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Identificacion molecular de lactobacilos del tracto digestivo del lechén (Sus
scrofa domesticus)

Molecular identification of lactobacilos of the digestive tract of piglet (Sus scrofa
domesticus)

Héctor Sanchez S.*; Gloria Ochoa M.

Resumen

Los animales cuando nacen no presentan bacterias en su tracto digestivo, este va
adquiriendo multiples bacterias de su entorno las cuales que se establecen y
permanecen durante las diferentes las etapas de su vida, muchas de estas bacterias
estan ligadas a la alimentacién del animal, ejercen diferentes acciones benéficas,
colonizan y logran ser parte de la flora natural del animal. Con el objeto de estudiar
parte de esta diversidad microbiana y su efecto en lechones (Sus scrofa domesticus), se
aislaron, identificaron y caracterizaron bacterias cultivables asociadas al tracto digestivo
del lech6n como las Bacteria acido lactica BAL, la identificacién se realiz6 mediante
caracterizacién bioquimica encontrando 39 y 35 bacterias cultivables aisladas de
diferentes regiones del tracto digestivo de dos lechones provenientes del estémago,
duodeno, yeyuno e ileon del intestino delgado y ademas del ciego, colon y recto, para la
accion BAL se descartaron bioquimicamente, quedando 9 y 15, se identificaron
molecularmente 8 bacterias con secuencias conservadas del gen 16S ARNr encontrando
semejanzas genéticas entre ellos para Bacillus fermentus y 01 Lactococus lactis, todas
conocidos como bacterias acido lacticas con efecto benéfico para la industria
alimentaria.
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Abstract

The animals when they are born do not present bacteria in their digestive tract, this one
is acquiring multiple bacteria of its surroundings which settle down and remain during
the different stages of its life, many of these bacteria are linked to the animal's food, they
exercise different beneficial actions, they colonize and they become part of the animal's
natural flora. In order to study part of this microbial diversity and its effect on piglets
(Sus scrofa domesticus), Isolates, identified and characterized cultivable bacteria
associated with the digestive tract of suckling pig such as lactic acid bacteria BAL, The
identification was made by biochemical characterization by finding 39 and 35 cultivable
bacteria isolated from different regions of the digestive tract of two piglets from the
stomach, duodenum, jejunum and ileum of the small intestine and in addition to the
cecum, colon and rectum, for BAL action were discarded biochemically, leaving 9 and 15,
molecularly 8 bacteria were identified with conserved sequences of the 16S rRNA
Finding genetic similarities between them for Bacillus fermentus and 01 Lactococus
lactis, all known as lactic acid bacteria with beneficial effect for the food industry.
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Introduccion

La cria de cerdos intensiva asi mismo la
demanda de carne como fuente proteica
crece conforme se incrementa la
poblacién humana, la crianza de lechones,
es la fase critica en el proceso de
produccién ya que determina la
viabilidad de la misma, se debe evitar que
los lechén presenten cuadros diarreicos
al momento del destete para lo cual se
empleando  antibiéticos 'y  otras
compuestos sintéticos como promotores
de crecimiento, que aumentan los costos
de produccioén y los riesgos ambientales
de su uso (Cadillo, 2008).

La retirada de los antibidticos como
promotores de crecimiento en la UE
desde enero de 2006, ha creado Ila
necesidad de avanzar en la busqueda de

otros aditivos nutricionales no antibié-
ticos (Metzler, 2010). Debido a esto, se ha
estudiado la influencia de diversos
microorganismos, en especial de bacteria
nativas del género Lactobacillus, sobre la
eficiencia productiva del lechén (Cueto-
Vigil et al,, 2010; Kim et al., 2012)

A fin de solucionar la problematica
formulada, se plante6 la hipotesis de
encontrar Lactobacilos en el tracto diges-
tivo del lechon Sus escrofa domesticus.

En este contexto los objetivos de la
investigacién fueron: aislar, caracterizar e
identificar molecularmente las bacterias
asociadas al tracto digestivo del lechon,
los cuales tengan actividad probidtica.

Materiales y Método

El estudio se realizé en dos fases: fase de
extraccion de muestras en campo y fase
de andlisis de laboratorio, La fase de
campo se tomo6 en dos puntos el primer
lechén se realizé en Los Cedros, Distrito

Fechas/deimagenes 8/12016

de San Pedro de Los Incas (Corrales)
geograficamente ubicada a 3°36'58.24" S
80°31'49.75" O y la otra en el cercado de
Tumbes, Peru ubicada 3°35'12.96" S
80°26'45.15" O (Fig. 1).
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Figura 1. Ubicacion de los lugares de la toma de muestra y trabajo experimental Tumbes -

Corrales (los cedros).
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La segunda fase se desarrolld6 en el
laboratorio de biologia molecular,
Departamento de Biologia, Escuela de
Enfermeria de la Facultad de Ciencias de
la Salud de la Universidad Nacional de
Tumbes para los aislamientos y analisis
microbiolégicos como genéticos.

Poblacion

Determinada por las bacterias presentes
en diferentes regiones del tracto diges-
tivo del lech6n. En donde los lechones
seleccionados fueron cruzados de las
razas Landrase/yorkshire (50/50) cria-
dos en traspatio, animales sanos de siete
dias pos destete y alimentados con
alimento balanceado a base de maiz, soya
y polvillo.

Muestra

Estuvo conformado por bacterias con
caracteristicas acido-lacticas presentes en
diferentes regiones del tracto digestivo
del lechon.

Muestreo

Se realizé mediante hisopado de dife-
rentes regiones del tracto digestivo del
lechon, los lechones fueron de 42 dias de
edad (lech6n uno) y de 39 dias de edad
(Lechdn dos) las regiones fueron, esto-
mago (E), estdmago eséfago (EE), duo-
deno (D), yeyuno (Y), ileon (I), ciego(C) y
colon (Co) de animales sanos y del recto
de lechones (animales con cuadros
diarreicos.

Fase de campo

Aislamiento de bacterias nativas

En crianza porcina de traspatio en dos
corrales de la periferia de la ciudad de
Tumbes, Pert, se selecciond un lech6n en
cada uno de los dos corrales de muestreo,
para realizar el aislamiento de las bac-
terias nativas, en el lech6n de una semana
pos destete, considerando que ya pasé el
destete que es la etapa digestiva mas
critica del lech6on donde cambia la
alimentacion liquida por la soélida, los
lechones fueron de 42 dias de edad
(primer lechén) y 39 dias de edad
(segundo Lechén) respectivamente (am-
bos con siete dias pos destete, donde los

dias de destete varia segin criador),
alimentado con dieta base de maiz, soya y
polvillo, sin antibidtico.

En ambos lechones se procedié a la
realizaciéon de laparotomia, cumpliendo
con los estdndares de ética; para el
proceso quirurgico se utilizé la ketamina
como anestésico disociativo, dosis de 3
mg por kilogramo de peso vivo, via
intravenosa, para evitar el estrés, la via
fue en la vena tibial medial, lentamente
para evitar posibles embolias.

Se tomaron muestras con un raspado de
la mucosa con hisopos estériles previa-
mente autoclavados obteniendo 35 mues-
tras de lech6n uno, de diferentes partes
del tracto digestivo, extraidas seis del
estémago (E), seis del estémago - esofago
(EE) , dos del duodeno ( D), cinco del
yeyuno (Y), cuatro del ileon (I), seis del
ciego (C) y seis del colon (Co), y del
segundo lech6n se obtuvieron 39 mues-
tras del estomago - eséfago (EE), tres del
estémago (3 E), cuatro del duodeno (D),
siete del yeyuno (Y), seis del ileon (I), tres
del ciego (C) y diez del colon (Co) (Fig. 2).

Fase de laboratorio

Aislamiento de cepas de lechén sano

Las muestras obtenidas de diferentes
regiones del tracto digestivo del lech6n
(para ambos lechones por igual), fueron
transportadas en tubos Falcon de 50 ml
conteniendo caldo Man, Rogosa y Sharpe
(MRS) medio para bacterias Aacido-
lacticas con un pH: 5-6 y a temperatura
ambiente.

Los sobrenadantes obtenidos en los tubos
Falcon que contenian las muestras,
fueron utilizados como soluciones madre
para realizar diluciones decimales (1/5,
1/10 y 1/20), las cuales fueron depo-
sitadas en tubos Eppendorf. Las placas
fueron expuestas a temperatura ambiente
por 24 horas, para promover el desa-
rrollo de microorganismos. Luego se
realizaron diluciones seriadas hasta 20-2
y fueron sembradas posteriormente por
superficie en placas Petri con agar MRS a
pH 6,5. Se realizaron purificaciones
consecutivas en agar MRS+bacto agar
hasta obtener bacterias puras.
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Figura 2. Lechon para extraccion de BAL, a) Aplicacion de anestésico, b) Toma de muestra
estdmago, c) Toma de muestra duodeno, d) Coleccién de muestras.

Se caracterizaron las BAL por el método
de Yimin et al. (2005), segin evaluacion
de caracteristicas externas coloracion
Gram, para este caso Gram positivas;
presentacién de esporas, no es viable el
que forma esporas (Fig. 4).

Pruebas bioquimicas como Catalasa nega-
tiva (las BAL no tiene la enzima que
degradan el perdéxido de hidrégeno);
oxidasa negativa (las BAL no son
aerodbicas por lo que no necesitan en su
metabolismo oxigeno); produccién de
CO2 (negativo) las tres relacionadas con
el metabolismo de aztcares por las BAL,
probando la resistencia a condiciones
adversas en el tracto digestivo. Se proba-
ron concentraciones de 1%, 5% y 10% de
sales biliares, cloruro de sodio 5%, 10% y
18% y con PH de 2,5 - 3,5 - 4,5.
Paralelamente se realizé la preparacién
de los medios de cultivo en placas Petri,
donde se deposité 75 pl de cada diluciéon
de la muestra anterior, se sembraron por
estria en agar MRS suplementada con
azul de anilina (0,012 %) y con la ayuda
de una haza metalica se extendid por toda
la placa (Fig. 3), dénde como pruebas de
viabilidad se obtuvieron del primer
lechoén, siete cepas estdmago, una en

ciego y una en colon y en el segundo
lechon, cuatro cepas estémago, dos del
duodeno, cuatro en el yeyuno, cuatro en
fleon, dos en ciego y cinco en colon, con
capacidad antibidtica por método
difusion en pocillo seglin Vélez (2014) y
Ramirez (2009) (Fig. 4). Estas cepas
fueron conservadas en tubos con agar
MRS inclinado a 4 °C y congeladas a -20
°C en caldo MRS suplementado con 30%
de glicerol.

Extraccion de ADN

Identificacién molecular mediante se-
cuenciacién del gen 16S ARNr

Las extracciones de acidos nucleicos se
realizaron utilizando el método estdndar
CTAB-DTAB (Dulanto, 2013). Las cepas
bacterianas fueron sembradas en tubos
de vidrio con 10 mL Caldo Tripticasa Soya
(TSB) e incubadas a 28-30 °C por 24 h, se
tomo6 1 mL de la suspension bacteriana a
un microtubo de 1,5 mL de volumen, se
centrifugdé a 13 mil rpm durante 5 min,
quedando el pellet, se elimind el
sobrenadante, y posterior-mente se pesé
la biomasa de células en una balanza
analitica (15 a 25 mg).

) C
Figura 3. a). Muestras, b). Preseleccion de BAL sembradas en MRS con azul de anilina, c).
Seleccién de BAL en MRS.
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Figura 4. Pruebas bioquimicas: a) Catalasa negativa, b y ¢) Oxidasa negativa, d) Presencia de COZ2,
e) Tincion Gram, f) Prueba de resistencia a sales biliares, e i) Prueba resistencia cloruro de sodio

y pH de las BAL.

Al microtubo con el pellet se le agregd
600 pL de soluciéon DTAB (dodecil-tri-
metilamonio bromuro 8%, NaCl 1,5 M,
Tris HCI 100 mM pH 8,8 y EDTA 50 mM)
y con ayuda de micropistilos plasticos se
homogeniz6 ayudando a la lisis celular, se
incub6 a 75°C por 15 minutos y se mezclo
con el vortex por 20 segundos.

Se adicion6 700 pL de cloroformo HPLC y
se mezclé nuevamente en vortex por 20
segundos, se centrifugé a 13000 rpm
durante 5 minutos y se transfirio 250 uL
del sobrenadante a otro microtubo que
contenia previamente 100 pL de soluciéon
CTAB (5% cetiltrimetilamonio bromuro,
0,4 M NaCl) y 900 pL de agua destilada.
Este nuevo microtubo se incubd a 75 °C
durante 5 minutos y se centrifugd a 13
mil rpm durante 10 min. Inmedia-
tamente, se separ6 el sobrenadante y se
resuspendié el ADN con 150 uL de
solucion disolvente (NaCl 1,2 M) incu-
bandose a 75 °C durante 5 min, se
centrifugé a 13 mil rpm durante 5 min,
luego se transfirié 150 pL de la solucion a
un nuevo microtubo que previamente
contenia 300 uL de etanol absoluto. Este
nuevo microtubo fue mezclado con el
vortex por 20 segundos y se centrifugé a
130 mil rpm durante 5 min. Se eliminé el
sobrenadante cuidando de no perder el
pellet de ADN y se agregdé 500 uL de
etanol al 75% para lavar el ADN y
finalmente, el ADN fue resuspendido con

200 pL de tampén TE (Tris 10 mM- EDTA
1 mM) y almacenado a -20 °C.

Amplificacion del ADN mediante reacciéon
en cadena de la polimerasa (PCR)

Para amplificar la region 16S ARNr, se
utilizo6 los cebadores universales 518F (5’
AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3) y
1510R (5° GGC TAC CTT GTT ACG A 3)
descritos por Weisburg siguiendo el
procedimiento de Alfaro (2010). El
volumen final de cada reaccion serda 20
uL, constituida por 2 pL de buffer Taq
10X, 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada
dNTPs (100 mM), 1 U de Taq ADN
polimerasa, 10 pmol de cada cebador y 2
uL de ADN extraido en un termociclador
(Eppendorf Mastercycler Personal) y
programado en un ciclo de 94 °C por 5
min, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 1
min, 55 °C por 1 min y 72 °C por 2 min y
una extension final a 72 °C por 5 min.
Verificacion del ADN por electroforesis
Para la electroforesis se utilizé 10 yL de
cada producto de amplificacion, los cuales
fueron migrados en gel de agarosa al 1 %
con tampoéon de migracion TAE 1X, la
migracion se realizé a 120 voltios duran-
te 20 min; paralelamente se hizo migrar
un marcador de peso molecular de 100 a
1000 pares de bases (pb), posteriormente
los geles fueron visualizados utilizando
un transiluminador UV y fotografiados
con camara digital.
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Figura 5. Extraccién de ADN: a) Lisis de células, b) Centrifugacién, c) Termociclador, d) ADN

extraido, e) Electroforesis de las BAL.

Secuenciacion

Para la secuenciacién se utilizé 10 ul de
los productos obtenidos por amplifica-
cion en la PCR los cuales fueron colocados
en microtubos de 0,2 mL, ademas, se
preparé en microtubos de 0,2 mL por-

ciones de 5 pL de cada cebador univer-
sales para el gen 16S ARNTr, estas fueron
empacadas y enviadas a la empresa
Macrogen de Korea, para realizar la
secuenciacién de las 2 cadenas de cada
producto amplificado (Figura 5).

Resultados

Aislamiento y caracterizaciéon bioquimica
de bacterias cultivables asociadas al
tracto digestivo de lechon.

En la Tabla 1 se muestra como a partir de
las muestras iniciales recogidas de las
diferentes partes del tracto digestivo del
lechén, tanto del 1 como del dos (35 y 39
respectivamente); se van obteniendo las
BAL cultivables y se van descartando en
funcién a especificidad del medio, inicial-
mente en la pre seleccion con MRS + azul
de anilina al 0.012%, quedaron 32 y 35
colonias, las cuales con las continuas
purificaciones en MRS y la identificacién
morfoloégica se obtuvieron 16 y 21
colonias; cuya caracterizacion fue com-
plementada a través de procesos
bioquimicos mediante pruebas de
catalasa, oxidasa y presencia de COZ2 ,
donde se obtuvieron 9 y 21 BAL, las
cuales se sometieron a las pruebas de
resistencia con sales biliares, pH y cloruro
de sodio dando como resultado la
obtencién de 9 y 15 BAL en el lech6n uno
y dos respectivamente. Al final 7 BAL del
segundo lechén y 2 BAL del primer
lechoén, presentaron caracteristicas pro-
bidticas, al tener resistencia a las sales
biliares, acidez y cloruro de sodio en
forma complementaria y antagonismo a
dos patogenos del lechon.

En la Tabla 2 se observa la caracte-
rizacién morfoldgica y bioquimica de las
BAL halladas, donde se encontr6 que
todas las colonias se tiflen de azul,
seleccionandolas como BAL por la
especificidad del medio y por lo tanto son
bacilos Gram positivos, todas ellas frente
a las pruebas bioquimicas reacciéon
negativa para la prueba de catalasa,
oxidasa y CO2 (excepto BAL 9), también
se puede considerar que todas son acidas
con PH que van de 3,75 a 574 y en
funcién a las pruebas de resistencia, para
este caso no tuvieron resistencia a las
sales biliares la BAL 9 y 14, mientras que
laBAL 1, 2 y 9 no mostraron resistencia a
la cloruro de sodio, pero todas se
mantienen viables en pH 45. Las
caracteristicas morfolégicas, bioquimicas
y pruebas de resistencia son criterios
para el descarte de BAL con capacidad
probiotica.

Aislamiento y caracterizacién bioquimica
de bacterias cultivables asociadas al
tracto digestivo de lech6n

Identificaciéon molecular de las bacterias
cultivables asociadas al tracto digestivo
de lechén, mediante microbiologia mole-
cular.
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Identificacién molecular de las bacterias
BAL.

Los resultados de la identificacion de
cepas seleccionadas de la micro biota
gastro-intestinal en lechén pos destetado,
mediante la amplificacién de la
secuenciacién con el gen 16S ARNr
(secuencia especifica para identificar
procariotas), identificadas mediante
programa de bioinformatica MEGA 6 y
Blast fueron: para la cepas iguales BAL 2
y BAL 4, con BAL 6 y BAL 9, tiene alta
similitud para el Lactobacillus fermentum
IFO 3956 DNA, (Anexo 1), con una
identidad de 99% y cobertura de 99% de
la secuencia nucleotidica, quiere decir
que todas las secuencias encontradas
como resultado del andlisis molecular de
la BAL en estudio (PubMed National
Center for Biotechnology, 2016).

Las cepas bacterianas aisladas del tracto
digestivo del lechén son parecidas entre
BAL 1, con BAL 10, igual con BAL 14 y
todas semejantes con BAL 8, estas tienen
alta similitud con el Lactobacillus
fermentum NBRC 15885 (Anexo 2), con
una identidad de 99% y cobertura de
99% de la secuencia nucleotidica
correspondiente. Excepto la BAL 8 que

tiene 99% de identidad y cobertura de
77% (Puede National Center for
Biotechnology, 2016).

La BAL 7, encuentra alta semejanza con
las bacterias Lactococcus lactis subsp.
tructae strain L105 16S ribosomal RNA
(Anexo 3), con una identidad de 99% y
cobertura de 99% de la secuencia nucleo-
tidica correspondientes (PubMed Natio-
nal Center for Biotechnology, 2016). En la
tabla 3 y la fig. 6 se muestra que 8 de las 9
cepas molecularmente identificadas tiene
alta cobertura e identidad con la bacteria
denominada Lactobacillus  fermentus,
encontrando pequefas diferencias entre
cepas, y donde la BAL 7 corresponde a
Lactococcus lactis, todas pertenecen al
orden Lactobacillales, cuyo arbol filoge-
nético muestran valor de diferencia por-
centual menores de 1, determinando su
cercanfa de parentesco entre ellas (Fig.
6).

En la Figura 7 se verifica la presencia de
ADN de las muestras y el peso molecular
en pares de bases aproximados com-
parados con el marcador de peso, en la
figura se observa las manchas obscuras
entre la linea que corresponde a 1500 y
2500 pb.

Tabla 1. Identificacidn y caracterizacion de BAL cultivables del tracto digestivo del lechén y su

actividad
Variabilidad de las muestras

E
5 B < = = S48
: £ 88 3z %z 2= s
2 Region de tracto digestivo v & 2o s SE <5 02
3 B8 = & 5 Ty 48
= : 22 £ £2 3 E

= s 'g S K Ef 5
1 Estomago esof (EE) 6 6 6 6 6
1 Estomago (E) 6 2 2 1 1 2
1 Duodeno (D) 2 4
1 Yeyeuno (Y) 5 5
1 Ileon (1) 4 4
1 Ciego (C) 6 5 1 1 1
2 Colon (Co) 6 6 1 1
2 Estomago esof (EE) 3 3 4 4 4 2
2 Estomago (E) 3 1
2 Duodeno (D) 4 4 3 3 1
2 Yeyeuno (Y) 7 6 4 4 4 4
2 Ileon (I) 6 5 4 4 4 1
1 Ciego (C) 3 5 2 2 1
2 Colon (Co) 13 11 4 4 1
1 Total 35 32 9 9 9 2
2 Total 39 35 21 21 15 7
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Tabla 2. Caracterizaciéon morfoldgica, bioquimica y pruebas de resistencia de las bacterias BAL

seleccionadas

Pruebas de resistencia

Sy
£ S'€
ST
81
=]
= 01
L
S
01
" wn
L o
S8 S
)
1
ope Hd

seao0dsa ap euasald
Hd ap 1o1eA
sed ap epuasald
ese[eled eqanid
BSEPIXO Bganld
we.ln ugIoe.10[0)
eLIa)Oeq BISO[0JI0
BIUO[0D 3P BULIO]
(ww) eruojo)n
BIuO0[0)
ensany

aAe)

so[1oeq
epuopal
ejnuIwIq
[nze
uoyda1 (3)

c'1vd

+
so[eq
eue[d
1
[nze
uoyo1 ()

91vd

+
mo:umﬂ
mvzovom
T
[nze
@

11vd

+
so[eq
epuopay
T
[nze
@

¥ 1vd

+
mo:ug
epuopal
enuIwIq

[nze

@)

L1vd

+
so[oeq
epuopal
(4

[nze

@)

81vd

+
mo:uﬂ
epuopal
(4

[nze

@)

61vd

+
so[oeq
epuopal
1

[nze

[N

011vd

+
so[ieq
epuopal
T
[nZe
Luoyda17 (1)

v11vd




0.8

11

Tabla 3. Identificacion molecular mediante el gen 16S ARNr de cepas bacterianas aisladas del
tracto digestivo de lechén

Codi Extraccién Tamafio de la Especie % de Ne d on
0cigo de muestra  secuencia (pb) identificada  identidad €acceslo
BAL 2 Estémago 1503 99
Lactobacillus
BAL 4 Estémago 1507 99
BAL 6 Estémago 1499 fermentum 99 AP008937.1
5 IFO 3956
BAL 9 Estomago 1503 99
BAL1 Estémago 1494 99
Lactobacillus
BAL 10 yeyuno 2110 99
BAL 14 yeyuno 2138 ferlr\vlvsgtcum 99 NR_113335.1
BAL 8 yeyuno 1932 99
BAL 7 fleon 2461 Lactococcus 94 NR 1164431
actis

Para mayor informacion sobre la referencia ingrese a: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ y
digite el cddigo de accesion de cada bacteria cultivable.

0.0 NR_113335.1 Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885 16S ribosomal RNA gene partial sequence

0.0 - Bal 14

0.0

AP008937.1 Lactobacillus fermentum IFO 3956 DNA complete genome
0.0
0.0 00  pmaoo
99 Balo2

0.0 0.0 0.0 Bal 04

0.0

Bal 06
Bal 08

0.0

IL NR_116443.1 Lactococcus lactis subsp. tructae strain L105 16S ribosomal RNA gene partial sequence

0.8 L% paor

Figura 6. Arbol filogenético mostrando las relaciones de las bacterias acido-lacticas aisladas del
tracto digestivo del lechén.

BAL 01 BAL 02 BAL 04 BAL 07 BAL 08 BAL 09 BAL 10 BAL 11 BAL 14 pat 01 pat 02 Marcador (P B)

1500
2000
2500

Figura 7. Gel de agarosa de electroforesis para verificacion de ADN bacteriano.
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Identificacién molecular de las bacterias
cultivables asociadas al tracto digestivo

Para las cepas iguales Bal 02 (estomago)
y Bal 04 (estémago), con Bal 06
(estbmago) y Bal 09 (yeyuno) semejantes
Lacto-bacillus fermentum IFO 3956 DNA,

con una identidad de 99% y cobertura de
99% de la secuencia nucleotidica y con
una identidad de 90% y cobertura de
100% de la secuencia nucleotidica
(PubMed National Center for Biotech-
nology, 2016).

GGCCATCCTTGATCGGATCATTGGGCGTAAGCGAGCGCAGGTGGTTTTTTAAGTTCTGATGTAAAAGGCAGTGGCTCAACCATTGT

GTGCATTGGAAACTGGGAGAGTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGA

ACACCGGAGGCGAAAGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT

AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGCTGTAGGGAGCTATAAGTTCTCTGTAGCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG

GAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTCGTGCTATCCTTAGAGATAAGGAGTTCCTTCGGGACACGGGATACAGGTGGTGCATGGT

TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCAC
TCTAGTGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT

GCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCCAACCCGCGAGGGTGCGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCA

ACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCACGGAAGTTGGGAGTACCCAAAGTAGGTTGCCTAACCGCAAGGAGGGCGCTTCCTAAGGTAAGACCGATGACGGGGTGA
TCACAAAAAGGAGAAACACACACAGGGGGGGGTGGTTGCCCCGCCCCCTCTCGGGAGGAGAGCGGGGCCTC Lactobacillus
fermentum IFO 3956 DNA, complete genome. SOURCE Lactobacillus fermentum IFO 3956, Lactobacillus
fermentum IFO 3956 Bacteria; Firmicutes; Bacilliy Lactobacillales; Lactobacillaceae; Lactobacillus.
REFERENCE 1 Comparative genome analysis of Lactobacillus reuteri and Lactobacillus fermentum reveal a
genomic island for reuterin and cobalamin production AUTHORS Morita,H., Toh,H., Fukuda,S., Horikawa,H.,
Oshima,K., Suzuki,T., Murakami,M., Hisamatsu,S., Kato,Y., Takizawa,T., Fukuoka,H. Yoshimura,T., ItohK,
0'Sullivan,D.J., McKay,L.L., Ohno,H., Kikuchi,]., Masaoka,T. and Hattori,M. JURNAL DNA Res. 15 (3), 151-161
(2008) PUBMED 18487258. 2(bases 1 to 2098685) Direct Submission, AUTHORS Hattori,M., Yamashita,A.,
Toh,H., Oshima,K. and Shiba,T. Submitted (16-MAR-2005) Contact:Masahira Hattori University of Tokyo,
Graduate School of Frontier Sciences; 5-1-5 Kashiwanoha, Kashiwa, Chiba 277-8562, Japan (PubMed
National Center for Biotechnology, 2016).

15885 con una

Las cepas bacterianas aisladas del tracto
digestivo del lech6n son parecidas entre
Bal 01 (estémago) con Bal 10 (yeyuno),
igual con Bal 14 (ileon) y todas
semejantes con Bal 08 (yeyuno) estas

fermentum NBRC
identidad de 99% y cobertura de 99% de
la secuencia nucleotidica correspon-
diente. Bal 99% y cobertura de 77%
(PubMed National Center for Biotech-

fueron identificado como Lactobacillus nology, 2016).

AGGATGAACGCGGGCGGTGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCGTTGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGATTTT
GGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATA
CCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTG
TTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCAT
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCG
GCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTA
AGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGT GCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCA
TGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAA
AGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCA
GTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGT
TTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAG
ATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTC
TTAAAACCGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAG
CCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATT. Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence. SOURCE Lactobacillus fermentum, Lactobacillus fermentum, Bacteria; Firmicutes; Bacilli;
Lactobacillales; Lactobacillaceae; Lactobacillus. Encontrados en estudios relacionados con organismos
benéficos seglin los autores, REFERENCE 1 TITLE NITE Biological Resource Center (NBRC) AUTHORS
Miyashita,M.Unpublished. 2(bases 1 to 1501) Direct Submission Submitted (23-APR-2014) National Center
for Biotechnology Information, NIH, Bethesda, MD 20894, USA. 3(bases 1 to 1501) Direct Submission
AUTHORS  Miyashita,M. and Nakagawa,Y.Submitted (15-APR-2011) Contact:Mika Miyashita National
Institute of Technology and Evaluation, NITE Biological Resource Center (NBRC); Kazusakamatari, Kisarazu,
Chiba 292-0818, Japan (PubMed National Center for Biotechnology, 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=334390
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=334390
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18487258
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1613

La Bal 07 (yeyuno lechén 02) encuentra
alta semejanza con la bacteria Lacto-
coccus lactis subsp. tructae strain L105
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99% y cobertura de 99% de la secuencia
nucleotidica correspon-dientes: (PubMed
National Center for Biotechnology, 2016).

16S ribosomal RNA con una identidad de

GCGAGTGCAGGCGGTTCAATAGGGCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCCCCGGAAAGTTGCATCAGAAACTGTTNGAACTTGAGTGCN
AAAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTG
CAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTG
TTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGG

AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTG

CAAACCTAAGAGATTAGGTGTTCCCTTCGGGGACGCTGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGA

GGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGAAGCGAA
CCTGCGAAGGCAAGCGGATCTCTTAAAGNCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCNNCTACACGAAGCTGGAATCGCTAGT
AATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCCTTGTACACACCGCCCGTCAACACCATGAGAGTCTGTAACNNCCCN
AANCGGTGGGATAACCTTTATAGGAGTCAGCCGTCTAAGGTAGGACAAATGATTAGGGTGAAGTCGTTAACAAGGTAACCCGNAA

A Lactococcus lactis subsp. Tructae Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Streptococcaceae;
Lactococcus. REFERENCE 1(bases 1 to 1541) Lactococcus lactis subsp. tructae subsp. nov. isolated from the
intestinal mucus of brown trout (Salmo trutta) and rainbow trout(Oncorhynchus mykiss) AUTHORS
PerezT., Balcazar,].L, Peix,A., Valverde,A., VelazquezE. de Blas,I. and Ruiz-Zarzuela,l. Int. ]J. Syst. Evol.
Microbiol. 61 (PT 8), 1894-1898 (2011) PUBMED 20833888. 2 (bases 1 to 1541) Direct Submission
CONSRTM NCBI RefSeq Targeted Loci Project Submitted (23-APR-2014) National Center for Biotechnology
Information, NIH, Bethesda, MD 20894, USA. 3(bases 1 to 1541) Direct Submission. AUTHORS Balcazar,].L.,
Peix,A., VelazquezE., de-BlasI. and Ruiz-Zarzuela,l. Submitted (29-MAY-2008) Microbiologia y Genetica,
Universidad de Salamanca, Doctores de la Reina s/n, Salamanca 37007, Spain (PubMed National Center for
Biotechnology, 2016)

DISCUSION

En busca de bacterias acido lacticas del
tracto digestivo del lechon recién
destetado, nos basandonos en el benéfico
de los microorganismos naturales
benéficos en el tracto digestivo del lechén
(Alvarez, 2004; Figueroy Sanchez, 2016;
Bertullo, 2001; Lessi, 1994; Garcia et al.,
2012; Partanen y Mroz, 1999; Buhnik-
Rosenblau et al, 2012) La microbiota
nativa tiene efectos benéficos (Guarner et
al, 2008; Zhang et al, 2011; Borruel
2007), Podemos dar cuenta de orga-
nismos beneficiosos que encontramos en
el tracto digestivo del lechén segin
Metzler y Mosenthin, 2009; Kim et al,
2012; Konstantinov et al., 2008; Pieper et
al,, 2006.

De los microorganismos naturales con
capacidad benéficas que se encuentran
como bacterias cultivables naturales del
tracto digestivo del lechén fueron
diferenciadas 67 cultivables, inicialmente
identificadas como bacterias acido
lacticas semejante a los reportados por
Jurado et al, 2013; Rosmini et al, 2004;
Sanchez et al, 2015; Cranwell, 1985;
Alvarez, 2004; Sanchez y Ochoa, 2016;
Bertullo, 2001; Lessi, 1994; Garcia et al,

2012; Partanen y Mroz, 1999; Buhnik-
Rosenblau et al, 2012, tanto el
Lactobacillus fermentus y Lactococcus
lactis pertenecen al orden Lactobacillales
aligual a los encontrados para mejorar la
produccién de cerdos como son los
Bacillus subtilis, Clostriduim butyricum,
Lactobacillus rhamnosus, B. licheniformis
y B. subtilis (Bavera et al., 2002; Gatti,
2013; Carro y Ranillas, 2002; Agudelo,
2014; Pérez, 2007; Guerra, 2005; Metzler
y Mosenthin, 2009; Blajman et al., 2015;
Pluske, 2013; Konstantinov et al.,, 2008;
Meng et al, 2010). Los cuales como
producto metabolismo producen sustan-
cias con pH bajo de 3.5 a 5.7 como acidos
lactico segun reportadas por (Pérez et al,
2007; Samaniego, 2000; Rrosmini et al,
2004; Gebert et al, 2011; Gardiner et al,,
2004).

Las bacterias encontradas e identificadas
mulecamente como el Lactobacillus
fermentos y lactococus lactis, son utili-
zados como probidtico en la alimentacion
animal, especificamente lo manifiesta
Elizete (2000) utilizé el Lactobacillus
fermentos como probidtico de pollos y en
cerdos se utilizO6 como probidtico


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20833888
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lactobacilus ~ fermentus, lactobacilos
ldcticos, bacillus firmus y lactobacillus
saerimneri reportados por Garcia et al,
2012; Partanen y Mroz, 1999; Buhnik-
Rosenblau et al., 2012; NCB], 2016.

Considerando que, para ser seleccionada
como bacterias benéficas apropiadas para
el lechon, tienen que haber pasado las
pruebas bioquimicas, de resistencia y de
antagonismo como parte de seleccion de
nuestro trabajo las cepas Lactobacillus
fermentos y lactococus lactis, como los
reportados por los autores Garcia et al,
2012; Partanen y Mroz, 1999; Buhnik-
Rosenblau et al., 2012; NCB], 2016.

Este tipo de bacterias encontrada se le
conoce como BAL cuya acides esta por
debajo de 4.5 y tienen un efecto
bactericida (Frizzo et al,, 2011; Gebert et
al, 2011; Gardiner et al, 2004).
Identificando molecularmente bacterias
como lactobacilus fermentus, lactobacilos
lacticos, bacillus firmus y lactobacillus
saerimneri reportados de uso como
probioticos (Alvarez, 2004; Figuero y
Sanchez, 2016; Bertullo, 2001; Lessi,
1994; Garcia et al, 2012; Partanen y
Mroz, 1999; Buhnik-Rosenblau et al,
2012; NCBI, 2016) que enfrentadas a
patégenos propios del cerdo produciendo
halos de inhibicion (Nodarse, 1998).

Conclusiones

Se aislaron 35 bacterias nativas
cultivables y 2 de accién patdgena,
asociadas al tracto digestivo del lechon
pos destetado. Se encontraron 23
bacterias segun caracterizaron bioquimi-
camente con capacidad probiotica
cultivables consideradas como BAL de
efecto benéfico, asociadas al tracto
digestivo del lechén pos destetado. Se

identificaron y caracterizaron molecu-
larmente 15 bacterias BAL asociadas al
tracto digestivo del lechén pos destetado.
De las bacterias caracterizadas molecu-
larmente ocho tienen una regién en
comun segin el gen 16s ARN que
coinciden con diferentes cepas
lactobacilus fermentus y lactococus lactis.
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