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Resumen

Es de crucial importancia el aislamiento e identificacion de bacterias acido lacticas del
intestino de cerdos para la generacion de biopreparados con potencialidad probiotica y
farmacologica a partir de las misma. Actualmente se aislan y obtienen bacterias lacticas de
multiples sustratos ya sea a partir de alimentos, del medio ambiente o simplemente se
encuentran en colecciones o ceparios de dichas bacterias. Estas cuando se obtiene “in situ”
en el propio hospedero o animal simbiotico ya tienen un valor superior caracterizado este
por la adaptabilidad y resistencia adquirida por el entorno donde se desarrollan,
adhiriéndose y reproduciéndose en dicho ecosistema. Durante la recopilacién se valoran
diferentes trabajos relacionados con el aislamiento de cepas de bacterias acido lacticas de
mucosas intestinales y de heces fecales asi como su identificacion bioquimica y molecular.
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I. Introduccidon

En la actualidad los probiodticos han adquirido relevancia en las condiciones de produccién
porcina, por la sustitucion creciente que han sufrido los antibidticos y los promotores
hormonales del crecimiento en nuestros sistemas productivos. Incontables son los
argumentos que perfilan estas decisiones a los lideres en el mercado de los alimentos, ya
sea por la resistencia a los productos antimicrobianos que sufren indirectamente los seres
humanos, asi como por los residuales y potenciales agentes carcinogénicos que perjudican
no solo la salud animal, sino también al principal consumidor y beneficiario de los
derivados de la produccion animal: “el hombre”. Es de vital importancia conocer que el
sistema digestivo, en su fisiologia, integra a méas del 70% del funcionamiento del sistema
inmunologico (Pérez, 2000), el cual se decide en el equilibro microbiano proveniente del
intestino grueso (ciego y colon). Ademés se conoce que en la mucosa gastrointestinal se
adhieren ciertos microorganismos (mas de 200 millones de especies) que contribuyen a
mantener el equilibrio microbiano, por lo cual, ésta se considera como un sistema
homeostatico particular.

La importancia fundamental del aislamiento e identificacion de bacterias acido lacticas del
intestino de cerdos tiene sus bases en la necesidad del estudio de la composicidn de la flora
microbiana presente en el tracto gastrointestinal (TGI), fundamentalmente de la beneficiosa
con el objetivo de estudiar y disefiar biopreparados probiéticos, asi como determinar todas
las medidas zootécnicas, clinicas y epizootioldgicas para el cuidado y proteccion de este
micro ecosistema intrinseco (MEI) en nuestros animales de interés productivo, asi como en
el hombre.

Estudios efectuados durante los Ultimos 50 afios (Vandelle et al. 1990; Gedek, 1991;
Mulder 1996, Piad 2001) han demostrado que la biota intestinal en los animales de granja
esta constituida por tres grandes grupos de microorganismos: la llamada Biota principal,
constituida por mas del 90% del total de microorganismos, principalmente por anaerobios
estrictos u obligados; entre los que se encuentran las bacterias formadoras de acido lactico
(BAL) (lactobacilos, bifidobacterias y estreptococos) y las bacterias formadoras de acidos



grasos (bacteroides y eubacterias); la Biota secundaria, que constituye menos del 1% Yy esta
conformada principalmente por anaerobios facultativos (enterobacterias: principalmente E.
coli y Enterococcus spp.) y la Biota residual, que constituye menos del 0.001% y esta
integrada por clostridium, proteus, estafilococos, pseudomonas y levaduras como las
Candida spp., asi como por otras especies patdgenas o facultativamente patdgenas.

En el procesamiento y elaboracion de piensos para la nutricion porcina, con tecnologia y
productos cubanos o con subproductos de importacién, no se administran probi6ticos de
forma masiva ni extensiva. Entre las causas fundamentales de este proceder se encuentran:
la no existencia de productos probidticos basados en BAL aisladas directamente del TGI de
cerdos, que sean de factura nacional y posean efectividad y factibilidad probada. Dicho
fendbmeno se encuentra antecedido por la carencia de estudios existentes sobre los
microorganismos beneficiosos del sistema digestivo del cerdo, por tanto, no existe, en
Cuba, un cepario clasificado (como base fundamental) de microorganismos con
potencialidad probidtica que permita desencadenar procesos investigativos en dicha linea.
Esto ha provocado que, en determinadas ocasiones, se importen niveles de probidticos o
tecnologias (ejemplo: SORBIAL) a precios sumamente altos.

Algunos investigadores cubanos pertenecientes al Instituto de Ciencia Animal (ICA),
Instituto de Investigaciones Porcinas (1IP), Universidad de Matanzas, Centro de Estudios
Biotecnoldgicos (CEBIO), Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA), el
Institto Cubano de Investigacion de la Cafia de Azicar (ICIDCA) y la Estacion
Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey (EEPFIH) han demostrado la importancia
de la aplicacion y suplementacion de probioticos en la salud y produccion animal. Para ello
se ha trabajado en su mayoria con productos importados o no provenientes del propio tracto
digestivo de animales tropicalizados e incluso con cepas provenientes de ceparios, lo cual
dificulta su factibilidad econdémica y aplicabilidad funcional en términos de factibilidad
practica. Permitiendo obtener resultados alentadores pero que no muestran todo el potencial
existente en la isla.

En Cuba se realizan grandes esfuerzos por incrementar los niveles productivos en la rama
animal, siendo este un sensible renglén econdmico de real importancia para la poblacion,
no sélo por los niveles de proteina que aporta la carne, sino también como parte de la
cultura y los habitos alimentarios de nuestra poblacion. “No es posible aspirar a tener
producciones eficientes y cuantiosas si no se introducen sistematicamente los avances
tecnologicos y se aplican los resultados de las investigaciones de avanzada sobre la
nutricion y salud animal”.

El uso de los probidticos se ha propuesto recientemente como una alternativa al empleo de
los antibidticos. Estos Ultimos constituyen el método usual para eliminar microorganismos
indeseables que afectan la salud animal y humana; sin embargo, su uso extensivo e
indiscriminado ha provocado el desarrollo de cepas patogenas resistentes. La industria
farmacéutica no es capaz de desarrollar antibidticos efectivos en un grado suficiente como
para competir con el incremento sostenido de la resistencia microbiana. Ademas, durante la
cria y explotacién porcina se incurre en altos costos por la utilizacion de antibioticos, que
no solo deben ser analizados desde el punto de vista econdmico, pues se debe tener en



cuenta que su empleo dafia en gran medida la flora protectora de los animales y por tanto,
predispone a enfermedades ulteriores.

Existen diferencias palpables y apreciadas entre probidticos y antibidticos. Desde su
principio preventivo de utilidad con respecto a su utilidad terapéutica. La terapia basada en
el uso de probioticos tienes sus ventajas y debilidades al igual que la terapia basada en
antibidticos. El conocimiento cientifico-practico de los especialistas radica en conocer el
momento en que resulte mas beneficioso el empleo de una u otra de estas terapias o de
ambas inclusive. Para los productores debe resultar mas importante evitar que sus animales
enfermen por trastornos previsibles, mediante el suministro profilactico de probidticos, que
incurrir imperiosamente en gastos terapéuticos por concepto de antibioterapia. Teniendo en
cuenta lo antes planteado, el objetivo del presente trabajo es obtener, aislar e identificar
bacterias acido lacticas del tracto gastrointestinal y las heces fecales de cerdos saludables
para estudios posteriores como candidatos a probidticos de factura nacional, asi como
presentar algunos resultados preliminares de este proceder.

Desarrollo

Algunos aspectos de la microbiologia del TGI del cerdo y de las afectaciones mas
frecuentes en la cadena productiva.

Hasta el momento de nacer, el aparato digestivo del feto de los mamiferos o del embrion de
las aves es estéril. La colonizacion microbiana, sin embargo, es extremadamente precoz y
rapida alcanzando cifras proximas a los 1010 microorganismos por gramo de heces a partir
de las 48 horas del nacimiento.

Un 20% de esta biomasa microbiana permanece sin identificar, y aun cuando las bacterias
estan representadas fundamentalmente por enterobacterias y anaerobios (facultativos y
estrictos) las variaciones entre las especies animales son muy amplias. Asi, por ejemplo, el
intestino de los gazapos (conejos) carece de lactobacilos en las primeras semanas de edad
segun investigaciones efectuadas por (Salminen, etal 1996).

En un esfuerzo de simplificacion, las diferentes poblaciones bacterianas del tracto digestivo
pueden clasificarse en bacterias "beneficiosas”, entre las que destacan los lactobacilos y las
bifidobacterias, y "perjudiciales” donde encontramos a los coliformes, las salmonellas y las
campylobacter (Gibson 2000). Las primeras son aquellas a ocupar micro nichos en el
intestino y competir con las bacterias o actividades microbianas mas negativas.

En condiciones normales, la poblacion microbiana de un animal sano es relativamente
estable sin embargo, variaciones en las condiciones ambientales (mayor o menor carga
microbiana en el medio, cambios de temperatura ambiente, stress) o en la caracteristicas de
la dieta, en particular en lo que se refiere tanto a la carga microbiana del pienso como a su
resistencia a la digestion enzimatica puede determinar cambios en la actividad microbiana
del tracto digestivo, y en el riesgo de sufrir alteraciones digestivas. Estas alteraciones
ademas suelen ser diferentes, dependiendo del estado sanitario inicial de los animales
(Zhou et al, 2005).



Las afectaciones de la biota intestinal que mas inciden en los indicadores productivos estan
en crias y destetes porcinos como consecuencia de factores estresantes y otras causas que
pueden interferir en el establecimiento de una biota gastrointestinal normal y alterar su
equilibrio (Carvajal 2002; Vandelle et al. 1990). El desequilibrio normal de esta,
ocasionaria una mayor incidencia de enfermedades y una disminucién de los niveles de
produccion esperados (Alvarez y Oberhelman 2001; Mosson 2001; Swientek 2003).

Los problemas entéricos, especialmente en las crias, son de las principales causas de
pérdidas econdmicas en la industria porcina, cunicula, bovina, avicola y ganadera en
general. La totalidad de las granjas productivas utilizan antibidticos de manera terapéutica
y sub terapéutica para controlar estos problemas, pero se debe incidir en la busqueda de
otros aditivos, que ofrezcan mejores o similares beneficios que los antibidticos y que a su
vez no sean perjudiciales para los animales ni el hombre (Choct, 2001).

La soluciobn mas adecuada para asegurar el rendimiento de la alimentacion, con la
consecuente ganancia de peso y aumento de la inmunologia natural del animal, es la
prevencion de las variaciones de la biota, asegurando la presencia de un ndmero suficiente
de bacterias beneficiosas, capaces de dominar el medio e inhibir el desarrollo de los
patdgenos. Una biota bacteriana uniforme y sana en el intestino, garantiza el Optimo
aprovechamiento de las mezclas correctamente balanceadas para la alimentacion animal.
Variaciones en la calidad de la biota intestinal pueden producir variaciones en el indice de
conversion de hasta el 10% (Choct, 2001).

Las crias al nacer, quedan expuestos a la accion de los microorganismos presentes en el
ambiente que les rodea y ademas, entran en contacto con las heces maternas, las cuales
contienen bacterias que colonizan su tracto digestivo. Estas bacterias buscan un nicho
adecuado, en el que compiten e interaccionan entre si, constituyendo finalmente una
poblacion relativamente estable y compleja que representa la biota intestinal normal. No
obstante la estabilidad de la biota intestinal en monogastricos (aves, cerdos) puede ser
alterada por cambios dietéticos o ambientales importantes (Ramirez et al 2005).

Las enfermedades relacionadas con la nutricion son muchas y en ocasiones transcurren
sutilmente. Estan pueden estar causadas por carencias, desequilibrios de los nutrientes, o
defectos en la asimilacién de los productos que se originan como resultados de la digestion
0 del metabolismo o por intoxicaciones. Segun se establecen normas de profilaxis sanitarias
que combate a los gérmenes en el medio exterior y crean mecanismos contra la
contaminacion y la profilaxis médica que combate a los gérmenes en el propio organismo
animal, utilizando los mecanismos de autodefensa; también deben establecerse normas
alimentarias para evitar lo mas posible la entrada de enfermedades “por la boca” o sea,
derivadas de la nutricion (Alonso et al, 2004).

La alimentacion, es uno de los principales factores que determinan el comportamiento
productivo del cerdo y requiere del 60-70 % del costo total de produccion. Es también
compartido el criterio de los animales en ceba (cerdo, bovinos, equinos, bufalino) deben ser
criados y alimentados con la maxima intensidad posible a fin de poder aprovechar su alto
potencial biolégico para consumir los alimentos y transformarlos en productos (tiles y
deseados por el hombre (Alonso et al , 2004).



La importancia de esta entidad estd determinada principalmente por las pérdidas
econémicas que son cuantiosas, pérdidas por muerte o sacrificios de animales, disminucion
de la ganancia en peso y la conversion, pérdidas de gastos de medicamentos, atencion
veterinaria, medidas de lucha y control, vacunacion y el aumento de la susceptibilidad a
otras infecciones

Algunos comentarios sobre el uso de probioticos en la crianza porcina.

Segin (Goldin y Gorbach 1992) durante la etapa de cria y las primeras semanas post-
destete es donde ocurren en la produccion porcina las mayores pérdidas como consecuencia
de factores estresantes, con un promedio de pérdida del 10 al 25% de las crias,
interviniendo estos factores en el establecimiento de una biota gastrointestinal normal y a la
vez alteran su equilibrio, entre otros efecto (Ouwehand et al, 1999).

(Dunne et al 2001) refieren que estos a su vez ocasionan mayor incidencia de enfermedades
y mortalidad asi como una disminucién de los niveles de produccion esperados.

Los cerditos en los primeros dias nacidos y jovenes son mas susceptibles a sufrir estres que
aquellos gque se encuentran proximo al destete debido entre otras cosas a que su TGI es
estéril al nacimiento, presentan una falta de capacidad adecuada para la acidificacion
(produccion de HCI) en el estémago (Nousian, 2000).

(Schrezenmeir 'y Vrese 2001) describe que nacen aganmaglobulinémicos y tienen poco
desarrollo de su mecanismo termorregulador y enzimatico en el sistema digestivo hasta que
no transcurran varios dias de nacidos.

Estudios llevados a cabo por (Kristo et al. 2003) ponen de manifiesto que el aporte de un
suplemento probiodtico (Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis) a las cerdas gestantes dos
semanas antes del parto y durante la lactacion puede reducir la mortalidad predestete,
logrando ademéas una mejora en la funcionalidad intestinal de los lechones, lo que repercute
en un mayor peso al destete, en torno al 7%. Los microorganismos probidticos son
trasferidos de la cerda a la camada justo después del parto, produciéndose la colonizacion
del tracto gastrointestinal con una biota estable que se mantiene con el contacto continuo de
los lechones con las heces de la madre.

(Roberfroid 2000; Rosmini et al. 2004) utilizaron dos métodos de suministro de un
probidtico a base de L. acidophilus y Streptococcus thermophilus a crias porcinas, uno fue
aplicandolo a las crias por via oral 5 ml del producto (11,2 x 109 u.f.c/ml) al nacimiento, 3
y 7 dias de edad y a partir de los 14 dias se le afiadid al pienso en una proporcion de 3
ml/cerdito/dia hasta el destete y el otro se le administré a la cerda diez dias antes y 14
después del parto, a razon de 30 ml mezclado con el pienso. A partir de los 14 dias se les
suministré a la crias 3 ml diariamente hasta el final de la lactancia. Obtuvieron una mejora
significativa en el peso al destete (final), incremento en peso, GMD, conversion del pienso,
la morbilidad y la mortalidad por diarreas en los dos grupos tratados con relacion al control.

(Abad et al 1995) tras la administracion oral de Bifidobacterium pseudolongum y
Lactobacillus acidophilus a cerditos lograron una mejora significativa en la GMD durante
el periodo de lactancia y en el post destete, con relacion al grupo control. Estos mismos



autores demostraron un efecto méas evidente en el periodo de lactancia que en el post
destete, destacaron ademas que en condiciones de alimentacién sin antibidticos la
frecuencia de mortalidad de los cerditos decrecid marcadamente por la administracion de
probioticos.

(Piad 2001) al realizar la evaluacion de la actividad probidtica de un hidrolizado enzimatico
de crema de destileria (Saccharomyces cerevisiae) en pollitas de reemplazo de ponedora,
obtuvo un mejor comportamiento en todos los indicadores productivos evaluados para los
tratamientos con hidrolizado los que difirieron del control (P<0.001).

(Gonzalez 2005) Al evaluar la actividad probidtica de un aditivo a base de Lactobacillus
acidophylus y Lactobacillus rhamnosus en cerdos Jovenes a una concentracion de (109 ufc)
encontroO que los animales que consumieron el aditivo mostraron diferencias (P<0.001) en
los pesos al nacimiento, en la tasa de ganancia media diaria hasta los 33 dias (P < 0.01) y en
un mayor peso al destete (P < 0.01) con respecto al control.

La mortalidad en los cerditos lactantes es aproximadamente del 20% dado a su inmadurez
inmunologica (Steward, 2002). Un 41.5% de la mortalidad corresponde a enfermedades
diarreicas y de ellas un 25.5 ocasionadas por E. coli (Hoa et al, 2001).

Una de las vias para disminuir la mortalidad de los cerditos recién nacidos lo constituye el
uso de probiéticos en forma preventiva o profilactica. Se obtuvieron resultados alentadores
cuando se utilizd en una granja porcina una mezcla de Enterococcus faecium 'y
Lactobacillus acidophilus aislados de cerdo, se observd una diferencia en los parametros
zootécnicos estadisticamente significativa (p>0.05) en favor del grupo tratado (Casula y
Cutting, 2002).

Los preparados probidticos en la crianza porcina se pueden administrar inmediatamente
después del nacimiento de los cerditos, en periodos en que el productor espera la aparicion
de enfermedades (preventivo o curativo) o mezcladas con el alimento por largos periodos
de tiempo. Los microorganismos pueden ser ingeridos oralmente o mediante su adicion en
el agua o el alimento, el cual a su vez puede estar peletizado o molido. Las preparaciones
pueden administrarse heladas, liofilizadas, en forma de pastas (Nicholson et al. 2000), o
como productos de la fermentacion con o sin organismos viables (Oullivan, 2004).

La forma de presentacion dependerd de la conveniencia para su distribucion y
administracion, por ejemplo: si la actividad metabolica es necesaria para su accion efectiva,
los microorganismos deben permanecer viables o en algunos casos pudieran atravesar el
TGl sin necesidad de colonizarlo pero ejerciendo actividad inmunomoduladora o
simplemente activadora de la biota indigena presente, tal es el caso de los glucanos y
mananos provenientes de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Biricik, 2001) el cual tiene
efectos prebidticos tanto en monogastricos como en rumiantes. Los probidticos pueden ser
suministrados a los cerdos en diferentes edades en dependencia de su funcién o mecanismo
de accion. Suponiendo que la biota indigena normal del cerdo no ha sido establecida adn,
las preparaciones a partir de Lactobacillus spp. son muy adecuadas debido a que se iniciaria
la colonizacion secuencial natural del intestino



En lugares con alta incidencia de enfermedades diarreicas es apropiado introducir una cepa
probiotica tan pronto sea posible de forma tal que se garantice la colonizacién del intestino
con la cepa probidtica capaz de inhibir al patogeno. En cuanto a si se debe usar una sola
dosis 0 dosis continuadas se plantea que esto esta en dependencia de las caracteristicas y
mecanismos de accidon de la cepa a ser utilizada como probidtico. Analizando el estudio
realizado por Bomba (1998) si se desea que la accion sea la de producir metabolitos en el
tracto gastrointestinal a través de su paso por este sistema y no la capacidad de colonizar,
entonces es necesario el uso de dosis diarias continuadas. Sin embargo, si el mecanismo de
accion es el de facilitar la colonizacion del tracto por la presencia en la cepa de adhesinas
especificas, con dosis simples puede ser suficiente hasta que el cerdo sea expuesto a
condiciones de estrés que provoquen la pérdida de la cepa probibtica.

Las dosis terapéuticas mas frecuentemente empleadas en cerdos recién nacidos para inhibir
la adhesion de la Echerichia coli entero patogénica estdn sobre 109 a 1012
microorganismos por animal por dia o de 106 a 107 por gramo de alimento (Jin et al, 2000).
Cuando se precisa alcanzar un cierto nivel de bacterias en el intestino delgado, se debe
tener en cuenta la muerte en el estomago y la dilucién provocada por las enzimas digestivas
(Mosson, 2001).

Lo fundamental en las dosis es que el nimero de microorganismos administrado debe ser
suficiente para provocar una respuesta beneficiosa en el hospedero y encontrarse en un
nivel significativo con relacion a la biota indigena o alcanzar este nivel por crecimiento
dentro del tracto digestivo. Reflexionaremos que uno de los principales objetivos del uso de
probidticos es aumentar el crecimiento y la salud de los animales. Para ejercer algin efecto
beneficioso, las bacterias o posiblemente las sustancias activas deben alcanzar el sitio
adecuado, por lo que primero que todo ellas deben ser consumidas. Esto significa que las
preparaciones deben ser apetecibles o al menos no repulsivas al cerdo. Los cerdos son muy
sensibles al sabor y a la textura de sus alimentos (Neumann, 1998).

El otro menester importante es que la preparacion debe poseer microorganismos viables o
sustancias activas en cantidades suficientes. Una de las razones para el uso de las BAL
como probidticos es que son capaces de estabilizar la biota intestinal y competir con los
microorganismos patdgenos debido a la capacidad de producir acido Ilactico y por
consiguiente  facilitar un descenso del pH y un decrecimiento en el nimero de bacterias
patdgenas entéricas en el intestino delgado de los cerdos recién nacidos. (Piloto et al, 2000
y Swientek, 2003).

Aspectos sobre la toma de muestras, procesamiento y aislamiento de BAL del TGI de
cerdos.

En trabajos realizados por diferentes autores (Gomez y Graciela 2008) se plantea la
identificacion de las Bifidobacterium spp. y Lactobacillus spp. en el marco de la taxonomia
polifasica. Para ello se han utilizado métodos microbioldgicos convencionales tales como
el perfil de fermentacion de azlcares y metodos moleculares, perfil de proteinas totales
solubles y PCR. En algunos casos se han caracterizado dichas bacterias lacticas mediante
BOX-PCR.



(Sakata et al, 2003) realizd estudios demostrando los beneficios de la produccidn de acidos
organicos de muchas bacterias pertenecientes a las BAL las cuales podemos encontrar a
nivel intestinal adheridas en la mucina presente en la mucosa entérica. He ahi la necesidad
efectuar raspados de esta para obtener la biota mejor adaptada a este nivel.

En trabajos realizados por (Quiles y Hevia 2003) en diferentes muestreos efectuados a
lechones al ler y 2do dia de nacido, demuestran que en el tubo digestivo del lechén en el
momento del nacimiento es generalmente estéril. Ambos investigadores plantean que
normalmente, los lechones se encuentran estériles o exentos de microorganismos en el
Utero de la cerda aunque algunos patdgenos pueden infectar a los lechones en el (tero
materno. Ahora bien, pasadas algunas horas ya podemos encontrar colonias de bacterias en
el lechon procedentes bien de la propia cerda (fundamentalmente a partir de las heces y del
canal del parto y del pezon) o bien de la sala de partos, de tal manera que, a las 12 horas de
vida, ya podemos detectar en las heces de los lechones una cifra de 108-109 bacterias/g de
heces, en conteos de colonias efectuados en diferentes tiempos con diluciones seriadas de
10-1 hasta 10-12. Estas bacterias buscan el nicho méas adecuado, donde compiten e
interaccionan entre si, constituyendo finalmente una poblacion relativamente estable y
compleja que representa a la biota intestinal indigena (o sapréfita) la cual comienza a
establecerse a partir del ler dia de nacido.

Se pudo constatar por (Quiles y Hevia 2003) y (Yang et al 2003) que las primeras bacterias
en colonizar el tubo digestivo son cepas no patogenas de Escherichia coli, Clostridium
welchii, Streptococcus faecium, lactobacilos como el Lactobacillus acidophylus vy
Bacteroide spp., estos ultimos son los més numerosos del intestino grueso a partir del 2°
dia, junto con Eubacterium spp., Bifidobacterium spp., Propionibacterium spp.,
Fusobacterium spp. y Clostridium spp., por el contrario, los lactobacilos son los méas
numerosos en el estomago y en el intestino delgado. La toma de muestras se efectud en
dichos estudios a partir de heces directas y contenido intestinal en crias libres de
antibiéticos y clinicamente sanas.

La colonizacion de bacterias como lactobacilos y estreptococos (Lactobacillus fermentum y
Streptococcus salivarius) en el estdbmago estd controlada por la secrecion de 4&cido
clorhidrico, manteniendo un pH relativamente bajo. Por eso, esta colonizacion en el lechdn
lactante tarda un poco en llevarse a cabo, aunque la produccion de &cido lactico por parte
de algunas bacterias puede contribuir a mantener este pH bajo. En el intestino delgado del
lechon lactante se piensa que existen diferentes mecanismos de adhesion de la microbiota
pues se han observado lactobacilos adheridos a células epiteliales e intestinales.

(Schierack et al 2007) aislaron de lechones a las 24, 48 y 72 horas de nacidos hasta el
destete una biota variable principalmente de la familia enterobacteriaceae existiendo
diferencias considerables en los diferentes segmentos entre la bacterias pertenecientes al
grupo de la Echerichia coli, Enterobacter cloacae , Citrobacter freundii y Kilebsiella
pneumoniae siendo en todos los casos la biota dominante a las pertenecientes a la familia
de las enterobacteriaceae sin embargo muchos de las bacterias adheridas a la mucosa de la
familia asociadas a la mucosa no fueron detectadas ni identificadas.



Comentarios sobre la metodologia para la identificacion de cepas de BAL. La reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y la identificacion bioquimica mediante Test API. Aspectos
generales sobre las técnicas.

(Dieffenbach y Dveksler, 1995), describen que la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) fue desarrollada por Kary Mullis a mediados de los afios 80. Con esta metodologia
se pueden producir en el laboratorio multiples copias de un fragmento de DNA especifico,
incluso en presencia de millones de otras moléculas de DNA. Se basa en la actividad de la
enzima DNA polimerasa que es capaz de fabricar una cadena de DNA complementaria a
otra ya existente. Sus Unicos requerimientos son que existan nucledtidos en el medio
(adenina, timina, citosina y guanina), que son los componentes de la cadena de DNA, y una
pequefia cadena de DNA (oligonucleotido) que pueda unirse a la molécula que queremos
copiar para que sirva como cebador, (Miot-Sertie y Lonvaud-Funel 2006; Rdder et al. 2007;
Stender et al. 2001).

(Ballester et al. 2005) y (Guillamén et al. 1998) describen que la PCR se desarrolla en tres
pasos. El primero es la separacion de las dos cadenas que forman la molécula de DNA que
se quiere amplificar, para lo cual se debe calentar el DNA a una temperatura de 95-96 °C.
Cada una de estas cadenas actuara como molde para fabricar su complementaria. A
continuacion se baja la temperatura para conseguir que cada cebador se una a su region
complementaria dentro de la cadena de DNA. El Ultimo paso consiste en la generacion de la
cadena de DNA complementaria por accion de la DNA polimerasa. El problema con el que
se encontraron los cientificos que idearon esta técnica es que resulta preciso aumentar la
temperatura de la mezcla de reaccion hasta valores por encima de los 70°C para que las dos
cadenas de DNA se mantengan separadas. A estas temperaturas tan elevadas la DNA
polimerasa se inactivaba y era preciso afiadirla de nuevo en cada ciclo.

Esto fue asi hasta que se descubrid la bacteria Thermus aquaticus que vive en aguas
termales y cuya DNA polimerasa (Taq polimerasa) es capaz de trabajar a temperaturas
superiores a los 70°C. De esta manera solo hay que afiadir la enzima al inicio del proceso
de reaccion y llevar a cabo tantos ciclos como sea necesario. Cada una de las moléculas de
DNA hijas pueden volver a entrar en el proceso y servir como molde para fabricar mas
copias (Newton y Graham, 1994). Se consigue una amplificacion de 2n, siendo n el nimero
de ciclos de reaccion (ver la figura # 2).

Figura 2 Esquema ilustrado de los ciclos efectuados por el termociclador en la PCR
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Tomado de Galvan et al (2009)

(Galvan et al 2009; Mills y Phister 2003) esbozan que la PCR es una técnica altamente
compleja que permite diferentes aplicaciones, entre ellas:

Simplifica sobremanera muchos experimentos de ingenieria genética
Permite muchos estudios de expresion genética

Secuenciacion directa de secuencias amplificadas

Deteccion de mutaciones

Diagnosticos de enfermedades genéticas e infecciosas

En ciencia forense: identificacion de restos bioldgicos, determinacién de paternidad,
pruebas periciales en criminologia, en arqueologia y paleontologia.

En microbiologia permite la identificacion de bacterias con una precision superior al 99%
siempre y cuando se cumplas las normas establecidas y procedimientos para dicha
tecnologia.

(Griffiths et al 1996) expone que al aplicar un campo eléctrico a una solucion de moléculas
con carga neta, éstas se desplazaran hacia el polo contrario a su carga. En este principio se
basa la técnica denominada electroforesis y el desplazamiento de la molécula en cuestion
depende de dos factores: la carga y el tamafio. La electroforesis en gel es una técnica muy
utilizada para separar moléculas o fragmentos de moléculas de é&cidos nucleicos. Los
materiales mas comunes para separar moléculas de acidos nucleicos son polimeros como la
poliacrilamida y la agarosa. Estos geles van en una cuba, sumergidos en un tampon, con pH
superior a 8. De esta forma, las moléculas de DNA o RNA sometidas a electroforesis se
desplazaran al polo positivo, porque poseen carga neta negativa a valores de pH superiores
a5, (Antonishyn et al. 2007; Rdder, 2007; Stender et al. 2001)

(Gonzalo 2009), subraya que los marcadores moleculares son biomoléculas que se pueden
relacionar con un rasgo genético. Las biomoléculas que pueden ser marcadores moleculares
son las proteinas (antigenos e isoenzimas) y el DNA (genes conocidos o fragmentos de
secuencia y funcion desconocida). Cuando varios marcadores moleculares se asocian
inequivocamente con un rasgo genético, se dice que forman un QTL (loci de rasgos
cuantitativos o cuantificables). Un marcador molecular mono morfico es invariable en
todos los organismo estudiados, pero cuando presenta diferencias en el peso molecular,
actividad enzimatica, estructura, o sitios de restriccion, se dice que es polimorfico. A veces
el grado de variacion es tal que se denominan hipervariable.

Los primeros marcadores desarrollados a finales de los 70 se basaron en la identificacion de
proteinas e isoenzimas por electroforesis en geles de almidon o poliacrilamida. Con ellos se
abrié el conocimiento de la estructura y heterogeneidad genética entre diferentes especies,
variedades, y poblaciones de distinto origen geografico. Pero esta técnica tenia una
limitacion muy importante: no era capaz de detectar suficiente polimorfismo entre



variedades o especies proximas debido a que las proteinas son el resultado de la expresion
génica, que puede ser distinta de unos tejidos a otros, de una etapa de desarrollo a otra, de
un medio ambiente a otro, y de una época del afio a otra. Los avances de la tecnologia del
DNA recombinante han permitido el desarrollo de los marcadores moleculares basados en
el DNA, consiguiendo estabilidad en la identificacion de especies y variedades, (Gonzalo
2009).

(Erlich 1989; Ibeas et al. 1996) plantearon que cuando la electroforesis se realiza en un gel,
éste se comporta como un tamiz molecular y permite separar moléculas cargadas basandose
en su tamafio y forma. Asi una mezcla de moléculas de DNA de diferente tamafio, que
pueden resultar de una reaccién con enzimas de restriccion, se separard en funcion de aquel.
(Egli et al. 2001) y (Cocolin et al. 2004) plantearon que es importante el empleo de un
marcador de tamafio conocido porque permite calcular la masa molecular de las bandas de
DNA.

Conclusiones

Se demuestra la presencia de una flora lactica diversa en el intestino y las heces fecales de
cerdos saludables, que puede ser considerada de utilidad para estudios posteriores como
candidatos a probioticos. Se identifican como los géneros mas frecuentes en el tracto
digestivo y las heces fecales de cerdos saludables a los Lactobacillus spp., Enterococcus
spp. y Streptococcus spp. , siendo los primeros predominantes en las literaturas
consultadas. Sera necesario el estudio, aislamiento e identificacion de bacterias acido
lacticas del intestino de cerdos cubanos adaptados a nuestro ecosistema agro productivo con
el objetivo de obtener cepas autdctonas que brinden mejores resultados como candidatos a
probidticos de factura nacional.
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