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Resumen

Un anadlisis preliminar de la microflora bacteriana presente en el ciego de cuy fue realizado.
Amplificacion de un fragmento del gen ribosomal 16S fue realizado a partir de un pool de
ADN gendémico bacteriano. Clonamiento al azar de los productos de PCR fue realizado en el
vector PGEM-T vector plasmid (Promega) y Escherichia coli IM109 y secuenciados en ABI
3130 Genetic Analyzer. El analisis de 16 secuencias unicas del gen 16S rDNA indicaron
altos grados de similaridad (> 95%, > e-140) con secuencias de bacterias previamente
descritas en bases de datos del GeneBank, Blast server for bacterial identification,
Ribosomal database project y BiBi database. Los resultados sugieren la presencia de
Escherichia coli, Escherichia albertii, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Shigella boydii,
Hafnia alvei, Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae, Staphylococcus equorum,
Staphylococcus equorum subsp. Equorum, Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas
hibiscicola, Pseudomonas geniculata, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus succini como
parte de la microflora bacteriana del ciego del cuy.

Abstract

A preliminar study of bacterial microflora present in the cecum guinea pig was performend.
Fragment amplification of ribosomal gene 16S were performend from bacterial genomic
DNA pool. Random cloning of PCR products were performend into PGEM-T vector
plasmid (Promega) and Escherichia coli JM109 and sequencing in ABI 3130 Genetic
Analyzer. Analysis of 16 unique 16S rDNA sequences showed high similarity (> 95%, > e-
140) with bacterial DNA previosly described in Genebank database, Blast server for
bacterial identification, Ribosomal database project and BiBi database. The results suggest
the presence of Escherichia coli, Escherichia albertii, Shigella flexneri, Shigella sonnei,
Shigella boydii, Hafnia alvei, Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae, Staphylococcus
equorum, Staphylococcus equorum subsp. Equorum, Stenotrophomonas maltophilia,
Pseudomonas hibiscicola, Pseudomonas geniculata, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus
succinis in the bacterial microflora from guinea pig cecum.

Introduccion
gen ribosomal 16S [1,2].

secuenciamiento de regiones conservadas del

La caracterizacion de la  microbiota

gastrointestinal en animales domésticos es la La caracterizacion molecular de la microflora
primera etapa en el desarrollo de bacteriana se ha realizado con éxito en
biotecnologias aplicadas a la nutricion diferentes especies domesticas, como perros
animal. Tradicionalmente, la microbiota [3] conejos [4], ganado bovino [5]; sin

bacteriana ha sido estudiada mediante
cultivo, lo cual requeria una intensa labor e
informacion sobre requerimientos nutri-
cionales y de crecimiento bacterianos. Estos
métodos han sido sustituidos por técnicas
moleculares, basadas en la amplificaciéon y
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embargo, se carece de reportes sobre especies
bacterianas presentes en el ciego del cuy
(Cavia porcellus).
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El conocimiento de la constitucion particular
de la microflora bacteriana en el ciego del
cuy, constituye el primer paso para el
aislamiento de especies bacterianas con
potencial aplicacion probidtica [4].

2. Materiales y Método

Cien gramos de contenido cecal provenientes
de 5 cuyes (Cavia porcellus) alimentados con
heno de alfalfa fueron tamizados mediante
una solucion diluyente (NaCl al 0.1% y SDS
0.1%) a razon de 1 parte de contenido cecal y
9 partes de solucion diluyente. Bacterias
cecales  fueron  colectadas  mediante
centrifugacion a 5000 g durante 30 minutos.
ADN genémico bacteriano fue extraido
mediante Qiamp DNA Stool Mini Kit
(Qiagen). La calidad y cantidad del ADN
genomico extraido fue determinada por
espectrofotometria utilizando un equipo
NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific).

Cincuenta nanogramos de ADN genomico
bacteriano fue utilizado para amplificar una
region altamente conservada de 728 pares de
bases del gen 16S rDNA mediante PCR
utilizando los cebadores universales descritos
para bacterias: 5’- CGC GCC GCA TTA
GAT ACC CTG GTA GTC C -3
(Escherichia coli posicion 787) [6,7] v 5’
GCG GCC GCT ACC TTG TTA CGA CTT
- 3’(Escherichia coli posicion 1515) [6,7] v
las condiciones descritas por [8]. Los
productos de PCR fueron clonados dentro de
un plasmido vector PGEM-T vector plasmid
(Promega), seguidos de una transformacion
en células competentes Escherichia coli
JM109. Un tamizado de las clonas con
inserto fue realizado por a — complemen-
tacion de P-galactosidasa mediante X-Gal e
IPTG en medio LB (Luria Broth) con
ampicilina.

ADN plasmidico fue extraido de 50 clonas
mediante Miniprep Plasmid DNA (Promega)
y se amplificaron los fragmentos insertados
mediante PCR. Los insertos fueron
secuenciados en ambas direcciones (5’ - 3"y
3" — 5') usando ABI PRISM Big Dye
Terminador Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit y un secuenciador automatico
ABI PRISM 3130 Genetic Analyser®. La
edicion de las secuencias y alineamiento se
realizaron mediante Mega v4.0 [9]. Las
secuencias de ADN fueron comparadas
directamente con las bases de datos del
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GeneBank mediante el uso del programa

BLASTN  (www.ncbi.nih.nlm.gov),  Blast
server for bacterial identification
(http://bioinfo.unice.fr/blast/), Ribosomal
database project

(http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro
.jsp) y BiBi database (http://umr5558-mq1.univ-
lyonl.fr/qm?page=BibiDataBases) para identi-
ficar el género y especie bacterianos en base
a la similitud de secuencia (>95%), e-value
(') y a su origen filogenético [10].

3. Resultados y Discusion

Un total de 16 secuencias tnicas de un
fragmento de 728 bp del gen 16S rDNA
fueron obtenidas a partir de 50 colonias
picadas y secuenciadas. El analisis de las 16
secuencias del gen 16S rDNA permitieron la
identificacion de bacterias en base a la
similitud de secuencias, e-value y a origen
filogenético [10]. Se identificaron 15 especies
bacterianas previamente descritas en bases de
datos del GeneBank, Blast server for bacterial
identification, Ribosomal database project y
BiBi database: Escherichia coli (AJ60511;
e=0; 98% similitud), Escherichia albertii
(AY696669; e=0; 98% similitud), Shigella
flexneri  (X96963; =0, 98% similitud),
Shigella sonnei  (X96964; e=0; 99%
similitud), Shigella boydii (X96965; e=0;
99% similitud) y Hafnia alvei (Z83203; e=0;
99% similitud), Enterococcus faecalis
(Y18293, AF023101; e=0; 99% similitud),
Enterococcus hirae (AB362597; e=0; 99%

similitud), Staphylococcus equorum
(DQO01314; e=0; 99% similitud),
Staphylococcus equorum subsp. Equorum,
(AF473545; e=0; 99% similitud),

Stenotrophomonas maltophilia (AY785245;
AB021405; e=0; 99% similitud),
Pseudomonas hibiscicola (FJ888386; e=0;
100% similitud), Pseudomonas geniculata

(EU407232; e=0; 99% similitud),
Staphylococcus xylosus (GQ222240,
AF041357; e=0; 99% similitud),

Staphylococcus succinis (AF004219; e=0;
99% similitud).

4. Conclusiones

Los resultados preliminares indican la
presencia de Escherichia coli, Escherichia
albertii, Shigella flexneri , Shigella sonnei,
Shigella boydii, Hafnia alvei, Enterococcus
faecalis, Enterococcus hirae, Staphylococcus
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equorum, Staphylococcus equorum subsp.

Equorum, Stenotrophomonas maltophilia,
Pseudomonas hibiscicola, Pseudomonas
geniculata, Staphylococcus xylosus,

Staphylococcus succinis en el ciego del cuy.
Se  recomienda  continuar con el
secuenciamiento de mas clonas a partir de la
biblioteca de genes 16S rDNA elaborada.
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