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RESUMEN

La alpaca es un mamifero doméstico que tiene como alimentacion basica pastos y
forrajes de baja calidad. Las bacterias anaerobias que aloja en su tracto digestivo hacen
posible la utilizacion de estos pastos en productos de alto valor bioldgico como la carne
y fibra. En este contexto, es importante conocer y caracterizar las bacterias anaerobias
presentes en el compartimento C1 de esta especie, como fuente primaria para otras
investigaciones. El estudio tuvo como objetivo aislar y caracterizar las bacterias
anaerobias del compartimento C1 usando pruebas convencionales. El estudio se realiz6 en
el Laboratorio de Microbiologia del Centro Experimental La Raya de la Universidad
Nacional de Altiplano Puno, para lo cual se utilizaron 34 muestras del licor y pared del
compartimento C1, procedente de cuatro alpacas machos, raza Huacaya. El aislamiento
y purificacion de las cepas anaerobicas se realizé mediante cultivos en medios adecuados
utilizando jarras y sistemas de anaerobiosis. La caracterizacion e identificacion de las
cepas anaerobicas aisladas se realizaron mediante pruebas convencionales de
aerotolerancia, fenotipicas (morfolégicas) y bioquimicas (catalasa, oxidasa, prueba Kliger,
prueba citrato de Simmons y prueba de medio SIM). Se logro aislar e identificar cinco cepas
anaerobicas en total, correspondiendo dos cepas a Ruminococcus sp, dos cepas de
Fibrobacter sp y otra de Butyrivibrio sp. Las tres cepas, tienen un rol fundamental en la
degradacion de carbohidratos complejos como la celulosa y otros polisacaridos fibrosos
de dificil digestion.

Palabras clave: Alpaca; compartimento C1; identificacion; bacterias anaerobias.



INTRODUCCION

Las alpacas son mamiferos herbivoros considerados pseudorumiantes, que se han
adaptado a casi todo el mundo, habitando principalmente en paises como Peru, Bolivia, Chile
y Ecuador. La poblacién de alpacas en el Per alcanza los 3, 685, 516 millones, siendo Puno,
Cusco y Arequipa, las regiones con mayor poblacion de alpacas, Instituto Nacional de
Estadistica e Informética (INEI; 2013).

Los camélidos sudamericanos (CSA) a lo largo de los afios han alcanzado un equilibrio
con el medio ambiente, gracias a que usan diversos mecanismos bioldgicos, morfoldgicos,
fisiolégicos y de comportamiento, que les han permitido adaptarse a una atmoésfera con
condiciones desfavorables, a la altura, el frio y el consumo de forrajes de baja calidad nutritiva.
Siendo asi, uno de los mecanismos mejor adoptados por los CSA, la mayor eficiencia digestiva
en relacion con otras especies, quienes de manera Optima aprovechan los alimentos de baja
calidad nutritiva para transformarlos en carne, fibra (San Martin, 1994).

Por esta razén, las alpacas constituyen un recurso genético de gran importancia social,
econdmica, cultural y cientifica; ademas, cabe resaltar su importancia para el sector pecuario
de las zonas altoandinas, quienes aprovechan su carne, fibra y piel como producto, donde no
es posible la agricultura, ni el desarrollo de la crianza de otras especies (Avilés et al., 2018).

Por otro lado, los CSA han desarrollado un sistema digestivo especial, conformado por
un estdbmago de tres compartimentos, poblada por un ecosistema microbiano complejo similar
a otros rumiantes, que incluye bacterias, protozoos, arqueas y hongos. Las bacterias, en mayor
proporcién, son anaerobios estrictos, y en menor proporcion anaerobios facultativos. Estas
bacterias son responsables de la fermentacién del forraje consumido por el animal
convirtiéndolos en &cidos grasos volatiles, anhidrido carb6nico, metano y amoniaco, un
proceso fundamental para la nutricién del animal (Roque, 2012 y Cer6n, 2015). Sin duda

alguna, esta eficiencia radicaria en la composicién de su poblacién microbiana.



En un estudio reciente, se demostro que los liquidos de las cAmaras fermentativas
ruminales de alpacas, vacunos y ovinos mostraron ser excelentes fuentes de bacterias celuliticas
y con alta capacidad degradadora de celulosa. Asi mismo las cepas de alpacas demostraron ser
eficientes para aplicaciones biotecnoldgicas como biofermentadores, biodegradadores y
catalizadores bioldgicos en CSA vy otras especies. La excelente capacidad degradativa de
celulosa demostrada por las bacterias celuliticas provenientes de alpacas, posiblemente se deba
a la presencia de mayor numero de genes B-1,4-gluconasas y a su habitad en un estilo de
pastoreo completo con diversidad de pastos naturales de las regiones altoandinas como
alimento exclusivo, por lo que el compartimento C1 de la alpaca puede albergar una flora
microbiana distinta de las de otras rumiantes debido a su dieta de componentes de fibra, ya que
la dieta puede ser un factor importante (Carhuapoma et al., 2022).

En otras palabras, la poblacion bacteriana que habita el contenido del compartimento
C1 de las alpacas estaria compuesta por bacterias anaerobicas Gram positivas y Gram
negativas, en forma de bacilos, cocos, formando pares o cadenas. Sin embargo, las condiciones
de anaerobiosis, es una de las mayores limitantes de este ecosistema, dificultando realizar el
trabajo de aislamiento, caracterizacion e identificacién de los microorganismos residentes
(Ceron, 2014).

En este contexto, el presente proyecto de investigacion tuvo por objeto realizar el
aislamiento y caracterizacion de las bacterias anaerobias del compartimento C1 del tracto

digestivo de la alpaca mediante métodos convencionales.



I. PROBLEMA OBJETO DE INVESTIGACION

1.1 Identificacion del Problema Objeto de Investigacion

Los CSA, al igual que los rumiantes cuentan con un sistema digestivo muy espacioso y
compartamentalizado. Sin embargo, diversos autores sefialan que anatdbmica y
estructuralmente, el sistema digestivo de los CSA difiere de otros rumiantes, porque presentan
un estomago conformado por 3 compartimentos (C1, C2, C3), siendo C1, el mas voluminoso
de todos. Este compartimento posee dos porciones: craneal y caudal, ambas separadas por un
surco transversal, similar al compartimento ruminal de los rumiantes. A su vez esta conectado
al segundo y més pequefio compartimento C2. Asimismo, poseen un surco ventricular de un
simple labio muscular, el cual tiene la misma funcidén que el surco reticular de ovinos y
vacunos, el mismo que termina en el tercer compartimento C3, el cual es un compartimento
tubular ligeramente dilatado en su porcion final denominado estdémago (San Martin, 1994;
Raggi & Ferrando, 1998).

El contenido del compartimento C1 de la alpaca, posee un ecosistema microbiano
complejo e incluye bacterias, protozoos, arqueas y hongos, las mismas que son en su gran
mayoria anaerobios estrictos, y en menor proporcién anaerobios facultativos. Esta poblacion
microbiana determina el patron fermentativo, segun los alimentos consumidos (San Martin &
Olazabal, 2005; Cerdn, 2015).

Por tal razon, es de suma importancia poder aislar e identificar la diversidad de bacterias
presentes en el compartimento C1 del estbmago de la alpaca ya que, sin duda alguna, los
microorganismos presentes en el estbmago contribuyen en la mayor eficiencia digestiva de
forrajes fibrosos consumidos por parte de los camélidos. Sin embargo, las condiciones de
anaerobiosis del compartimento C1 de la alpaca, es una de las mayores limitantes de este

ecosistema para realizar su aislamiento, caracterizacion e identificacion (Ceron, 2014).



No obstante, existen varios estudios donde se trabajé con métodos independientes de
cultivo con la finalidad de revelar la diversidad bacteriana, mediante aislamiento bacteriano
principalmente a partir del contenido ruminal de rumiantes y estan dirigidos a microorganismos
degradadores de fibra, productores de gas metano, pero son pocos los estudios reportados sobre
el aislamiento e identificacion de la poblacion de bacterias a partir del compartimento C1 de
los CSA. Ceron (2014) identifico Butyrivibrio sp, Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus
albus y Ruminococcus flavefociens, en los compartimentos del tracto digestivo de las llamas,
resultados similares fueron obtenidos por Ortiz (2012).

En este sentido, el presente proyecto de investigacion tuvo como finalidad realizar el
aislamiento y caracterizacion convencional de la poblacion bacteriana anaerobia que habita el

compartimento C1 del tracto digestivo de la alpaca.

1.2 Planteamiento del Problema

Perl posee el 87% de la poblacién de alpacas del mundo y a nivel nacional el
departamento de Puno posee la mayor poblacion de alpacas con el 56%, la misma que se
encuentra distribuido en la cordillera oriental o puna humeda en mayor nimero y en la
cordillera occidental o puna seca, bajo un sistema de pastoreo extensivo cuya alimentacion
basica constituye los pastos naturales de baja calidad y con algunas limitaciones como la baja
soportabilidad por el efecto de sobrepastoreo (Mamani et al., 2021). La alpaca es uno de los
CSA que pueden adaptarse a ambientes hostiles de pastoreo pobre, célidos y frios. La
comunidad bacteriana del tracto gastrointestinal de los rumiantes juega un papel importante en
el mantenimiento de la salud, asimismo, contribuyen en la mayor eficiencia digestiva de
forrajes fibrosos consumidos por parte de los camélidos. En ese contexto ¢Qué especies de
bacterias anaerobias, se puede aislar y caracterizar mediante métodos convencionales a partir
del compartimento C1 del tracto digestivo de las alpacas, criadas bajo un ecosistema de Puna

humeda? Teniendo en consideracion que el aislamiento de bacterias anaerdbicas es muy



complicado dada su naturaleza y que cualquier contacto con el aire, por ejemplo, conduce a su
muerte, por lo que la intencién del estudio, es obtener el maximo numero de bacterias

anaerobicas que se pueden lograr.



I1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 Justificacion

El Peru es el principal productor de alpacas a nivel mundial, seguida de Bolivia, Chile
y Ecuador; sin embargo, hoy en dia las alpacas se han adaptado a casi todo el mundo. La alpaca
constituye fuente principal de ingreso econdmico para el sector pecuario de las poblaciones
altoandinas quienes dependen directamente de esta actividad, aprovechando, la carne, fibra,
piel que ofrece estos animales como productos principales (INEI, 2013; Avilés et al., 2018).

Diversos estudios realizados en eficiencia digestiva, selectividad, consumo y nutricion
de los CSA, son prueba que estas especies se encuentran mejor adaptadas a las condiciones
ambientales adversas de las regiones andinas, gracias a su mayor eficiencia digestiva, alta tasa
de conversidn de alimentos de baja calidad (Ceron, 2014).

Las contracciones de los compartimentos del tracto digestivo de las alpacas son
mayores a otros rumiantes, mientras la velocidad de transito de alimentos por el tracto digestivo
es menor, estos dos hechos fisioldgicos ayudan a una eficiente mezcla con un mayor tiempo de
retencion, lo que sumado a una fermentacién de microorganismos celuliticos con excelente
capacidad degradadora de la celulosa, en un ambiente favorable a hace a estas especies mas
eficientes en fermentar los pastos toscos y marginales que otros rumiantes (Raggi & Ferrando,
1998; Carhuapoma et al., 2022).

Los microorganismos residentes en los compartimentos del tracto digestivo de la alpaca
determinan el patron fermentativo del forraje consumido, un proceso fundamental para la
nutricion del animal, ya que repercuten en la calidad de los productos obtenidos como fibra y
carne. Asimismo, repercuten en el bienestar y salud de los animales, por otro lado, algunos
productos finales de la fermentaciébn como el metano, se considera como un potencial
contaminante (Ceron, 2015). Sin duda alguna, esta eficiencia radicaria en la conformacién de

su poblacién microbiana que habita el tracto digestivo de la alpaca.



A pesar de que, existen varios estudios con métodos independientes de cultivo con la
finalidad de revelar la diversidad bacteriana, mediante el aislamiento bacteriano, estan dirigidos
al estudio de microorganismos degradadores de fibra, productores de gas metano a partir del
contenido ruminal de los rumiantes, pero son pocos los estudios de aislamiento, caracterizacion
e identificacion de las bacterias anaerobias del contenido del compartimento C1 de la alpaca
(Ceron, 2014).

Sin embargo; el contenido del compartimento C1 de la alpaca esta pobremente
caracterizado debido a las condiciones de anaerobiosis ruminal, dificultando realizar su
aislamiento e identificacion (Cerén, 2015).

En la actualidad, existen avances en la metodologia y técnicas de aislamiento
bacteriano, como es la biologia molecular, que se han empleado con éxito para monitorear
microorganismos del rumen mediante PCRq en tiempo real y anélisis de secuencias del gen
16s ARNTr (Fraga et al., 2013 y Ceron, 2014). Sin embargo, estas técnicas demandan mucho
costo, ya que para ello se necesita contar con tecnologia sofisticada y conocimiento previo en
biologia molecular.

En este sentido, el presente proyecto de investigacion pretende realizar el aislamiento
y caracterizaciéon de la poblacion bacteriana anaerdbica que habita el contenido del
compartimento C1 del estomago de la alpaca, mediante métodos convencionales. Con la
finalidad de contribuir al conocimiento de los microorganismos presentes en el C1 de la alpaca
que se cria en el Altiplano peruano, asimismo poder comprender su biodiversidad, finalmente
a futuro emplear el contenido ruminal de la alpaca como aditivo biologico fuente de bacterias
y enzimas para la nutricion de los CSA de las regiones altoandinas quienes solo disponen de

las praderas naturales de la zona para su alimentacion.



2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo General

- Aislary caracterizar las bacterias anaerobias del compartimento C1 de la alpaca,

mediante métodos convencionales.

2.2.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar fenotipicamente las bacterias anaerobias aisladas del
compartimento C1 de la alpaca.
- ldentificar las bacterias anaerobias aisladas a partir del compartimento C1 de la

alpaca, mediante las pruebas bioguimicas.



I1.HIPOTESIS

3.1 Hipotesis General
Ho: El aislamiento y caracterizacién de las bacterias anaerobias del compartimento C1
de la alpaca, se puede realizar mediante métodos convencionales.
Ha: El aislamiento y caracterizacion de las bacterias anaerobias del compartimento C1
de la alpaca, no se puede realizar mediante métodos convencionales.
3.2 Hipotesis Especifico
Hipotesis especifico 1
Ho: Las bacterias anaerobias aisladas a partir del compartimento C1 de la alpaca se
pueden caracterizar fenotipicamente mediante pruebas convencionales.
Hai: Las bacterias anaerobias aisladas a partir del compartimento C1 de la alpaca no se
pueden caracterizar fenotipicamente mediante pruebas convencionales.
Hipotesis especifico 2
Ho: Las pruebas bioquimicas, pueden ser usadas para identificar las bacterias
anaerobias partir del compartimento C1 de la alpaca.
Ha: Las pruebas bioquimicas, no se pueden usar para identificar las bacterias anaerobias

partir del compartimento C1 de la alpaca.



IV.MARCO TEORICO

4.1 Bases Teoricas

Alpaca

La alpaca es un mamifero doméstico de la familia de los camélidos, son animales
esbeltos, cubiertos de fibra que en su conjunto se denomina vellon, armoniosa en su caminar.
Presenta almohadillas plantares, caracteristicas que le otorga la condicion de animal ecoldgico
al no danar el pasto, ni provocar erosiones del suelo (Alfaro, 2018).
Habitad y Distribucién de las Alpacas

Las alpacas son animales mamiferos, que previa a la conquista de los espafioles se
distribuia tnicamente a nivel de América del sur. Pero hoy en dia se encuentra distribuida en
casi todo el mundo, por su gran capacidad de adaptacion a los diferentes ecosistemas, llegando
a habitar a cualquier altura, desde el nivel del mar hasta a altitudes superiores a 5000 msnm,
pero generalmente habitan en regiones altoandinas, donde las fuertes fluctuaciones de
temperatura y precipitaciones pluviales es una de las mayores limitantes mas importantes para
el desarrollo pecuario de otras especies y la agricultura (Cruz, 2018).
Poblacion

Segun el ultimo censo nacional agropecuario (CENAGRO, 2012), la poblacion de
alpacas en el Peru seria de 3. 685,5 millones de cabezas, siendo el (80%) de la poblacion de
alpacas de raza Huacaya, (12%) raza Suriy 7,3 % son animales hibridos, donde El 99% de la
poblacién de estas especies estd concentrada en la sierra, siendo las regiones con mayor
poblacién nacional: Puno (56%), Cusco (15%) y Arequipa (13%) ((INEI), 2013).
Importancia

La importancia econémica, social y cultural de los CSA para los habitantes altoandinos
estd bien documentada, es asi que la alpaca se constituye como la especie doméstica

econdémicamente mas importante dentro de los CSA, debido a que su crianza encierra una serie
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de actividades que son de vital importancia para la supervivencia de los pobladores altoandinos
porque contribuyen a sus ingresos econdmicos y para la poblacion en general quienes
aprovechan su carne y fibra (Bustinza, 2001). En cuanto a los sistemas de produccién de
alpacas estan constituido principalmente por pequefios y medianos productores, para los cuales
la venta de fibra y carne de alpaca constituye un importante ingreso econémico para la
manutencion de sus familias (Rodriguez, 2012). En ese mismo contexto, aproximadamente un
promedio de 500 mil familias de la zona rural del Altiplano peruano y 2800 a 3000 familias
argentinas, dependen de esta actividad pecuaria exclusivamente, donde no es posible la
agricultura, ni la crianza convencional de otras especies de mamiferos (Avilés et al., 2018).

Desde otro punto de vista, los CSA han alcanzado un equilibrio con el medio ambiente,
gracias a su alta tasa de conversion de la vegetacion nativa consumida, transformandolos en
carne, fibra, piel y cuero usados en la industria y en artesania como productos principales,
ademas, las alpacas hoy en dia, gracias a su docilidad y fortaleza son utilizados como mascotas,
guardianes, en el turismo (transporte y artesanias) (Avilés et al., 2018).

De igual manera la importancia de este estudio radica en la validacion de las bacterias
aisladas para ser usadas en otros trabajos de mejoramiento de la nutricién y alimentacion ya
sea en la inoculacion de esas bacterias para el bienestar de las alpacas. Vale destacar que se
pueden usar esas bacterias en situaciones clinicas donde la poblacidn bacteriana esta seriamente
disminuida y los animales permanecen postrados, sin comer y por falta de una digestion
microbiana.

Alimentacion y Nutricién

Los CSA se diferencian de otras especies, porque tienen un patrén de comportamiento
al pastoreo diferente, que les permite realizar el corte de los pastos sin arrancarlos, tal como lo
hacen los ovinos, bovinos y caprinos, de esta forma conserva mejor el estrato herbéaceo,

facilitando el rebrote (Ceron, 2014).
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Como si fuera poco, las alpacas se distinguen de otros rumiantes por poseer dientes
inferiores y almohadilla dental superior, asi como, la presencia de labios delgados, tienen una
excelente movilidad que le permite la seleccion de los alimentos para cortar o tomar sin
arrancarlos, facilitando asi el rebrote de los pastos, asimismo, la presencia de almohadillas
plantares en cada extremidad en lugar de pezufias como el caso de otras especies, da como
resultado la reduccion al maximo del deterioro del pasto causado por el pisoteo (Ministerio de
Agriculturay Riego (MINAGRI), 2019).

Por otra parte, la alpaca es un animal exclusivamente herbivoro, donde la dieta esta
compuesta principalmente de especies forrajeras nativas con diferencias nutricionales, alto
contenido de fibra y bajo contenido de proteina, las cuales son utilizadas para satisfacer sus
requerimientos nutricionales, sin embargo, la composicién de la dieta de los camélidos
sudamericanos en su habitad natural, en condiciones hostiles de frio y altura, depende de la
disponibilidad (cantidad y calidad) del alimento, que varia segun la época del afio, carga animal
y la selectividad individual (Raggi & Ferrando, 1998; Cerén, 2015).

De manera similar, algunos autores indican que, los CSA pueden sobrevivir
consumiendo plantas de bajo nivel de proteina, debido a que poseen una alta eficiencia en el
reciclaje de nitrégeno, manteniendo elevadas concentraciones de amonio en los dos primeros
compartimentos del estdbmago, el cual es un excelente sustrato requerido por las bacterias
celuloliticas para la sintesis de proteina microbiana (Zevallos, 2020).

También cabe sefialar que, existen varios estudios de las diferencias entre las
habilidades digestivas de los CSA y otras especies, realizados por diferentes autores en donde
demostraron que los CSA digieren de manera mas eficiente los forrajes fibrosos en relacion
con los ovinos, donde la mayor eficiencia ha sido atribuida al mayor tiempo de retencion de la
ingesta, mayor nimero de contracciones de los compartimentos y a una mayor habilidad de

amortiguar el pH pre-gastrico (Ortiz, 2012).
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Asimismo, en un estudio comparativo realizado, evaluaron el tiempo de retencion del
alimento entre llamas y otros mamiferos herbivoros, donde, demostraron que las llamas poseen
un tiempo de retencion mayor de particulas largas, lo que le permite degradar y utilizar todos
los componentes celulares (Zevallos, 2020).

En esta misma linea, otros estudios indican que el tiempo de retencion de alimento, es
la cantidad de horas que permanece el alimento en el tracto digestivo (pre-estbmagos, estbmago
e intestinos), demostrando que las alpacas presentan un mayor tiempo de retencion de
particulas solidas de la digesta en comparacion a las ovejas (50,3 vs 43,2 h., respectivamente;
Flérez, 1973), resultados coincidentes con estudios realizados en llamas por (Clemens y
Stevens, 1980; San Martin, 1987), mientras, la tasa de pasaje de la fase liquida es mayor en
Ilamas (10,4%/h) en comparacién con las ovejas (7,7%/h) (San Martin, 1987), resultados que
coinciden con los estudios publicados por (Clemens y Stevens, 1980; Heller et al., 1986) (Ortiz,
2012).

Asimismo, estudios realizados sobre consumo Yy tolerancia a la privacidad de agua,
refieren que las alpacas y Ilamas presentan menor consumo de agua en comparacién con el
ovino, este menor consumo observado en los camélidos se explica principalmente al menor
consumo de materia seca. Mientras tanto, la relacion consumo de agua y consumo de materia
seca, cuando se hacen comparaciones entre las alpacas y los ovinos, se observa que tienen una
relacion semejante(Cerdn, 2014).

Por otro parte, el consumo de materia seca en alpacas es de 1,8 a 2% de peso vivo, este
menor consumo de alimento se debe a que las alpacas presentan menor requerimiento de
energia, ademas de que son animales menos selectivos a la hora de tomar su alimento, no solo
eso, sino que también presentan mayor tiempo de retencién del alimento (Ccanccapa, 2020)

Anatomia y Fisiologia Digestiva
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Las alpacas, al igual que otros camelidos son herbivoros que poseen un estomago
policavitario, constituido por tres compartimentos, con distintas areas glandulares en cada uno
de ellos, lo cual marca una gran diferencia con los rumiantes (Carrica et al., 2019) donde el
compartimento C1 comprende el 83 % del volumen total del estdmago, considerada la mas
grande de los tres y esta dividido en tres porciones, una craneal y otra caudal, por un pliegue
muscular transversal. EI C2 comprende el 6% del volumen total del estdmago, considerada
como el mas pequefio y es la continuacion del C1. EI C3, que es originada en C2, comprende
el 11% del volumen total del estomago y esta situado en el lado derecho del C1 y tiene una
forma tubular y alargada (Cerdn, 2015).

No obstante, los compartimentos C1 y C2 estan implicados en los procesos de
fermentacidn, donde la absorcion de nutrientes por los procesos de fermentacidn en alpacas es
2 a 3 veces mayor que la observada en el rumen de rumiantes, asimismo estos compartimentos
se destacan por la presencia de sacos glandulares que les permite una eficiente maceracion,
mezclado y absorcidn de la digesta (Ceron, 2014; Ccanccapa, 2020). Por otro lado, cabe
mencionar que la poblacion de bacterias acetogénicas es mayor en los dos primeros
compartimentos de los camélidos con relacion a los rumiantes, sin embargo, no se reportaron
diferencias entre los acidos grasos volatiles producidos entre camélidos y rumiantes, pero si en
la tasa de absorcién; siendo mayor en los primeros compartimentos de los camélidos,
manteniendo niveles constantes de pH que favorecen la fermentacion microbiana constante.
Mientras tanto en el compartimento C3, la fermentacién microbiana solo ocurre en la porcién
proximal de este, mientras que en la porcion distal se secretan enzimas proteoliticas y acido
clorhidrico (Zevallos, 2020).

Microbiologia del Compartimento C1 de la Alpaca
Muchos de los microrganismos que se encuentran en la naturaleza son inofensivos para

el hombre, animales o plantas. Es asi como, muchas bacterias y hongos realizan una
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contribucion importante a las actividades biologicas que tienen lugar en el suelo, en el agua y
en el tracto digestivo de los animales. Por ello la comunidad bacteriana juega un papel
importante en el mantenimiento y modulacion de la enfermedad (Quinn et al., 2005; He et
al.,2018).

Los animales como rumiantes presentan una poblacion de microorganismos simbiontes
(bacterias, protozoos y hongos) donde la mayoria de estos microrganismos son anaerobios
estrictos, algunos son anaerobios facultativos; y son las responsables de la fermentacion de los
alimentos ingeridos por el animal convirtiéndolos en acidos grasos volatiles (AGV), dioxido
de carbono (CO2), metano (CHas), amoniaco (NHs), y sobre todo proteina microbiana para la
nutricion de los animales, o para su depuracion (Roque, 2012).

Los CSA son capaces de digerir materias vegetales gracias a que el compartimento C1,
posee un ecosistema microbiano denso, complejo, anaerobio, dindmico, resiliente y redundante
que incluye bacterias, protozoos, arqueas y hongos. Las cuales, son las responsables de la
fermentacion del forraje consumido, proceso fundamental para la nutricién animal. Sin
embargo, el contenido del compartimento C1 de CSA se encuentra pobremente caracterizado,
en gran medida debido a la dificultad que involucra trabajar con los microorganismos
anaerobios estrictos que lo habitan (Cerdn, 2015).

Bacterias Ruminales

Las bacterias se definen como los microorganismos mas pequefios, antiguos,
abundantes y diversos del mundo y estan compuestas tipicamente de capsula, pared celular,
membrana celular (citoplasmatica), citoplasma con contenido material nuclear y apéndices
tales como los flagelos y fimbrias, y algunas especies de bacterias pueden producir formas
denominadas esporas 0 endosporas, que son estructuras resistentes a las condiciones

ambientales (Quinn et al., 2005).
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Las bacterias ruminales, son en gran numero anaerobias estrictas, pero también existen
bacterias anaerobias facultativas que estan adheridas a las paredes del rumen, las mismas que
utilizan el O, proveniente del torrente sanguineo (Guerrero, 2011). Asimismo, la comunidad
microbiana ruminal cuenta con varios cientos de especies bacterianas, siendo en su gran
mayoria bacterias anaerdbicas estrictas o facultativas y al menos 30 de ellos son los mas
predominantes con cantidades de aproximadamente 1011 células bacterias/MI de flujo ruminal,
sin embargo, solo una fraccion de la comunidad bacteriana es cultivable, donde, en el caso del
rumen, se estima que solo 10 y 50% de la comunidad bacteriana total puede ser cultivada en
medios artificiales (Fraga et al., 2013), debido a que las condiciones de anaerobiosis en el que
viven estos microorganismos ruminales, dificultan realizar el proceso de aislamiento.

Estudios realizados sobre ecosistema ruminal en los rumiantes, reportaron que: El
ecosistema ruminal estd compuesto por bacterias (méas de 200 especies, con una concentracion
media de 1x1010 bacterias/mL), arqueas metanogénicas, protozoos (mas de 20 especies, con
cifras de 1x106 protozoos/mL) y hongos (con densidades que alcanzan las 1x104
zoosporas/mL) (Joblin, 1981), asimismo, en los ultimos afios, las bacterias fibroliticas del
rumen (Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens y Ruminococcus albus), han
sido ampliamente estudiados y se ha demostrado que tienen un papel importante en la digestién
de la fibra (Ortiz, 2012, p. 24).
Funcién de las Bacterias Ruminales

Las bacterias ruminales son las encargadas de realizar diversas funciones vitales para
el bienestar de los animales: como fermentar el material vegetal consumido en AGV, CO2 y
CH4, asimismo sintetizan vitaminas necesarias para los rumiantes y algunas bacterias degradan
los componentes toxicos de la dieta del aminal. Por otro lado, la fermentacion ruminal, esta
vinculada al crecimiento microbiano y las proteinas sintetizadas son la mayor fuente de

proteina para los rumiantes (Guerrero, 2011).
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Nutricién y Crecimiento de las Bacterias.

Las bacterias, como todos los seres vivos deben adquirir sus nutrientes a partir de su
medio ambiente inmediato, con la finalidad de obtener energia para la sintesis y el
funcionamiento celular, donde el requerimiento minimo de nutrientes, para el crecimiento son
una fuente de carbono, nitrégeno, una fuente de energia, oxigeno, agua y diversos iones
(Guerrero, 2011).

Las fuentes de carbono y energia, los microorganismos los obtienen a través de la
fotosintesis o de la oxidacion de compuestos inorganicos, los cuales son capaces de utilizar el
anhidrido carbdnico como fuente principal de carbono (denominados autétrofos), por otro lado,
todos los demas microorganismos obtienen el carbono celular principalmente a partir de
nutrientes organicos, los cuales se utilizan como fuente de carbono y energia (Schlegel, 1997).
Clasificacion de las Bacterias

Las bacterias ruminales pueden clasificarse desde varios puntos de vista. Por su forma,
se clasifican en cocos y bacilos, por la coloracion, en Gram positivos y Gram negativos;
taxonomicamente, en Ruminococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Eubacterium, Bacteroides,
Selenomonas, Succinomonas, Anaerovibrios, Butirovibrios, clostridios, Metanobacterium, etc
(Roque, 2012).

Asimismo, segun sus funciones especificas las bacterias presentes en el rumen se
clasifican: Bacterias celuloliticas, hemiceluloliticas, aminoliticas, bacterias que utilizan
azucares, bacterias proteoliticas, bacterias productoras de amonio, bacterias que producen
metano, lipoliticas, bacterias sintetizadoras de vitaminas (Ccanccapa, 2020).

Bacterias Celuloliticas

Las bacterias celuloliticas tiene la capacidad para degradar los hidratos de carbono

poliméricos a compuestos sencillos como los &cidos grasos y los alcoholes. Las bacterias

principalmente degradan celulosa a través de un complejo enzimatico celuldsico (bacterias
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anaerobias) y por la excrecion de las celulasas extracelulares (bacterias aerébicas) (Guerrero,
2011). Asimismo, este tipo de bacterias se encuentran en concentraciones altas en el rumen de
animales alimentados con forrajes que contienen mucha fibra. Muchas de las bacterias de este
grupo también degradan el almidon (Llamas, 2011; Carhuapoma et al., 2022).

Entre las bacterias representativas de este grupo tenemos: Fibrobacter succinogenes,
Ruminococcus flavefaciens y Ruminococcus albus que han sido descritos en los rumiantes
(Weimer 1996a; Weimer 1996b; Karma 2005, citado por Cerén, 2014).

Bacterias Hemiceluloliticas

Las bacterias hemiceluloliticas, son bacterias capaces de degradar la hemicelulosa
(componente importante de las paredes celulares de las plantas), liberando las pentosas,
hexosas y &cidos Uricos, convirtiéndolos en glucosa o fructosa (Llamas, 2011).

Entre las bacterias representativas de este grupo tenemos: Butyrivibrio fibrisolvens,
Bacteroides ruminicola y Ruminococcus spp (Guerrero, 2011).

Bacterias Amiloliticas

Este tipo de bacterias, poseen enzimas amiloliticas que aseguran la conversion de
materiales amilaceos en acidos grasos volatiles (Guerrero, 2011). Para ello emplean los
almidones como sustrato, donde la enzima amilasa hidroliza enlaces alfa 1-4 produciendo
maltosa, que por accion de la maltasa se convierte en glucosa (Llamas, 2011).

Las bacterias amiloliticas se encuentran en el rumen, en mayor cantidad cuando la dieta
del rumiante es rica en almidon Las bacterias celuliticas tienen la capacidad de digerir almidon,
sin embargo, algunos microorganismos amiloliticos no pueden utilizar celulosa. Entre las
especies bacterianas mas importantes degradadores de almidén tenemos: Bacteroides
Amulophilus, Succinomona amylolitica, Butyvibrio fibrosolvens, Lachnospira multiparus y
Bacteroides ruminicola (Guerrero, 2011).

Bacterias Proteoliticas
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Las proteinas de las plantas digeridas por los rumiantes son degradadas principalmente
por las bacterias proteoliticas del rumen, mediante la produccion de enzimas hidroliticas que
rompen los enlaces peptidicos, de esta manera liberan los péptidos y finalmente &cidos
aminados (Llamas, 2011). Las especies bacterianas proteoliticas mas importantes, tenemos:
Prevotella spp., Butyrivibrio fibrisolvens, Ruminococcus flavefaciens, Lachnospira multipara
y Ruminobacter amylophilus (Wallece & McKain 1991, como es citado en Ceron, 2014).
Bacterias Lipoliticas

Las bacterias lipoliticas presentan esterasas que hidrolizan a los triglicéridos,
fosfolipidos y esteres de acidos grasos (Llamas, 2011). Por otro lado, otro autor indica que las
bacterias lipoliticas producen la enzima lipasa, que se encarga de catalizar la hidrolisis de las
grasas o acidos grasos y el glicerol. No obstante, las bacterias del rumen participan activamente
en la hidrogenacion de los &cidos grasos insaturados de cadena larga y son responsables de la
composicidn constante de la grasa corporal de los rumiantes (Guerrero, 2011).

Bacterias Metanogénicas

Las bacterias metanogénicas son las responsables de regular la fermentacion total en el
rumen, mediante la eliminacion del hidrogeno gaseoso (H.), mediante la formacion de (CHa).
Asimismo, promueven el crecimiento de otras especies bacterianas en el rumen y permiten una
fermentacion més eficaz. Donde la reduccion de CO2 con Hz gaseoso es el método primario,
mediante el cual se producen el metano en el rumen. Algunas de las bacterias metanogénicas
son: Methanobrecibacter ruminantium, Methanobacterium formicicum y Metahanomicrobium
mobile (Guerrero, 2011).

Bacterias que Utilizan Acidos Intermedios
Las bacterias que utilizan acidos intermedios en el rumen dependen de la actividad de

las anteriores, que son las que producen glucosa, xilosas y otros azlcares solubles a partir de

19



las celulosas, almidones, hemicelulosas, etc., transformandolas en acidos grasos volatiles
(Llamas, 2011).

Tabla 1

Caracteristicas de Algunas Bacterias Anaerobias Ruminales

Coloracion
Bacteria Morfologia Gram Motilidad Sustrato Agrotolerancia  Referenc
ia
Celobiosa.Sacarosa, Londei
Ruminacoccus cocos N } Kilosa, Glucosa. } a etal..
@PP‘ """"""" Arabinosa, Lactosa, 2019y
Manosa. Manitol Ceron,
2013
Londedi
Celulosa, aetal.,
Ejbrobacter.spp. bacilos + - Xilano. - 2010y
Hemicelulos Cerdn,
a 2014
Londoii
cocobacilos/ aetal.,
Bacreroides swp bacilos - - 2019y
Cerén.
2015
Bacilar
ligeramente Glucosa, Celobiosa,
Butirivibrio sp, curvo - + Maltosa.Xilang, - Cerén,
Pectina 2014
Bacilar
Pseudobutirivibr. ligeramente Glucosa, Celobiosa,
o ruminis, curvo - * Maltosa, Xilosa d+, - Ceron,
Pectina 2014

Métodos de Aislamiento e Identificacion Bacteriana

El aislamiento se define como un conjunto de métodos que se deben aplicarse para
conseguir bacterias en cultivo puro, a través de la separacion de las bacterias que se desean
estudiar del resto de microorganismos contaminantes (Stanchi, 2007).

También cabe mencionar que, el aislamiento del cultivo puro tiene lugar, sobre o en
medios sélidos, como también se pueden realizar en medios liquidos. Ello dependera de la
predominacion de microorganismos presentes en el material de partida (Schlegel, 1997).
Sistemas de Incubacion en Anaerobiosis

Con respecto al sistema de incubacion en anaerobiosis, su eleccion viene determinada
por el coste, nimero de cultivos y limitaciones de espacio, siendo las mas comunes las cdmaras,
jarras o cajas y bolsas de anaerobiosis, ademas que, en estos sistemas es importante monitorizar
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la temperatura y el ambiente anaerobio con un indicador de oxigeno, como las tiras de azul de
metileno o de resarzurina, que se decoloran al desaparecer el oxigeno (Alcala et al., 2004) .

Al mismo tiempo, el aislamiento de las bacterias anaerobias a partir del rumen se realiza
principalmente por la metodologia de roll tube, mas conocido metodologia de Hungate, este
método es bastante utilizado para bacterias anaerobias estrictas ya que evita la posible
existencia de oxigeno en el medio a comparacion de otros extremadamente sensibles al oxigeno
(Rios, 2008).
Identificacion de Bacterias

La identificacion bacteriana se realiza por medio de métodos convencionales, puesto
que su realizacion y coste los hace mas asequibles. Asimismo, la identificacion fenotipica
bacteriana se basa fundamentalmente en la comparacion de las caracteristicas fenotipicas de
bacterias desconocidas con aquellas de cultivos tipo. Por otro lado, para la identificacion
bacteriana es necesario realizar un estudio sobre las caracteristicas tintoriales, morfoldgicas y
bioquimicas (Fernandez et al., 2010).
Cultivo Microbiologico

El cultivo microbiolégico permite la identificacion bacteriana a través de las
caracteristicas morfologicas y requerimientos para crecimiento de las diferentes especies de
bacterias, donde la fiabilidad de la identificacion estd en proporcion directa al nimero de
caracteristicas semejantes bacterianas presentes (Rodriguez, 2012), sin embargo, la gran
complejidad de especies presentes en diferentes tipos de ecosistema, como el rumen o
estomago de los animales, asi como las diferentes condiciones y requerimientos nutricionales
para su cultivo no han permitido una completa y correcta caracterizacion de las especies
bacterianas presentes.

Todas las caracteristicas fenotipicas conocidas son importantes y hay que tenerlas en

cuenta cuando se inicia el proceso de identificacién. En este sentido en el proceso de
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identificacion bacteriana tradicional se establecen tres niveles de procesamiento: Primero se
deberan seleccionar aquellas que se consideran pruebas primarias, que son rapidas y sencillas
de realizar, como la morfologia en la tincién de Gram u otras tinciones, crecimiento en
diferentes atmodsferas de incubacion como las condiciones de aerobiosis y anaerobiosis,
crecimiento en varios tipos de medios de cultivo, oxidasa y catalasa, fermentacion de glucosa,
produccidn de esporas y movilidad. En el segundo nivel de identificacion se debe especificar
el género, grupo de generos o en algun caso familia a la que pertenece un aislamiento, donde
la identificacion se apoya en las caracteristicas del cultivo y en las pruebas primarias. Por
altimo, para la identificacion tradicional a nivel de especie, se debe emplear ciertas pruebas
bioquimicas que permitan la identificacién con un alto grado de precision la mayoria de las
bacterias clinicamente significativas (Fernandez et al., 2010).

Caracteristicas Morfologicas

Las caracteristicas morfoldgicas de las colonias son fundamentales en la identificacion
preliminar y para la diferenciacion de los microorganismos, donde el aislamiento de las
bacterias en cultivo puro, compuesta por un solo tipo de microorganismo es imprescindible a
la hora de realizar la identificacion. Las colonias de una Unica especie, cuando crecen en medios
especificos y bajo condiciones iddneas se describen por sus caracteristicas de tamafio, forma,
consistencia, y a veces por su color (Fernandez et al., 2010).

Por otro parte, la forma de las bacterias es muy variada y, a menudo, una misma especie
adopta distintos tipos morfoldgicos, lo que se conoce como polimorfismo. Es asi que las
bacterias del rumen se encuentran representadas por una variedad de géneros y especies y una
diversidad de formas como: cocos, bacilos, vibrios, espirilos, espiroquetas, rosetas ovales y
tetracocos, que se distribuyen en Gram positivas y Gram negativas (Cahuana, 2012).

Caracteristicas Tintoriales

22



La identificacion por coloracion permite conocer los detalles morfologicos de la
bacteria, existen varias técnicas empleadas.

La tincion de Gram, Fue desarrollada por el cientifico danés Hans Christian Gram en
1884; hoy en dia, sigue siendo una de las tinciones mas utilizadas universalmente debido a lo
economico, sencillo y eficaz que resulta, porque permite distinguir entre las bacterias Gram
positivas y Gram negativas, debido a la diferencia de la estructura quimica que existe en la
pared celular de las bacterias (Lépez et al., 2014).

Las bacterias Gram positivas, se tifien de color azul, puesto que poseen una pared
celular relativamente gruesa y uniforme que esta compuesta principalmente por peptidoglicano
y &cidos teicoicos, mientras que las bacterias Gram negativas se tifien de color rojo, debido a
que poseen una pared celular constituida por una capa fina de péptidoglicano y una membrana
externa (compuesta de moléculas de lipopolisacaridos) (Quinn et al., 2005).

Pruebas Bioquimicas

Las pruebas bioquimicas permiten la identificacién bacteriana mediante el estudio de
caracteristicas bioquimicas generales presentes en los diferentes sistemas metabdlicos
bacterianos, mediante la identificacion de enzimas, sustratos, vias metabdlicas (fermentacion),
proteinas, productos de secrecion-excrecion (acidos grasos, proteinas, etc.) especificos para
ciertos géneros y/o especies bacterianas (Rodriguez, 2012).

Por otro lado, En diferentes estudios emplearon la prueba bioguimica como el método
tradicional para clasificacién de las bacterias ruminales segun identificacion de género y
especie, donde se han identificado diferentes grupos de bacterias que presentan actividad
celulolitica, amilolitica, pectinolitica y hemicelulolitica.

Entre los principales género/especies encontramos: Fibrobacter succinogenes,
Ruminococcus albus, Ruminococcus flavafaciens(Hungate 1950; Hungate 1966), Butyrivibrio

fibrisolvens (Bryant & Small 1956a), Eubacterium cellulosolvens (Bryant et al. 1958a),
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Prevotella rumicola (Bryant et al. 1958b; Cotta 1992) Succiniclasticum ruminis (Van Gylswyk
1995), Pseudobutyrivibrio ruminis (Van Gylswyk et al. 1996 ) y Pseudobutyrivibrio
xylanivorans (Kopecny et al. 2003), Streptococcus bovis (Hungate et al. 1966), Selenomona
ruminantium (Bryant 1956; Hungate et al. 1966; esta bacteria fue anteriormente denominada
Ancyromonas ruminantium por Certes (1889), Megasphaera elsdenii (Gutierrez et al. 1959;
Wallace 1986; Marounek et al. 1989) y Succinomonas amylolytica (Bryant et al. 1958a). Estas
bacterias interaccionan entre si y con otros grupos de microorganismos obteniendo un efecto
sinérgico para la degradacion del forraje consumido por los animales (Ceron, 2014).

Entre las pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias ruminales empleadas
en diferentes estudios tenemos: prueba de Kligler, produccion de indol y de sulfuro de
hidrégeno, prueba de citrato, prueba con el medio de SIM, catalasa, Rojo de metilo y Voges
Proskauer (Guerrero, 2011; Cahuana, 2012).

Prueba de la Catalasa

La prueba de la catalasa se emplea para comprobar la presencia de la enzima catalasa
presente en la mayoria de los microorganismos aerobios y anaerobios facultativos que poseen
el citocromo oxidasa. La enzima catalasa cataliza la separacion del peréxido de hidrogeno en
agua y oxigeno gaseoso que se libera en forma de burbujas. la aparicion de burbujas en la
prueba indicara que los microorganismos son catalasa positiva, mientras que, por otro lado, si
no se observa ningun cambio en la prueba seré catalasa negativa (MacFaddin, 2003) .

Prueba de la Oxidasa

La prueba de la oxidasa se rige en la produccion bacteriana de la enzima oxidasa, donde
la reaccion de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromooxidasa, que activa la
oxidacion del citocromo reducido por el oxigeno molecular, el que su vez actia como aceptador
de electrones en la etapa terminal del sistema de transferencia de electrones (MacFaddin, 2003).

Cabe seiialar que el sistema citocromo oxidasa solo se encuentra en las bacterias
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aerobias, mientras que las bacterias anaerobias estrictas carecen de actividad oxidasa, porque
no presentan el sistema citocromooxidasa y no pueden vivir en presencia de oxigeno.

Por tanto, un resultado oxidasa positivo, esta formado por una seria de reacciones en el
cual un componente auto oxidable del sistema citocromo es el catalizador final. Donde los
aceptadores de electrones naturales pueden sustituirse con aceptadores artificiales
(parafenilendiamina y el indofenol), en cualquier sitio de cadena de transporte de electrones,
los mismos que actdan como reductores del sistema citocromooxidasa.

Estos sustratos o aceptadores artificiales son incoloros o coloreados, segun el estado en
el que se encuentran, la reaccién oxidasa final muestra un producto coloreado.

Agar Hierro de Kliger o Prueba de Kliger

El medio Kligler contiene como sustrato, dos hidratos de carbono como la glucosay la
lactosa. Se emplea para determinar la capacidad de un microorganismo de atacar un hidrato de
carbono especifico adicionado al medio de cultivo, con produccién o no de gases, sumado a la
determinacion de posible produccion de cido sulfhidrico.

La capacidad de atacar un hidrato de carbono dara lugar a la formacién de acidos que
bajen el pH de medio, por ende, el rojo fenol vira a amarillo. Cuando el microorganismo sea
capaz de fermentar glucosa, se observara viraje de color amarillo en el fondo del tubo inclinado,
y si el microorganismo es capaz de fermentar la lactosa, se observara viraje a color amarillo en
la superficie del tuvo inclinado. Pero si el microorganismo no es capaz de fermentar ninguno
de los sustratos, la prueba sera negativa, si él tuvo no cambia de color, permaneciendo de color
rojo fenol. Por otro lado, la produccion o no de gases se determinard por la aparicion de
burbujas, rotura o elevaciones del agar del fondo del tubo, mientras la produccion de &cido
sulfhidrico (SH2), se determinara por la aparicion de un precipitado de color negro en el fondo
del tuvo (MacFaddin, 2003).

Prueba de Citrato Simmons

25



Medio de cultivo que sirve para determinar si un microorganismo es capaz de utilizar
citrato como Unica fuente de carbono y compuestos amoniacales para el metabolismo,
provocando una alcalinizacion del medio.

Algunas bacterias pueden suministrar energia en ausencia de fermentacién o
produccidn de acido lactico empleando el citrato como unica fuente de carbono.

Este medio de cultivo contiene como sustrato citrato de sodio y fosfato de amonio como
Unicas fuentes de carbono y nitrogeno respectivamente y el azul de bromotimol como indicador
de pH. En este sentido solo las bacterias capaces de metabolizar el citrato como Unica fuente
de carbono, podran multiplicarse en este medio y utilizaran los fosfatos presentes liberando
iones amonio lo que, juntamente con la eliminacién del citrato (acido), producira una fuerte
alcalinizacion del medio que sera aparente por el cambio de color verde a color azul por el
indicador de pH, entonces la prueba sera positiva cuando en el medio, ocurra el crecimiento
con un color azul intenso en el pico de flauta tras incubar 24 — 48 horas de incubacién y por lo
contrario si la prueba es negativa el medio permanecera de color verde (MacFaddin, 2003).

Sin embargo, si se observa un crecimiento sin cambio de color, se tendra que confirmar
la positividad de la prueba sometiendo a 24 horas a mas de incubacion.

Prueba con Medio SIM

Esta prueba permite distinguir ciertas propiedades especificas que caracterizan algunas
bacterias, mediante la ejecucion de tres importantes pruebas: la produccion del sulfuro de
hidrogeno (H2S) de los que no lo hacen, también destaca la formacion de indol a partir del
triptofano de las que no lo forman y finalmente permite evaluar la movilidad de las bacterias
de las inmoviles.

Donde la prueba indol se utiliza para detectar la presencia de la enzima triptofanasa en
las bacterias, mediante la liberacion del indol en un cultivo bacteriano, esta liberacion de debe

a la degradacion del aminoéacido triptéfano mediante la enzima triptofanasa. Mientras la
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motilidad de las cepas se puede verificarse en este medio, por la turbidez que produce alrededor
de la puncién de siembra, por otro lado, las cepas productoras de sulfuro de hidrogeno se
distinguen siempre gque el medio se mantenga a un pH mayor a 7.2.

En cambio, la produccién de indol: la prueba sera positiva cuando se observe el
desarrollo de color rojo luego de agregar el reactivo de Kovacks y si este no cambia de color
la prueba sera negativa. En cuanto a la produccion de H»S, la prueba sera positiva cuando se
observe un precipitado negro a lo largo de la linea de siembra o en todo el medio, pero si el
medio permanece sin cambio de color la prueba sera negativa. Por otro lado, en cuanto a la
motilidad, la prueba sera positiva cuando se observe turbidez en medio y que se extienda mas
alla de la linea de siembra, en tanto que, la prueba sera negativa cuando el crecimiento de las
bacterias se observe solamente en la linea de siembra.

Por otro lado, cabe mencionar que, existen sistemas de identificacion bioquimica
disponibles comercialmente para identificacién de entero bacterias como los kits BBL,
ENTEROTUBE Il (Becton Dickinson), OXI/FERM TUBE I1, (Becton Dickinson), Quintet 3H

y para la identificacion de bacterias Gram negativas como el kit AP1 20 E (C. Rodriguez, 2012).

4.2 Antecedentes

Carhuapoma et al., (2022), Realizaron un estudio cuyo titulo fue bacterias fibroliticas
aisladas de rumen de alpacas, ovinos y vacuno con capacidad bio degradadora de celulosa,
aislaron y evaluaron el potencial degradador in vitro de la celulosa de las bacterias ruminales
celuloliticas de alpaca, ovino y vacuno con el objetivo de utilizar microorganismos
degradadores de celulosa para su aplicacién en biotecnologia alimentaria. Para ello
recolectaron muestras de liquido ruminal de ocho especimenes de alpaca, vacuno y ovino sin
distincion de edad y sexo; del matadero municipal de Huancavelica-Peru, ubicado a 3820
msnm. Teniendo a la alpaca como especie comparativa principal de la investigacion. Las

muestras ruminales fueron cultivadas en medios con carboximetilcelulosa, enriquecidos con
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caldo de infusién de cerebro corazén en condiciones aerdbicas y anaerdbicas hasta lograr
desarrollo de colonias bacterianas. La caracterizacién microbioldgica, bioquimica y analisis de
produccién de celulosas de cada aislado bacteriano usando el método de coloracion de rojo
Congo v la identificacion de las bacterias ruminales lo realizaron mediante sus caracteristicas
macroscopicas ( forma, color, borde, elevacion y consistencia), microscopica (grupo y tincion
Gram) y pruebas bioquimicas de triple Sugar Iron Agar (TSI), Agar Lisina-Hierro (LIA), Agar
citrato de Simmons (SIMON), Sulfide Indole Motility (SIM), Voges-Proskauer y Catalasa. Y
evaluaron el didmetro de los halos (mayor a 10 -14 mm) de degradabilidad de celulosa.
Lograron hallar bacterias celuloliticas Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus y
Fibrobacter succinogenes con alta capacidad de degradabilidad de celulosa. Dicho hallazgo
indica que los liquidos ruminales de alpaca, vacuno y ovino son excelentes fuentes de bacterias
productoras de celulosa con alta capacidad degradadora de celulosa.

Londofio et al., (2011), realizaron un estudio de cuantificacion de bacterias celuloliticas
anaerobias provenientes del rumen del ganado, , donde el objetivo fue comparar los métodos
de cuantificacion de crecimiento bacteriano, para ese estudio evaluaron tres métodos de
cuantificacién de crecimiento bacteriano: nimero méas probable, recuento de células viables en
placa y Roll —tuve, con respecto a la densidad y diversidad de bacterias celuloliticas ruminales
en muestras de contenido ruminal recolectadas a través de dos hembras de raza Holstein
canuladas al rumen. Al realizar la comparacion de los métodos de cuantificacidn de bacterias
celuloliticas ruminales, como resultado observaron la correlacion positiva, de tipo alta con
significancia estadistica (0,826; p = 0,000) entre la cuantificacion de células viables por el
método de Roll-Tube y la cuantificacion en placa, y una correlacion negativa y de tipo
moderada débil entre la cuantificacidn de células viables obtenidas por el método del nimero
maés probable con el método Roll-Tube (-0,514; p = 0,237), y negativa y de tipo débil entre la

cuantificacién con el método de nimero mas probable y recuento en placa (-0,374; p = 0,147).
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Asimismo, evaluaron la diversidad de bacterias celuloliticas presentes en la muestra, por medio
del analisis macroscépico y microscopico de diferentes colonias obtenidas del cultivo en medio
solido, tanto en el método de cuantificacion de células viables Roll-tube como en las cajas de
Petri utilizadas para el método de recuento de células viables en placa y en el caso del método
de nimero més probable solo realizaron el analisis microscopico de muestras tomadas de los
tubos con el medio liquido, de modo que, al determinar la flora predominante en cada método
evaluado, observaron el predominio de cocos grampositivos, compatibles con bacterias del
género Ruminococcus spp. en los cultivos de nimero méas probable, asimismo en los cultivos
obtenidos con el método Roll-tube, observaron bacilos grampositivos y bacilos gramnegativos
en cadena o aislados, compatibles con bacterias ruminales de los géneros Fibrobacter spp. y
Eurobacter spp, también identificaron cocos grampositivos individuales y agrupados,
compatibles con Ruminococcus spp. La misma que fue predominante en el método de recuento
en placa, y adicionalmente observaron cocobacilos gramnegativos, probablemente del género
Bacteroides spp. Demostraron que con el nimero mas probable se detectd baja diversidad,
mientras que los métodos de recuento de células viables en placa y Roll-tube mostraron
consistencia respecto a densidad y diversidad de bacterias. En conclusion, los resultados
obtenidos en dicho trabajo sugieren que la técnica de recuento de células viables en placa puede
ser la més adecuada para cuantificar bacterias celuloliticas ruminales, ya que este método
permitié en corto tiempo y sin procedimientos de siembra adicionales, la caracterizacién
morfoldgica de las colonias, el analisis microscopico de las células, asi como el aislamiento de
las bacterias para la obtencion de cultivos puros. Sin embargo, el método de Roll-tube es la
técnica mas empleada por distintos autores, en la microbiologia anaerobia y especialmente en
estudios de microbiologia ruminal.

Mientras tanto, Fraga et al.,(2013) realizaron un estudio cuyo titulo lleva,

caracterizacion de la microbiota bacteriana ruminal de un bovino a pastoreo mediante técnicas
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clasicas e independientes del cultivo donde sus objetivos fueron caracterizar la microbiota
bacteriana ruminal cultivable y no cultivable asociada a las fracciones solida y liquida del
contenido ruminal de un bovino a pastoreo, asimismo aislar y clasificar bacterias capaces de
crecer en un medio de cultivo con celulosa como principal fuente de carbono y energia. Para
evaluar el microbiota cultivable utilizaron medios de cultivo artificiales, mientras que, para el
analisis de la comunidad microbiana total emplearon la técnica de Fluorescent in situ
hybridization (FISH). Como resultado identificaron 16 aislamientos incluyendo miembros de
los géneros Butyrivibrio, Pseudobutyrivibrio, Succinivibrio y Selenomonas ademas de otros 4

gue representan nuevas especies y géneros bacterianos.

Llamas et al., (2013) desarrollaron un estudio de aislamiento e identificacion de la
microflora bacteriana ruminal en vacas Holstein, alimentadas con subproductos de cerveceria,
donde el objetivo de ese estudio fue realizar la identificacion bioquimica y molecular de los
microorganismos del rumen bovino de vacas Holstein alimentadas con subproductos de
cerveceria y crear un cepario de bacterias aisladas del rumen de estas vacas, dicho trabajo de
investigacion se realizo en la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro en Saltillo, Coah.,
México. Para ello, utilizaron 16 vaquillas (primiparas), con un peso promedio de 450 kg y 16
vacas (multiparas) con 650 kg de peso promedio, de la raza Holstein. Asimismo, los animales
se alimentaron durante 120 dias con una dieta balanceada con residuos agroindustriales de la
industria cervecera (masilla y levadura) en cuatro tratamientos (T1: testigo; T2: masilla 14 %;
T3: masilla 13 % y levadura 6 %; T4: levadura 9 %). Como parte del trabajo el aislamiento lo
realizaron en placas con medio sélido de agar nutritivo y agar Schaedler, donde Las cajas petri,
inoculadas con los microorganismos, se pusieron en incubacion a 402 °C en condiciones
anaerobias (jarra de anaerobiosis), también trabajaron en la proliferacion de bacterias
celuloliticas, proteoliticas, quitinoliticas y xiloliticas. Para ello, obtuvieron el liquido ruminal

mediante una sonda oro-ruminal conectado a una bomba de vacio, el cual se utilizé6 como
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inoculo inicial para la identificacion y cultivo de células procariotas para su posterior
caracterizacion, para ello emplearon varias técnicas como la caracterizacidn macroscopica
mediante la observacion directa el crecimiento bacteriano, mientras que la caracterizacion
microscopica lo realizaron mediante la tincion de Gram. Posteriormente llevaron a cabo una
identificacion bioquimica de las cepas puras, por medio de pruebas bioquimicas
convencionales y finalmente, la identificacion molecular se siguié mediante PCR. Logrando
como resultado del trabajo aislar e identificar 38 microorganismos, 20 de ellos por técnicas
moleculares (PCR), lo cual representa una fuente de aplicaciones biotecnoldgicas para la
produccidn de enzimas, mejoramiento de dietas y bioprocesos. Asimismo, crearon un cepario
de bacterias aisladas del rumen de estas vacas.

Por otra parte, Guerrero (2011), realiz6 un estudio cuyo titulo fue Aislamiento de
bacterias ruminales degradadoras de celulosa con el objetivo de aislar e identificar bacterias
con actividad celulitica, a partir del liquido ruminal de bovinos faenados en el Camal de la
empresa Municipal de Rastro y Plazas de ganado del Canton Cuenca, donde la metodologia
consistio en obtener el liquido ruminal partir del rumen de bovinos faenados, para el
aislamiento e identificacion de las bacterias, emplearon pruebas bioquimicas y caracterizacion
morfoldgica en el laboratorio de la Universidad Politécnica Salesiana, lograron identificar 4
cepas de bacterias aisladas anaerobias del rumen del bovino, degradadoras de celulosa,
identificadas como Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus, Fibrobacter
succinogenes y Fibrobacter succinogenes elongata. Cabe sefialar que, para la determinacion
de la actividad celulolitica de las bacterias, en el estudio el autor empleo aserrin de madera
como sustrato, en un caldo de cultivo nutritivo y el inoculo de las bacterias aisladas, donde la
evaluacion de la actividad de la degradacion de celulosa se hizo a través de la medicion sucesiva
alas 6, 12,24, 48 y 72 horas de inoculacion. Donde lleg6 a la conclusion de que la degradacion

presentada por las bacterias aisladas, fue estadisticamente significativa (p<0,05), sin embargo
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en el estudio el autor, evidencid un bajo rendimiento en la degradacion de aserrin, que podria
estar directamente relacionado con el tipo de sustrato y los medios de cultivo empleados,
asimismo estos no incluyen todas las condiciones fisicoquimicas y nutritivas presentes en el
rumen, asi como la falta de interacciones con otros microorganismos que estimulan la actividad

celulolitica de las bacterias.
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V. DISENO Y METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

5.1 Tipo y Disefio de la Investigacion
El tipo de investigacion realizada fue de tipo cualitativa, ya que, mediante el estudio,
se pretende aislar y caracterizar las diferentes especies de bacterias anaerobias del contenido
del compartimento C1 de las alpacas criadas bajo un ecosistema de puna himeda, de acuerdo
con sus caracteristicas fenotipicas y pruebas bioguimicas convencionales aplicadas a las

colonias aisladas.

5.2 Ubicacion Espacial y Temporal de la Investigacion

El presente trabajo de investigacion se realizd en el centro de investigacion y
produccion (CIP) La Raya de la Universidad Nacional de Altiplano (UNA-PUNO), facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, ubicado en el distrito de Santa Rosa, provincia de Melgar
del departamento de Puno, con una extension aproximada de 5 905,87 Has, a una altitud de
4,200 m.s.n.m. Corresponde a la zona agro ecoldgica de puna himeda, donde la temperatura
media es de 6,6 °C (con rango de - 10°C a 17°C), con precipitacion pluvial de 525.7 mm
(SENAMHI, 2019).

Coordenadas Geograficas

- Latitud sur: 10° 13” 33”’

- Longitud oeste: 70° 57 12>

Vias de Acceso:

- Via Ferrocarril.

- Carretera asfaltada de Cuzco — Puno.
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Figura 1. Ubicacion Satelital del CIP La Raya Puno

Fuente: Google maps.
5.3 Materiales y Equipos
Materiales
- Guantes de latéx
- Mascarillas
- Mandil
- Equipo de diseccién
- Papel aluminio
- Bolsas de polipropileno
- Bol acero inoxidable
- Pabilo
- Cernidor acero inoxidable
- Matraz de 500 mL
- Probeta graduada de 500 mL
- Gasa Esteril
- Tubos de ensayo con tapa de goma

- Puntas estériles de 1mL, 200 microlitros



- Puntas de siembra/agujas de colle

- Placas Petri

- Beakers de 50 mL.

- Tubos colectores de 10 y 50 mL

- Micropipeta de 100 a 1000 microlitros
- Mechero de alcohol

- Gradillas

- Laminas porta objetos

Figura 2. Materiales de Laboratorio

En la figura 2, se muestra algunos materiales de laboratorio que se utilizaron en el presente
trabajo.
Equipos

- Jarra de anaerobiosis

- Cocina eléctrica

- Centrifuga para tubos de 50 mL

- Autoclave

- Estufa

- Balanza

- Incubadora de placas

- Microscopio
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Sustancias

Agua destilada

Solucion de lavado (Cloruro de sodio 0.09 %, Twin al 0.05%).

Alcohol de 96°

L-cysteina
Reactivos
- Cristal violeta
- Solucion de yodo (Lugol)
- Alcohol-acetona
- Safranina
- Reactivo de Kovacs (deteccién de indol bacteriano)
- Agua oxigenada al 30% (prueba catalasa)
- Tiras de reactivos de la prueba de la oxidasa
Medios de cultivo
- Agar sangre Columbia
- Agar brewer anaerobic
- Sobres de anaerobiosis BBL (gaspak)
- Agar hierro de Kliger (KIA)
- Agar citrato de Simmons
- Medio SIM
5.4 Poblacion y Muestra
La cantidad de alpacas para la investigacion se determind mediante la técnica de
muestreo no probabilistico intencional, conformado por 4 alpacas de sexo macho, 3 a 4 afios

de edad, raza Huacaya destinadas a camal, las mismas que fueron criadas en el Centro de

36



Investigacion y Produccién La Raya de la UNA-Puno, cuyo sistema de crianza es de tipo
extensiva utilizando las praderas naturales de la region altiplanica para su alimentacion.

El tamafio de muestra empleados para el presente estudio fue segln criterio teniendo en
consideracion el tipo de estudio (biologico) y disponibilidad de recursos (medios y materiales
de laboratorio), llegandose a utilizar 14 muestras a partir de licor ruminal y 20 muestras a partir
de la pared del Compartimento C1 del tracto digestivo.

Metodologia de la Investigacion

541 Toma de Muestra

Para la obtencion de muestras se procedi6 a recuperar el tracto digestivo de las alpacas

recientemente beneficiadas las mismas que fueron trasladados a laboratorio para ser procesadas

y obtener las muestras (Ver, Figura 3).

TN

gt

Figura 3. Recuperacion del Tracto Digestivo de un Alpaca Recientemente Beneficiada

Del compartimento C1 del tracto digestivo de la alpaca, se colect6 aproximadamente 500 g del
contenido encontrado, los cuales fueron mezclados y tamizados con gasa estéril para obtener
20 mL de licor (Ver, Figura 4-A). En seguida, el licor fue diluido en la proporcién de 1:10 con

una solucion (NaCl 0,09%). La misma que se colocé en tubos colectores de 15 mL para ser
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centrifugados a 3500 rpm por 30 minutos (Ver, Figura 4-B). El precipitado bacteriano obtenido

se colocd en tubos Eppendorf para su cultivo inmediato (Cerén, 2014).

Figura 4. Recoleccion de Licor Ruminal a través del Tamizaje del Contenido Ruminal

5.4.2 Aislamiento de Bacterias Anaerobias

Inicialmente el aislamiento de bacterias anaerobias del compartimento C1 del tracto
digestivo de la alpaca, se realizé a partir del precipitado bacteriano obtenido de licor (LC1)
(Ver. Figura 5-A) y pared (PC1) del mismo compartimento C1 (ver. Figura 5-B), en placas
Petri con medio de cultivo de Agar Sangre Columbia (OXOID) suplementado con L-cysteina
(0.05%) prerreducidos recientemente preparados, mediante la técnica de doble capa,
considerando que en la primera capa se realiz6 una siembra por estria en agotamiento con el
uso del asa de kolle, para inmediatamente verter agar fundido y enfriado a 50°C (Thatcher &

Clarck, 1973).

Figura 5. Cultivo Primario de Bacterias Anaerobias a partir del Licor y Pared del

Compartimento C1.
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Antes de someter a incubacién las placas fueron apiladas en forma invertida dentro de
las jarras de anaerobiosis, para que el microorganismo inoculado pueda colonizar el agar
apropiadamente, asimismo para evitar que se contamine y que el agua de condensacion caiga

sobre el medio (Ver figura, 6).

Figura 6. Placas Apiladas en Forma Invertida Antes de Someter a Incubacién

Asimismo, el cultivo bajo condiciones de anaerobiosis se realizd en jarras de
anaerobiosis, empleando los sobres de BBL Gaspak como indicadores de anaerobiosis, segln
indicaciones dadas por (Forbes, Sahm, Weissfeld, & Trivino, 2009). Los sobres de BBL
Gaspak, se activan inmediatamente despues de abrir el envase de aluminio exterior, generando
condiciones de anaerobiosis. Al inicio se puede observar un color blanco a azul pélido, los
mismos que al estar en contacto con el oxigeno se tornan de color verde - azulado, como se
puede observar en la (Fig. 7-A). mientras que, ya en condiciones de anaerobiosis el sobre de
BBL Gaspak se vuelve color blanco, tal como se observa en la (Fig. 7-B). Ello nos confirma
que el crecimiento del cultivo se dio en condiciones de anaerobiosis. Tras 48 horas de

incubacién a una temperatura de 37 °C.
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Figura 7. Jarra de Anaerobiosis, Sistema de Incubacion en Anaerobiosis con el Sobre

de BBL GasPak (Indicadores de Anaerobiosis)

54.3 Resiembra o Repique

Finalizado el periodo de incubacion, al observarse crecimiento de microorganismos
mixtos en las placas de cultivo primario, se procedio a seleccionar placas con crecimiento de
colonias aisladas tomando en consideracion las caracteristicas morfologicas de cada colonia

como tamafio, forma, borde y color (ver Figura, 8).

Figura 8. Seleccion de Placas de Cultivo Primario con Crecimiento de Colonias Separadas

para Repique en Tubo

Realizada la seleccién de placas con crecimiento de colonias aisladas, con el uso de la
Asa de Kolle flameada se tom6 una muestra de una colonia aislada (ver, Fig. 9-A) para sembrar

por picadura en la profundidad de los tubos de ensayo (Koneman et al., 2008), que contenian
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medios de cultivo como Agar Sangre Columbia prerreducido, suplementado con L-cysteina
(AS-Cys), Agar Brewer Anaerobic (BA) y Agar Brewer anaerobic suplementado con L-
cysteina (BA-Cys) (MacFaddin, 2003), como se puede observar en la (Fig. 9-B).

Los mismos que fueron rotulados y sometidos a incubacion por 48 horas a una

temperatura de 37 °C, como se puede observar en la (Fig. 9-C).

Figura 9. Procedimiento de Resiembra a partir de Colonias Aisladas de Cultivo Primario

544 Identificacién De Bacterias Anaerobias Estrictas

La identificaciobn de las bacterias anaerobias aisladas se realizO mediante la
caracterizacion fenotipica y pruebas bioguimicas convencionales, basandose en la morfologia

de las colonias, prueba de aerotolerancia, tincién de Gram y fermentacion de sustratos.
Prueba de Aerotolerancia

La prueba de aerotolerancia, se realizo con la finalidad de desestimar aquellos cultivos
que presenten crecimiento en presencia de oxigeno y seleccionar aquellos cultivos que no
crecen en presencia de oxigeno, de esta manera considerarlos anaerobios estrictos. El cual
consistio en realizar un repique de los tubos que presentaron crecimiento a la siembra primaria
y sembrarlos en placas Petri que contienen Agar Sangre suplementado con L-Cysteina, para

incubarlos en condiciones de aerobiosis a 37°C por 48 horas (Cerén, 2014).
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5.4.4.1 Caracterizacion Fenotipica
La caracterizacion fenotipica de las bacterias anaerobias aisladas se realizé mediante la
observacion de las caracteristicas macroscopicas de las colonias aisladas y caracterizacion

microscopica (tincion de Gram).

Caracteristicas Macroscépicas de las Colonias
Para la caracterizacion macroscépica de las colonias seleccionadas para repique o
segundo cultivo se tomo en cuenta el tamafio, forma, borde y color (Fernandez et al., 2010).

Caracterizacién Microscépica de las Colonias por Tincion Gram

La tincion Gram se realizé a partir de los tubos recientemente incubados para repique,
para verificar la morfologia de las bacterias y ver el estado de pureza del cultivo. El

procedimiento se realiz6 segun indicaciones dadas por (Koneman et al., 2008)

Figura 10. Reactivos Empleados para la tincién de Gram

Procedimiento:

1. Con un asa de siembra se tomd una colonia para proceder a hacer el frotis
correspondiente con una azada de agua destilada sobre una lamina portaobjetos.

2. Sefij6 con calor 3 ida y vueltas sobre un mechero.

3. A dicha lamina se le agregé el primer colorante cristal violeta en cantidad suficiente
para cubrir el frotis y se dejé actuar por 1 minuto.

4. Se lavo con el minimo de agua para eliminar el exceso de colorante.
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5. Se agregd solucion de yodo denominado Lugol, en cantidad suficiente para cubrir el
frotis y se dejo actuar por un minuto.

6. Se lavo con el minimo de agua para eliminar el exceso de mordiente.

7. Posteriormente se decolord con alcohol acetona hasta que el efluente salga incoloro,
dejando actuar 10 a 20 segundos.

8. Transcurrido los 10 segundos se procedié a lavar con el minimo de agua para eliminar
el exceso de disolvente.

9. Se agreg6 safranina en cantidad suficiente hasta cubrir el frotis y se dej6 actuar por 1
minuto.

10. Se lavo con el minimo de agua para eliminar el exceso del colorante de contraste.

11. Finalmente se dejo secar la preparacion a temperatura ambiente.

12. Posteriormente se observo al microscopio (100 X) para describir las caracteristicas de

los microorganismos observados.

Figura 11. Proceso de Lavado del Exceso del Colorante Cristal Violeta

5.4.4.2 Caracterizacion Bioquimica
Para la caracterizacion bioguimica convencional de las cepas aisladas se empled las
siguientes pruebas bioquimicas: la prueba de Catalasa y oxidasa, prueba de KIA (kliger iron
agar), Citrato de Simmons y medio SIM, lo que facilité analizar los principales sustratos que

degradan y fuente de energia empleada para su crecimiento.
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La prueba de la Catalasa y oxidasa en el presente estudio se utiliz6 para desestimar
aquellos cultivos positivos a Catalasa y Oxidasa, ya que estas enzimas estan presentes solo en
bacterias aerobias y poco frecuente en anaerobios facultativos, el procedimiento e
interpretacion de estas pruebas se realizo de acuerdo con (MacFaddin, 2003). (Ver Anexo 3y

4).

Asimismo, La prueba de KIA (Kliger Iron Agar) se emple0 para la determinacion de la
fermentacion de sustratos como la glucosa y lactosa, la prueba de CS (Citrato de Simons), para
determinar la utilizacion del citrato como fuente de carbono y SIM (Sulfuro Indol Movilidad)
para la determinacion de la produccion de sulfuro, indol y movilidad de las bacterias en prueba.
La preparacion de los medios de cultivo, siembra e interpretacion de los resultados se realizd

de acuerdo con las indicaciones dadas por (MacFaddin, 2003), (Ver Anexo 5,6,7).
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VI.RESULTADOS

En la Tabla 2 se puede apreciar que, 14 corresponden a licor y 20 a la pared del

compartimento C1, haciendo un total de 34 muestras procesadas, de los cuales 22 cultivos,

presentaron crecimiento tras 48 horas de incubacion a 37°C en condiciones de anaerobiosis, y

12 cultivos no registraron crecimiento bacteriano. Asimismo, en la (Fig. 12-A'y 12-B) se puede

observar el crecimiento de la colonia a lo largo de la linea de siembra del tubo, mientras que

en la (Fig. 12-C) no se observa crecimiento a lo largo de la linea de siembra del tubo.

Tabla 2

Resultados de Resiembra o Cultivo en Tubo.

Repique en tubo

Procedencia o Sin Total
Crecimiento o
Crecimiento
Licor (LC1) 10 4 14
Pared (PC1) 12 8 20
Total 22 12 34

Figura 12. Resultados de Resiembra de Bacterias Anaerobias del C1, en la Profundidad del

Tubo con Medio de Cultivo Agar Brewer Anaerobic.
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6.1 Resultados del Aislamiento de Bacterias Anaerobias del Compartimento C1

En la Tabla 3, se expone los resultados de la prueba de Aerotolerancia, el cual consistio
en realizar un repique de los tubos que presentaron crecimiento a la siembra primaria y
sembrarlos en placas que contienen Agar Sangre suplementado con L-Cysteina, para incubarlos
en condiciones de aerobiosis a 37°C por 48 horas. Con la finalidad de seleccionar los cultivos
gue no crecen en presencia de oxigeno, de esta manera considerarlos anaerobios estrictos.
obteniendo como resultado, 7 cultivos negativos considerados anaerobios estrictos, de los
cuales 4 provienen del licor y 3 de la pared del compartimento C1. En la (Fig. 13) se puede
observar gque los cuadrantes 14 y 15 no presentan crecimiento a diferencia del cuadrante 12 y
13 que claramente se puede observar crecimiento.
Tabla 3
Resultados de la Prueba de Aerotolerancia en Placa de Bacterias Anaerobias Aisladas del

C1, en Medio de Cultivo de Agar Sangre Suplementado con L-Cysteina.

Prueba de Aerotolerancia en Placa

Procedencia _ o ] o Total
Negativo Positivo  Sin crecimiento

Licor (LC1) 4 6 4 14
Pared (PC1) 3 9 8 20
Total 7 15 12 34
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Figura 13. Prueba de Aerotolerancia en Placa

6.2 Resultados de la Caracterizacion Fenotipica de Bacterias Anaerobias Aisladas del

Compartimento C1

6.2.1 Resultados de la Caracterizacion Macroscopica y Microscopica

La Tabla 4. Muestra que de las 5 cepas bacterianas aisladas de contenido del
compartimento C1,cuatro correspondieron a muestras procedentes del licor y uno a la pared
del mismo compartimento C1, asi mismo se puede apreciar que dos cepas correspondieron al
aislamiento a partir de medio de cultivo de Agar Sangre Columbia, suplementado con L-
cysteina (AS-Cys), otras dos cepas correspondieron al aislamiento de Brewer Anaerobic Agar
(BA) y uno cepa que se aislé a partir del medio de cultivo Brewer Anaerobic Agar

suplementado con L-cysteina (BA-Cys).

En cuanto a la caracterizacién macroscépica de las cepas aisladas de acuerdo con lo
reportado en la tabla 4. Se reportaron tres cepas de tamafio mediano, dos cepas con forma
redonda borde regular de color blanquecinas y uno cepa forma rizoide borde regular de color
blanco, asimismo se reportd dos cepas de tamafio pequefio forma redonda con borde regular y

color blanquecina.
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Tabla 4

Caracterizacion Macroscopica y Microscépica de las Bacterias Anaerobias Aisladas del

Compartimento C1 de la Alpaca

Caracterizacion

_ Medios Caracteristicas Macroscopicas Microscépica
Nro. Procedencia  de —

Cultivo tamafio Forma  Borde Color Tincion Gram
Forma color
. . Bacilos  Gram

6 LC1 BA  Mediano Redonda Regular Blanquecina CUVOS )
1 LC1 AS-Cys Pequefio Redonda Regular Blanquecina Bacilos G(r:a)m
14 PC1 AS-Cys Mediano Rizoide Regular Blanco Bacilos G(r:a)m
4 LC1 BA  Mediano Redonda Regular Blanquecina Cocos G(rf)m
11 LC1 BA-Cys Pequefio Redonda Regular Blanquecina Coco— Gram

Bacilos (+)

LC1: Licordel C1 PC1: Pared del C1 BA: Brewer anaerobic AS-Cys: Agar sangre —
cisteina

En la Tabla 5. Se expone los resultados de la tincion Gram, practicada a los cultivos

que resultaron anaerobios estrictos a la prueba de Aerotolerancia presentada en la Tabla 3.
Como se puede apreciar de los siete cultivos anaerobios estrictos, cinco resultaron bacterias ser
anaerobias estrictas a la tincién de Gram, cuatro proceden del licor del compartimento C1, dos
corresponden a bacterias Gram positivas en forma de coco y cocobacilos y 2 corresponden a
bacterias Gram negativas en forma de bacilo y bacilo curvo en lo que respecta a los que
provienen de la pared del compartimento C1, uno corresponde a bacterias Gram negativo en
forma de bacilo, uno corresponde a la morfologia de una levadura y otro no se pudo observar
ninguna estructura luego de la tincion, de tal manera que solo 5 cepas aisladas corresponden a

ser bacterias anaerobias estrictos tal como se reporta en la tabla 4 y 5.
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Tabla b

Resultado de la Caracterizacion Microscopica de las Bacterias Aisladas como Anaerobios

Estrictos a partir del Compartimento C1 de la Alpaca, Mediante la Tincién de Gram

Tincién Gram

Procedencia Total
Gram + Gram -
Licor (LC1) 2 2 4
Pared (PC1) 0 1 1
Total 2 3 5
6.2.2 Resultados de la Caracterizacion Bioquimicas para la Identificacién

de las Bacterias Anaerobias Aisladas

De acuerdo con los resultados reportados en la tabla 6, EI 100% de las cepas fueron
negativas a la prueba de catalasa y oxidasa, ya que no se observo ninguna reaccion o cambio
al realizar ambas pruebas (Fig. 14). resultados que corresponden a bacterias anaerobias estrictas
(MacFaddin, 2003). Por otro lado, todas las cepas anaerobias aisladas tuvieron la capacidad
de fermentar lactosa y glucosa, ya que la superficie y profundidad del medio, el viraje cambio
de un color &mbar naranja a un color &mbar amarillo en comparacion con el medio control (Fig.
15-A), ello confirma que el microorganismo aislado si tiene la capacidad de fermentar lactosa
y glucosa a la vez. ademas, que 2 cepas aisladas presentaron ruptura del medio de cultivo, como
se puede observar en la (Fig. 15-B), ello indica que los microorganismos aislados son
productoras de gas. Sin embargo, no se observo en ninguna de las muestras el ennegrecimiento
del medio, esto nos indica que los microorganismos no tienen la capacidad de producir acido

sulfhidrico.
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Mientras que, todas las cepas resultaron 100 % negativas a las pruebas de Sulfuro Indol

Movilidad (SIM) y citrato de Simons (CS), tal vez porque estas pruebas estan indicadas para

la caracterizacion bioguimica de bacterias aerobias (MacFaddin, 2003). En la prueba de citrato

de Simmons, se utiliza el citrato como unica fuente de carbono que se detecta mediante el

crecimiento y la alcalinizacion del medio. La alcalinizacion del medio se visualiza con el

indicador azul de bromotimol que vira a azul a pH 7.6, sin embargo, en este presente estudio

se puede observar que el medio permanecié de color verde (Fig. 16), ello indica que los

microrganismos aislados no fueron capaces de utilizar el citrato como Unica fuente de carbono,

por ende, resultaron negativas a la prueba.

Tabla 6

Resultados de la Pruebas Bioquimicas para la Identificacion de las Bacterias Anaerobias

Aisladas del compartimento C1 de la Alpaca

Nro. Procedencia

Medios

de

Pruebas Bioquimicas

Cultivo Catalasa Oxidasa KIA

SIM Citrato de

Sulfuro Indol Movilidad Simmons

14

11

LC1

LC1

PC1
LC1

LC1

BA

AS-
Cys.
AS-
Cys.
BA
BA-
Cys.

A/A
A/A
G
A/A
G

A/A
A/A

Figura 14. Resultados de la Prueba Catalasa
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¥

Figura 16. Resultados de la Prueba KIA

Figura 15. Resultados de la Prueba de Citrato de Simonns

6.3 Resultados de la Identificacion de las Bacterias Anaerobias Aisladas
Las cepas bacterianas rotulado como 4LC1BA y 11LC1BA-Cys, segin sus
caracteristicas morfoldgicas, pruebas bioquimicas y patrones de fermentacion de carbohidratos
expuestas en la (Tabla 7), coinciden con caracteristicas reportadas para Ruminococcus sp.
(Rodriguez et al., 1996) y (Cerdn, 2014) mientras que, las cepas rotuladas como 1LC1AS-Cys
y 14PC1AS-Cys, segun las caracteristicas descritas en la (Tabla 7), corresponden a las
reportadas como Fibrobacter sp. y la cepa rotulada como 6LC1BA, corresponde a la reportada

como Butyrivibrio sp. (Cer6n, 2014).
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Tabla 7

Resultados de la Identificacion de las Bacterias Anaerobias Aisladas del Compartimento C1

de la Alpaca

Caracteristicas Macroscapicas y Microscopicas de las

 Proceden Medios Bacterias Aisladas Pruehas Bioquimicas
Nro. cia Tincion Gram SIM Genero
Cultivo Tamaiio Forma Borde Color Catalasa Oxidasa KIA Sulfu
Forma color . ..
ro Indol idad Simmons
6 LCl BA  Mediano Redonda Regular Blanquecina Baclos am (-)
' ’ ® { Curvos AA Butyrivibrio sp
1 LCl  AS-Cys Pequefio Redonda Regular Blanquecina Bacilos Gram (-) A/AG Fibrobacter sp
14 PCl  AS-Cys Mediano Rizoide Regular Blanco Bacilos Gram (-) A/AG Fibrobacter sp
4 LCl BA  Mediano Redonda Regular Blanquecina Cocos  Gram (+) A/A Ruminococcus sp
. . N i . Coco- R
11 LCl  BA-Cys Pequefio Redonda Regular Blanquecina Bacilos am (+) AA Ruminococcs sp

Las cepas bacterianas identificadas como Ruminococcus sp, fueron Gram positivas, en forma
de cocos y cocobacilos, como se observa en la (Fig. 17), asimismo resultaron ser positivas a la
prueba de KIA, ya que tuvieron la capacidad de fermentar glucosa y lactosa como fuente de

carbono (ver, tabla 7).

1LC1BA-Cys. \

4L.C1BA

Figura 17. Ruminococcus sp.

Las cepas identificadas como Fibrobacter sp, fueron Gram negativos, en forma de bacilos
como se puede observar en la (Fig. 18), ademas que salieron positivo a la prueba de KIA, ya
que estas cepas tuvieron la capacidad de fermentar glucosa y lactosa como fuentes de carbono,

adicional a ello se pudo observar la produccion de gas (ver, tabla 7 y fig. 15-B).
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14PC1-Cys

Figura 18. Fibrobacter sp.

Por otro lado, la cepa identificada como Butyrivibrio sp., en el presente estudio, fue
bacilos curvos Gram negativos, formadores de cadenas como se puede observar en la (Fig. 19),
asimismo resultaron positivos a la prueba de KIA, ya que dichas cepas tuvieron la capacidad

de fermentar glucosa y lactosa como fuentes de carbono (ver, tabla 7).

6LC1-BA *'l,_}/ '

Figura 19. Butyrivibrio sp
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VII. DISCUSION

Los métodos de cuantificacion bacteriana son diversos y destacan tres: nUmero mas
probable, recuento de células viables en placa y el Roll-tube (vuelta en tubo). Sin embargo, los
dos ultimos métodos son los méas usados, es decir, recuento de células viables en placa y el
Roll-tube (Londofio et al., 2019). Estos métodos fueron usados con éxito en la identificacion
de bacterias ruminales del contenido ruminal de vacunos. En nuestro estudio el método de
recuento de células viables en placa fue posible, no solamente se aislo bacterias, sino también
se pudo identificar las bacterias del compartimento C1 de alpacas. Este método constituye un
método alternativo cuando no es posible realizar otro método tradicional.

Por otra parte, en un estudio reportaron el aislamiento de las principales bacterias
celuloliticas como: Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus y Ruminococcus
flavefaciens a partir de liquido ruminal de ovinos y llamas alimentadas con forrajes de baja
calidad con alto contenido fibroso (Ortiz, 2012), asimismo, en un estudio mas reciente donde
evaluaron la poblacién de bacterias en seis alpacas macho de 1 afio = 2 y seis ovinos machos
de 1 afio £ 2, reportaron que se encontrd una mayor abundancia de bacterias fibroliticas como
Butyrivibrio, Selenomonas, Clostridium, Fibrobacter succinogenes y Ruminococcus flave
faciens en el tracto digestivo de la alpaca alimentadas con dieta baja calidad (tallo de maiz) en
relacion con el ovino. (Xia et al., 2020); resultados similares reportamos en el presente trabajo
corroborando la tipificacion de Ruminococcus sp, Fibrobacter sp y Butyrivibrio sp conocidas
como bacterias celuloliticas en muestras obtenidas a partir del contenido ruminal del
compartimento C1 del tracto digestivo de 4 alpacas machos alimentadas con pastos naturales
de baja calidad criadas bajo un sistema extensivo de puna hiumeda.

En otro estudio reciente realizado en la provincia de Huancavelica ubicado a 3820
msnm., mencionan que los animales en condiciones pastoreo suelen presentar bacterias

celuloliticas con alto potencial degradador de la celulosa al digerir biodiversidad de forrajes
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fibrosos, reportaron la presencia de bacterias celuloliticas como Ruminococcus flavefaciens,
Ruminococcus albus, Fibrobacter succinogenes con excelente capacidad para degradar
celulosa a partir del consumo de forrajes fibrosos en los contenidos ruminales de vacuno, ovino
y camélidos (Carhuapoma et al., 2022). Resultados similares reportamos en el presente trabajo
corroborando la presencia de Ruminococcus sp., Fibrobacter sp., a partir de muestras de licor
ruminal de compartimento C1 del tracto digestivo de la alpaca criadas bajo un ecosistema de
puna humeda a 4,200 msnm, donde su alimentacion esta basada en el consumo de biodiversidad

de pastos naturales de baja calidad, presente en este ecosistema.

Las bacterias del género Ruminococcus, son las principales bacterias ruminales
celuloliticas implicadas en la degradacion de fibra en rumiantes y camellos bactriano quienes
tienen una capacidad Unica para digerir forrajes poco digeribles por otras especies (He et al.,
2018) asimismo los Ruminococcus sp. son microorganismos anaerobios estrictos, cocos Gram
positivos, sin movimiento, lo cual ha sido reportada en ecosistemas ruminales de 2 bovinos
hembras alimentadas con pasto kikuyo (Londofio et al., 2011) . En este estudio este género se
caracterizd6 como bacterias anaerobias Gram positivas en forma de cocos y cocobacilos en
alpacas machos de 3 a 4 afios de edad alimentadas con pastos naturales de baja calidad,
resultados que coinciden con lo reportado por ambos autores. Ademas, que estos
microorganismos tuvieron la capacidad fermentadora de glucosa y lactosa, como fuente de
carbono, pero gue resultaron negativas a la prueba de catalasa, oxidasa y citrato de Simmons

resultados que coinciden con lo reportado con (Rodriguez et al., 1996).

Sin embargo, estudios de identificacion bacteriana realizada mediante pruebas
bioquimicas convencionales a partir del contenido ruminal en vacunos reportaron que el género
de Ruminococcus sp., no fueron capaces de degradar celulosa, pero metabolizaron citrato y
produjeron enzima catalasa (Guerrero, 2011). Resultados no coinciden con lo reportado en ese

trabajo, debido a que en el presente trabajo reportamos que este género si fue capaz de degradar
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glucosa, mas no tuvo la capacidad de metabolizar citratos, ni produjeron la enzima catalasa.
Cerdn, (2013) indica que el Ruminococcus speciens segun el tipo de cepa pueden variar en su
capacidad de utilizar glucosa, arabinosa, lactosa, manosa, manitol. Asimismo, Rodriguez et al.,
(1996) menciona que, las pruebas de motilidad negativa, asociadas a la estricta anaerobiosis y
la incapacidad de reducir nitratos, aportaron las primeras sefiales bioquimicas a la
identificacion de las cepas aisladas como bacterias celuloliticas ruminales. Nuestros hallazgos
se podrian fundamentar a estos conceptos.

En segundo lugar, se aislé y tipifico el género Fibrobacter sp., conocidas bacterias
anaerobias Gram negativas, mdviles, en forma bacilar, aunque puede presentarse en forma de
cocos y cocobacilos, no formadoras de esporas. Considerado una de las principales bacterias
degradadoras de celulosa, ademas de degradar pectina, xilano, lactosa y son productores de
succinato como producto final de fermentacion (Rodriguez, 2013). En este estudio esta genero
se tipifico como bacterias Gram negativas en forma de bacilos con capacidad degradadora de
glucosa y lactosa, pero no metabolizaron el citrato como Unica fuente de carbono, resultados
que coinciden con lo reportado por Londofio etal. (2011) y Rodriguez et al. (1996) Sin
embargo, no coinciden con lo reportado por Guerrero (2011) quién menciona en su estudio que
este género no fue capaz de fermentar glucosa, ni lactosa y emplearon citrato como unica fuente
de carbono, tal vez porque estas pruebas estan indicadas para la identificacién bioquimica de
bacterias aerobias (MacFaddin, 2003) .

Existen estudios previos donde reportaron que el género Butyrivibrio sp., se encontraba
en mayor abundancia en tres sitios del tracto gastrointestinal (C1, duodeno, yeyuno) de las
alpacas alimentadas con heno de alfalfa en relacion con las alpacas alimentadas con heno de
hierbas (ileon, ciego, intestino grueso); (Carroll etal., 2019). Asimismo, estos
microorganismos estan correlacionados con la alta concentracién de acido butirico como

producto de la fermentacién (Wang et al., 2016). Independientemente de la técnica empleada
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para su identificacion estos microrganismos requieren condiciones de anaerobiosis para su
crecimiento, bacilos Gram positivas, aungue se tifien como Gram negativas ligeramente curvos,
pudiendo encontrar en forma aislada, en pares o formando cadenas, con la capacidad de
fermentar glucosa, celobiosa, maltosa, xilano, pectinay son productores de acido butirico como
principal producto de fermentacion (Cerdn,2013). Resultados similares fueron hallados en el
presente trabajo, donde el butyrivibrio se caracteriz6 como Gram negativos, formadores de
cadenas, con capacidad de fermentar glucosa como fuente de carbono con la excepcién de que
en este trabajo este género no presento motilidad, tal vez por el tipo de medio empleado para

Su crecimiento.
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VIIl. CONCLUSIONES
Se aisld y caracterizo cinco cepas de bacterias anaerobias del compartimento C1 del
tracto digestivo de cuatro alpacas macho.

Las bacterias aisladas fueron: Ruminococcus sp. (2), Fibrobacter sp. (2) y Butyrivibrio

sp..
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IX. RECOMENDACIONES
Se recomienda usar técnicas de biologia molecular como PCRq en tiempo real y analisis
de secuencias del gen 16s ARNr para una identificacion definitiva de las bacterias anaerobias
presentes en el compartimento C1 de la alpaca.
Tomar en cuenta las bacterias aisladas y en el futuro usarlas como aditivo biologico
fuente de bacterias y enzimas para la nutricion de los CSA.
Se recomienda realizar este tipo de trabajo en diferentes épocas del afio, ya que la

disponibilidad de pastos puede variar.
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XI. ANEXOS

ANEXO 1
AGAR BASE SANGRE COLUMBIA
Medio de cultivo empleado para el aislamiento y el cultivo de microrganismos

exigentes de diferentes especies.

COMPOSICION
Peptona especial 23 9.
Almidén 1g.
Cloruro de sodio 50.
Agar 10 g.

Preparacion

Afiadir 39 g a 1 litro de agua destilada. Llevar a ebullicion hasta disolucion completa.
Esterilizar en autoclave a 121 °C, durante 15 minutos. enfriar a 50 °C y agregar un 5 % de
sangre desfrinizada-esteril. Homogenizar y distribuir en placas Petri o tubos esterilizados.
Siembra

En superficie estriar directamente el material en estudio.
Incubacion

El tiempo, la temperatura, y la atmoésfera de incubacion, dependeran del
microorganismo que Se requiera recuperar.

Bacterias anaerobias: en anaerobiosis a 33-37 °C durante 24-48 horas.

ANEXO 2
AGAR BREWER ANAEROBIC
El agar anaerébico BREWER se utiliza para las pruebas de aislamiento y sensibilidad

de bacterias anaerobicas y microaerdfilos. Organismos y estudio de la morfologia colonial.
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COMPOSICION DE AGAR BREWER
Triptona 540.
Peptona Proteasa 10 g.
Extracto de Levadura 50.
Dextrosa 10 g.
Cloruro de Sodio 50.
Agar 20 g.
Tioglicolato de Sodio 2 9.
Sulfoxitalo de Formaldehido de Sodio 1g.
Resarzurina 0.002 g.

pH final: 7.2°C en 25°C

Preparacion
Suspender 58g del polvo en 1 litro de agua purificada o destilada, mezclar bien.
Calentar con agitacion frecuente y herir por 1 minuto para disolver completamente el polvo.
Esterilizar en una autoclave a 121 °C por 15 min a 15 Ibs.
Siembra
Inocular por estria o frotis, en la superficie del medio una muestra obtenida
correctamente, para obtener colonias aisladas.
Incubacién
Incubar a 35°C £ 2°C y examinar a las 24 horas, si las placas de incuban en una cdmara

anaerobica, examinar a las 48 horas, si se incuban las placas en un jarra o bolsa anaerdbica.

ANEXO 3

PRUEBA DE LA CATALASA
Esta prueba se emplea para comprobar la presencia de la enzima catalasa.
Procedimiento

Método del portaobjetos
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- Con un asa de inoculacion, tomar una colonia pura del medio de cultivo de 18 a 24 horas de
incubacion y colocar sobre el portaobjetos de vidrio limpio.

- Agregar una gota de H20. al 30% sobre la colonia pura colocada en el portaobjetos con un
gotero o pipeta Pasteur.

- Finalmente observar la reaccion inmediatamente.

Interpretacion de resultados

Positivo: Formacion de burbuja (liberacion de gas).

Negativo: No se observa ninguna reaccion.

ANEXO 4
PRUEBA DE LA OXIDASA

Esta prueba se empled para determinar la presencia de las enzimas oxidasas en las
colonias aisladas, para ello se utilizé las tiras impregnadas con reactivo para la prueba de la
oxidasa.
Procedimiento
- Coger la tiray dejar que alcance la temperatura ambiente
- Con un asa de inoculacion, coger una colonia bien desarrollada del medio de cultivo y

extender la colonia por la zona reactiva de la tira.

- Observar los cambios ocurridos
Interpretacion de resultados
Positivo: Color azul
Negativo: no hay cambio de color.
Se considera positivos a los que viran a azul antes de los primeros 30 segundos, transcurrido

este tiempo todas las cepas, incluso las negativas acaban virando a gris azulado.
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ANEXO 5
PRUEBA KIA

Esta prueba se utilizé para la diferenciacion de enterobacterias, en este estudio se
empled para la diferenciacion de bacterias anaerobias ruminales, capaces de fermentar de
hidratos de carbono como la glucosa y lactosa, asimismo la produccion de acido sulfhidrico.
Fundamento

En el medio de cultivo, la peptona de carne y la tripteina, aportan los nutrientes
adecuados para el crecimiento bacteriano. La lactosa y la glucosa son los hidratos de carbono
fermentables. EIl tiosulfato de sodio es el sustrato necesario para la produccion de acido
sulfhidrico, el citrato de hierro y amonio es la fuente de iones Fe**, los cuales se combinan con
el &cido sulfhidrico y producen sulfuro de hierro, de color negro. El rojo de fenol es el indicador
de pH, y el cloruro de sodio mantiene el balance osmético. El agar es el agente solidificante.

La fermentacion de los azucares produce acidos que se detectan por medio del indicador
rojo de fenol, el cual vira al color amarillo en medio acido. El tiosulfato de sodio se reduce a
sulfuro de hidrégeno el que reacciona luego con una sal de hierro proporcionando el tipico

sulfuro de hierro de color negro.

COMPOSICION

kligler Iron Agar
Extracto de carne 34g.
Extracto de levadura 34g.
Peptona 15¢.
peptona proteosa 5¢.
Lactosa 10 g.
Dextrosa lg.
Sulfato de hierro 0.2g.
Cloruro de sodio 5g¢.
Tiosulfato de sodio 0.3g.
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Agar 12 g.
Rojo fenol 0.024 g.
pH final 7.4 en 25 °C

Preparacion del Medio de Cultivo

Suspender 55 gramos en 1000 ml de agua destilada fria y calentar con agitacion
frecuente, hervir para disolver completamente el medio, esterilizar en autoclave por 15 minutos
de presion a una temperatura de 121 °C.
Enfriar y dejar solidificar en posicion inclinada (pico de flauta profundo).
Siembra

Con una aguja de inoculacion tomar una colonia pura del medio de cultivo, para
inocular por picadora en la profundidad del tubo y extendiéndola sobre la superficie de este.
Incubacion

En aerobiosis, a 22-37°C, durante 18 a 24 horas.

Interpretacion de los resultados

SUPERFICIE/ PROFUNDIDAD/ |FERMENTACION DE
REACCION PICO FONDO HIDRATO DE CARBONO
El microorganismo solo fermenta
Alc/A Alcalina/ Rojo | Acida/Amarillo glucosa

El microorganismo fermenta
A/A Acida/Amarillo | AcidaAmarillo glucosa y lactosa

El  microorganismo no es
Alc/Alc Alcalina Alcalina fermentador de azucares

La presencia de burbujas o la ruptura del medio de cultivo indican que el microorganismo
produce gas.

El ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce acido sulfhidrico.

70



ANEXO 6
PRUEBA DE CITRATO DE SIMMONS

Este medio de cultivo empleado para la diferenciacion de enterobacterias, en el presente
estudio se empleo para determinar la capacidad de usar citrato como unica fuente de carbono
por parte de las bacterias anaerobias ruminales aisladas.

Fundamento

En el medio de cultivo, el fosfato monoamonico es la Gnica fuente de nitrogeno vy el
citrato de sodio es la Unica fuente de carbono. Ambos componentes son necesarios para el
desarrollo bacteriano.

Las sales de fosfato forman un sistema buffer, el magnesio es cofactor enzimatico. El
cloruro de sodio mantiene el balance osmotico, el azul de bromotimol es el indicador de pH,
que vira al color azul en medio alcalino y el agar es el agente solidificante.

El medio de cultivo es diferencial en base a que los microorganismos capaces de utilizar
citrato como Unica fuente de carbono usan sales de amonio como Unica fuente de nitrégeno,
con la consiguiente produccion de alcalinidad.

El metabolismo del citrato se realiza, en aquellas bacterias poseedoras de citrato
permeasa, a través del ciclo del acido tricarboxilico.

El desdoblamiento del citrato genera progresivamente, oxalacetato y piruvato. Este
altimo, en presencia de un medio alcalino, da origen a acidos organicos que, al ser utilizados
como fuente de carbono, producen carbonatos y bicarbonatos alcalinos. EI medio entonces vira

al azul y esto es indicativo de la produccién de citrato permeasa.
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COMPOSICION DE CITRATO DE
SIMONS
Sulfato de magnesio 0.2g.
Fosfato dihidrogeno de amonio 1g.
Fosfato dipotésico 1g.
Citrato de sodio 24.
Cloruro de sodio 5¢.
Agar 15g.
Azul de bromotimol 0.08 g.
pH final 6.8 en 25 °C

Preparacion del medio de cultivo

Suspender 24,2 gramos en 1000 ml de agua fria recién destilada y calentar con agitacion
frecuente y llevar a ebullicion durante 1 o 2 minutos para disolver el medio por completo.
Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion a una temperatura de 121 °C.
Siembra
Inocular por estria en la superficie del medio de cultivo.
Incubacion
En aerobiosis, a 33-37°C durante 24-72 horas.
Interpretacion De Los Resultados
Positivo: Crecimiento bacteriano con un intenso color azul en el pico de flauta.

Negativo: Ausencia de crecimiento y permanencia del color verde del medio de cultivo.
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ANEXO 7
PRUEBA DE MEDIO SIM

Este medio de cultivo se utilizo para verificar si las bacterias anaerobias aisladas tienen
movilidad, produccidon de indol y de sulfuro de hidrégeno.
Fundamento

Medio de cultivo en el cual la tripteina y la peptona aportan nutrientes para el desarrollo
microbiano. EI triptéfano es un aminoacido constituyente de muchas peptonas y
particularmente de la tripteina y puede ser metabolizado por algunas bacterias para formar
indol.

En el proceso interviene un conjunto de enzimas llamadas triptofanasa. El indol
producido se combina con el aldehido del reactivo de Kovac’s, para originar un compuesto de
color rojo.

A partir del tiosulfato de sodio los microorganismos pueden generar acido sulfhidrico
que reacciona con el hierro presente formandose un compuesto de color negro.

El agar es el agente solidificante y a esta concentracion le otorga al medio la propiedad
de ser semisdlido, condicion necesaria para detectar movilidad, que se evidencia por el
enturbiamiento del medio o por crecimiento que difunde mas alla de la linea de siembra del

microorganismo en estudio.

COMPOSICION DEL MEDIO SIM
Peptona 3049.
Extracto de carne 30.
hierro peptonizado 0.2g.
Tiosulfato de sodio 0.025 g.
Agar 30
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pH final 7.3 en 25 °C.

Preparacion del Medio de Cultivo

Suspender 36 gramos en 1000 ml de agua destilada y calentar con agitacion constante,

llevar a ebullicién por 1 a 2 minutos para disolver el medio completamente. Esterilizar en

autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion a una temperatura de 121 °C.

Siembra

Con una aguja de inoculacion recta, en la profundidad del tubo inocular por puncién la

colonia pura aislada, abarcando los dos tercios de profundidad del medio de cultivo desde la

superficie.

Incubacion

En aerobiosis a 33-37°C, durante 18 — 24 horas.

Interpretacion de los Resultados

Observar la movilidad y el color del medio de cultivo. Luego realizar la prueba de indol.

Produccion de &cido
Movilidad sulfhidrico Prueba de Indol
Positivo Negativo Positivo Negativo | Positivo| Negativo
Presencia de | Crecimiento |Ennegrecimiento |El medio | Color El color del
turbidez  o|solamente en|del medio de|permanece |rojo reactivo
crecimiento |la linea de|cultivo a lo largo |sin  cambio permanece
maés alla de la | siembra. de la linea de|de color. incoloro-
siembra. siembra o en todo amarillento.
el tubo.

e Para la prueba de indol: agregar al medio de cultivo 3 a 5 gotas de reactivo de Kovacs.

74



