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1. Titulo
Caracterizacion de bacterias Gram positivas, presentes en heces de porcinos en

granjas del canton Loja



2. Resumen
El estudio del microbiota es importante ya que ejerce un papel imprescindible en el
mantenimiento de la salud intestinal, un desequilibrio de esta puede contribuir a generar
enfermedades en los cerdos; durante los ultimos afios en el ganado porcino han adquirido
especial relevancia los problemas gastrointestinales no especificos asociados a las
alteraciones de la microbiota denominadas disbiosis, por lo cual el presente trabajo se
planted6 como objetivo general caracterizar las bacterias Gram positivas presentes en
heces de porcinos del cantdén Loja; se evalué 30 granjas, observandose una mayor
incidencia de dieta de lavaza y balanceado con alta prevalencia de problemas
gastrointestinales; se examinaron pools de las muestras recogidas donde se identifico tres
géneros de bacterias: Staphylococcus spp, Micrococcus spp y Bacillus spp. En el recuento
de Lactobacillus spp, se obtuvo un valor promedio de 7,89x10* y 6,04x10*2 UFC/mlI. La
prueba de chi-cuadrado mostro un p valor estadisticamente significativo (0,022) entre la
limpieza de las granjas con la presencia de Micrococcus spp y se observo 4 grupos de
caracteristicas similares en el dendrograma. Las bacterias aisladas pueden ser
microorganismos beneficiosos pero la proliferacién descontrolada puede llegar a ser
patdgena por factores externos como la edad, alimentacidn, el estrés, higiene; que puede

afectar la salud y el rendimiento de los animales.

Palabras clave: Microbiota, cerdos, bacterias, Gram positivos, Lactobacillus spp.



Abstract

The study of microbiota is essential due to its important role in preserving intestinal
health. Any imbalance within the microbiota may increase the risk of disease
development in pigs. In recent years, non-specific gastrointestinal problems associated
with microbiota alterations, known as dysbiosis, have become increasingly important in
pig production. Consequently, this study is designed to characterize the Gram-positive
bacteria present in the feces of pigs in the Loja canton. A total of thirty farms are studied
and a higher incidence of gastrointestinal problems is observed in farms using diets based
on garbage feeding and balanced diets. Pooled samples collected during the study are
analyzed, identifying three bacterial genera: Staphylococcus spp., Micrococcus spp., and
Bacillus spp. The number of Lactobacillus spp. show average values of 7.89 x 101 and
6.04 x 1012 CFU/ml respectively. The Chi-square test showed a statistically significant p-
value (0.022) between farm hygiene practices and the presence of Micrococcus spp.
Furthermore, the dendrogram identified four clusters with similar characteristics. Isolated
bacteria can serve as beneficial microorganisms; however, uncontrolled proliferation may
result in pathogenicity due to external factors such as age, diet, stress, and hygiene, which

can negatively impact animal health and performance.

Keywords: microbiota, pigs, bacteria, Gram-positive, Lactobacillus spp.



3. Introduccion

La microbiota del tracto gastrointestinal de los cerdos estd compuesta por todo un
conjunto de microorganismos diversos y complejos (Luo et al., 2022). Estos
microorganismos conviven en relacion simbi6tica con el individuo ejerciendo funciones
nutricionales, metabolicas y de proteccion que la convierten en indispensable (Schokker
etal., 2014).

Las bacterias Gram positivas forman parte de la microbiota digestiva de los cerdos
comenzando la colonizacion durante el parto. Los géneros de bacterias que forman parte
de la microbiota son los Lactobacillus spp, Clostridium spp, Eubacterium spp,
Propionibacterium spp, asi como varias bacterias anaerdbicas del grupo Streptococcus.
Estos microorganismos pueden ser beneficiosos, oportunistas o potencialmente
patdgenos y se mantienen en un equilibrio mas o menos estable (Miranda., 2008).

En la actualidad los problemas gastrointestinales no especificos han adquirido
especial relevancia y se asocian a alteraciones de la microbiota denominadas disbiosis.,
el control de estas infecciones digestivas en porcinos se basa en el uso de agentes
antimicrobianos, sin embargo la legislacion prohibe su uso con fines profilacticos. Por lo
tanto, es necesario implementar nuevas opciones terapéuticas como los cambios en la
dieta, el empleo de extractos vegetales o de probioticos y prebiodticos que restauren o
corrijan los desequilibrios de la microbiota intestinal. No obstante, antes de emplear
nuevas estrategias de control es fundamental ampliar el conocimiento sobre la microbiota
digestiva y desarrollar herramientas que puedan evaluar de manera sistematica y eficiente
su composicion en condiciones de campo (Miranda., 2018).

Actualmente en el canton Loja, no se encuentra estudios relacionados a la
microbiota de los cerdos, por tanto, no se conoce si estas bacterias pertenecen a la
microbiota normal o si se encuentra alterada por algun tipo de patégeno. Conocer la
microbiota intestinal es de gran interés porque permite conocer el estado de salud y los
factores que la modifican y que pueden llevar a este micro ecosistema a un desequilibrio
y por tanto a un estado patoldgico del individuo (Suchodolski., 2021).

El microbioma intestinal porcino esta impulsado por mdltiples factores, como la
genética del huésped, la edad, la dieta, el medio ambiente, el peso corporal, la salud y los
antibioticos, aungue la dieta es el factor mas importante que da forma al microbioma
intestinal porcino (Wang et al., 2019)

Este trabajo pretende profundizar en el conocimiento del proceso digestivo en la

especie porcina, especificamente en la composicién de la microbiota intestinal enfocadas

4



a bacterias Gram positivas que pueblan el tracto digestivo a lo largo de la vida de los
cerdos, mediante la técnica del coprocultivo. Por todo esto, se plante6 como objetivo
general Caracterizar las bacterias Gram positivas presentes en heces de porcinos del

canton Loja.



4. Marco Tedrico
4.1. Granjas Porcinas
4.1.1. Produccion Porcina en Ecuador

La Asociacion de Porcicultores en Ecuador ASPE (2019), indica que produccion
de cerdos genera ingresos a pequefia y grande escala, siendo el sistema que mas se maneja
el extensivo, que es poco tecnificado, con razas criollas o mestizas; estos animales tienen
indices bajos en cuanto al manejo productivo y reproductivo. En Ecuador la produccion
porcicola ocupa el segundo lugar, con 0,9 millones de cabezas; del total de ganado
porcino, el 46,3 % es de raza (Asociacion de bancos privados del Ecuador., 2022).

La produccion porcina en el Ecuador se da mayormente en granjas familiares o
traspatio, no obstante, se ha aumentado y tecnificado con el pasar del tiempo logrando
producir mas de 30 000 Tm/afio, con un consumo per cépita de 10 kg/persona/afio (ASPE,
2019). Segun el Instituto Nacional de Estadisticay Censo (INEC., 2017), existen un total
de 1 737 granjas, estando el 79% concentradas en la Costa y Sierra, estas dos regiones
tienen el 95% de la poblacion total de cerdos del Ecuador, ademas cada granja cuenta con
un total de 20 o mas cerdos y cinco hembras para reproductoras.

La porcicultura en el pais se realiza en base a tres categorias: un nivel familiar o
casero con 85% del total, el semi industrial con 4,8% y un nivel industrial con el 10,2%
(Espinoza., 2012).

4.1.2. Produccién Porcina en la Provincia de Loja

En la provincia de Loja, segin el INEC (2002) existe un total de 137 902 cabezas
de ganado porcino de las cuales el canton Loja posee el 14%. Entre las principales clases
de ganado porcino se encuentran: criollo en un 90%, mestizo 9% y pura sangre 1%; sin
embargo, esta produccion se redujo para 2022 ya que cuenta con 28.651 cerdos, siendo
la tercera especie mas producida, por detras del ganado bovino y ovino (ESPAC., 2022)

En el cantdn Loja, segiin Samaniego (2014) el sistema de explotacion porcina que
predomina es el extensivo con el 52.25 % seguido del semi intensivo con el 45.25%. La
modalidad de produccién era el 84% para engorde. EI 67% de productores adquiere el pie
de cria dentro del canton y el 32% fuera del canton; el 52% de animales era de raza
mestiza. Las instalaciones porcinas eran el 36% mixtas, de cemento y madera
(Samaniego., 2014).

La alimentacion en el 88% de predios del canton Loja, el consumo de alimentos

era restringido y el 63% de alimentacion complementaria a base de desechos de cocina.



En el area sanitaria el 64% de productores aplicaba técnicas para la prevencion de
enfermedades, el 88% desparasita a los porcinos, las enfermedades méas frecuentes son:
diarrea 55%9, neumonia 24% y mal de pezufias 21%. Para el tratamiento de las
enfermedades el 72% de los porcicultores utilizaban antibioticos, el 65% de porcicultores

realiza la desinfeccion de las instalaciones (Samaniego., 2014).

4.2. Sistemas de Produccion Porcina

Los sistemas de produccién se definen por la forma de crianza y manejo de los
cerdos al igual que en otras especies pecuarias, se toman en cuenta la cantidad de tierra
utilizada, capital, alimento suministrado, mano de obra y tecnologia aplicada (Abarca.,
2018; Vera., 2022).

Tabla1l. Sistemas de produccion porcina

Sistemas de
Produccién Porcina Caracteristicas

Es un sistema de produccion pequefio que cuenta con 2 0 5 cerdos,

Sistema Familiar: infraestructura basica y donde el animal vive en el campo. El
sistema de crianza familiar, ocupa menos inversion econémica por
los bajos insumos que se les provee, ademas se aprovecha la
rusticidad.

En este sistema, la produccién esté orientado a la venta

Sistema comercial produciéndose de 31 a 300 cerdos. La mano de obra es tonto
familiar como externa; su infraestructura es basica-tecnificada; la
bioseguridad va de media a alta, y para la alimentacién compran los
balanceados o tienen planta propia

Sistema Industrial Cuenta con mas de 300 cerdos, la mano de obra es externa-
especializada, infraestructura Alta tecnificada, bioseguridad Alta-
especializada y tienen para la alimentacion planta propia.

Nota. Adaptado de Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario (2021)

4.3. Microbiota

La microbiota intestinal de los animales consta de una gran variedad de
microorganismos (Roca, 2008), constituyendo un conjunto de microorganismos como
virus, bacterias, protozoos arqueas, hongos (Miranda., 2008). La microbiota convive en
una relacién simbiética con el individuo ejerciendo funciones nutricionales, metabdlicas
y de proteccion que la convierten en indispensable (Schokker et al., 2014).

Las bacterias forman parte de la microbiota intestinal y se dividen en especies que
tienen efectos benéficos y otras bacterias que pueden ser patdgenas (Giraldo, Narvaez, &
Diaz., 2015).



De acuerdo a Swords., 1993; Roca., 2008 el tracto gastrointestinal del cerdo es

practicamente estéril hasta el nacimiento y es durante el parto cuando empieza el proceso

de colonizacidn, consta de 3 etapas diferentes.

-La primera etapa comienza inmediatamente después del parto y finaliza al

culminar la primera semana de edad,

-La segunda fase, abarca desde finales de la primera semana de vida hasta finales

de la fase de lactacion.

-Finalmente, la tercera fase comienza en el momento del destete.

4.4. Bacterias Gram positivas en el tracto digestivo del Cerdo.

Las bacterias grampositivas se clasificadas por el color que adquieren en el

método de tincion, que les da un color azul cuando se observan al microscopio y

comprenden cocos, bacilos o filamentos ramificados (Sizar et al., 2023).

Tabla 2.

Géneros de bacterias Gram positivas

Géneros/Caracteristicas

Especies

Beneficiosas/patogenas

Lactobacillus spp.

Son bacterias
grampositivas, catalasa
negativa, no formadoras de
esporas, con forma de
baston.

Entre las principales
especies estan: L.
acidophilus, L.brevis, L.
crispatus, L.fermentum,
L.reuteri, L.salivarus, L.
plantarum, L. agilis, L.

amylovorus, L. johnsonii, L.

delbrueckii.

En la primera fase de
colonizacion del tracto
gastrointestinal, representan el
8-10% del total de la poblacién
microbiana. Los Lactobacillus
cumplen funciones importantes
en la mejora del metabolismo
energético de los cerdos,
mantienen las funciones
fisioldgicas e integrales de el
TGl y modulan las respuestas
inmunes.

Clostridium spp.

Son bacilos formadores de
esporas Gram-positivos, en
su mayoria catalasa-
positivos, que pueden ser
moviles, anaerobios

Las especies que se
encuentran cominmente en
tracto digestivo del cerdo
estan: C. putrificum, C.
welchii, C. perfringens.

Clostridium difficile tiene alta
prevalencia en los primeros
meses de vida causando
diarreas, puede colonizar
porcinos de forma subclinica
Otras especies: C. perfringens
tipo Cy C. perfringens tipo A:
Afectan a los lechones durante
la primera semana de vida
causando diarreas.

Eubacterium spp.
Bacilos grampositivos, no
formadores de esporas,
estrictamente anaerobios,
Pueden ser moéviles o
inmoviles.

Entre las especies que se
encuentran en el tracto
gastrointestinal estén: E.
tenue, E. lentum, E.
cylindroids, E. rectal.

Algunos miembros de este
género producen butirato, que
desempefia un papel clave en la
homeostasis energética, la
motilidad del colon, la
inmunomodulacion y la
supresion de la inflamacion
intestinal.




Streptococcus spp.
Bacterias Gram positivas,
anaerobias facultativas,
inmdviles, tienen forma de
coco, se agrupan formando
cadenas de dos 0 mas
bacterias.

Las especies mas
prevalentes en el tracto
gastrointestinal son: S.
salivarus, S. bovis, S.
morbillorum, S.
intermedius, S. durans, S.
equines, S. intestinalis.

Una de las especies
Streptococcus suis, se asocia
con una variedad de afecciones,
que incluyen meningitis, sepsis,
poliserositis, artritis,
endocarditis y heumonia; no
obstante, se ha aislado en
algunos casos de rinitis y
abortos.

Bacillus

Tienen forma de baston,
forman esporas, en su
mayoria son catalasa-
positivos, pueden ser
moviles e inmoviles.

Entre las especies mas
comunes estan B. subtilis,
B. licheniformis, B.
velezensis, B. coagulans y
B. amyloliquefaciens.

Las especies de Bacillus tienen
una actividad de amplio espectro
contra los microbios, porque
producen multiples metabolitos
antimicrobianos, principalmente
péptidos antimicrobianos y
policétidos.

Staphylococcus

Son células esféricas,
dispuestas en racimos, no
son moviles y no forman
esporas.

Las especies en la
microbiota digestiva del
cerdo son Staphylococcus
epidermidis,
Staphylococcus hominis,
Staphylococcus cohnii.

Staphylococcus aureus: puede
ser causa de trastornos
gastrointestinales, debido a la
produccién de enterotoxinas que
provocan vomitos, diarrea.

Nota. Adaptado de Ibrahim (2016); Stewart (1999), citado por Macias (2008); Miranda
& Rojo (2010); Andino & Quesada (2022); Trujillo et al. (2021); Ludwig (1992);
Mukherjee et al. (2020); Instituto Nacional de Seguridad y Salud en el Trab (2022);
Alarcon (2012); Carroll et al. (2016); Logan & Vos (2015); Chen et al. (2019);
Wylensek et al. (2020); Johler et al. (2011); Valeriano et al. (2017).

4.7. Influencia de Microorganismos Gram Positivos en la Salud Publica

4.7.1. Beneficiosos

Entre las bacterias que son beneficiosas se incluyen las bacterias lacticas, algunas
de las cuales se consideran probidticas; estas secretan varios metabolitos como: vitaminas
y algunos polisacaridos conocidos como prebidticos, que acttan potenciando el desarrollo
del microbiota beneficioso en el tracto gastrointestinal y también pueden tener efectos
inmunomoduladores (Lopez., 2022).

Lactobacillus acidophilus tiene algunos beneficios ya que se adhiere al epitelio
intestinal humano, mantiene el equilibrio del microbiota intestinal y mejora la respuesta
inmune. Otras bacterias como Bacillus subtilis es utilizada para bacterioterapia oral,
restaura la microbiota normal y aumenta la capacidad del sistema inmunitario de combatir

las infecciones y las enfermedades (Salminen., et al; 1998)



4.7.2. Patdgenos

Entre los microorganismos Gram positivos que afectan la salud publica esté:
Clostridium difficile que se ha estudiado en diversas especies animales como porcinos y
bovinos, confirmando la presencia. Hay hipdtesis sobre una posible fuente de infeccion
zoonotica, sin embargo, aun se encuentra en discusion (Andino & Quesada., 2022).

Streptococcus suis es un importante patégeno de cerdos y ocasionalmente afecta
a humanos, la infeccion se produce principalmente en trabajadores relacionados con la
cria de cerdos ya que es una enfermedad zoonotico y puede manifestarse como una
meningitis purulenta, shock séptico, falla multiorganica, endocarditis, neumonia, artritis
o peritonitis (Alarcon., 2012)

Los Staphylococcus aureus pueden ocasionar intoxicacion en las personas
producidas por toxinas, originando diarrea y vomitos (Gotfried., 2023). Existen informes
que los cerdos son frecuentemente colonizados por S. aureus, estas cepas pueden
transmitirse a las personas que entran en contacto con estos animales (Grgntvedt et al.,
2016). El aire, el polvo y las superficies en contacto con los alimentos también pueden
servir como vehiculos en la transferencia de S. aureus a los alimentos.

Las investigaciones sobre S. aureus asociado al ganado porcino se informaron por
primera vez a inicios de la década de 2000 en Francia y los Paises Bajos (Armand et al.,
2005; Voss et al, 2005). También se ha reportado a lo largo de los afios, en Europa, Asia,
América y Australia (Van Cleef et al., 2011; Groves et al., 2014; Chuang & Huang.,
2015). Segun informes demostraron la posibilidad de transmision de Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina entre cerdos y criadores de cerdos y sus familias, y entre
una enfermera y un paciente (Voss et. al, 2005).

Dweba (2019) en un estudio realizado en Sudéfrica en cerdos encontrd S. aureus
en muestras de hisopos orales, fecales, cloacales y ambientales mediante técnicas

fenotipica y molecular, la prevalencia fue del 55%.
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4.8. Métodos de identificacion de Bacterias Gram Positivas

Tabla 3. Meétodos de identificacion de Bacterias Gram Positivas

Métodos fenotipicos La identificacion fenotipica El cultivo se mantiene
bacteriana se basa en las como el método
caracteristicas observables, como diagndstico de eleccion;
morfologia, desarrollo, permite aislar e
propiedades bioguimicas y identificar
metabolicas. microorganismos.

Métodos moleculares Esta prueba utiliza generalmente  Prueba PCR

el analisis de la secuencia génica
del ARNr 16S, marcador
presente en todas las bacterias
como una familia de multigenes
u operones cuya funcién no se
modifica con el tiempo y actla
como un marcador eficiente de

evolucion.
Métodos proteémicos de Se basan en el estudio y Las técnicas de
identificacion bacteriana caracterizacion del conjunto de proteoma mas usadas se
proteinas expresadas por un basan en la
genoma. espectrometria de

masas y la
electroforesis.

Nota. Adaptado de Bou, et al. (2011).

4.9. Técnicas de Tratamiento de Heces

4.9.1. Coprocultivo

Un cultivo de heces se usa para detectar la presencia de bacterias que causan
enfermedades y ayudar a diagnosticar una infeccion del sistema digestivo (Testing.,
2021).

4.9.2. Examen Directo
Observacion directa de la muestra: Es posible observar bacterias mediante frotis
fecal, examinado microscopicamente, con tincion de Gram para saber si es positivo o

negativo, asi como también su morfologia y agrupacion (Purificacion., 2021).

4.9.3. Hisopado Rectal

Los hisopados rectales son un tipo de muestra alternativas para estudiar el
desarrollo del microbioma porcino en las primeras etapas de la vida, cuando el muestreo
de heces es un desafio ya que no es el apropiado en todas las situaciones, especialmente
dada la posible dificultad de obtener heces frescas de animales jovenes. (Choudhury et al,
2019).
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4.10. Estudios Relacionados a Microbiota Porcina

La microbiota digestiva no permanece constante durante la vida del animal sino
que cambia hasta llegar a la edad adulta (Odamaki et al., 2016). En los cambios influyen
varios factores como la microbiota de la madre, la dieta, el ambiente entre otros. Los
cerdos obtienen gran parte de su microbiota de su madre y del ambiente en el que viven
durante los primeros dias de vida (Quilodréan et al., 2016; Sommer., 2015; Chen et al.,
2018).

De acuerdo a Swords y colaboradores (1993) la colonizacion del tracto digestivo
de los cerdos se divide en 3 fases principales, la fase inicial va desde el parto hasta la
primera semana de edad, encontrdndose bacterias como Lactobacillus, Streptococcus,
Clostridium. El grupo de Lactobacillus spp son los mas abundantes en esta fase, pudiendo
constituir un 8-10% del total de la poblacion microbiana (Swords et al., 1993)

En la segunda fase que se da durante la lactacion de los lechones, existe gran
abundancia de Lactobacillus y Streptococcus, aunque también estdn presentes
Clostridium, Bifidobacterias, en menor nimero (Tajima & Aminov., 2015). La tercera
fase, comienza con el destete, donde los lechones se ven sometidos a situaciones de estrés
causado por la separacion de la madre, el cambio de ambiente y la alimentacion, pasando
de una dieta lactea a una dieta solida, hecho que contribuye al incremento de la diversidad
de la microbiota, encontrandose bacterias como Clostridium, Ruminococcus. (Inoue et
al., 2005; Chen et al., 2017).

Tras esta Ultima fase de grandes cambios, la microbiota se va haciendo estable,
disminuyendo la cantidad de Bacteroidetes e incrementandose la de Firmicutes (Kim et
al., 2011). Estos dos filos constituyen mas del 90 % de la diversidad de la microbiota en

los cerdos adultos (Tajima & Aminov., 2015).
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5. Metodologia
5.1. Area de Estudio
El estudio se realizaré en el canton Loja, tiene una altitud de 2 100 y 2 135
msnm, con temperatura ambiental que va de 16 - 21°C y su superficie aproximada es de
1.928 kmz2.
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Figura 1. Ubicacion geografica de las granjas porcinas del cantdn Loja

5.2. Procedimiento

5.2.1. Enfoque metodoldgico

Cuantitativo

5.2.2. Disefio de la investigacion

Estudio observacional-descriptivo de corte transversal

5.2.3. Tamafio de la muestra y tipo de muestreo

Se estudio una poblacion de 30 granjas porcicolas del canton Loja, distribuidos en
24 granjas familiares y 6 granjas comerciales. Las muestras se recolectaron dependiendo
del tipo de granja, sea comercial o familiar, segun el nimero de animales por granja 'y en
base de datos de la Asociacion de Porcicultores del Ecuador. Ademas, el tipo de muestreo

fue por conveniencia no probabilistico.
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5.2.4. Técnicas
La investigacion posee dos fases: una de campo y la otra sobre el andlisis de laboratorio
(Anexo 1).

5.2.4.1. Fase de Campo
e Tomay transporte de muestras
Para la elaboracion de este proyecto se procedio a recolectar las muestras de heces
y se colocaron en envases herméticos previamente rotulados, las muestras fueron

transportadas a una temperatura de 2 - 8°C (Anexol).

5.2.4.2. Andlisis de Laboratorio
e Preparacion de la muestra
Se realizaron pools de heces en agua peptonada, y luego se procedid a incubar a
una temperatura de 37 °C por 18-24 horas, seguido a esto se realiz6 diluciones seriadas a
101° (Anexo 1).
e Cultivos de agares selectivos y diferenciales para Gram Positivos
Se realizé el indculo de la dilucion madre y la dilucion seriada para el aislamiento
e identificacion de bacterias Gram positivas; para ello se empled la dilucion seriada 1072,
y para la siembra se utilizd la técnica de estriado por agotamiento, se procedio a incubar
a una temperatura de 37°C durante 18-24 horas. Los medios que se utilizaron fueron agar
sangre, agar sal manitol. Posteriormente se interpretd basandose en las caracteristicas

macroscépicas de las colonias (Anexol).

e Identificacién por pruebas bioquimicas

Para la identificacion se realizaron pruebas de coagulasa, catalasa, oxidasa.
e Recuento de Lactobacillus spp.

Se hizo el fundido en placas monopetri, con diluciones 10° y 10°*° en agar MRS,
luego se incub6 a una temperatura de 37 °C por 18 a 24 horas, por ultimo, se realiz6 el
recuento de colonias por medio de un contador digital de colonias bacterianas (Anexo 1).

e Formula para contabilizar Lactobacillus spp

CFU/ml= Numero de colonias x Factor de dilucién
Volumen inoculado
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5.2.5. Variables de estudio
Identificacién de microorganismos

e Bacterias Gram positivas
Pruebas bioguimicas

e C(Catalasa
e Oxidasa
e Coagulasa

5.2.6. Procesamiento y analisis de la informacion

Se utilizaron tablas de frecuencia absoluta y relativa, basdndose en la presencia o

ausencia de los microorganismos reconocidos para realizar una estadistica descriptiva.

También se utilizé una prueba estadistica de Chi-cuadrado, considerando un p valor de

menor o igual a 0,05 como estadisticamente significativo.

5.2.7. Consideraciones éticas

Primero se consiguio el consentimiento informado de los duefios de las granjas

antes de recolectar muestras de heces de los porcinos, explicandoles detalladamente el

proposito y la metodologia de la investigacion. Por otro lado, se precautelo el bienestar

animal al momento de la recoleccion, previniendo el estrés y malestar en los cerdos.
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6. Resultados

Se evaluaron 30 granjas porcinas del canton Loja y se caracterizaron mediante
encuestas (Tabla 4).

El sistema de crianza con mayor porcentaje es el familiar con el 80%, la
alimentacion que les proporcionan mas comdnmente es lavaza y balanceado con el 66,7
%, la limpieza es del 86 % v se realiza més de 4 veces al afio (Tabla 4).

Las enfermedades més prevalentes en el cantdn Loja son las gastrointestinales con
un 33,3 %, seguida de las enfermedades respiratorias 20 % y reproductivas 13,3 %.

Los medicamentos mas utilizados son Hierro y vitaminas 30 %, seguido de
antibidticos betalactamicos 26,7% (Tabla 4).

Tabla4. Caracteristicas de las granjas porcinas

Caracteristicas N %
Sistema de crianza

Familiar 24 80
Comercial 6 20

Alimentacion

Balanceado 5 16,7
Lavaza y balanceado 20 66,7
Maiz y balanceado 5 16,7
Limpieza

<4 veces afio 4 13,3
>4 veces afio 26 86,7
Enfermedades

Gastrointestinales 10 33,3
Reproductivos 4 13,3
Respiratorios 6 20
Otras enfermedades 3 10
Ningun problema de enfermedad 7 23,3

Medicamentos

Betalactamicos 8 26,7
Hierro y vitaminas 9 30
Sulfonamidas y tetraciclinas 4 13,3
Sulfonamidas, tetraciclinas y betalactamicos 2 6,7
Tetraciclinas 2 6,7
Tetraciclinas y betalactdmicos 5 16,7
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Dentro de las granjas porcinas se encontraron las categorias: cerdas madres 49 %,
engorde el 33 %, lechones destetados 12 % y verracos en un 7% (Tabla 5).

Tabla5. Categorias de los porcinos en las granjas

Categorias N %
Lechones destetados 5 12
Engorde 14 33
Madres 21 49
Verracos 3 7
Total 43 100

Se realizaron pools de acuerdo a las categorias que se muestran en la tabla 2,
donde se obtuvieron 43 muestras, de estas las inoculadas en agar sangre se observo
crecimiento del 100 %, mientras que en agar sal manitol el 30,2 % (Tabla 6)

Se realizo la identificacion mediante tincion Gram para verificar la presencia de
microorganismos Gram positivos.

Tabla6. Medios de cultivo para Gram positivos

Agares N. de Cultivos Cultivos con %
crecimiento
Agar sangre 43 43 100
Agar sal manitol 43 13 30,2

De las 43 muestras inoculadas en agar sangre, 1 muestra fue Gram negativa a la
tincion de Gram perteneciente al pool de la granja 17 madre, por lo tanto, no fue
considerada.

El género de bacterias Bacillus spp fueron las mas aisladas con 60 %, seguida de
Micrococcus spp 20 % y Staphylococcus coagulasa negativa 17,5 % (Tabla 7). Se observo
3 positivos a Lactobacillus en tincién de Gram por tanto no se tomaron en cuenta ya que
se realiz6 un recuento general de los mismos (tabla 9).

Tabla7. Bacterias aisladas en las granjas porcinas del cantén Loja

Bacterias N %
Staphylococcus coagulasa negativa 7 17,5
Staphylococcus aureus 1 2,5
Micrococcus spp 8 20
Bacillus spp 24 60
Total 40 100

Bacillus spp., se identifico dentro de todas las categorias porcinas, a diferencia de

Staphylococcus aureus que solo se encontrd en cerdas madres (Tabla 8).
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Staphylococcus coagulasa negativa se encontraron en tres de las cuatro categorias:
engorde, madres, verracos y Micrococcus spp. se encontraron en lechones destetados,
engorde y madres (Tabla 8).

Tabla8. Bacterias presentes en las categorias porcinas

Lechones destetados

Bacterias N %
Micrococcus spp 2 50
Bacillus spp 2 50
Total 4 100
Engorde
Staphylococcus coagulasa negativa 3 25
Micrococcus spp 1 8,3
Bacillus spp 8 66,7
Total 12 100
Madres
Staphylococcus coagulasa negativa 3 14,3
Staphylococcus aureus 1 4,8
Micrococcus spp 5 23,8
Bacillus spp 12 57,1
Total 21 100
Verraco
Staphylococcus coagulasa negativa 1 33,3
Bacillus spp 2 66.6
Total 3 100

En el recuento de bacterias del género Lactobacillus spp., en las diferentes
categorias porcinas evaluadas, alcanzo valores promedio entre 7,89x10! y 6,04x10%
UFC/ml en las diluciones del 10°y 10-1° (Tabla 9)

Tabla9. Recuento de Lactobacillus

Categorias 10° 1010

Lechones 7,52E+11 6,98E+12
Engorde 7,89E+11 6,87E+12
Madres 7,43E+11 6,38E+12
Verracos 6,64E+11 6,04E+12

En el andlisis de la tabla para el chi-cuadrado, se obtuvo un p valor
estadisticamente significativo del 0,022 con la asociacion de Micrococcus spp Y la
limpieza. (Tabla 10)
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Tabla 10. Chi-cuadrado de Micrococcus spp

Caracteristicas Micrococcus spp P
Ausencia Presencia
N (%) N (%)
Sistema de crianza 0,724
Familiar 17 (73,9) 6 (26,1)
Comercial 4 (66,7) 2 (33,3)
Alimentacion 0,121
Balanceado 4 (100,0) 0(0,0)
Lavaza y Balanceado 15 (75,0) 5 (25,0)
Maiz y Balanceado 2 (40,0) 3 (60,0)
Limpieza 0,022
< 4veces afio 1 (25,0) 3 (75,0)
> 4veces afio 20 (80,0) 5 (20,0)
Enfermedades 0,623
Gastrointestinal 7 (77,8) 2 (22,2)
Reproductivos 4 (100,0) 0(0,0)
Respiratorios 4 (66,7) 2 (33,3)
Otras enfermedades 2 (66,7) 1(33,3)
Ningun problema de 4 (57,1) 3(42,9)
enfermedad
Medicamentos 0,113
Betalactamicos 5 (62,5) 3(37,5)
Hierro y Vitaminas 8 (88,9) 1(11,2)
Sulfonamidas y Tetraciclinas 3(75,0) 1 (25,0)
Sulfonamidas, Tetraciclinas y 0(0,0) 2 (100,0)
Betalactdmicos
Tetraciclinas 1 (50,0) 1 (50,0)

Tetraciclinas y Betalactamicos 4 (100,0) 0(0,0)

En el analisis del dendrograma, el primer grupo tiene similitud en el sistema de
produccién familiar, alimentacion (lavaza y balanceado), junto con bacterias como
Micrococcus, Staphylococcus Coagulasa negativa, Staphylococcus aureus. El segundo
grupo, a diferencia del primero tiene su similitud en el sistema de produccién comercial,
limpieza frecuente, medicamentos (Betalactamicos), y presencia de Bacillus. El tercer
grupo tiene un sistema de produccion familiar, alimentacion (lavaza y balanceado),
limpieza frecuente, diferentes enfermedades y presencia de Bacillus. Por ultimo, el cuarto
grupo tiene su similitud en el sistema de produccion familiar, limpieza frecuente,

Medicamentos (Hierro y Vitaminas) y Bacillus. (Figura 2).
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7. Discusion

En este estudio realizado en 30 granjas porcinas del cantdn Loja se observo que
existe una mayor dominancia del sistema de crianza familiar siendo del 80 %, mientras
que el 20 % restante corresponde al sistema de crianza comercial, esto concuerda con
datos de Agrocalidad (2019) que menciona que en Ecuador predomina la crianza familiar
con el 74,95 %; datos similares con Bolagay (2019) que indica que la produccion
porcicola se encuentra dividida en tres grandes grupos: uno a nivel casero con el 85 % del
total, un nivel industrial con el 10,2 % y un nivel semi industrial que corresponde al 4,8
%.

El sistema de crianza familiar tiene muy bajas posibilidades de incorporar
tecnologia moderna y el mejoramiento genético; esto se debe a que la mayor parte de
estas producciones son atendidas por campesinos con limitados recursos econémicos, lo
que repercute sobre el tamafio de las granjas (Montesdeoca, 2017). Este tipo de crianza
influye en la composicion de la microbiota, demostrando el impacto del entorno de cria
en la microbiota de lechones para los géneros Oscillospira, Megasphaera,
Parabacteroides, y Corynebacterium, que diferia entre cerdos de diferentes granjas
(Yanget et al., 2018).

La alimentacion de los cerdos es comUnmente a base de lavasa y balanceado, estos
resultados se corroboran a los de Agrocalidad (2021), que indica que la dieta de los cerdos
en sistema de crianza familiar es en base a desperdicios de alimentos y compras, mientras
que en sistema comercial se adquiere la alimentacion.

Martinez et al. (2016) mencionan que la alimentacion de cerdos en crianza
familiar consiste primordialmente en subproductos agricolas y desperdicios de cocina.,
algunas de las razones por las que no se suministra balanceados segin Montesdeoca
(2017) y Garcia et al. (2019), son por los costos ya que no hay recursos econémicos,
ademas los centros de ventas de materias primas estan muy distantes.

La alimentacion con desperdicios ha provocado brotes de enfermedades en
muchos paises alrededor del mundo, lo cual ha impactado negativamente a la salud
porcina, dificultando el control desencadenando un elevado costo (Departamento de
Agricultura de EE. UU, 2019).

La intoxicacion alimentaria es una de las enfermedades ocasionados tras ingestion
de alimentos contaminados con microorganismos patogenos; segun Jorda et al. (2012), el
agente mas comun de la intoxicacion alimentaria es Staphylococcus aureus, un

microorganismo cuya presencia se asocia a la contaminacion importada por los
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procesadores de alimentos, el incumplimiento de las buenas practicas de fabricacion o el
uso de materias primas contaminadas. Campuzano et al. (2015) mencionan que la
intoxicacion se caracteriza por vomitos violentos y diarrea severa que ocurren de dos a
ocho horas después de la ingestion de alimentos que contienen toda la gama de toxinas.

Los problemas gastrointestinales poseen una incidencia del 33 % en porcinos,
siendo la principal enfermedad en granjas del canton Loja, Samaniego (2014) y Yue et
al. (2020) concuerdan que las enfermedades méas prevalentes se presentan con diarrea;
una excrecion de heces que contienen exceso de liquido, que suele estar causada por
diversas patdgenos bacterianos, parasitarios; que proliferan en condiciones deficientes de
higiene, alojamiento y alimentacion.

La limpieza en las granjas del canton Loja se realiza méas de cuatro veces al afio,
Auria (2022) afirma que la limpieza y desinfeccion de las instalaciones de las granjas
porcinas son esenciales para eliminar parcialmente los microorganismos, aunque no
eliminan todos los virus y bacteria; lo que hace necesario centrarse en prevenir el acceso
de enfermedades.

Los antibidticos promotores de crecimiento se han utilizado ampliamente en las
dietas de lechones para controlar la incidencia de enfermedades de tracto
gastrointestinales. Sin embargo, la adicion de estos medicamentos ha ocasionado
problemas de resistencia bacteriana, motivo por el cual se ha restringido el uso (Jensen et
al., 2016; Pilote et al., 2019). Es asi que se ha optado por nuevas estrategias como la
adicion de acidos organicos, bacteriofagos, probioticos entre otras, que podrian inhibir o
reducir el crecimiento de bacterias patégenas (Canibe et al.,2022).

Los medicamentos mas utilizados en este estudio fueron hierro y vitaminas 30 %.
Mazgaj et al. (2024) resaltan la importancia del uso de hierro en cerdos, sobre todo en
lechones, ya que la deficiencia se asocia a un mayor riesgo de anemia, considerando que
el lechdn nace con escasez de hierro corporal., el requerimiento diario de hierro para
lechones en las primeras semanas de vida es de aproximadamente 7 a 18 mg de hierro.

Chen et al. (2020) sefiala que el exceso de hierro en la dieta aumenta la incidencia
de diarrea, altera la microbiota intestinal y afecta las respuestas inmunitarias del intestino.
Garcia et al. (2008) menciona que el hierro tiene efectos negativos sobre la microbiota
digestiva ya que reduce la concentracion de Lactobacillus, produciéndose un incremento
de otras bacterias patdgenas. Kortman et al. (2014) indican que algunas bacterias
gramnegativas, como Salmonella, Shigella'y E. coli, requieren hierro para su virulencia y

colonizacién. Ding et al. (2020) en un estudio reciente informé que el aumento de hierro
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en la dieta, disminuy0 bacterias como Clostridium, Faecalibacterium y Prevotellaceae, y
aumentd Desulfovibrio y Anaerovibrio en el ciego de los lechones (Ding et al., 2020). Por
tanto, estos estudios resaltan la influencia del hierro en la regulaciéon de las bacterias
intestinales.

Isaacson et al. (2012) mencionan que las bacterias que han evolucionado en
simbiosis con el cerdo, se conocen como bacterias autoctonas, y por tanto buenas, ya que
impiden el establecimiento de bacterias no residentes, que representan a los colonizadores
oportunistas que podrian estar asociados con enfermedades. Dowd et al. (2008),
utilizando la tecnologia de secuenciacion del gen del ARNr 16S, identificaron los 10
géneros mas frecuentes en el intestino del cerdo asociado a bacterias autdctonas, que
fueron Actinobacilos, Bacillus, Candidatus, Clostridium, Helicobacter, Lactobacillus,
Ruminococos, Streptococcus, Turicibacter y Veillonella.

Entre las bacterias Gram positivas que generan desequilibrio en la microbiota
estan: los Clostridium perfringens tipo A y C, producen infecciones entéricas y suelen
aparecer durante el periodo de lactacién; Enterococcus, forman parte de la microbiota
intestinal autéctona de los mamiferos y otros animales siendo considerados como
comensales inocuos, sin embargo, pueden provocar infecciones en animales con
enfermedades subyacentes o inmunodeprimidas (Abriouel., 2008); Staphylococcus,
aungue es mas conocido por su papel en infecciones de la piel, también dafian la mucosa
intestinal (Flores., 2014 & Duque., 2016); Bacillus, algunas de estas especies como
Bacillus cereus, también estan asociadas con problemas gastrointestinales (Haque et al.,
2021.)

La mayoria de las bacterias aisladas en este estudio pertenecen al filo firmicutes y
Actinomycetota. Dentro de los Firmicutes corresponde el orden Bacillales con géneros
como Bacilos 60 %, Staphylococcus coagulasa negativa 17,5 %, Staphylococcus aureus
2,5 %); y del filo Actinomycetota se encontrd el orden Micrococcales que corresponde al
género Micrococcus 20 %.

En similitud con Buiatte et al. (2024) quienes indican que Firmicutes y
Bacteroidota, representaron mas del 90% de los taxones identificados en muestras
fecales. Wang et al. (2019), en un estudio longitudinal demostr6 que, a los 61 dias de
edad, Firmicutes y Bacteroidota representaban mas del 85% de la composicién
microbiana, al igual que Mach et al. (2015) quienes evaluaron la microbiota fecal de 31
lechones hasta los 70 dias de edad, y los filos Firmicutes y Bacteroidota correspondieron

a mas del 90% del total.
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El género de bacterias Micrococos se aislo en un 18,60 % del total de bacterias
Gram positivas aisladas de heces de cerdo. Wylensek et al. (2020) indican que algunas
bacterias del género Micrococcus spp forman parte de la microbiota comensal del tracto
digestivo de los porcinos asi como la especie de Micrococcus luteus; que se identifico
mediante meta-analisis de los datos de la secuencia del amplicon del ARNr 16S.

Los Micrococcus spp, se puede encontrar comunmente en la piel de los mamiferos
(NUfez, 2014); generalmente no se consideran patdgenos; sin embargo, algunas especies
han sido culpables de varias infecciones, por lo tanto, pueden ser patégenos oportunistas.
(Nunez., 2014; Tizabi & Hill, 2023). EI género Micrococcus spp en este estudio se aislo
en la mayoria de categorias, excepto en verracos, se considera que la distribucion de estas
bacterias se relaciona con el tipo de alojamiento del cerdo, como consecuencia a la fase
de crecimiento y de la actividad del cerdo; ya que, en esta categoria los cerdos generan
mas particulas de pienso y estiércol seco acumuladas en la superficie del suelo generando
condiciones dptimas para estas bacterias (Kim & Ko, 2019).

En el andlisis de la tabla para el chi-cuadrado, se obtuvo un p valor
estadisticamente significativo del 0,022 con la asociacion de Micrococcus spp y la
limpieza. Kim y Ko, (2019) mencionan que Micrococcus spp puede llegar a contaminar
las granjas porcinas a traves del aire, por esta razon, se deben tomar varias medidas como
la aplicacion de una ventilacion éptima, mejorar la higiene de las instalaciones e incluso
plantear un tratamiento del estiércol, para reducir la concentracion de bacterias en el aire
en las instalaciones porcinas.

El género Bacillus spp fue el mas aislado en un 60 %, encontrandose en todas las
categorias Bahaddad et al., (2023) mencionan que los Bacillus spp, forman parte de la
flora normal por lo que se puede aislar del tracto gastrointestinal y de las heces de
diferentes animales, como cerdos, rumiantes, pollos y animales acuaticos.

Leser y Col. (2002) aislaron del contenido digestivo del ileon, ciego y colon de
los cerdos, bacterias como: Bacillus, Lactobacillus, Streptococcus; representando el 12.3
% del total de las bacterias aisladas. Li et al. (2021) y Wu et al. (2023) en sus
investigaciones reportaron la presencia de Bacillus subtilis BS21 en heces de cerdo y
comprobaron que estas bacterias ejercen actividad antibacteriana sobre bacterias
gramnegativas como E. coli, Salmonella, Shigella y Citrobacter. Ademas, Wang et al.
(2021) mencionan la presencia de Bacillus spp en las etapas de lactancia, crecimiento y
finalizacién, lo que sugiere que estos miembros probablemente sean residentes del tracto

gastrointestinal porcino (Wang et al, 2021).
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El género Staphylococcus aureus, suele colonizar las fosas nasales, no obstante,
también se puede encontrar con menor frecuencia en el tracto gastrointestinal (Rodriguez
et al; 2015). De acuerdo a Diana et al. (2019) los Staphylococcus aureus se pueden hallar
transitoriamente en el tracto digestivo tanto en animales como en el hombre. Zheng et. al,
(2023) aislaron S. aureus de 304 muestras de heces de cerdo de las cuales 24,34 % fueron
positivas, y en muestras de hisopos anales de 541 el 5,18 % fueron positivas para S.
aureus.

Staphylococcus aureus es de gran interés en la medicina humana y veterinaria
porque puede causar una variedad de sintomas y enfermedades, debido a la produccion
de enterotoxinas que provocan vOmitos, diarrea. La intoxicacion alimentaria
estafilocdcica, es una de las enfermedades mas prevalentes en todo el mundo, resulta del
consumo de enterotoxinas que se han formado en los alimentos (Johler et al; 2011).

El género Staphylococcus coagulasa negativo no se aislo en lechones, esto puede
deberse a que en esta categoria existe gran abundancia de Lactobacillus, Streptococcus,
Clostridium, Bifidobacterium. Ademas, la presencia de inmunoglobulinas de la madre
presentes en la leche aporta proteccion frente a microorganismos patégenos y, por tanto,
influye en la composicion en la microbiota intestinal (Tajima y Aminov, 2015).

Wylensek et al. (2020) indican que algunas bacterias del género Staphylococcus
coagulasa negativo forman parte de la microbiota comensal del tracto digestivo de los
porcinos, asi como las especies de Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis,
Staphylococcus cohnii. Sin embargo, algunas especies de Staphylococcus coagulasa
negativo pueden ser patdgenos oportunistas, la colonizacion de diferentes partes de la piel
y las membranas mucosas del huésped es la fuente clave de infecciones enddgenas
(Becker; 2014).

En el recuento de Lactobacillus spp., de las diferentes categorias porcinas
evaluadas, se obtuvo un promedio entre 6,04 x 1012y 7,89 x 10!t UFC/ml en las diluciones
evaluadas del 10 10 2%, Angelis et al. (2006) analizaron las heces de cerdo de 8 cerdas
de raza Large White que contenia Lactobacillus, se identificaron treinta y cinco aislados
de heces de cerdo mediante andlisis de secuencia parcial del ARNr 16; todos los
aislamientos se detectaron a 108-10° UFC/mI. Asimismo, Konig et al. (2021) mostraron
valores entre 2,40 x 108 y 3,80 x 10 UFC/ml en cerdos adultos, siendo estos datos
inferiores a los encontrados en este estudio.

La edad incide en el recuento de Lactobacillus spp., en lechones recién nacidos es

mas bajo debido a la colonizacion gradual de bacterias beneficiosas, a diferencia de
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cerdos adultos que tienen un recuento mas alto debido a la estabilidad de su microbiota.
Sayan et al. (2018) indican que los recuentos de Lactobacillus en el duodeno de lechones
son de 2.29 x 10° UFC, datos similares a Kalita et al. (2021) mencionan que en lechones
de 20 dias se contabilizo en el yeyuno una concentracion de 1,08x10° UFC y en el ileon
4.53x10” UFC. Los valores en la presente investigacion son mayores; y puede estar
relacionado al manejo, crianza, dieta y medio ambiente. Ademas, la zona donde se
muestreo influye directamente la concentracion de lactobacillus, ya que en el intestino
delgado es menos favorable encontrar un alto recuento por el bajo pH en el estbmago, la
descarga de sales biliares en el intestino y a la presencia de oxigeno (Mena, 2019)

Los Lactobacillus spp se establecen tempranamente en el intestino del lechon y
aungue la sucesién ocurre a lo largo de la vida del cerdo, puede permanecer como uno de
los elementos predominantes de la comunidad bacteriana. En particular, L. reuteri y L.
plantarum estan presentes de forma natural en niveles elevados concentrados en el tracto
gastrointestinal de los cerdos (Angelis et al; 2006)

En el andlisis del dendrograma, el primer grupo tiene similitud en el sistema de
produccién familiar, alimentacion (lavaza y balanceado), junto con bacterias como
Micrococcus spp, Staphylococcus coagulasa negativa, Staphylococcus aureus, y ausencia
de bacterias del género Bacillus. El segundo grupo, a diferencia del primero tiene su
similitud en el sistema de produccién comercial, limpieza frecuente, medicamentos
(Betalactamicos), y presencia de Bacillus, mientras que Staphylococcus coagulasa
negativa, Micrococcus spp, Staphylococcus aureus estan ausentes en la mayoria de las
granjas al igual que en el tercero y cuarto grupo. El tercer grupo tiene un sistema de
produccion familiar, alimentacién (lavasa y balanceado), limpieza frecuente, diferentes
enfermedades y presencia de Bacillus. Por ultimo, el cuarto grupo tiene su similitud en el
sistema de produccion familiar, limpieza frecuente, medicamentos (hierro y vitaminas) y
Bacillus.

Han (2018) y Mach (2015) indican que la microbiota gastrointestinal en animales
puede verse afectada por numerosos factores, la raza, dieta, edad y estado de salud. Haque
et al. (2021) menciona que los Bacillus se pueden encontrar en alimentos y piensos
fermentados o no fermentados, utilizados como probi6ticos. Por otro lado, laniro et al.
(2020) y Ramirez et al. (2020) sefialan que el uso de antibidticos puede alterar el
equilibrio que existe entre las distintas especies de la microbiota intestinal, ya que
disminuyen la diversidad de especies y pueden provocar el crecimiento excesivo de

patobiontes, como el C. difficile toxigénico. Sin embargo, en el analisis del dendrograma
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del cuarto grupo, los betalactamicos no afectaron la presencia de Bacillus ya que la
mayoria de especies son resistentes a estos tipos de medicamentos (Tuazon, 2019).

En este estudio se reporta la presencia de bacterias Gram positivas de los érdenes
Bacillales (Bacillus spp), Lactobacillales (Lactobacillus spp); y Micrococcales
(Micrococcus spp), en la microbiota de los cerdos de las granjas analizadas. Estas
bacterias pueden ser microorganismos beneficiosos pero la proliferacion descontrolada
puede llegar a ser patdgena por factores externos como la edad, alimentacion, el estrés,

higiene; que puede afectar la salud y el rendimiento de los animales.
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8. Conclusiones
Se logro aislar tres géneros de bacterias Gram positivas (Micrococcus spp,
Bacillus spp, Staphylococcus) y dos especies de Staphylococcus: Staphylococcus
coagulasa negativa, Staphylococcus aureus.
En todas las categorias de las granjas analizadas se observo Bacillus spp., a
diferencia de Staphylococcus aureus, que solo se encontr6 en cerdas madres.
Staphylococcus coagulasa negativa se hall6 en engorde, madres, verracos,
mientras que Micrococcus spp se encontraron en lechones destetados, engorde y
madres.
En el analisis de Lactobacillus spp., de las diferentes categorias porcinas
evaluadas, se obtuvo un promedio entre 7,89 x 10! y 6,04 x 10* y UFC/ml,
mostrando recuentos superiores a los valores normales encontrados en la
bibliografia.
Se obtuvo un p valor significativo del 0,022 en el aislamiento de los Micrococcus
spp y el factor de limpieza en las granjas. Segun los datos esta bacteria se
encuentra distribuida en el medio ambiente, por lo que puede transmitirse con

mayor facilidad.
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9. Recomendaciones

Se debe realizar estudios con un corte longitudinal que permita evaluar los
cambios dentro de la composicion de la microbiota considerando factores como
el sistema de crianza, la limpieza y presencia de enfermedades, entre otros.
Establecer un plan de alimentacion que contemple las necesidades de proteina,
energia, vitaminas y minerales de manera adecuada en las distintas categorias de
los porcinos para un mejor rendimiento en la produccién.

Priorizar el uso responsable de farmacos mediante protocolos de administracion,
esquemas de vacunacion y desparasitacion, con supervision constante de un
Médico Veterinario que permita garantizar la salud del animal y minimizar el
riesgo de resistencia antimicrobiana.

Emplear técnicas moleculares que permita una identificacion de la composicion
total del microbioma, permitiendo optimizar la salud metabolica empleando

factores nutricionales mejorando el rendimiento productivo.

29



10. Bibliografia

Abriouel, H., Ben Omar, N., Lopez, R., & Gélvez, A. (2008). La doble faceta del género
Enterococcus y su importancia en alimentos. Real Acad Ciencias Vet Andalucia
Orient, 21(1), 66-74.
https://investigacion.ujaen.es/documentos/5eebf29¢29995209f4265900

Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario (2021). Manual de procedimientos
para la certificacion de granjas de ganado porcino.
https://www.agrocalidad.gob.ec/wp-content/uploads/2021/11/DAJ-2021454-
0201.0228-registro-granjas-20211.pdf

Andino, M., y Quesada, C. (2022). Clostridioides (Clostridium difficile) en porcinos:
caracterizacion, consideraciones epidemioldgicas y resistencia a los
antimicrobianos. Veterinaria (Montevideo), 58(217).
http://www.scielo.edu.uy/pdf/ivet/v58n217/1688-4809-vet-58-217-e301.pdf

Bou, G., Fernandez, A., Garcia, C., Séez, J., & Valdezate, S. (2011). Métodos de
identificacion bacteriana en el laboratorio de microbiologia. Enfermedades
infecciosas y microbiologia clinica, 29(8), 601-608.
https://doi.org/10.1016/j.eimc.2011.03.012

Brassea, A. (2018). Evaluacidn del efecto de la suplementacion con bacillus subtilis
sobre el comportamiento productivo y la microbiota intestinal de cerdos
destetados. [Tesis de Pregrado, Universidad Autonoma de Baja California].
https://repositorioinstitucional.uabc.mx/server/api/core/bitstreams/8e7545c4-
b6ec-4538-8e5e-514ffd5500d0/content

Canibe, N., Hgjberg, O., Kongsted, H., Vodolazska, D., Lauridsen, C., Nielsen, TSy
Schonherz, AA (2022). Revision sobre medidas preventivas para reducir la
diarrea post-destete en lechones. Animales, 12 (19), 2585.
https://doi.org/10.3390/ani12192585

Castillo, C. (2021). Seleccion de cepas de Lactobacillus spp procedentes del tracto
digestivo del cerdo como posibles cepas probioticas. [Tesis de Pregrado, Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo. Riobamba].
http://dspace.espoch.edu.ec/handle/123456789/15641

30



Concepcion, P. (2014). Deteccidn y caracterizacion de Staphylococcus aureus
procedentes de animales. [Tesis Doctoral, Universidad Complutense de Madrid].
https://www.visavet.es/data/tesis/deteccion-caracterizacion-staphylococcus-

aureus-animales-aguas.pdf

Cotta, M., Whitehead, T y Zeltwanger, R. (2003). Isolation, characterization and
comparison of bacteria from swine faeces and manure storage
pits. Environmental microbiology, 5(9), 737-745. https://doi.org/10.1046/j.1467-
2920.2003.00467.x

Dowd, S., Sun, Y., Wolcott, R., Domingo, A., y Carroll, J. (2008). Bacterial tag—
encoded FLX amplicon pyrosequencing (0 TEFAP) for microbiome studies:
bacterial diversity in the ileum of newly weaned Salmonella-infected pigs.
Foodborne pathogens and disease, 5(4), 459-472.
https://doi.org/10.1089/fpd.2008.0107

Espinoza, D. (2012). “Proyecto de factibilidad para la creacion de una empresa
dedicada a la crianza, engorde y faecnamiento de cerdos en la parroquia de Pifo”.
[Tesis de Pregrado, Universidad Central del Ecuador].
https://core.ac.uk/download/pdf/71898371.pdf

Gaceta Sanitaria. (2002). Antibiéticos como promotores del crecimiento en animales.
¢Vamos por el buen camino? Gaceta Sanitaria, 16(2), 109-112.
http://scielo.isciii.es/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0213-
91112002000200002&Ing=es&tIng=es.

Han, GG, Lee, JY, Jin, GD, Park, J., Choi, YH, Kang, SK, ... y Choi, YJ (2018). Rastreo
de la microbiota fecal de cerdos comerciales en cinco etapas de crecimiento
desde el nacimiento hasta el embarque. Informes cientificos, 8 (1), 6012.
https://doi.org/10.1038/s41598-018-24508-7

Haque, M., Wang, F., Chen, Y., Hossen, F., Islam, M., Hossain, M., ... & Ahmed, F.
(2022). Bacillus spp. contamination: a novel risk originated from animal feed to
human food chains in south-eastern Bangladesh. Frontiers in microbiology, 12,
783103.

31



https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmich.2021.7
83103/full#B5

Ibrahim, S. (2016). Lactic acid bacteria: Lactobacillus spp.: other species.
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/B978008100596500857X

Isaacson, R., y Kim, H. (2012). The intestinal microbiome of the pig. Animal health
research reviews, 13(1), 100-109. https://doi.org/10.1017/S1466252312000084

Johler, S., Layer, F. y Stephan, R. (2011). Comparacién de genes de virulencia 'y
resistencia a antibioticos de brotes de intoxicacion alimentaria aislados de
Staphylococcus aureus con aislados obtenidos de leche de mastitis bovina y
canales de cerdo. Revista de proteccion de los alimentos, 74 (11), 1852-1859.
https://doi.org/10.4315/0362-028X.JFP-11-192

Laboratorios Britania. (2021). Manitol Salado Agar.
https://www.britanialab.com/back/public/upload/productos/upl_607073c954fa9.
pdf

Ludwig, W., Kirchhof, G., Weizenegger, M., y Weiss, N. (1992). Phylogenetic
Evidence for the Transfer of Eubacterium suis to the Genus Actinomyces as
Actinomyces suis comb. nov. International Journal of Systematic Bacteriology,
42(1), 161-16. https://doi.org/10.1099/00207713-42-1-161

Mach, N., Berri, M., Estellé, J., Levenez, F., Lemonnier, G., Denis, C., ... & Lepage, P.
(2015). Early-life establishment of the swine gut microbiome and impact on host
phenotypes. Environmental microbiology reports, 7(3), 554-569.
https://doi.org/10.1111/1758-2229.12285

Marchwinska, K. y Gwiazdowska, D. (2022). Aislamiento y potencial probiotico de
bacterias del acido lactico de heces porcinas para la composicién de aditivos
alimentarios. Archivos de Microbiologia, 204 (1), 61.
https://doi.org/10.1007/s00203-021-02700-0

32


https://doi.org/10.4315/0362-028X.JFP-11-192

Marin, C. (2017). Indicaciones y Valoracion Clinica del Urocultivo y Coprocultivo.
Revista del Instituto de Medicina Tropical, 10 (1), 37-47.

https://doi.org/10.18004/imt/201510137-47

Miranda Hevia, R. (2008). Microbiota digestiva del cerdo: determinacion del patron en
condiciones de salud y enfermedad. [Tesis Doctoral, Universidad de Leon].
https://buleria.unileon.es/bitstream/handle/10612/9579/Tesis%20Rub%C3%A9n

%20Miranda%20Hevia.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Mukherjee, A. (2020). Gut microbes from the phylogenetically diverse genus
Eubacterium and their various contributions to gut health. Gut Microbes, 12 (1).

https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC7524325/

Paredes, F y Roca, J. (2004). Infecciones gastrointestinales. Offarm, 23 (5), 100-106.
https://www.elsevier.es/es-revista-offarm-4-articulo-infecciones-

gastrointestinales-13061801

Ramirez, J., Guarner, F., Bustos Fernandez, L., Maruy, A., Sdepanian, VL, & Cohen, H.
(2020). Antibidticos como principales disruptores de la microbiota intestinal.
Frontiers in cellular and infection microbiology, 10, 572912.

https://doi.org/10.3389/fcimb.2020.572912

Saltos, F. (2021). Plan de mejoras para el sistema de produccion de cerdos de la
asociacion de productores agropecuarios de la comuna productores
agropecuarios de la comuna. [Tesis de Pregrado, Universidad Estatal Peninsula
de Santa Elena]. https://repositorio.upse.edu.ec/bitstream/46000/6389/1/UPSE-
T1A-2021-0106.pdf

33



Samaniego Sarango, L. (2014). Diagndstico de la produccion porcina en el canton Loja,
provincia de Loja. [Tesis de Pregrado, Universidad Nacional de Loja]

https://dspace.unl.edu.ec/jspui/bitstream/123456789/6024/1/L.orena%?20Elizabet

h%20Samaniego%20Sarango.pdf

Tizabi, D. y Hill, RT (2023). Micrococcus spp. como una fuente prometedora para el
descubrimiento de farmacos: una revision. Revista de Microbiologia y

Biotecnologia Industrial, 50 (1). https://doi.org/10.1093/jimb/kuad017

Tuazon, C. (2019). Bacillus species. infectious disease and antimicrobial agents.

http://www.antimicrobe.org/b82.asp

Schokker, D., Zhang, J., Zhang, L.L., Vastenhouw, S., Heilig, H., Smidt, H., Rebel, J y
Smits, M. (2014). Early-life environmental variation affects intestinal microbiota
and immune development in new-born piglets. Plos one, 9(6).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0100040

Alarcon, P. (2012). Streptococcus suis. Revista Chilena de Infectologia., 29 (5), 541-

542 https://scielo.conicyt.cl/pdf/rci/v29n5/art12.pdf

Wang, X., Tsai, T., Deng, F., Wei, X., Chai, J., Knapp, J., ... y Zhao, J. (2019).
Longitudinal investigation of the swine gut microbiome from birth to market
reveals stage and growth performance associated bacteria. Microbioma, 7, 1-18.

https://microbiomejournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/s40168-019-

0721-7

Wu D, FuL, Cao Y, Dong Ny Li D (2023). Genomic insights into antimicrobial

potential and optimization of fermentation conditions of pig-derived Bacillus

34



subtilis BS21. Front. Microbiol,14:1239837.

https://doi.org/10.3389/fmicb.2023.12398

Wylensek, D., Hitch, TC, Riedel, T., Afrizal, A., Kumar, N., Wortmann, E., ... y Clavel,
T. (2020). A collection of bacterial isolates from the pig intestine reveals
functional and taxonomic diversity. Comunicaciones de la naturaleza, 11 (1).

https://www.nature.com/articles/s41467-020-19929-w

Zheng, L., Jiang, Z., Wang, Z., Li, Y., Jiao, X., Li, Q. y Tang, Y. (2023). La prevalencia
de Staphylococcus aureus y la aparicién de MRSA CC398 asociado al ganado
en la produccidn porcina en el este de China. Fronteras en Microbiologia, 14.

https://doi.org/10.3389/fmicb.2023.1267

35



11. Anexos

Anexo 1. Diagrama de flujo de identificacion de bactérias Gram positivas
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Anexo 2. Recuento de Lactobacilos

N° Granjas Categorias -9 -10

1 Engorde 1,59E+12 1,30E+13
2 Engorde 1,13E+12 2,01E+13
3 Madre 1,38E+11 1,86E+12
4 Madre 2,04E+12 2,44E+12
5 Lechon 1,41E+12 5,34E+12
5 Madre 1,46E+12 7,92E+12
6 Madre 1,55E+12 2,61E+13
7 Verraco 1,20E+12 7,36E+12
8 Engorde 3,32E+11 5,38E+12
8 Lechén 7,00E+11 5,76E+12
8 Madre 6,58E+11 5,48E+12
9 Madre 6,90E+11 7,92E+12
10 Lechon 1,17E+12 1,58E+13
10 Madre 6,80E+11 1,25E+13
11 Lechon 5,26E+11 2,36E+12
12 Engorde 5,20E+10 2,00E+10
13 Engorde 1,32E+11 1,86E+12
13 Madre 3,46E+11 8,20E+11
14 Engorde 1,89E+12 1,31E+13
14 Madre 9,22E+11 2,10E+12
15 Madre 4 34E+11 4 36E+12
16 Verraco 5,22E+11 5,18E+12
17 Madre 3,0E+10 1,04E+12
18 Madre 3,96E+11 1,96E+12
18 Engorde 4,08E+11 3,28E+12
19 Madre 1,40E+12 1,58E+13
19 Engorde 4,90E+11 1,67E+13
20 Madre 1,35E+12 6,18E+12
21 Lechon 6,20E+10 6,00E+10
22 Engorde 3,06E+11 1,80E+12
22 Madre 6,34E+11 6,00E+11
23 Madre 5,40E+10 2,00E+11
24 Engorde 572E+11 8,562E+12
25 Madre 2,65E+12 6,98E+12
26 Madre 7,18E+11 8,96E+12
26 Engorde 5,52E+11 1,01E+13
27 Madre 8,40E+11 7,60E+12
28 Madre 3,06E+11 4,78E+12
28 Engorde 5,08E+11 6,46E+12
29 Engorde 2,92E+11 4 56E+12
29 Verraco 7,68E+11 9,62E+12
30 Madre 5,34E+11 6,04E+12
30 Engorde 1,50E+12 7,20E+12
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Anexo 3.Tabla de Variables

A B € D E F G H | J K

N°® Granjas  Sistema de crianza Alimento Limpieza Enfermedades Medicamentos Micrococcus spp  Bacillus spp Lactobacilos spp Estafilococos coagul Estafilococos aureus
Granja 1 Familiar Lavaza_Balanceadc>4veces_anc Otras_enfermedades Hierro_Vitaminas  Ausencia Ausencia  Ausencia Presencia Ausencia
Granja 2 Familiar Maiz_Balanceado <4veces_anc Respirato Jas_Tetraciclinas_Beta Presencia Ausencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Granja 3 Familiar Lavaza_Balanceadc<dveces_anc Tracto_digestivo Tetraciclinas Presencia Ausencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Granja 4 Familiar Lavaza_Balanceadc<dveces anc  Ningun_problema_de_enfermedad Betalactémicos  Presencia Ausencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Granja 5 Familiar Maiz_Balanceado >dveces_anc Ningun_problema_de_enfermedad Betalactémicos  Presencia Presencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Granja 6 Familiar Lavaza_Balanceadc>4veces anc  Ningun_problema_de_enfermedad  Hierro_Vitaminas  Presencia Ausencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Granja 7 Familiar Balanceado  <dveces_anc Reproductivo Tetraciclinas Ausencia Presencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Granja 8 Comercial Balanceado  >dveces anc Ningun_problema_de_enfermedad Betalactémicos  Ausencia Presencia  Ausencia Presencia Ausencia
Granja 9 Familiar Lavaza_Balanceadc>4veces_anc Respirato Ifonamidas_Tetraciclin Ausencia Ausencia  Ausencia Presencia Ausencia
Granja 10 Familiar Lavaza_Balanceado>4veces_anc Otras_enfermedades Ifonamidas_Tetraciclin Presencia Ausencia  Ausencia Presencia Ausencia
Granja 11 Familiar Balanceado  >dveces_anc Tracto_digestivo Hierro_Vitaminas  Ausencia Ausencia  Presencia Ausencia Ausencia
Granja 12 Familiar Maiz_Balanceado >dveces_anc  Ningun_problema_de_enfermedad  Hierro_Vitaminas  Ausencia Ausencia  Presencia Ausencia Ausencia
Granja 13 Comercial Lavaza_Balanceado>4veces_anc Tracto_digestivo Betalactdmicos  Ausencia Presencia  Presencia Ausencia Ausencia
Granja 14 Comercial Maiz_Balanceado >dveces_anc Tracto_digestivo Betalactimicos  Presencia Presencia  Ausenia Ausencia Ausencia
Granja 15 Familiar Lavaza_Balanceado>4veces_anc Tracto_digestivo Ifonamidas_Tetraciclin Ausencia Presencia  Ausenia Ausencia Ausencia
Granja 16 Familiar Balanceado  >dveces_anc Otras_enfermedades Hierro_Vitaminas  Ausencia Presencia  Ausenia Ausencia Ausencia
Granja 18 Familiar Maiz_Balanceado >dveces_anc Tracto_digestivo_intestinal Ifonamidas_Tetraciclin Ausencia Presencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Granja 19 Familiar Lavaza_Balanceado>4veces_anc Respirato raciclinas_Betalactami Ausencia Presencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Granja 20 Familiar Lavaza_Balanceadc>4veces_anc Reproductivo Hierro_Vitaminas  Ausencia Presencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Granja 21 Familiar Lavaza_Balanceadc>4veces_anc  Ningun_problema_de_enfermedad Hierro_Vitaminas  Ausencia Presencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Granja 22 Comercial Lavaza_Balanceadc>4veces_anc Respiratorio Betalactamicos Ausencia Presencia  Ausencia Presencia Ausencia
Granja 23 Familiar Lavaza_Balanceadc>4veces_anc Tracto_digestivo_intestinal raciclinas_Betalactdmi Ausencia Presencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Granja 24 Comercial Lavaza_Balanceadc>4veces_anc Tracto_digestivo_intestinal raciclinas_Betalactdmi Ausencia Presencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Granja 25 Familiar Lavaza_Balanceadc>4veces_anc Respiratorio Betalactdmicos Ausencia Presencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Granja 26 Familiar Lavaza_Balanceadc>4veces_anc Reproductivo Betalactdmicos Ausencia Presencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Granja 27 Familiar Lavaza_Balanceadc>4veces_anc Tracto_digestivo_intestinal Hierro_Vitaminas  Ausencia Presencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Granja 28 Familiar Lavaza_Balanceadc>4veces_anc Reproductivo raciclinas_Betalactdmi Ausencia Presencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Granja 29 Familiar Lavaza_Balanceadc>4veces_anc  Ningun_problema_de_enfermedad Hierro_Vitaminas  Ausencia Presencia  Ausencia Presencia Ausencia
Granja 30 Comercial Lavaza_Balanceadc>4veces_anc Respiratorio ias_Tetraciclinas_Beta Presenci Ausencia Ausencia Ausencia Presencia
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Anexo 4. Trabajo en laboratorio

Descripcion:

A) Pesaje del agua peptonada y los agares

B) Preparacion de los agares con agua destilada

C) Ebullicién y dispensacién de agares

D) Inoculacion en agar diferencial (agar sangre) y selectivo (sal manitol).
E) Lectura de las placas de cultivo

F) Conteo de colonias de Lactobacillus spp

G) Inoculacién de pruebas bioquimicas, catalasa, oxidasa, coagulasa

H) Observacion en microscopio de bacterias Gram positivas
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