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Accion antibidtica de bacterias acido lacticas (BAL) aisladas del tracto digestivo
del lechon (Sus scrofa domesticus)

Antibiotic action of lactic acid bacteria (LAB) isolated from the digestive tract of the piglet
(Susscrofa domesticus)

Héctor Sanchez S.1; Gloria Ochoa M.2

Resumen

Los animales van adquiriendo bacteria benéfica que se establecen y permanecen durante
las diferentes etapas de su vida, estas ejercen acciones antimicrobianas, formando la flora
natural del animal. Con el objeto de estudiar y medir la accién benéfica de estas bacterias
del tracto digestivo del lechones (Sus scrofa domesticus), se aislaron, identificaron y
caracterizaron 9 bacterias cultivables a las cuales se midié su accidn bactericida para el
control de patdgenos del tracto digestivo del lechén, se realizaron pruebas de
antagonismo directa, pruebas de pocillo con extracto bacteriano acido y neutros, como
respuesta se presentaron halos de inhibicién, las bacterias acido lacticas (BAL) fueron
extraidas del tracto digestivo de dos lechones provenientes del estomago, duodeno,
yeyuno e ileon del intestino delgado y ademas del ciego, colon y recto, para la accién BAL
se descartaron bioquimicamente, a 9 de ellas se realiz6 pruebas de antagonismos
enfrentdndolas a patdgenos del lechén Eschericha y Shiguela, los halos de inhibicién
determinan la susceptibilidad contra los patégenos, encontrandose el mayor efecto con el
extracto bacteriano sin neutralizar y la BAL 07 como la mejor, a las cuales se le puede
denominar como BAL con capacidad antimicrobiana.
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Abstract

The animals are acquiring beneficial bacteria that are established and remain during the
different stages of their life, these exert antimicrobial actions, forming the natural flora of
the animal. In order to study and measure the beneficial action of these bacteria of the
digestive tract of the piglets (Sus scrofa domesticus), 9 cultivable bacteria were isolated,
identified and characterized, which were measured bactericidal action for the control of
pathogens of the digestive tract of the Piglet, Tests of direct antagonism, well tests with
bacterial acid extract and neutrals were carried out, in response there were inhibition
halos, lactic acid bacteria (LAB) were extracted from the digestive tract of two piglets from
the stomach, duodenum, jejunum and ileum of the small intestine and in addition to the
blind, colon and rectum, for LAB action were discarded biochemically, to 9 of them were
tested for antagonism against pathogens of the piglet Eschericha and Shiguela, the
inhibition halos determine the susceptibility against the pathogens, being the greatest
effect with the bacterial extract without neutralizing and the LAB 07 as the best, which can
be called as LAB with antimicrobial capacity.
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Introduccion

En cria de cerdos intensiva donde la
demanda de carne como fuente proteica
es cada vez mayor, la crianza de lechones,
es la fase critica en el proceso de
produccién ya que determina la viabili-
dad de la misma, en esta edad es muy
frecuente la presencia de cuadros
diarreicos al momento del destete para
lo cual se empleando antibiéticos y otros
compuestos sintéticos como promotores
de crecimiento, que aumentan los costos
de produccién y los riesgos ambientales
de su uso (Cadillo, 2008).

La retirada de los antibidticos como pro-
motores de crecimiento en la UE desde
enero de 2006, ha creado la necesidad de
avanzar en la busqueda de otros aditivos

nutricionales no antibidticos (Metzler
2006). 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 etal,, 2012).

A fin de solucionar la problematica
formulada, se plante6é la hipoétesis de
encontrar Lactobacilos con capacidad
probiotica en el tracto digestivo del
lechdn Sus escrofa domesticus.

En este contexto los objetivos de la
investigacién fueron: evaluar el efecto de
las bacterias BAL del lechon frente a
patdgenos del tracto digestivo del lecho.

Materiales y Método

Se extrajeron las BAL de dos lechones de
traspatio sanos de siete dias pos destete
y alimentados con alimento comercial
sin antibidticos, y las Bacterias Pato6-
genas de cerdos con sintomas de diarrea,
donde se obtuvieron las muestras. El
muestreo se realiz6 mediante hisopado
de diferentes regiones del tracto
digestivo del lechon, estomago anterior y
posterior, duodeno, yeyuno, ileon, ciego,
colon (animales sanos).

Fase de laboratorio. Las muestras
obtenidas en campo fueron llevadas al
laboratorio de Biologia molecular de la
facultad del departamento de biologia en
la UNT, para su procesamiento, analisis
correspondiente y posterior envio a
secuenciar:

Métodos: Bacterias Nativas, se aislaron
bacterias nativas, se seleccion6 un
lechén de crianza de 42 dias de edad y
una semana pos destetado, alimentado
con dieta base sin antibiotico, (lechén 2)
y se seleccion6 un lechdn de 39 dias de
edad de una semana pos destetado de
edad alimentados con una dieta sin
antibioticos (lechén 1), obteniendo del
estomago (06 EE y 06 E), Duodeno (02
D), Yeyuno ( 05 Y), Ilion (04 I) ciego (06
C) y colon (6 Co). Y del lechén 02, 39
muestras (03 EE y 03 E), Duodeno (04 D),

Yeyuno (07 Y), llion (06 I) ciego (03 C) y
colon (10 Co).

Microbiologia. Aislamiento de cepas
patogenas

Las muestras se obtuvieron de la parte
final del tracto digestivo del lechén con
sintomas de diarrea, fueron transpor-
tadas en tubos falcon de 50 ml con-
teniendo como medio liquido caldo Brain
Heart Infusion (BHI) Agar medio para
bacterias Escherichia 'y Shigella a
temperatura ambiente.

Medio especifico para encontrar
Escherichia (agar Eosina azul de
metileno) y para Salmonella y/o Shigella
(Agar Salmonella Shigella).

Los sobrenadantes obtenidos en los
tubos Falcon que contenian las muestras,
fueron utilizados como soluciones madre
para realizar diluciones decimales, las
cuales fueron depositadas en tubos
Eppendorf.

Paralelamente se agregaron los medios
de cultivo en placas Petri, se sembraron
por estria agar McConkey (recomendada
para bacterias Gram negativas) y con la
ayuda de un esparcidor metalico autocla-
vado se extendi6 por toda la placa.

Las placas fueron dejadas a temperatura
entre 37 °C a 40 °C por un periodo de
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tiempo de 24 horas, para el desarrollo de
microorganismos. Luego se realizaron
diluciones seriadas hasta 20-2 y fueron
sembradas posteriormente por super-
ficie en placas de Petri con agar Mueller
Hinton (recomendados para pruebas de
sensibilidad). Se realizaron purifica-
ciones consecutivas hasta obtencién de
bacterias purificadas (Figura 1).

Figura 1. Procedimiento de extraccién de
bacterias patdgenas a). Muestra excretas, b)
Colonias verde plateadas agar para
Escherichia, c) y d) Colonias rosado y negro
medio Salmonella Shigella, €) y f) Bacterias
Gram Negativo.

Microbiologia. Pruebas de inhibicion
bacteriana. Para la seleccién de bacterias
con propiedades antibacterianas, se
utilizé el método de inhibicién, segin
Ramirez (2009), enfrentandose
directamente a discos de agar MRS (6
mm de didmetro) impregnado con la
bacteria acido lactica (BAL) después de
48 horas de incubaciéon con las cepas
bacterianas patégenas aisladas del tracto
digestivo del lechén, sembradas por
extension en placas de agar Mueller
Hinton.

La producciéon de halos de inhibicién
(zonas claras alrededor del disco),
demostraron la actividad antibacteriana
de las cepas aisladas, se tomaron datos
de la medida de los diametros de los
halos de inhibicién. Para descartar el
efecto inhibitorio por competiciéon de
nutrientes entre la bacteria patégenay la
BAL, se realiz6 una prueba final
utilizando el método de difusiéon en
pocillo (Chythanya et al., 2002), en el cual
se perforaron hoyos de 6 mm en placas
con agar Mueller Hinton previamente
sembrado por superficie con bacterias
patogenas aisladas del tracto intestinal
de cerdos.

Se analizaron dos tratamientos, extracto

de cultivo liquido de BAL (48 horas de
cultivo) libre de bacterias (por
centrifugacién a 10 000 g por 15 min),
neutralizado con NaOH 5 M y otro sin
neutralizar. A cada pocillo preparado se
agreg6 50 ml de cada uno de los extractos
y se procedi6 a incubar por 24 horas a 40
oC. Esto permiti6 evaluar si el efecto
inhibitorio es producido por algin tipo
de bacteriocinas u otro producto di-
ferente a los acidos organicos (Figura 2).

' g
Figura 2. Preparacion de pruebas de
antagonismo, a). Extraccién de discos de
agar, b). Agar MH para patdgeno, c). Discos
bacterianos directos d). Extracto bacteriano,
e). Neutralizacion del extracto bacteriano, f).
Pocillo para extracto bacteriano.

Se realizo la extraccion de ADN de BAl
y patogenas por métodos conven-
cional

Identificacion molecular mediante
secuenciacion del gen 16S ARNr.

Las extracciones de ADN se realizaran
utilizando el método estiandar CTAB-
DTAB (Gustincich et al, 1991), adaptado
para células bacterianas segun Dulanto
(2013).

Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Para amplificar la region 16S
ARNr, se utilizardn los cebadores
universales 8F (5" AGA GTT TGA TCC
TGG CTC AG 3) y 1510R (5" GGC TAC
CTT GTT ACG A 3")

descritos por Weisburg para estudios
filogenéticos bacterianos (Monsalud, y
otros, 2003).

Secuenciacion. Para la secuenciacién se
utilizara 10 pl de los productos obtenidos
por amplificacion en la PCR, y seran
colocados en microtubos de 0,2 mL.
Ademas, se prepararan en microtubos de
0,2 mL porciones de 5 ulL de cada
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cebador universales para el gen 16S
ARNTr. Estas serdn empacadas y enviadas
a la empresa Macrogen de Korea, para
realizar la secuenciacion de las 2 cadenas
de cada producto amplificado.

Procesamiento y analisis de datos

Obtenidas las secuencias de ADN de cada
producto amplificado, éstas seran
alineadas con el software libre MEGA 7 y
comparadas posteriormente con las
secuencias de 16S ARNr que se
encuentra en la base de datos de acceso

publico del GenBank mediante el
software libre BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool).

La unidad experimental fue un animal.
Los datos fueron registrados en una hoja
electrénica y los datos procesados con el
programa estadistico Excel; determinan-
dose la prueba de andlisis de varianza, y
luego la prueba de significancia Duncan.
Los datos se analizaron a un nivel de
significacion a = 0,05 y pruebas de
correlacién (Alvitres, 2000).

Resultados y Discusion

Aislamiento de las bacterias cultivables
BAL asociadas al tracto digestivo de
lech6n, mediante pruebas microbio-
légicas. Se recogieron 35 y 39 muestras
de lactobacilos segiin medio especifico,
de dos lechones 1 y 2, de los cuales se
obtuvieron 9 y 15 bacterias BAL por
caracterizadas bioquimicamente y de
ellas 07 y 02 presentaron caracteristicas

probioticas (Tabla 1 y 2). Ocho de las
Nueve cepas molecularmente iden-
tificadas fueron Lactobacillus Fermentus
y la otra corresponde a Lactococcus
lactis, con variaciones en su la identidad
de sus cepas, clasificadas dentro del
orden Lactobacillales, las que también
son denominadas bacterias acido lacticas
(Tabla 1, Figura 3).

Tabla 1. Identificacién molecular mediante el gen 16S ARNr de cepas bacterianas aisladas del

tracto digestivo de lechén

Porcién del tracto Tamafio dela Especie identificada Porcentaje de N°de

Cédigo intestinal secuencia (pb) identidad  accesion
2 EE52 Estomago 1503 99
4433 Estémago 1507 Lactobacillus 99 AP008937.1
6EE52 Estémago 1499 fermentum IFO 3956 99
991215  Estémago 1503 99
11111 Estomago yeyuno 1494 99
101014  yeyuno yeyuno 2110 99
141418 2138 Lactobacillus 99 NR113335.1
881114 1932 fermentum NBRC 99
771012 ileon 2461 Lactococcus lactis 94 KT159935.1

Para obtener mayor informacién sobre la referencia ingrese al siguiente enlace:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ y digite el c6digo de accesion de cada bacteria cultivable.

Tabla 2. Identificacion molecular mediante el gen 16S ARNr de cepas bacterianas patdgenas

aisladas del de excretas del lechén

Porcion  Tamafiode . .
T . Especie Porcentaje de o .

Codigo del tracto lasecuencia . e i : N° de accesion

. . identificada identidad

intestinal (pb)

Escherichia fergusonii strain

Patog 01  excretas 1473 ATCC35469 99 NR_07 4902.1
Patog 02  excretas 1471 Shigella SO’Z’;&’,;W ain CECT 99 NR_10 4826.1

Para obtener mayor informacion sobre la referencia digite el cddigo de accesion de cada bacteria cultivable en

el siguiente enlace: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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Figura 3. Arbol filogenético mostrando las
relaciones de las Dbacterias patogenas
aisladas del tracto digestivo del lechén.

Identificacion molecular de las
bacterias Patégenas

Los resultados de la identificacion de las
cepas purificadas por el gen 16S ARNTr,
de excretas de lechones, mediante
programa de bioinformatica MEGA 6 y
Blast fueron: para las cepas Escherichia
fergusonii strain ATCC 35469 y Shigella
sonnei strain CECT 4887 168, aislado de
excretas con sintomas de diarrea con una
identidad de 99% y cobertura de 99% de
la secuencia nucleotidica y parcial con
una identidad de 90% y cobertura de
100% de la secuencia nucleotidica. Dos
cepas molecularmente identificadas
fueron Escherichia fergusonii y Shigella
sonnei, con variaciones en su la identidad
de sus cepas, clasificadas dentro del
orden Enterobacterales, las que también
son denominadas bacterias fecales
(Tabla 2, Figura 4).

Actividad antibidtica de las bacterias
En la Tabla 3 y 4 se presenta la acciéon
antibiética segln el halo de inhibicién y
el porcentaje de incremento de estos
halos. De las nueve bacterias aisladas e
identificadas inicialmente (BAL 1, 2, 4, 6,
7, 8 9, 10 y 14), semejantes a
Lactobacillus fermentum vy Lactococcus
lactis, se enfrentaron a dos bacterias
patogenas: Escherichia fergusonii 'y
Shigella sonnei; en tres métodos: directo,
usando extracto bacteriano sin neu-
tralizar y utilizando extracto bacteriano
neutralizado. Se puede observar que
existe mayor inhibicién de las BAL frente
al Escherichia fergusonii, por lo tanto, es
el patégeno con mayor susceptibilidad a
la accién antibidtica de las BAL,
observando halos de diferentes tamafios.
Los mayores halos obtenidos correspon-
den al método del extracto bacteriano
sin neutralizar, que indicarfa mayor
carga de la sustancia antibiética, pro-
duciendo el efecto mas acentuado y halos
mas grandes como se encontrd para la
BAL 7 y la BAL 1. Notando que en el
enfrentamiento por el método directo los
valores de los halos estan presentes,
pero son menores.

Tabla 3. Accidn antibiética de cepas bacterianas BAL aisladas del tracto digestivo del lechdn frente

a cepas patdgenas

EscherichiafergusoniistrainATCC35469 ShigellasonneistrainCECT4887

CLAVE Bacteria

Directa Sin Neutralizar

Neutralizado Directa Sin NeutralizarNeutralizado

BAL1 Lactobacillus fermentum ot
NBRC 15885

BAL2 Lactobacillus fermentum ¥ +
IF0 3956

BAL4 Lactobacillus fermentum ¥ ++
IF0 3956

BAL 6  Lactobacillus fermentum ¥ ++
IF0 3956

BAL7 Lactococcus lactis o+

BAL8 Lactobacillus fermentum + ++
NBRC 15885

BAL9  Lactobacillus fermentum + +
IF0 3956

BAL10 Lactobacillus fermentum + +
NBRC 15885

BAL 14 Lactobacillus fermentum ¥ +
NBRC 15885

+

¥ +
+

¥ + +

++

¥

¥ + + +
¥ + + +
¥ + +

+++ alta inhibicion
- sininhibicion

++ mediana inhibicion

+  baja inhibicion
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Tabla 4. Porcentaje del incremento de halos de inhibicion de cepas bacterianas BAL aisladas del

tracto digestivo del lechdn frente a cepas patégenas

Escherichia fergusonii strain ATCC

35469

Shigella sonnei strain CECT 4887

Clave Bacteria -
Sin

Directa Neutralizar

Neutralizado Directa

Sin

Neutralizar Neutralizado

Lactobacillus
BAL1 fermentum 30,16 87,25
NBRC 15885

36,69 0,00 0,00 0,00

Lactobacillus
BAL 2 fermentum 12,96 30,49
IF0 3956

27,01

0,00 3,33 13,33

Lactobacillus
BAL 4 fermentum 19,06 76,28
IF0 3956

30,24 0,00 0,00 0,00

Lactobacillus
BAL 6 fermentum 21,76 60,81
IF0 3956

26,43 10

13,33 0,00

BAL 7 Lactobacillus 6,02 99,84
fermentum

54,96 0,00 0,00 0,00

Lactobacillus
BAL 8 fermentum 35,67 52,24
NBRC 15885

35,51 0,00 0,00 0,00

Lactobacillus
BAL9 fermentum 19,98 42,56
IF0 3956

20,01 16,67 26,67 16,67

Lactobacillus
fermentum 11,34 38,83
NBRC 15885

BAL
10

6,67

40,28 20,00 20,00

Lactobacillus
fermentum 19,91 31,25
NBRC 15885

BAL
14

19,86 0,00 10,00 10,00

Valores Porcentuales del incremento del halo de inhibicion.

Para el efecto de inhibicion de los
extractos sin neutralizar, el cual se
expresa para todas las BAL frente a la
Escherichia fergusonii y poco en algunos
de las BAL frente a la Shigella sonnei se
debe considerar que, al momento de
neutralizar el efecto acido del extracto
bacteriano, estamos condicionando la
accion antibiotica que producen los
acidos organicos por lo cual nos quedaria
el extracto con alguna otra sustancia
como el acido lactico que produce el
efecto antibidtico.

Procesamiento de datos de la activi-
dad Antibiotica de las bacterias

Evaluacion de los métodos de enfren-
tamiento de las BAL frente a la
Escherichia fergusonii. Inicialmente se
evalué la eficiencia de los métodos
utilizados en las pruebas de antago-
nismo, para evaluar los halos de inhi-

bicién segin los métodos utilizados, los
cuales fueron: enfrentamiento directo,
usando extracto bacteriano sin neu-
tralizar y el otro con extracto bacteriano
neutralizado, en funcién a los diametros
en mm de los halos obtenidos. En la tabla
5, 6 y figura 4 se observé que al ser
enfrentadas lasBAL (1, 2,4,6,7,8,9,10 y
14) contra la Dbacteria patdégena
Escherichia fergusonii, la comparacion
entre los métodos es altamente
significativa segin el ANVA a nivel de
significancia f = 0,01.

En la prueba Duncan a=0,05, indica que
existe diferencia entre los métodos lo
cual indica para nuestro caso que son
independientes entre si. Tanto el ANVA y
prueba Duncan, indican que los halos de
inhibicién obtenidos en los tres métodos
de inhibicién, se comportan indepen-
dientes entre si, cuando se enfrentan las
BAL con la Escherichia fergusonii.
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Tabla 5. Identificacion molecular mediante el gen 16S ARNr de cepas bacterianas patégenas

aisladas del tracto digestivo de lechon

Origen de Suma de Grados  Promedio Valor
las de de los F Probabilidad critico F1%  Significancia
o cuadrados .

variaciones libertad cuadrados para F

Entre 23,667 2 11,834 17,041 0,000 3,403 595 **

grupos

Dentro de 16,666 24 0,694

los grupos

Total 40,333 26

**Alta significancia

Tabla 6. Prueba Duncan «=0,05 de la accion
bacteriana de los métodos de inhibicién de
las BAL frente a Escherichia fergusonii en
funcioén al didmetro de los halos (mm)

Promedio halos

Cédigo de inhibicien  Si8nifi-

cancia
(mm)

Método extracto 9,56 a

sin neutralizar

Método extracto 7,94 b

neutralizado

Método Directo 7,34 C

BAL 1

= Método Directo

= Método Extracto
sin neutralizar

— Método Extracto
neutralizado

Figura 4. Comparacion del didmetro (mm)
de los halos de inhibicién, de los métodos en
el enfrentamiento de BAL frente a
Escherichia fergusonii.

En la tabla 6 se comparan los métodos de
inhibicion frente a la Escherichia
fergusonii donde se puede apreciar que
las letras son diferentes entre los
métodos lo que indica que éstos se
comportan independientemente entre si,
donde el método que utilizé el extracto
sin neutralizar fue el que produjo los
mayores halos de inhibicién en promedio
9,56 mm, seguido del extracto neutra-
lizado en promedio 7,94 mm y por
ultimo el método directo con 7,36 mm de
promedio.

La Figura 4 representa la comparacién
de los métodos de inhibicion, donde cada
color es un método, el mas externo es el
de mayor halo de inhibicién siendo el

color naranja el mejor, método que
utilizé el extracto sin neutralizar, donde
sobresale la BAL 7.

Evaluacion de los métodos de enfren-
tamiento de las BAL frente a la
Shigella sonnei

En la tabla 7, 8 y figura 5, se observa que
al ser enfrentadas las BAL (1, 2, 4,6, 7, 8,
9,10 y 14) con la bacteria patogena
Shigella sonnei, en la comparacion de los
métodos, no hay significancia entre ellos
segun, indica que los métodos empleados
para este caso tienen un comporta-
miento semejante, debido a que los
valores de los halos obtenidos son muy
bajos o no producen halo. Tanto el ANVA
y prueba Duncan, indican que los halos
de inhibicién obtenidos en los tres
métodos de inhibicion, enfrentamiento
directo, usando extracto bacteriano sin
neutralizar y el otro con extracto
bacteriano neutralizado, se comportan
semejantes entre si, cuando se enfrentan
las BAL con la Shigella sonnei. En la tabla
7 se puede apreciar que estos se
comportan independientemente entre si,
el método que utiliz6 el extracto sin
neutralizar fue el que produjo algunos
halos, siendo el promedio 6,44 mm,
seguido del extracto neutralizar en
promedio 6.4 mm y por ultimo el método
directo con 6,18 mm en promedio. La
Figura 5 también representa la compa-
racion de los métodos de inhibicion
frente a la Shigella sonnei, donde los
colores representan los tratamientos,
dando un ligero margen para el color
naranja donde predomina la BAL 9
(método con extracto bacteriano sin
neutralizar), seguido del color verde
(extracto  bacteriano  neutralizado)
donde sobresale la BAL 10.
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Tabla 7. Andlisis de varianza de la accién bacteriana de los métodos de inhibicién de las BAL frente
a Shigella sonnei segin didmetro en mm de los halos de inhibicién

Origen de Suma de Grados Promedio Valor
las de de los Probabilidad critico F1% Significancia
L cuadrados .

variaciones libertad cuadrados para F

Entre 0,6422 2 0,231 0,930 0,408 3,403 595 NS

grupos

Dentro de 5,9644 24 0,249

los grupos

Total 6,4267 26

NS: No hay significancia.

Tabla 8. Prueba Duncan a=0,05 dela accién
bacteriana de los métodos de inhibicién de
las BAL frente a Shigella sonnei en funcion al
didmetro de los halos (mm)

Promedio halos

Cédigo de inhibicién S8

cancia
(mm)

Método extracto 6,44 abc

sin neutralizar

Método extracto 6,4 abc

neutralizado

Método Directo 6,18 abc

abe yalores estadistica semejantes entre ellas.

= Método Directo
BAL4

sin neutralizar

neutralizade

Figura 5. Comparacion del didmetro (mm)
de los halos de inhibicién, de los métodos en
el enfrentamiento de BAL frente a Shigella
sonnei.

Método Extracto

e Métado Extracte

Evaluacién comparativa de BAL frente
a la Escherichia fergusonii para cada
método de enfrentamiento

Halos de inhibicién de BAL frente a la
Escherichia fergusonii para método
directo. Segiin prueba Duncan (tabla 9),
se presentan la comparacién de los
didmetro de los halos de inhibicién (mm)
del enfrentamiento de las BAL con
Escherichia  fergusonii mediante el
método directo, la cual nos permite
comparar independientemente la accion
bactericida de cada una de las BAL para
el efecto antibidtico, se puede apreciar
que para este método los halos
producidos por todas las BAL son
estadisticamente semejantes entre si,
excepto la BAL 7 (color azul) que tiene el
menor halo con un promedio de 6,361
mm y se diferencia con las de mayor
didmetro de halo producido por BAL 8
con promedio de 8,140 mm (color rojo ),
BAL 1 con 7,81 mm (color amarillo) y
BAL 2 con 7,67 mm (color verde) las
cuales tienen mayor efecto antibiotico.

Tabla 9. Prueba Duncan a=0.05 del promedio de los halos de inhibicién (mm) de la accién
antagodnica de las BAL frente a Escherichia fergusonii por el método directo

Promedio halos de

Orden Codigo inhibicién (mm) Significancia
1 BAL 8 8,140 a
2 BAL 1 7,810 ab
3 BAL 2 7,667 abec
4 BAL 10 7,403 abcd
5 BAL 6 7,306 abcde
6 BAL 9 7,199 abcdef
7 BAL 14 7,194 abcdefg
8 BAL 4 7,011 abcdefgh
9 BAL 7 6,361 abcdefghi

abedefgh valores con semejanza estadistica entre ellas (BAL 8, 1, 2, 10, 6,9, 14 y 4).
defghi yvalores con semejanza estadistica entre ellas (BAL 10, 6,9, 14,4y 7).
valores con diferencia estadistica (BAL 7 con BAL 8,1y 2).
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Halos de inhibicion de BAL frente a la
Escherichia fergusonii para cada
método con extracto bacteriano sin
neutralizar

En la tabla 10 se aprecia una marcada
diferencia del didmetro promedio del
halo de inhibicién producido por la BAL
7 el cual es de 11,99 mm, el cual es
estadisticamente diferente con el resto
de las BALs pero semejante a la BAL 4 de
10,577 mm de didmetro, cuando se
enfrenta a la Escherichia fergusonii en
extracto bacteriano sin neutralizar,

también se puede apreciar un grupo de
BALs que producen un halo estadistica-
mente representativo y que son seme-
jantes entre si que corresponde a las BAL
6 de 9,649 mm de didmetro, BAL 1 de
9,504 mm, BAL 2 de 9,438 mm, BAL 10
de 9,313 mm, BAL 8 de 9,135 mm y BAL
9 de 8,554 mm de didmetro.

Existen dos BAL la 9 con 8,554 mm
semejante a la menor la BAL 14 con
7,875 mm de diametro representado en
la figura 14 de color morado, con el
menor promedio de halo.

Tabla 10. Prueba Duncan al a=0,05 del promedio de los halos de inhibicién (mm) de la accién
bacteriana de las BAL frente a Escherichia fergusonii por el método extracto bacteriano sin

neutralizar
Orden Cédigo Pfr?}i?lfi?:lig:?igfn()ie Significancia
1 BAL 7 11,990 a
2 BAL 4 10,577 b
3 BAL 6 9,649 bc
4 BAL 1 9,504 bcd
5 BAL 2 9,438 cde
6 BAL 10 9,313 cdef
7 BAL 8 9,135 cdefg
8 BAL9 8,554 cdefgh
9 BAL 14 7,875 h i

a valores con diferencia estadistica entre (BAL 7 con BAL 4, 6, 1, 2, 10, 8, 9 y 14); b valores con diferencia
estadistica entre (BAL 4 con BAL 2, 10, 8, 9 y 14); cdefgh valores con semejanza estadistica entre ellas (BAL 6, 1,
2,10, 8y 9); hivalores con diferencia estadistica entre ellas (BAL9y 14 con BAL 7,4,6,1,2,10y 8)

Halos de inhibicion de BALs frente a la
Escherichia fergusonii para método
con extracto bacteriano neutralizado

Para el caso del enfrentamiento de las
BAL con Escherichia fergusonii por el
método con extracto bacteriano
neutralizado, se observa el parecido
comportamiento con los obtenidos por
extracto sin neutralizar (Tabla 11), pero
son de menor tamaio, los halos de las

BAL también sobresale con diferencia
estadistica la BAL 7 el cual es de 9,289
mm, diferencidandose del resto de BAL,
las cuales son un grupo que produce
halos semejantes estadistica-mente entre
si, donde encontramos la BAL 1 de 8,201
mm, BAL 8 de 8,130 mm, BAL 4 de 7,815
mm, BAL 2 de 7,621 mm, BAL 6 de 7,586
mm, BAL 9 de 7,201 mm y BAL 14 de
7,192 mm de didmetro.

Tabla 11. Prueba Duncan al a=0,05 del promedio de los halos de inhibicién (mm) de la accién
bacteriana de las BAL frente a Escherichia fergusonii por el método extracto bacteriano

neutralizado
Orden Codigo P;?ﬁ?&ﬂg:?:gfn?e Significancia
1 BAL 7 9,298 a
2 BAL 10 8,417 b
3 BAL 1 8,201 bc
4 BAL 8 8,130 bcd
5 BAL 4 7,815 bcde
6 BAL 2 7,621 bcdef
7 BAL 6 7,586 bcdefg
8 BAL 9 7,201 cdefgh
9 BAL 14 7,192 cdefghi

avalores con diferencia estadistica entre (BAL 7 con BAL 10, 1, 8, 4, 2, 6, 9 y 14); bedefgh yvalores con semejanza
estadistica entre (BAL 10, 1, 8, 4, 2 y 6); cdefghi yalores con semejanza estadistica entre (BAL 1, 8, 4, 2, 6, 9 y 14).
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Evaluacion comparativa de BALs
frente a la Shigella sonnei para cada
método de enfrentamiento

Para el enfrentamiento de las BALs con
Shigella sonnei los halos son mas
pequeios comparados con Escherichia e
incluso algunas no lo producen; la BAL 9
y BAL 10 son las que generan siempre
halo en los tres métodos, sobresaliendo
siempre la BAL 9 sobre el resto (Tabla
12). Podemos observar que las BALs 1, 4,
7 y 8 no generan ninguin halo en el
enfrentamiento con Shigella sonnei, en
cualquiera de los tres métodos emplea-
dos. Se muestra los halos de inhibicion
para el enfrentamiento de las BAL con la
Shigella sonnei mediante el método
directo, la BAL 9 con promedio de halo 7
mm estadisticamente supera a la Bal 6 de
halo 6,60 mm y Bal 10 de halo 6,40 mm y
estas dos producen halos semejantes
entre si. También podemos apreciar que
en el enfrentamiento de las BAL 2, 14, 1,
4,7 y 8 no presentaron algin halo frente
a Shigella sonnei cuando se enfrentaron
en el método directo.

Para la comparacién de los halos de
inhibicién de las BAL frente a la Shigella
sonnei por el método del extracto
bacteriano sin neutralizar (Tabla 13) se
muestra quea diferencia de los otros dos
métodos es donde se produce halo de 5
de la nueve BALs experimentales, en la
cual podemos observar que la BAL 7
sigue siendo la de mayor halo de
inhibicién estadisticamente diferente a
todas las demas, con 7,2 mm de diametro
de promedio, continua en tamafo de
halo de la BAL 10 con 6,8 mm de
didmetro de promedio tiene también con
diferencia estadistica frente a las demas.
Los tres restantes corresponden a la BAL
6 promedio de halo de 6,47 mm, la BAL
10 del halo 6,47 mmyla BAL 2 con halo de
6,40 mm las cuales estadisticamente los
halos son iguales entre si. También
podemos apreciar que en el enfrenta-
miento de las BAL 1, 4, 7 y 8 no pre-
sentaron algun halo frente a Shigella
sonnei cuando se enfrentaron en el
método extracto bacteriano sin neutra-
lizar.

Tabla 12. Prueba Duncan al a=0.05 del promedio de los halos de inhibicién (mm) de la accién
bacteriana de las BAL frente a Shigella sonnei por el método directo

Promedio halos de

Orden Codigo inhibicién (mm) Significancia
1 BAL9 7,00 a
2 BAL 6 6,60 b
3 BAL 10 6,40 bc
4 BAL 2 6,00 d
5 BAL 14 6,00 de
6 BAL 1 6,00 def
7 BAL 4 6,00 defg
8 BAL 7 6,00 defgh
9 BAL 8 6,00 defghi

avalores con diferencia estadistica entre ellas (BAL 9 con BAL 6,10, 2, 14, 1, 4, 7, y 8); bc valores con semejanza
estadistica entre ellas (BAL 6 con 10 diferencias BAL 2, 14, 1,4, 7, y 8); defehi valores con semejanza estadistica

entre ellas (BAL 2, 14,1, 4, 7,y 8).

Tabla 13. Prueba Duncan al a=0,05 del promedio de los halos de inhibicién (mm) de la accién
bacteriana delas BAL frente a Shigella sonnei por el método extracto bacteriano sin neutralizar

Promedio halos de

Orden Codigo inhibicién (mm) Significancia
1 BAL9 7,20 a
2 BAL 10 6,80 b
3 BAL 6 6,47 c
4 BAL 14 6,40 cd
5 BAL 2 6,33 cde
6 BAL 1 6,00 f
7 BAL 4 6,00 fg
8 BAL 7 6,00 fgh
9 BAL 8 6,00 fghi

avalores con diferencia estadistica entre ellas (BAL 9 con BAL 10, 6,14, 2); b valores con diferencia estadistica
entre ellas (BAL 10 con BAL 6,14, 2,); cde valores con semejanza estadistica entre ellas (BAL 6, 14 y 2); fghi
valores con semejanza estadistica entre ellas (BAL 1, 4, 7 y 8).
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En el enfrentamiento de las BALs con la
Shigella sonnei por el método con
extracto bacteriano neutralizado (tabla
14) se puede observar que son también
pequenos los halos de inhibicion
generados por las BAL se aprecian una
semejanza estadistica entre la BAL 10
con halo de 7,20 mmy la BAL 9 con halo
de 7,00 mm, donde esta Ultima BAL es
semejante estadisticamente con la BAL 2
con un halo de 6,8 mm y BAL 14 con
halosde 6,60 mm. En este grupo también
se presentaron BAL que no generaron
halo de inhibicién como la BALs 6, 1, 4, 7

y 8.
En el andlisis de las curvas de regresion

no existe tendencia de estimacion de los
halos de inhibicién producida por las
BAL relacionados con la prediccién que
se puede tener de las pruebas de
antagonismos de los extractos bacteria-
nos neutralizado y sin neutralizar en
funcién a los halos producidos por las
bacterias directas enfrentamientos con
Escherichia fergusonii y Shigella sonnei,
donde se aprecia que los valores de r son
cercanos a cero. En el caso de la
prediccién de la accién de los extractos
bacterianos neutralizadas en funcién a
lassin neutralizar si existe una pequefia r
siendo muy pequefia para su prediccién
(Figura6y 7).

Tabla 14. Prueba Duncan al a=0,05 del promedio de los halos de inhibicién (mm) de la accion
bacteriana de las BAL frente a Shigella sonnei por el método extracto bacteriano neutralizado

Promedio halos de

Orden Codigo inhibicién (mm) Significancia
1 BAL 10 7,20 a
2 BAL9 7,00 ab
3 BAL 2 6,80 bc
4 BAL 14 6,60 bcd
5 BAL 6 6,00 e
6 BAL 1 6,00 ef
7 BAL 4 6,00 efg
8 BAL 7 6,00 efgh
9 BAL 8 6,00 efghi

a valores con semejanza estadistica entre (BAL 10 con 9 y diferentes BAL 2,14, 6,); bcd valores con semejanza
estadistica entre si (BAL 9, 2 y 14); defgh valores con semejanza estadistica entre si (BAL 6,1, 4, 7 y 8).
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Figura 6. Curvas de regresion, de influencia de las pruebas de enfrentamiento de la Bal sin
neutralizar frente a neutralizada en Escherichia fergusonii y Shigella sonnei.
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Figura 7. Curvas de regresion de influencia de las pruebas de enfrentamiento de la Bal sin
neutralizar frente a neutralizada en Escherichia fergusonii y Shigella sonnei.

En el estudio de bacterias nativas con
actividad bactericida, benéfico se
encuentran en el tracto digestivo del
lechén (Alvarez, 2004; Figuero y
Sanchez, 2016; Bertullo, 2001; Lessi,
1994) La microbiota nativa tiene efectos
benéficos (Guarner et al., 2008; Borruel,
2007), mucho se menciona a bacterias
benéficas con capacidad de producir
compuestos organicos que actdan en
forma benéfica en la Salud del animal
llamadas Bacterias Acido Lacticas BALs
con propiedades microbianas que la
presencia de microorganismos patoge-
nos (Konstantinov et al, 2008) también
se contempla que estas bacterias tienen
efecto para controlar otras bacterias del
tipo patogena que causa problemas
digestivos. (Estrada et al,, 2005; Pluske et
al, 2003; Cordova, 1993; Castillo, 2000;
Larsson et al, 2014) Las bacterias que
tienen la capacidad de tener sustancias
que permiten la acciéon antagdnica con
bacterias patdégenas son consideradas
como BAL (Pérez et al, 2007; Samaniego
y Sosa, 2000; Isakow et al. 2007;
Champagne et al, 2005), estan conside-
radas como productoras de acides en los
cales el de mayor encontrada en ellas es
el acido lactico ( Pérez et al, 2007;
Samaniego y Sosa, 2000) 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 y Buhnik-Rosenblau et al.,
2012; NCBI, 2016) que enfrentadas a
patégenos propios del cerdo producen
halos de inhibicion Nodarse (1998) el
mayor efecto encontrado de suscep-
tibilidad es con la bacterias Eschericha,
que pueden causar cuadros diarreicos
como lo manifiesta (Bhandari et al, 2010;
Cordova, 1993) y de menor accién en el
género shiguela (Cérdova, 1993; Castillo
2000; Larsson et al, 2014), cuando se
concentra los productos bacterianos en
extractos celulares tiene un mayor efecto
encontrandose un accion independiente
de cada forma de enfrentamiento, cuan-
do se quiere descartar la accion
bactericida por accién acida se neutraliza
el extracto y se realiza el enfrentamiento
con patégenas los cuales permite deter-
minar que existen otras (Torres, 2002;
Gatti, 2013; Rodriguez, 2011; Bravo et al.,
2009).

Conclusiones

Se identificaron y caracterizaron molecu-
larmente 15 bacterias con capacidad
antibiotica frente a Escherica y Shigella,
asociadas al tracto digestivo del lechén
pos destetado. Se identificaron 9 bacte-
rias con capacidad de formar sustancias
antibidticas en la inhibicién frente a
Escherica y Shigella, asociadas al tracto
digestivo del lechén pos destetado. La

mayor eficiencia antagénica de las BAL-
prebidticas son aquellas en la cual se
utiliza el extracto sin neutralizar con
mayor efecto en Eschericha. No existe
relacion en las pruebas de regresion en
el efecto antagénico que tienen las
bacterias al ser usado en forma directa,
extracto bacteriano sin neutralizar y
extracto bacteriano neutralizado.
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