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INTRODUCCION

Una de las etapas de la vida del cerdo que mas problemas sanitarios plantea es el
destete. EI cambio de alimentacion junto al estrés que supone la separacion de la
madre, la mezcla y el cambio de alojamiento hacen que sea frecuente la aparicion de
diarreas ocasionadas por enterobacterias, entre las que destaca Escherichia coli.
Tradicionalmente para el control de las diarreas en esta fase se han venido utilizando
antibioticos en el pienso. Esta utilizacion habitual de antibiéticos ha generado la
aparicion de cepas resistentes y tiene ademas implicaciones negativas de distinto tipo
en la salud humana y animal. La Unién Europea viene promoviendo medidas
encaminadas a limitar todo lo posible la utilizacion de antibiodticos, prohibiendo su
utilizacion como promotores del crecimiento. Por ambos factores, es necesario buscar
alternativas al uso de antibioticos. Entre ellas esta el empleo de pro y prebibticos.

Los lechones recién nacidos tienen un sistema inmunitario ain muy inmaduro y no
desarrollan una respuesta inmunitaria local suficiente para proteger su intestino contra
los agentes patégenos. Por otra parte, el intestino es la via de infeccién de los agentes
causantes de diarreas. En las primeras semanas de vida y mientras su sistema
inmunitario va madurando, el lechon depende de la proteccion pasiva que le
proporcionan los anticuerpos presentes en el calostro y en la leche de la madre. En
estudios hechos en el hombre, se ha comprobado que la lecha materna trasfiere
células inmunitarias de la madre al recién nacido (Lawrence y Pane, 2007) y que es un
factor fundamental en el desarrollo y en la composicion de la microbiota intestinal del
neonato y una fuente de bacterias del acido lactico capaces de colonizar su intestino
(Martin et al. 2003; Martin et al. 2004). Recientemente se han aislado también
lactobacilos de leche de cerda y se han evaluado algunas de sus caracteristicas como
potenciales probioticos (Martin et al, 2009). No obstante, los estudios microbiolégicos
de la leche de cerda aun son escasos. Por ello el objetivo de este trabajo fue aislar e
identificar tanto en cerdo blanco como en cerdo ibérico cepas del acido lactico de
calostro de cerdas y de intestino de lechones y valorar algunas de sus propiedades
para su potencial uso como probidticos.

MATERIAL Y METODOS
Se tomaron muestras de calostro de 40 cerdas blancas e ibéricas con diferente
numero de partos. Del mismo modo, se tomaron muestras de contenido y de mucosa
de diferentes segmentos del tracto gastrointestinal y del cordéon umbilical de 10
lechones recién nacidos que se recogieron en el momento del parto antes de la
ingestion de calostro.
Estas muestras se sembraron por duplicado en placas de agar MRS y se incubaron
tanto en condiciones de aerobiosis como en anaerobiosis a 37°C durante 48 a 72
horas. Las colonias con diferentes morfologias (forma, tamafio y color) fueron
resembradas hasta obtener aislados. Los cultivos puros obtenidos se caracterizaron
en primer lugar morfolégicamente por medio de la tincion de Gram.
Para la identificacion de las cepas se procedid a la amplificacion por PCR del
fragmento correspondiente a la region intergénica 16S/23S del ADN ribosomal. Los
productos de PCR fueron purificados y secuenciados segun el método de Sanger en el
Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Universidad de Ledn y las secuencias
obtenidas fueron contrastadas con las bases de datos existentes (NCBI, BLAST) para
su caracterizacion. Se analizaron otras propiedades de los aislamientos por medio de
pruebas bioquimicas con el fin de diferenciar las distintas cepas, empleando el ensayo
APl 50 CH (Biomérieux), que permiti6 agruparlas en funcion de sus perfiles
metabolicos.
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Por otra parte, se estudid la capacidad antimicrobiana de los aislados frente a
Salmonella Typhimurium (CECT4594) y Escherichia coli (CECT434) mediante el
método de “agar spot test” descrito por Zamora (2003).

RESULTADOS Y DISCUSION
Se obtuvieron 98 aislados del calostro de cerdas blancas e ibéricas y del tracto
gastrointestinal de los lechones. El andlisis de la region intergénica 16S/23S de estos
aislados revel6 la presencia de cepas de los géneros Streptococcus, Staphylococcus,
Enterococcus y Lactobacillus.
Una vez identificados los aislados, se procedié a la caracterizacion de las especies
con potencial probiético, analizandose en mayor profundidad las caracteristicas
bioquimicas de diez aislados de dos especies diferentes de bacterias del acido lactico:
Lactobacillus reuteri y Enterococcus faecium correspondientes a aislados de calostro
y, en caso de E. faecium aisladas también de meconio de lechones.
Se observaron diferencias en las pruebas bioquimicas entre cepas de la misma
especie para el metabolismo de algunos carbohidratos como D-Fructosa, L-Arabinosa,
N-acetil glucosamina y gluconato para cepas de Lactobacillus reuteri, y D-Tagatosa
para las de Enterococcus faecium.
El estudio de la actividad antimicrobiana frente a las enterobacterias indicadoras
demostrd que todas la cepas estudiadas provocaban halos de inhibicién, siendo mas
notables frente a E. coli. La actividad inhibitoria resulté ser mayor en ambos casos con
las cepas de Enterococcus faecium.
Martin et al. (2009) determinaron y evaluaron el potencial probiotico de aislados de
Lactobacillus procedentes de leche canina, identificando cuatro especies
potencialmente probiéticas. En humanos se ha demostrado que la leche constituye
una fuente de bacterias probidticas para el tracto gastrointestinal del recién nacido
(Heikkjla y Saris, 2003; Martin et al., 2003, Olivares et al., 2006, Martin et al., 2007 y
Martin et al., 2010). En la especie porcina algunos trabajos realizados por Martin et al.
(2009a) también han demostrado la presencia de bacterias probidticas del acido
lactico en este liquido biologico. Sus estudios les permitieron llegar a la conclusion que
la leche de esta especie protege a los lechones contra enfermedades infecciosas a
través de varios mecanismos y para ello evaluaron su potencial probiético a través de
diferentes ensayos, incluida la supervivencia en condiciones que simulan las
existentes en el tracto gastrointestinal, la produccion de compuestos antimicrobianos,
la adhesién a la mucosa intestinal y el patron de sensibilidad antibittica.
Los resultados del analisis preliminar de las cepas de bacterias acido lacticas
obtenidas reflejan la necesidad de un estudio mas profundo de sus propiedades y
caracteristicas para su posible uso como probioticos en lechones, lo cual podria
resultar una alternativa viable al uso de antibiéticos como promotores de crecimiento
en esta especie.
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF LACTIC ACID BACTERIA FROM
COLOSTRUM OF SOWS AND INTESTINE OF NEW BORN PIGLETS.
PRELIMINARY EVALUATION OF THEIR POTENTIAL AS PROBIOTICS

ABSTRACT: For this study we used 40 white and iberian sows and 10 new born
piglets in order to isolate and identify acid lactic strains from colostrum in sows and
from meconium and gastrointestinal mucosa and content in new born piglets before the
first intake of colostrum. The obtained pure cultures were characterized
morphologically and identified by means of PCR and sequencing. Other biochemical
properties were studied using the 50 API CH tests that allowed grouping them based
on their metabolic profiles. The obtained isolates with possible probiotic potential
corresponded to Lactobacillus reuteri and Enterococcus faecium.
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