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CARACTERIZACION MOLECULAR Y DETERMINACION DEL CARACTER
PROBIOTICO DE Lactobacillus spp., AISLADO DE LA MICROBIOTA
GASTROINTESTINAL DEL LECHON DESTETADO.

VASQUEZ ROJAS, Lourdes

RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue caracterizar molecularmente y determinar el
caracter probidtico de Lactobacillus spp., aislado de la microbiota gastrointestinal
del lechdn destetado. Nuestra metodologia fue el aislamiento bacteriano en medio
liqguido MRS y para la purificacion de cepas bacterianas se realiz6 en medio sélido
MRS vy por tincion diferencial Gram, luego se realizd la extraccion de ADN
gendmico bacteriano, posteriormente la amplificacion gen 16S ARNr mediante la
técnica de PCR, los productos de la PCR fueron enviados a secuenciar a un
servidor Macrogen, luego las secuencias fueron analizadas comparativamente
con las bases de secuencias de Gene Bank (National Center for Biotechnology
Information) usando el algoritmo BLAST. Nuestros resultados, mostraron varias
cepas bacterianas acido lacticas aisladas e identificadas molecularmente,
proveniente del estomago (4), intestino delgado (4), intestino grueso (11),
conduciendo a un cepario de siete cepas. Ensayos in vitro mostraron que
Weissella sp, Pediococcus pentosaceus y Enterococcus hirae poseen una
actividad antagonica contra Salmonella typhimurium patogénica. Por lo que las
bacterias benéficas nativas identificadas molecularmente tienen caréacter
probidticos y pueden ser usados como una alternativa para reemplazar los
antibioticos en la dieta de los animales.

Palabras clave: Sus scrofa, PCR, gen 16S ARNr, gendémica, Lactobacillus.



MOLECULAR CHARACTERIZATION AND DETERMINATION OF CHARACTER
PROBIOTIC Lactobacillus spp., ISOLATED MICROBIOTA SUCKER
GASTROINTESTINAL WEANED.

VASQUEZ ROJAS, Lourdes
SUMMARY

The aim of the research was to characterize molecularly and determine the
character of probiotic Lactobacillus spp., Isolated from gastrointestinal microbiota
of piglets weaned. Our methodology was bacterial isolation in MRS liquid medium
and for the purification of bacterial strains was performed on solid MRS medium
and differential staining Gram, then extracting bacterial genomic DNA amplification
16S rRNA gene was performed subsequently by PCR the PCR products were sent
to sequencing to Macrogen server, then the sequences were analyzed
comparatively with bases Gene Bank sequences (National Center for
Biotechnology Information) using the BLAST algorithm. Our results showed
several lactic acid bacteria strains isolated and identified molecularly, from the
stomach (4), small intestine (4), large intestine (11), leading to a culture collection
seven strains. In vitro tests showed that Weissella sp, Pediococcus pentosaceus
and Enterococcus hirae have an antagonistic activity against pathogenic
Salmonella typhimurium. So the native beneficial bacteria probiotics identified
molecularly have character and can be used as an alternative to replace antibiotics
in animal diets.

Keywords: Sus scrofa, PCR, 16S rRNA gene, genomic, Lactobacillus
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.  INTRODUCCION

El consumo per céapita de la carne porcina en el Pert es 5.5 kg segun el IV censo
agropecuario en el 2012. Para mejorar la eficiencia econémica en la produccion
porcina se usan indiscriminadamente antibiéticos, como promotores de
crecimiento, en forma de aditivos en pienso para los animales, (Thacker 2013) y
(Marshal and Levy, 2011). Sin embargo, el uso excesivo de antibiético se ha
convertido en un problema de salud publica, tanto para la produccion animal como
para el consumidor. En efecto, el uso continuo de antibidtico es el responsable de
residuos en productos carnicos con el consecuente riesgo de aumentar la
resistencia en bacterias patégenas de importancia en la salud humana y animal
(Vander Fels-Klerx et al. 2011).

Una alternativa para reducir o eliminar el uso de antibiéticos, corresponde a la
administracion, en la dieta, de bacterias nativas benéficas que pueden formar una
barrera protectora en la mucosa intestinal evitando los procesos de infeccion por
patégenos oportunistas, incrementando las defensas y mejorando los procesos
metabdlicos. Todo ello tiene repercusidn positiva en la salud digestiva,

inmunoldgica y en la prevencion de enfermedades.

Los probioticos son una alternativa para los antimicrobianos (Mack D.R et al;
1999), en la actualidad se conocen mas de 20 géneros de microorganismos
probidticos (Barbosa et al.,, 2004). Los probioticos administrados en una
determinada cantidad proporcionan beneficios al hospedero (FAO and WHO,
2002)) y (Briizuela, 2003).

Las bacterias del género Lactobacillus spp., son las méas estudiadas, pero
actualmente muchos otros géneros tienen importancia principalmente,
Bifidobacterium spp., Lactococcus spp., Lactosphaera spp., Leuconostoc spp.,
Melissococcus spp., Oenococcus spp., Pediococcus spp., Streptococcus spp., Y
Enterococcus spp., (Carr F, Chill and Maida, 2002).

En este contexto, el objetivo del presente estudio ha sido, aislar y caracterizar
molecularmente bacterias acido lacticas del tracto gastrointestinal del lechon y



evaluar las cepas aisladas in vitro como antagonistas de una cepa de Salmonella

typhimurium patogénica.



II. MARCO TEORICO

2.1. Aplicacion de probiético en lechones destetados

Durante el destete, los lechones se enfrentan a un considerable estrés psicologico
inducido por los cambios en la alimentacion y el medio ambiente. Los probioticos
pueden aliviar el estrés del destete, prevenir la diarrea y promover el crecimiento
de los lechones durante y después del destete (Ross et al. 2010).

Ademas de mejorar la microbiota intestinal de los lechones, la inclusion de
Enterococcus faecium mejoro significativamente el crecimientoy  conversion del
pienso de los porcinos destetados (Malloa, Riopérez and Honrubia, 2010).

Un consorcio de  probidticos formado por E. faecium, L. acidophilus, P.
pentosaceus y L. plantarum, resulto en aumento del consumo de alimento,
ganancia de peso y mejora la conversion alimenticia (Giang et al. 2010). Se ha
demostrado que L. fermentum 15007 coloniza y tiene capacidad de adherirse al
epitelio del tracto gastrointestinal formando una membrana protectora contra
microbios patégenos mientras que al mismo tiempo la modulacion de la inmunidad
junto con la promocién de la expresiéon de MUC2 y MUC3. Ademas, L. fermentum
15007 exhibi6 efectos adicionales en aliviar el estrés del destete mediante la
mejora de los niveles de las proteinas implicadas en el metabolismo energético,
lipidos, estructura celular, movilidad, sintesis de proteinas y respuesta inmune
(Wang et al. 2012). mejorando el sistema de defensa anti-oxidativo (Wang et al.

2013). Lo que facilita la proliferacion celular y apoptosis.



2.2. Modos de accién de bacterias Lactobacillus sp.

2.2.1. Resistencia a pH acido.

Las bacterias probidticas deben alcanzar el sitio donde desarrollan su accién
benéfica en condiciones y concentraciones adecuadas, por lo que es necesario
gue sean capaces de sobrevivir a las barreras del transito gastrointestinal.
(Rondon et al. 2008). Los probidticos méas utilizados son cepas de bacterias acido
lacticas tales como Lactobacillus y Bifidobacterium que son conocidos por
soportar el acido gastrico, sales biliares y las secreciones pancreaticas para
adherirse a la mucosa del colon y facilmente colonizar el tracto intestinal
(Fioramonti, Theodorou and Bueno, 2003). El pH éptimo de crecimiento es de 5.5
y 6.2. Sin embargo la mayoria de cepas puede sobrevivir a pH 4.0 y 4.5, en
medios donde otras bacterias no resistirian la actividad producida por los acidos
organicos. (Carr, Chill and Maida, 2002). Por ejemplo, Lactobacillus reuteri 15007,
inicialmente conocido como L. fermentum 15007, fue seleccionado entre mas de
7000 colonias de Lactobacillus nativos de acuerdo a criterios como la tolerancia al
calor, pH bajo y sales biliares, asi como la estabilidad de almacenamiento y el
antagonismo a los agentes patdgenos (Huang et al. 2004). Las cepas de
Lactobacillus y Bifidobacterium mostraron una tolerancia moderada a pH acido
durante 1.5 horas de incubacion (Charteris, Kelly and Collis, 1998). Estudios
anteriores han sefialado que la resistencia a los acidos parecia estar mediado por
enzimas tipo ATPasa de membrana como se describe para L. acidophilus (Lorca
and Valdez, 2001).

2.2.2. Resistencia a bilis

Las sales biliares representan una importante barrera antibacteriana afectando el
establecimiento de bacterias probioticas, por lo que se considera como requisito
para la seleccion de bacterias probioticas resistir y tener la capacidad de
crecimiento en contacto con sales biliares. Para el estudio de esta caracteristica
se han desarrollado varias investigaciones, utilizando varias concentraciones de
bilis desde 0.1 al 4 % (GOmez et al. 1998) (Kociubinski, Pérez and De Antony,
1999).



2.2.3. Adhesidn a células epiteliales intestinales.
La adhesion de una cepa probidtica al TGl es importante para la colonizacion
bacteriana, la exclusiébn de patdgenos y la interaccién con las células huésped
para la proteccién de las células epiteliales o la modulacion inmune (Lebeer,
Vanderleyden and De Keersmaecker, 2008). L. reuteri 15007 mostré una fuerte
adhesién a la mucosa intestinal porcina y varias lineas celulares tales como las
células Caco-2, células IPEC-J2 (Li et al. 2008). Otras cepas BAL (bacterias acido
lacticas) también tienen la capacidad de adherirse a moco y a las células
epiteliales intestinales (Wang et al. 2008). Los mecanismos de adhesion a la
superficie del epitelio implica la interaccion de unién y de carga, asi como un
receptor especifico - hidrofobo. BAL expresa hidrofobicidad celular y la adhesion
al xileno (Wadstrom et al. 1987) esto puede facilitar la adhesion a moco. Ademas,
las proteinas de superficie celular han demostrado mediar en la adhesion de moco
por varios BAL (Kirjavainen et al. 1998). Curiosamente, BAL no mostr
especificidad de huésped en la adhesién al moco intestinal, pero diferia entre los

distintos compartimentos del TGI (Rinkinen et al. 2003).

2.2.4. Efectos bactericidas

Una de las acciones mas importantes de las bacterias acido lacticas es su
actividad antimicrobiana a través de la inhibicion a la adhesion de bacterias
patégenas (Havenaar, Bart and Jos, 1992). El acido lactico producido por BAL
contribuye a un ambiente acido en el tracto gastrointestinal que influye en parte el
crecimiento de microorganismos patdégenos. BAL comunmente produce
bacteriocinas que son péptidos con actividad bactericida por lo general contra las
cepas de especies estrechamente relacionadas y pueden inhibir el crecimiento o
la adhesion de las bacterias dafiinas. Una proteina secretada de L. acidophilus
para inhibir el patégeno gastrico Helicobacter pylori (Lorca and Valdez,
2001).También se reporto que L. fermentum 15007 tiene una fuerte competitividad
frente a E. coli K88 y Salmonella typhimurium y podria adherirse a las células
Caco-2 y la mucosa intestinal porcina (Li et al. 2008). BAL puede inhibir las
bacterias patégenas compitiendo por los nutrientes en el intestino o para los sitios
sobre el epitelio intestinal (Malago, Jos and Konink, 2011). Como la mayoria de
los patdgenos intestinales deben adherirse al epitelio intestinal para colonizar en

el intestino y producir enfermedades (Walker, 2000).
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Otro mecanismo para inhibir patdgenos en el intestino es a través de aumentar la
produccién de mucinas intestinales que pueden proteger las células epiteliales al
funcionar como una barrera fisicoquimica, L. plantarum 299 ha demostrado
aumentar la expresion de ARNm de MUC2 y MUC3 en las células intestinales
HT29 y esto condujo a la inhibicién de la adhesion de enteropatégenas de E. coli
(Mack et al. 1999).

2.2.5. Antioxidacion e inmunomodulacion
Algunas cepas de probidticos producen antioxidantes e influyen en el sistema
inmune. Es sabido que el dafio oxidativo forma parte de la patogénesis de muchas
enfermedades cronicas. Bifidobacterium longum ATCC 15708 y L. acidophilus

ATCC 4356 inhibieron la peroxidacion del 4cido linoleico y radicales libres.

Lactobacillus fermentum 15007 también demostré la capacidad de eliminar los
radicales libres in vitro (Wang et al. 2009). BAL proporciona una defensa mediante
la induccion de citoquinas anti-inflamatorias y la reduccion de citoquinas
proinflamatorias de las células epiteliales intestinales (Matsuguchi et al. 2003).
Ademas, L. casei indujo la produccion de la citoquina proinflamatoria IL-12 con la
subsiguiente produccion de IFN-y en los esplenocitos murinos. Las propiedades
de inmunomodulacion parecen ser dependiente de la cepa (Kato, Tanaka and
Yokokura, 1999).

2.3. Conceptos fundamentales

2.3.1. microbiota intestinal:
Se denomina microbiota intestinalal conjunto de bacterias que viven en
el intestino, en una relacion de simbiosis tanto de tipo comensal como
de mutualismo. Este conjunto forma parte de la microbiota normal. La gran
mayoria de estas bacterias no son dafiinas para la salud y muchas son
beneficiosas. Se calcula que el ser humano tiene en su interior unas 2000
especies bacterianas diferentes de las cuales solamente 100 pueden llegar a ser
perjudiciales (McFall, 2007). La importancia de la microbiota intestinal de los
animales es ampliamente reconocida por su papel fundamental en la salud y en el

bienestar de los animales. La diversidad genética de la microbiota contribuye al
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desarrollo general y necesidad metabdlica y provee al hospedero con muchas
funciones benéficas incluyendo la produccion de acidos grasos volatiles, vitamina
K, digestion de celulosa y desarrollo del sistema inmunitario (Kim and Isaacson,
2015).

Cambios en la flora intestinal puede tener efectos nocivos a la salud . La
utilizacion de antibiéticos de amplio espectro es una de las razones por la cual la
poblacién de bacterias puede disminuir. Por el contrario, el uso de probi6ticos
estimula el crecimiento de la microbiota intestinal gracias a que mejora las
condiciones del microambiente bacteriano y se ha demostrado que son utiles para
la prevencion y el tratamiento de diarrea infecciosa aguda en lactantes (Pefia,
2015).

2.3.2. Reaccion de Cadena Polimerasa- PCR
La reaccidn en cadena de la polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios
ciclos repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente. Para ello, la
reaccion aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la
capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las células, se utiliza para la

reaccion sustrato de ADN gendmico .

Los elementos importantes en la reacciéon son el ADN molde, enzima Taq
polimerasa, oligonucleétidos o primers, desoxirribonucleotidos trifosfatados

(dNTPs: adenina, timina, citosina y guanina), ion magnesio (Mg+2), una solucién

amortiguadora o buffer y H20 ultra pura. Todos lo elementos interactian en las
tres etapas principales de los que compone la PCR: desnaturalizacion, hibridacion
y extencion (ver figura 1). El equipo donde se realiza la reaccion es el
termociclador, el cual esta disefiado para establecer un sistema homogéneo en
donde las condiciones de temperatura y el tiempo necesario no se modifiquen en
cada uno de los ciclos. Al final de la reaccion, para corroborar si se amplifico la
secuencia de interés, los productos de la PCR o también llamados amplicones
son analizados en gel de agarosa para confirmar si la reaccion fue exitosa (Tamay
de Dios, Ibarra y Velasquillo, 2013).
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2.3.3. Electroforesis

La electroforesis en gel de agarosa es una técnica sencilla y rapida que permite
diferenciar fragmentos de ADN que no puedan separarse adecuadamente con
otros procedimientos. Por otra parte, el ADN puede localizarse en un gel tefiido
con una concentracion baja de bromuro de etidio, que es una agente intercalante

fluorecente que se utiliza como colorante (Sambrook and David, 2001).
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2.3.4. Secuenciacién del ADN

Es el método enzimatico o Sanger los fragmento de ADN se sintetizan por ADN
polimerasa, las cuales incorporan mondémeros desoxinucleétidos dentro de copias
complementarias de una cadena de ADN molde. Una pequefia pieza sintética
generalmente de ADN (un primer oligonucledétido ) es usada para iniciar la sintesis
de la nueva cadena de ADN a partir del ADN molde en una sola localizacion
especifica. Las cuatro reacciones separadas conteniendo cada uno de los cuatro
didesoxinucleotido analogos. Estos anélogos carecen de una funcionalidad
guimica que es fundamental para su posterior elongacion de la cadena, pero que
no interfiere excesivamente con su incorporacion de un anélogo dentro de la
creciente cadena en lugar del nucleétido normal (Fig 2). (Adams, Field and Craig,
2009). Veamos un ejemplo la cadena molde de ADN a ser secuenciado (azul) se
hibrida con el cebador de desoxirribonucleétidos (negro), el cebador es alargado,
en este ejemplo, ddGTP (amarillo) esta presente, debido a bajas concentraciones
de ddGTP, su incorporacion y terminacion de la cadena posterior se produce a
una determinada posicion de la secuencia 1% de los casos las principales
cadenas truncadas. (B) Para la secuencia completa de la cadena molde de ADN,
se llevan a cabo cuatro reacciones, cada una con un ddNTP diferentes. El ddNTP
pone fin a la cadena truncada se pueden identificar para cada ddNTP esta
marcado con moléculas fluorescentes de diferentes colores (indicados por el color
resaltado).

(C) una maquina de secuenciacion automéatica de fragmentos truncados se
someten a electroforesis y el orden de aparicibn para cada color de la
fluorescencia se registra como se muestra (Lodish, 1999) (Fig 2).
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La secuencia de ADN constituye la informacion genética heredable que forman la

basede

(procariotas,

losprogramasdedesarrollode

eucariotas en el ndcleo celular y en

losseres vivos

los plasmidos en la

mitocondria y en cloroplastos de las plantas). Durante treinta afios la mayor parte

de la secuenciacion de ADN se llevo a cabo con el método de terminacion de la

cadena desarrollado por Frederick Sanger y colaboradores, en 1975, (Sanger and

Coulson, 1975).
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2.4. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

EDTA
Ethylen diamino acido tetra acetico (EDTA) en un quelante de iones metalicos que

tienen aplicacion generalizada aplicada en farmacia y medicina moderna
(Karpinski, Rieders y Girsh, 1953)

ARNasa

Es una enzima nucleasa que cataliza la hidroélisis del ARN en componentes mas
pequefios. Pueden dividirse en endonucleasas y exonucleasas y comprenden
varias subclases dentro de las clases de enzimas, digiere el ARN de cadena
simple reconociendo al ribonucledtido en un duplex de ADN y rompiendo el enlace
5'-fosfodiéster de dicho ribonucledétido (Chon et al., 2009).

TRIS

Tris (hidroximetil) aminometano o THAM es un compuesto organico con la formula
(HOCH2)3 CNH2. Se usa ampliamente como un componente de soluciones
tampon, tales como en TAE y tampdn TBE, especialmente para soluciones de
acidos nucleicos. Contiene una amina primaria y por lo tanto se somete a las
reacciones asociadas con aminas tipicas, por ejemplo, condensaciones con
aldehidos (Gomori, 1955).

Amplicon de ADN

Es el producto de amplificacion de eventos de replicacion natural o artificial. Se
forma usando el método de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). En este
contexto, "amplificacion" se refiere a la produccion de una o mas copias de un
fragmento genético o secuencia diana, especificamente el amplicon. Como el
producto de una reaccién de amplificacion, el amplicon se usa de manera
intercambiable con los términos de laboratorio comunes, tales como producto de
PCR (Mullis, 1990).
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Gen 16S ARNr

Las secuencias del ADN ribosdmico 16S ARNr permite la identificacion de las
bacterias, incluyendo las cuales son no cultivables, el gen codificante para el 16S
ARNTr consiste de regiones conservadas y variables.(Woese, Stackebrand and
Macke, 1985).

Genes: - 16S rRNARNA 23S rRNA 5S rRNA tBNA

__________ = = =H]
— - - —
Promoters I Terminators

— P —
16SrRNA tRNA 23S rRNA 5S rRNA tRNA

Fig.3.Regiones conservadas del gen 16S rRNA en la bacteria.

Primer

Es una secuencia corta que contiene un grupo 3' hidroxilo libre que forma pares
de bases complementarios a una hebra molde y actia como punto de inicio para
la adicion de nucledtidos con el fin de copiar la hebra molde. Se necesita un
iniciador porque la mayoria de enzimas de ADN polimerasas catalizan la
replicacion del ADN. Se necesitan dos primer para la reaccién de PCR, uno en el
extremo 3'y el otro complementario para la otra hebra. Son de aproximadamente
20 nucledtidos.(Michael, Innis and Gelfand, 1999).

Desoxirribonucleotido trifosfato - ANTP

Los dANTP que se usan en la replicacion del ADN contienen tres fosfatos unidos al
grupo hidroxilo 5' de la desoxirribosa y dependiendo de la base nitrogenada seran
dATP, dTTP, dCTP o dGTP. La reaccion fundamental es una transferencia de un
grupo fosfato en la que el grupo 3'-OH actda como nucleétido en el extremo 3' de
la cadena que esta en crecimiento. El nucledtido que se produce sobre el fosfato a
del desoxirribonucleésido 5' trifosfato que entra liberandose pirofosfato inorganico
y alargandose el ADN. A pesar de que la ADN polimerasa sélo tiene un sitio activo
para emparejar los cuatro dNTPs diferentes, la unién correcta de los pares de
bases A =T, C = G es posible basandose en la geometria de éstos, si la unién es

incorrecta se produce un desplazamiento del
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fosfato a haciendo mas dificil su unién al extremo 3'-OH, lo que da lugar a que la
ADN polimerasa afiada preferentemente las bases correctas.(Rabinow, 1996).

Tag polimerasa

Es un tipo de ADN polimerasa termoestable, nombrada de esta forma debido a
gue es producida por la bacteria Thermus aquaticus a partir de la cual fue aislada
en el afo 1968 por Thomas D. Brock. (Chien, Edgar and Trela, 1976). Es
frecuentemente utilizada en las técnicas de PCR, un método que se utiliza para
amplificar secuencias cortas de ADN. T. aquaticus es una bacteria que vive en
manantiales calientes y fuentes hidrotermales y la polimerasa Taq que se extrajo

de ella, ha sido caracterizada (Chien, Edgar and Trela, 1976).
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. MARCO METODOLOGICO

3.1. Lugar de ejecucion
El presente trabajo se realizd en el laboratorio de biotecnologia molecular de la
empresa INCABIOTEC y en la Universidad Nacional de Tumbes. Siendo su
ubicacion geografica.
Departamento: Tumbes
Provincia: Tumbes
Altitud: 6 m.s.n.m.
Latitud: 3° 53’ Sury 80° 35’
Oeste Temperatura: 22- 31°C
H. relativa media: 87%

3.2. MATERIALES

MATERIAL BIOLOGICO

Para la toma de muestra del tracto gastrointestinal, se realizé en un lechoén
destetado de 35 dias de edad, el cual ha sido criado tradicionalmente sin el uso de
antibidticos en la dieta, en el departamento de Tumbes

MATERIALES DE LABORATORIO

Tubos de 15 ml estériles

Hisopos estériles

Placas Petri

Palillos mondadientes

Microtubos de 1.5 ml

Matraz

Probeta

Mechero Bunsen

Puntas con filtro esteriles de 0.5-10 ul, 20- 100 ul, 100- 1000 ul

EQUIPOS
pH metro

autoclave

13



balanza electronica
congeladora -20°C
refrigeradora 4°C
incubadora
espectrofotometro

equipo de electroforesis

REACTIVOS

caldo MRS ( Man, Rogosa y Sharpe)
agar MRS

ARNasa

PBS 1X

EDTA (Ethylen diamino &cido tetra acetico)
Tris

buffer 10X

Dntps (desoxirribonucleotidos trifosfato)
Primer forwar y rever 16S ARNTr

Cl 2 Mg

Tag polimerasa

agua destilada

agua ultrapura

azul de bromofenol

bromuro de etidio

TAE (tris, &cido acético- EDTA)
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3.3. METODOLOGIA

Toma de muestra del tracto gastrointestinal del lechdn

La muestra se tomo de un lech6n de 35 dias de edad, de una granja convencional
del departamento de Tumbes, para la toma de muestra se realiz6 un proceso
quirargico, con anestésico disociativo: Ketamina 20 mg/kg + xilacina 2 mg/kg, via
intravenosa, para evitar el éstres y alteracion bacteriana, se procedié a tomar la

muestra mediante un hisopado de la mucosa gastrointestinal de cada fragmento:

estdbmago, intestino delgado e intestino grueso.(fig.4).

Fig. 4. En (A) Sujecion del lechdn, en (B) aplicacion de anestésia disociativa y en
(C) laparotomia simple.
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Aislamiento bacteriano

Las muestras se almacenaron en caldo MRS (Man, Rogosa y sharpe) por un
periodo de 24 horas hasta la observacion del pellet bacteriano. Para la siembra
bacteriana se hiz6 dilucion de 50 ul de muestra mas 950 ul de caldo MRS (dos
veces). El cual evita la carga bacteriana en la placas petri con agar MRS. De la
dilucion existente se cogié 100 ul de medio y se coloco en placa Petri, con ayuda
de esparcidores estériles se procedié a la siembra de la muestra en toda la placa
se llevd a la incubadora a 37°C/24 horas, hasta observar el crecimiento de las
colonias. Fig. 5 (A, B, C).

Purificacion bacteriana

Para la purificacion de bacterias se hizo una seleccion por diferenciacion
fenotipica y se realiz6 la siembra por el método de agotamiento en placas con
agar MRS, posteriormente se llevd a la incubadora a 37°C/ 24 horas, la
purificacion se realiz6 4 veces. Para confirmar la pureza se realizo tincion Gram
en el cual se observaron bacterias puras generalmente Gram positivas. Fig. 4 (D,
E, F).

Fig. 5. Proceso de aislamiento y purificacion : A) Dilucion B) Siembra por esparcimiento C)
colonias de la cepas D) Purificacién E y F) Vista microscopio 100X
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Extraccion de ADN genomico

Se tomo 1.2 mL de caldo pre-enriqguecido MRS en un microtubo de 1.5 ml y se
microcentrifugd las muestras a 10000 rpm / 2 minutos, eliminar el sobrenadante,
re-suspender el sedimento en 500 ul de solucion PBS 1X estéril, vortexear por 7
segundos, centrifugar a 10000 rpm por 2 minutos, eliminar el sobrenadante y se
afiade 200 ul de la solucion TE (Tris 1M/ 0.1 EDTA), vortexear por 7 segundos,
llevar a ebullicion por 10 minutos y colocar sobre el hielo por 5 minutos,
centrifugar a 10000 rpm por 1 minuto. Trasferir el sobrenadante a otro microtubo,
agregar 1lul de ARNasa y llevar a bafio maria (65°C por 15 minutos),

posteriormente guardar a -20°C. (Fig. 6) (A).

Fig 6. Proceso de extraccion de ADN, en (A) extraccion de ADN, en (B) medicién

de la pureza de ADN en el espectrofotometro

Espectrofotometria

Para conocer la cantidad y pureza del ADN extraido usamos el espectrofotometro
gue aprovecha la absorcion de radiacién electromagnética en la zona del
ultravioleta y visible del espectro. La muestra absorbe parte de la radiacién
incidente en este espectro y promueve la transicién del analito hacia un estado
excitado, transmitiendo un haz de menor energia radiante. En esta técnica se
mide la cantidad de luz absorbida como funcién de la longitud de onda utilizada.
La absorcion de las radiaciones ultravioletas, visibles e infrarrojas depende de la
estructura de las moléculas y es caracteristica de cada sustancia quimica.

La espectrofotometria ultravioleta visible utiliza haces de radiacién del espectro

electromagnético, en el rango UV de 180 a 380 nm y en el de la luz visible de 380

17



a 780 nm, por lo que es de gran utilidad para caracterizar los materiales en la
region ultravioleta y visible del espectro para ello usamos 5 ul de ADN y 55 ul de
TE (Tris 1M/ 0.1 EDTA). (Fig. 6) (B).

Reaccion de la cadena polimerasa - PCR

La amplificacién del gen 16S ARNr fue realizada mediante la técnica de PCR
convencional. Para cada reaccion se tomo 2.5 ul de buffer 10X, 1 ul de cloruro de
magnesio 50 mM, 0.1 unidad de Taq polimerasa (invitrogen), 0.5 pl de una mezcla
de dNTPs 10 mM, 0.6 pl de cada primer a 15 pmol, en un volumen final de 25 pl,
con 2 pl de ADN gendmico. La amplificacion del gen 16S se realizé con el juego
de iniciadores universales 16S ADNr 27F y 16S ADNr 1492R, y para la
secuenciacion se utiliz6 el juego de primer 16S ADNr F518:
5"CCAGCAGCCGCGGTAATACGST, y 16S ADNTr R800:
5 TACCAGGGTATCTAATCC3'. La programacion del termociclador fue: 1 ciclo a
94°C por 6 minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 58°C por 45
segundos, 72°C por 1 minuto, y 1 ciclo final a 72°C por 4 minutos y 4°C por 10
horas. (Fig. 7) (C).

Fig 7. Proceso de PCR, en (C) termociclador- PCR, en (D) electroforesis

Electroforesis

Los productos obtenidos por la PCR se realiz6 la migracion del amplicon de ADN,
el cual se rige por las fuerzas de atraccion de cargas opuestas debido a la carga
negativa de ADN, permite la atraccion por la carga positiva del equipo, para lo
cual usamos el gel de agarosa 1.5%, pesamos 3g de gel de agarosa y en un

matraz colocamos 200 ml de TAE 1X y la mezclamos, luego colocamos al bafio
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maria hasta que se disuelva totalmente, esperamos que el gel este tibio y
agregamos 100 ug de bromuro de etidio, luego vertimos el gel liquido en el molde
y se espera la solidificacion. Una vez solida se coloca en el equipo de

electroforesis. (Fig.7) (D).

Secuenciacion y bioinformatica

Las muestra del amplicon de ADN que migraron se enviaron a secuenciar por un
servidor Macrogen. Los datos de secuencia son comparadas con secuencias
depositadas en el banco de datos de Gen Bank (National Center for Biotechnology

Information) usando el algoritmo BLAST, para su identificacion.

Ensayos in vitro

Obtenido los resultados y conociendo la bacteria en un 99% de identidad segun la
base de datos del Gen Bank, realizamos las pruebas para evaluar el caracter
probiotico.

Evaluacion de la actividad antibacteriana

Se utilizé la prueba de difusion en agar (Afaf, Fahmy and Abdelwahed, 2000)
contra la cepa bacteriana Salmonella typhimurium patogénica. Para lo cual
usamos discos de papel filtro Whatman N° 1 de 6 mm de didmetro estériles,
placas con medio agar MRS a pH 6.2. Los discos son impregnados con 10 ul de
cada medio de las bacterias, posteriormente son colocados sobre la superficie de
las placas Petri con agar MRS, inoculado uniformemente con un cultivo liquido de

las cepas Salmonella typhimurium en una concentracion aproximada de 1.2 x 10°

UFC/ ml (Absorvancia 600 mm: 0.1). Las placas son incubadas a 37°C y se mide
el halo de inhibicion a las 12 y 24 horas, como control positivo se usé discos de
ampicilina (10 ug por disco)(Fig.8).
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Fig.8. En A) siembra del patogeno (Salmonella thyphimurium), en B) Discos de

papel filtro adicionado lactobacillus.

Resistencia a pH acido

Todas las cepas de bacterias &cido lacticas son evaluadas por su capacidad de
tolerancia a pH acido. Se reactivé las bacterias en 5 ml de caldo MRS a 37 °C/ 12
horas de incubacion, se preparé medios con diferentes concentraciones de pH a
2.5%; 4.5% y 6.5% de acidez usando para ello el caldo MRS y el acido clorhidrico
5 M, en microtubos de 1.5 ml se coloca 900 ul de medio MRS y 100 ul de cepa
bacteriana, se llevo a incubar a 37°C por 3 horas y se evalua la medicion del

crecimiento bacteriano mediante el espectrofotometro.

Microscopia confocal

Para observar la tasa de supervivencia y viabilidad se utiliz6 microscopia confocal
para ello se coloca 1 ml de muestra en un microtubo de 1.5 ml y se centrifugé a
10000 rpm / 2 minutos, eliminamos 800 ul de sobrenadante, posteriormente

colocamos 1 ul de fluorocromo para cada muestra evitanto la luz para no degradar

el reactivo, observamos la viabilidad bacteriana en cada concentracion de acidez.
(Fig.9)

Fig.9. En A) viabilidad de la bacteria coloracién verde, en B) Seleccién de campo

microscopico .
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Resistencia a la bilis

En este ensayo se recolecto bilis de porcino, posteriormente se realizo filtrados
con filtros N° 0.2 mm para la prueba se realiz6 3 concentraciones de bilis 3%, 1%
y 0.5% en caldo MRS, se llevé a incubar a 37°C por 12 horas, como control se

utilizé el cultivo en medio MRS sin bilis.(Fig.10).

Fig.10. En A) Medida del crecimiento bacteriano en el espectofotometro, en B)

crecimiento bacteriano.

21



IV. RESULTADOS

Bacterias acido lacticas aisladas a partir del tracto gastrointestinal de un
lechon

Las bacterias &cido lacticas aisladas del estbmago, intestino delgado e intestino
grueso del lechon, fueron un total de 19 cepas bacterianas con caracteristicas
fenotipicas distintas en tamafio, forma, color, borde y superficie. De estas cepas

bacterianas, 4 provinieron del estémago, 4 del intestino delgado y 11 del intestino

grueso. Para el estudio se purificaron las cepas bacterianas obtenidas a 24 horas
de cultivo a 37°C (Fig. 11).

Fig.11. Fotos de la purificacion de cepas bacterianas en medio MRS, mediante la
técnica del rayado (A) primer repique y (B) purificacién en segundo repique.

Identificacion molecular de las bacterias acido lacticas “BAL” aisladas

La identidad de todas las cepas bacterianas fue analizada mediante la
secuenciacion parcial del gen 16S ARNr. En el estbmago las cepas aisladas
fueron identificadas como Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus farciminis y
Weissella sp., en el intestino delgado se aislaron Enterococcus hirae,
Lactobacillus brevis y en el intestino grueso con Lactobacillus plantarum,
Pediococcus pentosaceus, Weissella sp. Todas las cepas bacterianas
presentaron un nivel de homologia igual o superior al 98% con cepas bacterianas
del banco de datos de secuencias Genbank (Tabla 1) (Fig.12).
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Tabla 1: Lista de las bacterias acido lacticas aisladas de diferentes
compartimientos del tracto gastrointestinal e identificado mediante secuenciacion
del gen16S ARNr.

Compartimiento o o % de
Cepas Identificacion taxonémica ;
del TGI homologia
El Lactobacillus johnsonii  NC 98%
5333
Estomago E2 Weissella sp. 99%
E3 Lactobacillus. farciminis 99%
E4 Weissella sp. 99%

ID1 Enterococcus hirae ATCC 9790 99%

Intestino ID2 Lactobacillus brevis ATCC 367 99%
delgado
ID3 Pediococcus pentosaceus 100%
ATCC 25745

ID4 Lactobacillus brevis ATCC 367 99%

Pediococcus pentosaceus
IG1 100%
ATCC 25745
IG2 Lactobacillus plantarum 99%
IG3 Pediococcus pentosaceus 99%
Intestino ATCC 25745
grueso 1G4 Lactobacillus plantarum 99%
IG5 Lactobacillus plantarum 99%
IG6 Pediococcus pentosaceus 99%
ATCC 25745
IG7 Lactobacillus plantarum 100%
IG8 Weissella sp. 99%
1G9 Lactobacillus plantarum 99%
IG10 Weissella sp. 99%
IG11 Lactobacillus plantarum 99%
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Lactobacillus brevis

GAGTTTGATCATGGCTCAGGGACGAACGCTGGCGGCATGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAGCTTCCGTTGAATGACGTGCTTGCACTGATTTCAACAATGAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTA
ACACGTGGGAAATCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGTGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGATCCCG
CGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTT

Lactobacillus johnsonii

TAAATGAAACTAGATACAAGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAAGAGACTGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGGATAACAACACTAGACGCATGTCTA
GAGTTTGAAAGATGGTTCTGCTATCACTCTTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGG
ACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGGTAG
TGAAGAAAGATAGAGGTAGTAACTGGCCTTTATTTGACGGTAATTACTTAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATIGGGCGT
AAAGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCEGCTCAACCGGAGAATTGCATCAGAAACTGTTGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAA
TGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATG
AGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCOGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACT CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT CTTGACATCCAGTGCAAACCTAAGAGATTAGGTGTTCCCTTCGGGGACGCTGAGACAGG TGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT
CATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGAAGCGAACCTGCGAAGGCAAGCGGATCTCTTAAAG

Enterococcus hirae

CGCTTTTITITTCTATGGGAGCTTTCCTCCACTGGAAAAAGAGGTGTGGOGAACGGG TGAGTAACGTATGGGTAACCTACCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGTTAATNCCGTATAA
CAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTOGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTIGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAG
AGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACTCGGCCCAAACTCNTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGT CTGACCGAGCAACGCCGUGTGAGTGAAGAAGGTTTTCG
GATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTGTCCGGATTTATTGGGUGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGG
AATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCOGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTG
GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAG TTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGG
ATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATOGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGUGGTGAATACGTTCCOGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCG
AAGTC

Pediococcus p eus

CTTTNNGCNTNTNAAAGNACCGATAGATGCCGTATTCGGACTGGTGTTCTTCGTATATCTACNNATTTCACCGCTACAATGGAAGTCCACTGTCCTCTTCTGAAGTCAAGTTTCCCTGTTTCCCATGCA
CTTCTTCAGATGAGCCGAANGCTTTCACATTAGACTTAAAAGACNGCCTGCTCTCTCTTTACGCCCAATAAAACCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGOGGCTGCTGGCACGTAGTTGGCCGT
GGCTTTCTGGTTAAATACCNNCACTGGGTAAACAGTTACTCTTACCCACGTTCTTCTTTAACAACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCNTCTTCACACNTGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTGGGTCCAT
TGTGGAATATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCOGTGTCTCAGACACAATG TGGCCGATTACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCACTGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAATTAGCTA
ATACCCCGTGGGTNCATCCACAATTGATAGCCTAGNGTCTTTTATAAGAAAACCATGCGGATTACTCTGTTATACGGCATTAGCATCTGTTTCCAGGTGTTATCCCCTACTTCTGGGCATGTTACTCACT
TGTTTCTCACCCGTTCGCCACTCACTTCCAGTTCAACTCTCGATCAGCACANGTACGTCATANTCATTAACGGAATTTCCGTTCGACTTGCATGNNNANNNG CTCGCCCCCCAGCATTCATC

Lactobacillus farciminis

ANNNNCACGTCAGTTACAGTCCAGAAAGCCGOCTTOGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTNACCGCTACACATGGAGTTCCACTTTCCTCTACTGCACTCAAGTCATCCAGTTTCCAAAG
CAATTCCTCAGTTGAGCTGAGGGCTTTCACTTCAGACTTAAATAACCGTCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGGAACATACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTATTTAGCC
GTTCCTTTCTGGTAAGATACCGTCACACATTGAACAGTTACT CTCAATGT CATTCTTCTCTTACAACAGTGTTTTACGAGCCGAAACCCTTCATCACACACGCGGCGTTGCTCCATCAGGCTTTCGCCCAT
TGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGGCCGTGTCTCAGTCCCATTGTGGCOGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCCATTACCTTACCAACTAGCTA
ATGCACCGCGGGACCATCTCTTAGTGATAGCAGAACCATCTTTTAAATAACAACCATGCGGTTGTCATTGTTATACGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTATCCCCTGCTAAGAGGTAGGTTTCCCA
CGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTCTTTGCAATGTCCATCGTCATATCTGAGCAAGCTCTTCAAATCAGTTGAACCACAAAGCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGC
CATGACTAAACTCNAAAA

Lactobacillus plantarum

ANNNNTNNNNCGTCNGTTACNGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGG TGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAG TTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCG
ATGCACTTCTTCGGTTGAGCCGAAGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTA
GCCGTGGCTTTCTGGTTAAATACCGTCAATACCTGAACAGTTACTCTCAGATATGTTCTTCTTTAACAACAGAGTTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGT
CCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATTACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCATTGCCATGGTGAGCCGTTACCCCACCATCTA
GCTAATACGCCGCGGGACCATCCAAAAGTGATAGCCGAAGLCATCTTTCAAACTCGGACCATGCGGTCCAAGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAGGTGTTATCCCCOGCTTCTGGGCAGGT
TTCCCACGTGTTACTCACCANTTTCGCCACTCACTCAAATGTAAATCATGATGCAAGCACCANTCAATACCAGAGTTTCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCNNCNGCNGTCGTCCTGANCCNG
GACTAAAC

Weysella sp

CNCACGTCAGTTACAGTCCAGAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTT TCCTCTACTGCACTCAAGTCATCCAGTTTCCAAAGCAAT
TCCTCAGTTGAGCTGAGGGCTTTCACTTCAGACTTAAATAACCGTCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGGAACATACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTATTTAGCCGTTC
CTTTCTGGTAAGATACCGTCACACATTGAACAGTTACTCTCAATGTCATTCTTCTCITACAACAGTGTTTTACGAGCCGAAACCCTTCATCACACACGOGGCGTTGCTCCATCAGGCTTTCGCCCATTGT

GGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGGCCGTGTCTCAGTCCCATTIGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCCATTACCTTACCAACTAGCTAATG
CACCGCGGGACCATCTCTTAGTGATAGCAGAACCATCTTTTAAATAACAACCATGCGGTTGTCATTGTTATACGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTATCCCCTGCTAAGAGGTAGGTTTCCCACGT

GTACTCACCCGTTCGCCACTCTTTGCAATGTCCATCGTCATATCTGAGCAAGCTCTTCAAATCAGTTGAACCACAAAGCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCATG

ANCTAAACTCTAAAA

Fig.12. Secuencia parcial del gen 16S rRNA de cada bacteria.
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Analisis de la actividad antibacteriana

Las pruebas de antagonismo se realiz6 con las cepas L. johnsonii, L. farciminis, L.
brevis, L. plantarum, P. pentosaceus, E. hirae y W. sp contra S. typhimurium. Las
cepas bacterianas que muestran mayor tamafo del halo inhibitorio son: E. hirae,
P. pentosaceus y W. sp. (Tabla 2). El diametro de halo inhibitorio no varia en

relacion al tiempo (fig.13).

A: 12 horas B: 24 horas

Fig. 13. Prueba de antagonismo entre cepas acido lacticas aisladas del lechén
contra Salmonella typhimurium. (1) L. brevis; (2) Weissella. sp.; (3) L. plantarum;
(4) E. hirae; (5) L. johnsonii; (6) P. pentosaceus; (7) L. farciminis; (8) control
ampicilina. El diametro de halo inhibitorio no varia en relacion al tiempo en Ay B.

Tabla 2. Cepas bacterianas y tamafio de halo inhibitorio contra Salmonella

typhimurium

Bacteria acido lacticas halo inhibitorio (mm)

1 Lactobacillus brevis 7
2 Weissella sp 14
3 Lactobacillus plantarum 8
4 Enterococcus hirae 15
5 Lactobacillus johnsonii 7
6 Pediococcus pentosaceus 14
7 Lactobacillus farciminis 7
8 Control (amoxicilina) 24
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Prueba de resistencia a la bilis

La cepa bacteriana que muestra mayor resistencia a la bilis en concentraciones
de 0.5%, 1% y 3% es L. brevis, seguido de W. sp, L. farciminis, L. plantarum, L.
johnsonii, P. pentosaceus. Sin embargo, E. hirae, no tienen resistencia a la bilis
(Tabla 3). (a), (b) y (c) indica que hay diferencia significativa entre las cepas

bacterianas y el grupo control a un nivel de confianza del 95% (fig.14).

Bacteria control bilis 0.5% bilis 1% bilis 3%

E. hirae 0.4 0.7 0.6 0.7
L. johnsonii 1.2 1.8 1.9 1.9
L. farciminis 1.2 1.9 1.8 1.9
P. pentosaceus 1.2 1.8 1.8 1.9
L. brevis 1.3 1.7 1.8 2.2
W. sp 1.2 1.7 1.7 1.9
L. plantarum 1.3 2 1.9 1.9

Tabla 3. Crecimiento bacteriano a una densidad 6ptica (OD) de 600 mm

a diferentes concentraciones de bilis.

Resistencia a la bilis
2.5
C

il | fi
il

11A1 E1/2 12A2

2

Econtrol W1% 0.50%

0

Fig. 14. Prueba de la resistencia a la bilis a concentraciones de 0.5%, 1% y 3%.
HA= Weissella. sp., E/A= L. johnsonii; 12A2= L. brevis; E1/2= L. farciminis; 11Al1=
E. hirae; I11A3= P. pentosaceus;

CO= L. plantarum.
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Prueba de resistencia a pH

La cepa bacteriana con mayor predominancia de resistencia a pH de 2.5y 4.5 es
L. jhonsonii seguido de L. plantarum, L. brevis, P. pentosaseus, L. farciminis, W.
sp., sin embargo E. hirae, no tienen crecimiento significativo a diferentes
variaciones de pH (Tabla 4). (a), (b) y (c) indica que hay diferencia significativa
entre las cepas bacterianas y el grupo control a un nivel de confianza del 95%
(fig.15).

Tabla 4. Crecimiento bacteriano a una densidad o6ptica (OD) de 600 mm a
diferentes pH de 2.5y 4.5.

Bacteria control  pH: 45 pH: 2.5

E. hirae 0.9 0.3 0.3
L. johnsonii 1.2 0.7 0.6
L. farciminis 1.1 0.6 0.4
P. pentosaceus 1.2 0.7 0.4
L. brevis 1.3 0.6 0.4
W. sp 1.2 0.6 0.4
L. plantarum 1.3 0.5 0.5

Resistencia al pH

1.6 E
1.4 : Q L W

a
= a?d
i

HA ’
Fig.15. Prueba de resistencia a pH a 2.5 y 4.5. E/A= L. johnsonii, E1/2= L.

farciminis, 11A3= P. pentosaceus, I11Al= E. hirae, 12A2= L. brevis, HA= W. sp,
CO= L. plantarum.

1.2
1 Fh—

0.8
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Viabilidad bacteriana a pH &cido con microscopia confocal

Las 7 cepas bacterianas evaluadas en condiciones normales de su crecimiento a
pH de 6.2, se mantienen viables. A medida que baja el pH la viabilidad disminuye,
guedando algunas viables a pH 4.5 como E. hirae, P. pentosaceus, L. brevis, L.
farciminis, L. jonhsonii, L. plantarum, y en menor proporcion Weissella sp., y
ninguna viable a pH de 2.5 (fig.16).

E. hirae

(&
pentosaseus

W. sp

L. brevis

L. farciminis

L. johnsonii

L. plantarum

Fig. 16. Observacion al microscopio confocal de la viabilidad bacteriana a
diferentes pH. Las bacterias viables marcadas con SYTO9 se observan de color
verde, mientras las bacterias no viables, marcadas con Pl se observan de color

rojo.
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V. DISCUSION.

El presente trabajo de investigacién, relacionado a la microbiota del porcino, tiene
un componente enfocado en la caracterizacion de la composicion bacteriana del
intestino delgado e intestino grueso, siendo esta Ultima microbiota considerada,
particularmente, como fuente de microorganismos patdégenos o benéficos.

La importancia de aislar bacterias acido lacticas del porcino para utilizarlas en la
misma especie es fundamental por la especificidad del hospedero, fortaleciendo
su sistema inmunoldgico, facilitando la colonizacion de las bacterias acido lacticas
y Su accion probidtica, concordando con los estudios de (Pluske, J. y Pethick D,
2005). Estas bacterias acido lacticas nativas constituyen una alternativa basada
en la limitacién del crecimiento de patdégenos en el intestino, es decir la “exclusion
competitiva”.

Actualmente se usan probiéticos distribuidos por industrias farmacéuticas,
teniendo resultados bajos o nula eficiencia en el incremento de la produccion
pecuaria (Schrezenmeir and De Vrese, 2001). Debido a que los probidticos
adquiridos proceden de otras regiones geograficas o incluso de otra especie
animal.

Existen abundantes microorganismos en el tracto gastrointestinal del porcino. Los
Lactobacillus estan presentes en el intestino como uno de los microorganismos
predominantes (Tannock, 1990). Nuestro resultado concuerda con (Shahani, Vakil
and Kilara, 1977) en donde el numero de colonias aisladas sobre agar MRS
incremento desde el intestino posterior a anterior. Indicando que el intestino
grueso es apto para el crecimiento de bacterias tipo Lactobacillus que el intestino
delgado, debido al bajo pH en el estbmago y sales biliares en el intestino. Estos
resultados concuerda con (Fulller, 1992), pero el numero de colonias bacterianas
es variable debido al tipo de crianza, dieta y medio ambiente.

Los ensayos de viabilidad bacteriana a diferentes concentraciones de pH, es
importante para ser seleccionado como probiotico, debido al pH acido del
estbmago del lechon, llegando alcanzar valores de pH 4.0 a pH 4.5, segln
(Tuomola, et al., 2001). Nuestros resultados mostraron la viabilidad de las cepas
bacterianas a condiciones de acidez. Los estudios de (Iiiiguez, Pérez and Acedo,
2007) mencionan que las condiciones acidas del TGI favoreciendo la adhesion de

los microrganismos lacticos e inhibe crecimiento de patégenos.
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Los ensayos in vitro fueron realizados con las bacterias caracterizadas y
reconocidas como probibticos, un caso especial es Enterococcus hirae
mencionado como potencial anti-inflamatorio y antibacteriano aislado del Bos
primigenius. (Arokiyara et al. 2014) sin embargo est4 asociado con diarrea en
lechdén lactante. (Larsson et al. 2014) en nuestro estudio in vitro Enterococcus

hirae produce un halo inhibitorio contra S. typhimurium.
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VI. CONCLUSIONES

Este estudio ha permitido la obtencion de 7 cepas distintas de bacterias acido
lacticas.

La identificacion de otras cepas del genero Enterococus y Weissella sp, asi como
Pediococcus, permitieron identificar cepas nativas del tracto gastrointestinal con

propiedad antagonica a S. typhimurium.

Existe una diversidad de bacterias acidos lacticas en el tracto gastrointestinal del
porcino alguno con propiedades antimicrobianas, incremento de peso Yy
estimulante el sistema inmunitario, estos microorganismos con caracter probiotico
nativo puede ser usado como alternativa para reemplazar los antibiéticos en la

dieta de los animales.
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VIl. RECOMENDACIONES:

Manejar programas de bioseguraidad y manejo de comité de ética de
animales.

Usar el servidor BLAST para el analisis BIOINFORMATICO.

Continuar la investigacion de la cepas bacterianas aisladas si estan implicadas
en desencadenar un estrés oxidativo o activar las especies oxigenoreactivo

(ROS) y estimular a la interleucinas e interferén.

Continuar con el estudio si las cepas aisladas y seleccionadas como posibles
probidticos poseen genes de resistencia a antibioticos y genes de toxinas

(Ejemplo: enzimas asociadas a la produccién de aminas biogenicas).
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