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IDENTIFICACION DE BACTERIAS L,ACTICAS
COMPONENTES DE LA MICROBIOTA TiPICA DE LOS
TERNEROS CRIADOS EN CONDICIONES ARTIFICIALES'

SCHNEIDER, R.2, ROSMINI, M2, EHRMANN, M.* & VOGEL, R.2

RESUMEN

Los animales sanos poseen en su tracto gastrointestinal una microbiota tipica. La colonizacion
competitiva por parte de los microorganismos benéficos tiene lugar durante los primeros dias de
vida. Cuando estos microorganismos son administrados como suplemento alimentario vivo, con
el objetivo de producir un efecto benéfico sobre el hospedador, son denominados probidticos. El
hombre y los animales generalmente poseen Lactobacillus sp. en su tracto intestinal. En el caso de
los terneros, estos microorganismos han sido considerados como posibles responsables del control
de los efectos de gérmenes patogenos. Tradicionalmente, la identificacion de la microbiota animal
fue realizada por medio de técnicas morfoldgicas y bioquimicas. No obstante, se han desarrollado
un gran numero de metodologias destinadas a identificar los microorganismos en base al estudio
de su genoma. Entre ellas, el RAPD es utilizado para diferenciar bacterias lacticas y la técnica de
comparacion de secuencias de 16S rDNA esté siendo aplicada para la identificacion de bacterias. El
objetivo del trabajo fue identificar, mediante técnicas de RAPD y 16S rDNA, bacterias acido lacti-
cas aisladas del tracto gastrointestinal de terneros lactantes sanos criados en condiciones artificiales
(guacheras). Los microorganismos utilizados para probar las dos técnicas de identificacion genética
fueron aislados a partir de la saliva y de diferentes partes de la mucosa intestinal. Las muestras fue-
ron obtenidas a partir de doce terneros con menos de un mes de vida. En particular, Lactobacillus
caset, L. salivarius, L. reuteri y Enterococcus faecalis y E. faecium, tiene un interés especial para
este trabajo porque existen evidencias de su posible actividad probiodtica cuando son administrados
a los animales. Los microorganismos encontrados en los animales estudiados han sido informados
por otros autores como componentes habituales del ambiente en el que son criados los animales. La
técnica de RAPD aplicada fue adecuada para diferenciar los microorganismos aislados a nivel de
género y especie, pero no para detectar las diferencias entre cepas.
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rDNA.
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SUMMARY

Identification of lactic acid bacteria form the typical microbiota found in
artificial reared calves.

Healthy animals have characteristic microorganisms in their gastrointestinal tract. The competitive
colonisation of beneficial microorganisms takes place on early life. If this microflora is administered
selectively as a complement to the diet, it becomes a probiotic. Humans and animals generally have
Lactobacillus sp. in their intestinal tract. In calves, they are considered as the possible responsible of
the control of the pathogenic bacteria effects. Traditionally, the identification of animal microbiota
was carried out by morphological and biochemical techniques. However, molecular methods that
study bacterial genome have been developed to identify microorganisms. RAPD was employed to
discriminate lactic acid bacteria and 16S rDNA sequence comparison is used for bacteria identification.
This work was aimed at applying RAPD and 16S rDNA techniques to identify lactic acid bacteria
that colonise the gastrointestinal tract of healthy calves reared under artificial conditions. In order
to test the two genetic identification techniques the samples of microorganisms were isolated from
saliva and from different parts of intestine. Sampling was carried out from twelve newly born calves.
Particularly, Lactobacillus casei, L. salivarius, L. reuteri and Enterococcus faecalis and E. faecium
are of special interest as there are evidences of their possible probiotic potencial when administered
to animals. The results obtained showed that the intestine of the studied young calves are colonised
by germs coming from the environment where they are reared. The applied RAPD technique was
able to discriminate between all isolated microorganisms at species level, but it was not sufficient
to detect the differences between strains.

Key words: calves, bred, probiotic, lactic acid bacteria, PCR, RAPD, 16S rDNA.

Salmone-Ila sp. y Escherichia coli (Ellinger
et al., 1978; Collins & Carter, 1978). La
colonizacion competitiva por parte de los

INTRODUCCION

Los animales sanos poseen en su tracto
gastrointestinal una microbiota tipica que,
después de la colonizacion durante los
primeros dias de vida, alcanza un estado de
simbiosis. Cuando estos microorganismos
son administrados como suplemento ali-
mentario vivo, con el objetivo de producir
un efecto benéfico sobre el hospedador, son
denominados probidticos (Fuller, 1989).

Los lactobacilos son componentes habi-
tuales de la flora intestinal normal, tanto en
el hombre como en los animales (Raibaud,
1992; Smoragiewicz et al., 1993), y en el
caso de los terneros han sido considerados
como posibles responsables del control de
los efectos de gérmenes patégenos como

microorganismos benéficos como Lactoba-
cillus sp. y Strepto-coccus sp., para ayudar a
proteger al animal frente a los dos patogenos
mencionados ocurre a muy temprana edad
(Fox, 1988).

En condiciones normales no seria nece-
sario el suministro de probidticos porque
los animales adquieren la flora protectora
a partir de su madre y del ambiente. No
obstante, las condiciones artificiales de
crianza de los terneros limitan el contacto
materno, proveen alimentos no naturales
(sustitutos) y demandan condiciones de
habitat que favorecen el estrés y tornan mas
susceptibles a los animales a la colonizacion
por microorganismos patogenos (Rosmini
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et al., 2004). Ademas, durante los primeros
dias de la crianza, en la que los animales
reciben dieta liquida, son mas frecuentes los
desordenes digestivos.

Es reconocida la importancia de utilizar
las cepas probioticas aisladas de un animal
en la misma especie (Gilliland et al., 1980)
y en especial que sean aisladas del mismo
lugar donde el microorganismo estaba ac-
tuando en el huésped (Havenaar et al., 1992).
Esto permite aprovechar el efecto conocido
como de especificidad de hospedador (“host-
specific effect”) (Fuller, 1997).

La identificacion de la microbiota normal
de los animales para su posible utilizacion
como probidticos puede realizarse mediante
técnicas morfolégicas y bioquimicas tra-
dicionales. Sin embargo, en la actualidad
se han desarrollado un gran nimero de
metodologias destinadas a identificar los
microorganismos en base al estudio de su
genoma (McCartney, 2002).

Algunas de estas herramientas son el
perfil de plasmido y el RAPD (random
amplified polymorphic DNA). Este ultimo
método permite la comparacion de diferen-
cias intra e interespecificas en las bacterias.
El RAPD fue utilizado inicialmente para
producir patrones genéticos (fingerprints)
de ADN de Staphylococcus sp. (Williams et
al., 1990) y posteriormente se lo utilizo para
diferenciar bacterias acido lacticas (Vogel et
al., 1996).

En la actualidad la comparacion de se-
cuencias de 16S rDNA esta siendo aplicada
para la identificacion de bacterias, aisladas
de diversas fuentes, en base a sus relaciones
filogenéticas. Su utilizacion se ha incre-men-
tado debido la existencia de numerosas bases
de datos que cuentan con las secuencias del
16S rDNA (McCartney, 2002).

El objetivo del trabajo fue identificar,
mediante técnicas de RAPD y 16S rDNA,
bacterias acido lacticas aisladas del tracto

gastrointestinal de terneros lactantes sanos
criados en condiciones artificiales (gua-
cheras), para un posterior estudio de sus
capacidades probidticas.

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE LAS

MUESTRAS

Los microorganismos fueron aislados
a partir de la saliva (cavidad bucal) y de
diferentes partes de la mucosa intestinal
(duodeno, yeyuno, ciego y colon) de doce
terneros, de entre 5 y 25 dias de vida, cria-
dos en guacheras pertenecientes a tambos
ubicados en el area de influencia de la FCV
(UNL). Ademas, se realizaron aislamientos
a partir del alimento (silaje) que se utiliza-
ba en esos establecimientos. La saliva, las
diferentes porciones del intestino y el silo
son considerados los puntos de muestreo
del trabajo.

Las muestras se tomaron mediante hi-
sopado de la cavidad bucal (saliva) y por
extraccion directa a partir del silo. Los
animales fueron desangrados y se siguieron
las técnicas convencionales de necropsia. El
intestino delgado y grueso de los terneros
fue obtenido en condiciones asépticas y se
hicieron diluciones decimales en solucion de
Ringer Y a partir del raspado de la mucosa
de dichos 6rganos. Para aislar las bacterias
acido lacticas se utilizo6 agar MRS (De Man
et al., 1960) con la adicion de un 3,5 % de
acetato de sodio. El 10 % de las colonias que
crecieron en cada placa fueron repicadas en
agar MRS para garantizar que se trataba de
colonias puras.

ANALISIS RAPD

Se seleccionaron 35 aislamientos, pro-
cedentes de diferentes puntos de muestreo
y se realizd la extraccion enzimatica del
ADN (Lewington et al., 1987) para someter
dicho material a la técnica de RAPD PCR
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utilizando el cebador M13V. La secuencia
del primer fue 5’ - GTT TTC CGA GTC
ACGAC-3’. Las reacciones de RAPD PCR
fueron realizadas en tubos de microcentri-
fuga de 0,5 ml, cubriendo los reactivos con
aceite (50 ul) y los tubos con una plancha de
TECAN (Tecan, Kreilsheim, Alemania) para
asegurar su cierre.

Los componentes de la reaccion fueron:
0,5 pl de ADN (125 ng/ul), 5 pl de 10 X
buffer de reaccion, 25 mM de MgCl,, 200
nM de cada uno de los 4 dinuclétidos, 1,5 U
de Taq polimerasa (todos los componentes
de Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Alemania), 50 pmol/ul del cebador M13V
(Interactiva, Ulm, Alemania) y agua bides-
tilada hasta completar 50 pl.

La PCR se realizé en un termocicla-
dor Hybaid Omni Gene (MWG-Biotech,
Ebersberg, Alemania), programado con los
siguientes parametros: (94 °C/3 min, 40 °C/5
min, 72 °C/5 min)3x; (94 °C/1 min, 60 °C/2
min, 72 °C/3 min) 32x.

Todos los productos de la PCR (10 pl de
ADN + 5 pul de AGS buffer de corrida) fueron
separados mediante electroforesis en un gel
de agarosa TBE al 1,5 %, utilizando una cuba
MWG-Biotech (20 cm x 25 cm), durante 2
h a 180 V. Se utilizé 1 pg por calle de un
marcador BioSizera VI (AGS, Heidelberg,
Alemania) para acompaifiar los fragmentos
separados. Finalizada la corrida, el gel se
mantuvo durante 15 min en bromuro de eti-
dio y posteriormente se proceso digitalmente
suimagen con el sistema E.A.S.Y. (Herolab,
Griesheim, Alemania).

Las bandas obtenidas fueron evaluadas
con el software GelCompare 4.1 (Applied
Math, Kortrijk, Belgium). Las similitudes
entre los patrones de RAPD fueron calcula-
das utilizando el coeficiente de correlacion
momento-producto de Pearson (r x 100).

IDENTIFICACION MEDIANTE SE-
CUENCIACION DE 16S rDNA

Una porcion del 16S rDNA (600-700 bp),
correspondiente a cada patron RAPD obte-
nido, fue secuenciada. La amplificacion de
la porcion 16S rDNA se realiz6 en un tubo
de microcentrifuga de 0,2 ml, cubriendo
los reactivos con aceite (50 pl) y utilizan-
do un termociclador Hybaid Omni Gene
(MWG-Biotech, Ebersberg, Alemania). Las
condiciones de la amplificacion fueron: 1 pl
de ADN (125 ng/pl), 10 pn 1 de 10 X buffer
de reaccion, 1,5 mM de MgCl,, 200 nM de
cada uno de los 4 dinucléotidos, 1,5 U de
Taq poli-merasa, 100 pmol de cada ceba-
dor (616V y 630R)(Kurzak et al., 1998) y
agua bidestilada hasta completar 100 pl. El
ciclador fue programado con los siguientes
parametros: (94 °C/2 min)1x; (94 °C/45 seg,
52 °C/2 min, 72 °C/2 min y 30 seg) 32x.

Los productos de la PCR se purificaron
mediante el kit QIAquik (Quiagen, Hilden,
Alemania) y fueron eluidos con 60 p 1 de
Tris (10 mM, pH 7).

Las secuencias ribosomales fueron de-
terminadas utilizando el ABI Prism Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit (Perking
Elmer) en un sistema de secuenciacion ABI
373 de un servicio comercial (SequiServe,
Vaterstetten, Alemania). El analisis de las
secuencias ribosomales se realiz6 mediante
el Ribosomal Data Project II (http:/www.
cme.msu.edu/RDP/analyses.html).

RESULTADOS Y DISCUSION

El ADN de los 35 microorganismos
fue obtenido con éxito. En la figura 1 se
presentan los patrones RAPD de 18 de los
aislamientos, generados mediante electro-
foresis, digitalizados y normalizados, a ma-
nera de ejemplo. En esa figura se presentan
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Fig. 1: Identificacion de bacterias lacticas componentes de la microbiota tipica de los terneros

criados en condiciones artificiales.
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el género y la especie, obtenido mediante
secuen-ciacion, para cada aislamiento.
Asumiendo una similaridad del 95 % se ob-
tuvieron 4 clusters bien diferenciados y dos
aislamientos adicionales que se presentan
separados del resto. El poder discriminativo
de los métodos utilizados, para diferenciar
los distintos microorganismos aislados, fue
capaz de encontrar las diferencias entre las
especies, no obstante no fue suficiente para
detectar las diferencias entre las cepas de una
misma especie. Cuando se estudian especies
bacte-rianas estrechamente relacionadas,
o cepas dentro de una misma especie, el
poder discriminante de la técnica basada en
el estudio del 16S rDNA puede ser limitado
(McCartney, 2002).

Del total de los aislamientos, un 37 %
fueron identificados como Pediococcus
acidilactici, otro 22 % como Lactobacillus

farciminis, un 14 % como L. reuteri,un 9 %
como Enterococcus faecalis, un 9 % como
E. faecium, un 6 % como L salivarius y un
3% como L. casei.

El Cuadro 1 muestra los diferentes puntos
de muestreo a partir de los cuales fueron
aislados los microorganismos. En el caso
del intestino delgado se encontraron las
siguientes cepas: E. faecalis, E. faecium, L.
farciminis, L. reuteri, L salivariusy P. acidi-
lactici. En el intestino grueso se encontraron:
L. farciminis, L. reuteriy P. acidilactici. En
el caso de L. salivarius fue encontrado tanto
en el alimento como en el intestino de los
animales estudiados. Con la excepcion de
L. farciminis, estos microorga-nismos han
sido informados como habitantes normales
del intestino de los animales (Pascual et al.,
1996; Kurzak et al., 1998). Su origen estaria
relacionado, en general, con el ambiente
donde se desarrollan los animales, los ali-

Cuadro 1: Identificacion de bacterias ldacticas componentes de la microbiota tipica de los

terneros criados en condiciones artificiales.

Origen RURSG R eslrag Identificacion
Saliva Enterococcus faecalis
. Saliva Enterococcus faecium
Cavidad bucal Saliva Lactobacillus casei
Saliva Lactobacillus farciminis
Duodeno Enterococcus faecalis
Duodeno Enterococcus faecium
Duodeno Lactobacillus farciminis
Duodeno Lactobacillus reuteri
Intestino delgado Duodeno Pediococcus acidilactici
Yeyuno Lactobacillus farciminis
Yeyuno Lactobacillus salivarius
Yeyuno Pediococcus acidilactici
Ciego Lactobacillus farciminis
Ciego Pediococceus acidilactici
Intestino grueso Ciego Lactobacillus reuteri
Ciego Lactobacillus reuteri
Ciego Pediococcus acidilactici
Alimento Silo Lactobacillus salivarius
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mentos que consumen y los otros animales
con los que conviven.

Las plantas, el suelo, el agua, los ani-
males y el ambiente en general son fuentes
naturales de bacterias acido lacticas (Teuber,
1993). Los lactobacilos, microorganismos
que cumplen una importante funcion en el
tracto digestivo de los animales jovenes, se
encuentran en las plantas, en el suelo, en el
agua, en los productos elaborados a base de
cereales y en los silos (Stiles & Holzapfel,
1997). Los pediococos son cominmente
encontrados en materiales vegetales fermen-
tados (silos), en el rumen de los animales y
en las heces de los pavos (Teuber, 1993).
P acidilactici, L. salivarius y L. casei han
sido aislados de ensilados elaborados a base
de maiz o pasto y destinados a los animales
(Seale, 1986; Teuber, 1993). L. reuteri, E.
faecalis y E. faecium son habitantes del
sistema gastrointestinal del hombre y los
animales (Mulder et al., 1997; Stiles &
Holzapfel, 1997; Casas ef al., 1998) y han
sido utilizados como inoculantes de silos
(Seale, 1986). L. reuteri, lactobacilo entérico
heterofermen-tativo, es el inico que ha sido
definido como indigena en esos ecosistemas
(Mitsuoka, 1992) y, ademas, posee la capa-
cidad de producir reuterina, un metabolito
antimicrobiano (Stiles & Holzapfel, 1997).

Por otra parte, P, acidilactici es productor
de pediocina, una bacteriocina con reco-
nocida capacidad antimicrobiana (Biswas
et al., 1991). Una importante actividad
antimi-crobiana fue descripta para L. sali-
varius (Dunne et al., 1999). E. faecalis y
E. faecium estan normalmente presentes en
las heces de los animales y en los insectos.
Si bien estan presentes en las plantas, su
cantidad desciende durante el invierno y
aumenta durante la primavera y el verano
probablemente diseminados por la accioén
de los insectos (Teuber, 1993).

La microbiota natural del intestino es una

poblacién compleja de microorganismos que
ejercen una gran influencia sobre el huésped
(Rosmini et al., 2004). Cerca del 90% de la
microbiota intestinal que coloniza el tubo
digestivo es permanente, el 10% restante es
transitoria (Pascual ez al.., 1996). La utiliza-
cion de cepas microbianas indigenas probio-
ticas, aisladas a partir de distintas regiones
anatomicas de los animales de diferentes
edades, o incluso de los alimentos que estos
consumen, es una herramienta potencial
para mejorar las condiciones sanitarias y de
produccion de las explotaciones intensivas
(Rosmini et al., 2004).

En particular, L. casei, L. salivarius, L.
reuteri y E. faecalis y E. faecium resultan
de especial interés para este trabajo porque
existen evidencias de su posible potencial
probidtico cuando son administrados a los
animales (Huber, 1997; Mulder et al., 1997,
Klaenhammer, 1998; Klein et al., 1998,;
Ouwehand & Salminen, 1998).

CONCLUSIONES

Las técnicas aplicadas han demostrado
ser adecuadas para la identificacion de las
bacterias acido lacticas que forman parte de
la microbiota de los terneros criados en los
tambos en condiciones artificiales.

La diversidad de bacterias encontradas
en los animales estudiados coincide con las
observaciones realizadas por otros autores
en areas geograficas diferentes, tanto en
estudios realizados en bovinos jovenes como
en otras especies animales.

La mayoria de los aislamientos fueron
obtenidos a partir de diferentes porciones
del tubo digestivo de terneros sanos criados
en condiciones artificiales dentro de un area
geografica bien identificada, por lo cual
podrian ser considerados parte de la micro-
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biota indigena local.

Si se demuestran las propiedades probio-
ticas de los gérmenes identificados, podran
ser utilizados en terneros criados en con-
diciones similares con fines nutricionales
y sanitarios, aprovechando el efecto de
especificidad de hospedador.
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