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En los últimos años, para mejorar el estatus sanitario de las granjas, se han realizado 

muchos avances en la producción porcina. Sin embargo, actualmente todavía se 

observan problemas digestivos sobretodo durante la fase del destete de los lechones y en 

la entrada de la fase del engorde. Además, la prohibición del uso de los antibióticos 

como promotores de crecimiento ha hecho que incrementara el interés por encontrar 

alternativas que puedan ayudarnos a controlar esta problemática digestiva.  

 

Este trabajo tiene como objetivo principal estudiar, mediante diferentes técnicas de 

biología molecular, la composición de la microbiota del tracto digestivo de los cerdos y 

los cambios que en ella se producen en diferentes condiciones.  

 

En el primer capítulo, se estudiaron las poblaciones bacterianas del tracto 

gastrointestinal en cerdos recién destetados y alimentados con piensos suplementados 

con diferentes aditivos (un acidificante, un extracto de plantas y un antibiótico), 

mediante la utilización de la técnica del polimorfismo de la longitud de los diferentes 

fragmentos de restricción (PCR-RFLP). Mediante la utilización de esta técnica, se 

detectaron cambios en la complejidad de las poblaciones bacterianas a lo largo del 

tracto digestivo, incrementando de forma significativa de los tramos proximales a los 

tramos más distales. A partir de estos resultados, se sugirió que para estudios de 

diversidad microbiana del tracto digestivo de los cerdos, el análisis del yeyuno/íleon y 

del ciego/colon serían muestras suficientes para un estudio representativo. Además se 

observó que mediante la incorporación del butirato de sodio, se incrementaba la 

diversidad bacteriana de los tramos distales del tracto digestivo, mientras que la 

incorporación del extracto de plantas la disminuía. 

 

En el segundo capítulo, se estudió el efecto de diferentes tipos de fibra sobre la 

microbiota intestinal, en este caso utilizando diferentes técnicas moleculares (PCR-

RFLP, PCR cuantitativa y FISH). Además, también se estudió la adaptación de la 

misma a lo largo del tiempo. En este estudió, se observó que el tipo de fibra modificaba 

la composición de la microbiota intestinal y que el tiempo de adaptación de la 

microbiota del tracto digestivo era variable en función del tipo de sustrato utilizado. Así, 

mientras que la introducción del maíz molturado grosero indujo un incremento súbito y 

transitorio de la diversidad microbiana en los tramos del tracto digestivo más 
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proximales, la introducción de salvado de trigo provocó una disminución tardía de la 

diversidad bacteriana en tramos digestivos más distales. 

 

Finalmente, en el tercer capítulo se analizó la dinámica de infección de los cerdos con 

dos cepas diferentes de Salmonella Typhimurium, estudiando también el efecto de la 

infección sobre la diversidad microbiana del tracto digestivo. A pesar de que la 

sintomatología fue muy leve, globalmente se demostró que los animales infectados con 

una cepa resistente a múltiples antibióticos presentaban una mayor alteración de los 

parámetros productivos y de los síntomas clínicos que los animales infectados con una 

cepa sensible a diferentes antibióticos. La infección no modificó el grado de diversidad 

microbiana de las heces ni del contenido del ciego de ninguno de los animales.  
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CAPÍTULO 1 

     REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA

 

 

 

 

 



Revisión bibliográfica 2 

1.1. MICROBIOTA DEL TRACTO DIGESTIVO 

 

1.1.1. Evolución de las poblaciones microbianas del tracto digestivo 

 

La microbiota del tracto digestivo de los animales está compuesta por centenares de 

microorganismos diferentes. No obstante, este órgano permanece estéril hasta el 

nacimiento y es durante el parto cuando empieza el proceso de colonización. El proceso 

de colonización es complejo y depende de diferentes factores como la especie animal, la 

edad del animal, la dieta que recibe, el método de nacimiento o el ambiente en el que se 

encuentran (Mackie et al., 1999; Savage, 1999).  

 

En el ganado porcino, se puede afirmar que la colonización del tracto gastrointestinal se 

produce en un período corto de tiempo, siendo posible detectar determinados géneros 

bacterianos durante las tres primeras horas de vida (Swords et al., 1993). Asimismo, en 

un estudio realizado por Katouli y colaboradores (1997), los autores demostraron una 

gran similitud entre la microbiota del tracto digestivo de la cerda y la de su 

descendencia al tercer día de vida. Además, Tannock y colaboradores (1990) 

demostraron que las poblaciones de Lactobacilos presentes en las heces de la madre 

estaban también presentes en la microbiota del tracto digestivo de les lechones, 

indicando que las heces de la madre son la mayor fuente de bacterias para la 

colonización del tracto digestivo de lechones lactantes. Así, la colonización del tracto 

gastrointestinal empieza en el momento del parto, por contacto con la microbiota de la 

vagina de la madre (Melin, 2001). Posteriormente, el contacto con la piel y las heces de 

la madre van a constituir una de las fuentes más importantes de bacterias para la 

colonización del tracto digestivo. Sin embargo, esta elevada similitud entre la 

microbiota de la madre y la microbiota de los lechones, se pierde con el tiempo, 

llegando finalmente a ser similar entre animales de una misma camada y claramente 

diferente a la microbiota de la madre (Katouli et al., 1997).  

 

En un trabajo realizado por Swords y colaboradores (1993), se evaluó mediante cultivos 

bacterianos, los sucesivos cambios en las poblaciones bacterianas del colon distal 

durante los 120 primeros días de vida de los cerdos. En este estudio, se demostró que la 

población bacteriana del colon distal alcanza valores de 103-104 UFC/g de contenido 

digestivo a las pocas horas del nacimiento y que llegan a valores de 109 UFC/g de 
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contenido digestivo a las 12 horas de vida. En este mismo trabajo, los autores 

propusieron dividir la colonización del tracto digestivo en 3 etapas diferentes. La 

primera etapa empezaría inmediatamente después del parto y acabaría al finalizar la 

primera semana de edad. La segunda fase, abarcaría desde finales de la primera semana 

de vida hasta finales de la fase de lactación. Finalmente, la tercera fase empezaría en el 

momento del destete (Figura 1.1.). 

 

Durante la primera fase de la colonización, la microbiota del colon esta formada 

mayoritariamente por microorganismos aeróbicos o anaeróbicos facultativos, 

representando un 80 % de las bacterias totales (Swords et al., 1993). Durante los días 

posteriores, la cantidad de bacterias aeróbicas y anaeróbicas facultativas desciende 

gradualmente siendo reemplazadas por bacterias anaeróbicas estrictas. Por este motivo, 

algunos autores han propuesto que las bacterias que colonizan el tracto gastrointestinal 

durante las primeras horas de vida son las responsables de la reducción del potencial 

redox del intestino y de la creación de un medio favorable para la posterior colonización 

de las bacterias anaeróbicas estrictas (Conway, 1995; Stewart, 1997). Grupos de 

bacterias como Lactobacillus spp representan uno de los grupos más abundantes en esta 

fase, pudiendo constituir un 8-10% del total de la población microbiana (Swords et al., 

1993). 

 

La segunda fase de la colonización del tracto digestivo coincide con el periodo de 

lactación. En esta fase, Swords y colaboradores (1993) demostraron una continua 

substitución de bacterias aeróbicas por bacterias anaeróbicas. Los grupos bacterianos 

cultivados fueron Clostridium spp, Eubacterium spp, Fusobacterium spp, 

Propionibacterium spp, así como diversas bacterias anaeróbicas del grupo streptococci. 

Sin embargo, bacterias como Bacteroides spp fueron detectadas de forma ocasional. 

 

En el momento del destete empieza la tercera fase de colonización del tracto 

gastrointestinal, que se caracteriza por la sustitución de algunas bacterias anaeróbicas 

Gram-positivas por bacterias anaeróbicas Gram-negativas del género Bacteroides spp. 

En el mismo trabajo, Swords y colaboradores (1993) demostraron que, a los 120 días de 

edad, las bacterias aeróbicas representaban menos de un 0,1% del total de las 

poblaciones bacterianas. 
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Figura 1.1. Diagrama representativo de las diferentes fases de la colonización del colon distal de los 
cerdos (adaptado de (Swords et al., 1993)).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Existen trabajos más recientes donde se analiza la composición de la microbiota del 

tracto gastrointestinal de cerdos de diferentes edades mediante la utilización de técnicas 

de biología molecular (Inoue et al., 2005; Konstantinov et al., 2006). Así, en un estudio 

realizado por Konstantinov y colaboradores (2006) con la técnica de la reacción de la 

cadena de la polimerasa (PCR) y análisis mediante gel de electroforesis con gradiente 

denaturalizante (DGGE), los autores no observaron diferencias significativas en el 

grado de diversidad intestinal (calculada como número de bandas) de los lechones 

lactantes de diferentes edades (2, 5, 13 y 19 días de vida). Además, en este mismo 

estudio, los autores tampoco observaron diferencias significativas entre los animales 

lactantes y los animales destetados de 23, 27 y 32 días de edad. Inoue y colaboradores 

(2005) mediante la utilización de una técnica similar (PCR-gel de electroforesis con 

gradiente de temperatura (TGGE)), demostraron un incremento gradual del número de 

bandas a lo largo del tiempo con una marcada reducción justo antes del destete (Figura 

1.2.). Debido a que en este caso la disminución de la diversidad se observó justo antes 

del destete, no se pueden atribuir estos resultados a la separación de la madre.  

 

 

D0 

Lactación 

D7 
D7 

D14 D21 D28 D35 D42 D49 D56  

Transición 

D180 

Engorde 

Nacimiento Destete 

Fase 1 (0-7 días) 
 
Lactobacillus spp.  
Escherichia coli 

 

Fase 2 (7-21 días)  
 
Clostridium spp. 
Lactobacillus spp. 
Eubacterium spp. 
Fusobacterium spp. 
Propionibacterium spp.  
Streptococcus spp. 

Fase 3 (21-120 días) 
Bacteroides spp.  
Clostridium spp. 

 

D120 

        Anaerobiosis 



Revisión bibliográfica 5 

Figura 1.2. Evolución de la diversidad microbiana, expresada como el número de bandas obtenidas 
mediante PCR - TGGE, del tracto digestivo de los cerdos desde el nacimiento hasta los 49 días de vida, 
(Inoue et al., 2005). Valores con diferentes letras (a, b, c) indican diferencias estadísticamente 
significativas (p<0,05). La línea vertical negra indica el momento del destete de los animales.  
 

 

 Días después del nacimiento 

 

Konstantinov y colaboradores (2006), mediante el uso del clonaje y secuenciación, 

determinaron los clones más abundantes tanto del íleon de cerdos neonatos (de 2 días de 

vida), como del íleon de cerdos destetados y de cerdos lactantes de 23 días de edad. Así, 

en este trabajo los autores demostraron que Lactobacillus sobrius, Lactobacilus reuteri 

y Lactobacillus acidophilus eran las especies bacterianas más abundantes en el íleon de 

cerdos neonatos. Por este motivo, sugirieron el rol de estas bacterias en el 

establecimiento y mantenimiento de la homeostasis del tracto gastrointestinal. Además, 

estas bacterias también fueron encontradas de forma abundante en los animales 

lactantes de 23 días de vida. En el momento del destete, se observaron fluctuaciones 

importantes en las poblaciones microbianas el tracto digestivo. En este caso, la 

detección de Lactobacillus sobrius y Lactobacilus reuteri fue significativamente menor. 

Además, en los animales destetados, también se detectaron abundantes clones con alta 

similitud con bacterias del género Clostridium spp y Escherichia coli. 

 

En este mismo estudio, los autores compararon el grado de similitud de los diferentes 

patrones de bandas. En este caso, se observó que el grado de similitud de los patrones 

de bandas de los cerdos lactantes era superior que el grado de similitud de los patrones 

de bandas de los cerdos destetados (grado de similitud de los animales lactantes = 45 %, 

Número de 
bandas 
(PCR-
TGGE) 
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grado de similitud de los animales destetados = 21 %). Los autores sugirieron que estos 

cambios son probablemente debidos al paso de una dieta a base de leche a una dieta 

sólida rica en polisacáridos. Este cambio de dieta puede ayudar al establecimiento de 

nuevas comunidades bacterianas (Konstantinov et al., 2006).  

 

1.1.2. Composición de la microbiota en cerdos adultos  

 

Los microorganismos que colonizan el tracto gastrointestinal se pueden clasificar de 

diferentes formas. Una de estas clasificaciones es la que tiene en cuenta el rol de las 

bacterias en el tracto digestivo. En este caso, las bacterias pueden ser clasificadas como 

bacterias residentes/autóctonas o bien bacterias no autóctonas o de paso. Así, como 

bacterias autóctonas se entiende al grupo de bacterias que colonizan un segmento 

determinado del tracto gastrointestinal durante las primeras fases de vida del animal y 

permanecen en el tracto digestivo de éste durante la mayor parte de la vida del animal. 

Las bacterias no autóctonas o de paso, van a ser bacterias que colonizan el tracto 

gastrointestinal de los animales de forma temporal o bien únicamente en algunos 

animales (Savage, 1977).  

 

Aunque el concepto de microbiota intestinal se percibe como una entidad homogénea, 

se conoce que existe una estratificación horizontal de las diferentes especies bacterianas 

que habitan en los diferentes micro-hábitats del tracto gastrointestinal. De este modo, se 

conoce que las bacterias pueden permanecer de forma libre en la luz del intestino 

(creciendo de forma más rápida que los propios movimientos peristálticos), en la capa 

de mucus, en los espacios entre vellosidades o bien directamente adheridas en la mucosa 

intestinal (Fuller y Cole, 1988). Existen algunos estudios donde se han detectado 

diferencias entre las bacterias que residen en el lumen del intestino y las bacterias 

asociadas a la mucosa intestinal. Así, Pryde y colaboradores (1999), hallaron recuentos 

inferiores de bacterias totales en la mucosa del colon respecto a la luz del mismo (8.8 x 

108 versus 2.3 x 1010  UFC/g de heces frescas). En este mismo estudio, se observó que la 

mayoría de las secuencias recuperadas de la pared del colon presentaban una baja 

similitud (menor al 95 %) con las secuencias de diferentes microorganismos depositadas 

en la base de datos del GenBank. Contrariamente, Simpson y colaboradores (1999), 

mediante la técnica de la PCR-DGGE, observaron una gran similitud entre los patrones 

de bandas encontrados en el lumen y en la mucosa del mismo tramo intestinal. Sin 
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embargo, debido al hecho de que en el tracto gastrointestinal existe una rápida 

renovación de las células epiteliales, una excreción de mucus y unos movimientos 

peristálticos, algunos autores, asumen que las bacterias adheridas a la mucosa 

representan un subgrupo de la microbiota de la luz intestinal (Leser et al., 2002).  

 

Diversos estudios han demostrado que la población microbiana del tracto 

gastrointestinal constituye un complejo ecosistema, pudiendo alcanzar valores de 1011 

células/g de materia fresca (Pluske y Pethick, 1999). Este ecosistema, difiere 

cuantitativamente y cualitativamente a lo largo del tracto gastrointestinal (Savage, 

1977). Así, en numerosos estudios, se ha descrito un incremento gradual de la cantidad 

de bacterias que habitan en el tracto gastrointestinal desde las partes más proximales a 

las regiones más distales (Leser et al., 2002). Este hecho se explicaría por las diferentes 

condiciones que existen en los diferentes tramos del tracto gastrointestinal y que a 

continuación se exponen. 

 

La cavidad oral, constituye una importante fuente de bacterias para todo el tracto 

digestivo. La fuente de estas bacterias probablemente se halla en el propio alimento, en 

la superficie de los dientes y en los tejidos blandos (Ewing y Cole, 1994). Esta cavidad 

está colonizada tanto por microorganismos aeróbicos, como anaeróbicos facultativos y 

estrictos, alcanzando valores de 107 UFC/g.  

 

El estómago y los tramos proximales del intestino delgado contienen cantidades 

relativamente pequeñas de bacterias. Sin embargo, estos tramos no son estériles. En el 

estómago, la colonización microbiana se ve limitada por el pH ácido, las características 

de la superficie gástrica y la alta velocidad de vaciado gástrico (Ehle y Warner, 1978). 

En el ganado porcino, se ha demostrado que la densidad total de las bacterias cultivables 

del estómago puede alcanzar valores de 107 a 109 UFC/g de materia fresca, siendo estos 

valores superiores en la parte caudal del mismo (Jensen y Jorgensen, 1994). Asimismo, 

Castillo y colaboradores (2007b), mediante la hibridación in situ fluorescente (FISH), 

detectaron valores de 4 x 108 bacterias/g de contenido gástrico.  

 

Existen numerosos estudios donde se detallan los géneros bacterianos más 

frecuentemente aislados en el estómago (Conway, 1994; Deplancke et al., 2000; Jensen, 

2001). De ellos, se puede extraer que Lactobacillus spp, streptococci, Clostridium spp, 
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Eubacterium spp, y Bifidobacterium spp son los grupos bacterianos cultivables más 

frecuentes en este tramo. Asimismo, Castillo y colaboradores (2007b), mediante 

técnicas de biología molecular, demostraron que bacterias del grupo Streptococci, 

Lactococci y Clostridia (cluster IX) eran las más abundantes en esta localización (Figura 

1.3.).  

 

Figura 1.3. Cuantificación mediante la hibridación in situ fluorescente (FISH) de las bacterias totales y 
de diferentes grupos bacterianos expresado como número de células /mL de contenido digestivo. Las 
proporciones expresadas como % se calculan con respeto a la cantidad de bacterias totales. Los grupos 
analizados son: Bacteroides/Prevotella (sonda Bac303), clostridia cluster XIVa (Erec482), 
Faecalibacterium prausnitzii (Fprau645), Ruminococcus flavefaciens y R. bromii (Rbro730 y Rfla729), 
clostridia cluster IX (Prop853), Streptococcus/Lactococcus spp (Str493) y Lactobacillus/Enterococcus 
spp (Lab158). Gráfico adaptado del trabajo realizado por (Castillo et al., 2007b). 
 

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

Estómago Yeyuno Colon proximal Recto

Segmentos del tracto gastrointestinal

C
on

ta
je

s 
co

m
o 

%
 s

ob
re

 e
l t

ot
al

 
de

 E
ub

ac
te

ria
s

1,00E+00

1,00E+01

1,00E+02

1,00E+03

1,00E+04

1,00E+05

1,00E+06

1,00E+07

1,00E+08

1,00E+09

1,00E+10

1,00E+11

Lo
g 

de
l n

um
er

o 
de

 c
el

ul
as

/m
l

BACT303 EREC482 FPRAU645 RBRO/RFLA PROP853 STR493 LAB158 TOTAL

 

 

En el intestino delgado, la cantidad total de bacterias varía en función del segmento 

analizado. En la parte más proximal del intestino delgado, se han detectado valores de 

107 UFC/g de digesta, mientras que en tramos posteriores, las cantidades alcanzaron 

valores de 108–109 UFC/g de digesta (Bach Knudsen et al., 1993; Jensen y Jorgensen, 

1994). En el intestino delgado, el crecimiento bacteriano se ve limitado especialmente 

por los rápidos movimientos peristálticos. Es por este motivo, que este tramo intestinal 

estará colonizado mayoritariamente por bacterias con capacidad de adherencia al 

epitelio. Así, las condiciones que se dan en el intestino delgado (rápidos movimientos 

peristálticos, pH alrededor de 6 y secreciones biliares) facilitan el crecimiento de 
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bacterias aeróbicas, anaeróbicas facultativas o anaeróbicas de la familia 

Lactobacillaceae (Lactobacillus spp, Streptococcus spp), Bacillaceae (Bacillus spp, 

Clostridium spp) y Enterobacteriaceae (Escherichia coli) (Jensen, 2001). El íleon 

representa la zona de transición entre la escasa microbiota de los tramos anteriores y la 

muy densa población bacteriana del intestino grueso. Los grupos predominantes en este 

tramo intestinal son Lactobacillus spp y Pediococcus spp. Bacterias pertenecientes a los 

grupos Clostridiales, Bacillares, y gamma-proteobacteria se encuentran en menores 

cantidades (Hill et al., 2005).  

 

En el intestino grueso, la densidad de bacterias puede alcanzar valores de 1011-1012 

bacterias/g de contenido digestivo. Factores como el pH (con valores entre 5 - 8), el 

lento tránsito intestinal y el bajo potencial redox, van a permitir una mayor 

supervivencia de algunas especies bacterianas (Stewart, 1997). Además, estas mismas 

condiciones, van a determinar que sean las bacterias anaeróbicas las predominantes 

(Moore y Holdeman, 1974). Castillo y colaboradores (2007b), mediante la técnica del 

FISH, demostraron que las bacterias del grupo Clostridium cluster XIVa (con valores de 

un 10 y un 19 %), Clostridium cluster IX (con valores de un 4,7 y un 7,7 %) y 

Bacteroides/Prevotella (con valores entre un 4,5 y un 10 %) representan los grupos 

bacterianos predominantes del intestino grueso. Microorganismos del género 

Streptococcus spp y Lactobacillus spp representaron solamente un 0,5-2 % (Figura 

1.3.).  

 

1.1.3. Efectos de la microbiota 

 

Las bacterias que conforman la microbiota intestinal proporcionan beneficios a los 

hospedadores. En este sentido, se ha descrito que la población microbiana que reside en 

el tracto digestivo tiene un impacto directo sobre la morfología, el sistema inmunitario y 

las características fisiológicas del tracto gastrointestinal. Parece ser que todos estos 

efectos dependen en gran medida del tipo de especie bacteriana. (McCracken y Gaskins, 

1999). 
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1.1.3.1. Efecto de la microbiota sobre la morfología intestinal 

 

Las diferencias morfológicas más notables se observan entre animales convencionales y 

animales libres de microorganismos. Así, en roedores libres de microorganismos, se ha 

descrito que el tamaño del ciego puede llegar a ser 8 veces mayor que en animales 

convencionales. Este hecho es debido a la acumulación de agua y mucus, y está 

relacionado con la ausencia de bacterias con capacidad mucolítica (Peptostreptococcus 

micros, Ruminococcus spp, Bifidobacterias spp). En otros tramos del tracto digestivo, 

también se han descrito algunas diferencias en la morfología intestinal en función de la 

colonización del mismo. En animales libres de microorganismos, se ha detectado un 

mayor volumen del fundus y una alteración de las mucinas que cubren la superficie del 

epitelio del estómago (Wostmann, 1996). Asimismo, el intestino delgado de los 

animales libres de microorganismos, tiene un menor peso que el de los animales 

convencionales. Este hecho se debe en gran parte a la ausencia de células inmunitarias 

de la lámina propia (Kenworthy, 1970). 

A nivel microscópico, se ha observado que en ausencia de microbiota intestinal, las 

vellosidades son más delgadas y las criptas más cortas, provocando un incremento en la 

ratio vellosidad:cripta (Wostmann, 1996).  

 

1.1.3.2. Efecto de la microbiota sobre parámetros bioquímicos y fisiológicos del  

tracto gastrointestinal 

 

La microbiota que habita el tracto gastrointestinal ejerce un efecto sobre diferentes 

parámetros bioquímicos y fisiológicos del mismo, como pueden ser la motilidad 

intestinal, la síntesis de vitaminas y la capacidad fermentativa de diferentes 

componentes de la dieta. De esta forma, en animales libres de microorganismos, se ha 

demostrado una disminución de la motilidad intestinal (Husebye et al., 1994). Este 

hecho parece estar relacionado con ciertos productos finales de la fermentación 

bacteriana. Por ejemplo, se ha demostrado que el ácido láctico estimula la motilidad 

intestinal (Tannock, 1999).  

 

Los microorganismos del tracto gastrointestinal participan también en la síntesis de la 

vitamina K, de las vitaminas del complejo B y de determinados aminoácidos. Por 

ejemplo, en el caso de la vitamina K, se ha descrito que ésta puede ser producida por 
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una gran variedad de microorganismos que habitan el tracto gastrointestinal 

(Bacteroides spp, Eubacterium spp, Propionibacterium spp, Fusobacterium spp, 

Bifidobacterium spp, Lactobacillus spp, Clostridium spp, Enterobacterium spp, 

Veillonella spp, Enterococcus spp, Enterobacteria spp, y Streptococcus spp). En 

animales axénicos se ha demostrado una disminución tanto de la síntesis de vitaminas 

como de determinados aminoácidos (Savage, 1986; Wostmann, 1996).  

 

La microbiota del tracto gastrointestinal también contribuye a la digestión de diferentes 

componentes de la dieta. En animales axénicos, se ha demostrado que la utilización de 

los carbohidratos es incompleta. Sin embargo, estos animales utilizan los componentes 

lípidicos de la dieta de forma más eficiente. (Tannock, 1999). 

 

Por último, la microbiota del tracto gastrointestinal tiene también como función 

fisiológica la prevención de la colonización de éste por nuevas especies bacterianas, 

especialmente especies patógenas (Rolfe, 2000). Este hecho se debe a que las bacterias 

exógenas deben competir con las bacterias que habitan en el tracto gastrointestinal tanto 

por la disponibilidad de nutrientes como por los sitios de anclaje a la mucosa. Este 

fenómeno es conocido con el nombre de “exclusión competitiva” (Fuller, 1977). 

 

1.1.3.3. Efecto de la microbiota sobre el sistema inmunitario 

 

El contacto con la microbiota intestinal constituye un requisito esencial para el 

desarrollo del sistema inmunitario asociado. Por ejemplo, se ha demostrado que en los 

animales libres de gérmenes, los linfonodos mesentéricos son más pequeños, pesan 

menos y presentan una menor concentración celular (Gordon et al., 1966). Además, 

también se ha descrito que tanto los linfonodos, como el bazo y otros tejidos linfoides, 

tienen un menor número de centros germinales. Otra peculiaridad de los animales 

axénicos es el hecho que el timo crece más lentamente y que nunca llega a alcanzar el 

tamaño que se encuentra en los animales convencionales (Bealmear, 1980). 

 

En animales libres de microorganismos, también se ha detectado una menor cantidad de 

macrófagos, con menor actividad metabólica, con una peor capacidad para el 

procesamiento de antígenos y con una menor capacidad microbicida frente a ciertos 

patógenos (Bauer et al., 1966; Heise et al., 1966; MacDonald y Carter, 1978; 
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Woolverton et al., 1992). También se ha descrito que los cerdos axénicos poseen un 

menor número de linfocitos intraepiteliales que los cerdos convencionales (Rothkötter 

et al., 1999). 

 

En cuanto a la respuesta inmune de tipo humoral, se ha encontrado que los ratones 

libres de microorganismos tienen menor concentración de inmunoglobulina A, 

disminuyendo así el control de la adherencia de determinadas bacterias a las células 

epiteliales entéricas (Wostmann, 1961). 

 

1.2. COMPONENTES PRINCIPALES DE LA DIETA Y SU EFECT O SOBRE 

LA MICROBIOTA DEL TRACTO DIGESTIVO 

 

Los cerdos son animales monogástricos, con una digestión principalmente enzimática y 

su tracto gastrointestinal tiene como función principal transformar los alimentos 

ingeridos en nutrientes que puedan ser posteriormente absorbidos y disponibles para el 

organismo. Las dietas de los cerdos son ricas en almidón, proteínas, grasas y pobres en 

fibra. En granjas convencionales, los cerdos son alimentados con piensos compuestos 

(varias materias primas), completos (equilibrados como dieta única) y formulados en 

base a la materia fresca. El programa de alimentación de los cerdos consta de diferentes 

piensos según el peso, la edad y el estado fisiológico de los animales. Generalmente la 

alimentación es ad libitum, excepto para cerdas gestantes. Las dietas más complejas son 

las de lechones, las cuales incluyen materias primas especiales como productos lácteos, 

harina de pescado, concentrados de proteína vegetal y/o cereales procesados 

térmicamente. Los piensos para cerdos de engorde y cerdas gestantes son de menor 

complejidad y suelen cambiarse periódicamente para adaptarse a los precios del 

mercado de las materias primas y a su disponibilidad.  

 

Tras la prohibición paulatina de la utilización de los antibióticos promotores del 

crecimiento, se han realizado muchos esfuerzos para encontrar alternativas a los 

antibióticos promotores del crecimiento. Por esto, las nuevas estrategias nutricionales 

que se han ido desarrollando han adquirido más relevancia. Entre ellas cabe destacar: i) 

la modificación del procesado o de la estructura de los alimentos mediante diferentes 

grados de molturación o tratamiento térmico, ii) cambios en los ingredientes mediante la 

utilización de diferentes fuentes de proteínas, fuente de energía etc. iii) la utilización de 
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diferentes aditivos en el pienso (Canibe y Jensen, 2003; Hedemann et al., 2005; 

Mikkelsen et al., 2004; Pluske et al., 1998). Sin embargo, conocer la relación entre los 

diferentes componentes de la dieta y el efecto sobre la microbiota intestinal es una tarea 

compleja. A continuación se intentará remarcar los aspectos más destacados de cada 

uno de ellos, haciendo especial énfasis en los que se han analizado en los estudios 

experimentales de esta tesis (capítulos 3 y 4). 

 

1.2.1. Macronutrientes 

 

1.2.1.1. Componentes nitrogenados: Proteínas y aminoácidos 

 

Los componentes nitrogenados de la dieta engloban mayoritariamente proteínas, y 

aminoácidos. Sin embargo, también existe un grupo minoritario de componentes 

nitrogenados no proteicos compuesto por aminas, amidas, amoniaco, nitratos, 

alcaloides, ácido úrico, vitaminas del grupo B, purinas y pirimidinas, etc. En el ganado 

porcino, las principales fuentes de proteínas de la dieta provienen de suplementos 

proteicos basados en harinas de pescado o concentrados vegetales de soja o patata. En 

menor cantidad, también van a ser fuentes de proteínas otras leguminosas y cereales (de 

Blas et al., 2003). 

 

La digestión de proteínas empieza en el estómago, donde éstas son desnaturalizadas y 

parcialmente hidrolizadas (obtención de polipéptidos de alto peso molecular), mediante 

la acción del ácido clorhídrico y de los enzimas gástricos (pepsina). En el intestino 

delgado, mediante la acción de las enzimas pancreáticas (tripsina y quimotripsina), los 

polipéptidos van a ser hidrolizados hasta aminoácidos libres y dipéptidos. Estos 

productos van a ser absorbidos, tanto en el yeyuno como en el íleon (Banks, 1993), o 

procesados por las bacterias intestinales, como fuente de nitrógeno.  

 

A pesar de que la degradación proteica empieza en los tramos proximales del tracto 

digestivo, gran parte de estos componentes (restos de aminoácidos, péptidos, proteínas 

desnaturalizadas y amino azúcares) van a llegar al tracto digestivo posterior. Va a ser en 

estos tramos, especialmente en los más distales, donde la microbiota intestinal va a 

fermentar estas moléculas. Por ejemplo, se ha descrito que bacterias pertenecientes al 

género Bacteroides, Clostridium, Enterobacterium, Lactobacillus y Streptococcus van a 
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ser capaces de descarboxilar diferentes aminoácidos (Macfarlane y Macfarlane, 1995). 

De la fermentación de los aminoácidos ramificados (valina, leucina e isoleucina), se van 

a formar los ácidos grasos ramificados (Macfarlane et al., 1992). Al mismo tiempo, se 

van a producir diferentes productos tóxicos como el amoniaco, las aminas, los fenoles e 

los indoles (Macfarlane et al., 1992). Estos derivados van a ser potencialmente dañinos 

para la mucosa intestinal (Lin y Visek, 1991). La capacidad de fermentar los productos 

nitrogenados va a estar relacionada con la cantidad de carbohidratos disponibles en los 

tramos digestivos posteriores. Así, se ha demostrado que a medida que los carbohidratos 

disminuyen, se incrementa la fermentación proteica (Piva et al., 1996). 

 

En general, se asume que niveles altos de proteínas pueden tener una influencia negativa 

sobre la fisiología intestinal. Se ha observado que dietas bajas en proteínas (<17 %) 

ayudan a mantener la salud intestinal de los lechones recién destetados. Este hecho se 

explica por una menor llegada de proteína no digerida a tramos intestinales posteriores, 

permitiendo una reducción tanto de las fermentaciones proteicas, como del crecimiento 

de bacterias patógenas y/o de la producción de metabolitos tóxicos (Nyachoti et al., 

2006). En animales alimentados con dietas ricas en proteínas, también se ha demostrado 

una disminución de la población de bifidobacterias en el ciego, probablemente, por el 

efecto negativo que tienen los productos de la fermentación proteica sobre las 

poblaciones de bifidobacterias (Lynch et al., 2007). 

 

1.2.1.2. Lípidos 

 

Las grasas y los aceites se incluyen en la dieta en niveles variables (4-10 %) y son 

ingredientes importantes debido a su alto valor energético. Los lípidos están compuestos 

por una amplia gama de sustancias: ácidos grasos, acilglicéridos, fosfolípidos, 

esfingolípidos, glicolípidos, colesterol y ceras. En el intestino delgado, los lípidos se 

emulsionan con las sales biliares y son digeridos por las lipasas pancreáticas y las 

lipasas que hay en las microvellosidades. Posteriormente, estos componentes son 

absorbidos a través del epitelio intestinal. El grado de digestibilidad de los diferentes 

lípidos dependerá del tipo de grasa y del grado de saturación (Veum, 1991).  

 

Existen pocos estudios centrados en determinar el rol de la microbiota intestinal sobre la 

digestión de los lípidos de la dieta. En algunos de estos estudios, se describe el papel de 
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las bacterias intestinales sobre el metabolismo de los ácidos biliares. Por ejemplo, se ha 

demostrado que Escherichia coli, Bacillus cereus, Streptococcus faecalis, Bacteroides 

spp, Eubacterium spp, y Clostridium spp tienen capacidad de deshidroxilar los ácidos 

biliares (Baron y Hylemon, 1997). También se ha demostrado que la microbiota del 

tracto gastrointestinal puede modificar los niveles de colesterol. Bacterias del género 

Bacteroides, Bifidobacterium y Clostridium tienen la capacidad de metabolizar el 

colesterol a coprostanol (Baron y Hylemon, 1997). Asimismo, cuando se administra de 

forma continuada bacterias del género Lactobacillus, se ha observado una disminución 

significativa de los niveles de colesterol total y de LDL-colesterol en suero (De Smet et 

al., 1998). 

 

Existen pocos estudios donde se determine el efecto de los lípidos de la dieta sobre la 

microbiota intestinal. En un trabajo realizado por Sangild y colaboradores (2003), los 

autores encontraron diferencias significativas en diferentes poblaciones microbianas del 

tracto digestivo de las cerdas alimentadas con una dieta rica en grasa. Concretamente, se 

observó un incremento significativo del recuento de enterobacterias totales y levaduras 

a lo largo de todo el tracto gastrointestinal y una disminución de los lactobacilli en el 

intestino grueso (Sangild et al., 2003). 

 

1.2.1.3 Carbohidratos 

 

Los carbohidratos son el ingrediente utilizado en mayor proporción en la alimentación 

de los cerdos, representando más del 60 % de la materia seca de la dieta (Bach Knudsen 

y Jorgensen, 2001). El termino “carbohidratos” engloba sustratos muy heterogéneos que 

pueden diferir tanto en su composición (pentosas, hexosas, etc.), en el tipo de enlace 

glicosídico (α,β), como en su tamaño (desde moléculas con estructura simple, como son 

los monosacáridos, hasta estructuras más complejas como son los polisacáridos). La 

ración de los cerdos está constituida por cantidades relativamente pequeñas de mono-, 

di- y oligosacáridos (1-2 %, 1-5 % y 1-10 %, respectivamente) y en mayor medida de 

polisacáridos amiláceos (40-70%) y polisacáridos no amiláceos (PNAs 10-50 %) (Pérez 

y Gasa, 2002). Los azúcares de bajo peso molecular, especialmente la lactosa y la 

sacarosa, van a ser los componentes mayoritarios en dietas de los cerdos durante las 

primeras edades. En cuanto al almidón, este va a ser la mayor fuente de polisacáridos de 

las plantas y representa una de las mayores fuentes de carbohidratos de las dietas de los 
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cerdos (Björck, 1996). El almidón va a ser, generalmente, bien digerido y absorbido en 

el intestino delgado. Sin embargo una cierta cantidad de almidón puede resistirse a la 

digestión (almidón resistente) y alcanzar tramos posteriores. Así, el almidón puede ser 

resistente a la digestión por ser físicamente inaccesible (por ejemplo en el caso de una 

molturación grosera – Almidón resistente Tipo I), por su compactación (en el caso del 

almidón de patata – Almidón resistente Tipo II), por su retrogradación después de un 

tratamiento térmico (Almidón resistente Tipo III) o por su modificación química 

(Almidón resistente Tipo IV). Juntamente con el almidón resistente, los PNAs van a ser 

los carbohidratos más abundantes en el intestino grueso. Estos PNAs pueden ser más o 

menos solubles. En este sentido, cuanto mayor es su solubilidad, mayor va a ser su 

fermentación (McBurney et al., 1985).  

 

En cuanto a su degradación, los azúcares más simples (monosacáridos, disacáridos) van 

a ser absorbidos directamente a través de la mucosa intestinal o bien van a ser digeridos 

por la acción de enzimas endógenas secretadas en los tramos proximales del tracto 

gastrointestinal. Los polisacáridos más complejos van a ser fermentados por bacterias 

que habitan el intestino grueso. 

 

Así, teniendo en cuenta los procesos digestivos que tienen lugar en el tracto digestivo de 

los cerdos, los carbohidratos pueden ser clasificados como: carbohidratos que van a ser 

digeridos por acción de las enzimas endógenas (azúcares y parte del almidón) y 

carbohidratos no digestibles por acción enzimática. Los carbohidratos no digestibles van 

a formar parte de la fibra dietética, entendiendo como fibra dietética las partes de las 

plantas que no van a poder ser digeridas por las secreciones endógenas del intestino 

delgado. El término fibra dietética engloba PNAs solubles, PNAs insolubles, 

oligosacáridos no digestibles, almidón resistente y la lignina (Trowell et al., 1976). 

Estos componentes van a llegar a tramos posteriores del tracto gastrointestinal donde 

van a ser susceptibles de la fermentación bacteriana (Montagne et al., 2003). La 

fermentación va a depender de la solubilidad, del grado de lignificación y del tamaño de 

partícula (Cummings, 1982). 

 

La digestión de los carbohidratos empieza en la cavidad oral. Mediante la masticación 

de los alimentos, se reduce el tamaño de partícula y son mezclados con la saliva 

(Argenzio, 1993) que contiene enzimas como la α-amilasa que van a digerir parte de los 
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carbohidratos. Una vez el alimento es deglutido, la digestión va a continuar en el 

estómago. En este órgano, el contenido de la digesta va a ser retenido para reducir más 

el tamaño de las partículas. A su vez, en este órgano, se va a perder la actividad α-

amilasa de la saliva debido al bajo pH de este órgano. Ya en la parte proximal del 

intestino delgado, la digesta se mezcla con las sales biliares y con las secreciones 

pancreáticas. Mediante la acción de las amilasas pancreáticas (ß-galactosidasa y α-

glucosidasa), se va a hidrolizar parte del almidón. Los productos obtenidos de esta 

hidrólisis van a ser absorbidos mayoritariamente a través de la mucosa intestinal en 

forma de glucosa, galactosa o fructosa.  

 

La capacidad fermentativa del estómago y del intestino delgado de los animales 

monogástricos es limitada. Este hecho se debe fundamentalmente a su baja densidad 

microbiana y al rápido tránsito de la digesta en estos tramos proximales. Todas las 

macromoléculas que no hayan sido digeridas en los tramos proximales del tracto 

digestivo van a llegar al intestino grueso, donde van a ser hidrolizadas mediante la 

acción de diferentes hidrolasas bacterianas como las xilanasas, las celulasas, etc. 

Posteriormente, los productos de la hidrólisis van a ser fermentados por la microbiota 

intestinal. Carbohidratos como la celulosa, o los β-glucanos, van a llegar al intestino 

grueso sin ninguna hidrólisis previa ya que la capacidad amilolítica de la α-amilasa es 

limitada, rompe únicamente los enlaces tipo α y no ejerce ninguna actividad frente a los 

enlaces β.  

 

En la Tabla 1.1., se muestran las principales enzimas y las especies bacterianas 

involucradas en la hidrólisis de diferentes polisacáridos. A partir de esta tabla se puede 

concluir que los principales géneros bacterianos con capacidad de degradar estos 

componentes a nivel del intestino grueso son: Bacteroides spp, Bifidobacterium spp, 

Ruminococcus spp y algunas especies de Eubacterium spp y Clostridium spp. 

 

Hoy en día, se conoce que la inclusión de ingredientes fibrosos en la dieta tiene efectos 

beneficiosos. Concretamente, estos componentes incrementan el llenado intestinal, 

incrementando así la sensación de saciedad (Meunier-Salaun et al., 2001), y aumentan 

la velocidad de tránsito, reduciendo el riesgo de constipación (Tabeling et al., 2003).  
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Tabla 1.1. Actividades enzimáticas de las bacterias del colon de los seres humanos (adaptado de 
(Bernalier et al., 1999)). 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Existen diferentes trabajos en los que se investiga la influencia de la concentración y el 

tipo de fibra sobre la composición y la actividad metabólica de las poblaciones 

microbianas que habitan el tracto digestivo en la especie porcina. Varel y colaboradores 

(1984), demostraron que tras la alimentación de cerdos con dietas con alto contenido en 

fibra (35 % de alfalfa deshidratada), incrementaba el número de especies bacterianas 

con capacidad celulolítica y hemicelulolítica en el intestino grueso (Fibrobacter 

succinogenes, Fibrobacter intestinales, Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefacies, 

Butyrivibrio spp, Bacteroides spp). Asimismo, en un estudio realizado por Gibson y 

colaboradores (1994), se observó un incremento de bacterias del ácido láctico tras la 

ingestión de fibras altamente fermentables como la inulina. 

Carbohidrato                   
de la dieta Enzimas Especies bacterianas 

Celulosa 
Celulasa            

Glicosidasa 
Bacteroides 

Ruminococcus 

Xilanos 
Xilanasa 

Arabinofuranosidasa 
Xilosidasas 

Bacteroides 
Bifidobacterium 

Arabinogalactan 
Arabinogalactanasa 
Arabinofuranosidasa 

Galactosidasa 

Bacteroides 
Bifidobacterium 

Pectina 
Pectinasa        

Glucuronidasa 
Arabinofuranosidasa 

Bacteroides 
Bifidobacterium 

Eubacterium 
Clostridium  
Lachospira 

Almidón 
Amilasa             

Glicosidasa 

Bacteroides 
Bifidobacterium 

Eubacterium 
Clostridium 

Fusobacterium 

Goma de guar 
Galactomannasas 

Mannosidasa 
Galactosidasa 

Bacteroides 
Ruminococcus 

Goma arábica 
Arabinogalactanasa 

Galactosidasa 
Glucuronidasa 

Bifidobacterium 

Galacto-oligosacáridos B-galactosidasa 
Bifidobacterium 
Lactobacillus 
Bacteroides 

Fructo-oligosacáridos Fructooligosacaridasa 
Bifidobacterium 

Eubacterium 
Clostridium 



Revisión bibliográfica 19 

Además del cambio en la proporción de determinadas especies bacterianas, se ha visto 

que, mediante la administración de diferentes ingredientes fibrosos, también se puede 

modificar la carga bacteriana total, la diversidad microbiana y su actividad. En un 

estudio realizado por Jensen y Jorgensen (1994) donde se comparaban dos dietas con 

diferentes niveles de fibra, se demostró que los cerdos alimentados con alta cantidad de 

fibra presentaban una cantidad mayor de bacterias cultivables a nivel del estómago. 

También se detectó una mayor actividad microbiana en el intestino grueso de los cerdos 

alimentados con una dieta rica en fibra (Jensen y Jorgensen, 1994). Asimismo, en otro 

estudio realizado por Martínez-Puig y colaboradores (2003), se observó una mayor 

actividad metabólica en los cerdos alimentados con almidón de patata (almidón 

resistente tipo II) que en los cerdos alimentados con almidón de maíz. 

 

En cuanto a la diversidad microbiana, en un estudio realizado por Canibe y 

colaboradores (2005), los autores demostraron que mediante la utilización de una dieta 

rica en maíz grosero, (almidón resistente tipo I) se incrementaba la diversidad 

microbiana en el estómago y a su vez se reducía la cantidad de enterobacterias a nivel 

de ciego. Konstantinov y colaboradores (2004), demostraron una mayor diversidad 

microbiana y una estabilización más rápida de las poblaciones bacterianas en lechones 

alimentados con diferentes fuentes de carbohidratos altamente fermentables (pulpa de 

remolacha, fructoligosacáridos, lactulosa o inulina). 

 

A pesar del nivel actual de conocimiento de esta materia, existen estudios con resultados 

contradictorios cuando se intenta relacionar la aparición de enfermedades entéricas con 

la utilización de fibra en la dieta. Por ejemplo, existen algunos trabajos donde se ha 

demostrado que las dietas porcinas con bajo nivel de fibra reducen el riesgo de infección 

por Brachispira hyodisenteriae (Durmic et al., 1998; Pluske et al., 1996). Sin embargo, 

en otros trabajos no se ha observado ninguna relación (Lindecrona et al., 2003). 

 

Tras la fermentación de los carbohidratos, se generan una serie de productos 

intermediarios como el lactato o el succinato. Estos productos van a ser metabolizados 

dando lugar a la formación de los ácidos grasos de cadena corta (AGVs) y a diferentes 

gases (hidrógeno, dióxido de carbono y metano) como productos finales de la 

fermentación. Estos productos, una vez absorbidos, pueden representar hasta un 25 % 

de las necesidades energéticas del cerdo (Bergman, 1990). El acetato, el propionato y el 
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butirato, con una ratio típica de 60:25:15, respectivamente, van a ser los principales 

AGVs obtenidos tras la fermentación de los carbohidratos (Christensen et al., 1999). Sin 

embargo, la composición de los AGVs depende de muchos factores, como: el tipo y la 

estructura química de los mismos polisacáridos, la actividad de la población microbiana, 

el tiempo de tránsito intestinal, el tramo intestinal analizado, etc. (Englyst et al., 1987). 

Los AGVs van a ser absorbidos a través del epitelio del colon e incorporados en 

diferentes vías metabólicas. Así, el ácido acético, una vez absorbido, llega a la 

circulación sistémica y es metabolizado en los músculos, los riñones, el corazón y el 

cerebro. En cuanto al ácido propiónico, es metabolizado en el hígado. En este caso, se 

conocen una gran variedad de efectos biológicos del propiónico, afectando a la 

glicólisis, la gluconeogénesis, la ureogénesis, la oxidación de ácidos grasos y la síntesis 

de colesterol (Demigne y Morand, 1999). Finalmente, el ácido butírico es metabolizado 

mayoritariamente en el epitelio del colon, siendo el principal sustrato energético de los 

colonocitos (Roediger, 1980). 

 

1.2.2. Micronutrientes 

 

1.2.2.1. Probióticos  

 

La primera descripción del efecto de los probióticos fue realizada ya en año 1907, 

cuando Metchnikoff y colaboradores (1907) sugirieron que la ingesta de bacterias podía 

tener un efecto positivo sobre la microbiota normal del tracto digestivo. Este concepto 

ha ido evolucionado con el tiempo y actualmente el concepto de probiótico se define 

como una serie de microorganismos viables, no patógenos, que al ser ingeridos en 

cantidades adecuadas tienen una influencia positiva en la salud del huésped 

(FAO/WHO, 2001; Schrezenmeir y de Vrese, 2001) Otras características que los 

probióticos deben cumplir son: ser estables durante su procesado y almacenamiento, ser 

capaces de resistir el pH ácido del estómago, ser estables frente a la acción de las sales 

biliares y resistir a la acción de las enzimas pancreáticas. 

 

A pesar de que actualmente no se conoce la forma exacta del mecanismo de acción de 

los probióticos, se cree que éste es debido a la capacidad de ciertos microorganismos de 

establecer o de ser ellos mismos parte de una microbiota intestinal beneficiosa para el 

animal (Gibson y Roberfroid, 1995). Además, se han postulado diferentes hipótesis 
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como el hecho de que los probióticos puedan generar substancias con capacidad de 

inhibición del crecimiento de determinados grupos bacterianos (ácidos orgánicos, 

peróxido de hidrógeno y diferentes substancias bactericidas). Otro posible mecanismo 

de acción de los probióticos es el hecho de que estos puedan inhibir la adhesión de 

determinadas bacterias a nivel de la superficie epitelial (Goldin et al., 1992) o competir 

por los nutrientes con otros microorganismos de la microbiota intestinal. En estudios 

más recientes, se ha demostrado que los probióticos pueden estimular la inmunidad, 

protegiendo así al huésped de diferentes enfermedades intestinales (Fukushima et al., 

1998; Saavedra et al., 1994) y neutralizar toxinas (Castagliuolo et al., 1996; 

Castagliuolo et al., 1999; Pothoulakis et al., 1993). Además, se ha sugerido que los 

probióticos pueden afectar la permeabilidad del intestino, incrementando la captación de 

nutrientes (Lee et al., 1999; Stewart y Chesson, 1993). 

 

Los probióticos más utilizados en cerdos incluyen tanto bacterias del ácido láctico como 

lactobacilli (Lactobacillus rhamnosus), enterococci (Enterococcus faecium) y 

Pediococcus spp, bacterias no lácticas del genero Bacillus (Bacillus cereus, Bacillus 

subtilis, Bacillus licheniformis y Bacillus toyoi) y levaduras del genero Saccharomyces 

(Sacharomyces cerevisiae). Su utilización puede ser tanto en forma simple como en 

combinaciones de estos mismos microorganismos.  

 

Actualmente existen diferentes estudios donde se demuestra un efecto positivo de la 

utilización de diferentes probióticos. Así, se ha observado que probióticos como 

Bifidobacterium pseudolongum o Lactobacillus acidophilus, incrementan el peso 

corporal y disminuyen la mortalidad de los lechones (Abe et al., 1995). Esta mejora de 

los parámetros productivos también ha sido descrita en el caso de Streptococcus 

faecium, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis y Sacharomyces spp 

(Adami y Cavazzoni, 1999; Kumprecht y Zobac, 1998; Kyriakis et al., 1999; Mathew et 

al., 1998). Mediante la utilización de probióticos como Brevibacterium lactofermentum 

o Bacillus licheniformis se ha demostrado una reducción de la incidencia y gravedad de 

las diarreas (Kyriakis et al., 1999; Toride et al., 1998). También se ha visto que 

determinadas cepas de Enterococcus faecium tienen la capacidad de inhibir la adhesión 

de Escherichia coli K88 en el intestino delgado de los lechones (Jin et al., 2000). A 

pesar de que en múltiples trabajos se ha demostrado un efecto positivo de la utilización 

de los probióticos, es importante resaltar que existen muchos otros trabajos científicos 
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donde no se han observado estos resultados (Brown et al., 1997; Kowarz et al., 1994). 

Esta variabilidad en los resultados puede estar asociada a la utilización de diferentes 

cepas bacterianas, a la dosis utilizada, a las condiciones de almacenamiento de los 

probiótico, a la composición de la dieta, a la estrategia de alimentación y a las 

condiciones higiénico-sanitarias de los animales (Chesson, 1994).  

 

1.2.2.2. Prebióticos 

 

Otro sistema mediante el cual se puede manipular la microbiota del tracto digestivo, es 

utilizando prebióticos. Estos productos se definen como ingredientes alimentarios, no 

digestibles por el animal, que afectan selectivamente al crecimiento y/o la actividad de 

una o varias bacterias del tracto digestivo y contribuyen a la salud del intestino (Gibson 

y Roberfroid, 1995). De esta misma forma, para que un ingrediente sea considerado 

como un prebiótico, éste debe tener capacidad de llegar al intestino grueso sin ser 

digerido previamente por hidrolasas pancreáticas, ser fermentado selectivamente por 

una o un limitado número de bacterias beneficiosas que habitan en el colon 

(estimulando así su crecimiento o su actividad) y ser capaz de inducir efectos 

beneficiosos sobre el huésped (Gibson, 1999). 

 

Se consideran bacterias beneficiosas para la salud intestinal microorganismos del género 

Bifidobacterium y bacterias del ácido láctico (Lactobacillus spp, algunas especies de 

Streptococcus), mientras que algunas especies de los géneros Bacteroides, Clostridium 

y de la familia Enterobacteriaceae, debido a sus actividades metabólicas o a su 

potencial patogénico, se consideran perjudiciales. Así, mediante la utilización de 

ingredientes con capacidad prebiótica, se pretende potenciar los grupos bacterianos 

considerados beneficiosos para el huésped y controlar los grupos bacterianos 

considerados perjudiciales.  

 

Entre otros, tienen capacidad prebiótica los fructooligosacáridos, la inulina, los 

galactooligosacáridos, los mananooligosacáridos, los maltooligosacáridos, los 

agarooligosacáridos, los xilooligosacáridos, la rafinosa, la lactulosa, etc. Así, se ha 

descrito que los fructooligosacáridos y la inulina estimulan el crecimiento de bacterias 

del género Bifidobacterium (Hsu et al., 2004), así como del género Bacteroides, 

Mitsuokella, Clostridium y Eubacterium (Yamada et al., 1993). En referencia a los 
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arabinoxilanos estos pueden incrementar las concentraciones de lactobacilli y reducir la 

concentración de Clostridium perfingens en heces (Grieshop et al., 2002). Estos 

resultados pueden explicarse por el crecimiento selectivo de algunos grupos bacterianos 

y por el efecto inhibidor de sus productos de metabolismo sobre el crecimiento de otras 

especies bacterianas (Russell y Diez-Gonzalez, 1998).  

 

Además de modificar la microbiota del tracto gastrointesinal, los prebióticos pueden 

ocasionar otros efectos a nivel del tracto gastrointestinal. Por ejemplo se ha descrito que 

pueden modular el tránsito intestinal, la proliferación de las células epiteliales, la 

actividad inmunitaria, etc. También pueden bloquear la unión bacteriana al epitelio o 

bien incrementar la resistencia a la invasión de determinados patógenos (Bovee-

Oudenhoven et al., 2003). 

 

1.2.2.3. Acidificantes 

 

La acción de los ácidos orgánicos como conservantes de los alimentos (evitando su 

destrucción bacteriana y fúngica) se conoce desde hace muchos años. Sin embargo, 

además de esta acción higienizadora de los alimentos, los acidificantes ejercen una 

acción directa sobre la microbiota que habita en el tracto gastrointestinal de los 

animales. Por este motivo, el uso de los acidificantes se ha incrementado 

considerablemente en los últimos años, siendo el ácido fórmico, el acético, el 

propiónico, el butírico, el láctico, el formato de calcio y el propionato de calcio los más 

utilizados. 

 

Está demostrado que los acidificantes ejercen una acción tanto antimicrobiana como 

promotora del crecimiento. Los ácidos orgánicos juegan un papel importante en el 

control de los diferentes microorganismos patógenos del tracto gastrointestinal (Russell 

y Diez-Gonzalez, 1998). Parece ser que esta capacidad antimicrobiana es debida en 

parte a la capacidad de los ácidos orgánicos para disminuir el pH del estómago mediante 

la acción del protón de hidrogeno. Esta reducción del pH en el tracto gastrointestinal es 

especialmente importante en lechones recién destetados, ya que en esta fase la 

capacidad de secreción del ácido clorhídrico del estómago es limitada (Maxwell, 2001). 

Sin embargo, existen estudios donde se ha demostrado el efecto antimicrobiano de los 

ácidos sin ninguna reducción del pH de la digesta tras la inclusión de diferentes 
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acidificantes (Franco et al., 2005; Risley et al., 1991). Esto indicaría que la acidificación 

del medio no es el único mecanismo utilizado para el control de las poblaciones 

microbianas del tracto gastrointestinal. Otro mecanismo por el que se puede explicar la 

reducción de la actividad bacteriana es por la capacidad de determinados ácidos de 

entrar libremente dentro de las células bacterianas, disociarse en el citoplasma y alterar 

el pH intracelular causando daños irreversibles (Partanen, 2001). 

 

La capacidad antimicrobiana de los acidificantes depende de diversos factores, como el 

tiempo de exposición, la concentración o el tipo de ácido utilizado. Así, por ejemplo, se 

ha demostrado que los ácidos de cadena corta (con menos de ocho átomos de carbono) 

son más eficaces frente bacterias Gram-negativas, mientras que los ácidos de cadena 

larga ejercen un efecto antimicrobiano mayor frente a bacterias Gram-positivas 

(Cherrington et al., 1991). Además, parece ser que la actividad antimicrobiana de los 

acidificantes es mayor frente a bacterias de la familia Enterobacteriaceae (Escherichia 

coli, Salmonella spp), mientras que otras bacterias como las del ácido láctico son más 

resistentes (Lueck, 1980). También se han observado diferentes actividades 

antimicrobianas frente a los coliformes en función del ácido utilizado (ácido propiónico 

< ácido fórmico < ácido butírico < ácido láctico < ácido fumárico < ácido benzoico. 

Figura 1.4.) (Canibe et al., 2004). Asimismo, se ha demostrado que mientras el ácido 

acético reduce tanto el crecimiento de las bacterias, como el de las levaduras y los 

mohos, la acción de ácidos como el propiónico va a ser más específica inhibiendo 

mayoritariamente el crecimiento de los mohos (Partanen, 2001). 

 

Figura 1.4. Supervivencia de las bacterias del ácido láctico y de los coliformes (log UFC/g de muestras) 
en el contenido gástrico (pH 4.5) cuando se utilizan diferentes ácidos orgánicos (adaptado de (Canibe et 
al., 2004)). 
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La concentración de ácido utilizada es otro factor a tener en cuenta. Canibe y 

colaboradores (2004), detectaron una disminución de los recuentos de las bacterias del 

ácido láctico, de enterobacterias y de levaduras tras la utilización de un 2 % de ácido 

benzoico, mientras que no se detectaron diferencias significativas tras la utilización de 

un 1% de ácido benzoico.  

 

Además de los efectos descritos previamente sobre la microbiota intestinal, muchos de 

los ácidos orgánicos (ácido cítrico, fumárico, fórmico, propiónico, sórbico, o el ácido 

málico) tienen un efecto positivo sobre los parámetros productivos de los animales (Han 

et al., 1998; Partanen y Mroz, 1999). 

 

1.2.2.4. Extractos de plantas 

 

Desde hace miles de años, las plantas y sus respectivos extractos han sido ampliamente 

utilizados en medicina humana y veterinaria. Más recientemente, la utilización de 

extractos de plantas ha ganado interés, en el campo de la nutrición animal, como posible 

alternativa a los antibióticos promotores de crecimiento. 

 

Una de las propiedades más importantes de los extractos de plantas es su efecto 

antimicrobiano. Este efecto va a depender básicamente del tipo de extracto utilizado, de 

la dosis empleada y la sensibilidad de los diferentes grupos bacterianos. Tras numerosos 

estudios in vitro, se puede afirmar que extractos de canela (cinamaldehido), tomillo 

(timol), orégano (carvacrol) y de clavo de olor (eugenol) tienen una alta actividad 

animicrobiana (Dorman y Deans, 2000; Hammer et al., 1999; Smith-Palmer et al., 

1998). 

 

En cuanto a la dosis utilizada, también se han observado algunas diferencias. Lee y Ahn 

(1998) demostraron en un estudio in vitro, que cantidades inferiores a 0,5 mg de 

cinamaldehído por disco no alteraban el crecimiento de los diferentes grupos 

bacterianos, mientras que cantidades de 5 mg inhibían claramente el crecimiento de 

Clostridium perfringens, Bacteroides fragilis y Bifidobaterium bifidum.  

 

Asimismo, se han observado diferencias entre los diferentes grupos bacterianos. Lee y 

Ahn (1998) demostraron que el cinamaldehído ejercía un efecto antimicrobiano más 
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potente frente a Clostridium perfringens, Bacteroides fragilis y Bifidobaterium bifidum 

que frente a Bifidobacterium longum y Lactobacillus acidophillus. 

 

Aunque los resultados obtenidos de los estudios in vitro no se pueden inferir 

directamente a las condiciones in vivo, aportan una información importante sobre su 

posible eficacia y su espectro de acción. De esta forma, una vez demostrado su efecto in 

vitro, se pueden seleccionar los productos a utilizar en condiciones in vivo. Sin 

embargo, los resultados obtenidos bajo condiciones in vivo, son muchas veces menos 

consistentes que los observados in vitro. 

 

En un estudio realizado por Jamroz y colaboradores (2002), los autores demostraron que 

mediante la utilización de una mezcla de capsicum, cinamaldehido y carvacrol, se 

reducían los recuentos de Escherichia coli y de Clostridium perfingens en ciegos de 

pollos. Adicionalmente, en cerdos destetados, utilizando una mezcla muy similar, 

Manzanilla y colaboradores (2004) observaron un incremento de los niveles de 

Lactobacillus spp.  

 

En cuanto al efecto de los extractos de plantas sobre los parámetros productivos, se han 

obtenido algunos resultados poco consistentes. Muchos estudios han demostrado un 

efecto positivo de la utilización de diferentes extractos de plantas sobre la ganancia 

media de peso (Velazques et al., 2005, Cullen et al., 2005; Kamel, 2001; Langhout, 

2000). Sin embargo, existen estudios donde no se han observado estos efectos 

significativos (Botsoglou et al., 2002). Esta falta de consistencia, se debe en gran parte a 

la variabilidad de los extractos de plantas presentes en el mercado. Además, son 

productos altamente heterogéneos y de difícil estandarización, ya que dependen del 

método de extracción, de las condiciones climáticas de la zona, de la región geográfica, 

de la edad de la planta, etc. Se cree que el efecto beneficioso sobre los parámetros 

productivos es debido a la acción que tienen sobre la microbiota intestinal. Tedesco y 

colaboradores (2005) detectaron una mejora de los parámetros productivos de los 

cerdos, conjuntamente con una reducción de los recuentos de las bacterias totales, de 

bacterias anaeróbicas, de Escherichia coli y de Enterococcus spp en los animales cuya 

dieta contenía extractos de plantas de Paeonia lactiflora o Portulaca oleracea. 
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Aunque la gran mayoría de extractos de plantas son utilizados en nutrición animal por 

sus propiedades antimicrobianas, también se ha demostrado que pueden tener un efecto 

antioxidante, antitoxigénico, antifúngico, etc. (Sakagami et al., 2001; Suhr y Nielsen, 

2003). 

 

1.2.2.5. Minerales 

 

El uso de minerales (especialmente el zinc y el cobre) en las dietas para animales de 

producción ha despertado mucho interés durante estos últimos años. Los minerales son 

elementos esenciales para determinadas funciones tanto en células eucariotas como en 

células procariotas, actuando como cofactores para un amplio rango de enzimas.  

Aunque el mecanismo de acción de estos minerales no es del todo conocido, se ha 

comprobado que la inclusión de cobre y de zinc permite reducir la tasa de problemas 

digestivos y mejoran el crecimiento de los lechones. Dichos efectos positivos se 

observan cuando la adición de los minerales se realiza en dosis altas (farmacológicas) y 

no en dosis recomendadas para las necesidades nutricionales de los animales. En un 

trabajo realizado a principios de los años 90 ya se demostró, de forma clara, que la 

administración de zinc, en dosis comprendidas entre 2000 y 3000 ppm, mejoraba el 

crecimiento de los lechones recién destetados (Hahn y Baker, 1993). Estos resultados 

han sido confirmados posteriormente por otros trabajos que además, han encontrado que 

niveles altos del óxido de zinc mejoran la consistencia de las heces y alteran el color de 

las mismas (Hill et al., 2000; Hill et al., 2001).  

 

Existe poca información del efecto de los minerales sobre la microbiota intestinal y la 

existente se basa en el análisis del efecto de los minerales sobre las heces. Utilizando 

altas dosis de óxido de zinc se mantiene una alta diversidad de los coliformes (Katouli 

et al., 1999), reduciendo la susceptibilidad de los cerdos a infecciones por Escherichia 

coli (Mores et al., 1998). Curiosamente, se ha observado que la inclusión de este 

mineral reduce los recuentos de bacterias del ácido láctico e incrementa el número 

coliformes y enterococci (Hojberg et al., 2005). En aves, se ha observado que la 

inclusión de 140 a 180 ppm de Zn mejora la supervivencia de aves de puesta cuando 

estas se infectan con Escherichia coli (Flinchum et al., 1989). También se han 

observado modificaciones sobre la microbiota intestinal de los cerdos cuando se utiliza 

el cobre. Concretamente se ha demostrado una reducción de las bacterias del ácido 
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láctico a lo largo de todo el tracto digestivo, así como una reducción de la cantidad de 

coliformes a nivel de colon (Hojberg et al., 2005). 

 

1.2.2.6. Otros 

 

De los muchos aditivos utilizados en la alimentación de los cerdos, los enzimas serían 

uno de los más importantes. Su incorporación en las raciones se ha utilizado 

principalmente para suplir las deficiencias enzimáticas de los lechones y mejorar la 

digestibilidad de la dieta. Mediante la degradación de diferentes substratos de la dieta 

(especialmente de PNAs) se limitan las fermentaciones excesivas y las alteraciones del 

equilibrio microbiano. Además, mediante la acción de las enzimas se diminuye la 

viscosidad de la digesta. Sin embargo, las mejoras en la digestión y en el ambiente 

intestinal obtenidas para lechones no son comparables con las obtenidas en las aves 

(Patridge, 2001).  

 

La incorporación de los nucleótidos en las dietas de los animales también juega un 

papel importante, tanto sobre el desarrollo del epitelio intestinal (Uauy et al., 1994), 

como sobre el sistema inmunitario del tracto digestivo (Kulkarni et al., 1986; Rueda et 

al., 2002). En referencia al efecto de los nucleótidos sobre la microbiota intestinal existe 

escasa información. Se ha observado una mejora de la consistencia de las heces tras 

añadir nucleótidos a las dietas de cerdos, sin que se alterara el grado de diversidad 

microbiana ni en el íleon ni en el ciego (Andrés, 2006). 

 

1.3. TÉCNICAS DE CARACTERIZACIÓN DE LA MICROBIOTA 

GASTROINTESTINAL 

 

1.3.1. Métodos directos 

 

Definimos como métodos directos aquellos que permiten el estudio cuantitativo y/o 

cualitativo de la microbiota mediante el cultivo o la detección directa de los mismos 

microorganismos. 
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1.3.1.1. Cultivos y pruebas bioquímicas 

 

Tradicionalmente la composición de la microbiota intestinal ha sido estudiada mediante 

la utilización de cultivos bacterianos (aeróbicos y/o anaeróbicos) y su subsiguiente 

caracterización fenotípica. Además, para el estudio de determinados microorganismos, 

se utilizan medios de cultivo selectivos que permiten el crecimiento de uno o de unos 

pocos tipos de microorganismos.  

 

Mediante estas técnicas, durante los años 70 se realizaron numerosos estudios 

describiendo nuevos géneros de especies bacterianas que habitan en el tracto digestivo 

(Finegold et al., 1983; Moore y Holdeman, 1974). En estos estudios, se observó que la 

mayoría de microorganismos que habitan el tracto digestivo de los cerdos son bacterias 

Gram-positivas, anaeróbicas estrictas. Utilizando los cultivos bacterianos se demostró 

que bacterias del género Streptococcus spp se podían aislar abundantemente (27 % del 

total de bacterias aisladas). Otros géneros cultivados a partir de heces de cerdo fueron 

Lactobacillus, Fusobacterium, Eubacterium, Bacteroides y Peptostreptococcus (Moore 

et al., 1987).  

 

La utilización de los cultivos bacterianos para el estudio de la microbiota intestinal 

presenta algunas limitaciones. El aislamiento de los microorganismos es laborioso y 

presenta una baja sensibilidad. De hecho, en la actualidad, con el desarrollo de nuevas 

técnicas más sensibles, se ha estimado que el porcentaje de bacterias cultivables sobre el 

total de la población bacteriana intestinal de los seres humanos esta entre el 10 y el 50 

% (Suau et al., 1999; Zoetendal et al., 1998). Algunos autores han estimado que entre el 

60 y el 80 % de las bacterias del tracto digestivo son no cultivables (Langendijk et al., 

1995) y que existe un grupo abundante de bacterias desconocidas. Con estos datos, 

parece obvio que la combinación de cultivos bacterianos con técnicas moleculares va a 

ser esencial para la obtención de un mejor conocimiento de la microbiota intestinal. 

 

1.3.1.2. Métodos moleculares  

 

El progreso en estos últimos años de diferentes técnicas moleculares ha permitido 

ampliar el conocimiento de la composición de la microbiota del tracto gastrointestinal. 

Estas aproximaciones se han realizado mayoritariamente mediante el estudio de la 
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secuencia del RNA de la sub-unidad pequeña del ribosoma bacteriano (también llamado 

16S RNA ribosomal [16S rRNA]) o de su propio gen (16S rDNA). Esta molécula es 

actualmente la más utilizada para el estudio de las relaciones filogenéticas entre grupos 

bacterianos, ya que contiene regiones altamente conservadas a lo largo de la evolución, 

conjuntamente con otras regiones variables que permiten la diferenciación entre 

microorganismos (Olsen et al., 1986).  

 

Dentro de este amplio grupo de técnicas y en función de los objetivos, se podrían 

clasificar en dos grandes grupos: técnicas cuantitativas y cualitativas.  

 

1.3.1.2.1. Métodos moleculares cualitativos 

 

Existen diferentes técnicas moleculares para el estudio de la composición de la 

microbiota intestinal de una forma cualitativa. Entre ellas, las más utilizadas son: el 

clonaje y la secuenciación, el polimorfismo de la longitud de los fragmentos de 

restricción (Restriction Fragment Length Polymorphism; RFLP) y la electroforesis en 

gel con gradiente desnaturalizante (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis; DGGE).  

 

1.3.1.2.1.1. Clonaje y secuenciación 

 

La utilización del clonaje, la secuenciación y el análisis filogenético del gen del 16S 

rRNA, se ha convertido en una poderosa herramienta para el estudio de los 

microorganismos que habitan en el tracto gastrointestinal. Esta técnica ha sido utilizada 

para analizar la diversidad bacteriana del tracto digestivo de humanos, cerdos, caballos, 

etc. (Daly et al., 2001; Hold et al., 2002; Leser et al., 2002; Suau et al., 1999; Wang et 

al., 2003). En seres humanos, y como ya se ha apuntado anteriormente en esta 

introducción, se demostró mediante esta técnica que únicamente un 24 % de las especies 

moleculares correspondían a microorganismos ya conocidos y reveló la existencia de un 

gran número de nuevas especies bacterianas (Suau et al., 1999). En este mismo estudio 

Suau y colaboradores (1999) demostraron que el 95 % de las secuencias encontradas 

correspondían a 3 grupos filogenéticos: Bacteroides spp, Clostridium coccoides y el 

subgrupo Clostridium leptum, siendo las bacterias del cluster Clostridium XIVa las más 

abundantes (46,3 %), seguidas del grupo Bacteroides (26,4 %). Otros autores han 

obtenido resultados similares (Tabla 1.2.) (Hold et al., 2002; Wang et al., 2003). 
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Tabla 1.2. Tabla comparativa de la distribución de las especies bacterianas en el tracto digestivo de los 
humanos, caballos y cerdos mediante la utilización del clonaje y la secuenciación del gen 16S rRNA 
(adaptado de (Wang et al., 2003)).  
 

Especie del origen 
Humana (35-68 años) Humana (70-82 años) Humana (45 años) Equina Porcina

Localización en el tracto gastrointestinal
Mucosa del íleon, del colon 
proximal y del colon distal 

Mucosa del colon Heces 
Mucosa y 

contenido digestivo 
del colon 

Contenido digestivo 
del íleon, del ciego 

y del colon 

Grupos

Proteobacteria (%) 20,9 2,7 1.8 2 5.3
Bacteroidetes (%) 27,7 26,4 30.9 20 11.2

Clostridium cluster IV (%) 8,9 14,5 20.1 8 29.1
Clostridium cluster XIVa (%) 24.7 46.3 44 37 33.3
Clostridium otros  clusters (%) 14.3 5,4 2.0 14 4.0

Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus (%) 1.1 0 0.7 2 12.3
Otras sequences (%) 2.4 4,7 0.5 17 4.8
Número de secuencias 361 110 284 272 4720

Presencia (%) 82 ~80 85 ~80 97.8

Autores Wang y col. 2003 Hold y col. 2002 Suau y col. 1999 Daly y col. 2001 Leser y col. 2002

Muestras analizadas

 

 

Estos trabajos, presentan la ventaja adicional de que la secuencia de ADN obtenida 

puede ser incorporada a las bases de datos existentes y utilizada posteriormente en otros 

estudios. Sin embargo, la utilización de la clonación y secuenciación para el estudio de 

la microbiota intestinal es un trabajo largo y tedioso, especialmente cuando se pretende 

trabajar con un gran número de muestras. Además, como todos los métodos 

dependientes de PCR, los resultados pueden estar sometidos a desviaciones derivadas 

de esta misma técnica.  

 

1.3.1.2.1.2. Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción (PCR-RFLP) o 

de los fragmentos terminales de restricción (PCR-tRFLP). 

 

Estas técnicas permiten comparar la composición de una comunidad bacteriana 

mediante el estudio del polimorfismo de la longitud de los diferentes fragmentos de 

restricción del gen del 16S rRNA o del gen que se haya utilizado. Concretamente, estas 

técnicas están basadas en la detección de variaciones en la longitud de los fragmentos de 

restricción que se producen cuando el ADN se trata con endonucleasas de restricción. 

Las diferencias en el tamaño de los fragmentos son consecuencia de la variación 

genética en relación con la presencia o ausencia de determinados sitios de 

reconocimiento o puntos de corte. 
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Brevemente, tras la extracción de ADN bacteriano, éste es amplificado mediante PCR 

con cebadores universales frente al gen del 16S rRNA. Estos cebadores pueden no estar 

marcados, caso de la PCR-RFLP, o marcados fluorescentemente, en el caso de la PCR-

tRFLP. El producto de amplificación es sometido a una o a varias digestiones con 

diferentes enzimas de restricción. Los productos de la digestión pueden ser visualizados 

en un gel de agarosa (PCR-RFLP) con fluorocromos de intercalación, como el bromuro 

de etidio, o visualizados mediante un gel de poliacrilamida de alta resolución, utilizando 

para ello un equipo de secuenciación.  

 

Esta técnica ha sido empleada para el estudio de la microbiota del tracto digestivo del 

cerdo (Leser et al., 2000). En este estudio, Leser y colaboradores (2000) demostraron la 

existencia de patrones de bandas comunes en todas las dietas estudiadas, mientras que 

detectaron algunos fragmentos específicos para cada una de las dietas analizadas. Tras 

la infección de estos animales con Brachyspira hyodysenteriae, los autores detectaron 

cambios en los patrones de bandas. Concretamente, desparecieron un total de 39 

fragmentos en uno o más grupos y apareciendo 18 nuevos fragmentos, sugiriendo una 

desestabilización de la comunidad bacteriana.  

 

En los seres humanos, la utilización de la PCR-tRFLP, con una posterior simulación 

informática, mostró que tanto el yeyuno como el íleon contienen comunidades 

compuestas mayoritariamente por streptococci, lactobacilli, Gamma-proteobacterias, 

Enterococcus spp y el grupo Bacteroides spp. En cuanto a los grupos de Clostridium 

coccoides y Clostridium leptum, éstos fueron encontrados predominantemente a nivel 

de ciego y heces (Hayashi et al., 2005). También se han detectado diferencias entre las 

poblaciones bacterianas que habitan en la mucosa y el lumen cecal de las aves de corral 

(Gong et al., 2002). 

 

La PCR-RFLP es más sencilla y menos laboriosa cuando se compara con el clonaje y la 

posterior secuenciación. Sin embargo presenta ciertos inconvenientes como son la 

necesidad de la secuenciación para identificar un determinado fragmento y la 

variabilidad generada por los sistemas de extracción del ADN, por los cebadores 

utilizados para la PCR y por los diferentes enzimas de restricción utilizados, etc.  
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1.3.1.2.1.3. Gradiente de desnaturalización (DGGE) o gradiente de temperatura 

(TGGE) del gel de electroforesis  

 

Las técnicas del PCR-DGGE o del PCR-TGGE han sido ampliamente utilizadas para el 

estudio de la composición de la microbiota intestinal. Mediante esta técnica, el gen del 

16S rRNA es amplificado mediante una PCR y posteriormente visualizado mediante un 

gel de poliacrilamida. En el caso de utilizar DGGE, los diferentes productos de la 

amplificación van a ser separados mediante la utilización de un incremento lineal del 

gradiente de agentes desnaturalizantes como la formamida o la urea, mientras que en el 

caso del TGGE la separación se va a producir por un incremento de la temperatura. La 

separación de los productos de la amplificación depende de la concentración de guanina 

y citosina que tenga la secuencia de ADN. De este modo, con esta técnica, fragmentos 

con la misma longitud van a poder ser separados en función de su estabilidad química o 

térmica (Fisher y Lerman, 1979). 

 

Esta técnica ha sido empleada para estudiar la diversidad de las poblaciones bacterianas 

del tracto digestivo de diferentes especies animales (Simpson et al., 2002; Simpson et 

al., 1999). En un estudio realizado por Simpson y colaboradores (2002), donde se 

analizaban muestras de heces de perros, los autores demostraron que mientras la gran 

mayoría de las bandas eran encontradas en todos los individuos, había algunas de ellas 

específicas de la raza, de la dieta o de la edad del animal. Además, en este mismo 

estudio, los autores observaron que el perfil de las bandas se agrupaba en función de la 

edad de los animales (jóvenes vs viejos) y en función del tamaño del animal (perros 

grandes vs perros pequeños). En el caso de los cerdos, también existen estudios donde 

se ha empleado la técnica del DGGE para el estudio de la composición bacteriana en los 

diferentes compartimentos de tracto digestivo (Simpson et al., 1999). Así, en este 

estudio, Simpson y colaboradores (1999) demostraron que la diversidad bacteriana era 

muy similar dentro de un tramo intestinal y el adyacente. Adicionalmente, también 

observaron diferencias en el patrón de bandas en función de la edad de los animales 

(cerdos lactantes, destetados y adultos). Más recientemente, otros autores han utilizado 

esta técnica para determinar los cambios producidos tras la administración de diferentes 

fuentes de carbohidratos. Konstantinov y colaboradores (2003) demostraron que los 

lechones alimentados con carbohidratos fermentables (pulpa de remolacha y 
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fructooligosacáridos) tenían una mayor diversidad bacteriana y una más rápida 

estabilización de la comunidad bacteriana del tracto digestivo. 

 

Al igual que con la técnica de la PCR-tRFLP, la utilización del DGGE o TGGE permite 

trabajar con un gran número de muestras de una forma relativamente sencilla.  

 

1.3.1.2.1.4. Análisis de la diversidad microbiana y generación de los dendrogramas 

 

Mediante la utilización de estas técnicas moleculares se va a poder calcular el grado de 

diversidad bacteriana. Concretamente, en el caso de utilizar técnicas como la PCR-

RFLP o bien la PCR-DGGE, a partir del gel se van a poder generar bases de datos con 

la movilidad relativa de las bandas --que se correlaciona con el tamaño de cada banda 

(en pares de bases), en el caso de la PCR-RFLP, o con el contenido G:C, en el caso de 

la PCR-DGGE-- y la intensidad de la banda. Con estos valores se va a poder calcular el 

grado de diversidad bacteriana.  

 

El término diversidad microbiana fue desarrollado originalmente en el ámbito de la 

macroecología. Actualmente, este término también es utilizado en el campo de la 

microbiología y engloba dos conceptos: la riqueza (número de especies dentro de una 

comunidad) y su abundancia. Existen varios índices para el cálculo de la diversidad 

microbiana. Concretamente en esta tesis se calculó mediante el número total de bandas 

obtenidas en cada muestra y mediante el índice de Shannon – Weaver (1963). El índice 

de Shannon - Weaver se calcula mediante la función: H’ = -∑Pi log Pi, donde Pi es la 

probabilidad de encontrar una determinada banda en un carril. Pi es calculada mediante 

la formula Pi = ni/nt donde ni es la altura de un pico determinado y nt es el sumatorio de 

todos los picos de una curva densitométrica (McCracken et al., 2001; Shannon y 

Weaver, 1963). 

 

Para visualizar la similitud  entre las diferentes poblaciones bacterianas se pueden 

construir diferentes dendrogramas mediante el cálculo la distancia de Manhattan (en 

esta tesis, para el cálculo del grado de similitud se tiene en cuenta tanto la 

presencia/ausencia de un banda como su intensidad, (Kaufmann y Rousseeuw, 1990)), 

el coeficiente de Dice (solo tiene en cuenta la presencia/ausencia de una banda), etc. 

Con estos valores se van a poder generar los dendrogramas mediante la utilización de un 
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software y la selección de diferentes algoritmos matemáticos (neighbour-joining, 

UPGMA...). 

 

1.3.1.2.2. Métodos moleculares cuantitativos 

 

Dentro de este grupo hay que destacar técnicas como la hibridación in situ fluorescente 

(FISH) y la PCR cuantitativa a tiempo real. Con ambas técnicas vamos a poder mesurar 

la abundancia relativa de una familia, de un género o de una especie bacteriana. 

 

1.3.1.2.2.1. Hibridación in situ fluorescente (FISH) 

 

La hibridación in situ fluorescente se basa en la utilización de sondas marcadas con 

diferentes fluorocromos que hibridan en el 16S rRNA. En función de la especificidad de 

la sonda, se pueden contabilizar diferentes grupos. Así, si se utilizan sondas poco 

específicas se obtiene la cantidad de bacterias totales, mientras que cuando se utilizan 

sondas más específicas se puede llegar a cuantificar determinadas especies bacterianas 

(Moter y Gobel, 2000). 

 

Una vez realizada la hibridación, el contaje de las células fluorescentes se puede realizar 

de dos modos diferentes. El más comúnmente utilizado es el contaje manual o 

semiautomático mediante la utilización de un microscopio de epifluorescencia. Sin 

embargo, este sistema es lento y laborioso. Por este motivo, actualmente se intenta 

complementar esta técnica con un citómetro de flujo, permitiendo así contajes más 

rápidos y sensibles. Una ventaja muy clara de la utilización de esta técnica es que no se 

produce ninguna desviación por la extracción o la PCR. Sin embargo, es una técnica 

que está influenciada por el estatus metabólico de las bacterias. 

 

Existen numerosos estudios científicos donde se caracteriza la población bacteriana de 

las heces de los seres humanos mediante la técnica del FISH (Franks et al., 1998; 

Harmsen et al., 2002). Mediante la revisión de estos estudios se puede extraer la 

información presentada en la Tabla 1.3.. 
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Tabla 1.3. Cantidad y porcentajes de diferentes grupos bacterianos encontradas en las heces de los seres 
humanos mediante la utilización de diferentes sondas fluorescentes (Franks et al., 1998; Harmsen et al., 
2002). 
 

Sonda Bacteria Contajes Porcentaje Autores

0,60%

0,08%

Harsem et al .2002

Lach-0571 Lachnospira 4,9 x109 celulas/g de heces 3,60% Harsem et al .2002

Phasco-0741 Phascolarctobacterium 8,8 x108 celulas/g de heces

2,3 x109 celulas/g de heces

Veil-0223 Veillonella 3,3 x107 celulas/g de heces

-

Harsem et al. 2002

Harsem et al .2002

Ehal-1469 Eubacterium Halli 8,5 x109 celulas/g de heces 3,8% Harsem et al .2002

Ecyl-0387 Eubacterium cylindois

9,4 x109 celulas/g de heces

1,8%

Frank et al. 1998

Rflav-0729   
Rbrom-0730

Ruminococcus flavefaciens       
Ruminococcus bromiae 1,2 x1010 celulas/g de heces 10,3% Harsem et al. 2002

Chis-0150 Clostridium histolytium

5,4 x1010 celulas/g de heces

<1%

Frank et al. 1998

Strc-0493 Streptococcus y Lactococcus - <1% Frank et al. 1998

Bif-0164 Bifidobacteria

20%

3%

Frank et al. 1998

Erec-0482
Especifica para Clostridia y Eubacteria del 

grupo Clostridium cluster XIVa y XIVb 7,2 x1010 celulas/g de heces 29% Frank et al. 1998

Bfra-0602        
Bdis-0656

Bacteroides fragilis  + Bacteroides distasonis

 

La gran mayoría de los estudios realizados en la especie humana se realizan a partir de 

muestras de heces. Sin embargo, en cerdos, existen trabajos donde se ha utilizado la 

técnica del FISH para el estudio de la composición bacteriana a lo largo de todo el tracto 

digestivo (Castillo et al., 2007b). De este estudio, se puede extraer que bacterias del 

grupo Clostridium cluster XIVa (10 - 19 %), Clostridium cluster IX (4,7 - 7,7 %) y 

bacterias del grupo Bacteroides/Prevotella (4,5 y un 10 %) representan los grupos 

bacterianos predominantes en el intestino grueso de los cerdos, mientras que 

microorganismos del género Streptococcus spp y Lactobacillus spp representan entre un 

0,5 y un 2 % de la población bacteriana total (Figura 1.3.). 

 

1.3.1.2.2.2. PCR cuantitativa a tiempo real. 

 

Esta técnica se basa en la detección y cuantificación del producto amplificado en cada 

uno de los ciclos de amplificación de la reacción de la cadena de la polimerasa. Para 

poder determinar el número inicial de copias de ADN de la muestra analizada, es 

necesario construir una curva de calibración mediante la utilización de unos estándares 

con un número de copias de ADN conocidas. 
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Actualmente los dos sistemas más utilizados para la cuantificación del ADN son el 

sistema SYBR-Green® y el sistema Taqman®. Mediante el sistema SYBR-Green ®, los 

fluorocromos solo emiten fluorescencia cuando éstos están unidos a una doble cadena 

de ADN. Mediante este sistema, es necesario que la reacción de amplificación sea 

altamente específica ya que cualquier ADN amplificado incluso los dímeros de los 

cebadores van a ser contabilizados como ADN amplificado. 

 

En cuanto al sistema Taqman®, permite detectar únicamente las moléculas de ADN que 

son objetivo de nuestra cuantificación. Este sistema se basa en la utilización de una 

sonda marcada con un fluorocromo y un secuestrador de fluorescencia. De esta forma, 

cuando la enzima Taq-polimerasa llega donde esta la sonda, ésta se rompe y separa el 

fluorocromo del secuestrador. Es la separación de los fluorocromos lo que provoca la 

emisión de fluorescencia.  

 

Esta metodología ha sido aplicada para el estudio de la composición de la microbiota 

del tracto digestivo de los seres humanos (Matsuki et al., 2002), de los rumiantes 

(Tajima et al., 2001), de las aves (Selim et al., 2005) y de los cerdos (Castillo et al., 

2006a; Castillo et al., 2006b; Hill et al., 2005). Particularmente en el cerdo, Hill y 

colaboradores (2005) mediante una PCR a tiempo real, cuantificaron diferentes 

bacterias como Clostridium spp, Streptococcus alactolyticus y Lactobacillus 

amylovorus. También en cerdos, Castillo y colaboradores (2007a) mediante la 

utilización de una PCR cuantitativa determinaron la cantidad de lactobacilli y 

enterobacterias y demostraron que los cerdos destetados presentaban una mayor ratio 

enterobacteria: lactobacilli que los cerdos lactantes.  

 

1.3.2. Métodos indirectos 

 

La utilización de los métodos indirectos nos permite el estudio de la microbiota 

gastrointestinal mediante la determinación de su actividad metabólica. Estos métodos 

pueden basarse en la concentración de productos de la fermentación (AGVs), la 

concentración de bases púricas o bien diferentes actividades enzimáticas.  
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1.3.2.1. Ácidos grasos volátiles (AGVs) 

 

De la fermentación de los carbohidratos se obtienen diferentes ácidos grasos volátiles 

(ácido acético, ácido propiónico, ácido butírico) conjuntamente con otros productos 

intermedios (lactato y succinato) y gases (hidrógeno y metano). La cuantificación de 

estos productos puede correlacionarse con la actividad microbiana o metabólica que 

tiene lugar en el intestino. Por este motivo, se han utilizado los cambios en el perfil de 

AGVs para evaluar la acción de diferentes carbohidratos sobre la población bacteriana. 

Como se ha observado en numerosos estudios in vitro, las proporciones de AGVs van a 

cambiar en función del sustrato utilizado (Cummings y Macfarlane, 1991). Por ejemplo 

se ha descrito un incremento de las concentraciones de ácido butírico y ácido propiónico 

en paralelo con una mayor actividad amilolítica (Duncan et al., 2003). También se han 

correlacionado aumentos en las concentraciones totales de AGVs con una mayor 

actividad de los microorganismos del ácido láctico (Jiang y Savaiano, 1997).  

 

1.3.2.2. Bases púricas 

 

La cantidad de bases púricas de la digesta ha sido tradicionalmente utilizada como 

marcador microbiano (Zinn y Owens, 1986). Debido a que los ácidos nucleicos de los 

alimentos tienen una rápida degradación en el tracto digestivo, la determinación de las 

bases púricas de la digesta puede ser utilizada como marcador microbiano. Esta técnica 

fue originariamente utilizada para el estudio de la síntesis microbiana de los rumiantes 

(Zinn y Owens, 1986). Más recientemente, esta determinación ha sido empleada en 

animales monogástricos. Así, en un estudio realizado por Martinez-Puig y 

colaboradores (2003), los autores demostraron que los cerdos alimentados con dietas 

con alto contenido en almidón resistente presentan mayores cantidades de bases púricas 

en heces. 

 

1.3.2.3. Actividades enzimáticas 

 

La determinación de diferentes actividades enzimáticas microbianas nos permite 

estudiar de forma indirecta la microbiota que habita en el tracto digestivo. Mediante esta 

técnica podemos obtener una aproximación de la actividad metabólica de determinados 

grupos bacterianos. Habitualmente se cuantifican las actividades amilasa y celulasa. 
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Estas actividades nos permiten cuantificar la actividad de la población bacteriana capaz 

de fermentar este tipo de sustratos. Morales y colaboradores (2002) detectaron cambios 

en la actividad amilolítica y celulolítica de la microbiota del intestino grueso en cerdos 

alimentados con dietas a base de maíz y sorgo. 
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CAPÍTULO 2 

OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL 
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En los últimos años se han realizado muchos avances en la producción porcina para 

mejorar el estatus sanitario de las granjas. Sin embargo, actualmente, todavía se 

observan problemas digestivos que se concentran especialmente durante la fase del 

destete de los lechones y durante la entrada en la fase del engorde. Además, hay que 

considerar que la problemática digestiva podría empeorar con las recientes 

prohibiciones del uso de los antibióticos como promotores de crecimiento.  

 

Esta tesis forma parte del proyecto AGL2001-2624-C02-02 que pretende profundizar en 

el conocimiento del proceso digestivo en la especie porcina y, más concretamente, sobre 

el efecto de diferentes fuentes de carbohidratos, como componente principal de la dieta, 

en los procesos digestivos, la microbiota intestinal y el sistema inmune de los cerdos. 

Concretamente, esta tesis esta focalizada en el estudio de la composición de la 

microbiota intestinal a lo largo del tracto digestivo y el efecto de diferentes dietas sobre 

las poblaciones bacterianas.  

 

El presente trabajo tiene como objetivo principal estudiar, mediante diferentes técnicas 

de biología molecular, la composición de la microbiota del tracto digestivo de los 

cerdos y los cambios que en ella se producen en diferentes condiciones. Para ello, se 

consideró oportuno: 

 

1. Evaluar las poblaciones bacterianas a lo largo del tracto gastrointestinal 

en cerdos recién destetados y alimentados con piensos suplementados con 

diferentes aditivos mediante la utilización de la técnica del polimorfismo de la 

longitud de los diferentes fragmentos de restricción (PCR-RFLP). 

 

2. Estudiar la adaptación de las poblaciones microbianas del tracto 

gastrointestinal del cerdo a diferentes fuentes de fibra dietética mediante la 

utilización de diferentes técnicas como la comparación de la longitud de los 

diferentes fragmentos de restricción (PCR-RFLP), la PCR a tiempo real y la 

hibridación in situ fluorescente (FISH).  

 

3. Estudiar el efecto de una infección experimental con una bacteria 

entérica patógena sobre la población microbiana del intestino del cerdo. 
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CAPÍTULO 3 

CAMBIOS EN LAS POBLACIONES BACTERIANAS DEL TRACTO  

GASTROINTESTINAL EN CERDOS RECIEN DESTETADOS Y  

ALIMENTADOS CON PIENSOS SUPLEMENTADOS 

CON DIFERENTES ADITIVOS 
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3.1. Introducción 

 

El destete es uno de los periodos más críticos del ciclo productivo de los cerdos. Este 

hecho se debe a que, en este corto periodo de tiempo, el animal se enfrenta a muchos 

cambios, tanto sociales, como ambientales y dietéticos. La combinación de estas nuevas 

circunstancias genera estrés a los animales, favoreciendo así la ocurrencia de diferentes 

enfermedades bacterianas y víricas (Wallgren y Melin, 2001). Durante muchos años, los 

antibióticos promotores del crecimiento (AGPs) han sido utilizados para mejorar las 

ganancias de peso de los animales y para controlar el sobrecrecimiento de las bacterias 

patógenas, especialmente durante este crítico periodo (Cromwell, 2002; Jensen, 1998). 

Sin embargo, actualmente existe una gran preocupación en cuanto al desarrollo de 

resistencias antimicrobianas y, por este motivo, la Unión Europea ha prohibido la 

utilización de los AGPs en producción animal (Reglamento 2821/98/CE). Este hecho ha 

provocado un interés en mejorar el conocimiento del proceso digestivo, y en concreto, 

de la composición de la microbiota intestinal de los cerdos, con el fin de encontrar 

nuevas estrategias alimentarias que ayuden a evitar infecciones causadas por bacterias 

patógenas y, en definitiva, de mantener a los animales en un mejor estado sanitario. Esta 

necesidad de profundizar en el conocimiento del ecosistema del tracto digestivo ha 

coincidido con la aparición e implementación de técnicas moleculares en diferentes 

campos de la ciencia, también en la microbiología, que permiten tener una visión mucho 

más amplia de estos sistemas complejos.  

 

Actualmente, existen diferentes aditivos, como los extractos de plantas o acidificantes, 

que se están utilizando como alternativas a los antibióticos promotores del crecimiento. 

El amplio espectro antimicrobiano de algunos extractos de plantas como el timol, el 

orégano y la canela, ha sido claramente demostrado en diferentes estudios in vitro 

(Dorman y Deans, 2000; Smith-Palmer et al., 1998). Sin embargo, los resultados son 

menos consistentes bajo condiciones in vivo. Es por este motivo que se necesita más 

información sobre la acción de estos componentes in vivo para considerar los extractos 

de plantas como alternativas reales a los antibióticos promotores del crecimiento. Por 

otro lado, la acidificación de la dieta mediante el uso de ácidos orgánicos, o de sus sales, 

constituye otra alternativa a los AGPs. Estos productos mejoran los rendimientos 

productivos de los animales, tienen capacidad antimicrobiana y facilitan la digestión de 

proteínas (Partanen y Mroz, 1999; Paulicks et al., 1996). Además, en un estudio 
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realizado por Galfi y Bokori (1990), los autores demostraron que mediante la 

suplementación de la dieta con butirato de sodio, se reducía la cantidad de coliformes y 

se incrementaba el número de Lactobacillus spp en el íleon. Sin embargo, existen pocos 

trabajos donde se analice el efecto global de los acidificantes sobre el ecosistema 

bacteriano del tracto digestivo. 

 

Este primer trabajo persigue principalmente dos objetivos. En primer lugar, desarrollar 

la técnica de PCR-RFLP para valorar la microbiota del tracto digestivo en la especie 

porcina y, en segundo lugar y a través del uso de esta técnica, estudiar el efecto de 

diferentes aditivos (un acidificante, un extracto de plantas y un antibiótico) sobre las 

poblaciones bacterianas del tracto digestivo.  

 

3.2. Materiales y métodos 

 

3.2.1. Animales, alojamiento y manejo  

 

La prueba fue realizada en la unidad experimental de la Universitat Autònoma de 

Barcelona, con la aprobación previa de la Comisión de Ética para la Experimentación 

Animal y Humana de la misma universidad. Todos los procedimientos relacionados con 

animales fueron realizados de acuerdo con la normativa europea (Directiva 

86/609/CEE). 

 

Un total de treinta y dos cerdos recién destetados, cruzados de Pietrain x (Landrace x 

Large White), machos y hembras mezclados, y procedentes de diez camadas diferentes, 

fueron seleccionados de una granja comercial. Estos cerdos fueron destetados a los 

20±2 días de edad, con una peso medio de 5,9±0,7 kg. Los animales fueron distribuidos 

en 4 grupos (8 animales por dieta) teniendo en cuenta su peso inicial y su camada de 

origen, para obtener grupos homogéneos. Todos los animales fueron alojados en una 

sala con el ambiente controlado, donde la temperatura fue gradualmente reducida de 29 

a 25 ºC, durante el periodo de 3 semanas de duración del ensayo.  
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3.2.2. Dietas y diseño experimental  

 

Los cerdos fueron alimentados con cuatro dietas diferentes. El grupo control (grupo CT) 

recibió una dieta formulada a base de cereales (60 %), subproductos de la leche (20 %), 

concentrado proteico de soja (6 %), harina de pescado de baja temperatura (5 %), harina 

de soja 44 % (4 %) y grasa de soja (4 %) como principales ingredientes (ver Tabla 3.1.). 

Los tres grupos restantes recibieron la misma dieta añadiendo tres aditivos diferentes: 

0,04 % de avilamicina (grupo AB), 0,3 % de butirato sodio (grupo AC) o 0,03 % de un 

extracto de plantas comercial (5% carvacrol (Origanum spp), 3 % cinnamaldehído 

(Cinnamonum spp) y 2 % oleoresina de capsicum (Capsicum annum) (grupo XT). Los 

animales fueron alimentados ad libitum con las dietas experimentales y con libre acceso 

al agua durante tres semanas.  

 

3.2.3. Controles y toma de muestras  

 

Los animales fueron pesados semanalmente y se calculó la ganancia media diaria de 

peso (ADG). Después de tres semanas con las dietas experimentales, los cerdos fueron 

sacrificados mediante una inyección intravenosa de pentobarbital sódico (200 mg/kg 

peso vivo, Dolethal, Vetoquinol, S.A., Madrid, España). El sacrificio se realizó en 2 

días (día 19 y día 21 del estudio), a razón de 4 animales/grupo/día. Tras el sacrificio de 

los animales, se abrió el abdomen y se extrajo todo el tracto digestivo. Se recogieron 

muestras del contenido luminal del estómago (ST), yeyuno proximal (PJ), yeyuno distal 

(DJ), íleon (I), ciego (C), colon proximal (PC), colon distal (DC) y recto (R). Se recogió 

aproximadamente 1 g de digesta de cada uno de los tramos del tracto digestivo en tubos 

estériles con 3 mL de etanol al 98 % y fueron almacenados a 4ºC hasta su 

procesamiento (Castillo et al., 2007b; Murphy et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Experimento I 47 

Tabla 3.1. Composición (g/kg) de la dieta control (en materia fresca) y contenido de nutrientes de las 
dietas (en g/kg de materia fresca). 
 

Ingredientes g/kg

Maíz 277,8
Cebada 300,0
Concentrado de soja 44 % 40,0
Grano de soja extrusionado 40,0
Concentrado de proteína de soja1 60,0
Harina de pescado LT2 50,0
Suero desecado 40,0
Suero ácido3 150,0
Gluten de trigo 6,8
Sepiolita (en arena) 10,0
Fosfato bicálcico 11,0
L-lisina HCl 4,4
DL-metionina 2,7
L-treonina 1,9
L-triptófano 0,4
Cloruro de colina  50% 2,0
Premezcla de vitaminas y minerales4 3,0

Nutrientes g/kg

Materia seca 894,0
Proteína cruda 184,1
Fibra bruta 28,0
Extracto etéreo 51,1
Ca 6,4
Na 2,8
P disponible 4,0
Lisina 13,6
Metionina 6,2
Triptófano 2,5
Treonina 9,1
Energía metabolizable Mcal/kg 3,3

 

 
1 Soycomil (Indukern S.A., Barcelona). 
2 Harina de pescado LT: producto obtenido eliminando la mayor parte del agua y algunos aceites del 
pescado mediante calor a bajas temperaturas (< 70 ºC) y comprimido. 
3.Suero ácido: producto obtenido mediante desecación del suero fresco (derivado de la fabricación de 
quesos) que han sido pasteurizados  
4 Aporta por kg de pienso: 13500 UI de vitamina A, 2000 UI de vitamina D3, 80 mg de vitamina E, 3 mg 
de vitamina B1, 8 mg de vitamina B2, 5 mg de vitamina B6, 0,04 mg de vitamina B12, 40 mg de ácido 
nicotínico, 15 mg de pantotenato cálcico, 1,3 mg de ácido fólico, 0,15 mg de biotina, 4 mg de vitamina 
K3, 120 mg de Fe como hierro carbonato, 175 mg de Cu como sulfato de cobre, 110 mg de Zn como 
óxido de zinc, 65 mg de Mn com sulfato de manganeso, 1 mg de I como iodato potasio, 0,10 mg de Se 
como selenito sódico.  
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3.2.4. Procesado de las muestras 

 

3.2.4.1. Extracción del ADN y técnica de PCR 
 
Previamente a la extracción del ADN, se realizaron 2 lavados de cada muestra con agua 

de peptona estéril (400 mg de contenido digestivo). El ADN fue extraído mediante la 

utilización del Mini kit QIAamp DNA Stool (Qiagen Inc., Chatsworth, Calif) siguiendo 

las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones. En una fase inicial del 

método de extracción, se añadieron 140 µl de una solución con 10 mg/mL de lisozima 

en Tris-EDTA buffer (pH 8,0) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) al tampón 

de lisis y se incubó a 37ºC, durante 30 minutos, para mejorar la extracción del ADN de 

las bacterias Gram-positivas. Al final del método de extracción, se añadieron 2 µl de 

Ribonuclease-A y 4µl de 0,8 µg/mL BSA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 

en cada muestra, para eliminar restos de RNA y estabilizar el DNA obtenido. El ADN 

fue almacenado a -20ºC hasta la realización de la PCR.  

 

La PCR fue realizada mediante la utilización de la Master mix AmpliTaq Gold® 

(Applied Biosystems, CA, USA) en un volumen total de 50 µl. La PCR consistía en 

0,05 U/µl de AmpliTaq Gold polymerase, 0,8 µM de cada primer, 0,1% de Tween 20, 5 

µl de ADN (∼100 ng) y agua autoclavada de 18 MΩ. El gen del 16S rRNA fue 

amplificado mediante la utilización de los cebadores: 357fm (5’-

CTACGGGAGGCAGCAGT-3’) y 907rm (5’-CCGTCWATTCMTTTGAGTTT-3’) 

diseñados por Lane (1991) con alguna modificación menor. Las condiciones de 

amplificación fueron las siguientes: activación de la TaqGold a 94ºC (4 min); 35 ciclos 

de desnaturalización a 94ºC (1 min), annealing a 45ºC (1 min) con un incremento de 

0,1ºC por ciclo, extensión a 72ºC (1 min 15 s) y una extensión final a 72ºC (15 min). 

 

3.2.4.2. Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) 

 

Cada producto de la PCR fue digerido mediante 4 enzimas de restricción: AluI, RsaI, 

HpaII y CfoI (F.Hoffmann-LaRoche Ltd Group, Basel, Switzerland) en cuatro 

reacciones independientes. La mezcla (10 µl en total) contenía 8 µl del producto de la 

PCR, 1 µl del buffer SA (F.Hoffmann-La Roche Ltd Group, Basel, Switzerland) y 1 µl 

(10 U) de cada enzima de restricción. Las muestras fueron incubadas durante 3 horas a 
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37ºC. Los diferentes fragmentos obtenidos fueron separados por electroforesis en geles 

de agarosa de alta resolución al 2 % (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) y 

visualizados mediante la tinción con bromuro de etidio (0,5 µg/mL). El marcador “Step 

ladder 50 bp” (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) fue utilizado como marcador 

del peso molecular del ADN. A su vez, una mezcla de ADN amplificado de diferentes 

bacterias (Pasteurella multocida, Enterococcus faecalis y Clostridium perfringens) y 

cortado con la enzima RsaI también se utilizó como control de peso molecular. Las 

bandas del ADN fueron visualizadas con ayuda de un transiluminador, el Chemigenious 

Image System (SynGene, Cambrige, UK) y utilizando el software GeneSnap (SynGene 

Analysis Cambridge, UK. Versión 3.02.00). El tamaño de cada fragmento de restricción 

y la intensidad de las bandas fue calculado mediante el software Gene Tools Versión 

3.02.00 (SynGene Analysis Cambridge, UK). Para reducir las variaciones subjetivas 

durante la observación de los geles, se descartaron los picos con una intensidad inferior 

a 60 unidades. El ruido de fondo fue eliminado utilizando el método del rolling-disk con 

un radio de 30. Finalmente, se obtuvo un total de 4 perfiles de bandas por cada muestra, 

correspondientes a los cortes con los 4 enzimas de restricción, anteriormente 

mencionados.  

 

3.2.4.3. Análisis de los fragmentos de restricción 
 
A partir del análisis de los fragmentos de restricción se calculó la diversidad bacteriana 

y el grado de similitud.  

 

Para el cálculo de la diversidad bacteriana se utilizaron dos parámetros: el número 

total de bandas y el índice de Shannon-Weaver H’ (Shannon y Weaver, 1963). El 

número total de bandas fue calculado, para todas las muestras recogidas en el estudio, 

como el sumatorio total de las bandas obtenidas en las cuatro reacciones enzimáticas. El 

índice de Shannon-Weaver (H’) fue calculado a partir de las muestras de digesta del 

yeyuno distal y del colon proximal mediante la función: H’ = -∑Pi log Pi, donde Pi es 

la probabilidad de encontrar una determinada banda en un carril. Así, Pi fue calculado 

mediante la formula Pi = ni/nt donde ni es la altura de un pico determinado y nt es el 

sumatorio de todos los picos de una curva densitométrica. El valor final del índice de 

Shannon-Weaver fue obtenido como promedio del índice de Shannon-Weaver obtenido 

de cada animal. 
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Para comparar la similitud  de la composición de las bacterias entre las diferentes dietas 

experimentales y entre los diferentes tramos intestinales, se construyeron diferentes 

dendrogramas mediante el cálculo de la distancia de Manhattan (DM) (Kaufmann y 

Rousseeuw, 1990): 
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ai: altura inicial de bandas en un carril. 

af: altura final de bandas en un carril. 

an.ern: altura de la banda n para un enzima de restricción n. 

am.erm: altura de una banda m para un enzima de restricción m. 

eri: enzima de restricción inicial. 

erf: enzima de restricción final. 

 

Los valores de este coeficiente van de 0 a 100. Para su cálculo se tuvieron en cuenta 

tanto la presencia como la ausencia de una banda y su intensidad (altura de los picos de 

las curvas densitométricas). A partir de la matriz de distancias se crearon diferentes 

dendrogramas mediante el algoritmo de neighbour-joining.  

 

3.2.5. Análisis estadístico 

 

El efecto de la dieta y del tramo gastrointestinal sobre el número de bandas fue 

examinado mediante pruebas no paramétricas (Kruskall-Wallis), utilizando el programa 

estadístico SAS (SAS Institute, INC. 8.2, Cary, NC). Los resultados estadísticamente 

significativos (p<0,05) fueron posteriormente analizados mediante el test de Wilcoxon 

(comparaciones 2x2) aplicando la corrección de Bonferroni para múltiples 

comparaciones. El efecto dieta sobre el índice de Shannon-Weaver y los parámetros 

productivos fueron analizado mediante el procedimiento GLM (general linear model) 

del SAS. Para todos los análisis, la significación estadística se determinó para valores de 

p<0,05. 
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3.3. Resultados 

 

3.3.1. Parámetros clínicos y productivos 

 

No se observó ningún episodio de diarrea ni ningún otro signo clínico durante todo el 

periodo experimental. Cabe remarcar, que tampoco hubo diferencias significativas en 

los parámetros productivos estudiados. Sin embargo, los animales alimentados con la 

dieta AC o la dieta AB tendían a tener (p=0,08) un mayor peso promedio el día del 

sacrificio que el grupo alimentado con la dieta CT (AC=11,2±1,4, AB=11,0±1,1, 

XT=10,5±1,4 y CT=9,9±0,85 kg). Además, los animales que recibieron dietas con 

alguno de los aditivos tendieron a tener (p=0,069) una mayor ganancia media diaria de 

peso (ADG) que el grupo control (CT=124,7±19,1 g, AB=177,4±57,5 g, 

AC=177,6±33,1 g y XT=165,9±37,4 g).  

 

3.3.2. Diversidad bacteriana 

 

3.3.2.1. Número de bandas obtenidas mediante PCR-RFLP.  

 

Como ya se ha comentado, el número de bandas para cada tramo gastrointestinal y cada 

animal se obtuvo como el sumatorio total de las bandas obtenidas en las cuatro 

reacciones enzimáticas (Figura 3.1.). 

 

El valor promedio del número de bandas varió desde 18 a 46 bandas por grupo (ver 

Figura 3.2.). Para todas las dietas, el número de bandas fue mayor en los tramos 

intestinales distales (con valores entre 32,5 y 46,9) que en los tramos intestinales 

proximales (de 18,6 a 32,62) (p<0,05). Este efecto fue más pronunciado en las dietas 

AC y AB.  
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Figura 3.1. Comparación de los patrones de bandas obtenidos mediante la PCR – RFLP y la utilización 
del enzima Alu I en el colon proximal de los 4 animales sacrificados a día 19. Los cerdos fueron 
alimentados con una dieta control (CT) o con la misma dieta con el 0,04 % de avilamicina (AB), o el 0,3 
% del ácido butírico (AC) o el 0,03 % del extracto de plantas. Los diferentes números en la parte superior 
muestran la referencia del animal. Los números en la parte inferior indican el número de bandas por carril 
y su promedio.  
 

              1     2     3     4            1     2     3     4           1     2     3     4          1      2    3     4  

             
              9    13  12   10          10     7    8      7           9     8     9    11         6      9    10    8  
                       AC                            AB                              CT                            XT 
  

Promedio      11                              8                                9,25                        8,25 

 

 

Figura 3.2. Diversidad microbiana en los diferentes tramos intestinales del tracto digestivo. Los cerdos 
fueron alimentados con una dieta control (CT) o con la misma dieta con el 0,04 % de avilamicina (AB), o 
el 0,3 % del ácido butírico (AC) o el 0,03 % del extracto de plantas. Las muestras fueron obtenidas a 
partir de contenido del estómago (ST), del yeyuno proximal (PJ) del yeyuno distal (DJ) del íleon (I), del 
colon proximal (PC), del colon distal (DC) y del recto(R). Las barras de error representan la desviación 
estándar. Letras diferentes (a, b, c) implican diferencias significativas entre tratamientos para un mismo 
tramo (p<0,05). 
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En algunos tramos del tracto gastrointestinal, concretamente en yeyuno distal y en 

ciego, se observaron diferencias significativas entre los cuatro animales sacrificados a 

los 19 días y los cuatro animales sacrificados a los 21 días, pertenecientes a una misma 

dieta. Este “efecto sacrificio” se observó en estos tramos concretos, en todas las dietas. 

A modo de ejemplo, en el yeyuno distal, los animales del grupo AC, sacrificados el día 

19 presentaban un promedio de 38 bandas, mientras que los sacrificados a los 21 días 

presentaban un promedio de 27 bandas (p= 0,0029). En el ciego, los cuatro animales del 

grupo AC sacrificados el día 19 presentaban un promedio de 45 bandas, mientras que 

los sacrificados a los 21 días presentaban un promedio de 38 bandas (p= 0,02).  

 

Se detectaron diferencias estadísticamente significativas entre dietas a nivel de los 

tramos intestinales más distales (C, PC, DC y R). Las diferencias más significativas 

fueron observadas entre las dietas AC y XT. Globalmente, en todos los tramos 

intestinales distales, los animales alimentados con la dieta AC tuvieron un mayor 

número de bandas que los animales alimentados con la dieta XT. Únicamente a nivel 

del recto, los animales que recibieron la dieta AC tuvieron un mayor número de bandas 

que la dieta CT. También en este mismo tramo los animales alimentados con la dieta 

XT tuvieron un menor número de bandas que la dieta CT. 

 

3.3.2.2. Índice de Shannon – Weaver en el yeyuno distal y colon proximal 

 

En el yeyuno distal, mediante el cálculo del índice de Shannon-Weaver, no se 

detectaron diferencias significativas entre las diferentes dietas experimentales (Tabla 

3.2.). Sin embargo, se observó una disminución del grado de diversidad bacteriana en 

función del día de sacrificio (primer día = 1,32, segundo día = 1,20).  

En cambio, en el colon proximal se observó que la diversidad microbiana dependía de la 

dieta administrada (Tabla 3.2.). Los animales alimentados con la dieta AC tuvieron una 

mayor diversidad bacteriana con respeto al resto de dietas experimentales. Por el 

contrario, los animales alimentados con la dieta XT tuvieron una menor diversidad 

bacteriana con respeto al grupo AC y CT. No se observaron diferencias signficativas 

entre la diversidad bacteriana de los animales alimentados con la dieta AB y los 

animales alimentados con la dieta CT.  
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Comparando el grado de diversidad entre el yeyuno distal y el colon proximal se 

observaron diferencias significativas entre estos dos tramos (1,26 y 1,41 

respectivamente p = 0,0001). 

 

Tabla 3.2. Efecto de la dieta sobre el grado de diversidad microbiana (índice de Shannon – Weaver) en la 
digesta del yeyuno distal y del colon proximal. Letras diferentes (a, b, c) implican diferencias 
significativas entre tratamientos para un mismo tramo (p<0,05). 
 
 

Índice Shannon AC AB CT XT *EEM p-valor dieta p- valor sacrificio p-valor dieta*sacrificio
Yeyuno distal  1,32  1,26  1,23  1,22  0,028  0,07 0,0004 0,7649 

Colon proximal 1,48a 1,39bc 1,42b 1,37c
0,0188 0,0018 0,098 0,34

Dietas

 

 

*EEM = Error estandad de la media  

 

 

3.3.3. Similitud bacteriana 

 

Como ya se ha comentado, el grado de similitud de las poblaciones bacterianas, entre 

las diferentes dietas y los diferentes tramos estudiados, se evaluó a través del cálculo de 

la DM y la posterior elaboración de dendrogramas (Figuras 3.3. a 3.8.). 

 

El dendrograma generado a partir de los patrones de bandas de los diferentes tramos del 

tracto digestivo de los cerdos que recibieron la dieta control (CT) se muestra en la 

Figura 3.3.. Se pudieron observar mayoritariamente 2 clusters en función del día de 

sacrificio. Así, la gran mayoría de los animales que se sacrificaron el día 19 

(numeración del 1 al 3) se agruparon en una rama del dendrograma, mientras que los 

animales que se sacrificaron el día 21 (con una numeración del 5 al 8) se agruparon en 

otro cluster. Este efecto no se observó en el estómago. Este efecto también se observó 

en los animales alimentados con la dieta AC (Figura 3.4.), sin embargo no se observó 

tan claramente en los animales alimentados con la dieta AB y XT (Figura 3.5. y 3.6. 

respectivamente).  

 

Analizando en más detalle las diferentes ramas del árbol de los animales alimentados 

con la dieta CT, se pudieron observar agrupaciones en función del tramo intestinal. 

Dentro del grupo de animales sacrificados a día 19, se observaron 2 subgrupos. Un 
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subgrupo formado por tramos distales del tracto digestivo (C, PC, DC y R) y otro 

subgrupo formado por tramos proximales (PJ, DJ e I). En cuanto a los animales 

sacrificados a día 21, se observaron tres agrupaciones diferentes. Un subgrupo formado 

por el ST, el PJ y el DJ, otro subgrupo formado por los diferentes segmentos del 

intestino grueso (C, PC, DC y R) y un tercer subgrupo bien definido formado por el I. 

Esta separación entre los tramos anteriores y los tramos posteriores se observó también 

en el resto de dietas experimentales (Figuras 3.3., 3.4., 3.5. y 3.6.).  

 

Para analizar el efecto de las dietas en un determinado tramo intestinal, se generaron 

diferentes dendrogramas. En los dendrogramas generados a partir de las muestras de ST, 

PJ, DJ, I, C, DC y R no se observó ninguna agrupación clara entre las dietas estudiadas. 

Únicamente, a nivel del colon proximal, se observó que los cerdos alimentados con la 

dieta AC formaban un grupo bien definido (Figura 3.7.).  

 

Dado que se había detectado ya previamente un “efecto día de sacrificio” en cuanto al 

grado de diversidad microbiana en el yeyuno distal y en el ciego, se decidió generar los 

dendrogramas de estos dos tramos con los cuatro animales sacrificados el día 19 y los 

cuatro sacrificados el día 21. Sorprendentemente, en el yeyuno distal, los animales 

sacrificados el primer día presentaron una agrupación en función de la dieta mientras 

que los animales sacrificados el segundo día no presentaban ninguna agrupación 

concreta (Figura 3.8.).  
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Figura 3.3. Dendrograma ilustrando el porcentaje de similitud del patrón de bandas obtenido mediante 
PCR - RFLP en los diferentes tramos del tracto gastrointestinal de los cerdos alimentados con la dieta CT.  
(La clave roja agrupa los tramos anteriores, la clave verde agrupa los tramos posteriores, la clave amarilla 
agrupa el íleon, el cuadro naranja agrupa los animales sacrificados el día 21 y el cuadro azul agrupa los 
animales sacrificados el día 19). La identificación de los cerdos esta indicada en cada muestra 
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Figura 3.4. Dendrograma ilustrando el porcentaje de similitud del patrón de bandas obtenido mediante 
PCR - RFLP en los diferentes tramos del tracto gastrointestinal en los animales alimentados con la dieta 
AC. (La clave roja agrupa los tramos anteriores, la clave verde agrupa los tramos posteriores, el cuadro 
naranja agrupa los animales sacrificados el día 21 y el cuadro azul agrupa los animales sacrificados el día 
19). La identificación de los cerdos esta indicada en cada muestra.  
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Figura 3.5. Dendrograma ilustrando el porcentaje de similitud del patrón de bandas obtenido mediante 
PCR - RFLP en los diferentes tramos del tracto gastrointestinal en los animales alimentados con la dieta 
AB. (La clave roja agrupa los tramos anteriores, la clave verde agrupa los tramos posteriores, el cuadro 
naranja agrupa los animales sacrificados el día 21 y el cuadro azul agrupa los animales sacrificados el día 
19). La identificación de los cerdos esta indicada en cada muestra.  
 
 

 
 

Tramos posteriores 

Tramos anteriores 

Tramos anteriores 



Experimento I 59 

Figura 3.6. Dendrograma ilustrando el porcentaje de similitud del patrón de bandas obtenido mediante 
PCR-RFLP en los diferentes tramos del tracto gastrointestinal en los animales alimentados con la dieta 
XT. (La clave roja agrupa los tramos anteriores, la clave verde agrupa los tramos posteriores, el cuadro 
naranja agrupa los animales sacrificados el día 21 y el cuadro azul agrupa los animales sacrificados el día 
19). La identificación de los cerdos esta indicada en cada muestra. 
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Figura 3.7. Cambios ecológicos en las poblaciones microbianas del colon proximal. El dendrograma 
ilustra el porcentaje de similitud del patrón de bandas cuando se comparan las cuatro dietas 
experimentales en los ocho animales por grupo.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.8. Cambios ecológicos en las poblaciones microbianas del yeyuno distal. Los dendrogramas 
ilustran el porcentaje de similitud del patrón de bandas cuando se comparan las cuatro dietas 
experimentales en los cuatro animales sacrificados a día 19 (A1) y en los cuatro animales sacrificados a 
día 21 (A2). 
 

A1)                                                                          A2) 
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3.4. Discusión 

 

La población microbiana del tracto gastrointestinal de los cerdos ha sido 

tradicionalmente estudiada mediante técnicas de cultivo bacteriano (Robinson et al., 

1981; Robinson et al., 1984). Sin embargo, en estos últimos años, se han desarrollado 

nuevas técnicas moleculares especialmente útiles para el estudio de bacterias, 

independientemente de si son cultivables o no (Leser et al., 2002; Pryde et al., 1999). 

La utilización de estas nuevas técnicas ha permitido una mejor caracterización de la 

composición de la microbiota intestinal. 

La utilización de la técnica de PCR-RFLP en el presente trabajo presenta como ventaja 

principal el hecho de que con ella podemos obtener una visión más global de la 

composición de un ecosistema bacteriano complejo, como es el tracto gastrointestinal de 

los animales. Además nos permite monitorizar cambios generales que se pueden dar en 

una población bacteriana debido a un cambio de dieta, al tiempo, etc. Utilizando esta 

técnica estamos analizando tanto bacterias cultivables como bacterias no cultivables o 

bacterias no caracterizadas. Se estima que la comunidad microbiana del colon esta 

compuesta por unas 400-500 especies bacterianas diferentes (Ewing y Cole, 1994). A 

pesar de que mediante la PCR-RFLP se obtiene una visión más global del ecosistema 

del tracto digestivo, con el número de bandas obtenido (máximo número de bandas fue 

de 46 bandas) se puede inferir que con esta técnica aún se podría infravalorar la 

diversidad bacteriana real. Este hecho puede ser debido a que durante la PCR se dé una 

amplificación preferencial de ciertas especies bacterianas, causando una insuficiente 

amplificación del ADN de las bacterias minoritarias. Sin embargo, esta información 

siempre es mayor que la que se puede obtener a partir del cultivo de algunos grupos 

bacterianos. 

Además, la técnica del PCR-RFLP es altamente reproducible y fácilmente aplicable en 

muchos laboratorios, sin necesidad de una inversión muy elevada. A diferencia de los 

cultivos bacterianos, mediante la utilización de la PCR-RFLP, podemos analizar un gran 

volumen de muestras, ya que no requiere que se procesen de forma inmediata.  

Sin embargo, la utilización de la PCR-RFLP también ha presentado algunas desventajas 

importantes como la variabilidad que se puede obtener en función del método de 

extracción de ADN, de la PCR realizada o de los enzimas de restricción utilizados, lo 
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que no permite una comparación fácil de los resultados obtenidos por diferentes autores. 

Otra de sus limitaciones es que no permite relacionar directamente un fragmento de 

restricción con una especie bacteriana. Para ello, es necesario recurrir a la secuenciación 

del fragmento o bien realizar comparaciones teóricas entre los fragmentos de restricción 

obtenidos de las muestras analizadas y los fragmentos de restricción teóricamente 

calculados a partir de simulaciones informáticas de las digestiones enzimáticas de 

diferentes secuencias bacterianas. Mediante estas simulaciones es posible obtener de 

forma tentativa una relación entre un fragmento de restricción y unas especies 

bacterianas concretas. Sin embargo este tipo de comparaciones pueden ser ambiguas 

debido al hecho que cada fragmento de restricción originado puede corresponder a una 

o a múltiples especies bacterianas que comparten fragmentos similares para un 

determinado enzima de restricción.  

En este trabajo, mediante la utilización de la PCR-RFLP, fue posible evaluar la 

diversidad y la similitud u homogeneidad de las poblaciones microbianas 

gastrointestinales, tanto en relación con los diferentes tramos del tracto digestivo como 

con las diferentes dietas experimentales.  

Analizando los resultados, se puede observar que la diversidad microbiana incrementa 

significativamente en los tramos intestinales más distales. Varios factores como el pH 

(entre 5-8), el lento tránsito intestinal y/o el bajo potencial de oxido–reducción están 

asociados a una mayor supervivencia de las bacterias en el intestino grueso (Stewart, 

1997). Sin embargo, además de una mayor supervivencia, las condiciones que se dan en 

los tramos distales del tracto digestivo, favorecen una mayor diversidad bacteriana. 

Estos resultados presentan una buena concordancia con los resultados publicados por 

Konstantinov y colaboradores (2004) o por Wang y colaboradores (2005). 

Contrariamente, las condiciones que se dan en los tramos más proximales del tracto 

digestivo, hacen que su diversidad microbiana sea menor y que estén mayoritariamente 

colonizados por bacterias del ácido láctico. Además, cuando los patrones de bandas son 

analizados mediante la creación de dendrogramas, se observa que, en general, los 

tramos proximales (estómago, yeyuno proximal y yeyuno distal) y los tramos distales 

(ciego, colon proximal, colon distal y recto) se agrupan próximamente entre ellos. En el 

caso de los animales sacrificados a los 21 días, se observó un grupo bien definido a 

partir de las muestras de contenido ileal y separado tanto de los tramos intestinales 
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proximales como de los tramos intestinales distales. Este resultado puede estar 

relacionado con el hecho de que el íleon es un punto intermedio entre los tramos 

intestinales proximales y los tramos intestinales distales. En este mismo sentido, 

Simpson y colaboradores (1999) mediante la utilización de la PCR-DGGE demostraron 

que era posible encontrar diferencias en los patrones de bandas de los diferentes 

compartimentos del tracto digestivo siendo la similitud mayor dentro de un mismo 

compartimiento y entre los compartimentos más cercanos. A partir de estos resultados, 

se podría sugerir que para futuros estudios de diversidad microbiana del tracto digestivo 

de los cerdos, sería suficiente el análisis del yeyuno/íleon, como muestra representativa 

del tracto digestivo proximal, y del ciego o el colon, como muestra representativa del 

tracto digestivo más distal.  

 

La diversidad microbiana se vio alterada por el día de sacrificio, en algunos tramos del 

tracto digestivo, concretamente en yeyuno distal y ciego. También se observó el “efecto 

sacrificio” al estudiar el grado de similitud en algunos de los dendrogramas (animales 

alimentados con la dieta CT y AC). Este efecto podría estar relacionado con el estrés 

que se pueda generar al sacrificar la mitad del grupo experimental y modificar en 

consecuencia la jerarquía del grupo. Se ha demostrado que tras un estrés agudo, las 

poblaciones bacterianas del tracto digestivo pueden alterarse rápidamente. Williams y 

colaboradores (2008) observaron una disminución de la homogeneidad de los patrones 

de bandas tras realizar un transporte de cerdos. Así pues, este efecto sacrificio y en 

definitiva cualquier factor que pueda alterar el comportamiento o estresar a los 

animales, podría ser importante y debería tenerse en cuenta en el diseño de 

experimentos en los que se analice el efecto de diferentes factores sobre la composición 

de la microbiota intestinal.  

 

Además del análisis de la microbiota a lo largo del tracto gastrointestinal, en este trabajo 

también se estudió el efecto de la incorporación de la avilamicina, del butirato de sodio 

y de una mezcla de diferentes extractos de plantas sobre la microbiota intestinal. En este 

caso, las diferencias más relevantes se encuentran en los tramos intestinales posteriores 

y especialmente en los animales alimentados con la dieta enriquecida con butirato de 

sodio y los animales alimentados con extractos de plantas. Así, los animales 

alimentados con la dieta AC presentan una mayor diversidad microbiana, mientras que 
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los animales alimentados con la dieta con extractos de plantas presentan una menor 

diversidad bacteriana. 

 

A pesar que está demostrado que los acidificantes ejercen una acción antimicrobiana, 

actualmente existen pocos estudios donde se analice el efecto global de los ácidos sobre 

las poblaciones microbianas a lo largo del tracto gastrointestinal. Torrallardona y 

colaboradores (2007), utilizando una dieta con un 0,5 % de ácido benzoico, detectaron 

una mayor diversidad microbiana en el íleon. Contrariamente, Canibe y colaboradores 

(2005) utilizando una dieta con ácido fórmico detectaron mediante T-RFLP una 

reducción de la diversidad microbiana, tanto en los tramos intestinal proximales como 

en el colon. Probablemente, factores como el tipo de ácido (un solo ácido o una mezcla), 

la dosis utilizada, la tolerancia y su modo de acción pueden explicar estos efectos 

contradictorios.  

 

A priori se espera que la acción de los ácidos orgánicos sea mayor en los tramos 

proximales de tracto digestivo (estómago e intestino delgado). Sin embargo, en nuestro 

estudio, el efecto del butirato de sodio se observó sobre el ecosistema bacteriano de los 

tramos intestinales más distales. Este incremento de la diversidad microbiana detectado 

en los animales alimentados con la dieta AC, podría estar relacionado con algún efecto 

directo (producido por algún metabolito derivado del mismo butirato de sodio) o 

indirecto (reducción de alguna especie bacteriana que, a su vez, controle la 

concentración de otras especies bacterianas) del butirato de sodio sobre las poblaciones 

bacterianas del tracto digestivo proximal. Este efecto podría determinar alguna 

influencia sobre la microbiota de los segmentos más distales. Así, van Winsen y 

colaboradores (2001), analizando el efecto del alimento fermentado hipotetizaron que el 

número de bacterias de la familia Enterobacteriaceae en el estómago determinaba el 

nivel de estas bacterias en las heces. Los autores atribuyeron este resultado a un efecto 

de la microbiota de los tramos anteriores sobre los posteriores. Analizando los 

resultados obtenidos por Manzanilla y colaboradores (2006) en un trabajo realizado en 

paralelo y utilizando las mismas muestras que las que se utilizan en esta tesis, los 

autores detectaron un incremento en las concentraciones de ácido butírico en el 

estómago debido a su inclusión en la dieta (CT = 4,87, AB = 5,11, XT = 2,98 vs. AC = 

15,54; EEM = 0,970, p valor = 0,0001). Sin embargo, la concentración de este ácido no 

presentó diferencias significativas entre dietas experimentales en el resto de tramos del 
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tracto digestivo. Este hecho podría reforzar la hipótesis de que el efecto del butirato de 

sodio sobre la microbiota del tracto digestivo posterior pudiera ser un efecto indirecto.  

 

La disminución de la diversidad microbiana en animales alimentados con la dieta 

enriquecida con extractos de plantas ha sido descrita previamente en algunos estudios 

(Namkung et al., 2003). Esta reducción de la diversidad microbiana puede ser debida al 

efecto antimicrobiano de los extractos de plantas, inhibiendo algunos grupos bacterianos 

y promocionando otros grupos bacterianos específicos. En este caso, en un estudio en 

paralelo, utilizando las mismas muestras, Castillo y colaboradores (2006b) detectaron 

mediante PCR cuantitativa un incremento significativo del número de lactobacilli en el 

ciego en los animales alimentados con la dieta enriquecida a base de extractos de 

plantas. Sin embargo, en este mismo estudio los autores no detectaron diferencias 

significativas en la cantidad de bacterias totales, tanto en los animales alimentados con 

la dieta enriquecida con el butirato de sodio, como con la dieta enriquecida con el 

extracto de plantas. Estos resultados nos indican que estos aditivos producen cambios 

cualitativos sobre las poblaciones bacterianas del tracto gastrointestinal sin afectar a la 

cantidad total de bacterias. Este hecho ha sido descrito ya en otros estudios (Canibe et 

al., 2005). 

 

Nuestros resultados muestran que los animales alimentados con la dieta control y los 

animales alimentados con la dieta enriquecida con avilamicina tienen una riqueza 

microbiana similar. Este resultado se observa a lo largo de todo el tracto digestivo. 

Collier y colaboradores (2003) utilizando la PCR-DGGE para el estudio de la 

composición bacteriana en el íleon en cerdos tratados con tilosina durante 21 días, 

observaron un número similar de bandas entre los animales alimentados con la dieta 

control y los animales que recibían el pienso suplementado con el antibiótico. Este 

resultado lo atribuyeron a una adaptación de la microbiota a la administración del 

antibiótico, pudiendo indicar una substitución de las bacterias sensibles a los 

antibióticos por bacterias resistentes a los mismos.  
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CAPÍTULO 4 

RESPUESTA ADAPTATIVA DE LA MICROBIOTA DEL TRACTO DIGESTIVO 

FRENTE A DIFERENTES FUENTES DE FIBRA EN CERDOS DE ENGORDE 
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4.1. Introducción 

 

En nutrición animal se utilizan ingredientes con gran cantidad de fibra dietética en las 

dietas. La fibra, ha sido definida como la parte comestible de las plantas que no es 

digerida por las secreciones endógenas y no es absorbida en el tracto digestivo anterior 

(Trowell et al., 1976). Sin embargo, la fibra puede ser parcial o totalmente fermentada 

por la microbiota del tracto digestivo. El término fibra dietética esta compuesto por un 

grupo muy diverso de componentes, incluyendo los polisacáridos no amiloideos (PNAs) 

solubles e insolubles, los oligosacáridos no digestibles, el almidón resistente y la lignina 

(Salyers, 1979). 

 

La administración de ingredientes fibrosos en la dieta puede reducir la productividad de 

los animales (Kass et al., 1980). Este hecho esta relacionado con la menor digestibilidad 

de estos ingredientes. Sin embargo, actualmente se acepta que la inclusión de 

ingredientes fibrosos en la dieta promueve algunos efectos beneficiosos, como la 

reducción del riesgo de constipación (Tabeling et al., 2003) y la mejora del llenado 

intestinal mejorando así la saciedad (Meunier-Salaun et al., 2001). También se ha 

descrito que la fibra puede modificar las características fisicoquímicas de la digesta 

(Anguita et al., 2007; Mikkelsen et al., 2004), la morfología y la integridad intestinal, 

(Brunsgaard, 1998; McCullogh et al., 1998), la funcionalidad (Correa-Matos et al., 

2003; Tappenden et al., 1997), y también la inmunidad intestinal (Cavaglieri et al., 

2000; Lim et al., 1997). Además, la utilización de ingredientes fibrosos puede 

representar una estrategia para modular las poblaciones bacterianas a lo largo del tracto 

digestivo. Así, Varel y Yen (1984) demostraron un incremento del número de las 

especies bacterianas con capacidad celulolítica tras la administración de ingredientes 

fibrosos. Asimismo, en un estudio realizado por Gibson y Wang (1994) se observó un 

incremento del número de bacterias del ácido láctico al administrar fibras altamente 

fermentables en la dieta. 

 

Además de modificar la cantidad de determinadas especies bacterianas, se ha observado 

que mediante la administración de diferentes ingredientes fibrosos, también se puede 

modificar la carga bacteriana total, la diversidad microbiana y su actividad. En un 

estudio realizado por Jensen y Jorgensen (1994), donde se comparaban dos dietas con 

diferentes niveles de fibra, se demostró que los cerdos alimentados con un alto 



Experimento II 69 

porcentaje de fibra presentaban una mayor cantidad de bacterias cultivables a nivel del 

estómago y una mayor actividad microbiana en el intestino grueso. En cuanto a la 

diversidad microbiana, parámetro propuesto como indicador de la estabilidad intestinal 

(Atlas, 1984; Zoetendal et al., 2004), Konstantinov y colaboradores (2003, 2004) 

demostraron que los lechones alimentados con carbohidratos altamente fermentables 

(pulpa de remolacha, fructoligosacáridos, lactulosa o inulina), poseían una mayor 

diversidad microbiana y una estabilización más rápida de las poblaciones bacterianas 

intestinales.  

 

A pesar de estos efectos beneficiosos que se atribuyen a la fibra en relación con la 

diversidad y estabilidad bacteriana, los resultados, cuando se intenta relacionar la 

ocurrencia de las enfermedades entéricas con la utilización de fibra en la dieta, son 

contradictorios. En el caso de la infección intestinal por Brachyspira hyodisenteriae, 

existen trabajos donde o bien no se observa una relación clara (Lindecrona et al., 2003) 

o bien se demuestra que la utilización de dietas con altos niveles de fibra fermentable 

mejoran los problemas de disentería porcina (Baumann y Bilkei, 2002). Por el contrario, 

otros estudios demuestran que las dietas con bajo nivel de fibra previenen la aparición 

de esta enfermedad (Durmic et al., 1998; Pluske et al., 1996). Probablemente estas 

discrepancias sean debidas a que el término fibra engloba componentes muy diversos 

que actúan de forma diferente sobre las poblaciones bacterianas intestinales. 

 

El objetivo principal de este trabajo fue el de estudiar el efecto de diferentes tipos de 

fibra sobre la microbiota intestinal mediante la utilización de diferentes técnicas 

moleculares (PCR-RFLP, PCR cuantitativa y FISH). Además, también se estudió la 

respuesta inmediata de la microbiota del tracto gastrointestinal a un cambio de dieta (a 

los 7 días) así como la adaptación de la misma a lo largo del tiempo (a los 42 días). 

 

4.2. Materiales y métodos 

 

4.2.1. Animales, alojamiento y manejo 

 

La prueba fue realizada en la unidad experimental de la Universitat Autònoma de 

Barcelona con la aprobación previa de la Comisión de Ética para la Experimentación 

Animal y Humana de la misma universidad. Todos los procedimientos relacionados con 
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animales fueron realizados de acuerdo con la normativa europea (Directiva 

86/609/CEE). 

 

Se utilizaron un total de 104 cerdos cruzados (Pietrain x [Landrace x Large White]) de 

seis semanas de edad, machos y hembras mezclados, con un peso inicial de 15±0,2 kg. 

Estos animales fueron obtenidos de una granja comercial (Granja els Cristins, Sant 

Genís de Palafolls, Girona, España). Los animales fueron transportados a la granja 

experimental de la universidad, equipada con cuatro salas de ocho corrales cada una (1 

m x 1,8 m). Los cerdos fueron distribuidos de acuerdo con su peso inicial, resultando en 

un total de ocho réplicas por cada tratamiento (tres animales por corral y 2 réplicas por 

habitación).  

 

4.2.2. Dietas y diseño experimental 

 

Los cerdos fueron alimentados con cuatro dietas experimentales, que diferían en el 

origen y en el contenido de fibra dietética (Tabla 4.1.), siguiendo los requisitos descritos 

para los cerdos de engorde del Nacional Research Council (1998).  

 

Todas las dietas fueron administradas en forma de harina seca y todos los ingredientes 

fueron molturados para que pasaran a través de un cedazo de 2,5 mm de diámetro. La 

dieta considerada control (CT) fue formulada con un 54 % de maíz, un 15 % de cebada, 

un 28 % de harina de soja 44, un 0,7 % de aceite vegetal y un 3 % de vitaminas 

minerales y aminoácidos. A partir de esta dieta se obtuvieron las otras tres dietas 

experimentales (Tabla 4.1.). Estas dietas eran isoenergéticas entre ellas (energía 

digestible 14,2 MJ/kg) y contenían una cantidad de fibra variable y de diferentes 

orígenes. El valor energético de las dietas fue balanceado mediante la adición de grasas 

(aceite vegetal). Para la obtención de una dieta rica en almidón resistente tipo I se 

sustituyo el maíz de la dieta CT por un maíz molturado a 4 mm de diámetro (Dieta 

GRO). La dieta enriquecida con polisacáridos no amiloideos solubles fue obtenida 

mediante la sustitución parcial del maíz de la dieta CT por un 8 % de pulpa de 

remolacha (Dieta PUL). Finalmente, la dieta enriquecida con polisacáridos no 

amiloideos insolubles fue obtenida mediante la sustitución parcial del maíz de la dieta 

CT por un 10 % de salvado de trigo (Dieta SAL). Las dietas fueron administradas ad 

libitum durante 42 días.  
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Tabla 4.1. Composición y contenido en nutrientes de las diferentes dietas experimentales (en g/kg de 
materia fresca).  
 

CT GRO PUL SAL
Ingredientes 

Cebada 150 150 150 150
Concentrado de soja 44 277 277 277 277

Maíz 541 541 453 424
Pulpa de remolacha - - 80 -

Salvado de trigo - - - 100
Aceite vegetal 7 7 16 27
L-lisina HCL 1,7 1,7 1,5 1,2

Treonina 0,4 0,4 0,3 0,2
Carbonato calcico 8,1 8,1 6,1 10,8
Fosfato bicálcico 7,6 7,6 8,5 2,7
Cloruro sódico 2,5 2,5 2,2 2,5

Premezcla vitamínica-mineral1 4 4 4 4
Cromo (Cr2O3) 1,5 1,5 1,5 1,5

 Nutrientes 

Materia seca 894,2 897,7 897,7 893,1
Cenizas 42,7 45 43,6 47,6

Energía Bruta (MJ/kg MS) 18,5 18,5 18,6 18,9
Extracto etéreo 34,3 37,7 39,9 50
Proteína bruta 185,3 198,8 187,4 193,4

Almidón 456,7 440,1 357,3 367,4
Fibra Neutra Detergente 141 168 172 186

PNA totales2 148,0 (29) 150,2 (28) 198,8 (34) 168,1 (26)
Arabinosa 20,2 19 30,7 24,3

Xilosa 24,6 22 23,3 35,9
Galactosa 22,5 22,6 28,3 18,3
Glucosa 45,1 45,4 63,3 50,2

Ácidos urónicos 19,1 18,1 36,5 20,7

Tamaño de partícula (µm)3
472,36  (2,3) 557,47 (2,2) 528,28 (2,2) 578,77 (2,2)

DIETAS

 
 

1 Aporte por kg de pienso: 5000 UI de vitamina A, 1000 UI de vitamina D3, 15 mg de vitamina E, 1,3 mg 
de vitamina B1, 3,5 mg de vitamina B2, 1,5 mg de vitamina B6, 0,025 mg de vitamina B12, 10 mg de 
pantotenato calcio, 15 mg de ácido nicotínico, 15 mg de niacina, 15 mg de biotina, 0,1 mg de ácido fólico, 
2 mg de vitamina K3, 80 mg de Hierro, 6 mg de Cobre, 0,75 mg de Cobalto, 60 mg de Zinc, 30 mg de 
Manganeso, 0,75 mg de Iodo, 0,10 mg de Selenio, 0,15 mg de Etoxiquín como fungicida. 
2 PNA, polisacáridos no amiloideos: incluye ramnosa, fructosa, arabinosa, xilosa, manosa, galactosa y 
glucosa. Entre paréntesis se muestra el porcentaje de PNA solubles. 
3 Tamaño de partícula determinado según (Pfost y Headley, 1976). Entre paréntesis, la desviación. 
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4.2.3. Controles y toma de muestras 

 

La fase experimental duró 42 días, y se dividió en tres periodos experimentales. El 

primer periodo se inició en el momento en que los animales empezaron a tomar las 

dietas experimentales y finalizó a los 7 días, el segundo periodo trascurrió de los 7 a los 

21 días y el tercer periodo desde los 21 a los 42 días. Al final de cada periodo, se 

sacrificaron 8 animales por cada dieta en dos días diferentes (días 7 y 9 para el primer 

periodo, días 21 y 23 para el segundo periodo, y días 42 y 44 para el tercer periodo). 

Además como control se sacrificaron 8 animales a día 0. 

 

El peso corporal, el consumo de alimento y la eficiencia alimentaria fueron 

determinados coincidiendo con los días de sacrificio. Tres días antes del sacrificio, se 

fijó un patrón de alimentación para homogenizar las condiciones del tracto digestivo 

(Manzanilla et al., 2004). Los cerdos fueron eutanasiados mediante una inyección 

intravenosa de pentobarbital sódico (Dolethal, Vetoquinol S.A., Madrid, Spain) (200 

mg/kg peso vivo). Los animales fueron sangrados y, posteriormente, se abrió la cavidad 

abdominal desde el esternón al pubis para obtener todo el tracto gastrointestinal. De 

cada animal, se recogió contenido digestivo del íleon, ciego y del colon proximal 

(aproximadamente 50 g) que fue congelado (-20ºC) y liofilizado hasta el análisis de la 

concentración de las bases púricas.  

 

Para el estudio de las comunidades microbianas mediante métodos de biología 

molecular (PCR-RFLP y PCR cuantitativa), se recogió aproximadamente 1 g de digesta 

del estómago (ST), del yeyuno distal (YD), del íleon (I), del colon proximal (PC) y del 

colon distal (DC). Las muestras fueron mezcladas con 3 mL de etanol al 98 % y 

guardadas a 4ºC hasta su procesamiento (Murphy et al., 2002). 

 

Para la cuantificación de determinados grupos bacterianos mediante la técnica del FISH, 

se recogió contenido digestivo (500 mg) del estómago, del yeyuno distal, del colon 

proximal  y del recto. Estas muestras fueron diluidas 10 veces en PBS y 

homogenizadas. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 700 g durante 1 

minuto y 1 mL del sobrenadante fue fijado con paraformaldehído fresco al 4 %. Para la 

fijación de las células, las muestras fueron incubadas toda la noche a 4ºC y finalmente 

congeladas a -80ºC hasta su posterior análisis.  
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4.2.4. Procesado de las muestras 

 

4.2.4.1. Extracción del ADN y técnica de PCR 

 

Previamente a la extracción del ADN, se realizaron 2 lavados de cada una de las 

muestras con agua de peptona estéril (400 mg de contenido digestivo). El ADN fue 

extraído mediante la utilización del Mini kit QIAamp DNA Stool (Qiagen Inc., 

Chatsworth, Calif) siguiendo las instrucciones del fabricante con las modificaciones 

detalladas en el capítulo 3, apartado 3.2.4.1.. 

 

La PCR fue realizada mediante la utilización de la Master mix AmpliTaq Gold® 

(Applied Biosystems, CA, USA) en un volumen total de 50 µl. La PCR consistía en 

0,05 U/µl de AmpliTaq Gold polymerase, 0,8 µM de cada primer, 0,1% de tween 20, 5 

µl de ADN (∼100 ng) y agua autoclavada de 18 MΩ. El gen del 16S rRNA fue 

amplificado mediante la utilización de cebadores para eubacteria: 357fm (5’-

CTACGGGAGGCAGCAGT-3’) y 907rm (5’-CCGTCWATTCMTTTGAGTTT-3’) 

diseñados por Lane (1991) con alguna modificación menor. Las condiciones de 

amplificación fueron las siguientes: activación de la TaqGold a 94ºC (4 min); 35 ciclos 

de desnaturalización a 94ºC (1 min), annealing a 45ºC (1 min) con un incremento de 

0,1ºC por ciclo, extensión a 72ºC (1 min 15 s) y una extensión final a 72ºC (15 min). 

 

4.2.4.2. Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP)  

 

El producto de la PCR fue digerido mediante 4 enzimas de restricción: AluI, RsaI, 

HpaII, CfoI (F.Hoffmann-LaRoche Ltd Group, Basel, Switzerland) en cuatro reacciones 

totalmente independientes. La mezcla (10 µl en total) contenía 8 µl del producto de la 

PCR, 1 µl del buffer SA (F.Hoffmann-La Roche Ltd Group, Basel, Switzerland) y 1 µl 

(10 U) de una de las enzima de restricción. Las muestras fueron incubadas durante 3 

horas a 37ºC. Los diferentes fragmentos fueron separados con la técnica de la 

electroforesis en gel de agarosa de alta resolución al 2 % (Sigma Chemical Co., St. 

Louis, MO, USA) y visualizados mediante tinción con bromuro de etidio (0,5 µg/mL). 

El marcador “Step ladder 50 bp” (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) fue 

utilizado como marcador del peso molecular del ADN. A su vez, una mezcla del 
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producto de amplificación del gen del 16S rRNA, cortado con RsaI, de una mezcla de 

bacterias con secuencias conocidas (Pasteurella multocida, Enterococcus faecalis y 

Clostridium perfringens) se utilizó como control complementario de peso molecular. 

Las bandas de ADN fueron visualizadas tras exponerlas a la luz UV mediante la 

utilización de un transiluminador (Chemigenious Image System, SynGene, Cambrige, 

UK) y utilizando el software GeneSnap (SynGene Analysis Cambridge, UK. Versión 

3.02.00). El tamaño de cada fragmento de restricción y la intensidad de las bandas fue 

calculado mediante el software Gene Tools Versión 3.02.00 (SynGene Analysis 

Cambridge, UK). Para reducir las variaciones subjetivas durante la observación de los 

geles, se descartaron los picos con una intensidad inferior a 60 unidades. El ruido de 

fondo fue eliminado utilizando el método del rolling-disk con un radio de 30. 

Finalmente, se obtuvo un total de 4 perfiles de bandas por cada muestra, 

correspondientes a los cortes con los 4 enzimas de restricción utilizados.  

 

4.2.4.3. Análisis de los fragmentos de restricción 

 

A partir del análisis de los fragmentos de restricción se calculó la diversidad bacteriana 

y el grado de similitud.  

 

Para el cálculo de la diversidad bacteriana se utilizaron dos parámetros: el número 

total de bandas y el índice de Shannon-Weaver H’ (Shannon y Weaver, 1963) tal y 

como se describe en el capítulo 3, apartado 3.2.4.3. 

 

Para comparar la similitud  de la composición de las bacterias entre las diferentes dietas 

experimentales y entre los diferentes tramos intestinales, se construyeron diferentes 

dendrogramas mediante el cálculo de la distancia de Manhattan (DM) (Kaufmann y 

Rousseeuw, 1990) tal y como se describe en el capítulo 3, apartado 3.2.4.3. 

 

4.2.4.4. Reacción de la cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) 

 

Los lactobacilos y las enterobacterias fueron cuantificados en muestras de íleon y colon 

proximal mediante la utilización de una PCR a tiempo real siguiendo los 

procedimientos descritos por Castillo y colaboradores (2006a). Las muestras fueron 

analizadas por duplicado. 
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4.2.4.5. Análisis de las bases púricas 

 

La cuantificación de la concentración de las bases púricas (adenina y guanina) de las 

muestras de digesta del íleon, del ciego y del colon proximal (40 mg) fueron 

determinadas mediante HPLC (Makkar y Becker, 1999). Para este análisis, las bases 

púricas fueron hidrolizadas de la cadena del ácido nucleico e incubadas con 2 mL a 2M-

HClO4 a 100ºC durante 1h, incluyendo 0,5 mL de 1 mM-alopurinol como marcador 

interno.  

 

4.2.4.6. Hibridación in situ fluorescente (FISH) 

 

Las muestras de digesta del estómago, del yeyuno distal, del colon proximal y del recto 

del tercer periodo fueron analizadas mediante las sondas: Bacterias totales (Eub 338-

GCTGCCTCCCGTAGGAGT), Streptococcus/Lactococcus spp (Str493-

GTTAGCCGTCCCTTTCTG) y la sonda Lactobacillus/Enterococcus spp (Lab158-

GGTATTAGCA(C/T)CTGTTTCCA) siguiendo el método descrito por Harmsen y 

colaboradores (2002). En resumen, 10 µl de la suspensión de células fueron aplicados 

sobre portaobjetos cubierto con gelatina, la hibridación se llevó a cabo añadiendo 10 µl 

de cada sonda (50 ng/µl de la solución de stock) en 110 µl del tampón de hibridación, y 

dejando incubar durante toda la noche a 50ºC para la sonda Str493 y a 45ºC para la 

sonda Lab158. Para prevenir la pérdida de la fluorescencia, cada muestra fue cubierta 

por Vectachield (Vector Laboratories, Burlingame, California). Las células 

fluorescentes fueron cuantificadas con el microscopio de epifluorescencia Leica 

DMRXA. Se cuantificaron veinticinco campos a 1000x por cada muestra y por 

duplicado.  

 

4.2.5. Análisis estadístico 

 

El efecto de la dieta, del periodo experimental y del tramo gastrointestinal sobre el 

número de bandas fue examinado mediante la utilización de técnicas no paramétricas 

(Kruskall-Wallis), utilizando el programa estadístico SAS (SAS Institute, INC. 8.2, 

Cary, NC). Los resultados estadísticamente significativos (p<0,05) fueron 

subsecuentemente analizados mediante el test de Wilcoxon (comparaciones 2x2) 

aplicando la corrección de Bonferroni para múltiples comparaciones. El efecto de la 
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dieta, del periodo experimental y del tramo gastrointestinal sobre el índice de Shannon-

Weaver y sobre la concentración de bases púricas fue analizado mediante el análisis de 

la variancia (procedimiento GLM). De los resultados obtenidos mediante la PCR 

cuantitativa se estudio el efecto de la dieta y del periodo mediante el procedimiento del 

GLM utilizando el test de ANOVA. De los resultados obtenidos del FISH se determinó 

el efecto de la dieta y del tramo digestivo mediante el mismo procedimento. El cerdo 

fue usado como unidad experimental. Se consideraron significativos los valores de 

p<0,05. 

 

4.3. Resultados 

 

4.3.1. Parámetros clínicos y productivos 

 

No se detectaron síntomas clínicos en ninguno de los animales, exceptuando dos cerdos 

alimentados con la dieta SAL. Uno de estos animales tuvo diarrea durante el primer 

periodo y el otro animal presentó epidermitis exudativa. 

 

La incorporación de fibra dietética (grupos GRO, PUL y SAL) disminuyó el consumo 

voluntario de pienso (Tabla 4.2.). En el caso de los animales alimentados con la dieta 

PUL, esta disminución del consumo voluntario de pienso coincidía con un menor peso 

de los animales. La eficiencia alimentaria de los animales alimentados con la dieta CT 

fue menor que en el resto de grupos experimentales. 
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Tabla 4.2. Peso vivo (kg), consumo voluntario de pienso (g/ animal día) y relación ganancia: consumo 
(G:C) de los cerdos alimentados con las dietas CT (Control), GRO (con maíz molturado de forma 
grosera), PUL (8 % de pulpa de remolacha) y SAL (10 % de salvado de trigo) a lo largo de todos los 
periodos experimentales. 
 

Periodo CT GRO PUL SAL EEM1
Dieta Periodo Interacción

Peso vivo 1ero 19,57a 19,56a 18,88a 19,72a 0,534 <0,001 <0,001 0,006
2ndo 28,53a 28,39ab 26,69b 28,26ab

3ero 43,45a 43,92a 40,13b 41,64ab

Consumo 1ero 714 619 596 672 60,2 <0,001 <0,001 0,083
2ndo 1266 1137 1086 1118
3ero 2186 2056 1745 1903

Total 2 1388a 1271b 1142c 1231bc

G:C 1ero 0,8 0,92 0,81 0,87 0,023 0,007 <0,001 0,183
2ndo 0,48 0,51 0,51 0,52
3ero 0,47 0,52 0,51 0,49

Total 2 0,54b 0,59a 0,57a 0,58a

Dietas Valor P

 
 

1 EEM: Error estándar de la media 
2 Total: Hace referencia a la media de los consumos de los 3 períodos y el valor de G:C calculado para 
todo el experimento 
a, b, c Letras diferentes dentro de una línea implican diferencias significativas entre tratamientos para un 
mismo tramo (p<0,05). 
 

4.3.2. Diversidad bacteriana 

 

4.3.2.1. Número de bandas obtenidas mediante PCR-RFLP 

 

Como ya se ha comentado, la diversidad bacteriana se valoró a través del recuento del 

número de bandas obtenidas mediante PCR-RFLP. El valor promedio del número de 

bandas oscilaba entre 18 y 39 bandas. Como referencia general, se calculó el número de 

bandas en cada uno de los diferentes tramos del tracto digestivo bloqueando el efecto de 

la dieta y del periodo. Mediante este cálculo se observó que el yeyuno distal (26,7) y el 

íleon (24,0) tuvieron un menor número de bandas que el estómago (33,0), el colon 

proximal (36,5) y el colon distal (35,3) (p<0,05).  

 

La evolución del número de bandas a lo largo del estudio se muestra en la Figura 4.1.. 

Los animales alimentados con la dieta GRO tuvieron un incremento del número de 

bandas a corto plazo (a los 7 días) en los tramos digestivos más proximales (estómago, 

yeyuno distal e íleon) (p<0,05 en estómago e íleon). Sin embargo, a largo plazo (21 y 42 

días) se observó que el número de bandas en estos tramos o bien recuperaba los valores 

iniciales (estómago e íleon) o bien llegaba a valores inferiores (yeyuno distal). No se 
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observó ninguna diferencia significativa, en función del tiempo, en cuanto a la 

diversidad bacteriana del estómago y yeyuno distal de los animales alimentados con la 

dieta PUL o la dieta SAL. 

 

En el íleon, después de 21 días, los animales alimentados con la dieta SAL tuvieron un 

menor número de bandas. Sin embargo, a los 42 días, el número de bandas era similar a 

los valores iniciales. Adicionalmente, en el tercer periodo (42 días) y en el mismo tramo 

intestinal, los animales alimentados con la dieta PUL tuvieron un menor número de 

bandas (p<0,05). 

 

En cuanto al colon proximal, se observó una disminución global del número de bandas 

en todas las cuatro dietas experimentales a los 7 días del experimento (p<0,05). 

Posteriormente, las diferencias más relevantes se observaron entre el primer y tercer 

periodo. Los animales alimentados con la dieta PUL tuvieron un número de bandas 

estable a partir de los 7 días y hasta el final del estudio. A pesar de que a los 21 días se 

observó que estos animales tenían un menor número de bandas que el grupo control, 

este cambio es debido a un incremento del número de bandas de los animales 

alimentados con la dieta CT y no a una disminución real del número de bandas de los 

animales de la dieta PUL. En este mismo tramo se observó una reducción del número de 

bandas en los animales alimentados con la dieta SAL en el tercer periodo (p<0,05). 

 

En el colon distal, también de forma general (en todas las dietas experimentales) se 

observó una reducción del número de bandas a corto plazo (7 días). Pasados los 7 

primeros días, el valor del número de bandas fue más o menos estable a lo largo del 

resto del periodo experimental. Sin embargo, al final del estudio los cerdos alimentados 

con la dieta SAL tuvieron un mayor número de bandas comparado con los animales 

alimentados con la dieta CT (p<0,05). 

 

No se observaron diferencias significativas dentro de un mismo periodo experimental y 

entre los diferentes días de sacrificio (7 vs. 9, 21vs 23, 42 vs. 44 respectivamente) en 

ninguno de los tramos del tracto digestivo analizados (p>0,05). 
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Figura 4.1. Evolución del número de bandas obtenidas mediante PCR-RFLP en los diferentes tramos del 
tracto gastrointestinal y efecto de las diferentes dietas experimentales. El número de bandas corresponde 
al valor promedio del número de bandas obtenidas tras la PCR-RFLP en el estómago (A), yeyuno distal 
(B), íleon (C), colon proximal (D) y colon distal (E). Las diferentes letras (a,b) significan diferencias 
significativas entre los diferentes periodos y dentro de una misma dieta experimental. Los asteriscos (*) 
significan diferencias significativas entre una dieta experimental y la dieta CT dentro de un mismo 
periodo. 
 

A) 

Evolución del número de bandas en el estómago

0

10

20

30

40

50

Número 
de

 bandas  

ST CT 33,1 35,4 36,4 31

ST GRO 33,1 39,3 30,4 27,6

ST PUL 33,1 31,5 35,0 32,8

ST SAL 33,1 35,1 33,0 35,1

Día 0 Día 7-9 Día 21-23 Día 42-44

 

B) 

Evolución del número de bandas en el yeyuno distal

0

10

20

30

40

50

Número 
de

 bandas  

ST CT 26,8 27,8 22,5 29,6

ST GRO 26,8 28,1 23,6 18,3

ST PUL 26,8 30,6 25,6 27,4

ST SAL 26,8 29,8 28,6 28,6

Día 0 Día 7-9 Día 21-23 Día 42-44
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C) 

 

Evolución del número de bandas en el íleon

0

10

20

30

40

50

Número 
de

 bandas  

ST CT 23 25,5 28,3 26,9

ST GRO 23 28,6 23,3 26,5

ST PUL 23 22 24,5 18,1

ST SAL 23 27,3 21,6 22,6

Día 0 Día 7-9 Día 21-23 Día 42-44

 

 

D) 

Evolución del número de bandas en el colon proximal

0

10

20

30

40

50

Número 
de

 bandas  

ST CT 41,4 35,9 42,0 33,5

ST GRO 41,4 39,1 37,3 37,8

ST PUL 41,4 36 33,6 36,4

ST SAL 41,4 36 38,4 27,6

Día 0 Día 7-9 Día 21-23 Día 42-44
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E) 

 

Evolución del número de bandas en el colon distal

0

10

20

30

40

50

Número 
de

 bandas  

ST CT 41,1 33,3 37,3 33,5

ST GRO 41,1 34,1 35,4 33,5

ST PUL 41,1 35,4 37,3 32,9

ST SAL 41,1 35,3 38,1 37,9

Día 0 Día 7-9 Día 21-23 Día 42-44

 

 

4.3.2.2. Índice de Shannon – Weaver en el yeyuno distal y en el colon proximal 

 

En el yeyuno distal se observaron diferencias estadísticamente significativas al 

comparar las diferentes dietas experimentales (Tabla 4.3.). Estos cambios se observaron 

a largo plazo (días 21 y 42). A los 21 días, los animales alimentados con la dieta SAL 

presentaban una diversidad microbiana mayor que los animales alimentados con la dieta 

GRO y CT (p<0,05). Al final del estudio (día 42) los animales alimentados con la dieta 

GRO presentaron una menor diversidad microbiana que el resto de dietas 

experimentales (p<0,05).  

 

En el colon proximal se observó un efecto significativo del periodo experimental en los 

animales alimentados con la dieta CT y SAL (Tabla 4.3.). En ambos casos se observó 

una disminución estadísticamente significativa de la diversidad bacteriana a los 42 días 

del estudio. Los animales alimentados con la dieta GRO y la dieta PUL tuvieron un 

grado de diversidad estable a lo largo del estudio. A corto plazo (7 días), no se 

observaron diferencias entre dietas y el grado de diversidad bacteriana (p=0,06). En el 

último periodo (día 42) se observaron diferencias estadísticamente significativas entre 

a c b bc 

a b bc c 

a b bc c 

a b b* b 
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dietas, siendo la dieta SAL la dieta con el menor grado de diversidad bacteriana (Tabla 

4.3.).  

 

Al comparar el grado de diversidad entre el yeyuno distal y el colon proximal se 

observaron diferencias entre estos dos tramos (1,21 y 1,42, respectivamente) (p= 

0,0001). 

 

Tabla 4.3. Efecto de la dieta y del periodo sobre el grado de diversidad microbiana en muestras de 
digesta del yeyuno distal (A) y del colon proximal (B). Las diferentes letras (a,b) significan diferencias 
significativas entre los diferentes periodos y dentro de una misma dieta experimental. Los asteriscos (*) 
significan diferencias significativas entre una dieta experimental y la dieta CT dentro de un mismo 
periodo. EEM=Error estándar de la media. 
 

A) 

 

 Dietas     

Día CT GRO PUL SAL EEM 
p valor 
dieta 

p valor 
periodo  

p valor 
dieta*periodo 

0 1,22 1,22 1,22 1,22 0,034 0,0154 0,063 0,0012 

7 1,22 1,24 1,26 1,25 0,014       

21 1,16 1,18 1,19 1,26* 0,013       

42 1,28 1,07* 1,24 1,22 0,021       

 

B) 

 

 Dietas     

Día CT GRO PUL SAL EEM 
p valor 
dieta 

p valor 
periodo 

p valor 
dieta*periodo 

0 1,44ab 1,44 1,44 1,44a 0,041 0,0046 0,0025 0,036 

7 1,44ab 1,48 1,43 1,39ab 0,012       

21 1,5a 1,44* 1,4*  1,43a* 0,01       

42 1,37b 1,44 1,41 1,33b* 0,013       

 

4.3.3. Similitud bacteriana 

 

Como se ha comentado previamente, el grado de similitud de las poblaciones 

bacterianas, entre las diferentes dietas y los diferentes tramos estudiados, se evaluó a 

través del cálculo de la DM y la posterior elaboración de dendrogramas.  
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Para comparar los diferentes tramos del tracto digestivo se elaboraron diferentes 

dendrogramas. Éstos fueron generados a partir de la comparación de los patrones de 

bandas de los diferentes tramos del tracto digestivo dentro de una misma dieta y periodo 

experimental. De los dendrogramas generados a partir de las muestras de los animales 

alimentados con la dieta CT (días 7, 21 y 42), con la dieta GRO (días 7 y 42), con la 

dieta PUL (días 7 y 42) y con la dieta SAL (días 21 y 42) se observó la formación de 2 

clusters, uno constituido por muestras del tracto digestivo proximal (estómago, yeyuno 

distal e íleon) y el otro formado por muestras del tracto digestivo distal (colon proximal 

y colon distal). La Figura 4.2., que corresponde a las diferentes muestras del tracto 

digestivo de los animales alimentados con la dieta CT a día 7, es un ejemplo de esta 

distribución. Sin embargo, en el dendrograma generado con las muestras de los 

animales alimentados con la dieta SAL a día 7 y con las muestras de la dieta PUL a día 

21 se observó que el estómago formaba un cluster bien diferenciado del resto de tramos 

del tracto digestivo (datos no mostrados). En el caso del dendrograma generado a partir 

de las muestras de digesta de los animales alimentados con la dieta GRO a día 21, se 

observó que el estómago se agrupaba con las muestras del tracto digestivo posterior 

(datos no mostrados).  

 

En cuanto al efecto de la dieta, se pudieron observar claras diferencias entre periodos 

experimentales. A corto plazo, es decir a día 7 tras la introducción de la nueva dieta, se 

observó una buena agrupación entre las diferentes dietas experimentales en tramos 

proximales (yeyuno distal) pero no en tramos distales (colon proximal) (Figuras 4.3. y 

4.5.). Sin embargo, a los 21 (datos no mostrados) y sobretodo a los 42 días (Figuras 4.4. 

y 4.6.) se pudo observar muy claramente la formación de diferentes grupos en función 

de la dieta experimental. 

 

Concretamente en el yeyuno distal, a día 7, la dieta SAL dio perfiles de bandas similares 

a los de la dieta CT, mientras que las dietas GRO y PUL dieron perfiles diferentes a la 

dieta CT (Figura 4.3.). A día 21, la similitud de los perfiles cambió en el sentido de una 

mayor similitud entre la dieta CT y la dieta GRO, con perfiles claramente diferentes de 

los obtenidos con las dietas PUL y SAL (datos no mostrados). Finalmente, a día 42, los 

perfiles de la dieta PUL fueron los más similares a la dieta CT, mientras que los perfiles 

de las dietas GRO y SAL fueron claramente diferentes entre sí y a la dieta CT (Figura 

4.4.). 
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En el colon proximal, a día 7 no se observaron agrupaciones claramente relacionadas 

con el tipo de dieta, aunque los perfiles de la dieta PUL tuvieron una tendencia a ser 

diferentes al resto de perfiles (Figura 4.5.). En cambio, a día 21, sí se observó una 

marcada tendencia a la agrupación de los perfiles de PCR-RFLP en función de la dieta 

(datos no mostrados). Esta tendencia a la agrupación en función de la dieta se mantuvo 

en último periodo, aunque los tratamientos CT y GRO dieron perfiles indistinguibles 

entre sí (Figura 4.6.). 

 

Figura 4.2. Dendrograma ilustrando el porcentaje de similitud del patrón de bandas de los diferentes 
tramos del tracto digestivo obtenido mediante PCR-RFLP en el primer periodo de los animales 
alimentados con la dieta CT.  
 

 

 
 

Tramos anteriores 

Tramos posteriores 



Experimento II 85 

Figura 4.3. Dendrograma ilustrando el porcentaje de similitud del patrón de bandas obtenido mediante 
PCR-RFLP en el primer periodo y en el yeyuno distal. 
 

 

 

Figura 4.4. Dendrograma ilustrando el porcentaje de similitud del patrón de bandas obtenido mediante 
PCR-RFLP en el tercer periodo y en el yeyuno distal. 
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Figura 4.5. Dendrograma ilustrando el porcentaje de similitud del patrón de bandas obtenido mediante 
PCR-RFLP en el primer periodo y en el colon proximal. 
 
 

 

 

 

Figura 4.6. Dendrograma ilustrando el porcentaje de similitud del patrón de bandas obtenido mediante 
PCR-RFLP en el tercer periodo y en el colon proximal. 
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4.3.4. Cuantificación de las poblaciones de lactobacilos y enterobacterias mediante 

PCR cuantitativa 

 

Los resultados del número de enterobacteria y lactobacilos cuantificados mediante PCR 

cuantitativa de las muestras tomadas de los contenidos del íleon y del colon proximal se 

muestran en las Tablas 4.4. y 4.5.. Tanto en el íleon como en el colon proximal, el total 

de enterobacterias fue inferior al de lactobacilos. No se encontraron diferencias 

significativas entre las diferentes dietas.  

 

Se observó un efecto del periodo experimental tanto a nivel del íleon como del colon 

proximal. En ambos tramos se observó un incremento de los lactobacilos al poco tiempo 

de introducir las dietas experimentales (del día 0 al día 7). Sin embargo, estos valores 

volvieron al estado original a los 21 días y se mantuvieron estables hasta el final del 

estudio. También en el colon proximal se observó una disminución de la cantidad de 

enterobacterias durante el estudio.  

 

Expresando la ratio lactobacilos:enterobacterias, tras su transformación logarítmica, se 

detectaron diferencias entre dietas a nivel del colon proximal. En el primer periodo, los 

animales alimentados con la dieta SAL mostraban una ratio lactobacilos:enterobacterias 

menor que el resto de dietas experimentales. En el segundo periodo, los animales 

alimentados con la dieta GRO tenían una menor ratio lactobacilos: enterobacterias que 

el grupo CT. Finalmente en el tercer periodo, no se observaron diferencias significativas 

entre las diferentes dietas.  
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Tabla 4.4. Población bacteriana de lactobacilos y enterobacterias en el contenido ileal analizado mediante 
PCR cuantitativa (log (16S rDNA copias del gen / g de materia fresca)) de cerdos alimentados con una 
dieta control (CT) o la misma dieta con maíz molturado de forma más grosera (GRO), con pulpa de 
remolacha (PUL) o con salvado de trigo (SAL). 1 EEM Error estándar de la media. 
 

 

Enterobacteria
d0 9.27 0,36
d7 9,11 8,6 8,92 9,78 9,10 0,34 0,11 0,64 0,48
d21 9,22 9,07 8,94 9,3 9,13 0,22 0,75
d42 9,51 9,37 9,23 9,15 9,32 0,36 0,91

Promedio dieta 9,28 9,01 9,03 9,41

d0 10,4ab 0,37
d7 10,6 10,82 10,88 10,39 10,67a 0,35 0,45 0,005 0,625
d21 10,74 10,03 10,35 10,39 10,38ab 0,35 0,58
d42 10,44 9,64 10,19 10,22 10,12b 0,26 0,27

Promedio dieta 10,59 10,16 10,47 10,33

d0 1,19ab 0,63
d7 1,48 2,22 1,96 1,6 1,82a 0,52 0,73 0,03 0,848
d21 1,52 0,96 1,41 0,97 1,22ab 0,47 0,78
d42 0,92 0,41 0,95 1,04 0,83b 0,49 0,85

Promedio dieta 1,31 1,20 1,44 1,20

Dietas

Grupo bacteriano/periodo CT GRO PUL SAL
Promedio 
periodo EEM 1

p valor     
dieta

p valor    
periodo

p valor    
dieta*periodo

9,27

Lactobacilos CT GRO PUL SAL
Promedio 
periodo EEM 1

p valor     
dieta

p valor    
periodo

p valor    
dieta*periodo

10,4

Lactobacilos:enterobacteria CT GRO PUL SAL
Promedio 
periodo EEM 1

p valor     
dieta

p valor    
periodo

p valor    
dieta*periodo

1,19

 

 

 
Tabla 4.5. Población bacteriana de lactobacilos y enterobacterias en el contenido del colon proximal 
analizado mediante PCR cuantitativa (log (16S rDNA  copias del gen / g de materia fresca)) de cerdos 
alimentados con una dieta control (CT) o la misma dieta con maíz molturado de forma más grosera 
(GRO), con pulpa de remolacha (PUL) o con salvado de trigo (SAL). 1 EEM Error estándar de la media. 
 
 

Enterobacteria

d0 10,45a 0,19

d7 9,84 10,03 9,42 10,41 9,93ab 0,29 0,14 0,0052 0,38

d21 9,08 9,77 9,25 9,21 9,33c 0,24 0,23

d42 9,54 9,61 9,38 9,67 9,55b 0,23 0,82

Promedio dieta 9,49 9,80 9,35 9,76

d0 11,26b 0,21

d7 12,11 12,07 12,1 11,56 11,96a 0,25 0,35 0,026 0,214

d21 12,15 11,4 11,51 11,65 11,68ab 0,22 0,26

d42 11,63 11,67 11,17 11,64 11,53b 0,21 0,3

Promedio dieta 11,96 11,71 11,59 11,62

d0 0,81 0,22

d7 2,27a 2,04ab 2,67a 1,15b 2,03 0,36 0,04 0,2624 0,0225

d21 3,07a 1,63b 2,26ab 2,44ab 2,35 0,28 0,02

d42 2,09 2,06 1,78 1,97 1,98 0,32 0,9

Promedio dieta 2,09 2,06 1,78 1,97

p valor     
periodo

p valor      
dieta*periodoLactobacilos:enterobacteria

Lactobacilos
Promedio 
periodo EEM 1

p valor     
dietaCT GRO PUL

p valor      
dieta*periodo

p valor     
periodo

p valor      
dieta*periodo

p valor     
periodo

Promedio 
periodo EEM 1

p valor     
dieta

Promedio 
periodo EEM 1

p valor     
dietaGrupo bacteriano / periodo CT GRO PUL

Dietas

10,45

11,26

0,81

SAL

CT GRO PUL SAL

SAL
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4.3.5. Cuantificación de los lactobacilos y los estreptococos del tracto 

gastrointestinal mediante la técnica del FISH  

 

A partir de muestras del contenido del estómago, del yeyuno distal, del colon proximal 

y del recto de los animales del tercer periodo se cuantificaron las bacterias totales 

(sonda Eub 338), los Streptococcus spp /Lactococcus spp (sonda Str 493) y los 

Lactobacillus spp /Enterococcus spp (sonda Lab 158). 

 

No se detectaron diferencias significativas en los recuentos de estas bacterias en función 

de las dietas utilizadas. Sin embargo se observaron diferencias significativas en función 

del tramo digestivo (especialmente entre los tramos proximales y los tramos más 

distales). Las bacterias del ácido láctico (lactobacilos y estreptococos) resultaron ser 

abundantes principalmente en el estómago (15-37%) y en el yeyuno proximal (8-26%) 

mientras que representaban un porcentaje bajo en el colon proximal y en el recto (1-2%) 

(Tabla 4.6.). 

 

Tabla 4.6. Proporciones de Lactobacillus spp y Streptococcus spp a lo largo del tracto digestivo de 
cerdos alimentados con una dieta control (CT) o la misma dieta con maíz molturado de forma más grosera 
(GRO), con pulpa de remolacha (PUL) o con salvado de trigo (SAL) mediante la utilización de la técnica 
del FISH. 
 

Recuento (× 109)/ml

Eub338 Str493 Lab158

Estómago

Dieta CT 0,12 ±0,11 20,2 ±9,4 8,0 ±17,5
Dieta GRO 0,29 ±0,27 36,5 ±41,4 26,2 ±37,1
Dieta PUL 0,53 ±0,49 14,9 ±5,3 21,7 ±16,2
Dieta SAL 0,49 ±0,63 15,5 ±8,7 11,4 ±12,8

Yeyuno distal

Dieta CT 0,22 ±0,13 4,9 ±5,8 15,3 ±15,3
Dieta GRO 0,37 ±0,50 25,7 ±22,6 11,0 ±12,4
Dieta PUL 0,25 ±0,31 12,9 ±17,7 11,4 ±23,6
Dieta SAL 0,12 ±0,11 31,1 ±36,2 25,0 ±47,1

Colon Proximal

Dieta CT 39,6 ±15,8 1,4 ±0,8 0,2 ±0,1
Dieta GRO 44,5 ±10,0 1,2 ±1,1 0,1 ±0
Dieta PUL 37,7 ±6,8 1,5 ±1,3 0,5 ±0,5
Dieta SAL 37,7 ±6,4 1,0 ±0,3 0,1 ±0,2

Recto

Dieta CT 61,3 ±15,6 1,2 ±1,1 0,1 ±1,0
Dieta GRO 49,6 ±9,5 1,8 ±1,5 0,1 ±0,1
Dieta PUL 44,6 ±14 2,1 ±1,0 bd
Dieta SAL 47,7 ±25,5 1,3 ±0,8 0,1 ±0,1

Recuento como % Eub338
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4.3.6. Análisis de las bases púricas  

 

A partir de las muestras de digesta del íleon, ciego y del colon proximal se determinó la 

concentración de las bases púricas (adenina y guanina) (Figura 4.7.). Las 

concentraciones de bases púricas en el íleon fueron mucho menores que en el ciego y en 

el colon proximal. No se observaron diferencias significativas entre dietas en ninguno 

de los periodos experimentales ni en ninguno de los tramos estudiados.  

 

Se observó un efecto del periodo experimental tanto en el ciego como en el colon 

proximal (p<0,0001). Mientras que en el ciego las concentraciones de las bases púricas 

aumentaron a lo largo del tiempo para todos los tratamientos, en el colon proximal las 

concentraciones de bases púricas aumentaron a corto plazo y disminuyeron con el 

tiempo. 

 

Figura 4.7. Concentración de bases púricas (adenina y guanina) (µmol/g MS) en las muestras de digesta 
del íleon (A) del ciego (B) y del colon proximal (C) de cerdos alimentados con una dieta control (CT) o 
con la misma dieta con maíz molturado grosero (GRO), con pulpa de remolacha (PUL) o con salvado de 
trigo (SAL). Las diferentes letras (a, b) significan diferencias significativas (p<0,05) entre los diferentes 
periodos. 
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B) 

Evolución de la concentración de las bases púricas en el ciego
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C) 

Evolución de la concentración de las bases púricas en el colon proximal
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4.4. Discusión 

 

En este trabajo se evaluó el efecto de la adición de varias fuentes de carbohidratos (en 

forma de ingredientes fibrosos) sobre la microbiota gastrointestinal del cerdo, mediante 

técnicas moleculares, algunas de las cuales han sido ya discutidas en el capítulo 

anterior. 

 

En primer lugar, cabe destacar que tanto la molturación grosera del maíz como la 

incorporación de la pulpa de remolacha y del salvado de trigo redujeron el consumo 

voluntario de pienso. Además, los animales alimentados con la dieta con pulpa de 

remolacha presentaron un menor peso vivo. Estos resultados confirman el efecto 
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limitante de la fibra dietética sobre el crecimiento, hecho que ya ha sido previamente 

demostrado (Kass et al., 1980). 

 

En este trabajo se detectaron diferencias significativas en cuanto a la diversidad de las 

poblaciones microbianas en función del tramo digestivo analizado. Concretamente, la 

diversidad microbiana incrementa de forma significativa de los tramos proximales 

(yeyuno distal e íleon) a los tramos intestinales más distales (colon proximal y colon 

distal), tal y como ya se había descrito en el capítulo 3. Sin embargo, en este caso, la 

diversidad microbiana detectada en el estómago fue considerablemente mayor, 

alcanzando valores similares a los obtenidos en el colon proximal y en el colon distal. 

En un trabajo realizado por Canibe y colaboradores (2005), en cerdos en fase de 

crecimientos (27 kg de peso vivo) y mediante la utilización de la técnica de la T-RFLP 

con una sola enzima de restricción, los autores detectaron entre 9 y 20 bandas en cada 

una de las muestras analizadas del contenido digestivo del estómago. Estos resultados 

parecen tener una buena correlación con los obtenidos en nuestro estudio (entre 27 y 39 

bandas por muestra con 4 enzimas de restricción). Además, de los resultados derivados 

de la técnica del FISH, podemos afirmar que el incremento de la diversidad microbiana 

del estómago no fue acompañado por un incremento en la cantidad total de bacterias 

(valor promedio de 3.6 x 108 bacterias/mL). Sin embargo, en la mayoría de los 

dendrogramas realizados, las muestras de estómago se agrupan con las del intestino 

delgado (yeyuno distal e íleon); por lo tanto, se puede inferir que aunque la diversidad 

del estómago es alta, la composición bacteriana es mayoritariamente más parecida a la 

de los tramos proximales del intestino que a los tramos distales. Una posible explicación 

al incremento de la diversidad microbiana del estómago podría ser el hecho de que los 

animales hubiesen practicado coprofagía. De esta misma forma, Canibe y colaboradores 

(2005), mediante la técnica de la T-RFLP, observaron que muchos de los fragmentos de 

restricción encontrados en el colon de los cerdos alimentados con una dieta molturada 

groseramente eran también encontrados en el estómago de los mismos animales. Así, 

los autores sugerían la posibilidad de que estos animales hubieran practicado la 

coprofagia.  

 

En los tramos del tracto digestivo posterior (colon proximal y colon distal), se observó 

de forma general (en todas las dietas experimentales) una reducción del número de 

bandas a corto plazo (de día 0 a día 7). Esta reducción súbita y transitoria es 
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probablemente debida a la introducción de la nueva dieta. No es descartable que estos 

cambios en la microbiota expliquen parte de la respuesta inflamatoria intestinal leve y 

transitoria, aunque más evidente en las dietas con ingredientes fibrosos, observada en 

estudios paralelos realizados en estos mismos animales (Nofrarías, 2007). 

 

Analizando la similitud de los perfiles de bandas, se puede concluir que 

mayoritariamente a corto plazo no hay una buena agrupación de los patrones de bandas 

en función de la dieta administrada. Esto puede ser debido a que cada animal responde 

de forma variable al cambio de dieta y que son necesarios más días para adaptarse a las 

nuevas dietas. Con estas dietas se puede deducir que son necesarios aproximadamente 

unos 21-23 días para poder observar una homogenización de los perfiles bacterianos en 

función de la dieta. Ya a los 42 días, la similitud entre los animales alimentados con una 

misma dieta incrementa agrupándose en diferentes grupos en función de la dieta. En 

este periodo, una vez la microbiota ha tenido tiempo suficiente para adaptarse a las 

dietas experimentales, podemos observar que en el yeyuno distal, los animales 

alimentados con la dieta con salvado de trigo son los que presentan una menor similitud 

de los patrones de bandas. Interesantemente, en el colon proximal, los patrones de 

bandas entre las dos dietas con diferente grado de molturación del maíz eran más 

similares entre ellos que con las dietas con diferentes fuentes de fibra.  

 

El objetivo principal de este trabajo era el de comparar el efecto de diferentes fuentes de 

carbohidratos sobre la microbiota gastrointestinal y, efectivamente, se ha demostrado 

que la introducción de diferentes fuentes de fibra induce cambios sustanciales en la 

microbiota gastrointestinal. Concretamente, la introducción del maíz molturado grosero 

indujo un incremento transitorio de la diversidad microbiana en los tramos del tracto 

digestivo más proximales (estómago e íleon) de una forma inmediata. En un estudio 

realizado por Canibe y colaboradores (2005), los autores también detectaron un 

incremento de la diversidad microbiana en el estómago de cerdos alimentados durante 

10 días con una dieta molturada completamente en forma grosera. En este trabajo los 

autores además de detectar un incremento de la diversidad microbiana en los tramos 

proximales del tracto digestivo, también demostraron un aumento tanto del total de 

bacterias anaeróbicas como la cantidad de bacterias del ácido láctico. Sin embargo, en 

nuestro estudio, mediante la utilización de la PCR cuantitativa no se observaron 

diferencias significativas entre las diferente dietas y la cantidad de lactobacillus spp 
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presentes en el íleon. Además, en el trabajo realizado por Canibe y colaboradores 

(2005), los autores demostraron que la inclusión de una dieta molturada grosera 

aumentaba la concentración de ácido láctico y ácido butírico en el estómago. Estos 

resultados están en concordancia con los obtenidos por Anguita (2006). Así, en este 

trabajo, utilizando las mismas muestras que las que se han utilizado en esta tesis, se 

observó un incremento de la proporción de ácido butírico en el estómago de los 

animales alimentados con la dieta parcialmente molturada de forma grosera. Este 

incremento se observó únicamente a los 7 días del estudio (Anguita, comunicación 

personal). Así, este incremento a corto plazo de la diversidad microbiana observada en 

los tramos proximales del tracto digestivo de los cerdos alimentados con la dieta rica en 

almidón resistente tipo I podría estar relacionado con un incremento de la diversidad de 

diferentes especies bacterianas formadoras de butirato o de especies bacterianas con 

capacidad de transformar el lactato en butirato. En el resto de tramos del tracto 

digestivo, la dieta enriquecida con almidón resistente tipo I mantuvo de forma más o 

menos estable el grado de diversidad bacteriana.  

En los animales alimentados con la dieta con pulpa de remolacha no se observó ninguna 

diferencia significativa a lo largo de todo el estudio en cuanto a la diversidad bacteriana 

del estómago y yeyuno distal. Sin embargo, a largo plazo, en el íleon se detectó una 

disminución de la diversidad microbiana. Estos resultados son difíciles de interpretar ya 

que existen pocos estudios en la literatura donde se determine el efecto de diferentes 

fuentes de polisacáridos no amiloideos solubles sobre la diversidad microbiana global 

en los tramos proximales del tracto digestivo. En un trabajo realizado por Konstantinov 

y colaboradores (2004), los autores no detectaron diferencias significativas en el número 

total de bandas presentes en el íleon entre los lechones alimentados con la dieta control 

y los lechones alimentados con una dieta rica en polisacáridos no amiloideos solubles 

(10 % de pulpa de remolacha) durante los 13 días que duró la fase experimental.  

El hecho de que la estabilización del número de bandas en los animales alimentados con 

la dieta con pulpa de remolacha se dé en un corto plazo de tiempo y se mantenga 

mayoritariamente estable a lo largo del estudio puede estar asociado a una más rápida 

adaptación de la microbiota a este ingrediente. Esta rápida adaptación de la microbiota 

intestinal podría estar relacionada con la mayor capacidad de retención de agua 

detectada en la dieta enriquecida con pulpa de remolacha (Anguita et al., 2007). Este 
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medio facilitaría la fermentación bacteriana (Auffret et al., 1993). Además de una más 

rápida adaptación de la microbiota intestinal a la dieta, se ha demostrado que los 

animales alimentados con esta dieta tienen un menor número de linfocitos 

intraepiteliales, de linfocitos de la lámina propia y una menor presencia de nódulos 

linfáticos en la mucosa del colon proximal (Nofrarías, 2007). Este hecho podría indicar 

que, además de permitir una mayor estabilidad de la microbiota intestinal, es una dieta 

menos abrasiva para el tracto digestivo.  

 

En cuanto a la reducción de la diversidad microbiana ileal detectada a los 21 días en los 

animales alimentados con la dieta con salvado de trigo, podría también deberse a que la 

microbiota del íleon se estuviera especializando para fermentar este tipo de sustratos. En 

un estudio realizado por Hogberg y colaboradores (2004), los autores demostraron una 

disminución de la diversidad de los coliformes a nivel del íleon a los 9 días de haber 

introducido una dieta rica en polisacáridos no amiloideos insolubles (28,7 % de salvado 

de trigo). Sin embargo, la diversidad de los coliformes se recuperó a los 17 días de 

haber introducido la dieta experimental. Después de los 7 primeros días de adaptación a 

las nuevas dietas experimentales, las diferencias más relevantes, detectadas en los 

animales alimentados con la dieta con salvado de trigo, fueron encontradas en tanto en 

el colon proximal como en el colon distal. Concretamente, en estos animales, se observó 

en el colon proximal tanto una disminución del número de bandas como del índice de 

Shannon-Weaver a los 42 días del estudio. Esta reducción de la diversidad microbiana 

al final del estudio podría ser debida a una especialización de la microbiota que habita 

en este tramo. Sería interesante, en futuros estudios, analizar que poblaciones 

microbianas son predominantes. Además, esta reducción de la diversidad microbiana a 

los 42 días del estudio podría indicar que la adaptación a este tipo de sustrato es más 

tardía. En concordancia con estos resultados, algunos autores han sugerido que pocas 

bacterias son capaces de fermentar este tipo de polisacáridos hecho que podría explicar 

que en el último periodo se de una reducción de la diversidad bacteriana (Hogberg et 

al., 2004). En el colon distal, al final del estudio los cerdos alimentados con la dieta rica 

en salvado de trigo tuvieron un mayor número de bandas comparado con los animales 

alimentados con la dieta control. Este resultado podría estar correlacionado con el 

observado en el colon proximal, donde la microbiota podría haberse especializado para 

fermentar este tipo de substrato. Esto permitiría que en el colon distal llegaran las 

partículas parcialmente fragmentadas.  
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En este estudio, se observó que la concentración de las bases púricas del íleon fue 

considerablemente inferior a la concentración de las mismas en el ciego y en el colon 

proximal indicando que este tramo del tracto digestivo tiene una menor carga 

microbiana. Estos resultados concuerdan con los descritos por Castillo y colaboradores 

(2006b). El aumento en el contenido total de bases púricas en el ciego a lo largo del 

estudio, podría reflejar la adaptación de la microbiota de este compartimiento a la 

fermentación de las nuevas dietas. De esta forma, conforme la actividad fermentativa 

del ciego se incrementa, la cantidad de sustrato fermentable que abandona este 

compartimiento y llega a colon proximal es menor, lo que podría explicar el descenso 

paralelo observado en el colon proximal. 

Mediante la cuantificación de los Streptococcus/Lactococcus spp y de los 

Lactobacillus/Enterococcus spp con la técnica del FISH, se pudo observar la existencia 

de una clara diferencia en cuanto a su distribución a lo largo del tracto digestivo, siendo 

estas bacterias muy abundantes en los tramos proximales del tracto digestivo (estómago 

y yeyuno proximal) y poco abundantes en los tramos distales del tracto digestivo (colon 

proximal y recto). En un estudio realizado por Hill y colaboradores (2005), los autores 

demostraron que el porcentaje mayoritario de clones aislados del íleon de los cerdos, 

pertenecía a bacterias de la familia Lactobacillae. Teniendo en cuenta estos resultados 

conjuntamente con la baja diversidad bacteriana detectada en el yeyuno distal y en el 

íleon, se puede deducir que las bacterias del ácido láctico van a ser de gran abundancia 

en estos tramos. 
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CAPÍTULO 5 

INFECCIÓN EXPERIMENTAL CON DOS CEPAS DE SALMONELLA ENTERICA 

SEROVAR TYPHIMURIUM EN CERDOS 
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5.1 Introducción 

 

La salmonelosis es actualmente, en los países industrializados, una de las enfermedades 

transmitidas por alimentos más importantes que afecta a la especie humana. En Europa 

los serotipos más comúnmente aislados en personas son Salmonella Enteritidis y 

Salmonella Typhimurium representando un 52 y un 9 % respectivamente del total de 

casos de salmonellosis en humanos (EFSA, 2006). Concretamente, las principales 

fuentes de estas bacterias son los huevos y la carne contaminada de cerdo y ave.  

 

La infección por Salmonella spp en la especie porcina, puede cursar de forma 

subclínica, o bien de forma clínica, con una disminución del consumo de alimento, 

fiebre y diarrea abundante, (Schwartz, 1999). El curso subclínico es especialmente 

relevante en la epidemiología de esta infección dado el cerdo puede actuar como 

portador subclínico que, en situaciones de estrés (por ejemplo durante el transporte de 

los animales), puede convertirse en excretor, facilitando así la contaminación de las 

canales en el matadero (Isaacson et al., 1999). De hecho, la carne de cerdo es la 

causante de entre un 9 y un 15 % de las salmonelosis humanas (Berends et al., 1998; 

Hald et al., 2004) y, por lo tanto, es importante conocer la dinámica de esta infección, 

para establecer un buen control. 

 

El objetivo de este último trabajo fue estudiar la dinámica de la infección de dos cepas 

diferentes de Salmonella Typhimurium en cerdos, haciendo especial énfasis en estudiar 

el efecto de la infección sobre la diversidad microbiana del tracto digestivo, mediante 

las técnicas moleculares descritas en los capítulos anteriores.  

 

5.2. Materiales y métodos 

 

5.2.1. Animales, alojamiento y manejo 

 

La prueba fue realizada en la unidad experimental del Laboratori de Sanitat Ramadera 

(Zona Franca, Barcelona), con la aprobación previa de la Comisión de Ética para la 

Experimentación Animal y Humana de la Universitat Autònoma de Barcelona. Todos 

los procedimientos relacionados con animales fueron realizados de acuerdo con la 

normativa europea (Directiva 86/609/CEE). 
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Se utilizaron un total de 12 cerdos cruzados (Pietrain x [Landrace x Large White]) de 6 

semanas de edad, machos y hembras mezclados, con un peso inicial de 14,2 ± 1,7 kg. 

Estos animales fueron obtenidos de una granja experimental del Institut de Recerca i 

Tecnologia Agroalimentàries (Estació Experimental del Prat, Prat de Llobregat, 

España).  

 

Durante la aclimatación de los cerdos (2 semanas), se recogieron muestras del pienso 

(día -7) y de heces de cada uno de los animales(día -7, -4 y día 0), para verificar que 

eran libres de Salmonella spp. También se recogieron muestras de sangre de los cerdos 

para confirmar que eran libres de anticuerpos frente a Salmonella spp.  

 

Todos los cerdos fueron alimentados con un pienso compuesto comercial, que estaba 

formulado de acuerdo con los requisitos descritos para los cerdos de esta edad del 

Nacional Research Council (NRC, 1998, USA).  

 

5.2.2. Infección experimental 

 

Los cerdos fueron distribuidos en 3 grupos experimentales de acuerdo con su peso 

inicial. El grupo control no infectado (Grupo CT; n=2), fue alojado en una sala 

completamente separada del resto de grupos experimentales. Los otros dos grupos 

experimentales (n=5) fueron inoculados por vía oral, mediante la utilización de una 

jeringa, con 5 mL a 1 x 108 UFC de Salmonella / mL de dos cepas de Salmonella 

Typhimurium aislados de dos casos clínicos diferentes. Uno de los aislados de 

Salmonella Typhimurium presentaba resistencia múltiple a antibióticos (ampicilina, 

cloranfenicol, estreptomicina, sulfamidas y tetraciclinas) (Grupo ST-R, cepa S-9398), 

mientras que el otro aislado era sensible a todos estos antimicrobianos (Grupo ST-S, 

cepa S-9610). Estos aislados fueron cedidos por la Dra. Montse Saco del Laboratori de 

Sanitat Ramadera. Los dos grupos de animales infectados se mantuvieron en la misma 

sala en corralinas diferentes separadas entre sí de forma sólida. Al grupo control se le 

administró el mismo volumen de tampón PBS por vía oral. 
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5.2.3. Controles y toma de muestras 

 

La fase experimental duró 10 días. El peso corporal y el consumo de pienso fueron 

valorados a los 0, 3 y 10 días post-inoculación (PI). Los signos clínicos generales (0 = 

aspecto normal, 1 = abatimiento ligero, 2 = abatimiento severo, 3 = moribundo), la 

consistencia de las heces (0 = normales, 1 = pastosas, 2 = líquidas, 3 = con algo de 

sangre, 4 = muy sanguinolentas) y la temperatura rectal fueron registrados a día 0, 1, 2, 

3, 4, 5, 6, 7, 9 y 10 PI.  

 

Para el estudio de la excreción de Salmonella Typhimurium se recogió contenido fecal a 

los 0, 1, 3, 7 y 10 días PI. Para descartar cualquier contaminación del pienso, se 

recogieron muestras de este al inicio del estudio. Para el estudio de la diversidad 

microbiana, 1 gr del contenido fecal fue recogido a los 0, 1, 3, 7 y 10 días PI y mezclado 

con 3 mL de etanol al 98 %. También para el estudio de la diversidad microbiana se 

recogieron muestras de contenido del ciego a los 10 días PI. Estas muestras fueron 

guardadas a 4ºC hasta la extracción de ADN (Murphy et al., 2002). También se 

recogieron muestras de sangre de los animales a los 0 y 10 PI para la determinación de 

anticuerpos frente a Salmonella Typhimurium.  

 

Al final del estudio, los cerdos fueron sacrificados mediante una inyección intravenosa 

de pentobarbital sódico (Dolethal, Vetoquinol S.A., Madrid, Spain) (200 mg/kg peso 

vivo). Se realizó la necropsia completa de todos los animales y se recogieron muestras 

de íleon, ciego, colon proximal, bazo, hígado y linfonodo mesentérico. Estas muestras 

fueron fijadas en formol al 10 %. Parte del bazo y del linfonodo mesentérico también se 

recogió en un recipiente estéril para su posterior estudio microbiológico.  

 

5.2.4. Procesado de las muestras 

 

5.2.4.1. Extracción del ADN y técnica de PCR 

 

Previamente a la extracción del ADN, se realizaron 2 lavados de cada una de las 

muestras con agua de peptona estéril (400 mg de contenido digestivo). El ADN fue 

extraído mediante la utilización del Mini kit QIAamp DNA Stool (Qiagen Inc., 
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Chatsworth, Calif) siguiendo las instrucciones del fabricante con las modificaciones 

detalladas en el capítulo 3, apartado 3.2.4.1.. 

 

La PCR fue realizada mediante la utilización de la Master mix AmpliTaq Gold® 

(Applied Biosystems, CA, USA) en un volumen total de 50 µl. La PCR consistía en 

0,05 U/µl de AmpliTaq Gold polymerase, 0,8 µM de cada primer, 0,1% de tween 20, 5 

µl de ADN (∼100 ng) y agua autoclavada de 18 MΩ. El gen del 16S rRNA fue 

amplificado mediante la utilización de cebadores para eubacteria: 357fm (5’-

CTACGGGAGGCAGCAGT-3’) y 907rm (5’-CCGTCWATTCMTTTGAGTTT-3’) 

diseñados por Lane (1991) con alguna modificación menor. Las condiciones de 

amplificación fueron las siguientes: activación de la TaqGold a 94ºC (4 min); 35 ciclos 

de desnaturalización a 94ºC (1 min), annealing a 45ºC (1 min) con un incremento de 

0,1ºC por ciclo, extensión a 72ºC (1 min 15 s) y una extensión final a 72ºC (15 min). 

 

5.2.4.2. Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) 

 

El producto de la PCR fue digerido mediante 4 enzimas de restricción: AluI, RsaI, 

HpaII, CfoI (F.Hoffmann-LaRoche Ltd Group, Basel, Switzerland) en cuatro reacciones 

totalmente independientes. La mezcla (10 µl en total) contenía 8 µl del producto de la 

PCR, 1 µl del buffer SA (F.Hoffmann-La Roche Ltd Group, Basel, Switzerland) y 1 µl 

(10 U) de una de las enzima de restricción. Las muestras fueron incubadas durante 3 

horas a 37ºC. Los diferentes fragmentos fueron separados con la técnica de la 

electroforesis en gel de agarosa de alta resolución al 2 % (Sigma Chemical Co., St. 

Louis, MO, USA) y visualizados mediante tinción con bromuro de etidio (0.5 µg/mL). 

El marcador “Step ladder 50 bp” (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) fue 

utilizado como marcador del peso molecular del ADN. A su vez, una mezcla del 

producto de amplificación del gen del 16S rRNA, cortado con RsaI, de una mezcla de 

bacterias con secuencias conocidas (Pasteurella multocida, Enterococcus faecalis y 

Clostridium perfringens), se utilizó como control complementario de peso molecular. 

Las bandas de ADN fueron visualizadas tras exponerlas a la luz UV mediante la 

utilización de un transiluminador (Chemigenious Image System, SynGene, Cambrige, 

UK) y utilizando el software GeneSnap (SynGene Analysis Cambridge, UK. Versión 

3.02.00). El tamaño de cada fragmento de restricción y la intensidad de las bandas fue 
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calculado mediante el software Gene Tools Versión 3.02.00 (SynGene Analysis 

Cambridge, UK). Para reducir las variaciones subjetivas durante la observación de los 

geles, se descartaron los picos con una intensidad inferior a 60 unidades. El ruido de 

fondo fue eliminado utilizando el método del rolling-disk con un radio de 30. 

Finalmente, se obtuvo un total de 4 perfiles de bandas por cada muestra, 

correspondientes a los cortes con los 4 enzimas de restricción utilizados.  

 

5.2.4.3. Análisis de los fragmentos de restricción 

 

A partir del análisis de los fragmentos de restricción se calculó la diversidad bacteriana 

y el grado de similitud.  

 

Para el cálculo de la diversidad bacteriana se utilizaron dos parámetros: el número 

total de bandas y el índice de Shannon-Weaver H’ (Shannon y Weaver, 1963) tal y 

como se describe en el capítulo 3, apartado 3.2.4.3.. 

 

Para comparar la similitud  de la composición de las bacterias entre los diferente grupos 

experimentales, se construyeron diferentes dendrogramas mediante el cálculo de la 

distancia de Manhattan (DM) (Kaufmann y Rousseeuw, 1990) tal y como se describe en 

el capítulo 3, apartado 3.2.4.3. 

 

5.2.4.4. Cultivos bacterianos 

 

El análisis de la excreción fecal de Salmonella spp se realizó mediante cultivos 

bacterianos. Las muestras de heces fueron homogeneizadas y sembradas en agua de 

peptona tamponada (ratio 1:10 a 37ºC durante 18 -24 horas). Después de este tiempo de 

incubación, las muestras fueron homogenizadas y se traspasó 0,1 mL de este cultivo a 

un medio líquido de Rappaport-Vassiliadis (RV). La muestra fue incubada a 42ºC 

durante 48 horas. Para el aislamiento e identificación, las muestras fueron sembradas en 

un medio sólido (Agar Medio Xilosa Lisina Tergitol - 4 XLT-4 Difco). Las placas 

fueron incubadas a 37º C durante 24 horas. Las colonias compatibles se sembraron en 

placas de Agar MacConkey. Las colonias lactosa negativas fueron identificadas por una 

batería de pruebas bioquímicas (Catalasa, Oxidasa, Citrato, Ureasa, Vogues-Proskauer, 



Experimento III 103 

Fenil-alanina, agar TSI (Triple sugar Iron) y agar SIM (Sulfuro indol movilidad)). Este 

procedimiento fue utilizado también para el análisis del pienso.  

 

En el caso de los linfonodos mesentéricos y del bazo, estos órganos fueron sumergidos 

en etanol al 95 % y flameados. Posteriormente 1 g de tejido fue cortado en pequeños 

fragmentos y sembrado en agua de peptona tamponada. Se siguió el mismo 

procedimiento descrito para las heces y el pienso.  

 

5.2.4.5. Detección de anticuerpos frente a Salmonella spp 

 

Para la detección de los anticuerpos frente a Salmonella spp se analizaron las muestras 

de suero obtenidas a los 0 y 10 días PI mediante la utilización de un kit comercial de 

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Salmonella Covalent Mix-Elisa 

Suanova Biotech AB, Uppsala Sweeden).  

 

5.2.4.6. Estudio anatomopatológico 

 

Los tejidos fijados en formol al 10 % (íleon, ciego, colon proximal, bazo, hígado y 

linfonodo mesentérico) fueron posteriormente deshidratados a través de un gradiente de 

alcoholes y posteriormente incluidos en parafina. Los bloques fueron cortados a 4 µm 

de grosor y teñidos con hematoxilina-eosina (HE) para su posterior visualización al 

microscopio óptico.  

 

5.2.5. Análisis estadístico 

 

El efecto de la infección y el efecto día sobre los parámetros productivos (peso corporal 

y consumo voluntario de pienso), la temperatura rectal, y el índice de Shannon-Weaver 

fue analizado mediante el procedimiento GLM (general linear model) utilizando el 

programa estadístico SAS (SAS Institute, INC. 8.2, Cary, NC). La presencia de diarrea 

fue analizada mediante el test de Fisher. El efecto de la dieta y del día sobre el número 

de bandas fue examinado mediante la utilización de técnicas no paramétricas (Kruskall-

Wallis). Los resultados estadísticamente significativos (p<0,05) fueron 

subsecuentemente analizados mediante el test de Wilcoxon (comparaciones 2x2) 



Experimento III 104 

aplicando la corrección de Bonferroni para múltiples comparaciones. El cerdo fue usado 

como unidad experimental. Se consideraron significativos los valores de p < 0,05.  

 

5.3. Resultados 

 

5.3.1. Parámetros clínicos y productivos 

 

A los 10 días PI, los animales infectados con la cepa ST-R mostraron un menor peso 

corporal que los animales del grupo CT (CT = 19,25 kg, ST-R = 15,8 kg, ST-S = 17,2 

kg, p <0,05). A pesar de que las diferencias no fueron estadísticamente significativas, 

ambos grupos de animales infectados mostraron una disminución del consumo 

voluntario de pienso durante los 3 primeros días PI (CT = 1 kg/día, ST-R = 0,50 kg/día, 

ST-S = 0,50 kg/día). Al final del estudio, los animales infectados con la cepa ST-S 

recuperaron el consumo de pienso mientras que el grupo infectado con la cepa ST-R 

mantuvo un bajo consumo voluntario de pienso (CT = 0,87 kg/día, ST-R = 0,52 kg/día, 

ST-S = 0,72 kg/día; p valor = 0,13). 

 

El resultado de las temperaturas rectales se muestra en la Figura 5.1.. Los animales 

infectados con la cepa ST-R tuvieron una temperatura rectal superior que el grupo CT 

durante el primer y segundo día PI (p < 0,05). Los animales infectados con la cepa ST-S 

tuvieron una mayor temperatura rectal únicamente el primer día PI (p < 0,05). 

 

No se observaron signos clínicos de abatimiento en ninguno de los animales. En cuanto 

a la consistencia de las heces, éstas pasaron de una consistencia normal a una 

consistencia pastosa en uno o dos días PI, dependiendo de la cepa (Figura 5.2.). La 

presentación e intensidad de la diarrea fue variable a lo largo de los 10 días en ambos 

grupos inoculados, pero, en general, el grupo inoculado con la cepa ST-R presentó un 

mayor número de animales con heces pastosas.  

 

No se observaron lesiones macroscópicas ni microscópicas relevantes en ninguno de los 

cerdos estudiados.  
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Figura 5.1. Evolución de la temperatura rectal media. Las diferentes letras (a, b) implican diferencias 
significativas entre los diferentes grupos experimentales.  
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Figura 5.2. Porcentaje de animales con diarrea pastosa. El asterisco (*) indica que las diferencias son 
estadísticamente significativas (p < 0,05). 
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5.3.2. Detección de anticuerpos frente a Salmonella spp 

 

Para la detección de los anticuerpos frente a Salmonella spp se analizaron las muestras 

de suero obtenidas a los 0 y 10 días PI. A día 0 ninguno de los animales presentó 

anticuerpos frente a Salmonella Typhimurium. A los 10 días PI, se detectaron 

anticuerpos frente a Salmonella Typhimurium en 3 de los 5 animales infectados con la 

cepa ST-R.  
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5.3.3. Excreción fecal y translocación 

 

Como se puede observar en la Tabla 5.1., la duración de la excreción así como el 

número de animales excretores varió con relación a la cepa inoculada. La mayoría de 

los animales inoculados con la cepa ST-R empezaron a excretar a las 24 horas de la 

inoculación y la excreción se mantuvo, en la mayoría de ellos, hasta el final del periodo 

experimental. Algunos de los animales tuvieron una excreción intermitente. En cuanto 

al grupo inoculado con la cepa ST-S, la excreción se inició también a las 24 horas, pero 

se mantuvo únicamente hasta el día 7 PI.  

 

 

Tabla 5.1. Evolución del número de animales con excreción fecal de Salmonella Typhimurium a lo largo 
del estudio. (CT = cerdos no infectados, ST-R= cerdos infectados con una cepa resistente a múltiples 
antibióticos, ST-S = cerdos infectados con una cepa sensible a múltiples antibióticos).  
 

Grupo 0 1 3 7 10

Excreción de CT 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
Salmonella Typhimurium ST-R 0/5 3/5 4/5 4/5 3/5

ST-S 0/5 2/5 4/5 3/5 0/5

Días post-inoculación

 

 

 

Salmonella Typhimurium fue aislada del linfonodo mesentérico de todos los animales 

inoculados con la cepa ST-R (5/5) y en 2 de los 5 animales infectados con la cepa ST-S. 

No se aisló Salmonella spp en ninguna de las muestras de bazo ni en ninguno de los 

animales del grupo control. Tampoco se aisló Salmonella spp en en las muestras de 

pienso. 

 

5.3.4. Diversidad bacteriana 

 

5.3.4.1. Número de bandas obtenidas mediante PCR-RFLP  

 

Se valoró la diversidad bacteriana del recto y del ciego a través del recuento del número 

de bandas obtenidas mediante PCR-RFLP. La diversidad microbiana del recto a lo largo 

del estudio mostró una evolución similar para todos los grupos experimentales, sin 

diferencias estadísticamente significativas entre los animales infectados y los animales 

controles (Figura 5.3.A). Tampoco se observaron diferencias significativas en cuanto a 
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la diversidad microbiana del ciego a los 10 días PI entre los diferentes grupos 

experimentales (número de bandas de CT=33 ± 0, ST-R = 33,6 ± 3,67, ST-S = 34,8 

±5,26). Sin embargo, se observó un efecto día a lo largo del estudio, con una 

disminución del grado de diversidad a día 1, 3 y 7 PI (p<0,05). 

 

5.3.4.2. Índice de Shannon–Weaver en el ciego y en el recto 

 

Mediante el cálculo del Índice de Shannon–Weaver se calculó también la diversidad 

microbiana de las heces y del contenido cecal. En el caso de las heces, se observó una 

dinámica muy similar a la obtenida mediante el cálculo del número de bandas (Figura 

5.3.B). En este caso, a pesar de que tampoco se observaron diferencias significativas 

entre tratamientos (p= 0,75), cabe resaltar que los animales del grupo CT presentaron 

una marcada reducción de la diversidad bacteriana a los 7 días del estudio. También se 

observó un efecto día a lo largo del estudio, con una disminución del grado de 

diversidad a día 1, 3 y 7 PI (p < 0,05). No se observaron diferencias significativas en 

cuanto a la diversidad microbiana del ciego a los 10 días PI entre los diferentes grupos 

experimentales (índice de Shannon-Weaver de CT=1,35 ± 0, ST-R = 1,37 ± 0,05, ST-S 

= 1,41 ±0,02; p = 0,17). 

 

Figura 5.3. Evolución de la diversidad microbiana a lo largo del estudio en número de bandas (A) y en 
función del Índice de Shannon-Weaver (B). (CT = cerdos no infectados, ST-R= cerdos infectados con una 
cepa resistente a múltiples antibióticos, ST-S = cerdos infectados con una cepa sensible a múltiples 
antibióticos). Las diferentes letras (a, b, c) indican diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05) 
entre los diferentes días del estudio.  
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B) Índice de Shannon – Weaver. 
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A partir de las muestras de heces recogidas a los 0, 1, 3, 5, 7 y 10 días PI y de las 

muestras de contenido cecal recogido a los 10 días PI, se construyeron diferentes 

dendrogramas con el fin de comparar la similitud de los patrones de bandas de cada 

grupo experimental. En ninguno de los casos se observó una clara agrupación en 

función del grupo experimental.  

 

5.4. Discusión 

 

El objetivo de este trabajo fue caracterizar el efecto de la infección con dos cepas 

diferentes de Salmonella Typhimurium en cerdos de engorde, valorando especialmente 

su efecto sobre la diversidad microbiana.  

 

En nuestro estudio se observó que el grupo de cerdos infectados con la cepa ST-R 

presentó un menor peso corporal al final del estudio. Además, en ambos grupos 

infectados con Salmonella Typhimurium se observó una reducción del consumo 

voluntario de pienso, siendo más prolongado en los animales infectados con la cepa ST-

R. En cuanto a la temperatura rectal, se observó un incremento durante el primer y 

segundo día PI. Estos signos clínicos tienen una buena concordancia con los descritos 

en la literatura (Schwartz, 1999). Sin embargo, hay que resaltar cierta variabilidad entre 

los estudios existentes. Así, Balaji y colaboradores (2000) demostraron que tras la 

infección por Salmonella Typhimurium, los animales perdían peso, tenían un menor 

consumo voluntario de pienso y tenían un largo periodo de fiebre (desde las 24 horas 

a 

  b  b 
c 

a 
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post infección hasta las 120 horas). Por el contrario, los datos aportados por Correa-

Matos y colaboradores (2003) y Mikkelsen y colaboradores (2004) demuestran que la 

infección con Salmonella Typhimurium puede cursar sin cambios de peso, consumo ni 

temperatura. Estas diferencias podrían explicarse en gran parte por la gran variabilidad 

de las cepas de Salmonella spp utilizadas en los diferentes estudios, las diferentes dosis 

de infección utilizadas así como también por posibles diferencias de susceptibilidad 

entre animales. 

 

La excreción de Salmonella Typhimurium en heces ya se pudo detectar en algunos de 

los animales a las 24 horas después de la infección siendo, en algunos animales, 

discontinua a lo largo del periodo experimental. De forma general, se describe que 

después de la infección experimental, Salmonella Typhimurium es aislada de las heces 

diariamente durante los 10 primeros días PI y frecuentemente durante los siguientes 4 o 

5 meses (Schwartz, 1999). En el caso de los animales infectados con la cepa ST-R aún 

se detectaban animales positivos a los 10 días PI, mientras que no fue así en el caso de 

los animales infectados con la cepa ST-S. Estas diferencias parecen indicar que la 

excreción podría depender del tipo de cepa utilizada. Recientemente, se ha demostrado 

que la excreción de Salmonella Typhimurium en heces está correlacionada con la 

concentración administrada de la misma durante la infección (Osterberg y Wallgren, 

2008). Así, en este estudio, los autores demostraron que los cerdos infectados con 0,65 

x 109 UFC presentaban una excreción constante a lo largo de las primeras 4 semanas 

post-infección, con una excreción intermitente en fases más avanzadas. Los cerdos 

infectados con 0,65 x 106 UFC tuvieron una excreción intermitente ya durante las 

primeras 4 semanas PI, mientras que en los cerdos infectados con 0,65 x 103 UFC no se 

detectó excreción. En nuestro estudio la infección experimental se realizó con 1 x 108 

UFC de ambas cepas, sin embargo se observó una excreción intermitente ya durante los 

diez primeros días. Estos resultados pueden reafirmar que además de la dosis de 

infección utilizada, la excreción va a depender de la cepa administrada.  

 

A pesar de que a los 10 días de la infección experimental los animales no presentaban 

ningún signo clínico, se aisló Salmonella Typhimurium en el linfonodo mesentérico de 

ambos grupos inoculados. Los linfonodos, son uno de los tejidos más sensibles para la 

detección de Salmonella spp (Vieira-Pinto et al., 2005). Una vez Salmonella 

Typhimurium atraviesa la mucosa intestinal, llega al linfonodo mesentérico mediante la 
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vía linfática y puede quedarse acantonada en el linfonodo mesentérico o bien en 

tonsilas, ciego y colon (Vieira-Pinto et al., 2005, Schwartz, 1999; Wood et al., 1989). 

Este resultado confirmaría la posibilidad de persistencia de la infección y corroboraría el 

rol que pueden ejercer algunos animales infectados subclínicamente como portadores de 

Salmonella Typhimurium. Además, se ha demostrado que la excreción de Salmonella 

spp puede prolongarse hasta los 4 o 5 meses postinfección (Schwartz, 1999). No es 

descartable que en el presente estudio, los animales de ambos grupos pudieran volver a 

excretar Salmonella Typhimurium en fases más avanzadas.  

 

Comparando los resultados obtenidos entre las dos cepas de infección utilizadas, éstos 

parecen indicar que la cepa resistente a múltiples antibióticos (ACSSuT) produce una 

sintomatología clínica más pronunciada (mayor pérdida de peso, peor recuperación del 

índice de conversión, temperatura rectal más elevada) y una excreción fecal más 

prolongada que la cepa sensible a múltiples antibióticos. Estas diferencias podrían ser 

debidas a la relación existente entre la resistencia a los antibióticos y la virulencia 

(Guerra et al., 2002). 

 

De forma general, se describe una relación entre la diversidad microbiana y la 

estabilidad de un ecosistema, siendo más estable cuando mayor es la diversidad de éste 

(Crutsinger et al., 2006). En algunos estudios se ha demostrado una disminución de la 

diversidad microbiana tras la infección con un agente patógeno entérico (Bhandari et 

al., 2008; Cao et al., 2008). En el trabajo publicado por Bhandari y colaboradores 

(2008), los autores demostraron que los lechones infectados por Escherichia coli K88 

con mayor sintomatología y mortalidad eran los que tenía una menor diversidad 

microbiana. Asimismo, Cao y colaboradores (2008) observaron una disminución de la 

diversidad microbiana de las heces en patos tras 24 horas de ser infectados con 

Salmonella Enteritidis. A diferencia de nuestro estudio, los animales infectados con 

Salmonella Enteritidis enfermaron gravemente y algunos de ellos murieron. Por este 

motivo, en el presente estudio, se esperaba observar una disminución de la diversidad 

microbiana tras la infección con Salmonella Typhimurium. Sin embargo, no se 

observaron diferencias significativas entre los animales infectados y los del grupo 

control. Cabe resaltar que en este estudio, para el análisis de la diversidad microbiana, 

sólo se recogieron muestras de contenido digestivo del ciego a día 10 PI y del recto a lo 

largo del estudio. Probablemente, y para futuros estudios, sería interesante realizar esta 
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prueba con un mayor número de animales realizando sacrificios seriados y recogiendo 

muestras de un mayor número de tramos digestivos. Otra posible causa que pudiera 

explicar el hecho de que no se observaran diferencias en la diversidad microbiana entre 

los grupos infectados y el grupo control puede ser el tipo de agente patógeno utilizado o 

la susceptibilidad de los animales.  

 

Por último, la disminución de la diversidad microbiana a lo largo del estudio en todos 

los animales, incluidos los controles, podría estar relacionada con el estrés generado a 

los animales tras la administración del inóculo (PBS o Salmonella Typhimurium) y a su 

continua manipulación para la recogida de las muestras. 
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El principal objetivo de esta tesis fue el de mejorar el conocimiento del ecosistema 

bacteriano del tracto digestivo de los cerdos mediante la utilización de diferentes 

técnicas moleculares. Concretamente, esta tesis se focalizaba en el estudio de la 

composición de la microbiota intestinal a lo largo del tracto digestivo, estudiando el 

efecto de diferentes aditivos y dietas sobre las poblaciones bacterianas del tracto 

gastrointestinal.  

 

La población microbiana del tracto gastrointestinal de los cerdos ha sido 

tradicionalmente estudiada mediante técnicas de cultivo bacteriano (Robinson et al., 

1981; Robinson et al., 1984). Sin embargo, en esta tesis se optó por la utilización de 

diferentes técnicas moleculares descritas recientemente. Mediante la utilización de la 

técnica de la PCR-RFLP, pudimos monitorizar los cambios generales que se pueden dar 

en las poblaciones bacterianas al introducir una nueva dieta, a lo largo del tracto 

digestivo o bien con el paso del tiempo. La utilización de esta técnica, puede ser 

interesante en fases preliminares ya que con ella vamos a poder obtener una idea global 

de los cambios que se pueden dar en el ecosistema bacteriano intestinal. Esta 

información nos permitirá seleccionar o a descartar algunas dietas experimentales etc. 

Posteriormente, si se considera necesario, se va a poder clonar y secuenciar algunas de 

las bandas obtenidas. Esto nos aportará una información más detallada y limitará el 

número de muestras secuenciadas. Otra ventaja de esta técnica es que con ella estamos 

analizando tanto bacterias cultivables como bacterias no cultivables o bacterias no 

caracterizadas aportando una mayor información que la que se puede obtener a partir 

del cultivo de algunos grupos bacterianos.  

Además, para el estudio de la abundancia de un determinado grupo o género bacteriano, 

en el experimento II, se utilizó la técnica de la PCR cuantitativa (cuantificando los 

lactobacilos y las enterobacterias) y la técnica del FISH (cuantificando Streptococcus 

spp, Lactococcus spp, Lactobacillus spp y Enterococcus spp). Mediante ellas no se 

observaron diferencias significativas entre las diferentes dietas experimentales. Por este 

motivo, en futuros estudios sería interesante ampliar la batería de sondas o de cebadores 

para cuantificar más grupos o géneros bacterianos como Ruminococcus spp etc. Ambas 

técnicas aportan una información detallada de la abundancia de un determinado género 

o grupo bacteriano. De esta forma, se puede afirmar, que con la utilización combinada 

de la PCR-RFLP y la PCR cuantitativa o la técnica del FISH se va a poder obtener un 
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mejor conocimiento de la composición microbiana del tracto digestivo, ya que con la 

PCR-RFLP se va a obtener una información general mientras que con la PCR 

cuantitativa o con el FISH se va a obtener una información más concreta de 

determinados grupos bacterianos. En definitiva, la combinación de una técnica 

cualitativa (en este caso la PCR-RFLP) y una técnica cuantitativa (PCR cuantitativa o 

FISH) parece interesante ya que aportan una información complementaria. 

Aunque el estudio de la diversidad microbiana del tracto digestivo es actualmente de 

gran interés y algunos autores lo consideran un parámetro que se correlaciona 

directamente con la salud intestinal (Atlas, 1984), no está aún totalmente demostrada la 

repercusión que un alta o baja diversidad intestinal tiene en la funcionalidad del sistema 

digestivo y, en definitiva, en el animal. En macroecología, se describe una relación entre 

la diversidad microbiana y la estabilidad de un ecosistema, siendo más estable cuando 

mayor es la diversidad (Crutsinger et al., 2006). Además, se ha demostrado que cuando 

incrementa la diversidad microbiana en el suelo, disminuye la invasividad y la 

persistencia de fitopatógenos (Berg et al., 2002; van Elsas et al., 2002). En el área de 

estudio de la diversidad bacteriana del sistema digestivo, existen varios trabajos que 

apuntan también hacia este sentido. En concreto, en un estudio realizado por Deplancke 

y colaboradores (2000), comparando la diversidad ileal en cerdos neonatos alimentados 

por vía enteral o por vía parenteral, los autores observaron una relación inversa entre la 

diversidad bacteriana y la susceptibilidad del intestino a ser colonizado por Clostridium 

perfringens. Concretamente, los animales alimentados por vía parenteral tenían una 

menor diversidad bacteriana y eran portadores de una mayor concentración de 

Clostridium perfingens. En esta misma línea, un trabajo reciente realizado por Bhandari 

y colaboradores (2008) demostró que los lechones infectados por Escherichia coli K88 

presentaban un mayor grado de sintomatología y una tasa mayor de mortalidad cuanto 

menor era el grado de diversidad microbiana intestinal. En un estudio realizado por 

Leser y colaboradores (2000), los autores demostraron una fluctuación de los patrones 

de bandas tras la infección de los animales con Brachyspira hyodysenteriae. 

Concretamente, desaparecieron un total de 39 fragmentos en uno o más grupos 

experimentales y apareciendo 18 nuevos fragmentos, sugiriendo una desestabilización 

de las poblaciones bacterianas, que parece relacionarse con una disminución en el grado 

de diversidad bacteriana. Así pues y a pesar de la escasa información existente, el 

principio que se acepta en macroecologia de que un sistema diverso es más estable, 
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podría también ser aplicado para el ecosistema intestinal, siendo el sistema digestivo de 

un animal más estable y, por lo tanto más “saludable”, cuanto mayor fuera su diversidad 

bacteriana. 

 

Otro parámetro que se venía utilizando y que se sigue utilizando actualmente como 

indicador de salud intestinal es la ratio Lactobacillus:Enterobacterias. De esta forma, se 

asume que una mayor ratio de Lactobacillus:Enterobacterias es beneficiosa para la 

salud del animal (Ewing y Cole, 1994). El interés en estas dos bacterias se debe a que se 

asocia un efecto favorable con los Lactobacillus spp. mientras que las Enterobacterias 

han sido relacionadas con problemas patológicos. Por este motivo, el objetivo de nuevas 

dietas que se diseñan especialmente para cerdos jóvenes, es mantener una ratio 

Lactobacillus:Enterobacterias favorable.  

 

A pesar de que el grado de diversidad microbiana y la ratio Lactobacillus: 

Enterobacterias se calculan mediante la utilización de parámetros completamente 

diferentes, ambos índices se utilizan como indicadores de salud intestinal. Por este 

motivo, creímos interesante intentar dilucidar si existía alguna correlación entre estos 

dos parámetros en los experimentos que se describen en esta tesis. En el caso del 

experimento I, la alimentación con una dieta con butirato de sodio resultó en una mayor 

estabilidad intestinal (incremento de la diversidad bacteriana observado en los tramos 

del tracto digestivo posterior). Sin embargo, en estos mismos animales, Castillo y 

colaboradores (2006b), utilizando las mismas muestras que las utilizadas en esta tesis, 

no observaron modificaciones en la ratio Lactobacillus:Enterobacterias ni en el yeyuno 

distal ni en el ciego. En el caso de los animales alimentados con la dieta con extractos 

de plantas, debido a la disminución de la diversidad bacteriana detectada en los tramos 

posteriores del tracto digestivo, pensaríamos que estos animales tienen una menor 

estabilidad intestinal en esta parte del tracto digestivo. Sin embargo, en estos animales, 

Castillo y colaboradores (2006b) detectaron una mayor ratio 

Lactobacillus:Enterobacterias en el ciego. Por último, en el caso de los animales 

alimentados con la dieta con avilamicina, no se observaron modificaciones en la 

diversidad bacteriana ni en la cantidad de Lactobacillus:Enterobacterias. Esta baja o 

nula correlación entre los resultados de ambas técnicas podría ser debida, como ya 

hemos apuntado anteriormente, a que miden parámetros completamente diferentes 

(cantidad de bacterias de un determinado género bacteriano y diversidad bacteriana 
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global). Además, de estos resultados se puede deducir que es posible modificar la 

diversidad microbiana global sin modificar la cantidad relativa de Lactobacillus y 

Enterobacterias.  

 

Tanto en el experimento I como en el experimento II, se observó que la diversidad 

microbiana incrementa significativamente de los tramos intestinales proximales a los 

tramos intestinales distales. Además, cuando los patrones de bandas fueron analizados 

mediante la creación de dendrogramas también se observó este efecto del tramo 

digestivo. Con ambos resultados, se puede sugerir que para futuros estudios de 

diversidad microbiana del tracto digestivo de los cerdos, sería suficiente el análisis del 

yeyuno/íleon, como muestra representativa del tracto digestivo proximal, y del ciego o 

el colon, como muestra representativa del tracto digestivo más distal. Además, debido a 

que en el experimento I se observaron diferencias significativas entre las diferentes 

dietas experimentales a nivel del tracto digestivo posterior, la inclusión de tramos 

posteriores del tracto digestivo podría ser de interés para futuros estudios sobre aditivos 

en dietas porcinas. 

 

Otro aspecto importante a resaltar es que únicamente en el experimento I se observó un 

efecto del día de sacrificio sobre la diversidad microbiana. Concretamente en algunos 

tramos intestinales se observó una disminución de la diversidad microbiana del primer 

al segundo día de sacrificio. Este efecto se observó de forma global para todas las dietas 

experimentales. Esta reducción de la diversidad bacteriana en el grupo sacrificado en el 

segundo día podría estar relacionada con el estrés que se pueda generar a los animales al 

sacrificar la mitad del grupo experimental y a la necesidad de reestablecer la jerarquía 

del grupo. En otras circunstancias se ha demostrado que tras un estrés agudo, las 

poblaciones bacterianas del tracto digestivo pueden alterarse rápidamente (Williams et 

al., 2008). En cambio, en el experimento II, no se observó ningún efecto sacrificio ya 

que en este caso se utilizaron 2 réplicas diferentes para cada grupo experimental, 

instaladas en diferentes corralinas. De esta manera, cada día de sacrificio se sacrificaban 

4 animales de cada dieta experimental de una de las dos réplicas. Por este motivo 

consideramos importante tener en cuenta la organización de los sacrificios y en general 

el manejo de los animales, para próximos estudios de diversidad microbiana del tracto 

digestivo.  
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En el experimento II, se observó que es necesario un cierto tiempo para la adaptación 

digestiva a una nueva dieta. En algunos estudios se sugiere que son necesarias unas 2 

semanas para adaptarse a las nuevas dietas (Key y Mathers, 1995). Con nuestros 

resultados, podemos deducir que el tiempo de adaptación a una nueva dieta es variable 

en función del tipo de sustrato utilizado. Además es muy probable que la cantidad de 

sustrato introducido en la dieta tenga también un efecto sobre el tiempo necesario para 

la adaptación a la nueva dieta. 

 

La introducción del maíz molturado grosero modifica principalmente la diversidad 

microbiana en los tramos proximales del tracto digestivo (estómago e íleon) de una 

forma inmediata aportando una mayor estabilidad al ecosistema bacteriano. Sin 

embargo, estos animales recuperaron los valores iniciales a los 21 días de la prueba y se 

mantuvieron estables hasta el final de la prueba. Estos resultados tienen una buena 

correlación con los resultados obtenidos por Canibe y colaboradores (2005). De esta 

forma, parece probable que la introducción de forma puntual de maíz molturado 

groseramente en determinados momentos de la producción pueda ser interesante para 

incrementar la diversidad bacteriana y la estabilidad del ecosistema bacteriano 

mejorando la salud intestinal. Así, en humanos con cólera, la administración de almidón 

resistente reduce la duración de la diarrea al cabo de pocas horas (Ramakrishna et al., 

2000).  

 

En el íleon, tras 42 días con las dietas experimentales se observó una disminución de la 

diversidad bacteriana en los animales alimentados con la dieta rica en pulpa de 

remolacha. En la literatura existen algunos trabajos donde se analiza el efecto de la 

incorporación de la pulpa de remolacha sobre la diversidad bacteriana global del íleon 

(Konstantinov 2003, 2004). Sin embargo, en estos estudios no se analiza el efecto de su 

inclusión a largo plazo. Concretamente, en el caso del trabajo realizado por 

Konstantinov y colaboradores en el 2004, no se detectaron diferencias significativas en 

cuanto al grado de diversidad bacteriana ileal entre el grupo control y los animales 

alimentados con la dieta que contenía pulpa de remolacha durante los 10 días que duró 

la fase experimental. 

 

Otra diferencia entre nuestros resultados y los obtenidos por Konstantinov y 

colaboradores (2004) es que en, este último trabajo, los autores detectaron un 
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incremento de la concentración de Lactobacillus spp en el íleon de los animales 

alimentados con la dieta que contenía pulpa de remolacha, mientras que en nuestro 

estudio no se detectó ninguna modificación sobre este grupo bacteriano. Estas 

diferencias pueden ser debidas al hecho de que en nuestro estudio sólo se analizó el 

efecto de la inclusión de la pulpa de remolacha en la dieta mientras que en el estudio 

realizado por Konstantinov y colaboradores (2004) se utilizaba una mezcla de diferentes 

carbohidratos altamente fermentables (mezcla de pulpa de remolacha, 

fructoligosacáridos, lactulosa e inulina). 

 

En este mismo grupo experimental, alimentado con pulpa de remolacha, las diferencias 

más relevantes en el colon proximal fueron encontradas en el primer periodo. Pasados 

estos primeros 7 días, los animales alimentados con la dieta rica en pulpa de remolacha 

presentaron un número de bandas y un índice de Shannon-Weaver estable a lo largo del 

resto del estudio. Con estos resultados podríamos deducir que mediante la utilización de 

pulpa de remolacha se mantienen de forma más o menos estable la diversidad bacteriana 

en el colon proximal. Konstantinov y colaboradores (2003), alimentando lechones con 

una dieta rica en pulpa de remolacha (con un 10 %) o bien con una dieta con pulpa de 

remolacha y fructooligosacáridos (5 % y 2,5 % respectivamente) detectaron un 

incremento en el número de bandas y del índice de diversidad de las heces tras 13 días 

de la introducción de estas dietas. En el trabajo realizado por Konstantinov y 

colaboradores (2004) con diferentes fuentes de carbohidratos altamente fermentables 

(mezcla de pulpa de remolacha, fructoligosacáridos, lactulosa e inulina), los autores 

también demostraron una mayor diversidad microbiana y una estabilización más rápida 

de las poblaciones bacterianas del colon proximal.  

 

En el colon proximal, se observó una reducción del grado de diversidad bacteriana en 

los animales alimentados con la dieta rica en salvado de trigo en el tercer periodo. Esta 

reducción de la diversidad microbiana al final del estudio podría ser debida a que este 

tipo de sustratos (difícilmente fermentables) pueden necesitar más tiempo para que la 

microbiota sea capaz de adaptarse y de especializarse para poder fermentar este tipo de 

carbohidratos. Algunos autores han sugerido que pocas bacterias son capaces de 

fermentar este tipo de polisacáridos (Hogberg et al., 2004). Este hecho podría explicar 

la disminución de la diversidad observada. Además, esta disminución de la diversidad 

podría estar relacionada con una especialización de las bacterias de este tramo digestivo 
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(Hogberg et al., 2004). En el colon distal, al final del estudio se observó un mayor grado 

de diversidad bacteriana. Este resultado podría estar correlacionado con el observado en 

el colon proximal. Después de 42 días con esta dieta experimental, la microbiota del 

colon proximal podría haberse especializado para fermentar este tipo de substrato, 

permitiendo que las partículas llegaran parcialmente fermentadas y fueran más 

fácilmente fermentables por la microbiota del colon distal.  

 

Globalmente, con los resultados obtenidos en el experimento I y el experimento II, es 

difícil llegar a conclusiones sobre el grado de “salud intestinal”, ya que tampoco se 

observaron muchas diferencias en los parámetros productivos o patológicos de los 

animales de los diferentes grupos experimentales. En este caso, hubiera sido interesante 

realizar una infección experimental para determinar si los animales con mayor o menor 

diversidad / homogeneidad eran más o menos resistentes a una determinada infección.  

 

En el experimento III, esperábamos observar una disminución de la diversidad 

microbiana tras la infección con Salmonella Typhimurium, sin embargo no se 

observaron diferencias significativas entre estos grupos y el grupo control. En este 

estudio, los animales infectados con Salmonella Typhimurium padecieron una clínica 

muy débil. De esta forma, podría ser que el grado de diversidad microbiana se afectara 

en función del grado del cuadro clínico y en definitiva del agente patógeno utilizado. 

Además, probablemente hubiese sido interesante realizar un muestreo más amplio, con 

sacrificios seriados a diferentes tiempos y recogiendo muestras tanto de contenido como 

de mucosa de algún tramo digestivo proximales (por ejemplo del íleon), para poder 

llegar a descartar posibles variaciones transitorias de la diversidad intestinal. 

 

Concluir que, a pesar de que mediante la utilización de diferentes técnicas moleculares 

vamos a obtener una información mucho más amplia de la composición bacteriana del 

tracto digestivo, la interpretación de resultados generados es con frecuencia compleja. 

Las diferentes técnicas moleculares, nos han aportado más piezas del puzzle que 

configura la microbiota intestinal. Sin embargo, va a ser necesario más tiempo y 

conocimientos para comprender la colocación exacta de cada pieza y poder entender 

este cuadro complejo que representa el sistema digestivo. 
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De los resultados obtenidos en esta tesis doctoral se pueden obtener las siguientes 

conclusiones:  

 

1- Mediante la utilización de la técnica de PCR-RFLP se pueden detectar cambios 

en la diversidad y homogeneidad de las poblaciones bacterianas del tracto 

digestivo. 

 

2- La diversidad microbiana incrementa significativamente de los tramos 

proximales a los tramos intestinales distales del tracto digestivo de la especie 

porcina.  

 

3- La incorporación de un 0,3 % de butirato de sodio en dietas para lechones 

destetados incrementa la diversidad microbiana en los tramos digestivos 

posteriores y mejora la ganancia media diaria de peso.  

 

4- La incorporación de una mezcla de extractos de plantas (0,03 %) que contiene 

carvacrol (Origanum sp), cinamaldehido (Cinnamonum sp) y oleoresina de 

capsicum (Capsicum annum) en dietas para lechones destetados reduce el grado 

de diversidad microbiana en los tramos digestivos posteriores, pero mejora la 

ganancia media diaria de peso.  

 

5- El tiempo de adaptación de la microbiota del tracto digestivo a diferentes fuentes 

de fibra dietética es variable en función del tipo de sustrato utilizado.  

 

6- La incorporación de pulpa de remolacha (8%) en la dieta de cerdos de engorde 

podría facilitar la adaptación de la microbiota a este ingrediente, ya que la 

estabilización de la diversidad bacteriana se da en un corto plazo de tiempo y se 

mantiene mayoritariamente estable a lo largo del estudio.  

 

7- La introducción del maíz molturado grosero en dietas para cerdos de engorde 

induce un incremento súbito y transitorio de la diversidad microbiana en los 

tramos del tracto digestivo más proximales (estómago, yeyuno distal e íleon), 

mientras que la introducción de salvado de trigo provoca una disminución tardía 

de la diversidad bacteriana en tramos digestivos más distales (colon proximal). 
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8- La infección de los cerdos con las cepas utilizadas de Salmonella Typhimurium 

produce un cuadro clínico leve y transitorio, empeorando los parámetros 

productivos y excretándose de forma discontinua a lo largo del periodo 

experimental.  

 

9- La infección con las cepas utilizadas de Salmonella Typhimurium no modifican 

el grado de diversidad bacteriana de las heces de los cerdos a lo largo de un 

periodo experimental de 10 días. Tampoco modifican la diversidad del 

contenido cecal de los cerdos a 10 días postinfección. 
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