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RESUMEN

El manejo y transformacién de excretas en unidades de produccion cuyicola por su impacto ambiental es
una necesidad y el composteado de cuyinaza es una practica que va en aumento por la facilidad de
transformar el excremento en un producto Util en el sector agricola. Por su origen las compostas de
estiércoles tienen una carga de microorganismos del tracto intestinal y otros ambientales que se sabe
participan el proceso de compostaje, por lo que el conocer la diversidad de bacterias es clave para la toma
de decisiones; por un lado, identificar los microorganismos benéficos para futuros usos en biotecnologia 'y
agroindustria y los perjudiciales para tomar medidas en la prevencién de enfermedades. El objetivo del
presente estudio fue realizar un analisis bacteriolégico general cuantitativo y cualitativo de la composta de
cuyinaza. El andlisis fue realizado mediante el conteo de enterobacterias y mesdfilos totales, los aislados
en cultivo puro fueron identificados por PCR-secuenciacion de la regién variable 3 del gen 16S rRNA
(SRV3), las secuencias fueron editadas y posteriormente identificadas mediante la blsqueda de
secuencias mas altamente similares con una identidad del 100 %. En andlisis filogenético demostro la
presencia de diez clonas contenidas en dos grupos, el mas abundante de bacterias Gram negativas
formado por dos clonas y el grupo mas diverso, pero menos abundante de bacterias Gram positivas. El
proceso de composteado de cuyinaza permite el desarrollo y mantenimiento de bacterias mesdfilas
aerobias oportunistas ambientales con potencial impacto en salud puablica y salud animal pero también
existen bacterias con potencial uso industrial y biotecnolégico.

Palabras clave: cuye, Cavia porcellus, microbioma aislable, enterobacterias.
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ABSTRACT

The management of excretes in guinea pig production units due to its environmental impact is a necessity,
and the composting of guinea pig is a practice that is increasing due to its usefulness in the agricultural
sector. The manure compost has a load of intestinal microorganisms and other environmental organisms,
so knowing the diversity of bacteria is key for decision-making; e.g., to identify beneficial microorganisms
in the agribusiness and those that cause diseases. The objective of the present study was to carry out a
general quantitative and qualitative bacteriological analysis from guinea pig compost. The analysis was
carried out by counting total Enterobacteriaceae and mesophiles, the isolates in pure culture were identified
by PCR-sequencing of the variable region 3 of the 16S rRNA gene, the sequences were edited and
identified by searching highly similar with 100 % identity. Phylogenetic analysis showed the presence of ten
clones in two groups, the most abundant of Gram- bacteria formed by two clones and the most diverse but
less abundant group of Gram+ bacteria. The guinea pig composting process allows the development of
environmental mesophilic bacteria with potential impact on public health and animal health, but there are
also bacteria with potential biotechnological use.

Keywords: guinea pig, Cavia porcellus, isolable microbiome, enterobacteria.

INTRODUCCION

La produccion de cuyes (Cavia porcellus) se encuentra en desarrollo constante por el
aumento de la demanda de carne para consumo humano, uso como modelo de
laboratorio y Ultimamente como animal de compaiiia (Sanchez-Macias et al., 2018). Asi
las excretas (cuyinaza) generadas van en aumento y con ello, es importante realizar un
adecuado manejo de éstas como sucede con los estiércoles de otras especies
domésticas, por tal motivo la utilizacion y procesamiento de la cuyinaza debe ser
primordial en las empresas pecuarias de produccion de cuyes (Aragadvay-Yungan,
2013).

La composta de cuyinaza ha sido utilizada como fertilizante organico para el suelo,
mejora la textura y la proliferacion de microorganismos, lo cual permite un cultivo libre de
agroguimicos y residuos nocivos para la salud humana (Aragadvay-Yungan, 2013). En
el proceso de composteado actian diferentes organismos entre los que destacan
insectos, hongos macroscopicos, levaduras, protozoarios, bacterias aerobias y
anaerobias. Estas ultimas utilizan los sustratos convirtiéndolos principalmente en
productos mineralizados, CO2, H20 y NHs4+ estabilizandolas en su mayoria como
sustancias humicas. Estudios metagendmicos describen la presencia de una gran
diversidad de bacterias encontradas en el intestino de los cuyes, esta diversidad esta
compuesta por cientos de géneros bacterianos donde dominan microorganismos Gram
positivos y anaerobios (Hildebrand et al., 2012). Los cambios dinamicos en las
comunidades microbianas son un factor importante en la degradacion de la materia
organica de la composta donde los microorganismos del tracto gastrointestinal de los
cuyes y microorganismos ambientales son parte de la microbiota que es encontrada
comunmente en la composta (Umsakul et al., 2010).

Dada la utilidad que las compostas de cuyinaza tienen en el sector agropecuario, los
estudios microbiologicos deben realizarse para identificar microorganismos benéficos y
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perjudiciales. Se cree que independientemente de las bacterias de importancia en el
proceso de composteado existen bacterias exitosas que se mantienen de manera
particular en la composta de cuyinaza. Por lo que el objetivo del presente estudio fue
identificar las bacterias mesofilas aisladas de composta de cuyinaza.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion de la composta

La unidad de produccién cuyicola tiene las siguientes caracteristicas: un area de 5x6 m
con 100 vientres, 10 machos y sus crias de cuyes (Cavia porcellus) de raza peruana con
reproduccion continua, con fines de compaiiia y carne. Esta ubicada en Xalisco, Nayarit,
México; en los paralelos 21°18’ y 21° 30’ de latitud norte; los meridianos 104° 44’ 105°
09’ de longitud oeste; altitud de 2200 msnm. En la zona predomina el clima semicalido
subhumedo con lluvias en verano e invierno con una humedad promedio de 35.35%. La
precipitacion promedio anual es de 2000 mm y una temperatura promedio anual en
verano de 26.0 °C y en invierno de 16 °C. Los animales fueron alimentados con forraje
Tanzania, alimento peletizado para conejo y agua al libre acceso (Xicohtencatl, 2013).
Las muestras de composta fueron obtenidas de diferentes lugares de la cama en bolsas
de polietileno a 30 cm por abajo de la superficie, se considera composta cuando el
excremento se encuentra totalmente pulverizado y degradado por accion de los
organismos que habitan en la composta (Aguirre-Lopez, 2017; Salgado-Moreno et al.,
2022).

Analisis microbioldgico

A partir de las muestras obtenidas, se realizo el conteo de mesdfilos aerobios totales con
diluciones décuples seriadas desde 10-1 hasta 10-6 en solucion salina fisiologica. 500 pl
de cada dilucién se colocaron en placas Petri que contienen los medios Agar Métodos
Estandar (AME) y Agar Mc Conkey (AMc) por triplicado, extendiéndolas con ayuda de un
asa de Drigalsky de cristal estéril, se incubaron durante 18 a 24 horas a 37°C en una
estufa bacterioldgica. Se identificaron de forma exhaustiva todas las colonias diferentes
en los primocultivos. Todas las colonias diferentes fueron resembradas en cultivo puro
incubandose nuevamente durante 12 a 24 horas a 37 °C. Los criterios que se utilizaron
para clasificar las colonias fueron los siguientes: Tamafio de la colonia calculado en mm,
pigmentacion, forma de la colonia que incluye elevacion y bordes, aspecto de la
superficie, cambios en los medios como resultado del crecimiento bacteriano (Bautista-
Trujillo et al., 2013).

Identificacion bacteriana

Todas las colonias desarrolladas en cultivo puro no mayores a 24 horas fueron
identificadas de acuerdo a su afinidad titoreal y su morfologia microscépica con la tincion
de Gram y KOH al 3% (Winn et al., 2013). Al mismo tiempo fueron sembradas en 5 ml|
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de caldo nutritivo con 10% de glucosa y se incubaron a 37°C por 24 horas, todos los
aislados bacterianos fueron preservados en congelacion a -20°C, por lo que se
depositaron en un criotubo 700 pl del cultivo con 300 pl de glicerol estéril. El cultivo
restante se centrifugd en un microtubo de 1.5 ml a 12,500 Xg/ 5 min, hasta obtener la
pastilla bacteriana, se decant6 el sobrenadante y el tubo debidamente rotulado se guardé
en congelacion a —20°C hasta el momento de realizar la extraccion de ADN (Bautista-
Trujillo et al., 2013).

El procedimiento de extracciobn de ADN de las cepas aisladas se realiz6 con base a la
informacion proporcionada por la afinidad tintorial. Para los microorganismos Gram
positivos se utiliz6 un método de lisis enziméatica y para los microorganismos Gram
negativos se realiz6 un protocolo de lisis por choque térmico, los extractos de ADN se
guardaron a -20 °C hasta el momento de su uso en la técnica de PCR (Green &
Sambrook, 2001; Luque & Herraez, 2001; Gill et al., 2016; Gautam, 2022).

A partir de las muestras de ADN se realizo la identificacion de los aislados mediante la
secuenciacion de la region variable 3’ del gen de ARNr 16S, se utilizaron los iniciadores
degenerados SRV31 (5"-CGG YCC AGA CTC CTA CGG G-3') y SRV32 (5°-TTA CCG
CGG CTG CTG GCA C-3") que amplifican un segmento de aproximadamente 200 pb
(Lee et al., 1996). Las concentraciones de los reactivos fueron las siguientes: 3.3 mM de
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP dTTP), 10 pM de cada iniciador SRV31 y SRV32, 3 mM
MgCI2, 1 Ul de Tag polimerasa y como templete 5 pl de ADN en volumen total de 50 pl.

Los fragmentos de ADN amplificados por PCR fueron separados por peso molecular
mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1.5 % con solucion buffer TAE
1X (Tris-Acido acético-EDTA pH 8) a 90 volts durante 20 minutos y tefiidos con bromuro
de etidio a una concentracién de 10 pg/ml. Se utilizé6 azul de bromofenol y xilencianol
como colorante de carga y marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder 250 pg
(1.0 pg/ul). Para visualizar los fragmentos de ADN tefiidos con bromuro de etidio se utilizd
un transiluminador. Los productos obtenidos se purificaron mediante un método con
Polietilénglicol 8000.

Los productos de PCR ya purificados se mandaron a secuenciar a la empresa Macrogen
INC en Seul Corea. Se utilizé un secuenciador de ADN 23 ABI 3730XLs para su
secuenciacion capilar tipo Sanger. Los cromatogramas fueron analizados y editados con
el programa Cromas PRO®, las secuencias ya editadas se buscaron con la herramienta
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) para identificar las secuencias mas
altamente similares en el GenBank y se tomo la mayor identidad como identificacion de
la especie.

A partir de las secuencias de 197 nucleétidos de construyo la historia evolutiva a escala
donde se usb el algoritmo Neighbor-Joining con 2,000 réplicas. El porcentaje de réplicas
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con el que estadn emparentados conjuntamente todos los aislados es mostrado cerca de
cada derivacion. Las distancias evolutivas fueron calculadas del método de méxima
verosimilitud. En analisis fue realizado con las 10 secuencias con longitud de 197
nucleotidos. El andlisis evolutivo fue realizado con el programa MEGA 7.0 (Kumar et al.,
2016). Las UFC fueron comparadas con el procedimiento GLM de SAS y la prueba Tukey
para comparar las medias en el programa Estadistico SAS (SAS, 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se sabe que el estiércol de los cuyes contiene una gran variedad de microorganismos
gue pueden ser patdgenos o no patdgenos y que estos pueden sobrevivir en el ambiente
(Kakimoto et al., 2007). Estudios de metagendémica revelan que los géneros bacterianos
Bacteroidetes y Firmicutes dominan en la microbiota fecal. Especificamente, el filo
Verrucomicrobia fue dominante y dentro de este el género Akkermansia se encuentra en
un 83 %. Estudios revelan que mas de 370 géneros bacterianos constituyen la microbiota
del intestino de los cuyes (Hildebrand et al., 2012; Takahashi et al., 2005). Pero el
conocimiento de la diversidad microbiana patdogena que se encuentra en la composta de
la cuyinaza es limitado, pues la microbiota intestinal de los cuyes es muy heterogenia
(Takahashi et al., 2005). Una desventaja de los estudios moleculares para identificacion
de microbiomas, es el no poder tener los microorganismos aislados viables para
posteriores estudios y usos de esas bacterias.

La composta de cuyinaza tuvo 15.33 + 0.68 X 107y 14.77 + 0.40 X 107 UFC mesofilos y
enterobacterias totales respectivamente. Las enterobacterias aisladas constituyeron el
96.38 % de los aislados, de ellos, el 78.72 % fueron fermentadoras y el 17.66 % fueron
no fermentadoras al no haber diferencia estadistica con los conteos de mesofilos totales,
se concluye que las bacterias mesdfilas son predominantemente enterobacterias (P <
0.05) (Tabla 1).

Table 1. Medias + error estandar conteo de mesoéfilos totales y enterobacterias encontradas en la
compostade cuyinaza

Mesdfilos totales 15.33 £ 0.68
Fermentadoras 12.83 £ 0.60
No fermentadoras 1.93 +0.29°
Enterobacterias totales 14.77 £ 0.402

Los nameros reflejan la cantidad de 107 UFC. Literales diferentes indican diferencia estadistica Tukey (P <
0.05).

Estudios sobre conteos de microorganismos mesofilos y enterobacterias son practicas
habituales para conocer la seguridad microbiolégica de productos de uso humano que
permite resguardar los microorganismos aislados para posteriores estudios y posibles
usos (Oliveira et al., 2012). Es de esperarse que muchos de estos microorganismos se
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encuentren normalmente en las camas de estiércol y que participen en la degradacién
en el proceso de compostizacion. De acuerdo con la naturaleza microbiolégica de la
composta de excretas de diferentes animales domésticos como la composta de bovinaza
(Abdel-Mohsein et al., 2011) y la composta de cerdaza (Yi et al., 2012), las compostas
tienen una carga de mesofilos de 106 a 108 UFC/g. Como en otros habitats, menos del
1% de la poblacion bacteriana puede ser cultivada por métodos de laboratorio estdndar
(Roy Chowdhury et al., 2014; Riber et al., 2014).

La secuencia del gen 16S ARNr rrs es el marcador molecular méas utilizado para la
identificacion precisa y rapida de bacterias, que se ha utilizado como una prueba
estandar de oro para la validacion de sistemas de identificacion de microorganismos
(Bautista-Trujillo et al., 2013). El andlisis de SRVs mostro la identidad de las especies
bacterianas aisladas a partir de la busqueda de secuencias mas altamente similares en
el Genebank. Con las secuencias curadas de 204 nucledétidos se obtuvo la relacion de
los aislados obtenidos (Figura 1).

34 Bacillus stratosphericus

72 | Bacillus pumilus
Bacillus altitudinis
Bacillus aerophilus
Bacillus safensis

Bacillus aryabhattai

Bacillus megaterium

Bacillus cereus

|— Klebsiella pneumoniae

100 |— Enterobacter cloacae

0.050

Figura 1. Historia evolutiva inferida con el algoritmo Neighbor-Joining con 2,000 réplicas a partir de
las secuencias de las regiones SRV3 obtenidas en este estudio a partir de los aislados de la
compostade cuyinaza. El porcentaje de réplicas donde estan todos los emparentados conjuntamente es
mostrado cerca de cada derivacion.

Por la naturaleza del sustrato, las compostas de excretas de animales son ricas de
enterobacterias. La diversidad de los cultivos bacterianos de composta de cuyinaza
estuvo representada por el 96.38 % de enterobacterias Gram negativas, las cuales
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predominantemente fueron Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae (P < 0.05) y
el restante 3.62 % fueron bacterias Gram positivas que incluyeron ocho especies del
género Bacillus (P < 0.05) (Tabla 2).

Tabla 2. Especies bacterianas aisladas de la composta de cuyinaza

Klebsiella pneumoniae 123.33 +10°
Enterobacter cloacae 27.66 +2°
Bacillus altitudinis 0.66 £1°
Bacillus aerophilus 0.33+1°
Bacillus aryabhattai 0.33 #'¢
Bacillus stratosphericus 0.66+1°
Bacillus megaterium 0.33+1°
Bacillus pumilus 1.66+1°
Bacillus safensis 1.00 £ 0°
Bacillus cereus 0.66 +1°

Los numeros reflejan la cantidad de 107 UFC. Literales diferentes indican diferencia estadistica Tukey (P
< 0.05).

El microorganismo predominante encontrado en la composta de cuyinaza fue Klebsiella
pneumoniae, la cual se caracteriza por ser una proteobacteria Gram-negativa patdégena
y oportunista en forma de bastdn que pueden vivir en el agua, suelo, plantas y de
importancia para humanos y animales (Podschun et al., 2001). A pesar del impacto en la
salud; sin embargo, en las plantas, diferentes cepas de K. pneumoniae son capaces de
vivir como endoéfitos lo que aumenta el crecimiento de la planta en condiciones agricolas
por su capacidad de fijar nitrdgeno encontrandose en cultivos de papa, arroz, maiz, cafia,
pifia, platano (Iniguez et al., 2004; Ando et al., 2006).

Enterobacter cloacae fue la segunda clona mas abundante asilada de la composta de
cuyinaza. Son bacterias Gram negativas anaerobias facultativas que se encuentran
ampliamente en la naturaleza, son saprofitas en el medio ambiente encontrandose en el
suelo y las aguas residuales, también forman parte de la flora entérica comensal del
tracto gastrointestinal humano y de los animales. En las Ultimas décadas han adquirido
importancia clinica patdgenos nosocomiales en miles de casos, pero también ha sido
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ampliamente utilizada en modelos de control biolégico contra diversos hongos y bacterias
gue afectan semillas y raices de plantas productivas (Mezzatesta et al., 2012).

La mayor diversidad en la composta de cuyinaza se encontrd un grupo heterogéneo de
bacterias Gram positivas que constituyo el 3.62 % del total de las bacterias mesdfilas
aisladas, todas las especies de este grupo fueron identificadas dentro del género
Bacillus. Este es un grupo extremadamente diverso de bacterias dentro del filo Firmicutes
gue abarca especies con un impacto generalizado en la vida humana, contiene 293
especies que pueden variar de ser extremadamente patdgenas a microbios importantes
utilizados en la agricultura y en la produccion industrial de varios antibiéticos y enzimas
importantes (Patel & Gupta, 2020; Dunlap, 2019). B. subtilis, la especie tipo de este
género, es uno de los organismos procariotas mas antiguos y mejor estudiados que se
utiliza como organismo modelo para bacterias Gram positivas y es ampliamente
estudiado en el pasado para comprender la formacion de esporas (Nogi et al., 2005). Sin
embargo, a pesar de la extensa investigacion disponible sobre especies individuales de
Bacillus, la historia filogenética y evolutiva general de este género sigue muy confusa y
poco conocida (Patel & Gupta, 2020).

La mayoria de las especies de Bacillus Gram positivas, formadoras de endosporas,
aerobicas o anaerobias facultativas, que se aislan principalmente del suelo o del agua,
alimentos y muestras clinicas. Esta definicion no describe el género en su conjunto, ya
gue las especies de Bacillus muestran una amplia gama de propiedades fenotipicas y no
hay caracteristicas, fenotipicas o moleculares, que sean exclusivas de todas las especies
de Bacillus. Por ejemplo, las especies de Bacillus pueden ser bastones o cocos, moviles
0 no moviles, aerdbicos, anaerobicos o facultativamente anaerdbicos, y algunas especies
ni siquiera forman endosporas (Ash et al., 1991). La extrema heterogeneidad y polifilia
de las especies de Bacillus son principalmente el resultado de criterios sueltos utilizados
en el pasado para asignar diversas especies que son capaces de formar esporas en
presencia de oxigeno a este género. Tales criterios vagos permitieron la asignacion de
numerosas especies al género Bacillus cuyas propiedades fenotipicas y bioquimicas
generales no se alinearon con la especie tipo, B. subtilis. En consecuencia, los miembros
del género Bacillus exhiben actualmente una gran diversidad filogenética y fenotipica, y
numerosas especies que forman parte de este género, no estan relacionadas con la
especie tipo ya que no comparten una historia evolutiva coman.

B. cereus es un bacilo Gram positivo formador de esporas mas hidréfoba que las esporas
de cualquier otro Bacillus, habita en el suelo, ambientes marinos, vegetales, el tracto
intestinal de invertebrados y piel humana; sin embargo, el mayor interés se centra en
intoxicaciones alimentarias relacionadas por consumo de productos alimenticios
precocinados Yy refrigerados de vida util prolongada que favorecen la supervivencia y el
crecimiento de B. cereus (Aravind et al., 2009). Estas enfermedades transmitidas por
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alimentos son subdiagnosticadas debido a que los sintomas son leves, de corta duracion
y que son causados por diferentes toxinas, una toxina emética y enterotoxinas (Lindback
& Granum, 2019). Se ha utilizado para control biolégico por producir compuestos
fungicidas y bactericidas (Jacobsen et al., 2004).

B. pumilus, B. megaterium y B. altitudinis poseen un amplio rango de caracteristicas
importantes desde un punto de vista biotecnolégico e industrial, se encuentran en
ambientes muy diversos como agua de mar (Halder et al., 2017), aguas profundas de
lagos, a grandes altitudes sedimentos, arrozales, alimentos secos, miel, leche y en
tejidos vegetales como endéfitos (Shafi et al., 2017). También participa en el proceso de
putrefacciéon para frutas de manzana y pera (Elbanna et al., 2014). En la agricultura se
han usado para promover el crecimiento de las plantas y la supresion de hongos y de
control biolégico contra patégenos de plantas principalmente hongos fitopatégenos
(Sunar et al., 2015). En términos evolutivos, B. megaterium es un miembro clave del
género Bacillus, que forma una rama filogenética profundamente arraigada que es
genéticamente y fenotipicamente distinto del B. subtilis y B. cereus (Eppinger et al.,
2011).

B. aerophilus, B. aryabhattai y B. stratosphericus fueron aisladas en tubos criogénicos
utilizados para recoger muestras de aire a una altitud de hasta 41 km (Shivaji et al., 2006)
pero también han sido aisladas de muestras de suelo (Van-Thuoc et al., 2012) y se han
encontrado en diversos entornos como el azucar, suelo de plantaciones de cafia y arroz
(Pailan et al., 2015).

CONCLUSIONES

El proceso de composteado de cuyinaza permite el desarrollo y mantenimiento de
bacterias mesoéfilas aerobias oportunistas y ambientales donde K. pneumoniae es la
clona predominante. Mas alla de la importancia en salud publica y salud veterinaria, la
mayor parte de los microorganismos aislados tienen potencial para uso en
biorremediacién y biocontrol en el sector agropecuario.
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