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Sucesion bacteriana del tracto digestivo del lechdn alimentado
con ensilado biologico

Bacterial succession of the digestive tract of a piglet fed with biological silage

Héctor Sanchez Suarez'?, Fredy Fabian Dominguez', Gloria Ochoa Mogollon',
Rubén Alfaro Aguilera’

RESUMEN

Se evaludé mediante andlisis metagenémico la composicién y abundancia de la
microbiota bacteriana en tres porciones del tracto gastrointestinal de un lechon, en el
alimento balanceado y en ensilados bioldgicos preparados con residuos de origen
acuicola. Se extrajo el ADN de las muestras y se procedi6 con la secuenciacion. La mayor
diversidad bacteriana estuvo en el alimento balanceado (44.7%), predominando
Candidatus phytoplasma surgarcane. En el ensilado biolégico predominaron las espe-
cies Lactobacillus caseiy Lactococcus lactis. La diversidad existente fue similar entre el
ensilado y el alimento. Se encontré similitudes entre las bacterias de las tres regiones
gastrointestinales (L. ultunensis, Selenomonas bovis, Prevotella copri, Enterococcus
lactis y Campylobacter sp). En el estomago hubo predominio de Helicobacter rappini
y Campylobacter coli, en intestino delgado Selenomonas bovis y Lactobacillus
ultunensis y en el recto (heces) predominio de Lactobacillus ultunensis y Prevotella
copri.
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The composition and abundance of the bacterial microbiota in three portions of the
gastrointestinal tract of a piglet, in the balanced feed and in biological ensilages prepared
with residues of aquaculture origin were evaluated by metagenomic analysis. The DNA
of the samples was extracted, and sequenced. The greatest bacterial diversity was in the
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balanced feed (44.7%), with the predominance of Candidatus phytoplasma surgarcane.
In the biological silage predominated Lactobacillus casei and Lactococcus lactis. The
existing diversity was similar between silage and the concentrate feed. Similarities were
found between the bacteria of the three gastrointestinal regions (L. ultunensis,
Selenomonas bovis, Prevotella copri, Enterococcus lactis y Campylobacter sp). In the
stomach predominated Helicobacter rappini and Campylobacter coli, in the small
intestine Selenomonas bovis and Lactobacillus ultunensis and in the rectum (faeces)
Lactobacillus ultunensis and Prevotella copri.

Key words: metagenomics; biological silage; lactobacilli; bacterial succession

INTRODUCCION

El tracto digestivo se coloniza de bacte-
rias a partir del nacimiento del animal, y pro-
gresa dependiendo de su ambiente de desa-
rrollo y fuente de alimentacion (De Lange et
al.,2010). Posteriormente, estas bacterias se
naturalizan, se hacen facultativas y perma-
nentes o se mantienen durante un determina-
do tiempo de la vida del animal, segtn la re-
gion del tracto intestinal (Fraune y Bosch,
2010; Slifierz et al., 2015). Esta colonizacion
tiene un gran impacto en el estado de salud
de los animales, donde ayuda, ademas, a la
maduracion del tracto gastrointestinal y cum-
ple un rol importante en el sistema
inmunolégico (Gardiner ef al., 2004; Rosmini
et al., 2004; Round y Mazmanian, 2009;
Chow et al., 2010; Gebert et al., 2011); ge-
nerando adicionalmente procesos de exclu-
sion competitiva frente a patdogenos y, por otro
lado, convierten sustancias no digeribles en
componentes digestibles que benefician al
huésped (Guarner 2007; Ley et al., 2008).

Estudios realizados por Frese et al.
(2015), muestran que las comunidades
microbianas en lechones lactantes hasta los
21 dias de edad son relativamente estables a
nivel de familia, siendo mas abundantes las
poblaciones de Bacteroidaceae, Clostri-
diaceae, Lachnospiraceae, Lactobacillaceae
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y Enterobacteriaceae. A partir del dia 28, las
poblaciones de Bacteroides y Enterobac-
teriaceae declinan e incrementan las pobla-
ciones de Lactobacillaceae, Ruminococca-
ceae, Veillonellaceae y Preotellaceae (Koenig
et al., 2011). Por otro lado, cuando ocurren
casos de cuadros patoldgicos como diarrea
porcina, la diversidad microbiana es afecta-
da, disminuyendo las bacterias correspondien-
tes al Phyla Actinobacteria y Firmicutes,
mientras que aquellas del género Entero-
coccus y bacterias de la familia Enterobac-
teriaceae son mas abundante (Hermann-
Bank et al., 2015; Klose et al., 2010).

La metagendmica permite analizar hasta
un 99% la informacion genética de la gran
mayoria de microorganismos que no son cul-
tivables en condiciones de laboratorio (Villamil,
2016). Asi mismo, permite estudiar un nicho
en particular, conocer qué tipo de bacterias
coloniza en determinado ambiente y propor-
ciona informacion para poder asociar activi-
dades microbianas a ciertas poblaciones
(Castillo y Guzman, 2017)

La presente investigacion permitio eva-
luar, mediante metagendmica, la composicion
y abundancia de la microbiota bacteriana en
varias porciones del tracto gastrointestinal de
lechones, asociado con el aporte microbiano
del alimento balanceado estandar y la utiliza-
cion de ensilados bioldgicos preparados con
residuos de origen acuicola.
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MATERIALES Y METODOS

De la granja porcina del Centro Pecua-
rio de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional de Tumbes, se selec-
ciono6 al azar un lechdn cruzado, madre
Landrace x Pietrain y padre Yorshire, de 28
dias de edad, siete dias de haber sido
destetado, en buen estado de salud y peso. El
animal comenz6 a recibir concentrado ad
libitum siete dias antes del destete. El ali-
mento era preparado en granja utilizando
como base maiz, soyay polvillo de arroz (Cua-
dro 1), cuyo contenido proteico fue de 18%
teorico (15.2% analizado). Ademas, se incor-
por6 15% adicional de ensilado biologico de
residuos del procesamiento de langostino, fer-
mentado con Lactobacillus brevis nativo.

En la obtencion del ensilado bioldgico
cocido (E2) se utilizé como materia prima la
cabeza de langostino. Para disminuir la car-
ga microbiana se pas6 por un hervor hasta
cambio de color (5 a 10 min), se mezcld se-
gun tratamientos 70% del residuo cocinado
(langostino) como sustrato, 25% de melaza o
polvillo de arroz 'y 5% de leche con el inoculo
bacteriano preparado (Lactobacillus brevis
nativo), 0.1 ml/l leche. La mezcla total se co-
locd en depositos plasticos de 200 L de capa-
cidad, tapandose herméticamente, dejando un
25% de espacio libre entre el producto y la
tapa.

Para el andlisis bromatologico se colec-
t6 100 g del ensilado E2 y de la dieta, y se
remitio al Laboratorio de Evaluacion
Nutricional de Alimentos (LENA) de la Uni-
versidad Agraria La Molina (UNALM) (Cua-
dro 2). Para los fines del estudio, se considero
como ensilado E1 el ensilado bioldgico crudo.

El lechon fue anestesiado con ketamina,
en dosis 3 mg/kg de peso vivo, via i.v., para
realizar una laparotomia. Se tomaron mues-
tras de mucosa y contenido del estdbmago,
intestino delgado, recto (heces) con hisopos
estériles. De igual manera, se colectaron
muestras de ensilado biologico y alimento
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Cuadro 1. Insumos de dieta utilizada en la
alimentacion de lechones

Ingredientes kg
Grano de maiz 39.24
Harina de algodon 3.00
Aceite 0.50
Polvillo de arroz 23.71
H. de soja 48% 16.50
H. de pescado, AAFCO 5.00
Concha de ostra 1.00
Sal comun 0.50
Premezcla vitaminica 0.05
Premezcla mineral 0.50
Melaza de cafia 10.00
Ensilado residuo langostino

E) & 15.00
Total 115.0

Contenido de proteina 15.22%, segun el
Laboratorio de Evaluacion Nutricional de
Alimentos (LENA) de la Universidad Nacional
Agraria La Molina (UNALM)

Cuadro 2. Contenido nutricional del
ensilado experimental E2

Nutriente Contenido
Humedad (%) 61.12
Proteina (%) 42.86
Grasa (%) 8.36
Fibra (%) 12.42
Cenizas (%) 15.05
ELN (%) 12.72

Fuente: Laboratorio de Evaluacidn Nutricional
de Alimentos (LENA), Universidad Agraria La
Molina (UNALM)

balanceado. Todas las muestras fueron tras-
ladadas en cadena de frio hasta las instala-
ciones de Inca Biotec S.A.C. (Tumbes), para
la extraccion del ADN metagenomico.

El ADN metagendmico de las muestras
fue extraido con PowerSoil™ DNA Isolation-
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Figura 1. Abundancia de especies bacterianas (%) en tres matrices biologicas en el lechon
(contenido estomacal, intestinal y rectal), en el concentrado, ensilado biologico E1
(residuo crudo) y E2 (residuo precocido).

Kit (MO BIO Laboratories), siguiendo las
recomendaciones del fabricante, incluido en
el protocolo del laboratorio INCABiotec
(Pert). La presencia del ADN extraido fue
verificada en geles de agarosa al 1%, tefiido
con bromuro de etidio (0.5 g/ml) y por
electroforesis en buffer TAE 1X. Las mues-
tras de ADN fueron remitidas a Mr. DNA
Lab. (Molecular Research LP, EEUU), para
la secuenciacion de metagenomas (Meta-
genomic Shotgun Sequencing) (16S rRNA
Sequencing) mediante la tecnologia Diversity
Assay bTEFAP® Illumina (Dowd et al.,
2008). Los resultados fueron procesados en
una hoja Excel, obteniéndose graficos de
porcentaje de abundancia y diversidad.

RESULTADOS

Se evaluaron seis matrices biologicas,
identificandose especies bacterianas cultiva-
bles, no cultivables ¢ incluso aquellas que aun
no han sido caracterizadas. El mayor niime-
ro de especies bacterianas identificadas co-
rrespondié a la muestra de alimento balan-
ceado (685 bacterias, 44.7%). Por otro lado,
la menor cantidad de cepas identificadas
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correspondieron a las muestras de ensilados
bioldgicos (E1 y E2) (Figura 1).

La composicion de la flora bacteriana
en las matrices en estudio fue variable, pre-
dominando Candidatus phytoplasma
Sugarcane (35% de abundancia) en el ali-
mento balanceado y Lactobacillus casei y
Lactococcus lactis (32 y 42%, respectiva-
mente) en los ensilados E1 (con residuos cru-
dos) y E2 (con residuos precocidos). Por otro
lado, en el tracto digestivo se obtuvo
Helicobacter rappini y Campylobacter coli
con mayor abundancia en el estomago,
Selenomonas bovis y Lactobacillus
ultunensis en el intestino delgado y
Lactobacillus ultunensis y Prevotella copri
en el recto (heces) (Cuadro 2).

En los ensilados biologicos se observo
la predominancia de bacterias del género
Lactobacillus (L. casei) y Lactococcus (L.
lactis). Comparando el ensilado E2 con el
alimento balanceado, existe similitud de es-
pecies bacterianas, entre ellas L. pontis y
Enterococcus faecalis. Por otro lado, aun
cuando el ensilado biologico aporta diferen-
tes especies de bacterias del género Lacto-
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Figura 2. Composicion de la flora bacteriana por las matrices biologica de los ensilados E1 (re-
siduo crudo) y E2 (residuo precocido), del alimento balanceado, y de los contenidos
estomacal, intestinal y del recto (heces) de un lechon

bacillus, estas no son predominantes en el
tracto gastrointestinal del lechon. Asi tene-
mos, que L. ultunensis, ademas de
Selenomonas bovis, Prevotella copri,
Enterococcus lactis y Campylobacter spp
predominan en estdmago, intestino delgado y
recto (heces) (Cuadro 3).
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DiscusioN

Los estudios de la microflora bacteriana
en animales de cria se enfocan principalmente
en la evaluacion de bacterias cultivables en
medios de cultivo generales y especificos
(Deusch et al., 2015). Sin embargo, actual-
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Cuadro 3. Sucesion de poblaciones bacterianas en las matrices bioldgica de los ensilados E1
(residuo crudo) y E2 (residuo precocido), del alimento balanceado, y de los
contenidos estomacal, intestinal y del recto (heces) de un lechén

Poblacion bacteriana Ens111ad0 En5121ado Alimento  Estomago Intestino Recto

Lactobacillus casei 32.1 15.3 - - - -
Enterococcus durans 13.3 2.0 - - - -
Lactococcus lactis 11.6 41.8 7.1 - - -
Enterococcus faecalis 8.8 -
Lactobacillus paracasei 6.9 3.6 - - - -
Enterococcus faecium 4.7 - - - - -
Enterococcus sp 3.7 - 1.8 - - -
Lactobacillus plantarum 3.2 4.2 - - - -
Enterococcus termitis 2.1 - - - - -
Lactobacillus reuteri 1.5 - - - - -
Lactobacillus sp 1.4 3.1 - - - -
Lactobacillus pontis 1.3 - 5.4 - - -
Clostridium perfringens 1.2 - - - - -
Enterococcus raffinosus 1.0 - - - - -
Lactobacillus brevis - 9.6 - - - -
Lactobacillus farciminis - 3.8 - - - -
Lactococcus sp - 6.4 - - - -
Lactococcus spp - 3.0 - - - -
Sporosarcina sp - - 1.2 - - -
Pantoea sp - - 1.3 - - -
Methylobacterium tardum - - 1.1 - - -
Kurthia gibsonii - - 1.4 - - -
Halospirulina spp - - 3.5 - - -
Candidatus Phytoplasma - - 35.1 1.1 - -
sugarcane
Bacillus sp - - 1.2 - - -
Acetobacter pasteurianus - - 2.0 - - -
Anaerovibrio spp - - - 3.0 5.5 -
Campylobacter coli - - - 319 - -
Campylobacter spp - - - 1.8 4.5 6.6
Helicobacter rappini - - - 37.4 - -
Lactobacillus ultunensis - - - 4.5 13.4 20.1
Prevotella copri - - - 3.2 54 9.7
Selenomonas bovis - - - 1.8 16.8 3.9
Mitsuokella multacida - - - - 5.1 3.2
Dialister succinatiphilus - - - - 4.2 3.0
Roseburia faecis - - - - 4.1 2.6
Megasphaera elsdenii - - - - 3.9 -
Roseburia intestinalis - - - - 3.5 -
Anaerovibrio sp - - - - 2.6 -
Oribacterium sp - - - - 2.4 -
Eubacterium ruminantium - - - - 2.3 3.0
Clostridium spp - - - - 2.1
Phascolarctobacterium - - - - 2.0 1.1
succinatutens
Eubacterium spp - - - -
Faecalibacterium prausnitzii - - - -
Mitsuokella jalaludinii - - - -
Ruminococcus sp - - - -
Prevotella brevis - - - - - 3
Prevotella spp - - - - - 1
Paraprevotella spp. - - - - - 1
1
1
1

Lactobacillus crispatus - - - - -
Succinivibrio spp - - - - -
Faecalibacterium spp - - - - -
Otras especies < 1% de 7.3 7.2 35.6 154 16.2 24
abundancia

Total 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
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mente existen técnicas moleculares como la
metagendmica que permiten conocer la di-
versidad y estimar la abundancia de
microorganismos, tanto cultivables como no
cultivables (Escobar-Zepeda et al., 2015). En
esta investigacion, se describen las especies
bacterianas relacionadas con el tracto intes-
tinal del lechén y su relacion con las proce-
dentes del alimento balanceado con ensilados
biologicos basados en la fermentacion gene-
rada por bacterias acido lacticas. Para esto,
Kenworthy y Crabb (1963) y Hong (2011)
refieren que la colonizacion bacteriana del
aparato gastrointestinal comienza al nacer,
cuando el lechon empieza a lactar, y esto esta
influenciado, ademas, por el ambiente, la
genética de los reproductores y el modo de
suministro del alimento balanceado.

Los resultados indican que el alimento
balanceado presenta una mayor diversidad
de bacterias, comparado con el ensilado y las
muestras de contenido intestinal. Esto se debe
posiblemente a la naturaleza y calidad de cada
uno de los componentes que integran el ali-
mento para animales, que incluye fuente de
glucidos (polvillo, nielen, melaza, maiz), pro-
teinas (torta de soya, pasta de algodon, hari-
na de pescado) y lipidos (aceite de pescado),
entre otros aditivos; que aportan
microorganismos de diversos origenes y en
diferentes proporciones. Knarreborg et al.
(2002) y Lamendela et al. (2011) mencionan
que el microbioma intestinal de los animales
estarelacionado, entre otros, con la dieta y la
calidad de los insumos utilizados en su prepa-
racion. Asi mismo, Scott ef al. (2013) indican
que la cantidad, tipo y balance de
micronutrientes principales de la dieta
(glucidos, proteinas y grasas) tienen un gran
impacto en la microbiota intestinal. Otros es-
tudios consideran que el balanceado para
animales no es el principal medio que aporta
la flora bacteriana al lechon, pues ademas
ocurre a través de la ingesta de las heces de
la madre, que dan un gran aporte de
microorganismos benéficos y hasta patdogenos
(Jensen, 1998).
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Los ensilados evaluados presentaron una
menor diversidad microbiana, debido posible-
mente al proceso fermentativo que requiere
este producto, el cual es selectivo para algu-
nas especies bacterianas microaerofilicas y
anaerobicas (Ridwan et al., 2015). Dentro
de estas, las bacterias de los géneros
Lactobacillus (Melgarejo y Velasquez, 2016)
y Clostridium presentes en este estudio, cuya
predominancia radica en L. lactis y L. casei.
Los estudios de Pérez et al. (2007) y Partanen
y Mroz (1999) demostraron que estas ulti-
mas especies producen metabolitos
antimicrobianos que pueden reemplazar a los
antibioticos utilizados en la dieta de lechones
destetados. Asimismo, L. lactis es utilizada
como bacteria recombinante que expresa el
factor de crecimiento epidermal porcino (LL-
PEGEF, por sus siglas en inglés) y es utilizado
de manera oral en lechones recién destetados,
para estimular el desarrollo intestinal, median-
te laregulacion positiva de la expresion génica
de las proteinas de integridad intestinal, las
enzimas digestivas y el transporte de
nutrientes (Xu et al., 2015).

Aun cuando los preparados de ensilados
bioldgicos se iniciaron a partir de ciertas es-
pecies del género Lactobacillus, se presen-
ta el crecimiento de otras especies
bacterianas con capacidad probidtica, las que
pueden provenir de los insumos utilizados para
su preparacion. Asi se tiene L. ultunensis,
que segun los resultados obtenidos predomi-
na principalmente en el intestino de los le-
chones, y no form¢ parte del indculo inicial
necesario para preparar el ensilado. L.
ultunensis ha sido aislada a partir de biopsias
de mucosa del estdbmago de humanos sanos
(Roos et al., 2005). En forma similar, tam-
bién ha sido aislada a partir de heces de cer-
dos y evaluada como posible especie
bacteriana con potencial probidtico en esta
especie de crianza (de Angelis et al., 20006).

En el tracto gastrointestinal del lechon,
especificamente en el estdmago, se obtuvo
predominancia de Helicobacter rappini.
Esta bacteria ha sido aislada principalmente
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en gatos, perros, ratones, ovejas y cerdos
(Whary y Fox, 2004). En humanos fue re-
portado en pacientes con inmunosupresion,
generando septicemia bacteriana y enteritis
(Tee et al., 2001). Por otro lado, la flora
bacteriana del tracto gastrointestinal es pre-
dominantemente Gram negativa, que incluye
a los géneros Selenomonas y Prevotella
como las frecuentemente aisladas a partir del
contenido intestinal de cerdos. Segun
Schaechter (2004), estas bacterias generan
un impacto significativo en el metabolismo
energético de los cerdos que consumen una
dieta rica en granos y fibras, y mejoran la
tasa de absorcion de acidos grasos volatiles
en el ciego y colon.

CONCLUSIONES

e  (Cadauno de los grupos bacterianos iden-
tificados es diverso y se encuentran en
diferentes proporciones, predominando
algunos grupos que permiten mejorar la
salud de los cerdos y ayudan al metabo-
lismo de los nutrientes, Por otro lado, al-
gunos de ellos pueden generar impacto
negativo en la cria de cerdos con la pro-
liferacion de enfermedades de origen
bacteriana.

e Se determind la presencia de
microrganismos propios en cada region
del tracto digestivo.

e Se encontraron bacterias de las mismas
especies en las tres regiones del tracto
digestivo, incluyendo algunas con capa-
cidad probiotica.

e Existe una abundante cantidad de lacto-
bacilos en el ensilado bioldgico de resi-
duos del procesamiento de langostino.
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