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I. RESUMEN 

Se realizó un experimento para evaluar el efecto de la suplementación con 

Bacillus subtilis a cerdos destetados. Se emplearon 14 cerdos (PV 12.93 ±2.28 

kg), asignados a dos tratamientos: 1) Testigo, dieta estándar a base de trigo; 

2) Dieta estándar a base trigo suplementada con B. subtilis (4.5x1011 ufc/día) 

como células vegetativas. La duración del periodo experimental fue de 21 días 

con 10 días de adaptación. Los animales se alojaron en jaulas individuales con 

comederos de acero inoxidable y bebederos de chupón. El agua y alimento se 

ofrecieron ad libitum. Se evaluó la incidencia de diarreas, consumo de 

alimento, ganancia de peso, conversión alimenticia y abundancia relativa de 

ADN de bacterias de los géneros: Lactobacillus, Bacillus, Bifidobacterium y 

Escherichia coli en yeyuno e íleon. La suplementación con B. subtilis a cerdos 

destetados no afecto la incidencia de diarreas, no se encontró diferencia 

significativa en el comportamiento productivo de los lechones salvo una 

tendencia a mayor consumo de alimento durante la tercer semana (P= 0.06) 

en los cerdos suplementados con B. subtilis. No se encontró diferencia 

significativa entre las poblaciones bacterianas evaluadas en yeyuno, pero en 

íleon la población de Lactobacillus se redujo de manera significativa en los 

cerdos suplementados con B. subtilis (P= 0.01). No se detectó E. coli en 

ninguno de los cerdos de ambos los tratamientos. B. subtilis no alteró ninguna 

de las variables de comportamiento productivo, ni en las poblaciones de 

microorganismos intestinales estudiados en cerdos destetados. 

Palabras clave: Bacillus, cerdos, destete, probiótico. 
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II. ABSTRACT 

An experiment was conducted to evaluate the effect of supplementing the 

diet of weaning pigs with Bacillus subtilis. Fourteen pigs (BW 12.93 ±2.28 kg), 

were divided into two treatments: 1) Control, standard wheat-based diet; 2) 

Standard wheat-based diet supplemented with B. subtilis (4.5x1011 cfu/day) as 

vegetative cells. Experimental period was 21 days, with 10 previous days for 

adaptation. Pigs were individually housed in pens with stainless steel feeders 

and suckling drinkers. Water and food were offered ad libitum. Evaluated 

variables were diarrhea incidence, feed intake, daily weight gain, feed 

conversion rate and relative abundance of DNA from the genera: Lactobacillus, 

Bacillus, Bifidobacterium and E. coli in jejunum and ileum. Diarrhea incidence 

was similar between treatments, no difference was found in productive 

parameters except a tendency to increase feed intake during the third week (P 

= 0.06) in pigs supplemented with B. subtilis. No difference was found in 

bacteria population evaluated in jejunum; but population of Lactobacillus in 

ileum was significantly reduced in pigs supplemented with B. subtilis (P = 0.01). 

E. coli was not detected in any of the pigs from both treatments. B. subtilis 

supplementation did not alter the productive performance or intestinal 

population of microorganisms studied in weaned pigs. 

Keywords: Bacillus, pigs, probiotics, weaning. 
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III. INTRODUCCIÓN 

En el año 2015, México ocupó el puesto número 15 en producción de 

carne de cerdo a nivel mundial (SIAP, 2016). No obstante, la producción 

nacional no cubrió la demanda de la población mexicana (CMC, 2016). Su 

producción en el país ha crecido a una tasa promedio anual de 2.0 por 

ciento solo en el período de 2006 a 2015. (DIEES, 2016). 

A nivel mundial, la industria porcina se ve afectada por los altos costos 

de insumos para la producción y la baja cantidad de animales vivos para 

sacrificio (FAO, 2012). Esto se debe a los desafíos que enfrenta el animal 

durante su crecimiento. En un análisis de la industria Porcina en 

Latinoamérica (2016), México presentó el porcentaje de mortalidad más 

alto y el peso más bajo por animal al ser destetados (USDA-FAS, 2016). 

El destete es el suceso en que el lechón es separado de su madre, lo 

cual genera una transición importante en su dieta al dejar de consumir 

alimento líquido e iniciar con el consumo de alimento sólido (Galef, 1981). 

La etapa de destete implica una serie de estresores (sociales, ambientales, 

biológicos) y desafíos que afectan directa e indirectamente el bienestar del 

animal, lo que resulta en un período crítico de subalimentación en el que 

los lechones inician un proceso de adaptación alimenticia derivado de un 

nuevo tipo de alimento (Dividich et al., 2000). Un efecto inmediato del 

destete es la dramática reducción de consumo voluntario de alimento y una 

demora en el crecimiento del animal (Lallès et al., 2004). 

En la etapa de destete se aumenta la susceptibilidad a trastornos 

intestinales, principalmente diarreas mecánicas y algunas diarreas 

infecciosas (Lallès et al., 2004; Williams, 2003). Lo anterior debido a que al 

inicio de este período, el sistema inmune del animal aun no es capaz de 

emitir una respuesta inmunológica lo suficientemente buena ante la 
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presencia de agentes patógenos o antígenos dentro de su nueva 

alimentación (Bailey et al., 2005). 

La transición que ocurre en el destete puede generar disfunción en la 

barrera intestinal provocando un aumento en su permeabilidad y cambios 

adversos en la morfología intestinal (Miller et al., 1984; Kelly et al., 1991; 

Hampson, 1986). Lo anterior tiene un impacto directo en la composición de 

su microbiota intestinal que incrementa la posibilidad de ser afectados por 

patógenos entéricos como E. coli enterotoxigénica (ETEC) (Gareau et al., 

2009). McCracken et al. (1999) demostraron que los daños ocasionados a 

la mucosa intestinal durante el destete tienen una estrecha relación con el 

bajo consumo de alimento y que tanto la inflamación como los cambios en 

la morfología intestinal se mejoran cuando los niveles de consumo de 

alimento vuelven a la normalidad. 

Para subsanar la reducción en los parámetros productivos de los cerdos 

en crecimiento se han empleado diversas estrategias alimenticias, una de 

ellas es la administración de antibióticos a niveles subterapéuticos (Gibbs, 

1972; Ochetim y Odur, 1978). Sin embargo, el uso excesivo de productos 

antimicrobianos ha provocado la aparición de cepas patógenas resistentes 

a antibióticos (Philips et al., 2004; Gaggia et al., 2010; Amezcua et al., 

2002), por lo que en regiones como la Unión Europea se ha prohibido 

completamente el uso de antibióticos en dietas para animales (Heo et al., 

2013).  

Para mantener la rentabilidad de la industria porcina, es imperativo 

desarrollar un reemplazo efectivo a los antibióticos, el cual tenga un efecto 

semejante al de estos. El desarrollo de nuevos productos probióticos como 

reemplazo a los antibióticos ha recibido mucho interés durante los últimos 

años (Heo et al., 2013; Hong et al., 2005).  
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Los probióticos se definen como microorganismos viables que, al ser 

ingeridos en cantidades suficientes, llegan al intestino en un estado activo 

que los hace capaces de ejercer efectos positivos sobre la salud del 

hospedero (Dubreuil, 2017). Su principal aplicación es para el 

mantenimiento de la microbiota benéfica y la prevención de enfermedades 

gastrointestinales (Gaggia et al., 2010). 

El uso de probióticos en alimento para animales favorece su 

rendimiento productivo y bienestar a través de la modulación de la 

microbiota intestinal (Tuohy et al., 2005). La microbiota intestinal brinda 

apoyo crítico al huésped al sintetizar vitaminas, mejorar el 

aprovechamiento de los ingredientes de la dieta, inactivar toxinas, recubrir 

el intestino con una microbiota benigna, producir antibióticos, mantener la 

función de barrera intestinal y promover la respuesta antiinflamatoria 

(Madsen et al., 2001; Hooper et al., 2002; Ouwehand et al., 2002; Roselli 

et al., 2007). 

Los efectos más significativos que han sido reportados por la aplicación 

de probióticos han ocurrido en períodos de estrés para el animal y para su 

microbiota intestinal, situación que se vive en el destete (Chaucheyras-

Durand y Durand, 2010). Entre los beneficios de manera general se ha 

encontrado una mejora en el comportamiento productivo y una reducción 

en la incidencia de diarreas durante el destete (Giang et al., 2012). 

Varios mecanismos han sido propuestos para explicar los beneficios 

generados en el uso probióticos y es probable que los resultados positivos 

que se han reportado en diferentes estudios animales se deban a la 

combinación de estos efectos y no a uno solo en específico (Chaucheyras-

Durand y Durand, 2010). 
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Los probióticos más utilizados han sido bacterias del tipo acido lácticas 

(LAB), Bacillus y levaduras (Allen et al., 2013). Sin embargo, los efectos 

probióticos son específicos de la cepa utilizada (Weichselbaum, 2009).  

El uso de especies de Bacillus como probiótico en dietas animales se 

ha expandido rápidamente con la publicación de numerosos estudios 

reportando sus efectos benéficos, tales como estimulación del sistema 

inmunológico, actividad antimicrobiana y exclusión competitiva. Esto 

demuestra que este tipo de bacterias son capaces de crecer dentro del 

tracto gastrointestinal y han sido consideradas residentes temporales del 

mismo (Cutting, 2011). 
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IV. MARCO TEÓRICO 

4.1  La producción porcina en México 

El cerdo es uno de los animales con mejor eficiencia en la producción 

de carne; debido a una serie de ventajas como su gran precocidad, 

prolificidad, corto ciclo reproductivo y una destacable capacidad 

transformadora de nutrientes (Benítez et al., 2000). 

En el 2015, México ocupó el puesto número 15 en la producción de 

carne de cerdo a nivel mundial (SIAP, 2016), esto implicó el sacrificio de 

15.56 millones de cabezas porcinas. No obstante, la producción nacional 

no cubrió la demanda de la población por lo que fueron importadas 723 mil 

toneladas de carne de cerdo (CMC, 2016). A su vez, el consumo per cápita 

estimado de carne porcina en el 2015 fue de 17.6 kg, lo cual representa un 

27 por ciento del consumo per cápita total de carne en el país (SIAP, 2016). 

En México, la producción de carne porcina ha crecido a una tasa 

promedio anual de 2.0 por ciento solo en el período de 2006 a 2015. Se 

pronostica que la producción nacional de carne de cerdo durante 2016 se 

ubique en 1.36 millones de toneladas, lo cual indicaría un crecimiento anual 

de 3.2 por ciento (DIEES, 2016). Sin embargo, para el 2016 también se 

pronosticó que el consumo nacional aparente de carne de cerdo se ubique 

en 1.98 millones de toneladas (SIAP, 2016), tal diferencia entre producción 

y consumo refleja importaciones que ascienden hasta 600 mil toneladas de 

carne de cerdo durante ese mismo año.  

En el 2012, la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura 

y la Alimentación (FAO) reportó que el incremento generalizado de los 

precios en carne es consecuencia de los altos costos de insumos para la 

producción y el bajo número de animales vivos para sacrificio (FAO, 2012). 

El bajo número de animales vivos para sacrificio se debe a los desafíos 

que se enfrenta el animal en las distintas fases de crecimiento, 
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principalmente en maternidad y destete. En un análisis de la industria 

porcina en Latinoamérica (2016), México presentó el porcentaje de 

mortalidad más alto de este grupo de países, indistintamente de la fase de 

crecimiento evaluada, y el peso promedio por cerdo al salir de la etapa de 

destete fue de 21.8kg, debajo del promedio general (24.9 kg) y muy por 

debajo de Argentina, quien ocupó el primer puesto con 32.56 kg (USDA-

FAS, 2016). 

 

4.2  La etapa de destete 

El destete es el suceso en que el lechón es separado de su madre, lo 

cual genera una fuerte transición en la dieta del animal; pasa de consumir 

leche materna a consumir alimento sólido (Galef, 1981). Tal período tiene 

una duración de entre 7 y 10 semanas (DIEES, 2016). En la producción 

comercial de cerdos, la mayoría de las tensiones por estrés en los animales 

ocurren durante la etapa de destete (Gaggia et al., 2010). 

La etapa de destete implica una serie de estresores y desafíos que 

afectan directa e indirectamente la salud del animal, entre ellos: estrés 

social (en la convivencia con lechones de diferentes camadas), estrés 

ambiental (al ser transportados a un ambiente diferente ya sea corral o 

sala), incremento de su exposición a patógenos y cambios agudos tanto en 

el patrón de ingesta como en el tipo de dieta. Esta transición tiene efectos 

inmediatos en su crecimiento y metabolismos como el energético u otros 

más asociados con ajustes endocrinos (Dividich et al., 2000).  El lechón 

debe adaptarse rápidamente a todos estos factores que le inducen estrés 

para ser productivo y eficiente. Cuando el nivel de estrés es mayor al que 

el lechón es capaz de superar, su rendimiento productivo es pobre y en 

algunos casos se presenta la muerte (Campbell et al., 2013).  
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  Un efecto inmediato del destete es la dramática reducción de consumo 

voluntario de alimento, lo cual genera una demora en el crecimiento del 

animal (Lallès et al., 2004). Independientemente de la edad a la que se 

destete al cerdo, éste pierde de 100 a 250 gramos de peso en el primer 

día, pérdida que se recupera en un rango de 2 a 4 días; sin embargo esto 

ralentiza el ritmo de crecimiento del animal durante las siguientes semanas 

(Dividich et al., 2000). La ganancia diaria de peso durante la primera 

semana de destete tiene un alto impacto en el desempeño del animal 

durante las etapas de crecimiento y finalización (Tokach et al., 1992), esta 

baja ganancia diaria tiene origen en el reducido consumo de alimento que 

a su vez puede relacionarse con la incidencia de enfermedades durante 

esta etapa (Madec et al., 1998).  

Durante el destete se observa mayor susceptibilidad a trastornos 

intestinales, infecciones y diarreas. En esta etapa se incrementa la 

exposición a antígenos ambientales derivados de alimentos y organismos 

potencialmente patógenos, mismos que activan el sistema inmune de los 

animales (Lallès et al., 2004; Williams, 2003). Williams et al. (1997) 

demostraron que cuando el sistema inmune es activado se reduce el 

crecimiento, el consumo de alimento, la eficiencia de la alimentación y la 

acumulación de tejido magro. Por lo tanto, la mitigación del estrés durante 

la etapa de destete es crítica para mejorar la producción porcina.  

   Mejoras tecnológicas, de alojamiento, nutrición, salud y manejo han 

sido utilizadas para minimizar los efectos adversos del estrés ocurrido en 

el destete, pero es necesaria una mayor comprensión del impacto biológico 

que este genera (Campbell et al., 2013).  

4.2.1 Efectos biológicos y fisiológicos en la etapa de destete 

El período de destete es una etapa crítica en la vida del cerdo ya que 

su sistema inmune aún no se ha desarrollado lo suficiente para responder 
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ante situaciones de estrés. Esta inmadurez reduce la capacidad del lechón 

recién destetado para montar una respuesta inmunológica ante agentes 

patógenos o a la presencia de antígenos en su nuevo tipo de alimentación 

(Bailey et al., 2005).  

Además, el destete puede acompañarse por cambios adversos en la 

morfología intestinal, como reducción en la altura de las vellosidades, 

aumento del ancho de las vellosidades, aumento de la profundidad de las 

criptas y reducción en la capacidad de absorción (Miller et al., 1984; 

Hampson, 1986; Kelly et al., 1991). Estresores psicológicos y fisiológicos 

generan disfunción en la barrera intestinal provocando aumento en su 

permeabilidad, esto tiene un impacto directo en la composición de su 

microbiota intestinal e incrementa la posibilidad de ser afectados por 

patógenos entéricos (Gareau et al., 2009). Los patógenos intestinales 

producen toxinas y otra clase de sustancias como mucinasas, adhesinas e 

invasinas, las cuales interfieren con el metabolismo epitelial. La presencia 

de este conjunto suele dar origen a inflamación e incremento de la 

población de bacterias nocivas y disminución de las benéficas dentro de la 

microbiota intestinal (Andoh et al., 2006). McCracken et al. (1999) 

demostraron que los daños ocasionados a la mucosa intestinal durante el 

destete tienen una estrecha relación con el bajo consumo de alimento y 

que tanto la inflamación como los cambios en la morfología intestinal se 

mejoran cuando los niveles de consumo de alimento vuelven a la 

normalidad. 

Las infecciones gastrointestinales, a pesar de la existencia de 

numerosas alternativas terapéuticas, siguen siendo un problema clínico 

importante, tanto en el hombre como en los animales (Dubreuil, 2017). El 

control temprano de los trastornos intestinales es crucial, debido a que de 

no llevarse a cabo los animales se vuelven más propensos a contraer 
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diarreas causadas por agentes patógenos, tales como E. coli 

enterotoxigénica (ETEC; Bailey, 2009).  

Los cambios en la composición de la dieta de los cerdos en destete 

también son causa de las alteraciones a la microbiota intestinal (Janczyk et 

al., 2007). Varios lactobacilos potencialmente benéficos son suprimidos de 

manera significativa durante la transición del destete, posiblemente a causa 

de que los lactobacilos tienen requisitos nutricionales más complejos 

(Inoue et al., 2005). La inestabilidad de la microbiota y la disminución rápida 

de lactobacilos previamente predominantes puede tener una mayor 

contribución a los problemas intestinales (Lallès et al., 2004; Inoue et al., 

2005), es por ello que la microbiota intestinal es vista como un objetivo 

importante y con mucho potencial en las intervenciones dietéticas dirigidas 

a contrarrestar las alteraciones del tracto gastrointestinal. 

Sin importar la edad a la que se destete el animal, mientras suceda en 

un rango de 7 a 35 días después del nacimiento, se ha observado un 

aumento transitorio en la concentración de cortisol en plasma (Dantzer y 

Morme, 1981; Carroll et al., 1998) o de excreción de cortisol en la orina 

(Kanitz et al., 1996) durante los primeros dos días posteriores al destete, lo 

cual es un indicador del estrés que vive el animal durante esta dura etapa. 

 

4.2.2 La diarrea post destete 

La diarrea post-destete genera grandes pérdidas económicas en la 

producción porcina (Hampson, 1994; Madec et al., 2000). Ocurre con 

mayor frecuencia dentro de las dos primeras semanas posteriores al 

destete y se caracteriza por diarrea profusa, deshidratación, mortalidad 

significativa y pérdida de peso corporal de los lechones sobrevivientes 

(Fairbrother et al., 2005). La mortalidad asociada a esta condición alcanza 
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niveles de entre 20 y 30% en un plazo de 1 a 2 meses en cerdos infectados 

(Amezcua et al., 2002).  

La incidencia de diarrea post-destete es mayor en granjas con 

restricción de alimento que en granjas donde el alimento se administra de 

manera ad libitum (a voluntad) (Laine et al., 2008). Esto coincide con el 

hecho de que la reducción de disponibilidad de nutrientes en el tracto 

gastrointestinal influye negativamente la estabilidad de la microbiota 

intestinal (Lallès et al., 2004). 

 

4.2.3 Tracto gastrointestinal durante la etapa de destete 

El intestino es el compartimiento del tracto gastrointestinal donde ocurre 

la digestión y absorción de nutrientes e intercambio hídrico y mineral. La 

mucosa alberga una microbiota compleja y un sistema inmune altamente 

evolucionado. Sin embargo no se encuentra exento de los trastornos 

provocados por la etapa de destete que afectan de manera significativa su 

arquitectura, sus funciones y su microbiota autóctona (Lallès et al., 2004). 

El intestino delgado y su mucosa pierden entre 20 y 30 % de su peso 

durante los primeros dos días de destete, mientras que su regeneración 

puede tomar de 5 a 10 días para una recuperación completa 

(Spreeuwenberg, 2002). 

Durante la etapa de destete, el pH gástrico es alto (~ 5), debido a que a 

su temprana edad la secreción de ácido en el estómago es muy baja y la 

producción de ácido láctico se reduce al dejar de recibir lactosa por parte 

de la madre (Manners, 1976; Efird et al., 1982). El fracaso en la 

acidificación del estómago, el cual es el primer mecanismo de defensa ante 

el ingreso de microorganismos patógenos, aumenta la probabilidad de 

colonización de nuevos organismos, incluidos algunos potencialmente 

patógenos dentro del tracto gastrointestinal (Heo et al., 2013). 
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En caso de presentarse, las infecciones de carácter entérico durante el 

destete, estas deprimen la actividad de algunas enzimas intestinales (Mroz 

et al., 2003), lo cual podría repercutir directamente en la digestión y 

absorción de nutrientes, característica que se refleja en la reducción de los 

parámetros productivos durante esta etapa. 

 

4.2.4 Antimicrobianos durante la etapa de destete 

Los antibióticos se han administrado tradicionalmente en dosis sub-

terapéuticas como promotores de crecimiento en cerdos (Gibbs, 1972; 

Ochetim y Odur, 1978), y en dosis elevadas para resolver problemas 

infecciosos que se generen al momento del destete (Kong et al., 2009). Sin 

embargo, la suplementación con antibióticos en el alimento a niveles sub-

terapéuticos se ha considerado un factor importante para la aparición de 

cepas microbianas patógenas con resistencia a antibióticos (Philips et al., 

2004).  

Debido a que el uso frecuente de antibióticos ha generado la aparición 

de cepas bacterianas resistentes a antibióticos (Amezcua et al., 2002), en 

enero del 2006, la Unión Europea (UE) implementó una prohibición total 

del uso de antibióticos en la alimentación animal (Heo et al., 2013). Desde 

entonces, países como China, Corea y Estados Unidos han propuesto la 

prohibición de los antibióticos dentro de las dietas para animales (Martin et 

al., 2015; Lusk et al., 2006), mientras que en México poco se ha debatido 

al respecto. Sin embargo, esta prohibición ha impactado negativamente la 

producción animal, y ha resultado en una mayor demanda de antibióticos 

para combatir una mayor incidencia de infecciones (Stanton, 2013). 

Basado en esta experiencia, en la industria porcina se ha tenido que 

incrementar la edad requerida para destete y se ha reducido el número de 

cerdos destetados por cerda por año (Hayes et al., 2002; Stein et al., 2002). 

Estos sucesos justifican la búsqueda de alternativas que puedan mejorar 
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el estado de salud de los cerdos para minimizar el uso de antibióticos 

(Giang et al., 2012). 

Para mantener la rentabilidad de la industria porcina, es imperativo 

encontrar un reemplazo efectivo de los antibióticos como promotores de 

crecimiento, y para reducir la incidencia y gravedad de problemas 

digestivos asociados a la etapa post-destete (Heo et al., 2013). Una 

alternativa viable que está recibiendo gran interés en la producción animal 

es el desarrollo de nuevos probióticos (Hong et al., 2005). En este sentido, 

un gran número de reportes han demostrado que los probióticos pueden 

actuar igual o de mejor manera que los antibióticos empleados en la 

producción porcina (Wang et al., 2017). 

 

4.3  Probióticos 

Los probióticos se definen como microorganismos viables que, al ser 

ingeridos en cantidades suficientes, llegan al intestino en un estado activo 

que los hace capaces de ejercer efectos positivos sobre la salud del 

hospedero (FAO/OMS, 2002; Dubreuil, 2017). La cepa de microorganismos 

utilizada como probiótico debe originarse preferentemente de la especie 

huésped objetivo, ya que esto asegura su capacidad de supervivencia y 

colonización en el animal (Dubreuil, 2017).  

Los probióticos son cultivos vivos de bacterias o levaduras inofensivas 

a la salud del hospedero que equilibran su microflora intestinal y brindan 

beneficios a su salud. Algunos ejemplos más conocidos son los géneros 

Lactobacillus, Streptococcus y Saccharomyces (Fuller, 1989; Ferencik et 

al., 2000). Su principal aplicación es la prevención de infecciones y 

enfermedades gastrointestinales, más que un enfoque curativo. Esto se 

debe a que la acción de los probióticos no está dirigida precisamente a 

suprimir las bacterias patógenas como en el caso de los antibióticos, sino 
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a modular el entorno gastrointestinal reduciendo el riesgo de enfermedades 

de manera sinérgica con el sistema inmune del huésped (Gaggia et al., 

2010). Muchos estudios realizados en varias especies animales han 

indicado que existe un rol benéfico de parte de los probióticos en contra de 

las enfermedades; como ejemplo, han sido capaces de controlar algunos 

trastornos ocasionados por E. coli (Khajarern y Khajarern, 1994; Zani et al., 

1998; Kyriakis et al., 1999). 

Para que los probióticos puedan ser efectivos, las cepas a utilizar deben 

poseer algunas características básicas. Deben ser capaces de resistir el 

ácido gástrico, las sales biliares y las enzimas pancreáticas. También 

deben poder adherirse a la mucosa intestinal para lograr colonizar el tracto 

digestivo. La elección de una cepa probiótica, la edad del animal, el tiempo 

de administración y la dosis utilizada son factores fundamentales para 

obtener resultados favorables en su uso (Dubreuil, 2017). Los 

microorganismos con potencial probiótico deben ser evaluados en estudios 

in vitro previo a la realización de ensayos in vivo (Rajilić-Stojanović et al., 

2012). 

El uso de probióticos específicos en dietas para animales afecta 

favorablemente el rendimiento y bienestar de los mismos, en particular a 

través de la modulación de la microbiota intestinal, que desempeña un 

papel fundamental en el mantenimiento de la salud del huésped (Tuohy et 

al., 2005). La salud intestinal puede ser mejorada mediante el uso de 

probióticos que estimulen el desarrollo de una microbiota saludable en la 

que predominen las bacterias benéficas, mismas que evitan la colonización 

de bacterias patógenas en el intestino, aumentan la capacidad digestiva y 

mejoran la inmunidad de la mucosa (De Lange et al., 2010; Choct, 2009). 

Varios mecanismos han sido propuestos para explicar los efectos 

benéficos de los probióticos y es probable que los resultados positivos que 

se han reportado en diferentes estudios con animales se deban a la 
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combinación de todos ellos y no a uno solo en específico (Chaucheyras-

Durand y Durand, 2010). 

Está bien documentado que los probióticos pueden servir como 

alternativa al uso de antibióticos para mejorar el comportamiento productivo 

de los cerdos en destete (Kritas y Morrison, 2005). Los probióticos 

utilizados han sido bacterias del tipo acido lácticas (LAB), Bacillus y 

levaduras como suplementos alimenticios microbianos (Allen et al., 2013). 

Sin embargo, la eficacia de los probióticos es específica de la cepa 

utilizada, lo que implica que cada cepa o combinación de cepas debe ser 

estudiada para evaluar potenciales beneficios en el huésped 

(Weichselbaum, 2009). 

La mayoría de los microorganismos probióticos utilizados en humanos 

pertenecen a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Para animales 

monogástricos, además de los humanos, los probióticos abarcan levaduras 

como Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii y bacterias de 

los géneros: Enterococcus spp., Pediococcus spp., y Bacillus spp. 

(Chaucheyras-Durand y Durand, 2010; Anadon et al., 2006). 

 

4.3.1 Microbiota intestinal 

 El tracto gastrointestinal tanto de humanos como de animales, alberga 

una población compleja y dinámica de microorganismos a la que llamamos 

microbiota intestinal (Thursby y Juge, 2017).  

En mamíferos, la microbiota intestinal se compone de hasta por 1014 

bacterias (Luckey, 1972; Savage 1977). Esto es al menos diez veces mayor 

al número total de células eucariotas que componen al mamífero promedio. 

Se estima que el genoma colectivo de esta población bacteriana que habita 

a los mamíferos contiene hasta 3 millones de genes (Qin et al., 2010) 

mientras que el genoma humano contiene aproximadamente 23 mil genes 
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(International Human Genome Sequencing Consortium, 2004), por lo tanto, 

la diversidad genética de la microbiota dentro del tracto gastrointestinal 

provee de numerosas actividades biológicas que el huésped carece 

(Isaacson y Bum, 2012). Por este motivo, la microbiota intestinal ha sido 

considerada un órgano metabólicamente activo (Macfarlane y Macfarlane, 

2004; Backhed et al., 2005; Murphy et al., 2009).  

La microbiota endógena brinda apoyo crítico al huésped en áreas como 

producción de vitaminas y cofactores (componentes no proteínicos 

necesarios para accionar una enzima), uso de ingredientes de alimentos 

que no son digeribles por el huésped, desintoxicación de componentes 

alimenticios, recubrimiento del intestino con una microbiota benigna para 

excluir físicamente patógenos, producción de antibióticos naturales y 

antifúngicos, mantenimiento de la función de barrera intestinal y promoción 

de la respuesta antiinflamatoria (Madsen et al., 2001; Hooper et al., 2002; 

Ouwehand et al., 2002; Roselli et al., 2007). 

Los animales criados en ambientes con ausencia de bacterias han 

mostrado un profundo retraso en el desarrollo de la morfología intestinal y 

en el desarrollo de su función inmune (Wagner, 2008; Nanthakumar et al., 

2003). En los animales sanos y normales, el equilibrio de microorganismos 

en su tracto gastrointestinal ayuda a obtener una digestión eficiente, a la 

absorción máxima de nutrientes y aumenta la resistencia del cuerpo a las 

enfermedades infecciosas (Riise, 1981; Tannock, 1988). Durante períodos 

de estrés, este equilibrio puede ser alterado, lo que generalmente resulta 

en reducción de la población de lactobacilos en el tracto gastrointestinal, 

esto puede permitir la multiplicación de otros microorganismos. Un 

crecimiento excesivo de microorganismos patógenos puede dar lugar a la 

aparición de trastornos gastrointestinales (Fox, 1988). 

Después del nacimiento, los cerdos desarrollan rápidamente y 

establecen su microbiota. Los primeros microorganismos que colonizan su 
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tracto gastrointestinal son los que encuentran en el ambiente y se 

desarrollan durante los primeros días, siendo la madre el principal 

aportador de estos microorganismos (Haoe y Lee, 2004). El 

establecimiento de la microbiota intestinal está influenciado por mucho 

factores como el pH intestinal, la disponibilidad de sustratos, la secreción 

de moco y el tiempo de tránsito a lo largo del tracto gastrointestinal (Haoe 

y Lee, 2004; O’Sulllivan et al., 2005). 

El desarrollo de la microbiota también es afectado por el genotipo del 

huésped, así como los factores ambientales, incluyendo el tracto 

gastrointestinal materno, la microbiota asociada con el consumo de leche 

y la dieta recibida después del destete (Bauer et al., 2006). 

 

4.3.2 Efectos benéficos de los probióticos en el hospedero 

La modulación de la inmunidad del huésped es uno de los beneficios de 

salud más comúnmente atribuidos al consumo de probióticos (Cross, 

2002). La selección de probióticos a los que se les conoce algún tipo de 

protección contra patógenos microbianos ha asociado con su capacidad de 

estimular la secreción de anticuerpos, así como respuestas inmunitarias 

mediadas por las células (Cross, 2002). 

Los efectos más significativos que han sido reportados por el uso de  

probióticos en la dieta, han ocurrido durante períodos de estrés para el 

animal y para su microbiota intestinal, como ejemplos: en el destete, al 

inicio del período de lactancia y después de fuertes cambios en el nivel de 

digestibilidad del alimento (Chaucheyras-Durand y Durand, 2010). 

Muchos estudios han reportado que la suplementación con probióticos 

mejora el comportamiento productivo de los cerdos y reduce la incidencia 

de diarreas durante la etapa de destete (Giang et al., 2012). Otros efectos 

como prevención de la pérdida en la integridad de la barrera intestinal 
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(Yang et al., 2016), reducción de la severidad de diarrea postdestete 

(Trckova et al., 2014), reducción en la presencia de E. coli enterotoxigénica 

(Daudelin et al., 2011) e incremento en la población benéfica de la 

microbiota (Ozawa et al., 1981) han sido reportados en la literatura al 

evaluar el uso de los probióticos. 

En contraste, otros investigadores han intentado demostrar los efectos 

benéficos de la administración directa de microorganismos benéficos sin 

éxito (De Cupere et al., 1992; Kritas y Morrison, 2005). Es posible que 

muchos de los ensayos realizados para la evaluación de la administración 

directa de estos microorganismos no estén siendo reportados en la 

literatura científica debido al poco o nulo éxito obtenido, de modo que la 

literatura publicada tiende apoyar la idea de que los probióticos son 

efectivos en la dieta del animal (LeJeune et al., 2006). 

 

4.3.3 Mecanismos de acción de los probióticos 

Los probióticos proveen beneficios a la salud intestinal del huésped a 

través de un diverso conjunto de mecanismos que incluyen exclusión de 

patógenos por competencia, producción de compuestos antimicrobianos, 

inactivación de enterotoxinas, modulación de las respuestas inmunes del 

hospedero y mantenimiento en la integridad de la barrera intestinal 

(Dubreuil, 2017). 

La producción de compuestos antimicrobianos es considerada uno de 

los principales mecanismos que inhiben la colonización de 

microorganismos patógenos dentro del tracto gastrointestinal. El efecto de 

estos compuestos in vivo aun no es bien entendido, no se puede asumir 

que los efectos detectados al realizar evaluaciones in vitro sucederán de la 

misma manera en el tracto gastrointestinal del huésped (Urdaci et al., 

2004). 
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La liberación de enzimas capaces de hidrolizar las toxinas sintetizadas 

por cepas patógenas es otro de los mecanismos utilizado por los 

probióticos (Buts, 2004). 

Otro mecanismo de acción de las cepas probióticas es la modulación 

del sistema inmune del hospedero (Roselli et al., 2006). Se ha reportado 

que son capaces de incrementar la producción de anticuerpos y la 

activación de linfocitos (Ng et al., 2009). Los probióticos reducen la 

translocación bacteriana a través de interacciones con el epitelio intestinal 

y células inmunocompetentes que contribuyen de manera positiva en la 

función de barrera de las paredes intestinales (Lessard et al., 2009), esto 

al modular el citoesqueleto y la fosforilación de las proteínas de unión 

estrecha (Sherman et al., 2005).   

Algunos probióticos producen nutrientes y factores de crecimiento que 

funcionan como estimulantes a los microorganismos benéficos que ya son 

parte de la microbiota intestinal (Delcenserie et al., 2008). Algunas cepas 

excluyen a las bacterias patógenas debido a su mayor afinidad por los sitios 

de adhesión que ocupan dentro del tracto gastrointestinal (La Ragione et 

al., 2004).  

 

4.4  Bacillus como probiótico 

El género Bacillus está conformado por bacterias gram positivas, esporo 

formadoras, comúnmente asociadas con suelo, agua y aire (Sanders et al., 

2003). Son alóctonas (no originarias) al tracto intestinal, sin embargo una 

cuidadosa revisión de literatura revela que este género ha sido encontrado 

comúnmente en el intestino de distintos animales e insectos (Hong et al., 

2005). 

El uso de especies de Bacillus como probiótico en la dieta se ha 

expandido rápidamente con la publicación de numerosos estudios que han 
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reportado sus efectos benéficos, como estimulación inmune, actividad 

antimicrobiana y exclusión competitiva. Estas bacterias son capaces de 

crecer dentro del tracto gastrointestinal y han sido consideradas residentes 

temporales del mismo (Cutting, 2011). 

Se ha especulado que los efectos benéficos en el comportamiento 

productivo al administrar Bacillus pueden deberse a su capacidad de 

producir enzimas degradadoras de fibra, por lo que al desarrollarse dentro 

del tracto gastrointestinal, se incrementa la disponibilidad de energía en la 

dieta del animal (Davis et al., 2008).  

El género Bacillus produce un gran número de compuestos 

antimicrobianos. Estos incluyen bacteriocinas y otras sustancias 

inhibitorias parecidas (ej., subtilina y coagulina), así como antibióticos (ej., 

surfactina, iturina A, C, D, E, y bacilisina; Urdaci et al., 2004). Caldini et al 

(2002) plantearon un nuevo mecanismo probiótico en este género de 

bacterias al descubrir que distintas especies (B. subtilis, B. firmus, B. 

megaterium y B. pumilus) son capaces de convertir compuestos 

genotóxicos a productos no reactivos, sin embargo esto se llevó a cabo de 

manera in vitro por lo que su ocurrencia dentro del intestino aún sigue 

permaneciendo en duda (Cadini et al., 2002). 

Varias especies esporo formadoras del género Bacillus (B. subtilis, B. 

licheniformis y B. cereus var. toyoi) han sido utilizadas en la industria 

porcina (Kenny et al., 2011). Una gran cantidad de suplementos dietéticos 

preparados a base de Bacillus han mostrado mejoras en crecimiento, 

aprovechamiento del alimento y salud digestiva (Gaggia et al., 2010; Novak 

et al., 2012; Sun et al., 2010). La actividad inhibitoria de Bacillus frente a 

bacterias patógenas (E. coli, S typhimurium, S. aureus y C. perfringens) 

resultó ser específica de la especie y cepa que se esté utilizando, de 

acuerdo a estudios anteriormente realizados (Abriouel et al., 2011; Borriss 

et al., 2011; Kabore et al., 2012). 
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4.4.1 Bacillus subtilis en cerdos 

Bacillus subtilis cuenta con las características microbiológicas de su 

género y es capaz de crecer bajo las condiciones ambientales del tracto 

gastrointestinal afectando de manera positiva el metabolismo del huésped 

(Mazza, 1994).  

Distintos ensayos en cerdos utilizando B. subtilis han demostrado 

algunos de sus efectos benéficos. Bhandari et al. (2008) incluyeron una 

cepa de B. subtilis dentro de la dieta para cerdos en destete que luego 

fueron expuestos a un desafío con E. coli enterotoxigénica y reportaron que 

las diarreas se redujeron significativamente después de 24 horas para el 

grupo de cerdos que fue administrado con B. subtilis.  

Otros efectos benéficos que comúnmente se reportan en los ensayos 

realizados con B. subtilis en cerdos destetados son mejoras en el 

comportamiento productivo (Alexopoulos et al., 2004a; Hu et al., 2014; 

Wang et al., 2011); incremento en la población de bacterias acido lácticas 

(Ozawa et al., 1981; Hu et al., 2014); y disminución de la población de E. 

coli (Guo et al., 2006; Hu et al., 2014). Además, Bacillus subtilis puede 

aumentar la disponibilidad de energía metabólica en la dieta ya que es 

capaz de producir enzimas hidrolíticas como α-amilasa, arabinasa, 

celulasa, dextranasa, levansucrasa, maltasa, proteasa alcalina, proteasa 

neutral y  β-glucanasa (Priest, 1977). El cuadro 1 muestra algunos de los 

resultados de experimentos realizados empleando B. subtilis y otras 

especies de Bacillus como probiótico en cerdos. 
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V. JUSTIFICACIÓN 

El desafío al que se enfrentan los cerdos durante el destete provoca 

pérdidas económicas a la industria porcina. La suplementación con probióticos 

en la dieta ha demostrado beneficios en la salud intestinal del animal y por 

tanto en su comportamiento productivo. Es importante iniciar el desarrollo de 

este tipo de suplementos con origen autóctono a la región para garantizar su 

eficacia en la aplicación.  
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VI. HIPÓTESIS 

La suplementación con cultivo de Bacillus subtilis mejorará el 

comportamiento productivo y estabilidad de la microbiota intestinal en 

cerdos destetado. 
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VII. OBJETIVO 

Evaluar el efecto de la suplementación con Bacillus subtilis sobre el 

comportamiento productivo y la estabilidad de la microbiota intestinal de cerdos 

destetados. 

 

7.1  Objetivos específicos 

1. Evaluar el efecto de la suplementación con Bacillus subtilis sobre el 

comportamiento productivo de cerdos destetados. 

2. Evaluar el efecto de la suplementación con Bacillus subtilis sobre la 

estabilidad de la microbiota intestinal de cerdos destetados. 
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VIII. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

8.1  Obtención de Bacillus subtilis y cinética de crecimiento  

La cepa de Bacillus subtilis empleada en este trabajo fue aislada del intestino 

delgado de cerdos que se encontraban adaptados a las condiciones climáticas 

de la zona y que por lo tanto mostraban un comportamiento productivo regular.  

Esta cepa fue aislada en cultivo en caja Petri y posteriormente identificada con 

un PCR de punto final utilizando oligonucleótidos universales de 16S. El 

producto amplificado fue secuenciado y su secuencia de ADN fue comparada en 

el GenBank, dando una homología mayor a 99.99 % con Bacillus subtilis. 

Posteriormente se incubaron 200 µl de inóculo Bacillus subtilis en 200 ml de 

medio LB durante 16 horas a 37 °C, en agitación (250 rpm). Una vez cumplidas 

las 16 horas del cultivo se realizaron alícuotas de bacteria adicionando 30% de 

glicerol como conservador (700 µl de bacteria en cultivo más 300 µl de glicerol 

en tubos de 1.5 ml). Las alícuotas fueron homogenizadas y conservadas en 

ultracongelador a -80 °C (Sambrook y Russell, 2006).  

Se analizó la cinética de crecimiento de la bacteria mediante una curva de 

crecimiento. La curva de crecimiento se inició con 200 µl de bacteria inoculada 

en 200 ml de medio LB y mantenida en incubación a 37 °C en agitación (250 

rpm). Cada hora se tomó una muestra del cultivo y en un espectrofotómetro 

(Thermo Scientific Helios Beta, Massachusetts, United States) se leyó su 

densidad óptica a 540 nm (nanómetros). Para la lectura en espectro se realizó 

una dilución de 200 µl de cultivo en 800 µl de agua destilada (Factor de dilución 

= 5); el producto homogenizado fue leído en celdas de metacrilato desechables, 

se utilizó como blanco 200 µl de medio LB estéril diluidos en 800 µl de agua 

destilada. Los resultados obtenidos se utilizaron para determinar la hora en que 
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se sobrepasaba la etapa de crecimiento exponencial, esto nos ayudó obtener 

una mayor concentración de células vegetativas en los cultivos empleados para 

administrar la dosis diaria del tratamiento con B. subtilis. 

 

En la Figura 1 se presenta la curva de crecimiento de B. subtilis. De acuerdo 

con el resultado de la curva de crecimiento se determinó que alícuotas similares 

a la empleada al inicio de la curva se cultivarían por 12 horas en la siguiente fase 

del trabajo. En consecuencia, se realizó el conteo de unidades formadoras de 

colonia por mililitro (ufc/ml) a las 12 horas de crecimiento. Para esto fue necesario 

realizar al menos dos cultivos donde se inocularon 100 µl de alícuota en 100 ml 

de medio LB estéril contenido en un matraz de 250ml, las condiciones de 

incubación fueron a 37 °C en agitación a 250 rpm. Se detuvo la incubación a las 

12 horas y se tomó 1.0 ml de cultivo para realizar una dilución en serie utilizando 

agua peptonada (peptona 0.1%, NaCl 0.9%), la dilución se llevó hasta 1:1 x 108 

y se sembró por triplicado un volumen de 100 µl de esta última dilución en cajas 

petri con medio sólido agar LB. Las cajas se incubaron a 37 °C toda la noche y 

 

Figura 1. Curva de crecimiento de Bacillus subtilis. 
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al día siguiente por la mañana se realizó un conteo de colonias. La concentración 

promedio resultó ser de 4.52 x 1010 ufc/ml del medio de cultivo con 12 hrs de 

incubación, y densidad óptica promedio de 1.37 a 600 nm. 

 

8.1.1 Determinación de la viabilidad de B. subtilis y dosis de 

suplementación 

Se realizaron dos ensayos preliminares para evaluar la sobrevivencia de 

Bacillus subtilis en el pH ácido del estómago. El motivo de estos ensayos es 

verificar que la viabilidad de las células de B. subtilis no se vea afectada por su 

exposición a los jugos gástricos del estómago ocurrida durante su tránsito hacia 

el intestino delgado. La viabilidad de B. subtilis en intestino delgado es vital para 

su establecimiento y manifestación de propiedades probióticas. 

Los ensayos consistieron en incubar 1 ml de cultivo de B. subtilis (con 12 

horas de incubación en medio LB a 37 °C y agitación a 250 rpm) en un volumen 

total de 10 ml de jugo gástrico durante 1 hora a 37 °C y agitación ligera (150 

rpm). El jugo gástrico fue obtenido directamente del estómago de cerdos recién 

sacrificados, cuyo pH fue de 4.2 y 3.0. Antes y después de la incubación en jugo 

gástrico se realizó una dilución en serie para conteo de colonias en cajas Petri 

con medio agar LB. La concentración viable por mililitro de B. subtilis no fue 

afectada por su exposición a los pH antes mencionados. 

Para determinar la dosis diaria de B. subtilis a administrar como probiótico a 

lechones destetados se utilizaron como referencia las concentraciones utilizadas 

en experimentos similares con cepas de B. subtilis (Cuadro 1, sección Marco 

Teórico). 

Se administró una dosis diaria de 4.52 x 1011 ufc por día a cada cerdo, esta 

dosis es similar o superior a la administrada por otros autores. Se utilizaron dosis 

elevadas con la finalidad de forzar una respuesta en los animales. En 
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consecuencia, diariamente se sembrarían 100 µl de la alícuota en stock de B. 

subtilis en 100ml de medio LB (37 °C, 250 rpm), diariamente. Previo a la 

suplementación se midió la densidad óptica, asegurando que el cultivo alcanzara 

la absorbancia establecida de 1.37 a 600 nm, y con ello aseguró la 

administración de la dosis objetivo durante el período experimental.  

 

8.2  Suplementación de B. Subtilis y condiciones experimentales 

La suplementación con B. subtilis a lechones destetados se llevó a cabo en 

la Unidad de Fisiología y Metabolismo de Cerdos; el análisis de las muestras 

colectadas al sacrificio se realizó en el laboratorio de Nutrigenómica, 

perteneciente al Instituto de Ciencias Agrícolas de la UABC.  

 

Figura 2. Comedero, bebedero y corral en que fueron 

alojados los cerdos. 
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Se utilizaron 14 lechones destetados híbridos Landrace x Yorkshire x Duroc 

con un peso promedio inicial de 9.63 ±1.68 kg. Los lechones fueron asignados 

de manera aleatoria a uno de dos tratamientos: T1, tratamiento testigo; T2, 

cerdos suplementados con 4.52x1011 ufc de B. subtilis al día. Dos cerdos 

machos castrados y cinco hembras por tratamiento.  

 

Los lechones fueron alojados individualmente en corrales de piso elevado y 

plastificado (1.2 m ancho, 1.2 m largo y 1.0 m alto), equipados con comedero de 

acero inoxidable y bebedero de chupón. El agua y alimento fueron administrados 

ad libitum. Los lechones fueron alimentados con una dieta libre de antibióticos 

con trigo y pasta de soya como ingredientes principales, y adicionada con 

aminoácidos, vitaminas y minerales, formulada para cubrir los requerimientos 

nutricionales de lechones de acuerdo con el NRC (2012; Cuadro 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 2. Dieta experimental para cerdos 10-25kg. 

  

Ingrediente gr/kg 
  

Trigo 763.1 

Soya 200.0 

L-Lys.HCl 5.8 

L-Thr 1.5 

DL-Met 1.0 

Carbonato de calcio 14.1 

Ortofosfato 7.0 

Sal iodizada 3.5 

Vit. Min. Premix 4.0 

Total 1000 
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Los lechones tuvieron una fase de adaptación al manejo y alimentación de 

10 días. La fase experimental tuvo una duración de 21 días. El peso promedio 

de los lechones fue de 12.93 ± 2.28 kg. La administración del probiótico se realizó 

en dos dosis diarias administradas a las 0700 y 1900 horas del día, en cada 

ocasión se ofrecieron 5 ml de medio de cultivo de B. subtilis, que en conjunto los 

10 ml de cultivo contenían al menos 4.52 x 1011 ufc. El medio de cultivo fue 

administrado oralmente a los cerdos mediante una jeringa desechable de 10 ml. 

Los lechones del tratamiento testigo recibieron medio de cultivo estéril en la 

misma cantidad, forma y horario que los animales suplementados con el 

probiótico. Durante el período de adaptación los cerditos fueron entrenados para 

beber medio de cultivo estéril directamente de la jeringa, y así facilitar la 

administración del probiótico. 

Los cerdos fueron pesados cada siete días para calcular la ganancia diaria 

de peso (GDP). El consumo de alimento (CDA) y la conversión alimenticia (CA) 

también se midieron con esa frecuencia. Diariamente, y a lo largo de todo el 

experimento, se registró la incidencia de diarrea. 

Rutinariamente, en las mañanas se realizó la limpieza de la sala y jaulas de 

los cerdos, y se aseguró que el agua y alimento se encontrarán disponibles para 

los animales. Además, mediante un higrotermógrafo (Thermotracker Higro) se 

registraron la temperatura ambiental y humedad relativa de la sala cada 15 

minutos durante todo el experimento.  
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8.2.1 Colecta de muestras al sacrificio para análisis en laboratorio 

Al terminar el período experimental se seleccionaron 8 cerdos (4 por 

tratamiento) para sacrificio y colecta de muestras. El sacrificio se realizó 

mediante inmovilización con descarga eléctrica y desangrado. Posteriormente 

se realizó la evisceración y se colectó el contenido de yeyuno e íleon de cada 

cerdo. Las muestras colectadas en tubos estériles de 50 ml fueron conservadas 

a -4 °C hasta el final de la colecta. Posteriormente todas las muestras se 

almacenaron en un congelador a -20°C.  El procedimiento de la toma de 

muestras siempre fue menor a 15 min.  

 

8.2.2 Extracciones de ADN de contenido intestinal y cuantificación 

Las muestras de contenido intestinal obtenidas en la colecta fueron 

descongeladas y homogenizadas para realizar alícuotas en tubos de 1.5 ml.  

Para la extracción de ADN de las muestras de contenido intestinal se 

utilizaron 150 µl de muestra (apariencia sólida-pastosa) y se colocaron en un 

tubo estéril de 1.5 ml. A cada muestra se le añadió 1 ml de DNAzol (Invitrogen, 

California, EUA), se mezcló por inversión y se incubó 10 min a temperatura 

ambiente. Los sólidos de la muestra se precipitaron durante el tiempo de 

incubación y se recuperó el sobrenadante en un tubo nuevo. A continuación, se 

añadieron 500 µl de etanol al 100 %, se mezcló por inversión y se incubó a 

temperatura ambiente durante 3 minutos. Posteriormente se centrifugó a 4000 x 

g durante 2 minutos y se descartó el sobrenadante. El pellet fue lavado por 

inversión con 800 µl de etanol al 75 % e incubándolo 1 min. Luego se centrifugó 

a 4000 x g durante 2 minutos, al terminar se retiró el sobrenadante y se dejó 

secar el pellet manteniendo el tubo destapado durante 5 min. Por último se 

resuspendió el pellet de ADN obtenido utilizando 35 µl de agua libre de 

nucleasas.  
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Las muestras de ADN obtenidas se corrieron en gel de agarosa al 1 % para 

comprobar su integridad. La concentración de ADN se cuantificó en un 

espectrofotómetro (Thermo Scientific Helios Beta, Massachusetts, EUA) 

mediante lectura de absorbancia a 260 nm (Sambrook y Russell, 2001). Los 

resultados de concentración se emplearon para calcular y realizar alícuotas de 

ADN a concentración de 50 ng/µl en volúmenes de 50 ó 100 µl según la cantidad 

disponible. El ADN se conservó a -20 °C hasta su uso en los ensayos de PCR 

cuantitativo. 

 

8.2.3 Determinación de población microbiana en contenido intestinal  

Mediante la técnica de PCR cuantitativo se analizaron los cambios relativos 

en la población intestinal de Bacillus sp., Lactobacillus sp., E. coli, 

Bifidobacterium sp.y Clostridium sp. Para la determinación de cada organismo, 

así como para bacterias totales (16S) se utilizaron los oligonucleótidos 

específicos presentados en el Cuadro 4.  

En esta técnica se empleó el ADN genómico, previamente ajustado a 50 

ng/µl. Las reacciones para PCR cuantitativo contenían 50 ng de DNA, 0.5 µM de 

cada oligonucleótido especifico (sentido y antisentido), 12.5 µl de 2x SYBR 

green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA), y agua 

libre de ADNasa/ARNasa para completar el volumen final de 25 µl en microtubos 

de 200 µl. Las condiciones de la PCR utilizadas para la amplificación de cada 

fragmento específico se presentan en el Cuadro 3. La fluorescencia de cada tubo 

se midió al final de cada ciclo y cada 0.5 °C durante el programa de 

desnaturalización. Cada muestra se analizó por duplicado, además para cada 

análisis de ADN se emplearon blancos sin ADN, sin SYBR Green y sin 

oligonucleótidos. Las reacciones de PCR cuantitativo se llevaron a cabo en un 
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termociclador Chromo 4 Real-Time PCR detector (Bio-Rad, California, United 

States) y las lecturas de fluorescencia con Opticon Monitor 3 (v3.1, Bio-Rad). 

El análisis de resultados se analizó mediante el método 2-∆∆C
T descrito por 

Livak y Schmittgen (Livak y Schmittgen, 2001), los valores de CT de cada 

muestra fueron corregidos con el CT de las muestras amplificadas con el 

oligonucleótido de bacterias totales 16S.  

 

Cuadro 3. Protocolo de PCR tiempo real. 

 

 

 

 

 

 

    

Etapa Tiempo Temperatura (°C) Ciclos 
    

Desnaturalización Inicial 3 min 95 1 
 

   

Desnaturalización 30 seg 95 

40 Alineación 30 seg 56-60 

Elongación 1 min 72 

Lectura de plato C(t)    

    

Curva de desnaturalización 

con lectura cada 0.5°C 
20 seg 65-95 60 

    

Incubación Indefinido 10 1 
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Cuadro 4. Secuencias de oligonucleótidos utilizadas con cada género 

bacteriano para cuantificación en PCR de tiempo real. 

Oligo Secuencia 
Alineación 

Prod. 

(pb) 
Referencia 

Bacillus sp 

60°C 424 pb 
Han et al., 

2012 
   Sentido ACGCCGTAAACGATGAGT 

   Antisentido GTGTGTAGCCCAGGTCATAA 

Escherichia coli 

56°C 120 pb 
Lee et al., 

2010 
   Sentido AGAAGCTTGCTCTTTGCTGA 

   Antisentido CTTTGGTCTTGCGACGTTAT 

Lactobacillus sp 

60°C 186 pb 
Fu et al., 

2006 
   Sentido CGATGAGTGCTAGGTGTTGGA 

   Antisentido CAAGATGTCAAGACCTGGTAAG 

Bifidobacterium sp 

58°C 
1400 
pb 

Kaufmann et 
al., 1997 

   Sentido GATTCTGGCTCAGGATGAACG 

   Antisentido CGGGTGCT(A/G/C/T)CCCACTTTCATG 

Bacterias totales (16S) 

56°C 466 pb 
Nadkarni et 

al., 2002 
   Sentido TCCTACGGGAGGCAGCAGT 

   Antisentido GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT 
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8.2.4 Determinación de genes antibióticos en B. subtilis  

Con la finalidad de determinar si B. subtilis tendría algún efecto sobre la 

población de otros microorganismos se realizaron análisis de PCR de punto 

final para determinar la presencia de genes para la producción de 

antibióticos en B. subtilis empleado en este trabajo. Con este fin se 

emplearon los oligonucleótidos específicos reportados por Cao et al. (2012, 

Cuadro 5), y se analizó la presencia de genes para Subtilosina, Subtilisina, 

Iturina A, Fegycina FND, Bacilomycina y Surfactina en B. subtilis.  

Las reacciones de amplificación de 50 µl fueron preparadas en tubos 

individuales de 0.2 ml, y en cada reacción se colocó lo siguiente: 40.5 µl de 

agua libre de nucleasas, 1 µl dNTPs a concentración 10 µM, 5 µl de buffer 

5X para Taq polimerasa, 1 µl de oligonucleótido antisentido (10 µM), 1 µl 

de oligonucleótido sentido (10 µM), 0.5 µl de enzima Taq DNA polimerasa 

y 1µl de ADN genómico de B. subtilis. La extracción de ADN de B. subtilis 

se realizó de un cultivo puro de este organismo.  

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador T100 de Bio-Rad 

con un programa con gradiente de 52°C a 58°C para lograr la amplificación 

de cada producto con la temperatura de alineación específica de cada par 

de oligonucleótidos, de acuerdo con el Cuadro 5. El programa de 

amplificación fue el siguiente: desnaturalización inicial, 3 min a 94 °C; 35 

ciclos de desnaturalización, 30 seg a 94 °C, alineación 45 seg 52-58 °C, 

extensión 1 min a 72 °C; elongación final 7 min a 72 °C; incubación final a 

10 °C.  
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Cuadro 5.  Secuencias, tamaño del producto y temperatura de alineación 

de los oligonucleótidos utilizados para la identificación de genes 

antibióticos en B. subtilis utilizando la técnica de PCR (Cao et al., 2012). 
    

Oligo Secuencia Producto Alineación 
    

    

Subtilisin 

704 pb 58°C 
  

   Sentido CTTAAACGTCAGAGGCGGAG 
   Antisentido ATTGTGCAGCTGCTTGTACG 
    

Subtilosin  

334 pb 52°C 
  

   Sentido TCGGTTTGTAAACTTCAACTGC 
   Antisentido GTCCACTAGACAAGCGGCTC 
    

Bacillomycin  

850 pb 52°C 
  

   Sentido CTGGAAGAGATGCCGCTTAC 
   Antisentido AAGAGTGCGTTTTCTTCGGA 
    

Iturin ituA  

885 pb 58°C 
  

   Sentido TGCCAGACAGTATGAGGCAG 
   Antisentido CATGCCGTATCCACTGTGAC 
    

Fengycin fenD  

293 pb 52 °C 
  

   Sentido CCTGCAGAAGGAGAAGTGAAG 
   Antisentido TGCTCATCGTCTTCCGTTTC 
    

Surfactin  

308 pb 58 °C 
  

   Sentido GTTCTCGCAGTCCAGCAGAAG 
   Antisentido GCCGAGCGTATCCGTACCGAG 

    

8.2.5 Análisis estadístico 

Los resultados de comportamiento productivo y abundancia relativa de 

ADN se analizaron mediante análisis de varianza y comparación de Tukey 

para un diseño de bloques completos al azar con el software Statistix 9.0 

(Analytical Software). Los valores de P < 0.05 se consideraron diferentes 

estadísticamente y los valores de 0.05 > P < 0.10 se consideraron 

tendencias. 
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IX. RESULTADOS 

Los animales fueron sometidos a experimentación bajo condiciones 

termoneutrales. La humedad relativa máxima promedio fue de 77.21 % y 

la mínima de 48.51 % (Figura 3). La temperatura se mantuvo en un rango 

de confort, el promedio más alto que se obtuvo fue de 25.1 °C y el más bajo 

de 18.9 °C (Figura 4). 

 

 

Figura 3. Variación de la humedad relativa promedio 

dentro de la sala en el transcurso de los días del período 

experimental.  

La incidencia de diarreas fue similar entre tratamientos, mostrando una 

reducción semana tras semana de manera general (Cuadro 6). Se 

clasificaron como diarreas mecánicas ya que los lechones no presentaron 

otros signos de enfermedad (ej., fiebre, depresión, postración, etc.), 

identificar el tipo y frecuencia de diarrea fue indispensable para entender 

las condiciones a las que estuvieron expuestos los lechones. Ningún 

lechón murió durante el período experimental. 



51 
 

 

Figura 4. Variación de la temperatura promedio 

dentro de la sala en el transcurso de los días del 

período experimental.  

 

Cuadro 6. Incidencia de diarreas durante el período experimental. 
     

ID Semana 1 Semana 2 Semana 3 General 
     

     

T1 R1 4 0 1  
T1 R2 0 0 0  
T1 R3 1 3 4  
T1 R4 1 0 0  
T1 R5 4 2 0  
T1 R6 1 0 0  
T1 R7 1 0 0  

     

T1 12 5 5 22 
     

T2 R1 1 0 0  
T2 R2 0 0 0  
T2 R3 3 1 0  
T2 R4 0 0 0  
T2 R5 2 1 0  
T2 R6 5 6 2  
T2 R7 0 1 0  

     

T2 11 9 2 22 
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No se observó diferencia en el comportamiento productivo para las 

variables consumo de alimento, ganancia diaria de peso y conversión 

alimenticia, por semana y durante todo el período experimental (Cuadro 7). 

Únicamente en la Semana 3 se encontró una tendencia a incrementar el 

consumo de alimento (100 g promedio) en los cerdos suplementados con 

B. subtilis (P = 0.06). 

 

Cuadro 7. Comportamiento productivo de los cerdos en destete bajo 

condiciones termoneutrales durante el período experimental. 
     

 Testigo B. subtilis SEM Valor de P 
     

     

Semana 1     
     

CDA 0.8979 0.9346 0.0510 0.4754 
GDP 0.4974 0.5451 0.0604 0.5965 
CA 1.8100 1.8043 0.1467 0.9789 
     

Semana 2     
     

CDA 1.1334 1.1729 0.0345 0.4493 
GDP 0.7061 0.7359 0.0295 0.5028 
CA 1.6057 1.6414 0.0984 0.8061 
     

Semana 3      
     

CDA 1.2989 1.4757 0.0552 0.0641 
GDP 0.6090 0.6773 0.0426 0.3000 
CA 2.1400 2.2329 0.0830 0.2175 
     

General     
     

CDA 1.1077 1.1997 0.0354 0.1159 
GDP 0.5770 0.6464 0.0364 0.2256 
CA 1.9357 1.9071 0.0753 0.7975 
     

     
CA = Conversión alimenticia. GDP= Ganancia diaria de peso. CDA= Consumo diario de 
alimento. 

 

La abundancia relativa de ADN genómico de las bacterias analizadas 

no fue diferente entre tratamientos para las secciones analizadas (Cuadro 

8), a excepción de la sección íleal donde se encontró una reducción en la 

abundancia de ADN de Lactobacillus spp. (P = 0.01; Cuadro 9 y Figura 5) 
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en cerdos suplementados con B. subtilis siendo diez veces menor respecto 

al tratamiento testigo. No se detectó la presencia de ADN de E. coli en 

ninguno de los tratamientos ni en ninguna de las secciones analizadas. 

 

Cuadro 8. Promedio del ∆CT de amplificación de ADN para cada género 

de microorganismos en sección yeyuno. 
     

Género Tratamiento Media ∆CT SEM Valor de P 
     

     

Bacillus T1 0.2225 0.5891 0.4252 
T2 0.9350 

     

Bifidobacterium T1 8.3000 0.6547 0.7511 
T2 7.9925 

     

Lactobacillus T1 5.8125 0.6703 0.1231 
T2 7.5125 

     

 

T1 = Dieta estándar sin B. subtilis. T2= Dieta estándar con B. subtilis 4.5x1011 UFC al día 

 

 

Cuadro 9. Promedio del ∆CT de amplificación de ADN para cada género 

de microorganismos en sección íleon. 
0.     

Género Tratamiento Media ∆CT SEM Valor de P 
     

     

Bacillus T1 1.1800 0.3920 0.7564 
T2 1.3600 

     

Bifidobacterium T1 12.305 1.2126 0.7511 
T2 12.677 

     

Lactobacillus T1 4.3275 0.6632 0.0100 
T2 7.8050 

     

 

T1 = Dieta estándar sin B. subtilis. T2= Dieta estándar con B. subtilis 4.5x1011 UFC al día 
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Figura 5. Abundancia relativa de ADN de los microorganismos 

detectados en sección íleon de los cerdos alimentados con dieta 

estándar o dieta estándar suplementada con B. subtilis.  

Mediante reacciones de PCR para detección de antibióticos y 

bacitracinas en la cepa utilizada permitieron detectar la presencia de genes 

codificantes para Subtilosina, Subtilisina, Iturina A y Bacilomycina (Figura 

7). Con el oligonucleótido para Bacilomycina se obtuvieron dos productos, 

uno correspondiente a las 850 pb que nos indica la literatura (Cao et al., 

2012) y otro de mayor tamaño (entre 1100 y 1200 pb) del cual se 

desconoce su homología con el gen de Bacilomycin. El oligonucleótido 

utilizado para la detección del gen codificante para Surfactina generó dos 

productos pero ninguno de ellos correspondía al tamaño reportado en la 

literatura por lo que para identificar estos fragmentos sería necesario 

recuperar el producto obtenido y realizar una secuenciación de ADN. 
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Figura 6. Abundancia relativa de ADN de los microorganismos 

detectados en sección yeyuno de los cerdos alimentados con dieta 

estándar o dieta estándar suplementada con B. subtilis.  
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Figura 7. Fragmentos amplificados del PCR Punto Final 

utilizando oligonucleótidos para la detección de genes 

antibióticos en una muestra de ADN perteneciente a Bacillus 

subtilis.  
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X. DISCUSIÓN 

El problema más común durante el destete, la diarrea (Heo et al., 2013; 

Cheng et al., 2014; Rhouma et al., 2017), puede presentarse a causa de 

cambios en la dieta como el aumento en el nivel de proteína, fibra, estrés, etc. 

En esta situación el crecimiento del animal continua aún con la incidencia de 

diarrea o heces sueltas (Lawhorn, 1999). En este experimento la presencia de 

diarreas no anulo la ganancia de peso y no ocasionó mortalidad ni manifestó 

síntomas de enfermedad por infección aun cuando presentaron evacuaciones 

líquido-pastosas, por lo que podríamos especular que la diarrea presentada 

fue solo mecánica.  

Varios trabajos han demostrado mejoras en el comportamiento productivo 

al suplementar la dieta con B. subtilis bajo condiciones similares a las de este 

experimento (Alexopoulos et al., 2004a; Guo et al., 2006; Wang et al., 2011; 

Cui et al., 2013; Yuangliang et al., 2014). Sin embargo no se observó diferencia 

para ninguno de las variables productivas evaluadas, lo cual concuerda con lo 

publicado en otros experimentos donde se suplementó la dieta con Bacillus sp. 

utilizando dosis menores (Kritas y Morrison, 2005; Giang et al., 2012;  Sheng 

et al., 2015) o mayores (Nitikanchana et al., 2011). Tal hecho apoya la 

hipótesis de que las funciones probióticas de los microorganismos podrían ser 

específicas de la cepa utilizada (Newbold et al., 1995; Weischelbaum, 2009). 

Fuller (1986) menciona que concentraciones inadecuadas en la 

suplementación con microorganismos puede ocasionar resultados no 

satisfactorios o incluso negativos. 

La tendencia que se observó sobre un mayor consumo de alimento durante 

la tercer semana para el tratamiento con B. subtilis coincide con los resultados 

obtenidos por Prieto et al.  (2014), quienes observaron una tendencia (P=0.07) 

a incrementar el consumo de alimento durante la tercera semana de 

suplementar con otra especie de Bacillus spp. Esta tendencia también apoya 

la hipótesis de que los efectos por la suplementación con probióticos en la 
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dieta empiezan a ser reflejados semanas después de iniciarse o llevarse a 

cabo su aplicación (Deng et al. 2013) donde los efectos benéficos de 

suplementar con probiótico durante la primera semana de nacimiento se 

reflejan hasta una semana después de ocurrir el destete. Se ha observado que  

el suplementar a cerdas en gestación y/o lactancia con probiótico mejora el 

crecimiento de los lechones al destete (Alexopoulos et al., 2004b; Baker et al., 

2013). Lo anterior indica que podrían ser necesarios períodos más largos de 

experimentación para encontrar o descartar la función probiótica que pudiese 

brindar el microorganismo utilizado como suplemento.  

Se ha demostrado que Bacillus subtilis es capaz de colonizar y esporular 

dentro del tracto gastrointestinal de cerdos al menos de manera temporal 

(Casula y Cutting, 2002; Leser et al., 2008). La influencia que Bacillus spp. se 

ha demostrado sobre otras poblaciones de microorganismos dentro del tracto 

gastrointestinal (Maruta et al., 1996; Guo et al., 2006; Cui et al., 2013; Hu et 

al., 2014), y sugiere su capacidad para establecer relaciones simbióticas, lo 

cual se observó cuando se suplementó en combinación con Bacillus spp. y 

Lactobacillus spp. (Hosoi et al., 2000; Alexopoulos et al., 2004a). Sin embargo 

en este trabajo no se encontró diferencias en la abundancia relativa de ADN 

correspondiente a Bacillus spp. entre tratamientos, lo cual cuestiona, 

parcialmente, la capacidad de nuestra cepa para colonizar en intestino 

delgado.  

Otros autores han observado que la población de Lactobacillus spp. es 

afectada durante la transición del destete (Jensen, 1998; Inoue et al., 2005). 

En nuestro trabajo no fue posible saber si la población de Lactobacillus spp. 

disminuyó al iniciar el destete puesto que no se realizó un muestreo previo al 

inicio de esta etapa con el que se pueda comparar la abundancia relativa de 

ADN correspondiente a este género; sin embargo de haber ocurrido o no esta 

disminución en la población, la suplementación disminuyó la abundancia de 

Lactobacillus spp. a una décima parte de la observada en íleon de los animales 
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en el tratamiento testigo. Este resultado es contrario al observado por Guo et 

al. (2006) quienes observaron que la suplementación con B. subtilis (2.2x105 

ufc/gr de alimento) incrementó la población de Lactobacillus spp. en heces. A 

pesar de la significativa reducción en la población de Lactobacillus spp., lo cual 

no produjo un efecto negativo en el comportamiento productivo de los cerdos. 

Maruta et al., (1996) reportaron que al suplementar B. subtilis a cerdas 

gestantes la población de Bifidobacterium spp. en heces se incrementó. En el 

presente trabajo no se detectó efecto alguno sobre este género para ninguna 

de las secciones analizadas en intestino delgado.  

La bacteria E. coli es considerada un habitante normal del tracto 

gastrointestinal (Jensen et al., 2001) tanto en cerdos sanos como enfermos 

(Schierack et al., 2006). Sin embargo no se reportó su presencia para las 

secciones de intestino delgado analizadas, yeyuno e íleon.  

Los microorganismos utilizados como probiótico deben sobrevivir en su 

tránsito por el tracto gastrointestinal superior previo a su llegada al intestino 

delgado (Huang y Adams 2004). En este trabajo se realizaron ensayos in vitro 

simulando las condiciones de temperatura y pH (3.0) del estómago y se verificó 

la sobrevivencia de B. subtilis. Sin embargo, otros factores como enzimas, 

condiciones ambientales propias del intestino, o el tiempo para llegar a 

intestino delgado podrían haber afectado la viabilidad del microorganismo. Por 

lo anterior, se sugiere que podrían llevarse a cabo más estudios al respecto.   

Las poblaciones de microorganismos que componen a la microbiota 

intestinal compiten entre sí al fijarse en sitios receptores del epitelio intestinal 

(La Ragione et al., 2004; Suardi et al., 2013). Esto abre la posibilidad de hacer 

uso del moco obtenido al realizar raspados de mucosa intestinal para el 

análisis de la población bacteriana en la microbiota en vez de utilizar contenido 

intestinal. 
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La producción de compuestos antimicrobianos por parte de organismos 

probióticos ha sido mencionado como uno de sus mecanismos de acción para 

combatir a otros microorganismos, algunos patógenos, que compiten con la 

población benéfica de la microbiota intestinal (Buts, 2004; Urdaci et al., 2004; 

Suardi et al., 2013; Dubreuil, 2017). Este podría ser uno de los criterios 

importantes al momento de elegir una cepa probiótica (Chang et al., 2001; 

Dunne et al., 2001; Hong et al., 2005). Algunas cepas de Bacillus spp. 

disponibles en productos comerciales tienen la habilidad de producir 

compuestos antimicrobianos como aminocumaim A (Pinchuk et al., 2001) y 

bacteriocina (Zheng y Slavik 1999; Cladera-Olivera et al., 2004). La detección 

de genes codificantes para compuestos antimicrobianos en la cepa de B. 

subtilis utilizada en este experimento, confirma la capacidad de esta cepa para 

sintetizar subtilosina, subtilisina, iturina A y bacilomicina. Sin embargo este 

resultado no garantiza su expresión y efecto durante el ensayo in vivo (Urdaci 

et al., 2004), por lo que deberían llevarse a cabo estudios específicos que 

confirmen mediante secuenciación de ADN la presencia y expresión de RNAm 

y proteína de estos genes, tanto a nivel de laboratorio como en estudios in vivo 

en donde se evalúe su efecto sobre otros microorganismos presentes en 

intestino delgado. 
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XI. CONCLUSIÓN 

Los resultados obtenidos no sustentan la hipótesis de que suplementar con 

B. subtilis tenga un efecto probiótico en cerdos destetados. Sin embargo, 

tampoco alteró ninguna de las variables de comportamiento productivo, 

aunque debido a que redujo la población de Lactobacillus, es posible que 

afecte la abundancia de otros microorganismos.  

Sería conveniente realizar el experimento a un período experimental mayor 

con el objetivo de dar más tiempo a la cepa para determinar su efecto sobre 

las variables de interés zootécnico. Iniciar la suplementación en la etapa de 

lechón también puede ser una opción ya que sería más fácil para B. subtilis 

establecerse dentro del tracto gastrointestinal.  
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