéptidos Surfactin y Mycosubtilin, que inhiben el desarrollo de bacterias 

Gram positivas y Gram negativas, como E. coli, Salmonella, C. perfringens, 

Streptococcus spp., S. aureus, Pasteurella multocida, P. aeruginosa, gérmenes 

involucrados en enfermedades propias de animales con interés zootécnico.  

Al-Quimber et al (2006) realizaron el aislamiento de bacterias comensales de la 

microbiota de la ubre de vacas sanas con actividad antimicrobiana frente a 

patógenos de la mastitis bovina, con vistas a su aplicación a largo plazo como 

probióticos antimastitis. Para ello se analizaron aislados bacterianos de cuatro 

ubres de vacas sanas para determinar su actividad inhibidora contra tres bacterias 

indicadoras Gram positivas. Esto llevó a la selección de nueve cepas ampliamente 

inhibidoras. Todas eran del género Bacillus y sus actividades antimicrobianas, eran 

muy heterogéneas en función de sus espectros antibacterianos y la susceptibilidad 

al calor. 

Urakawa et al. (2022) manifiestan que los probióticos pueden servir como 

alternativa a los antibióticos para prevenir la mastitis, y el uso de probióticos puede 

disminuir el riesgo de que se desarrollen bacterias resistentes a los antibióticos. 

Estos autores investigaron el efecto de la alimentación oral con la cepa probiótica 

Bacillus subtilis (BS) C-3102 en la aparición de mastitis en vacas lecheras con 

historia previa de mastitis. Como resultado observaron que disminuyó la incidencia 

de mastitis, el número promedio de días de medicación y el número promedio de 

días en que se descartó la leche y mantuvo el RCS medio en la leche a un nivel 

sustancialmente más bajo que el grupo de control. La alimentación con BS se 

asoció con niveles más bajos de cortisol y el aumento de la proporción de células 

T CD4+. Con estos resultados como antecedentes se pudiera relacionar con la 
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actividad antimicrobiana de PROBIOLEV demostrada en el presente trabajo para 

avalar su futura utilización en el control esta enfermedad.  

Este biopreparado simbiótico contiene sustancias prebióticas procedentes de las 

paredes celulares de las levaduras Saccharomyces cerevisiae. En este sentido 

Vailati-Riboni et al. (2021) refieren que la alimentación con un producto de 

fermentación de Saccharomyces cerevisiae mejora la salud de la ubre y la 

respuesta inmune ante la mastitis producida por Streptococcus uberis en vacas 

lecheras en mitad de la lactancia. En este sentido, se pudiera combinar los 

resultados anteriores con el uso tópico en la entrada del canal del pezón como 

sellante, para prevenir la mastitis bovina. 

III.3 Actualización de la ficha de costo del PROBIOLEV® a escala industrial 

En la tabla 4 se muestran los resultados de la búsqueda de información actualizada 

del costo de todos los componentes que intervienen en la producción del 

biopreparado simbiótico a escala industrial (100 L}. 

Las primeras investigaciones para obtener este biopreparado se desarrollaron en 

la Universidad de Matanzas (UM), el Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria 

(CENSA) y el Instituto de Ciencia Animal (ICA). A partir de sus resultados se 

estandarizó el contenido de materia seca (20%) de la crema Saccharomyces 

cerevisiae empleada como componente principal y el tipo de hidrólisis (enzimática), 

que se utilizaría para romper la pared celular de las levaduras. 

Según Pérez (2000) elaborar 1 L del hidrolizado tenía un costo de 0.08 cup, a partir 

del costo de las materias primas en ese momento.   

Después de pasado 23 años y reordenamiento comercial y financiero en el país 

hace dos años (2021), el costo de 1 L del PROBIOLEV® ascendió a 28,72 CUP. 

Esto se produjo debido a que el costo de las materias primas se elevó 

considerablemente 
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Tabla 4. Ficha de costo estimada de la producción de PROBIOLEV® a escala 

industrial. 

:Para la elaboración del crudo enzimático (10 L) 

Crudo enzimático  Unidad Costo 
(CUP) 

Gasto Precio 
CUP 

Miel final 1000 L 1500 0,5 L 0.75 

Cloruro de calcio (CaCl) 100 g 27,60 1 g 0.25 

Di hidrógeno fosfato de 
potasio (KH2PO4) 

100 g 15,50 10 g 1,55 

Hidrolizado   400 ml 11,48 

Agua destilada 1000,00 L 17,50 1 L 0,02 

Total    12,05 

Elaboración de PROBIOLEV® 

Componentes del 
PROBIOLEV 

Unidad Costo Gasto Precio 
CUP 

Crema de levadura  1000 L 600,00 90 L 54,00 

Crudo enzimático    10 L  12,05 

Caldo nutriente 500 g 137,41 13,00 g 3.57 

Cloruro de sodio (NaCl)  1000 g 5,90 2 kg 11.80 

Fenol 0.01 % 100 mL 37,80 10 mL 3.80 

Electricidad   185 kw 136.55 

Combustible   150 L 1891.5 

Salario obrero Operador de 
fermentación: 
3410,00/mes 
 

  758,31 

Total 100 L   2872,03 

 1 L   28,72 

 

. 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

34 
 

IV. CONCLUSIONES 

1. El biopreparado simbiótico PROBIOLEV® mostró su efecto antibacteriano 

en el enfrentamiento in vitro, ya que provocó la inhibición de tres cepas de 

los microorganismos patógenos causantes de mastitis subclínica.  

2. Los cultivos asociados de PROBIOLEV® con las cepas Staphylococcsu 

aureus C1, Staphylococcus coagulasa negativo y Corynebacterium spp. C11 

mostraron el efecto inhibitorio de este biopreparado al impedir el crecimiento 

desde las 0 horas en caldo leche y reducir la población de las bacterias 

patógenas hasta las 24 horas.  

3. La actualización del costo de PROBIOLEV® a escala industrial constató el 

empleo de 28,72 CUP para la producción de 1 L del biopreparado. 
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V. RECOMENDACIONES  

1. Evaluar in vivo el efecto antimicrobiano del biopreparado PROBIOLEV® en 

el control de la mastitis bovina mediante la ingestión oral y la aplicación como 

sellante del pezón. 

2. Determinar las sustancias antimicrobianas contenidos en el PROBIOLEV® 

que provoquen la reducción del as bacterias patógenas causantes de la 

mastitis.  
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