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Vi Resumen

En los Ultimos afios, para mejorar el estatus samitke las granjas, se han realizado
muchos avances en la produccion porcina. Sin ermpaagtualmente todavia se
observan problemas digestivos sobretodo durariéséadel destete de los lechones y en
la entrada de la fase del engorde. Ademas, la lpoddm del uso de los antibioticos
como promotores de crecimiento ha hecho que inar&ree el interés por encontrar

alternativas que puedan ayudarnos a controlapesitdematica digestiva.

Este trabajo tiene como objetivo principal estudiraediante diferentes técnicas de
biologia molecular, la composicién de la microbid& tracto digestivo de los cerdos y

los cambios que en ella se producen en difereptei@ones.

En el primer capitulo, se estudiaron las poblagor®acterianas del tracto
gastrointestinal en cerdos recién destetados yeataaos con piensos suplementados
con diferentes aditivos (un acidificante, un extrade plantas y un antibiotico),
mediante la utilizacion de la técnica del polimamib de la longitud de los diferentes
fragmentos de restriccion (PCR-RFLP). Mediante titizacion de esta técnica, se
detectaron cambios en la complejidad de las paibiasi bacterianas a lo largo del
tracto digestivo, incrementando de forma signifiiGatde los tramos proximales a los
tramos mas distales. A partir de estos resultadessugirio que para estudios de
diversidad microbiana del tracto digestivo de lesdos, el andlisis del yeyunol/ileon y
del ciego/colon serian muestras suficientes parastudio representativo. Ademas se
observé que mediante la incorporacion del butirdéo sodio, se incrementaba la
diversidad bacteriana de los tramos distales dmitdr digestivo, mientras que la

incorporacion del extracto de plantas la disminuia.

En el segundo capitulo, se estudio el efecto deratifes tipos de fibra sobre la
microbiota intestinal, en este caso utilizando rdifées técnicas moleculares (PCR-
RFLP, PCR cuantitativa y FISH). Ademas, tambiénestudio la adaptacion de la
misma a lo largo del tiempo. En este estudio, semid que el tipo de fibra modificaba
la composicién de la microbiota intestinal y quetieimpo de adaptacién de la
microbiota del tracto digestivo era variable encfdn del tipo de sustrato utilizado. Asi,
mientras que la introduccion del maiz molturadassgro indujo un incremento subito y

transitorio de la diversidad microbiana en los trandel tracto digestivo mas
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proximales, la introduccién de salvado de trigovpo®d una disminucién tardia de la

diversidad bacteriana en tramos digestivos méaaldsst

Finalmente, en el tercer capitulo se analizé lamioa de infeccion de los cerdos con
dos cepas diferentes &almonellaTyphimurium, estudiando también el efecto de la
infeccidbn sobre la diversidad microbiana del tradigestivo. A pesar de que la

sintomatologia fue muy leve, globalmente se deraagie los animales infectados con
una cepa resistente a multiples antibioticos ptaban una mayor alteracion de los
parametros productivos y de los sintomas cliniaaslgs animales infectados con una
cepa sensible a diferentes antibioticos. La infatcio modificé el grado de diversidad

microbiana de las heces ni del contenido del ctkgninguno de los animales.
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1.1.MICROBIOTA DEL TRACTO DIGESTIVO

1.1.1. Evolucién de las poblaciones microbianas dehcto digestivo

La microbiota del tracto digestivo de los animadssa compuesta por centenares de
microorganismos diferentes. No obstante, este Orgagrmanece estéril hasta el

nacimiento y es durante el parto cuando empiepeoekso de colonizacion. El proceso

de colonizacion es complejo y depende de diferdatésres como la especie animal, la

edad del animal, la dieta que recibe, el métodoadémiento o el ambiente en el que se
encuentran (Mackiet al, 1999; Savage, 1999).

En el ganado porcino, se puede afirmar que la c@doidn del tracto gastrointestinal se
produce en un periodo corto de tiempo, siendo [@sibtectar determinados géneros
bacterianos durante las tres primeras horas de(8idardset al, 1993). Asimismo, en
un estudio realizado por Katouli y colaboradore39{), los autores demostraron una
gran similitud entre la microbiota del tracto diges de la cerda y la de su
descendencia al tercer dia de vida. Ademas, Tannoockolaboradores (1990)
demostraron que las poblaciones de Lactobaciloseptes en las heces de la madre
estaban también presentes en la microbiota detotrdigestivo de les lechones,
indicando que las heces de la madre son la mayemtdude bacterias para la
colonizacion del tracto digestivo de lechones latess Asi, la colonizacion del tracto
gastrointestinal empieza en el momento del padocpntacto con la microbiota de la
vagina de la madre (Melin, 2001). Posteriormentepetacto con la piel y las heces de
la madre van a constituir una de las fuentes mgmritantes de bacterias para la
colonizacion del tracto digestivo. Sin embargo,aeslevada similitud entre la
microbiota de la madre y la microbiota de los lew®) se pierde con el tiempo,
llegando finalmente a ser similar entre animalesudlg misma camada y claramente

diferente a la microbiota de la madre (Katailal, 1997).

En un trabajo realizado por Swords y colaborad(293), se evalué mediante cultivos
bacterianos, los sucesivos cambios en las pobkegidacterianas del colon distal
durante los 120 primeros dias de vida de los ceilogste estudio, se demostrd que la
poblacién bacteriana del colon distal alcanza eslate 110* UFC/g de contenido

digestivo a las pocas horas del nacimiento y gegall a valores de 1@WFC/g de
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contenido digestivo a las 12 horas de vida. En estamo trabajo, los autores
propusieron dividir la colonizacién del tracto diteo en 3 etapas diferentes. La
primera etapa empezaria inmediatamente despuésadel y acabaria al finalizar la
primera semana de edad. La segunda fase, abaleada finales de la primera semana
de vida hasta finales de la fase de lactacion.Iifigrate, la tercera fase empezaria en el
momento del destete (Figura 1.1.).

Durante la primera fase de la colonizacion, la abita del colon esta formada
mayoritariamente por microorganismos aerobicos oaedbicos facultativos,
representando un 80 % de las bacterias totalesrdSwbal, 1993). Durante los dias
posteriores, la cantidad de bacterias aerobicasagrébicas facultativas desciende
gradualmente siendo reemplazadas por bacteriasthizees estrictas. Por este motivo,
algunos autores han propuesto que las bacteriasajgizan el tracto gastrointestinal
durante las primeras horas de vida son las resplassde la reduccion del potencial
redox del intestino y de la creacion de un mediotable para la posterior colonizacion
de las bacterias anaerdbicas estrictas (Conway5; 188ewart, 1997). Grupos de
bacterias combactobacillusspp representan uno de los grupos mas abundanéssae
fase, pudiendo constituir un 8-10% del total dpdalacion microbiana (Swords al,
1993).

La segunda fase de la colonizacién del tracto tligesoincide con el periodo de
lactacién. En esta fase, Swords y colaboradore83jl8emostraron una continua
substitucion de bacterias aerdbicas por bactenasrabicas. Los grupos bacterianos
cultivados fueron Clostridium spp, Eubacterium spp, Fusobacterium spp,
Propionibacteriumspp asi como diversas bacterias anaerobicas del gtugatococci.

Sin embargo, bacterias corBacteroidesspp fueron detectadas de forma ocasional.

En el momento del destete empieza la tercera fasecalonizacion del tracto
gastrointestinal, que se caracteriza por la sgghitude algunas bacterias anaerdbicas
Gram-positivas por bacterias anaerdbicas Gram-ivagatlel géner@acteroidesspp.

En el mismo trabajo, Swords y colaboradores (1€@®&)ostraron que, a los 120 dias de
edad, las bacterias aerObicas representaban menasn d0,1% del total de las

poblaciones bacterianas.
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Figura 1.1. Diagrama representativo de las diferentes fasela @elonizacion del colon distal de los
cerdos (adaptado de (Swosetsal, 1993)).
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Existen trabajos mas recientes donde se analizangosicion de la microbiota del

tracto gastrointestinal de cerdos de diferentedesienediante la utilizacién de técnicas
de biologia molecular (Inoust al, 2005; Konstantinoet al, 2006). Asi, en un estudio

realizado por Konstantinov y colaboradores (20@8) ka técnica de la reaccién de la
cadena de la polimerasa (PCR) y analisis mediagiteleyelectroforesis con gradiente
denaturalizante (DGGE), los autores no observaifgremcias significativas en el

grado de diversidad intestinal (calculada como monue bandas) de los lechones
lactantes de diferentes edades (2, 5, 13 y 19 dH#agida). Ademas, en este mismo
estudio, los autores tampoco observaron diferersigrgficativas entre los animales

lactantes y los animales destetados de 23, 27di&&2de edad. Inoue y colaboradores
(2005) mediante la utilizacion de una técnica Em{PCR-gel de electroforesis con
gradiente de temperatura (TGGE)), demostraron areinento gradual del nimero de
bandas a lo largo del tiempo con una marcada ré@mu@esto antes del destete (Figura
1.2.). Debido a que en este caso la disminucidia diéversidad se observo justo antes

del destete, no se pueden atribuir estos resultatioseparacion de la madre.
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Figura 1.2. Evolucion de la diversidad microbiana, expresadama el niumero de bandas obtenidas
mediante PCR - TGGE, del tracto digestivo de las@® desde el nacimiento hasta los 49 dias de vida,
(Inoue et al, 2005). Valores con diferentes letras (a, b, rican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05). La linea vertical negrdiaga el momento del destete de los animales.
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Dias después del nacimiento

Konstantinov y colaboradores (2006), mediante @ del clonaje y secuenciacion,
determinaron los clones mas abundantes tantoaisl de cerdos neonatos (de 2 dias de
vida), como del ileon de cerdos destetados y diwsdactantes de 23 dias de edad. Asi,
en este trabajo los autores demostraronL@atobacillus sobriusLactobacilus reuteri

y Lactobacillus acidophilugran las especies bacterianas mas abundantesiemnetle
cerdos neonatos. Por este motivo, sugirieron el del estas bacterias en el
establecimiento y mantenimiento de la homeostadigralcto gastrointestinal. Ademas,
estas bacterias también fueron encontradas de f@doomdante en los animales
lactantes de 23 dias de vida. En el momento deétdese observaron fluctuaciones
importantes en las poblaciones microbianas el dratigestivo. En este caso, la
deteccion dé.actobacillus sobriuy Lactobacilus reuterfue significativamente menor.
Ademas, en los animales destetados, también setatete abundantes clones con alta

similitud con bacterias del géne@dostridiumspp yEscherichia coli

En este mismo estudio, los autores compararonaelogde similitud de los diferentes
patrones de bandas. En este caso, se observé guedelde similitud de los patrones
de bandas de los cerdos lactantes era supericel ggrado de similitud de los patrones

de bandas de los cerdos destetados (grado detsthak los animales lactantes = 45 %,
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grado de similitud de los animales destetados %21 os autores sugirieron que estos
cambios son probablemente debidos al paso de et@ a@ibase de leche a una dieta
sélida rica en polisacaridos. Este cambio de d¢retede ayudar al establecimiento de

nuevas comunidades bacterianas (Konstanetal, 2006).

1.1.2. Composicién de la microbiota en cerdos adok

Los microorganismos que colonizan el tracto gastestinal se pueden clasificar de
diferentes formas. Una de estas clasificacionds egie tiene en cuenta el rol de las
bacterias en el tracto digestivo. En este casdydaterias pueden ser clasificadas como
bacterias residentes/autéctonas o bien bacteriasuttetonas o de paso. Asi, como
bacterias autoctonas se entiende al grupo de lzactque colonizan un segmento
determinado del tracto gastrointestinal duranteplaseras fases de vida del animal y
permanecen en el tracto digestivo de éste durantealor parte de la vida del animal.
Las bacterias no autdctonas o de paso, van a segriba que colonizan el tracto
gastrointestinal de los animales de forma tempordlien Unicamente en algunos

animales (Savage, 1977).

Aunque el concepto de microbiota intestinal seipercomo una entidad homogénea,
se conoce que existe una estratificacion horizalgdhs diferentes especies bacterianas
gue habitan en los diferentes micro-habitats @deltdr gastrointestinal. De este modo, se
conoce que las bacterias pueden permanecer de fdreaen la luz del intestino
(creciendo de forma mas rapida que los propios mievitos peristalticos), en la capa
de mucus, en los espacios entre vellosidades albiectamente adheridas en la mucosa
intestinal (Fuller y Cole, 1988). Existen alguncstudios donde se han detectado
diferencias entre las bacterias que residen emrsén del intestino y las bacterias
asociadas a la mucosa intestinal. Asi, Pryde ybootalores (1999), hallaron recuentos
inferiores de bacterias totales en la mucosa dehaespecto a la luz del mismo (8.8 x
10 versus2.3 x 13° UFC/g de heces frescas). En este mismo estudahssvé que la
mayoria de las secuencias recuperadas de la paftecbldn presentaban una baja
similitud (menor al 95 %) con las secuencias derdiftes microorganismos depositadas
en la base de datos del GenBank. Contrariamemepsén y colaboradores (1999),
mediante la técnica de la PCR-DGGE, observarorguaua similitud entre los patrones

de bandas encontrados en el lumen y en la mucdsaisieo tramo intestinal. Sin
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embargo, debido al hecho de que en el tracto gaiststinal existe una rapida
renovacion de las células epiteliales, una excnedi® mucus y unos movimientos
peristalticos, algunos autores, asumen que lasef@xt adheridas a la mucosa

representan un subgrupo de la microbiota de |lantestinal (Leseet al, 2002).

Diversos estudios han demostrado que la poblaciderobiana del tracto
gastrointestinal constituye un complejo ecosistepuajendo alcanzar valores de'10
células/g de materia fresca (Pluske y Pethick, 19%¥%ste ecosistema, difiere
cuantitativamente y cualitativamente a lo largo ttacto gastrointestinal (Savage,
1977). Asi, en numerosos estudios, se ha deseritocuiemento gradual de la cantidad
de bacterias que habitan en el tracto gastrointdgiiesde las partes mas proximales a
las regiones mas distales (Leserl, 2002). Este hecho se explicaria por las difesent
condiciones que existen en los diferentes tramodrdeto gastrointestinal y que a

continuacion se exponen.

La cavidad oral, constituye una importante fuentebdcterias para todo el tracto
digestivo. La fuente de estas bacterias probablesnhalla en el propio alimento, en
la superficie de los dientes y en los tejidos bien@Ewing y Cole, 1994). Esta cavidad
esta colonizada tanto por microorganismos aeropbmmso anaerobicos facultativos y

estrictos, alcanzando valores dé WEFC/g.

El estbmago y los tramos proximales del intestirdgatdo contienen cantidades

relativamente pequefias de bacterias. Sin embasts #amos no son estériles. En el
estdbmago, la colonizacidon microbiana se ve limitaolael pH &cido, las caracteristicas

de la superficie gastrica y la alta velocidad delado gastrico (Ehle y Warner, 1978).

En el ganado porcino, se ha demostrado que laddh®tal de las bacterias cultivables
del estomago puede alcanzar valores dealld UFC/g de materia fresca, siendo estos
valores superiores en la parte caudal del mismwséley Jorgensen, 1994). Asimismo,
Castillo y colaboradores (2007b), mediante la Hdionin situ fluorescente (FISH),

detectaron valores de 4 x*Hacterias/g de contenido gastrico.

Existen numerosos estudios donde se detallan laserge bacterianos mas
frecuentemente aislados en el estomago (Conway, T¥planckeet al, 2000; Jensen,

2001). De ellos, se puede extraer gqaetobacillusspp, streptococcClostridiumspp,
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Eubacteriumspp, yBifidobacteriumspp son los grupos bacterianos cultivables mas
frecuentes en este tramo. Asimismo, Castillo y lmmiadores (2007b), mediante
técnicas de biologia molecular, demostraron queehbas del grupo Streptococci,
Lactococci y Clostridia (cluster IX) eran las mésiadantes en esta localizacion (Figura
1.3).

Figura 1.3. Cuantificacion mediante la hibridaciémsitu fluorescente (FISH) de las bacterias totales y
de diferentes grupos bacterianos expresado comenalthe células /mL de contenido digestivo. Las
proporciones expresadas como % se calculan coatoeapa cantidad de bacterias totales. Los grupos
analizados sorBacteroides/Prevotellésonda Bac303), clostridia cluster XIVa (Erec482),
Faecalibacterium prausnitz{Fprau645)Ruminococcus flavefaciegdR. bromii(Rbro730 y Rfla729),
clostridia cluster IX (Prop853jtreptococcus/Lactococcapp (Str493) yactobacillus/Enterococcus
spp (Lab158). Grafico adaptado del trabajo reatizaatr (Castilloet al, 2007b).
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Segmentos del tracto gastrointestinal

En el intestino delgado, la cantidad total de bégevaria en funcion del segmento
analizado. En la parte mas proximal del intestialyaido, se han detectado valores de
10" UFC/g de digesta, mientras que en tramos poststidas cantidades alcanzaron
valores de 1%-10° UFC/g de digesta (Bach Knudsenal, 1993; Jensen y Jorgensen,
1994). En el intestino delgado, el crecimiento éaaho se ve limitado especialmente
por los rapidos movimientos peristalticos. Es gie enotivo, que este tramo intestinal
estara colonizado mayoritariamente por bacterias capacidad de adherencia al
epitelio. Asi, las condiciones que se dan en elsiimo delgado (rapidos movimientos

peristalticos, pH alrededor de 6 y secrecionesaresi) facilitan el crecimiento de
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bacterias aerdbicas, anaerdbicas facultativas oerépigas de la familia
Lactobacillaceae L@actobacillus spp, Streptococcusspp), BacillaceaeBgacillus spp,
Clostridium spp) y Enterobacteriacea&sgherichia col (Jensen, 2001). El ileon
representa la zona de transicion entre la escagabiota de los tramos anteriores y la
muy densa poblacion bacteriana del intestino gruss® grupos predominantes en este
tramo intestinal sohactobacillusspp yPediococcuspp. Bacterias pertenecientes a los
grupos Clostridiales, Bacillares, y gamma-protetdréc se encuentran en menores
cantidades (Hilet al,, 2005).

En el intestino grueso, la densidad de bacteriasig@wlcanzar valores de'ta0"
bacterias/g de contenido digestivo. Factores colmpHe(con valores entre 5 - 8), el
lento transito intestinal y el bajo potencial redoxan a permitir una mayor
supervivencia de algunas especies bacterianas d8t€l®97). Ademas, estas mismas
condiciones, van a determinar que sean las baxtanaerobicas las predominantes
(Moore y Holdeman, 1974). Castillo y colaboradof2307b), mediante la técnica del
FISH, demostraron que las bacterias del gQlostridiumcluster XIVa (con valores de
un 10 y un 19 %)Clostridium cluster IX (con valores de un 4,7 y un 7,7 %) y
Bacteroide#revotella (con valores entre un 4,5 y un 10 %) representangtupos
bacterianos predominantes del intestino grueso. rddiganismos del género
Streptococcusspp Yy Lactobacillus spp representaron solamente un 0,5-2 % (Figura
1.3).

1.1.3. Efectos de la microbiota

Las bacterias que conforman la microbiota intektpraporcionan beneficios a los
hospedadores. En este sentido, se ha descrit@guodblacion microbiana que reside en
el tracto digestivo tiene un impacto directo sdarmorfologia, el sistema inmunitario y
las caracteristicas fisiologicas del tracto gastestinal. Parece ser que todos estos
efectos dependen en gran medida del tipo de edpacieriana. (McCracken y Gaskins,
1999).
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1.1.3.1. Efecto de la microbiota sobre la morfologiintestinal

Las diferencias morfolégicas mas notables se obaegmtre animales convencionales y
animales libres de microorganismos. Asi, en roexdbipees de microorganismos, se ha
descrito que el tamafno del ciego puede llegar 88se¥ces mayor que en animales
convencionales. Este hecho es debido a la acurdnlad® agua y mucus, y esta
relacionado con la ausencia de bacterias con agzhonucolitica Reptostreptococcus
micros Ruminococcuspp, Bifidobacteriasspp). En otros tramos del tracto digestivo,
también se han descrito algunas diferencias erotéolngia intestinal en funcién de la
colonizacion del mismo. En animales libres de mioganismos, se ha detectado un
mayor volumen del fundus y una alteracion de lasinas que cubren la superficie del
epitelio del estbmago (Wostmann, 1996). Asimismb,inéestino delgado de los
animales libres de microorganismos, tiene un mgreso que el de los animales
convencionales. Este hecho se debe en gran phtausencia de células inmunitarias
de la lamina propia (Kenworthy, 1970).

A nivel microscopico, se ha observado que en aiseale microbiota intestinal, las
vellosidades son mas delgadas y las criptas méssc@rovocando un incremento en la

ratio vellosidad:cripta (Wostmann, 1996).

1.1.3.2. Efecto de la microbiota sobre parametrosdquimicos y fisiolégicos del

tracto gastrointestinal

La microbiota que habita el tracto gastrointestiegrce un efecto sobre diferentes
parametros bioquimicos y fisioloégicos del mismomoopueden ser la motilidad
intestinal, la sintesis de vitaminas y la capacidadmentativa de diferentes
componentes de la dieta. De esta forma, en anirhbtes de microorganismos, se ha
demostrado una disminucién de la motilidad intedtiHusebyeet al, 1994). Este
hecho parece estar relacionado con ciertos prosiutit@les de la fermentacion
bacteriana. Por ejemplo, se ha demostrado queidd &rctico estimula la motilidad
intestinal (Tannock, 1999).

Los microorganismos del tracto gastrointestinatigipan también en la sintesis de la
vitamina K, de las vitaminas del complejo B y dded®inados aminoacidos. Por

ejemplo, en el caso de la vitamina K, se ha desqarie ésta puede ser producida por
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una gran variedad de microorganismos que habitantradto gastrointestinal
(Bacteroides spp, Eubacterium spp, Propionibacterium spp, Fusobacterium spp,
Bifidobacterium spp, Lactobacillus spp, Clostridium spp, Enterobacterium spp,
Veillonella spp, Enterococcusspp, Enterobacteriaspp, y Streptococcusspp). En
animales axénicos se ha demostrado una disminteida de la sintesis de vitaminas

como de determinados aminoacidos (Savage, 198anvsoa, 1996).

La microbiota del tracto gastrointestinal tambiéntdbuye a la digestion de diferentes
componentes de la dieta. En animales axénicosa skefmostrado que la utilizacion de
los carbohidratos es incompleta. Sin embargo, estosales utilizan los componentes

lipidicos de la dieta de forma mas eficiente. (Taankn 1999).

Por ualtimo, la microbiota del tracto gastrointeatirtiene también como funcion
fisiologica la prevencién de la colonizacion deeégbr nuevas especies bacterianas,
especialmente especies patdgenas (Rolfe, 200@) .hesho se debe a que las bacterias
exdgenas deben competir con las bacterias queahaditel tracto gastrointestinal tanto
por la disponibilidad de nutrientes como por lasoside anclaje a la mucosa. Este
fendémeno es conocido con el nombre de “exclusiémpetitiva” (Fuller, 1977).

1.1.3.3. Efecto de la microbiota sobre el sistemamunitario

El contacto con la microbiota intestinal constituya requisito esencial para el
desarrollo del sistema inmunitario asociado. Pemejo, se ha demostrado que en los
animales libres de gérmenes, los linfonodos meseoseson mas pequefios, pesan
menos y presentan una menor concentracion cel@lardpnet al, 1966). Ademas,
también se ha descrito que tanto los linfonodosacel bazo y otros tejidos linfoides,
tienen un menor numero de centros germinales. periliaridad de los animales
axénicos es el hecho que el timo crece mas lentaenyeque nunca llega a alcanzar el

tamafno que se encuentra en los animales convetesqBealmear, 1980).

En animales libres de microorganismos, tambiérasgetectado una menor cantidad de
macrofagos, con menor actividad metabdlica, con pear capacidad para el
procesamiento de antigenos y con una menor capaoiiobicida frente a ciertos

patégenos (Baueet al, 1966; Heiseet al, 1966; MacDonald y Carter, 1978;
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Woolvertonet al, 1992). También se ha descrito que los cerdori@® poseen un
menor numero de linfocitos intraepiteliales que desdos convencionales (Rothkotter
et al, 1999).

En cuanto a la respuesta inmune de tipo humorahasencontrado que los ratones
libres de microorganismos tienen menor concentradi® inmunoglobulina A,
disminuyendo asi el control de la adherencia derohéhadas bacterias a las células

epiteliales entéricas (Wostmann, 1961).

1.2. COMPONENTES PRINCIPALES DE LADIETAY SU EFECT O SOBRE
LA MICROBIOTA DEL TRACTO DIGESTIVO

Los cerdos son animales monogastricos, con unatageprincipalmente enzimatica y
su tracto gastrointestinal tiene como funcién ppak transformar los alimentos
ingeridos en nutrientes que puedan ser posterigenasorbidos y disponibles para el
organismo. Las dietas de los cerdos son ricasmell@h, proteinas, grasas y pobres en
fibra. En granjas convencionales, los cerdos swneatados con piensos compuestos
(varias materias primas), completos (equilibradosi@ dieta Unica) y formulados en
base a la materia fresca. El programa de alimemtai®2 los cerdos consta de diferentes
piensos segun el peso, la edad y el estado fisoold@ie los animales. Generalmente la
alimentacion ead libitum excepto para cerdas gestantes. Las dietas mgsdejasson
las de lechones, las cuales incluyen materias prespeciales como productos lacteos,
harina de pescado, concentrados de proteina vegébal cereales procesados
térmicamente. Los piensos para cerdos de engombrdas gestantes son de menor
complejidad y suelen cambiarse periédicamente pala@ptarse a los precios del

mercado de las materias primas y a su disponililida

Tras la prohibicion paulatina de la utilizacion tes antibioticos promotores del
crecimiento, se han realizado muchos esfuerzos pacantrar alternativas a los
antibiéticos promotores del crecimiento. Por ekds, nuevas estrategias nutricionales
gue se han ido desarrollando han adquirido masanedéa. Entre ellas cabe destacar: i)
la modificacion del procesado o de la estructurdodealimentos mediante diferentes
grados de molturacion o tratamiento térmico, imbé&s en los ingredientes mediante la

utilizacién de diferentes fuentes de proteinasytiiele energia etc. iii) la utilizacion de
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diferentes aditivos en el pienso (Canibe y Jen2603; Hedemanret al, 2005;
Mikkelsenet al, 2004; Plusket al, 1998). Sin embargo, conocer la relacion entse lo
diferentes componentes de la dieta y el efectoeslabmicrobiota intestinal es una tarea
compleja. A continuacion se intentara remarcaradsgectos mas destacados de cada
uno de ellos, haciendo especial énfasis en lossgukan analizado en los estudios
experimentales de esta tesis (capitulos 3 y 4).

1.2.1. Macronutrientes

1.2.1.1. Componentes nitrogenados: Proteinas y a@dwidos

Los componentes nitrogenados de la dieta englobayonitariamente proteinas, y
aminoacidos. Sin embargo, también existe un grupoonitario de componentes
nitrogenados no proteicos compuesto por aminas,damni amoniaco, nitratos,
alcaloides, acido urico, vitaminas del grupo B,ipas y pirimidinas, etc. En el ganado
porcino, las principales fuentes de proteinas déidéa provienen de suplementos
proteicos basados en harinas de pescado o cortmntragetales de soja o patata. En
menor cantidad, también van a ser fuentes de pes@itras leguminosas y cereales (de
Blaset al, 2003).

La digestion de proteinas empieza en el estomamujedéstas son desnaturalizadas y
parcialmente hidrolizadas (obtencion de polipéptide alto peso molecular), mediante
la accién del acido clorhidrico y de los enzimastig@os (pepsina). En el intestino
delgado, mediante la accion de las enzimas pamg@sdtripsina y quimotripsina), los
polipéptidos van a ser hidrolizados hasta amina&citibres y dipéptidos. Estos
productos van a ser absorbidos, tanto en el yegonw en el ileon (Banks, 1993), o
procesados por las bacterias intestinales, commueu nitrégeno.

A pesar de que la degradacion proteica empiezastramos proximales del tracto
digestivo, gran parte de estos componentes (rést@minoacidos, péptidos, proteinas
desnaturalizadas y amino azlcares) van a llegeacb digestivo posterior. Va a ser en
estos tramos, especialmente en los mas distalesieda microbiota intestinal va a
fermentar estas moléculas. Por ejemplo, se haittesere bacterias pertenecientes al

géneroBacteroidesClostridium EnterobacteriumLactobacillusy Streptococcusan a
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ser capaces de descarboxilar diferentes aminoa(idasfarlane y Macfarlane, 1995).
De la fermentacion de los aminoacidos ramificadadir(a, leucina e isoleucina), se van
a formar los acidos grasos ramificados (Macfarketnal, 1992). Al mismo tiempo, se
van a producir diferentes productos toxicos comanabniaco, las aminas, los fenoles e
los indoles (Macfarlanet al, 1992). Estos derivados van a ser potencialnaafienos
para la mucosa intestinal (Lin y Visek, 1991). lapacidad de fermentar los productos
nitrogenados va a estar relacionada con la cantidathrbohidratos disponibles en los
tramos digestivos posteriores. Asi, se ha demastad a medida que los carbohidratos

disminuyen, se incrementa la fermentacion protéozaet al, 1996).

En general, se asume que niveles altos de proteiraen tener una influencia negativa
sobre la fisiologia intestinal. Se ha observado djetas bajas en proteinas (<17 %)
ayudan a mantener la salud intestinal de los lezhoecién destetados. Este hecho se
explica por una menor llegada de proteina no digesitramos intestinales posteriores,
permitiendo una reduccion tanto de las fermentasigroteicas, como del crecimiento
de bacterias patdogenas y/o de la produccion deboléts toxicos (Nyachotet al.,
2006). En animales alimentados con dietas ricgg@einas, también se ha demostrado
una disminucién de la poblacion de bifidobactegasel ciego, probablemente, por el
efecto negativo que tienen los productos de la datation proteica sobre las
poblaciones de bifidobacterias (Lynehal., 2007).

1.2.1.2. Lipidos

Las grasas y los aceites se incluyen en la dietaivaries variables (4-10 %) y son
ingredientes importantes debido a su alto valorggieo. Los lipidos estan compuestos
por una amplia gama de sustancias: acidos grasolgjlicéridos, fosfolipidos,
esfingolipidos, glicolipidos, colesterol y ceran & intestino delgado, los lipidos se
emulsionan con las sales biliares y son digeridwsIg@s lipasas pancreaticas y las
lipasas que hay en las microvellosidades. Posteeioie, estos componentes son
absorbidos a través del epitelio intestinal. Eldgrale digestibilidad de los diferentes
lipidos dependera del tipo de grasa y del gradeatlgacion (Veum, 1991).

Existen pocos estudios centrados en determinaf derla microbiota intestinal sobre la

digestidon de los lipidos de la dieta. En algunosstes estudios, se describe el papel de
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las bacterias intestinales sobre el metabolismlogiécidos biliares. Por ejemplo, se ha
demostrado qué&scherichia coli Bacillus cereusStreptococcus faecali8acteroides
spp, Eubacteriumspp, yClostridium spp tienen capacidad de deshidroxilar los acidos
biliares (Baron y Hylemon, 1997). También se ha a&rnado que la microbiota del
tracto gastrointestinal puede modificar los nivedescolesterol. Bacterias del género
Bacteroides Bifidobacteriumy Clostridium tienen la capacidad de metabolizar el
colesterol a coprostanol (Baron y Hylemon, 199&imfismo, cuando se administra de
forma continuada bacterias del génkautobacillus,se ha observado una disminucion
significativa de los niveles de colesterol totaleyLDL-colesterol en suero (De Snedt

al., 1998).

Existen pocos estudios donde se determine el eflectos lipidos de la dieta sobre la
microbiota intestinal. En un trabajo realizado f@angild y colaboradores (2003), los
autores encontraron diferencias significativas i@rehtes poblaciones microbianas del
tracto digestivo de las cerdas alimentadas cordigta rica en grasa. Concretamente, se
observd un incremento significativo del recuentcederobacterias totales y levaduras
a lo largo de todo el tracto gastrointestinal y disaninucion de los lactobacilli en el
intestino grueso (Sangikt al, 2003).

1.2.1.3 Carbohidratos

Los carbohidratos son el ingrediente utilizado exyon proporcion en la alimentacion
de los cerdos, representando mas del 60 % de &imaeca de la dieta (Bach Knudsen
y Jorgensen, 2001). El termino “carbohidratos” ehglsustratos muy heterogéneos que
pueden diferir tanto en su composicion (pentosaspsas, etc.), en el tipo de enlace
glicosidico €,3), como en su tamafio (desde moléculas con estausitmple, como son
los monosacaridos, hasta estructuras mas complejae son los polisacaridos). La
racion de los cerdos esta constituida por cantslaelativamente pequefias de mono-,
di- y oligosacaridos (1-2 %, 1-5 % y 1-10 %, respamente) y en mayor medida de
polisacaridos amilaceos (40-70%) y polisacaridoamiaceos (PNAs 10-50 %) (Pérez
y Gasa, 2002). Los azucares de bajo peso molemdaecialmente la lactosa y la
sacarosa, van a ser los componentes mayoritariaBetas de los cerdos durante las
primeras edades. En cuanto al almiddn, este vala seayor fuente de polisacaridos de

las plantas y representa una de las mayores fudatearbohidratos de las dietas de los
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cerdos (Bjorck, 1996). El almidén va a ser, gemeeaite, bien digerido y absorbido en
el intestino delgado. Sin embargo una cierta cadtide almidon puede resistirse a la
digestion (almidon resistente) y alcanzar tramastgymres. Asi, el almidon puede ser
resistente a la digestion por ser fisicamente gwbte (por ejemplo en el caso de una
molturacion grosera — Almidon resistente Tipo Br pu compactacion (en el caso del
almidon de patata — Almidon resistente Tipo Il)r pa retrogradacion después de un
tratamiento térmico (Almidon resistente Tipo 1) mor su modificacidbn quimica
(Almiddn resistente Tipo V). Juntamente con elidibn resistente, los PNAs van a ser
los carbohidratos mas abundantes en el intestusgr Estos PNAs pueden ser mas o
menos solubles. En este sentido, cuanto mayor e®lgbilidad, mayor va a ser su

fermentacion (McBurnegt al, 1985).

En cuanto a su degradacion, los azUcares mas siffiptsosacaridos, disacaridos) van
a ser absorbidos directamente a través de la mutteséinal o bien van a ser digeridos
por la accion de enzimas enddgenas secretadassdnatoos proximales del tracto

gastrointestinal. Los polisacaridos mas complejns & ser fermentados por bacterias

gue habitan el intestino grueso.

Asi, teniendo en cuenta los procesos digestivogigaen lugar en el tracto digestivo de
los cerdos, los carbohidratos pueden ser clasdgg@dmo: carbohidratos que van a ser
digeridos por accion de las enzimas enddgenas dexsicy parte del almidén) y
carbohidratos no digestibles por accion enzimatioa.carbohidratos no digestibles van
a formar parte de lfbra dietética, entendiendo como fibra dietética las partes de la
plantas que no van a poder ser digeridas por la®aenes enddgenas del intestino
delgado. El término fibra dietética engloba PNAslulles, PNAs insolubles,
oligosacaridos no digestibles, almidon resistenta Jignina (Trowellet al, 1976).
Estos componentes van a llegar a tramos posteri@iesacto gastrointestinal donde
van a ser susceptibles de la fermentacion bacter{dontagneet al, 2003). La
fermentacion va a depender de la solubilidad, ced@de lignificacion y del tamafio de

particula (Cummings, 1982).

La digestion de los carbohidratos empieza en ledadvoral. Mediante la masticacion
de los alimentos, se reduce el tamafio de particudan mezclados con la saliva

(Argenzio, 1993) que contiene enzimas come-gmilasa que van a digerir parte de los
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carbohidratos. Una vez el alimento es deglutidodifgestion va a continuar en el
estdmago. En este 6rgano, el contenido de la dig@sa ser retenido para reducir mas
el tamafio de las particulas. A su vez, en estenOrgee va a perder la actividad
amilasa de la saliva debido al bajo pH de estenargda en la parte proximal del
intestino delgado, la digesta se mezcla con lassshiliares y con las secreciones
pancreaticas. Mediante la accion de las amilasasr@dticas (3-galactosidasaay
glucosidasa), se va a hidrolizar parte del almidds productos obtenidos de esta
hidrolisis van a ser absorbidos mayoritariamenteagés de la mucosa intestinal en

forma de glucosa, galactosa o fructosa.

La capacidad fermentativa del estbmago y del imstlelgado de los animales
monogastricos es limitada. Este hecho se debe memalmente a su baja densidad
microbiana y al rapido transito de la digesta etose$ramos proximales. Todas las
macromoléculas que no hayan sido digeridas enrbrmos proximales del tracto

digestivo van a llegar al intestino grueso, donde @ ser hidrolizadas mediante la
accion de diferentes hidrolasas bacterianas cormoxilanasas, las celulasas, etc.
Posteriormente, los productos de la hidrdlisis &aser fermentados por la microbiota
intestinal. Carbohidratos como la celulosa, ofeglucanos, van a llegar al intestino
grueso sin ninguna hidrolisis previa ya que la celaa amilolitica de lai-amilasa es

limitada, rompe Unicamente los enlaces tipy no ejerce ninguna actividad frente a los

enlace$.

En la Tabla 1.1., se muestran las principales esim las especies bacterianas
involucradas en la hidrélisis de diferentes pobsamns. A partir de esta tabla se puede
concluir que los principales géneros bacterianas capacidad de degradar estos
componentes a nivel del intestino grueso dgacteroidesspp, Bifidobacteriumspp,

Ruminococcuspp y algunas especieskegbacteriunmspp yClostridiumspp.

Hoy en dia, se conoce que la inclusion de ingréeksefibrosos en la dieta tiene efectos
beneficiosos. Concretamente, estos componentesmeatan el llenado intestinal,
incrementando asi la sensacion de saciedad (MeBalaunet al, 2001), y aumentan

la velocidad de transito, reduciendo el riesgoatestipacion (Tabelingt al, 2003).
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Tabla 1.1. Actividades enzimaticas de las bacterias del calenlos seres humanos (adaptado de
(Bernalieret al, 1999)).

Carbohidrato . . .
. Enzimas Especies bacterianas
de la dieta
Celulasa Bacteroides
Celulosa T .
Glicosidasa Ruminococcus
Xilanasa .
. . . Bacteroides
Xilanos Arabinofuranosidasa - ;
o Bifidobacterium
Xilosidasas
Arabinogalactanasa .
. . ) Bacteroides
Arabinogalactan Arabinofuranosidasa o :
. Bifidobacterium
Galactosidasa
Bacteroides
Pectinasa Bifidobacterium
Pectina Glucuronidasa Eubacterium
Arabinofuranosidasa Clostridium
Lachospira
Bacteroides
. Bifidobacterium
. Amilasa i
Almidon Lo Eubacterium
Glicosidasa e
Clostridium
Fusobacterium
Galactomannasas .
; Bacteroides
Goma de guar Mannosidasa

. Ruminococcus
Galactosidasa

Arabinogalactanasa
Goma arabica Galactosidasa Bifidobacterium
Glucuronidasa

Bifidobacterium
Galacto-oligosacaridos B-galactosidasa Lactobacillus
Bacteroides

Bifidobacterium
Fructo-oligosacaridos Fructooligosacaridasa Eubacterium
Clostridium

Existen diferentes trabajos en los que se invesdigatluencia de la concentracion y el
tipo de fibra sobre la composicién y la actividadtabdlica de las poblaciones
microbianas que habitan el tracto digestivo ersfgeeie porcina. Varel y colaboradores
(1984), demostraron que tras la alimentacion déosecon dietas con alto contenido en
fibra (35 % de alfalfa deshidratada), incrementabaumero de especies bacterianas
con capacidad celulolitica y hemicelulolitica en ietestino grueso Hibrobacter
succinogenes, Fibrobacter intestinales, Ruminoceedius, Ruminococcus flavefacies,
Butyrivibrio spp, Bacteroidesspp). Asimismo, en un estudio realizado por Gibgon
colaboradores (1994), se observé un incrementoadeetias del acido lactico tras la

ingestidn de fibras altamente fermentables conioulna.
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Ademas del cambio en la proporcion de determinadpscies bacterianas, se ha visto
qgue, mediante la administracion de diferentes bligrdes fibrosos, también se puede
modificar la carga bacteriana total, la diversidaitrobiana y su actividad. En un

estudio realizado por Jensen y Jorgensen (1994Jedse comparaban dos dietas con
diferentes niveles de fibra, se demostré que lodosealimentados con alta cantidad de
fibra presentaban una cantidad mayor de bactetiivables a nivel del estdmago.

También se detectd una mayor actividad microbianel etestino grueso de los cerdos
alimentados con una dieta rica en fibra (Jenseorgedisen, 1994). Asimismo, en otro
estudio realizado por Martinez-Puig y colaboradd@803), se observd una mayor
actividad metabdlica en los cerdos alimentados abtmidon de patata (almidén

resistente tipo Il) que en los cerdos alimentadosatmiddn de maiz.

En cuanto a la diversidad microbiana, en un estugializado por Canibe y
colaboradores (2005), los autores demostraron caekamte la utilizacion de una dieta
rica en maiz grosero, (almidon resistente tipo d€) iscrementaba la diversidad
microbiana en el estbmago y a su vez se redudantidad de enterobacterias a nivel
de ciego. Konstantinov y colaboradores (2004), dgramn una mayor diversidad
microbiana y una estabilizacion mas rapida de tddagiones bacterianas en lechones
alimentados con diferentes fuentes de carbohid@tasmente fermentables (pulpa de

remolacha, fructoligosacaridos, lactulosa o inglina

A pesar del nivel actual de conocimiento de esti@naa existen estudios con resultados
contradictorios cuando se intenta relacionar laiaipa de enfermedades entéricas con
la utilizacion de fibra en la dieta. Por ejempl&iseen algunos trabajos donde se ha
demostrado que las dietas porcinas con bajo nesébda reducen el riesgo de infeccion
por Brachispira hyodisenteriaéDurmic et al, 1998; Plusket al, 1996). Sin embargo,

en otros trabajos no se ha observado ningunadelécindecronaet al, 2003).

Tras la fermentacion de los carbohidratos, se genama serie de productos
intermediarios como el lactato o el succinato. Egtaductos van a ser metabolizados
dando lugar a la formacion de los &cidos grasosadena corta (AGVs) y a diferentes
gases (hidrogeno, didéxido de carbono y metano) camromluctos finales de la
fermentacion. Estos productos, una vez absorbplosien representar hasta un 25 %

de las necesidades energéticas del cerdo (Berdrfi@8). El acetato, el propionato y el
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butirato, con una ratio tipica de 60:25:15, redpaptente, van a ser los principales
AGVs obtenidos tras la fermentacion de los carbmalid (Christenseet al, 1999). Sin
embargo, la composicion de los AGVs depende de awufactores, como: el tipo y la
estructura quimica de los mismos polisacaridoacievidad de la poblacion microbiana,
el tiempo de transito intestinal, el tramo intestianalizado, etc. (Englyst al, 1987).
Los AGVs van a ser absorbidos a través del epitddib colon e incorporados en
diferentes vias metabdlicas. Asi, el acido acétimoa vez absorbido, llega a la
circulacion sistémica y es metabolizado en los mias¢ los rifiones, el corazon vy el
cerebro. En cuanto al acido propidnico, es metahdt en el higado. En este caso, se
conocen una gran variedad de efectos bioldgicos pdapionico, afectando a la
glicdlisis, la gluconeogénesis, la ureogénesisxldacion de acidos grasos y la sintesis
de colesterol (Demigne y Morand, 1999). Finalmeet&cido butirico es metabolizado
mayoritariamente en el epitelio del colon, siendprimcipal sustrato energético de los
colonocitos (Roediger, 1980).

1.2.2. Micronutrientes

1.2.2.1. Probidticos

La primera descripcion del efecto de los probi&idoe realizada ya en afio 1907,
cuando Metchnikoff y colaboradores (1907) sugimegoe la ingesta de bacterias podia
tener un efecto positivo sobre la microbiota noragelltracto digestivo. Este concepto
ha ido evolucionado con el tiempo y actualmenteogicepto de probidtico se define
como una serie de microorganismos viables, no patig) que al ser ingeridos en
cantidades adecuadas tienen una influencia posiinala salud del huésped
(FAO/WHO, 2001; Schrezenmeir y de Vrese, 2001) ©Otcaracteristicas que los
probidticos deben cumplir son: ser estables dursnfgrocesado y almacenamiento, ser
capaces de resistir el pH acido del estdmago,stables frente a la accion de las sales

biliares y resistir a la accion de las enzimas paatcas.

A pesar de que actualmente no se conoce la formeteexlel mecanismo de accién de
los probidticos, se cree que éste es debido glactad de ciertos microorganismos de
establecer o de ser ellos mismos parte de una Inmtaointestinal beneficiosa para el

animal (Gibson y Roberfroid, 1995). Ademas, se hastulado diferentes hipétesis
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como el hecho de que los probiéticos puedan gerseastancias con capacidad de
inhibicion del crecimiento de determinados grupatérianos (acidos organicos,
peroxido de hidrégeno y diferentes substanciasebaittas). Otro posible mecanismo
de accion de los probioticos es el hecho de ques geiedan inhibir la adhesion de
determinadas bacterias a nivel de la superficieelegdi (Goldinet al, 1992) o competir
por los nutrientes con otros microorganismos dmilerobiota intestinal. En estudios
mas recientes, se ha demostrado que los probigtigeden estimular la inmunidad,
protegiendo asi al huésped de diferentes enfermedatestinales (Fukushiret al,
1998; Saavedreet al, 1994) y neutralizar toxinas (Castagliuokd al, 1996;
Castagliuoloet al, 1999; Pothoulaki®t al, 1993). Ademas, se ha sugerido que los
probioticos pueden afectar la permeabilidad delsiimo, incrementando la captacion de
nutrientes (Leet al, 1999; Stewart y Chesson, 1993).

Los probidticos més utilizados en cerdos incluyard bacterias del acido lactico como
lactobacilli (actobacillus rhamnos)s enterococci HKnterococcus faecium y
Pediococcusspp, bacterias no lacticas del gen8arillus (Bacillus cereusBacillus
subtilis, Bacillus licheniformiy Bacillus toyo) y levaduras del gene®accharomyces
(Sacharomyces cerevisiae§u utilizacién puede ser tanto en forma simple cano

combinaciones de estos mismos microorganismos.

Actualmente existen diferentes estudios donde ssudstra un efecto positivo de la
utilizaciéon de diferentes probidticos. Asi, se hasarvado que probidticos como
Bifidobacterium pseudolonguno Lactobacillus acidophilus,incrementan el peso
corporal y disminuyen la mortalidad de los lechofse et al, 1995).Esta mejora de
los parametros productivos también ha sido desemitael caso deStreptococcus
faecium, Bacillus cereus, Bacillus licheniformigcBlus subtilisy Sacharomyces spp
(Adami y Cavazzoni, 1999; Kumprecht y Zobac, 199;akis et al, 1999; Mathevet
al., 1998). Mediante la utilizacion de probiéticosrmBrevibacterium lactofermentum
o Bacillus licheniformisse ha demostrado una reduccion de la incidengrawedad de
las diarreas (Kyriakiset al, 1999; Torideet al, 1998). También se ha visto que
determinadas cepas &aterococcus faeciurienen la capacidad de inhibir la adhesion
de Escherichia coliK88 en el intestino delgado de los lechones élial, 2000). A
pesar de que en multiples trabajos se ha demostradfecto positivo de la utilizacion

de los probidticos, es importante resaltar quet@xismuchos otros trabajos cientificos
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donde no se han observado estos result@@lasvn et al, 1997; Kowarzet al, 1994).

Esta variabilidad en los resultados puede estasiatd a la utilizacién de diferentes
cepas bacterianas, a la dosis utilizada, a lasicdonds de almacenamiento de los
probiotico, a la composicion de la dieta, a la atstzia de alimentaciéon y a las

condiciones higiénico-sanitarias de los animaldggSon, 1994).

1.2.2.2. Prebitticos

Otro sistema mediante el cual se puede manipularideobiota del tracto digestivo, es
utilizando prebidticos. Estos productos se definemo ingredientes alimentarios, no
digestibles por el animal, que afectan selectivaeahcrecimiento y/o la actividad de
una o varias bacterias del tracto digestivo y domyen a la salud del intestino (Gibson
y Roberfroid, 1995). De esta misma forma, para guengrediente sea considerado
como un prebidtico, éste debe tener capacidad eggrllal intestino grueso sin ser
digerido previamente por hidrolasas pancreaticas fesmentado selectivamente por
una o un limitado numero de bacterias beneficiogae habitan en el colon

(estimulando asi su crecimiento o su actividad) ey sapaz de inducir efectos
beneficiosos sobre el huésped (Gibson, 1999).

Se consideran bacterias beneficiosas para la sakstinal microorganismos del género
Bifidobacteriumy bacterias del acido lactichgctobacillusspp, algunas especies de
Streptococcus mientras que algunas especies de los gémaoeroides Clostridium

y de la familia Enterobacteriaceaedebido a sus actividades metabdlicas o0 a su
potencial patogénico, se consideran perjudiciakesi, mediante la utilizacion de
ingredientes con capacidad prebiética, se pretgudenciar los grupos bacterianos
considerados beneficiosos para el huésped y cantrldls grupos bacterianos
considerados perjudiciales.

Entre otros, tienen capacidad prebidtica los frolggosacéaridos, la inulina, los
galactooligosacéridos, los mananooligosacéridoss Imaltooligosacaridos, los
agarooligosacaridos, los xilooligosacaridos, langa, la lactulosa, etc. Asi, se ha
descrito que los fructooligosacaridos y la inulestimulan el crecimiento de bacterias
del géneroBifidobacterium (Hsu et al, 2004), asi como del géneRacteroides

Mitsuokellg Clostridium y Eubacterium(Yamadaet al, 1993). En referencia a los
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arabinoxilanos estos pueden incrementar las corameonmes de lactobacilli y reducir la
concentracion deClostridium perfingensen heces (Grieshopt al., 2002). Estos
resultados pueden explicarse por el crecimientctebd de algunos grupos bacterianos
y por el efecto inhibidor de sus productos de n@isino sobre el crecimiento de otras

especies bacterianas (Russell y Diez-Gonzalez,)1998

Ademas de modificar la microbiota del tracto gastesinal, los prebiodticos pueden

ocasionar otros efectos a nivel del tracto gadstmal. Por ejemplo se ha descrito que
pueden modular el transito intestinal, la prolibéda de las células epiteliales, la

actividad inmunitaria, etc. También pueden bloguaaunién bacteriana al epitelio o

bien incrementar la resistencia a la invasion deerdenados patdégenos (Bovee-

Oudenhoveret al,, 2003).

1.2.2.3. Acidificantes

La accion de los acidos organicos como conservatgews alimentos (evitando su
destruccidén bacteriana y fungica) se conoce deade muchos afios. Sin embargo,
ademas de esta accion higienizadora de los alimehds acidificantes ejercen una
accion directa sobre la microbiota que habita ertratto gastrointestinal de los
animales. Por este motivo, el uso de los acidifeanse ha incrementado
considerablemente en los ultimos afios, siendo &loatrmico, el acético, el

propionico, el butirico, el lactico, el formato dalcio y el propionato de calcio los mas

utilizados.

Estd demostrado que los acidificantes ejercen gogratanto antimicrobiana como
promotora del crecimiento. Los &cidos organicogigmeun papel importante en el
control de los diferentes microorganismos patégelebsracto gastrointestinal (Russell
y Diez-Gonzalez, 1998). Parece ser que esta cauhedtimicrobiana es debida en
parte a la capacidad de los acidos organicos fsmardiir el pH del estbmago mediante
la accion del proton de hidrogeno. Esta reducc&m#i en el tracto gastrointestinal es
especialmente importante en lechones recién ddetetaya que en esta fase la
capacidad de secrecion del acido clorhidrico dénesgo es limitada (Maxwell, 2001).
Sin embargo, existen estudios donde se ha demostiagfecto antimicrobiano de los
acidos sin ninguna reduccién del pH de la digesta ta inclusién de diferentes
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acidificantes (Francet al, 2005; Risleyet al, 1991). Esto indicaria que la acidificacion
del medio no es el Unico mecanismo utilizado pdraoatrol de las poblaciones
microbianas del tracto gastrointestinal. Otro mestan por el que se puede explicar la
reduccion de la actividad bacteriana es por la @dpd de determinados &cidos de
entrar libremente dentro de las células bacterjatiasciarse en el citoplasma y alterar
el pH intracelular causando dafios irreversiblest@Ran, 2001).

La capacidad antimicrobiana de los acidificantggedde de diversos factores, como el
tiempo de exposicién, la concentracién o el tipadeo utilizado. Asi, por ejemplo, se
ha demostrado que los acidos de cadena corta (eansme ocho atomos de carbono)
son mas eficaces frente bacterias Gram-negativasitnas que los acidos de cadena
larga ejercen un efecto antimicrobiano mayor freatebacterias Gram-positivas
(Cherringtonet al, 1991). Ademas, parece ser que la actividad @&rbiniana de los
acidificantes es mayor frente a bacterias de lalifnterobacteriacea¢éEscherichia
coli, Salmonellaspp), mientras que otras bacterias como las ddbdactico son mas
resistentes (Lueck, 1980). También se han observdderentes actividades
antimicrobianas frente a los coliformes en funa@hacido utilizado (acido propiénico
< acido férmico < acido butirico < acido lacticoasido fumarico < acido benzoico.
Figura 1.4.) (Canibeteal., 2004). Asimismo, se ha demostrado que mientrasido
aceético reduce tanto el crecimiento de las bastedamo el de las levaduras y los
mohos, la accion de acidos como el propidnico veermamas especifica inhibiendo
mayoritariamente el crecimiento de los mohos (Rarta2001).

Figura 1.4. Supervivencia de las bacterias del acido lactide yos coliformes (log UFC/g de muestras)
en el contenido gastrico (pH 4.5) cuando se utilidderentes acidos organicos (adaptado de (Castibe
al., 2004)).
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La concentracion de acido utilizada es otro fadotener en cuenta. Canibe y
colaboradores (2004), detectaron una disminucidlosleecuentos de las bacterias del
acido lactico, de enterobacterias y de levaduess l& utilizacion de un 2 % de acido
benzoico, mientras que no se detectaron diferesmasficativas tras la utilizacion de

un 1% de acido benzoico.

Ademas de los efectos descritos previamente sabmadrobiota intestinal, muchos de
los acidos organicos (acido citrico, fumarico, fimwn propidnico, sérbico, o el acido
malico) tienen un efecto positivo sobre los paréaosgproductivos de los animales (Han
et al, 1998; Partanen y Mroz, 1999).

1.2.2.4. Extractos de plantas

Desde hace miles de afos, las plantas y sus regseektractos han sido ampliamente
utilizados en medicina humana y veterinaria. Masergemente, la utilizacion de
extractos de plantas ha ganado interés, en el cdmfgonutricion animal, como posible

alternativa a los antibiéticos promotores de crémino.

Una de las propiedades mas importantes de losceodrale plantas es su efecto
antimicrobiano. Este efecto va a depender basictentsh tipo de extracto utilizado, de
la dosis empleada y la sensibilidad de los dife®gtupos bacterianos. Tras numerosos
estudiosin vitro, se puede afirmar que extractos de canela (cimniao), tomillo
(timol), orégano (carvacrol) y de clavo de olor denol) tienen una alta actividad
animicrobiana (Dorman y Deans, 2000; Hammeeral, 1999; Smith-Palmeet al,
1998).

En cuanto a la dosis utilizada, también se hanredde algunas diferencias. Lee y Ahn
(1998) demostraron en un estudio vitro, que cantidades inferiores a 0,5 mg de
cinamaldehido por disco no alteraban el crecimied& los diferentes grupos

bacterianos, mientras que cantidades de 5 mg arhiblaramente el crecimiento de
Clostridium perfringensBacteroides fragilig/ Bifidobaterium bifidum

Asimismo, se han observado diferencias entre li@setites grupos bacterianos. Lee y

Ahn (1998) demostraron que el cinamaldehido ejemoigefecto antimicrobiano méas
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potente frente &lostridium perfringensBacteroides fragilisy Bifidobaterium bifidum
gue frente 8ifidobacterium longuny Lactobacillus acidophillus

Aunque los resultados obtenidos de los estudiiosvitro no se pueden inferir
directamente a las condicionis vivo, aportan una informacion importante sobre su
posible eficacia y su espectro de accién. De estad, una vez demostrado su efanto
vitro, se pueden seleccionar los productos a utilizar @mdicionesin vivo. Sin
embargo, los resultados obtenidos bajo condiciamesvo, son muchas veces menos

consistentes que los observadositro.

En un estudio realizado por Jamroz y colaborad@@@?), los autores demostraron que
mediante la utilizacion de una mezcla de capsiccmamaldehido y carvacrol, se
reducian los recuentos dsscherichia coliy de Clostridium perfingensen ciegos de

pollos. Adicionalmente, en cerdos destetados,zatililo una mezcla muy similar,
Manzanilla y colaboradores (2004) observaron urremento de los niveles de

Lactobacillusspp.

En cuanto al efecto de los extractos de plantaedob parametros productivos, se han
obtenido algunos resultados poco consistentes. dduelstudios han demostrado un
efecto positivo de la utilizacion de diferentesractos de plantas sobre la ganancia
media de peso (Velazques al, 2005, Cullenet al, 2005; Kamel, 2001; Langhout,
2000). Sin embargo, existen estudios donde no se diservado estos efectos
significativos (Botsogloet al, 2002). Esta falta de consistencia, se debeanparte a

la variabilidad de los extractos de plantas presemn el mercado. Ademas, son
productos altamente heterogéneos y de dificil dar@acion, ya que dependen del
método de extraccién, de las condiciones climatieaka zona, de la region geografica,
de la edad de la planta, etc. Se cree que el efmsteficioso sobre los parametros
productivos es debido a la accion que tienen skabreicrobiota intestinal. Tedesco y
colaboradores (2005) detectaron una mejora de #&wangetros productivos de los
cerdos, conjuntamente con una reduccion de loentgs de las bacterias totales, de
bacterias anaerdbicas, Becherichia coliy de Enterococcuspp en los animales cuya

dieta contenia extractos de plantagdeonia lactiflorao Portulaca oleracea
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Aunque la gran mayoria de extractos de plantasusbrados en nutricion animal por
sus propiedades antimicrobianas, también se hasieado que pueden tener un efecto
antioxidante, antitoxigénico, antifingico, etc. K&gamiet al, 2001; Suhr y Nielsen,
2003).

1.2.2.5. Minerales

El uso de minerales (especialmente el zinc y etg)oén las dietas para animales de
produccion ha despertado mucho interés durants é@#tmos afios. Los minerales son
elementos esenciales para determinadas funciongsdn células eucariotas como en
células procariotas, actuando como cofactoresyraeanplio rango de enzimas.

Aunque el mecanismo de accion de estos mineralessngel todo conocido, se ha
comprobado que la inclusién de cobre y de zinc fierneducir la tasa de problemas
digestivos y mejoran el crecimiento de los lechori@ghos efectos positivos se
observan cuando la adicién de los minerales seaeah dosis altas (farmacoldgicas) y
no en dosis recomendadas para las necesidadesianatiés de los animales. En un
trabajo realizado a principios de los afios 90 yalemostrd, de forma clara, que la
administracion de zinc, en dosis comprendidas (@0 y 3000 ppm, mejoraba el
crecimiento de los lechones recién destetados (KaBaker, 1993). Estos resultados
han sido confirmados posteriormente por otros josbgue ademas, han encontrado que
niveles altos del 6xido de zinc mejoran la consigtede las heces y alteran el color de
las mismas (Hilkt al, 2000; Hillet al, 2001).

Existe poca informacion del efecto de los mineral@sre la microbiota intestinal y la
existente se basa en el analisis del efecto deninerales sobre las heces. Utilizando
altas dosis de 6xido de zinc se mantiene una aleasidad de los coliformes (Katouli
et al, 1999), reduciendo la susceptibilidad de los @er@ infecciones pdEscherichia
coli (Mores et al, 1998). Curiosamente, se ha observado que lasiddude este
mineral reduce los recuentos de bacterias del déickico e incrementa el numero
coliformes y enterococci (Hojbergt al., 2005). En aves, se ha observado que la
inclusion de 140 a 180 ppm de Zn mejora la supendia de aves de puesta cuando
estas se infectan coBscherichia coli(Flinchum et al, 1989). También se han
observado modificaciones sobre la microbiota imabte los cerdos cuando se utiliza

el cobre. Concretamente se ha demostrado una rédude las bacterias del acido
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lactico a lo largo de todo el tracto digestivo, @sino una reduccion de la cantidad de
coliformes a nivel de colon (Hojbegg al., 2005).

1.2.2.6. Otros

De los muchos aditivos utilizados en la alimentaaié los cerdos, los enzimas serian
uno de los mas importantes. Su incorporacion enrémsones se ha utilizado

principalmente para suplir las deficiencias enzioadt de los lechones y mejorar la
digestibilidad de la dieta. Mediante la degradaaéndiferentes substratos de la dieta
(especialmente de PNAS) se limitan las fermentas@xcesivas y las alteraciones del
equilibrio microbiano. Ademas, mediante la acci@ lds enzimas se diminuye la
viscosidad de la digesta. Sin embargo, las mejerata digestion y en el ambiente

intestinal obtenidas para lechones no son compgrat®n las obtenidas en las aves
(Patridge, 2001).

La incorporacion de los nucleétidos en las dietado$ animales también juega un
papel importante, tanto sobre el desarrollo defekpiintestinal (Uauyet al, 1994),
como sobre el sistema inmunitario del tracto digedtKulkarni et al, 1986; Ruedat

al., 2002). En referencia al efecto de los nucleétitabre la microbiota intestinal existe
escasa informacion. Se ha observado una mejora denkistencia de las heces tras
afladir nucleétidos a las dietas de cerdos, sinsguelterara el grado de diversidad
microbiana ni en el ileon ni en el ciego (André3)&.

1.3. TECNICAS DE CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA
GASTROINTESTINAL

1.3.1. Métodos directos
Definimos como meétodos directos aquellos que permél estudio cuantitativo y/o

cualitativo de la microbiota mediante el cultivdaodeteccién directa de los mismos

microorganismos.
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1.3.1.1. Cultivos y pruebas bioquimicas

Tradicionalmente la composicion de la microbiot@stinal ha sido estudiada mediante
la utilizacion de cultivos bacterianos (aerdbicds gnaerdbicos) y su subsiguiente
caracterizacion fenotipica. Ademas, para el estddideterminados microorganismos,
se utilizan medios de cultivo selectivos que pemil crecimiento de uno o de unos

pocos tipos de microorganismos.

Mediante estas técnicas, durante los afios 70 dearea numerosos estudios
describiendo nuevos géneros de especies bacteqaerdsabitan en el tracto digestivo
(Finegoldet al, 1983; Moore y Holdeman, 1974). En estos estudi@observé que la
mayoria de microorganismos que habitan el tragestivo de los cerdos son bacterias
Gram-positivas, anaerébicas estrictas. Utilizarao dultivos bacterianos se demostro
gue bacterias del génegireptococcuspp se podian aislar abundantemente (27 % del
total de bacterias aisladas). Otros géneros cdliwva partir de heces de cerdo fueron
Lactobacillus FusobacteriumEubacterium Bacteroidesy Peptostreptococcugvioore

et al, 1987).

La utilizacion de los cultivos bacterianos paraesiudio de la microbiota intestinal
presenta algunas limitaciones. El aislamiento &enhicroorganismos es laborioso y
presenta una baja sensibilidad. De hecho, en lmladad, con el desarrollo de nuevas
técnicas mas sensibles, se ha estimado que ehpajeede bacterias cultivables sobre el
total de la poblacién bacteriana intestinal desleies humanos esta entre el 10 y el 50
% (Suauet al, 1999; Zoetendadt al, 1998). Algunos autores han estimado que entre el
60 y el 80 % de las bacterias del tracto digestimo no cultivables (Langendigt al,
1995) y que existe un grupo abundante de bactdeasonocidas. Con estos datos,
parece obvio que la combinacién de cultivos baaes con técnicas moleculares va a

ser esencial para la obtencion de un mejor coneatmide la microbiota intestinal.
1.3.1.2. Métodos moleculares
El progreso en estos ultimos afios de diferentesicgs moleculares ha permitido

ampliar el conocimiento de la composicion de larobota del tracto gastrointestinal.

Estas aproximaciones se han realizado mayoritantammediante el estudio de la
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secuencia del RNA de la sub-unidad pequefia dedaiba bacteriano (también llamado
16S RNA ribosomal [16S rRNA]) o de su propio ge6IrDNA). Esta molécula es
actualmente la mas utilizada para el estudio deelasiones filogenéticas entre grupos
bacterianos, ya que contiene regiones altamentgeoadas a lo largo de la evolucion,
conjuntamente con otras regiones variables que ifgrma diferenciacion entre
microorganismos (Olsegt al, 1986).

Dentro de este amplio grupo de técnicas y en fundi@® los objetivos, se podrian

clasificar en dos grandes grupos: técnicas cutinéitay cualitativas.

1.3.1.2.1. Métodos moleculares cualitativos

Existen diferentes técnicas moleculares para aldEstde la composicion de la
microbiota intestinal de una forma cualitativa. rénellas, las mas utilizadas son: el
clonaje y la secuenciacion, el polimorfismo de dmditud de los fragmentos de
restriccion Restriction Fragment Length PolymorphisRFLP) y la electroforesis en

gel con gradiente desnaturalizaribeaturing Gradient Gel ElectrophoresisGGE).

1.3.1.2.1.1. Clonaje y secuenciacion

La utilizacion del clonaje, la secuenciacion y eélssis filogenético del gen del 16S
rRNA, se ha convertido en una poderosa herramigriaiaa el estudio de los
microorganismos que habitan en el tracto gastrstini@. Esta técnica ha sido utilizada
para analizar la diversidad bacteriana del trajestivo de humanos, cerdos, caballos,
etc. (Dalyet al, 2001; Holdet al, 2002; Leseet al, 2002; Suawet al, 1999; Wanget

al.,, 2003). En seres humanos, y como ya se ha amurdgatériormente en esta
introduccion, se demostré6 mediante esta técnicaigisamente un 24 % de las especies
moleculares correspondian a microorganismos yacido®y reveld la existencia de un
gran numero de nuevas especies bacterianas € @1999). En este mismo estudio
Suau y colaboradores (1999) demostraron que el @e 98s secuencias encontradas
correspondian a 3 grupos filogenéticBsicteroidesspp, Clostridium coccoidey el
subgrupcClostridium leptumsiendo las bacterias del clus@ostridium XIVa las mas
abundantes (46,3 %), seguidas del griacteroides(26,4 %). Otros autores han
obtenido resultados similares (Tabla 1.2.) (Hetldl, 2002; Wanggt al, 2003).
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Tabla 1.2. Tabla comparativa de la distribucion de las egsebacterianas en el tracto digestivo de los
humanos, caballos y cerdos mediante la utilizadiéhclonaje y la secuenciacion del gen 16S rRNA
(adaptado de (Wargt al.,2003)).

Muestras analizadas

Especie del origen

Humana (35-68 afios) Humana (70-82 afios) Humana (45 afios)

Equina

Porcina

Localizacion en el tracto gastrointestinal

Mucosa del ileon, del colc
proximal y del colon distal

Mucosa del colon

Heces

Mucosa y

Contenido digestiv
contenido digestiv del ileon, del ciego

del colon y del colon
Grupos
Proteobacteria(%) 20,9 2,7 1.8 2 53
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 54 2.0 14 4.0
Bacillus-Lactobacillus-Streptococcy$o) 1.1 0 0.7 2 12.3
Otras sequences (%) 2.4 4,7 0.5 17 4.8
Nimero 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 &899  Daly y col. 2001  Lesery col. 2002

Estos trabajos, presentan la ventaja adicional wielg secuencia de ADN obtenida
puede ser incorporada a las bases de datos egsstentilizada posteriormente en otros
estudios. Sin embargo, la utilizacion de la clodlagl secuenciacion para el estudio de
la microbiota intestinal es un trabajo largo y ¢sdi, especialmente cuando se pretende
trabajar con un gran numero de muestras. Ademasio ctodos los métodos
dependientes de PCR, los resultados pueden estatidos a desviaciones derivadas

de esta misma técnica.

1.3.1.2.1.2. Polimorfismo de la longitud de logyfreentos de restriccion (PCR-RFLP) o

de los fragmentos terminales de restriccion (PCREIR).

Estas técnicas permiten comparar la composicionua@ comunidad bacteriana

mediante el estudio del polimorfismo de la longitlgl los diferentes fragmentos de
restriccion del gen del 16S rRNA o del gen queaahutilizado. Concretamente, estas
técnicas estan basadas en la deteccion de vaesosonla longitud de los fragmentos de
restriccion que se producen cuando el ADN se trataendonucleasas de restriccion.
Las diferencias en el tamafio de los fragmentos camsecuencia de la variacion
genética en relacion con la presencia o ausenciadeterminados sitios de

reconocimiento o puntos de corte.
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Brevemente, tras la extraccion de ADN bacteriaste és amplificado mediante PCR
con cebadores universales frente al gen del 163\rEstos cebadores pueden no estar
marcados, caso de la PCR-RFLP, o marcados fluoresuente, en el caso de la PCR-
tRFLP. El producto de amplificacion es sometidora w a varias digestiones con
diferentes enzimas de restriccion. Los productola diégestion pueden ser visualizados
en un gel de agarosa (PCR-RFLP) con fluorocromdatdecalacién, como el bromuro
de etidio, o visualizados mediante un gel de polauida de alta resolucion, utilizando

para ello un equipo de secuenciacion.

Esta técnica ha sido empleada para el estudio declabiota del tracto digestivo del
cerdo (Leseet al.,2000). En este estudio, Leser y colaboradores0j2@@mostraron la
existencia de patrones de bandas comunes en @xlaéetas estudiadas, mientras que
detectaron algunos fragmentos especificos parawaalae las dietas analizadas. Tras
la infeccion de estos animales dBrachyspira hyodysenteria¢os autores detectaron
cambios en los patrones de bandas. Concretamesspargcieron un total de 39
fragmentos en uno 0 mas grupos y apareciendo Madegmentos, sugiriendo una

desestabilizacion de la comunidad bacteriana.

En los seres humanos, la utilizaciéon de la PCR-BRRton una posterior simulacion
informatica, mostré0 que tanto el yeyuno como ebrilecontienen comunidades
compuestas mayoritariamente por streptococci, bacidi, Gamma-proteobacterias,
Enterococcusspp vy el grupdacteroidesspp. En cuanto a los grupos @stridium
coccoidesy Clostridium leptum éstos fueron encontrados predominantemente & nive
de ciego y heces (Hayaddti al, 2005). También se han detectado diferencias &agre
poblaciones bacterianas que habitan en la mucetéugnen cecal de las aves de corral
(Gonget al, 2002).

La PCR-RFLP es mas sencilla y menos laboriosa cus@adompara con el clonaje y la
posterior secuenciacion. Sin embargo presentaosidriconvenientes como son la
necesidad de la secuenciacion para identificar eterchinado fragmento y la
variabilidad generada por los sistemas de extracdél ADN, por los cebadores
utilizados para la PCR y por los diferentes enzidegestriccion utilizados, etc.
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1.3.1.2.1.3. Gradiente de desnaturalizacion (DGGE)gradiente de temperatura
(TGGE) del gel de electroforesis

Las técnicas del PCR-DGGE o del PCR-TGGE han sigdgiamente utilizadas para el
estudio de la composicion de la microbiota intedtiMediante esta técnica, el gen del
16S rRNA es amplificado mediante una PCR y postaeate visualizado mediante un
gel de poliacrilamida. En el caso de utilizar DGG&S diferentes productos de la
amplificacion van a ser separados mediante lazation de un incremento lineal del
gradiente de agentes desnaturalizantes como lafoitha o la urea, mientras que en el
caso del TGGE la separaciéon se va a producir panaremento de la temperatura. La
separacion de los productos de la amplificacioreddg de la concentracién de guanina
y citosina que tenga la secuencia de ADN. De esigomcon esta técnica, fragmentos
con la misma longitud van a poder ser separaddgnen de su estabilidad quimica o
térmica (Fisher y Lerman, 1979).

Esta técnica ha sido empleada para estudiar lasitiael de las poblaciones bacterianas
del tracto digestivo de diferentes especies angn@empsoret al, 2002; Simpsoret

al., 1999). En un estudio realizado por Simpson yhbmiadores (2002), donde se
analizaban muestras de heces de perros, los adtemasstraron que mientras la gran
mayoria de las bandas eran encontradas en todosdlegluos, habia algunas de ellas
especificas de la raza, de la dieta o de la edbhdnimal. Ademas, en este mismo
estudio, los autores observaron que el perfil debndas se agrupaba en funcién de la
edad de los animales (jovenesviejos) y en funcion del tamafio del animal (perros
grandesvs perros pequefios). En el caso de los cerdos, tarelziéten estudios donde
se ha empleado la técnica del DGGE para el estiedia composicion bacteriana en los
diferentes compartimentos de tracto digestivo (Sonpet al, 1999). Asi, en este
estudio, Simpson y colaboradores (1999) demostrquenla diversidad bacteriana era
muy similar dentro de un tramo intestinal y el aoyrde. Adicionalmente, también
observaron diferencias en el patron de bandas rmioiu de la edad de los animales
(cerdos lactantes, destetados y adultos). Masnteonente, otros autores han utilizado
esta técnica para determinar los cambios produdideda administracién de diferentes
fuentes de carbohidratos. Konstantinov y colabaexl@2003) demostraron que los

lechones alimentados con carbohidratos fermentalffpegdpa de remolacha vy
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fructooligosacéaridos) tenian una mayor diversidattdriana y una mas rapida
estabilizacion de la comunidad bacteriana deldrédigestivo.

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

trabajar con un gran nimero de muestras de unafatativamente sencilla.

1.3.1.2.1.4. Andlisis de la diversidad microbiangeperacion de los dendrogramas

Mediante la utilizacion de estas técnicas moleeslae va a poder calcular el grado de
diversidad bacteriana. Concretamente, en el casotiligar técnicas como la PCR-

RFLP o bien la PCR-DGGE, a partir del gel se vaoder generar bases de datos con
la movilidad relativa de las bandas --que se cacreha con el tamafio de cada banda
(en pares de bases), en el caso de la PCR-RFLdh el contenido G:C, en el caso de
la PCR-DGGE-- y la intensidad de la banda. Consesiores se va a poder calcular el

grado de diversidad bacteriana.

El términodiversidad microbiana fue desarrollado originalmente en el ambito de la
macroecologia. Actualmente, este término tambiérnutdéigado en el campo de la
microbiologia y engloba dos conceptos: la riqueranero de especies dentro de una
comunidad) y su abundancia. Existen varios indpaas el calculo de la diversidad
microbiana. Concretamente en esta tesis se catoediiante el nimero total de bandas
obtenidas en cada muestra y mediante el indicenden®n — Weaver (1963). El indice
de Shannon - Weaver se calcula mediante la funéidr: -2.Pi log Pi, donde Pi es la
probabilidad de encontrar una determinada bandmearril. Pi es calculada mediante
la formula Pi = ni/nt donde ni es la altura de wopmleterminado y nt es el sumatorio de
todos los picos de una curva densitométrica (Md@&maet al, 2001; Shannon y
Weaver, 1963).

Para visualizada similitud entre las diferentes poblaciones bacterianas seepu
construir diferentes dendrogramas mediante el kaleudistancia de Manhattan (en
esta tesis, para el céalculo del grado de similisel tiene en cuenta tanto la
presencia/ausencia de un banda como su intengkdadfmann y Rousseeuw, 1990)),
el coeficiente de Dice (solo tiene en cuenta |lasgmeia/ausencia de una banda), etc.

Con estos valores se van a poder generar los dgadras mediante la utilizacion de un
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software y la seleccion de diferentes algoritmostematicos (neighbour-joining,
UPGMA..)).

1.3.1.2.2. Métodos moleculares cuantitativos

Dentro de este grupo hay que destacar técnicas ohibridacionin situ fluorescente
(FISH) y la PCR cuantitativa a tiempo real. Con amt&cnicas vamos a poder mesurar

la abundancia relativa de una familia, de un géneate una especie bacteriana.

1.3.1.2.2.1. Hibridacion in situ fluorescente (FISH

La hibridacionin situ fluorescente se basa en la utilizacion de sondagadas con
diferentes fluorocromos que hibridan en el 16S rREA funcion de la especificidad de
la sonda, se pueden contabilizar diferentes grupss. si se utilizan sondas poco
especificas se obtiene la cantidad de bacteriake$ptmientras que cuando se utilizan
sondas mas especificas se puede llegar a cuantBtarminadas especies bacterianas
(Moter y Gobel, 2000).

Una vez realizada la hibridacion, el contaje dectdslas fluorescentes se puede realizar
de dos modos diferentes. EI mas comunmente utdizesl el contaje manual o
semiautomatico mediante la utilizacion de un micops de epifluorescencia. Sin
embargo, este sistema es lento y laborioso. Per rastivo, actualmente se intenta
complementar esta técnica con un citobmetro de,flpgrmitiendo asi contajes mas
rapidos y sensibles. Una ventaja muy clara deilizadion de esta técnica es que no se
produce ninguna desviacion por la extraccion o@&RPSin embargo, es una técnica

gue estd influenciada por el estatus metabdlidagibacterias.

Existen numerosos estudios cientificos donde s&ctmiza la poblacion bacteriana de
las heces de los seres humanos mediante la tédeicISH (Frankset al, 1998;
Harmsenet al, 2002). Mediante la revision de estos estudiopsede extraer la

informacion presentada en la Tabla 1.3..
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Tabla 1.3.Cantidad y porcentajes de diferentes grupos bantes encontradas en las heces de los seres
humanos mediante la utilizacion de diferentes sofiid@rescentes (Franks al, 1998; Harmseet al,

2002)

Sonda Bacteria Contajes Porcentaje Autores
sgggggé Bacteroides fragilis + Bacteroides distasonis 5,4 x10° celulas/g de heces ~ 20% Frank et al. 1998
y Especifica para Clostridia y Eubacteria del 10 )
Erec-0482 grupo Clostridium cluster XIVa y XIVb 7,2 X107 celulas/g de heces 2%% Frank et al. 1998
Bif-0164 Bifidobacteria 9,4 x10° celulas/g de heces 3% Frank et al. 1998
Strc-0493 Streptococcus y Lactococcus - <1% Frank et al. 1998
Chis-0150 Clostridium histolytium - <1% Frank et al. 1998
Rflav-0729 Ruminococcus flavefaciens 10 0
Rbrom-0730 RUMINOcoceus bromiae 1,2x10" celulas/g de heces  10,3%  Harsem et al. 2002
Ecyl-0387 Eubacterium cylindois 2,3 x10° celulas/g de heces 1,8%  Harsem etal.2002
Ehal-1469 Eubacterium Halli 8,5x10° celulas/g de heces ~ 3,8%  Harsem et al 2002
Veil-0223 Veillonella 33 x107 celulas/g de heces 0,08%  Harsem et al. 2002
Phasco-0741 Phascolarctobacterium 8,8 x10° celulas/g de heces ~ 0,60%  Harsem et al.2002
Lach-0571 Lachnospira 4,9 x10° celulas/g de heces ~ 3,60%  Harsem et al.2002

La gran mayoria de los estudios realizados endacés humana se realizan a partir de
muestras de heces. Sin embargo, en cerdos, exiatmjos donde se ha utilizado la
técnica del FISH para el estudio de la composibgxteriana a lo largo de todo el tracto
digestivo (Castilloet al, 2007b). De este estudio, se puede extraer qcterlzs del
grupo Clostridium cluster XIVa (10 - 19 %)Clostridium cluster IX (4,7 - 7,7 %) y
bacterias del grup@acteroidefPrevotella (4,5 y un 10 %) representan los grupos
bacterianos predominantes en el intestino gruesolode cerdos, mientras que
microorganismos del géneg&ireptococcuspp yLactobacillusspp representan entre un
0,5y un 2 % de la poblacion bacteriana total (Fadu3.).

1.3.1.2.2.2. PCR cuantitativa a tiempo real.

Esta técnica se basa en la deteccidon y cuantifinasél producto amplificado en cada
uno de los ciclos de amplificacion de la reacciénlal cadena de la polimerasa. Para
poder determinar el namero inicial de copias de AD& la muestra analizada, es
necesario construir una curva de calibracion meeliEnutilizacién de unos estandares

con un namero de copias de ADN conocidas.
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Actualmente los dos sistemas mas utilizados parsu#antificacion del ADN son el
sistema SYBR-Greéhy el sistema Tagmé&nMediante el sistema SYBR-Gre&nlos
fluorocromos solo emiten fluorescencia cuando ésstdn unidos a una doble cadena
de ADN. Mediante este sistema, es necesario queadecion de amplificacion sea
altamente especifica ya que cualquier ADN amplificancluso los dimeros de los
cebadores van a ser contabilizados como ADN aroadib.

En cuanto al sistema Tagnfampermite detectar Gnicamente las moléculas de 4D
son objetivo de nuestra cuantificacion. Este siate basa en la utilizacion de una
sonda marcada con un fluorocromo y un secuestdgldiuorescencia. De esta forma,
cuando la enzima Tag-polimerasa llega donde esarida, ésta se rompe y separa el
fluorocromo del secuestrador. Es la separaciorosidlllorocromos lo que provoca la

emision de fluorescencia.

Esta metodologia ha sido aplicada para el estuglilm @domposicion de la microbiota
del tracto digestivo de los seres humanos (Matstikal, 2002), de los rumiantes
(Tajimaet al, 2001), de las aves (Seliet al, 2005) y de los cerdos (Castik al.,
2006a; Castilloet al, 2006b; Hill et al, 2005). Particularmente en el cerdo, Hill y
colaboradores (2005) mediante una PCR a tiempg wantificaron diferentes
bacterias como Clostridium spp, Streptococcus alactolyticusy Lactobacillus
amylovorus También en cerdos, Castillo y colaboradores (@8pOmediante la
utilizacion de una PCR cuantitativa determinaron cntidad de lactobacilli y
enterobacterias y demostraron que los cerdos ddstefpresentaban una mayor ratio

enterobacteria: lactobacilli que los cerdos lagsnt
1.3.2. Métodos indirectos

La utilizacion de los métodos indirectos nos pesnel estudio de la microbiota
gastrointestinal mediante la determinacion de gividad metabdlica. Estos métodos
pueden basarse en la concentracion de productos dermentacion (AGVSs), la

concentracién de bases puricas o bien diferentesdacies enzimaticas.
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1.3.2.1. Acidos grasos volatiles (AGVs)

De la fermentacion de los carbohidratos se obtietiiEmentes acidos grasos volatiles
(acido aceético, acido propionico, acido butiricanjcntamente con otros productos
intermedios (lactato y succinato) y gases (hidréggmetano). La cuantificacion de

estos productos puede correlacionarse con la dativimicrobiana o metabdlica que
tiene lugar en el intestino. Por este motivo, se Uitdizado los cambios en el perfil de
AGVs para evaluar la accion de diferentes carbakidrsobre la poblacion bacteriana.
Como se ha observado en numerosos estudigo, las proporciones de AGVs van a
cambiar en funcién del sustrato utilizado (Cummipddacfarlane, 1991). Por ejemplo

se ha descrito un incremento de las concentracamaésido butirico y acido propionico

en paralelo con una mayor actividad amiloliticar{Banet al, 2003). También se han

correlacionado aumentos en las concentracionesedotde AGVS con una mayor

actividad de los microorganismos del &cido lac{iang y Savaiano, 1997).

1.3.2.2. Bases puricas

La cantidad de bases puricas de la digesta hatsdaionalmente utilizada como
marcador microbiano (Zinn y Owens, 1986). Debidjua los acidos nucleicos de los
alimentos tienen una rapida degradacion en elatrdigestivo, la determinacion de las
bases puricas de la digesta puede ser utilizada caancador microbiano. Esta técnica
fue originariamente utilizada para el estudio dsifdesis microbiana de los rumiantes
(Zinn y Owens, 1986). Mas recientemente, esta mh@cion ha sido empleada en
animales monogastricos. Asi, en un estudio realizgmbr Martinez-Puig Yy
colaboradores (2003), los autores demostraron agi€drdos alimentados con dietas
con alto contenido en almidon resistente presemt@yores cantidades de bases puricas
en heces.

1.3.2.3. Actividades enzimaticas

La determinacién de diferentes actividades enzoadtimicrobianas nos permite
estudiar de forma indirecta la microbiota que leabit el tracto digestivo. Mediante esta
técnica podemos obtener una aproximacion de laidati metabolica de determinados

grupos bacterianos. Habitualmente se cuantificanaldividades amilasa y celulasa.
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Estas actividades nos permiten cuantificar la &tz de la poblacién bacteriana capaz
de fermentar este tipo de sustratos. Morales yboodaores (2002) detectaron cambios
en la actividad amilolitica y celulolitica de laarobiota del intestino grueso en cerdos

alimentados con dietas a base de maiz y sorgo.
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CAPITULO 2
OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL
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En los ultimos afios se han realizado muchos avasrtda produccion porcina para
mejorar el estatus sanitario de las granjas. Sibaego, actualmente, todavia se
observan problemas digestivos que se concentragciabpente durante la fase del
destete de los lechones y durante la entrada &asdéadel engorde. Ademas, hay que
considerar que la problematica digestiva podria eemgy con las recientes

prohibiciones del uso de los antibiéticos como prtmres de crecimiento.

Esta tesis forma parte del proyecto AGL2001-2622-0® que pretende profundizar en
el conocimiento del proceso digestivo en la espgeieina y, mas concretamente, sobre
el efecto de diferentes fuentes de carbohidratbapccomponente principal de la dieta,
en los procesos digestivos, la microbiota intekynal sistema inmune de los cerdos.
Concretamente, esta tesis esta focalizada en etiestle la composicion de la
microbiota intestinal a lo largo del tracto digesty el efecto de diferentes dietas sobre

las poblaciones bacterianas.

El presente trabajo tiene como objetivo principaldiar, mediante diferentes técnicas
de biologia molecular, la composicion de la micotdidel tracto digestivo de los
cerdos y los cambios que en ella se producen enedies condiciones. Para ello, se

considero oportuno:

1. Evaluar las poblaciones bacterianas a lo largdrdeto gastrointestinal
en cerdos recién destetados y alimentados con gsiesgplementados con
diferentes aditivos mediante la utilizacion dedanica del polimorfismo de la

longitud de los diferentes fragmentos de restrit¢¥CR-RFLP).

2. Estudiar la adaptacion de las poblaciones micraisiadel tracto
gastrointestinal del cerdo a diferentes fuentediloi@ dietética mediante la
utilizaciéon de diferentes técnicas como la comparacie la longitud de los
diferentes fragmentos de restriccion (PCR-RFLP)PGR a tiempo real y la

hibridacidnin situ fluorescente (FISH).

3. Estudiar el efecto de una infeccion experimentah ecma bacteria

entérica patdgena sobre la poblacién microbianantkesdtino del cerdo.
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CAPITULO 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. Introduccidn

El destete es uno de los periodos mas criticosidel productivo de los cerdos. Este
hecho se debe a que, en este corto periodo dedjezhpnimal se enfrenta a muchos
cambios, tanto sociales, como ambientales y die&tia combinacién de estas nuevas
circunstancias genera estrés a los animales, feieodo asi la ocurrencia de diferentes
enfermedades bacterianas y viricas (Wallgren yiM&001). Durante muchos afios, los
antibioticos promotores del crecimiento (AGPs) Is@o utilizados para mejorar las
ganancias de peso de los animales y para conglotmbrecrecimiento de las bacterias
patdgenas, especialmente durante este criticodoe(@romwell, 2002; Jensen, 1998).
Sin embargo, actualmente existe una gran preocupam cuanto al desarrollo de
resistencias antimicrobianas y, por este motivoJfadn Europea ha prohibido la
utilizacién de los AGPs en produccién animal (Regdato 2821/98/CE). Este hecho ha
provocado un interés en mejorar el conocimientopdeteso digestivo, y en concreto,
de la composicion de la microbiota intestinal de ¢erdos, con el fin de encontrar
nuevas estrategias alimentarias que ayuden a @viéaiciones causadas por bacterias
patdgenas y, en definitiva, de mantener a los dasren un mejor estado sanitario. Esta
necesidad de profundizar en el conocimiento dekistama del tracto digestivo ha
coincidido con la apariciéon e implementacién deni@gs moleculares en diferentes
campos de la ciencia, también en la microbiolagii@, permiten tener una vision mucho

mas amplia de estos sistemas complejos.

Actualmente, existen diferentes aditivos, comodrgactos de plantas o acidificantes,
que se estan utilizando como alternativas a labiatitos promotores del crecimiento.
El amplio espectro antimicrobiano de algunos extsace plantas como el timol, el
orégano y la canela, ha sido claramente demostaddiferentes estudiag vitro
(Dorman y Deans, 2000; Smith-Palnegral, 1998). Sin embargo, los resultados son
menos consistentes bajo condiciomewivo. Es por este motivo que se necesita mas
informacion sobre la accidn de estos componéantes/o para considerar los extractos
de plantas como alternativas reales a los antiloi®tpromotores del crecimiento. Por
otro lado, la acidificacion de la dieta mediantes de acidos organicos, o de sus sales,
constituye otra alternativa a los AGPs. Estos prtmu mejoran los rendimientos
productivos de los animales, tienen capacidad #@rmiana y facilitan la digestion de

proteinas (Partanen y Mroz, 1999; Pauligksal, 1996). Ademas, en un estudio
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realizado por Galfi y Bokori (1990), los autoresmistraron que mediante la
suplementacioén de la dieta con butirato de sodi@educia la cantidad de coliformes y
se incrementaba el nUmero ldectobacillusspp en el ileon. Sin embargo, existen pocos
trabajos donde se analice el efecto global de tidifi@antes sobre el ecosistema

bacteriano del tracto digestivo.

Este primer trabajo persigue principalmente dosgtolgs. En primer lugar, desarrollar
la técnica de PCR-RFLP para valorar la microbiahtrhcto digestivo en la especie
porcina y, en segundo lugar y a través del usostke técnica, estudiar el efecto de
diferentes aditivos (un acidificante, un extracto plantas y un antibiético) 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 experimengaladUniversitat Autonoma de

Barcelona con la aprobacion previa de la Comision de Bpiaa la Experimentacion

Animal y Humana de la misma universidad. TodoplaEedimientos relacionados con
animales fueron realizados de acuerdo con la noraaeuropea (Directiva

86/609/CEE).

Un total de treinta y dos cerdos recién destetactobigados de Pietrain x (Landrace x
Large White), machos y hembras mezclados, y prodtesa@le diez camadas diferentes,
fueron seleccionados de una granja comercial. Estodos fueron destetados a los
20+2 dias de edad, con una peso medio de05/%Kg. Los animales fueron distribuidos
en 4 grupos (8 animales por dieta) teniendo entausn peso inicial y su camada de
origen, para obtener grupos homogéneos. Todosniosakes fueron alojados en una
sala con el ambiente controlado, donde la temparéie gradualmente reducida de 29

a 25 °C, durante el periodo de 3 semanas de dardel@&nsayo.
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3.2.2. Dietas y disefo experimental

Los cerdos fueron alimentados con cuatro dietasafifes. El grupo control (grupo CT)
recibio una dieta formulada a base de cereale8oj6@ubproductos de la leche (20 %),
concentrado proteico de soja (6 %), harina de plesda baja temperatura (5 %), harina
de soja 44 % (4 %) y grasa de soja (4 %) como ipates ingredientes (ver Tabla 3.1.).
Los tres grupos restantes recibieron la misma diggliendo tres aditivos diferentes:
0,04 % de avilamicina (grupo AB), 0,3 % de butiratalio (grupo AC) o 0,03 % de un
extracto de plantas comercial (5% carvaciOtiganum spp 3 % cinnamaldehido
(Cinnamonum sppy 2 % oleoresina de capsicu@apsicum annuin(grupo XT). Los
animales fueron alimentadas libitumcon 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 selccédcganancia media diaria de
peso (ADG). Después de tres semanas con las dgh@simentales, los cerdos fueron
sacrificados mediante una inyeccion intravenosgetgobarbital sodico (200 mg/kg
peso vivo, Dolethal, Vetoquinol, S.A., Madrid, EBpa El sacrificio se realizé en 2
dias (dia 19 y dia 21 del estudio), a razon deiiaas/grupo/dia. Tras el sacrificio de
los animales, se abrié el abdomen y se extrajo &bdmacto digestivo. Se recogieron
muestras del contenido luminal del estbmago (Sayugo proximal (PJ), yeyuno distal
(DJ), ileon (1), ciego (C), colon proximal (PC)Jao distal (DC) y recto (R). Se recogio
aproximadamente 1 g de digesta de cada uno dealosd del tracto digestivo en tubos
estériles con 3 mL de etanol al 98 % y fueron abnados a 4°C hasta su
procesamiento (Castillet al, 2007b; Murphyet al, 2002).
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Tabla 3.1. Composicién (g/kg) de la dieta control (en matérésca) y contenido de nutrientes de las
dietas (en g/kg de materia fresca).

Ingredientes g/kg
Maiz 277,8
Cebada 300,0
Concentrado de soja 44 % 40,0
Grano de soja extrusionado 40,0
Concentrado de proteina de Soja 60,0
Harina de pescado ET 50,0
Suero desecado 40,0
Suero Acidd 150,0
Gluten de trigo 6,8
Sepiolita (en arena) 10,0
Fosfato bicalcico 11,0
L-lisina HCI 4.4
DL-metionina 2,7
L-treonina 19
L-triptéfano 0,4
Cloruro de colina 50% 2,0
Premezcla de vitaminas y minerdles 3,0
Nutrientes g/kg
Materia seca 894,0
Proteina 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
Triptéfano 2,5
Treonina 9,1
Energia metabolizable Mcal/ 3,2

! Soycomil (Indukern S.A., Barcelona).

%2 Harina de pescado LT: producto obtenido eliminatedonayor parte del agua y algunos aceites del
pescado mediante calor a bajas temperaturas (€)A0¢omprimido.

® Suero acido: producto obtenido mediante desecatédrsuero fresco (derivado de la fabricacién de
gquesos) que han sido pasteurizados

“ Aporta por kg de pienso: 13500 Ul de vitamina 8Q@ Ul de vitamina D3, 80 mg de vitamina E, 3 mg
de vitamina B1, 8 mg de vitamina B2, 5 mg de vitzanB6, 0,04 mg de vitamina B12, 40 mg de &cido
nicotinico, 15 mg de pantotenato célcico, 1,3 mgucido félico, 0,15 mg de biotina, 4 mg de vitamina
K3, 120 mg de Fe como hierro carbonato, 175 mg de@no sulfato de cobre, 110 mg de Zn como
Oxido de zinc, 65 mg de Mn com sulfato de mangangsog de | como iodato potasio, 0,10 mg de Se
como selenito sodico.
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3.2.4. Procesado de las muestras

3.2.4.1. Extraccion del ADN y técnica de PCR

Previamente a la extraccion del ADN, se realiz&d¢swvados de cada muestra con agua
de peptona estéril (400 mg de contenido digestiZb)ADN fue extraido mediante la
utilizacién del Mini kit QlAamp DNA Stool (Qiagemt., Chatsworth, Calif) siguiendo
las instrucciones del fabricante con algunas mmatifones. En una fase inicial del
método de extraccion, se afiadieron itde una solucion con 10 mg/mL de lisozima
en Tris-EDTA buffer (pH 8,0) (Sigma Chemical Cot, Souis, MO, USA) al tampén
de lisis y se incubo a 37°C, durante 30 minutosa peejorar la extraccion del ADN de
las bacterias Gram-positivas. Al final del métodoektraccion, se afiadieron 2 ul de
Ribonuclease-A y 4ul de 0,8 pg/mL BSA (Sigma Chaini@o., St. Louis, MO, USA)
en cada muestra, para eliminar restos de RNA yiézta el DNA obtenido. EI ADN

fue almacenado a -20°C hasta la realizacion dER. P

La PCR fue realizada mediante la utilizacién deMaster mix AmpliTaq Gold
(Applied Biosystems, CA, USA) en un volumen total 0 pl. La PCR consistia en
0,05 U/ul de AmpliTaqg Gold polymerase, 0,8 uM ddacarimer, 0,1% de Tween 20, 5
ul de ADN (100 ng) y agua autoclavada de 182MEI gen del 16S rRNA fue
amplificado mediante la utilizacion de los cebadore 357fm (5'-
CTACGGGAGGCAGCAGT-3) y 907rm (5-CCGTCWATTCMTTTGAGIT-3’)
diseflados por Lane (1991) con alguna modificaciG@nan Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: activaciénlaldaqGold a 94°C (4 min); 35 ciclos
de desnaturalizacién a 94°C (1 min), annealing®C 4% min) con un incremento de

0,1°C por ciclo, extension a 72°C (1 min 15 s) & axtension final a 72°C (15 min).

3.2.4.2. Polimorfismo de la longitud de los fragtesrde restriccion (RFLP)

Cada producto de la PCR fue digerido mediante #r&wde restriccionAlul, Rsal,
Hpall y Cfol (F.Hoffmann-LaRoche Ltd Group, Basel, Switzerlangl) cuatro
reacciones independientes. La mezcla{lLén total) contenia 8l del producto de la
PCR, 1pl del buffer SA (F.Hoffmann-La Roche Ltd Group, BasSwitzerland) y Jul

(10 U) de cada enzima de restriccion. Las muefiiex®n incubadas durante 3 horas a
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37°C. Los diferentes fragmentos obtenidos fuergarselos por electroforesis en geles
de agarosa de alta resolucion al 2 % (Sigma Chér@iea St. Louis, MO, USA) y
visualizados mediante la tincion con bromuro deiet{0,5ug/mL). El marcador “Step
ladder 50 bp” (Sigma Chemical Co., St. Louis, MGBA) fue utilizado como marcador
del peso molecular del ADN. A su vez, una mezcl®B& amplificado de diferentes
bacterias Rasteurella multocidaEnterococcus faecalig Clostridium perfringensy
cortado con la enzimRsal también se utiliz6 como control de peso moleculas
bandas del ADN fueron visualizadas con ayuda deamsiluminador, el Chemigenious
Image System (SynGene, Cambrige, UK) y utilizandsoiware GeneSnap (SynGene
Analysis Cambridge, UK. Version 3.02.00). El tamal@ocada fragmento de restriccion
y la intensidad de las bandas fue calculado mesliahtoftware Gene Tools Version
3.02.00 (SynGene Analysis Cambridge, UK). Para geedas variaciones subjetivas
durante la observacion de los geles, se descarf@s@icos con una intensidad inferior
a 60 unidades. El ruido de fondo fue eliminadaaaiido el método del rolling-disk con
un radio de 30. Finalmente, se obtuvo un total gerfiles de bandas por cada muestra,
correspondientes a los cortes con los 4 enzimasred&iccion, anteriormente

mencionados.

3.2.4.3. Andlisis de los fragmentos de restriccion

A partir del andlisis de los fragmentos de resithitse calculd la diversidad bacteriana
y el grado de similitud.

Para el célculo de ldiversidad bacteriana se utilizaron dos parametros: el nimero
total de bandas y el indice de Shannon-Weaver Har{8on y Weaver, 1963). El
namero total de bandas fue calculado, para todamigestras recogidas en el estudio,
como el sumatorio total de las bandas obteniddasetuatro reacciones enzimaticas. El
indice de Shannon-Weaver (H’) fue calculado a padeilas muestras de digesta del
yeyuno distal y del colon proximal mediante la fidnc H' = ->Pi log Pi, dondePi es

la probabilidad de encontrar una determinada bandan carril. AsiPi fue calculado
mediante la formul&i = ni/nt dondeni es la altura de un pico determinadatyes el
sumatorio de todos los picos de una curva densitaagEl valor final del indice de
Shannon-Weaver fue obtenido como promedio del éndecShannon-Weaver obtenido

de cada animal.
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Para comparar Isimilitud de la composicion de las bacterias entre lasatifes dietas
experimentales y entre los diferentes tramos imi@sts, se construyeron diferentes
dendrogramas mediante el calculo de la distanciMadehattan (DM) (Kaufmann y

Rousseeuw, 1990):

Altura.PicaN(anern) - Altura.PicaM (amerm) |
(af —ai)O(erf —eri)

Zaf Zerf
ai eri

DM (CarrilA,CarrilB) =100-

ai: altura inicial de bandas en un catrril.

af. altura final de bandas en un carril.

an.ern: altura de la banda n para un enzima déc@éh n.
am.erm: altura de una banda m para un enzima tfiecags m.
eri: enzima de restriccion inicial.

erf: enzima de restriccion final.

Los valores de este coeficiente van de 0 a 10@& &arcalculo se tuvieron en cuenta
tanto la presencia como la ausencia de una basdangensidad (altura de los picos de
las curvas densitométricas). A partir de la madiézdistancias se crearon diferentes

dendrogramas mediante el algoritmo de neighbourfgi

3.2.5. Analisis estadistico

El efecto de la dieta y del tramo gastrointestisabre el nimero de bandas fue
examinado mediante pruebas no paramétricas (Kielkadlis), utilizando el programa
estadistico SAS (SAS Institute, INC. 8.2, Cary, N[Xs resultados estadisticamente
significativos p<0,05) fueron posteriormente analizados mediantestlde Wilcoxon
(comparaciones 2x2) aplicando la correccion de @&wahi para multiples
comparaciones. El efecto dieta sobre el indice ltEn®n-Weaver y los parametros
productivos fueron analizado mediante el proceditoi€5LM (general linear model)
del SAS. Para todos los analisis, la significa@étadistica se determiné para valores de
p<0,05.



Experimento | 51

3.3. Resultados

3.3.1. Parametros clinicos y productivos

No se observé ningun episodio de diarrea ni ningfide signo clinico durante todo el
periodo experimental. Cabe remarcar, que tampobo ldiferencias significativas en
los parametros productivos estudiados. Sin embdogoanimales alimentados con la
dieta AC o la dieta AB tendian a tener (p=0,08)mewyor peso promedio el dia del
sacrificio que el grupo alimentado con la dieta (NC=11,2+1,4, AB=11,0£1,1,
XT=10,5+1,4 y CT=9,9+0,85 kg). Ademas, los animatpse recibieron dietas con
alguno de los aditivos tendieron a tener (p=0,Q6%) mayor ganancia media diaria de
peso (ADG) que el grupo contro(CT=124,7+19,1 g, AB=177,4t57,5 g,
AC=177,6+33,1 g y XT=165,9+37,4 q).

3.3.2. Diversidad bacteriana

3.3.2.1. Numero de bandas obtenidas mediante PCR-RF.

Como ya se ha comentado, el nimero de bandas g@daaramo gastrointestinal y cada
animal se obtuvo como el sumatorio total de lasdaanobtenidas en las cuatro

reacciones enzimaticas (Figura 3.1.).

El valor promedio del nUmero de bandas vari6 dd®tla 46 bandas por grupo (ver
Figura 3.2.). Para todas las dietas, el numero atelds fue mayor en los tramos
intestinales distales (con valores entre 32,5 ¥W)4Gue en los tramos intestinales
proximales (de 18,6 a 32,6)<0,05). Este efecto fue mas pronunciado en laggliet
ACy AB.
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Figura 3.1. Comparacion de los patrones de bandas obtenidosmeda PCR — RFLP vy la utilizacion
del enzimaAlu | en el colon proximal de los 4 animales sacrifism@odia 19. Los cerdos fueron
alimentados con una dieta control (CT) o con lamaiglieta con el 0,04 % de avilamicina (AB), o & 0,
% del acido butirico (AC) o el 0,03 % del extradtoplantas. Los diferentes nimeros en la parteisupe
muestran la referencia del animal. Los nUmeros gratte inferior indican el nimero de bandas poilca
y su promedio.

1 2 3 4 1 2 3 4

9 8 9 11 69 10 8

9 13 12 10

\ AC )

Promedio 11 8 9,25 B,2

Figura 3.2. Diversidad microbiana en los diferentes tramosstittales del tracto digestivo. Los cerdos
fueron alimentados con una dieta control (CT) oleomisma dieta con el 0,04 % de avilamicina (Ad),

el 0,3 % del acido butirico (AC) o el 0,03 % detragto de plantas. Las muestras fueron obtenidas a
partir de contenido del estomago (ST), del yeyurximal (PJ) del yeyuno distal (DJ) del ileon @l
colon proximal (PC), del colon distal (DC) y dett®R). Las barras de error representan la degwiaci
estandar. Letras diferentes (a, b, ¢) implicanrdifeias significativas entre tratamientos para ismo
tramo ©<0,05).
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En algunos tramos del tracto gastrointestinal, @amente en yeyuno distal y en
ciego, se observaron diferencias significativaseeltts cuatro animales sacrificados a
los 19 dias y los cuatro animales sacrificados&Ibdias, pertenecientes a una misma
dieta. Este “efecto sacrificio” se observo en est@s0s concretos, en todas las dietas.
A modo de ejemplo, en el yeyuno distal, los animalel grupo AC, sacrificados el dia
19 presentaban un promedio de 38 bandas, mienieatog sacrificados a los 21 dias
presentaban un promedio de 27 ban@a€)(0029). En el ciego, los cuatro animales del
grupo AC sacrificados el dia 19 presentaban un edionde 45 bandas, mientras que

los sacrificados a los 21 dias presentaban un mlonde 38 bandagp€ 0,02).

Se detectaron diferencias estadisticamente sigtifas entre dietas a nivel de los
tramos intestinales mas distales (C, PC, DC y Rk diferencias mas significativas
fueron observadas entre las dietas AC y XT. Globabte en todos los tramos
intestinales distales, los animales alimentados leodieta AC tuvieron un mayor

nimero de bandas que los animales alimentadosacdieta XT. Unicamente a nivel

del recto, los animales que recibieron la dietatderon un mayor numero de bandas
que la dieta CT. También en este mismo tramo lasaaes alimentados con la dieta

XT tuvieron un menor nimero de bandas que la didta

3.3.2.2. indice de Shannon — Weaver en el yeyunsil y colon proximal

En el yeyuno distal, mediante el calculo del indde Shannon-Weaver, no se
detectaron diferencias significativas entre lagréifites dietas experimentales (Tabla
3.2.). Sin embargo, se observé una disminuciérgoelo de diversidad bacteriana en
funcion del dia de sacrificio (primer dia = 1,3@gsndo dia = 1,20).

En cambio, en el colon proximal se observé quevarsidad microbiana dependia de la
dieta administrada (Tabla 3.2.). Los animales alta#os con la dieta AC tuvieron una
mayor diversidad bacteriana con respeto al restalideas experimentales. Por el
contrario, los animales alimentados con la dieta tM\ieron una menor diversidad
bacteriana con respeto al grupo AC y CT. No serghsen diferencias signficativas
entre la diversidad bacteriana de los animalesealiatos con la dieta AB y los

animales alimentados con la dieta CT.
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Comparando el grado de diversidad entre el yeyustaldy el colon proximal se
observaron diferencias significativas entre estoss dramos (1,26 y 141

respectivamentp = 0,0001).

Tabla 3.2.Efecto de la dieta sobre el grado de diversidartobiana (indice de Shannon — Weaver) en la
digesta del yeyuno distal y del colon proximal. rhet diferentes (a, b, c) implican diferencias
significativas entre tratamientos para un mismmtrg<0,05).

Dietas
indice Shannc AC AB CT XT *EEM p-valor dieti p- valor sacrificic p-valor dieta*sacrifici
Yeyuno distal 1,32 1,26 1,23 1,22 0,028 0,07 0,0004 0,7649
Colon proximal 1,48 1,39 1,42 1,37 0,0188  0,0018 0,098 0,34

*EEM = Error estandad de la media

3.3.3. Similitud bacteriana

Como ya se ha comentado, el grado de similitudadepbblaciones bacterianas, entre
las diferentes dietas y los diferentes tramos esfod, se evalu6 a través del calculo de
la DM y la posterior elaboracion de dendrograméaguflas 3.3. a 3.8.).

El dendrograma generado a partir de los patronésudgas de los diferentes tramos del
tracto digestivo de los cerdos que recibieron ktadcontrol (CT) se muestra en la
Figura 3.3.. Se pudieron observar mayoritariamenttustersen funcion del dia de
sacrificio. Asi, la gran mayoria de los animalese gge sacrificaron el dia 19
(numeracion del 1 al 3) se agruparon en una rarhdes®lrograma, mientras que los
animales que se sacrificaron el dia 21 (con unaeracion del 5 al 8) se agruparon en
otro cluster. Este efecto no se observo en el estbmago. Esteogbmbién se observo
en los animales alimentados con la dieta AC (Figu4a), sin embargo no se observo
tan claramente en los animales alimentados coneta 4B y XT (Figura 3.5. y 3.6.

respectivamente).

Analizando en mas detalle las diferentes ramasadel de los animales alimentados
con la dieta CT, se pudieron observar agrupaciemefuncion del tramo intestinal.

Dentro del grupo de animales sacrificados a dias&9pbservaron 2 subgrupos. Un
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subgrupo formado por tramos distales del tractesdigo (C, PC, DC y R) y otro
subgrupo formado por tramos proximales (PJ, DJ. €&t cuanto a los animales
sacrificados a dia 21, se observaron tres agrupegidiferentes. Un subgrupo formado
por el ST, el PJ y el DJ, otro subgrupo formado losr diferentes segmentos del
intestino grueso (C, PC, DC y R) y un tercer supgrhien definido formado por el I.
Esta separacion entre los tramos anteriores ydnsos posteriores se observd también

en el resto de dietas experimentales (Figuras34,,3.5. y 3.6.).

Para analizar el efecto de las dietas en un detaduitramo intestinal, se generaron
diferentes dendrogramas. En los dendrogramas glsesapartir de las muestras de ST,
PJ, DJ, I, C, DC y R no se observé ninguna agrépadara entre las dietas estudiadas.
Unicamente, a nivel del colon proximal, se obsequé los cerdos alimentados con la

dieta AC formaban un grupo bien definido (Figura)3.

Dado que se habia detectado ya previamente untdedée de sacrificio” en cuanto al
grado de diversidad microbiana en el yeyuno dist el ciego, se decidié generar los
dendrogramas de estos dos tramos con los cuatrakasi sacrificados el dia 19 y los
cuatro sacrificados el dia 21. Sorprendentememtegleyeyuno distal, los animales
sacrificados el primer dia presentaron una agropaen funcion de la dieta mientras
que los animales sacrificados el segundo dia nseptaban ninguna agrupacion

concreta (Figura 3.8.).
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Figura 3.3. Dendrograma ilustrando el porcentaje de similitietl patron de bandas obtenido mediante
PCR - RFLP en los diferentes tramos del tractorgmséstinal de los cerdos alimentados con la didta
(La clave roja agrupa los tramos anteriores, laeclaerde agrupa los tramos posteriores, la claaiim
agrupa el ileon, el cuadro naranja agrupa los degveacrificados el dia 21 y el cuadro azul agtopa
animales sacrificados el dia 19). La identificadi@los cerdos esta indicada en cada muestra
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Figura 3.4. Dendrograma ilustrando el porcentaje de similitiedl patron de bandas obtenido mediante
PCR - RFLP en los diferentes tramos del tractorgms$éstinal en los animales alimentados con léadie
AC. (La clave roja agrupa los tramos anterioregldae verde agrupa los tramos posteriores, elrouad
naranja agrupa los animales sacrificados el dia@lcuadro azul agrupa los animales sacrificadld$ae
19). La identificacién de los cerdos esta indicad@ada muestra.
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Figura 3.5. Dendrograma ilustrando el porcentaje de similitiedl patron de bandas obtenido mediante
PCR - RFLP en los diferentes tramos del tractorgms$éstinal en los animales alimentados con lgadie
AB. (La clave roja agrupa los tramos anteriores;léve verde agrupa los tramos posteriores, elrouad
naranja agrupa los animales sacrificados el dia@lcuadro azul agrupa los animales sacrificadlo$ae
19). La identificacién de los cerdos esta indicad@ada muestra.
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Figura 3.6. Dendrograma ilustrando el porcentaje de similitiedl patron de bandas obtenido mediante
PCR-RFLP en los diferentes tramos del tracto gaséstinal en los animales alimentados con la dieta
XT. (La clave roja agrupa los tramos anterioreg;léave verde agrupa los tramos posteriores, elrouad
naranja agrupa los animales sacrificados el dia@lcuadro azul agrupa los animales sacrificadld$ae

19). La identificacién de los cerdos esta indicad@ada muestra.
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Figura 3.7. Cambios ecolégicos en las poblaciones microbiaescolon proximal. EI dendrograma
ilustra el porcentaje de similitud del patron dendsms cuando se comparan las cuatro dietas
experimentales en los ocho animales por grupo.
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3.4. Discusion

La poblacion microbiana del tracto gastrointestindé los cerdos ha sido
tradicionalmente estudiada mediante técnicas d@vaubacteriano (Robinsoet al,
1981; Robinsoret al, 1984). Sin embargo, en estos ultimos afios, selésarrollado
nuevas técnicas moleculares especialmente Utilea ph estudio de bacterias,
independientemente de si son cultivables o no (Lesal, 2002; Prydeet al, 1999).
La utilizacion de estas nuevas técnicas ha peronitith mejor caracterizacion de la

composicién de la microbiota intestinal.

La utilizacion de la técnica de PCR-RFLP en el gmés trabajo presenta como ventaja
principal el hecho de que con ella podemos obtemer vision mas global de la
composicién de un ecosistema bacteriano complejopes el tracto gastrointestinal de
los animales. Ademas nos permite monitorizar casngenerales que se pueden dar en
una poblacion bacteriana debido a un cambio de,d&ttiempo, etc. Utilizando esta
técnica estamos analizando tanto bacterias culéisaibmo bacterias no cultivables o
bacterias no caracterizadas. Se estima que la ¢datumicrobiana del colon esta
compuesta por unas 400-500 especies bacteriareasrdés (Ewing y Cole, 1994). A
pesar de que mediante la PCR-RFLP se obtiene gi@wnas global del ecosistema
del tracto digestivo, con el nUmero de bandas aldefmaximo niamero de bandas fue
de 46 bandas) se puede inferir que con esta téatinase podria infravalorar la
diversidad bacteriana real. Este hecho puede s&lala que durante la PCR se dé una
amplificacion preferencial de ciertas especies dvantas, causando una insuficiente
amplificacion del ADN de las bacterias minoritari&n embargo, esta informacion
siempre es mayor que la que se puede obteneria gercultivo de algunos grupos
bacterianos.

Ademas, la técnica del PCR-RFLP es altamente repiiol@ y facilmente aplicable en
muchos laboratorios, sin necesidad de una inversidy elevada. A diferencia de los
cultivos bacterianos, mediante la utilizacién d@@R-RFLP, podemos analizar un gran

volumen de muestras, ya que no requiere que seggonade forma inmediata.

Sin embargo, la utilizacion de la PCR-RFLP tamlhiarpresentado algunas desventajas
importantes como la variabilidad que se puede @btem funcion del método de

extraccion de ADN, de la PCR realizada o de losnemz de restriccion utilizados, lo
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gue no permite una comparacion facil de los redattabtenidos por diferentes autores.
Otra de sus limitaciones es que no permite relacialirectamente un fragmento de
restriccion con una especie bacteriana. Paraedlogcesario recurrir a la secuenciacion
del fragmento o bien realizar comparaciones tegrrdre los fragmentos de restriccion
obtenidos de las muestras analizadas y los fragmeté restriccion tedricamente
calculados a partir de simulaciones informaticaslate digestiones enziméticas de
diferentes secuencias bacterianas. Mediante estagasiones es posible obtener de
forma tentativa una relacidon entre un fragmento restriccion y unas especies
bacterianas concretas. Sin embargo este tipo d@araciones pueden ser ambiguas
debido al hecho que cada fragmento de restricai@mnado puede corresponder a una
0 a multiples especies bacterianas que compari@gméntos similares para un

determinado enzima de restriccion.

En este trabajo, mediante la utilizacion de la AHRIRP, fue posible evaluar la
diversidad y la similitud u homogeneidad de las Ipcbnes microbianas
gastrointestinales, tanto en relacion con los €ifeys tramos del tracto digestivo como

con las diferentes dietas experimentales.

Analizando los resultados, se puede observar gdevégisidad microbiana incrementa
significativamente en los tramos intestinales méatlks. Varios factores como el pH
(entre 5-8), el lento transito intestinal y/o ejdpotencial de oxido—reduccion estan
asociados a una mayor supervivencia de las basteneael intestino grueso (Stewart,
1997). Sin embargo, ademas de una mayor superndédas condiciones que se dan en
los tramos distales del tracto digestivo, favorecea mayor diversidad bacteriana.
Estos resultados presentan una buena concordamtifo€ resultados publicados por
Konstantinov y colaboradores (2004) o por Wang alwmmradores (2005).
Contrariamente, las condiciones que se dan enrdnsos mas proximales del tracto
digestivo, hacen que su diversidad microbiana ss@omy que estén mayoritariamente
colonizados por bacterias del acido lactico. Aderndando los patrones de bandas son
analizados mediante la creacion de dendrogramasbserva que, en general, los
tramos proximales (estobmago, yeyuno proximal y peydistal) y los tramos distales
(ciego, colon proximal, colon distal y recto) sewgan proximamente entre ellos. En el
caso de los animales sacrificados a los 21 diaspservé un grupo bien definido a
partir de las muestras de contenido ileal y sepatadto de los tramos intestinales
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proximales como de los tramos intestinales distaleste resultado puede estar
relacionado con el hecho de que el ileon es unopintermedio entre los tramos
intestinales proximales y los tramos intestinaléstates. En este mismo sentido,
Simpson y colaboradores (1999) mediante la utilirade la PCR-DGGE demostraron
gue era posible encontrar diferencias en los pesrate bandas de los diferentes
compartimentos del tracto digestivo siendo la siudl mayor dentro de un mismo
compartimiento y entre los compartimentos mas o@xaA partir de estos resultados,
se podria sugerir que para futuros estudios dedidael microbiana del tracto digestivo
de los cerdos, seria suficiente el analisis deligejileon, como muestra representativa
del tracto digestivo proximal, y del ciego o elaml como muestra representativa del

tracto digestivo mas distal.

La diversidad microbiana se vio alterada por eld#iasacrificio, en algunos tramos del
tracto digestivo, concretamente en yeyuno distaégo. También se observé el “efecto
sacrificio” al estudiar el grado de similitud emg@hos de los dendrogramas (animales
alimentados con la dieta CT y AC). Este efecto f@odstar relacionado con el estrés
que se pueda generar al sacrificar la mitad dgbayrexperimental y modificar en
consecuencia la jerarquia del grupo. Se ha derdostyae tras un estrés agudo, las
poblaciones bacterianas del tracto digestivo puedtenarse rapidamente. Williams y
colaboradores (2008) observaron una disminucidla d®mogeneidad de los patrones
de bandas tras realizar un transporte de cerddspues, este efecto sacrificio y en
definitiva cualquier factor que pueda alterar emportamiento o estresar a los
animales, podria ser importante y deberia tenersecueenta en el disefio de
experimentos en los que se analice el efecto éeedifes factores sobre la composicion

de la microbiota intestinal.

Ademas del analisis de la microbiota a lo largotdeaito gastrointestinal, en este trabajo
también se estudio el efecto de la incorporacidtaailamicina, del butirato de sodio
y de una mezcla de diferentes extractos de plaota® la microbiota intestinal. En este
caso, las diferencias mas relevantes se encuesrirbos tramos intestinales posteriores
y especialmente en los animales alimentados caleta enriquecida con butirato de
sodio y los animales alimentados con extractos Wmtgs. Asi, los animales

alimentados con la dieta AC presentan una mayarsibad microbiana, mientras que
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los animales alimentados con la dieta con extradeoglantas presentan una menor

diversidad bacteriana.

A pesar que estad demostrado que los acidificapéesea@ una accion antimicrobiana,
actualmente existen pocos estudios donde se amhkfecto global de los acidos sobre
las poblaciones microbianas a lo largo del tracistrgintestinal. Torrallardona y

colaboradores (2007), utilizando una dieta con ®n% de acido benzoico, detectaron
una mayor diversidad microbiana en el ileon. Coisingente, Canibe y colaboradores
(2005) utilizando una dieta con &cido formico dietean mediante T-RFLP una

reduccion de la diversidad microbiana, tanto entdasios intestinal proximales como
en el colon. Probablemente, factores como el tgpaaido (un solo acido o una mezcla),
la dosis utilizada, la tolerancia y su modo de @tgoueden explicar estos efectos

contradictorios.

A priori se espera que la accion de los acidos organi@snsgor en los tramos
proximales de tracto digestivo (estbmago e intedfielgado). Sin embargo, en nuestro
estudio, el efecto del butirato de sodio se obssole el ecosistema bacteriano de los
tramos intestinales més distales. Este incremesia diversidad microbiana detectado
en los animales alimentados con la dieta AC, pagbiar relacionado con algun efecto
directo (producido por algun metabolito derivadd desmo butirato de sodio) o
indirecto (reduccion de alguna especie bacteriana, ca su vez, controle la
concentracién de otras especies bacterianas) tedtbule sodio sobre las poblaciones
bacterianas del tracto digestivo proximal. Estectefepodria determinar alguna
influencia sobre la microbiota de los segmentos wh&gles. Asi, van Winsen y
colaboradores (2001), analizando el efecto delealtmfermentado hipotetizaron que el
namero de bacterias de la familimterobacteriaceaen el estbmago determinaba el
nivel de estas bacterias en las heces. Los awtnibayeron este resultado a un efecto
de la microbiota de los tramos anteriores sobre dosteriores. Analizando los
resultados obtenidos por Manzanilla y colaborad(®2666) en un trabajo realizado en
paralelo y utilizando las mismas muestras que las $p utilizan en esta tesis, los
autores detectaron un incremento en las concemiexide &cido butirico en el
estdmago debido a su inclusion en la dieta (CT8%,4AB = 5,11, XT = 2,98 vs. AC =
15,54; EEM = 0,970p valor = 0,0001). Sin embargo, la concentracioeste acido no
presentod diferencias significativas entre dietgsedrmentales en el resto de tramos del
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tracto digestivo. Este hecho podria reforzar lateipis de que el efecto del butirato de

sodio sobre la microbiota del tracto digestivo poet pudiera ser un efecto indirecto.

La disminucion de la diversidad microbiana en atesaalimentados con la dieta
enriguecida con extractos de plantas ha sido degoeviamente en algunos estudios
(Namkunget al, 2003). Esta reduccion de la diversidad micrabipnede ser debida al
efecto antimicrobiano de los extractos de plantdsbiendo algunos grupos bacterianos
y promocionando otros grupos bacterianos espesifien este caso, en un estudio en
paralelo, utilizando las mismas muestras, Casyilmlaboradores (2006b) detectaron
mediante PCR cuantitativa un incremento signifimatiel nimero de lactobacilli en el
ciego en los animales alimentados con la dietageecida a base de extractos de
plantas. Sin embargo, en este mismo estudio logremutno detectaron diferencias
significativas en la cantidad de bacterias totabsto en los animales alimentados con
la dieta enriquecida con el butirato de sodio, caron la dieta enriquecida con el
extracto de plantas. Estos resultados nos indicanegtos aditivos producen cambios
cualitativos sobre las poblaciones bacterianadrdefo gastrointestinal sin afectar a la
cantidad total de bacterias. Este hecho ha sidoritteya en otros estudios (Canibe
al., 2005).

Nuestros resultados muestran que los animales ratati@s con la dieta control y los
animales alimentados con la dieta enriquecida oolamicina tienen una riqueza
microbiana similar. Este resultado se observa krgo de todo el tracto digestivo.
Collier y colaboradores (2003) utilizando la PCR®K para el estudio de la
composicion bacteriana en el ileon en cerdos watamn tilosina durante 21 dias,
observaron un numero similar de bandas entre losades alimentados con la dieta
control y los animales que recibian el pienso suptgado con el antibiético. Este
resultado lo atribuyeron a una adaptacion de larabiota a la administracion del
antibiotico, pudiendo indicar una substitucion des |bacterias sensibles a los

antibioticos por bacterias resistentes a los mismos
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CAPITULO 4
RESPUESTA ADAPTATIVA DE LA MICROBIOTA DEL TRACTO DGESTIVO
FRENTE A DIFERENTES FUENTES DE FIBRA EN CERDOS DEGORDE
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4.1. Introduccion

En nutricion animal se utilizan ingredientes coargcantidad de fibra dietética en las
dietas. La fibra, ha sido definida como la partenestible de las plantas que no es
digerida por las secreciones endégenas y no esbédis@n el tracto digestivo anterior
(Trowell et al, 1976). Sin embargo, la fibra puede ser parci@taimente fermentada
por la microbiota del tracto digestivo. El térmifilora dietética esta compuesto por un
grupo muy diverso de componentes, incluyendo Itisgaaridos no amiloideos (PNAS)
solubles e insolubles, los oligosacéridos no diglest, el almidon resistente y la lignina
(Salyers, 1979).

La administracion de ingredientes fibrosos en édadpuede reducir la productividad de
los animales (Kasst al, 1980). Este hecho esta relacionado con la megestibilidad
de estos ingredientes. Sin embargo, actualmentecsepta que la inclusion de
ingredientes fibrosos en la dieta promueve alguefestos beneficiosos, como la
reduccion del riesgo de constipacion (Tabekgal, 2003) y la mejora del llenado
intestinal mejorando asi la saciedad (Meunier-Saktual, 2001). También se ha
descrito que la fibra puede modificar las carasteds fisicoquimicas de la digesta
(Anguita et al, 2007; Mikkelseret al, 2004), la morfologia y la integridad intestinal,
(Brunsgaard, 1998; McCulloght al, 1998), la funcionalidad (Correa-Mates$ al,
2003; Tappendert al, 1997), y también la inmunidad intestinal (Caiexglet al,
2000; Lim et al, 1997). Ademas, la utilizacion de ingredientesrdios puede
representar una estrategia para modular las pobkibacterianas a lo largo del tracto
digestivo. Asi, Varel y Yen (1984) demostraron merémento del nimero de las
especies bacterianas con capacidad celulolitical@aradministracion de ingredientes
fibrosos. Asimismo, en un estudio realizado pors8iby Wang (1994) se observo un
incremento del numero de bacterias del acido k&aicadministrar fibras altamente

fermentables en la dieta.

Ademas de modificar la cantidad de determinadascésp bacterianas, se ha observado
gue mediante la administracién de diferentes ingreds fibrosos, también se puede
modificar la carga bacteriana total, la diversidaitrobiana y su actividad. En un

estudio realizado por Jensen y Jorgensen (1994jjedse comparaban dos dietas con

diferentes niveles de fibra, se demostré6 que laslose alimentados con un alto
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porcentaje de fibra presentaban una mayor cantidaohcterias cultivables a nivel del
estbmago y una mayor actividad microbiana en alstimo grueso. En cuanto a la
diversidad microbiana, parametro propuesto commaaddr de la estabilidad intestinal
(Atlas, 1984; Zoetendakt al, 2004), Konstantinov y colaboradores (2003, 2004)
demostraron que los lechones alimentados con ddriatds altamente fermentables
(pulpa de remolacha, fructoligosacaridos, lactulosanulina), poseian una mayor
diversidad microbiana y una estabilizacion masdaule las poblaciones bacterianas

intestinales.

A pesar de estos efectos beneficiosos que se yanba la fibra en relacién con la
diversidad y estabilidad bacteriana, los resultadomndo se intenta relacionar la
ocurrencia de las enfermedades entéricas con llaaagidn de fibra en la dieta, son
contradictorios. En el caso de la infeccion intedtipor Brachyspira hyodisenteriae,

existen trabajos donde o bien no se observa uacidalclara (Lindecronat al, 2003)

0 bien se demuestra que la utilizacién de dietasatims niveles de fibra fermentable
mejoran los problemas de disenteria porcina (Baargdsilkei, 2002). Por el contrario,

otros estudios demuestran que las dietas con lbagb de fibra previenen la aparicién
de esta enfermedad (Durmet al, 1998; Pluskeet al, 1996). Probablemente estas
discrepancias sean debidas a que el término figiolea componentes muy diversos

gue actuan de forma diferente sobre las poblacibaetgrianas intestinales.

El objetivo principal de este trabajo fue el deudstr el efecto de diferentes tipos de
fibra sobre la microbiota intestinal mediante lalizacion de diferentes técnicas
moleculares (PCR-RFLP, PCR cuantitativa y FISH)emds, también se estudio la
respuesta inmediata de la microbiota del tractérgasestinal a un cambio de dieta (a

los 7 dias) asi como la adaptacion de la mismdaado del tiempo (a los 42 dias).
4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Animales, alojamiento y manejo

La prueba fue realizada en la unidad experimengaladUniversitat Autonoma de

Barcelonacon la aprobacion previa de la Comision de Etiagpa Experimentacion

Animal y Humana de la misma universidad. Todoplaxedimientos relacionados con
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animales fueron realizados de acuerdo con la noaraaeuropea (Directiva
86/609/CEE).

Se utilizaron un total de 104 cerdos cruzados r@rek [Landrace x Large Whitede
seis semanas de edad, machos y hembras mezcladas peso inicial de 15+0,2 kg.
Estos animales fueron obtenidos de una granja amh€Granja els Cristins, Sant
Genis de Palafolls, Girona, Espafa). Los animaleson transportados a la granja
experimental de la universidad, equipada con cusstlas de ocho corrales cada una (1
m X 1,8 m). Los cerdos fueron distribuidos de ado&on su peso inicial, resultando en
un total de ocho réplicas por cada tratamient® @m@males por corral y 2 réplicas por

habitacion).

4.2.2. Dietas y disefio experimental

Los cerdos fueron alimentados con cuatro dietagr@rpntales, que diferian en el
origen y en el contenido de fibra dietética (Tahlh), siguiendo los requisitos descritos
para los cerdos de engorde Nelcional Research Coungil998).

Todas las dietas fueron administradas en formaadeahseca y todos los ingredientes
fueron molturados para que pasaran a través dedaze de 2,5 mm de diametro. La
dieta considerada control (CT) fue formulada corb4i®6 de maiz, un 15 % de cebada,
un 28 % de harina de soja 44, un 0,7 % de acegetaky un 3 % de vitaminas
minerales y aminoacidos. A partir de esta dieteolsivieron las otras tres dietas
experimentales (Tabla 4.1.). Estas dietas erannésgéticas entre ellas (energia
digestible 14,2 MJ/kg) y contenian una cantidadfidea variable y de diferentes
origenes. El valor energético de las dietas fuane@lado mediante la adicién de grasas
(aceite vegetal). Para la obtencion de una dieta en almidon resistente tipo | se
sustituyo el maiz de la dieta CT por un maiz matiora 4 mm de diametro (Dieta
GRO). La dieta enriquecida con polisacaridos nol@dgos solubles fue obtenida
mediante la sustitucion parcial del maiz de laadi€l por un 8 % de pulpa de
remolacha (Dieta PUL). Finalmente, la dieta enrige con polisacaridos no
amiloideos insolubles fue obtenida mediante laitsiegdn parcial del maiz de la dieta
CT por un 10 % de salvado de trigo (Dieta SAL). dastas fueron administradasl

libitum durante 42 dias.
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Tabla 4.1. Composicion y contenido en nutrientes de las eliflas dietas experimentales (en g/kg de

materia fresca).

DIETAS
CT GRO PUL SAL
Ingredientes
Cebada 150 150 150 150
Concentrado de soja 44 277 277 277 277
Maiz 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 bicalcico 7,6 7,6 8,5 2,7
Cloruro sodico 2,5 2,5 2,2 2,5
Premezcla vitaminica-minefal 4 4 4 4
Cromo (Cr05) 15 1,5 1,5 15
Nutrientes
Materia seca 894,2 897,7 897,7 893,1
Cenizas 42,7 45 43,6 47,6
Energia Bruta (MJ/kg MS) 18,5 18,5 18,6 18,9
Extracto etéreo 34,3 37,7 39,9 50
Proteina bruta 185,3 198,8 187,4 193,4
Almidon 456,7 440,1 357,3 367,4
Fibra Neutra Detergente 141 168 172 186
PNA totale$ 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 451 454 63,3 50,2
Acidos urénicos 19,1 18,1 36,5 20,7

Tamafio de particula (ufh) 472,36 (2,3) 557,47 (2,2) 528,28 (2,2) 578,77 (2,2)

1Aporte por kg de pienso: 5000 Ul de vitamina A, Q@0 de vitamina D3, 15 mg de vitamina E, 1,3 mg
de vitamina B1, 3,5 mg de vitamina B2, 1,5 mg damina B6, 0,025 mg de vitamina B12, 10 mg de
pantotenato calcio, 15 mg de acido nicotinico, tpd® niacina, 15 mg de biotina, 0,1 mg de acidiadol

2 mg de vitamina K3, 80 mg de Hierro, 6 mg de CpBbyé5 mg de Cobalto, 60 mg de Zinc, 30 mg de

Manganeso, 0,75 mg de lodo, 0,10 mg de Selenib,glde Etoxiquin como fungicida.

2PNA, polisacaridos no amiloideos: incluye ramndsatosa, arabinosa, xilosa, manosa, galactosa y
glucosa. Entre paréntesis se muestra el porceggdfNA solubles.

3Tamafio de particula determinado segun (Pfost y [egati976). Entre paréntesis, la desviacion
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4.2.3. Controles y toma de muestras

La fase experimental duré 42 dias, y se dividiétres periodos experimentales. El
primer periodo se inici6 en el momento en que losnales empezaron a tomar las
dietas experimentales y finaliz6 a los 7 diasegusdo periodo trascurrié de los 7 a los
21 dias y el tercer periodo desde los 21 a losid&. dAl final de cada periodo, se
sacrificaron 8 animales por cada dieta en dosdifasentes (dias 7 y 9 para el primer
periodo, dias 21 y 23 para el segundo periodoayg d2 y 44 para el tercer periodo).

Ademas como control se sacrificaron 8 animalesa®di

El peso corporal, el consumo de alimento y la eficia alimentaria fueron
determinados coincidiendo con los dias de saaifitres dias antes del sacrificio, se
fijo un patrén de alimentacion para homogenizardasdiciones del tracto digestivo
(Manzanillaet al, 2004). Los cerdos fueron eutanasiados mediange inyeccion
intravenosa de pentobarbital sédico (Dolethal, Yetool S.A., Madrid, Spain) (200
mg/kg peso vivo). Los animales fueron sangradgesgteriormente, se abrio la cavidad
abdominal desde el estern6n al pubis para obtewler ¢l tracto gastrointestinal. De
cada animal, se recogié contenido digestivo deinileciego y del colon proximal
(aproximadamente 50 g) que fue congelado (-20°@)filizado hasta el analisis de la

concentracion de las bases puricas.

Para el estudio de las comunidades microbianas amedimétodos de biologia
molecular (PCR-RFLP y PCR cuantitativa), se recagitoximadamente 1 g de digesta
del estbmago (ST), del yeyuno distal (YD), dell€d, del colon proximal (PC) y del
colon distal (DC). Las muestras fueron mezcladas 8aomL de etanol al 98 % y
guardadas a 4°C hasta su procesamiento (Mwapaly, 2002).

Para la cuantificacion de determinados grupos bantes mediante la técnica del FISH,
se recogid contenido digestivo (500 mg) del estanalgl yeyuno distal, del colon

proximal y del recto. Estas muestras fueron dasidl0 veces en PBS vy
homogenizadas. Posteriormente las muestras fuenatnifugadas a 700 g durante 1
minuto y 1 mL del sobrenadante fue fijado con paratldehido fresco al 4 %. Para la
fijacion de las células, las muestras fueron indabaoda la noche a 4°C y finalmente

congeladas a -80°C hasta su posterior analisis.
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4.2.4. Procesado de las muestras

4.2.4.1. Extraccion del ADN y técnica de PCR

Previamente a la extraccion del ADN, se realiza?otavados de cada una de las
muestras con agua de peptona estéril (400 mg dertda digestivo). EI ADN fue
extraido mediante la utilizacion del Mini kit QIA@MDNA Stool (Qiagen Inc.,
Chatsworth, Calif) siguiendo las instrucciones fiddricante con las modificaciones

detalladas en el capitulo 3, apartado 3.2.4.1..

La PCR fue realizada mediante la utilizacién deMaster mix AmpliTaq Gold
(Applied Biosystems, CA, USA) en un volumen total 80pl. La PCR consistia en
0,05 U/ul de AmpliTaq Gold polymerase, 0,8 uM ddeacarimer, 0,1% de tween 20, 5
ul de ADN (100 ng) y agua autoclavada de 182MEI gen del 16S rRNA fue
amplificado mediante la utilizacion de cebadoregapaubacteria: 357fm (5-
CTACGGGAGGCAGCAGT-3) y 907rm (5-CCGTCWATTCMTTTGAGIT-3’)
disefiados por Lane (1991) con alguna modificaciG@non Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: activacionlaldaqGold a 94°C (4 min); 35 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C (1 miajnealinga 45°C (1 min) con un incremento de

0,1°C por ciclo, extensiéon a 72°C (1 min 15 s) & ertension final a 72°C (15 min).

4.2.4.2. Polimorfismo de la longitud de los fragmesmde restriccion (RFLP)

El producto de la PCR fue digerido mediante 4 emnsgirde restriccionAlul, Rsal,
Hpall, Cfol (F.Hoffmann-LaRoche Ltd Group, Basel, Switzerlaed)cuatro reacciones
totalmente independientes. La mezcla (d@n total) contenia @l del producto de la
PCR, 1pl del buffer SA (F.Hoffmann-La Roche Ltd Group, BasSwitzerland) y Jul
(10 U) de una de las enzima de restriccion. Lassimag fueron incubadas durante 3
horas a 37°C. Los diferentes fragmentos fueronradpa con la técnica de la
electroforesis en gel de agarosa de alta resolwliéh % (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) y visualizados mediante tincion dmomuro de etidio (0,pg/mL).

El marcador “Step ladder 50 bp” (Sigma Chemical, Gi. Louis, MO, USA) fue

utilizado como marcador del peso molecular del ADNsu vez, una mezcla del
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producto de amplificacion del gen del 16S rRNA tado conRsd, de una mezcla de
bacterias con secuencias conocid@asteurella multocidaEnterococcus faecaliy
Clostridium perfringenske utilizé como controtomplementario de peso molecular.
Las bandas de ADN fueron visualizadas tras expasesl la luz UV mediante la
utilizacién de un transiluminador (Chemigenious gmaSystem, SynGene, Cambrige,
UK) vy utilizando el software GeneSnap (SynGene ysial Cambridge, UK. Version
3.02.00). El tamafio de cada fragmento de restricgita intensidad de las bandas fue
calculado mediante el software Gene Tools Versidd2.80 (SynGene Analysis
Cambridge, UK). Para reducir las variaciones siugstdurante la observacion de los
geles, se descartaron los picos con una intensndedor a 60 unidades. El ruido de
fondo fue eliminado utilizando el método del radlidisk con un radio de 30.
Finalmente, se obtuvo un total de 4 perfiles de dhanpor cada muestra,

correspondientes a los cortes con los 4 enzimasstigccion utilizados.

4.2.4.3. Analisis de los fragmentos de restriccion

A partir del andlisis de los fragmentos de resithitse calculd la diversidad bacteriana

y el grado de similitud.

Para el célculo de ldiversidad bacteriana se utilizaron dos parametros: el nimero
total de bandas y el indice de Shannon-Weaver Harf8on y Weaver, 1963) tal y
como se describe en el capitulo 3, apartado 3.2.4.3

Para comparar Isimilitud de la composicidon de las bacterias entre lasatifes dietas
experimentales y entre los diferentes tramos imi@sts, se construyeron diferentes
dendrogramas mediante el céalculo de la distancidMdehattan (DM) (Kaufmann y
Rousseeuw, 1990) tal y como se describe en eluta3it apartado 3.2.4.3.

4.2.4.4. Reaccion de la cadena de la polimerasaiiiagiva (QPCR)

Los lactobacilos y las enterobacterias fueron dfieados en muestras de ileon y colon
proximal mediante la utilizacion de una PCR a tiempeal siguiendo los
procedimientos descritos por Castillo y colaboradof2006a). Las muestras fueron

analizadas por duplicado.
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4.2.4.5. Andlisis de las bases puricas

La cuantificacion de la concentracion de las baggggas (adenina y guanina) de las
muestras de digesta del ileon, del ciego y del ncgooximal (40 mg) fueron
determinadas mediante HPLC (Makkar y Becker, 19P@ya este analisis, las bases
puricas fueron hidrolizadas de la cadena del auigdeico e incubadas con 2 mL a 2M-
HCIO, a 100°C durante 1h, incluyendo 0,5 mL de 1 mM-alowl como marcador

interno.

4.2.4.6. Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Las muestras de digesta del estdmago, del yeyuno ,diglatolon proximal y del recto
del tercer periodo fueron analizadas mediante daslas: Bacterias totales (Eub 338-
GCTGCCTCCCGTAGGAGT), Streptococcus/Lactococcus  spp (Str493-
GTTAGCCGTCCCTTTCTG) y la sondaactobacillus/Enterococcuspp (Labl158-
GGTATTAGCA(C/T)CTGTTTCCA) siguiendo el método deserpor Harmsen y
colaboradores (2002). En resumen,ul@e la suspension de células fueron aplicados
sobre portaobjetos cubierto con gelatina, la héwidh se llevd a cabo afiadiendopl0
de cada sonda (50 mge la solucion de stock) en 1jiDdel tampdn de hibridacion, y
dejando incubar durante toda la noche a 50°C passrida Str493 y a 45°C para la
sonda Lab158. Para prevenir la pérdida de la fhoemcia, cada muestra fue cubierta
por Vectachield (Vector Laboratories, Burlingame,alifornia). Las células
fluorescentes fueron cuantificadas con el microscape epifluorescencia Leica
DMRXA. Se cuantificaron veinticinco campos a 100p&r cada muestra y por

duplicado.

4.2.5. Andlisis estadistico

El efecto de la dieta, del periodo experimentaley amo gastrointestinal sobre el
namero de bandas fue examinado mediante la ufilizaade técnicas no paramétricas
(Kruskall-Wallis), utilizando el programa estadistiSAS (SAS Institute, INC. 8.2,
Cary, NC). Los resultados estadisticamente sigtifios (<0,05) fueron

subsecuentemente analizados mediante el test deoXil (comparaciones 2x2)

aplicando la correccion de Bonferroni para mulsptmmparaciones. El efecto de la
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dieta, del periodo experimental y del tramo gastestinal sobre el indice de Shannon-
Weaver y sobre la concentracién de bases purieaarfalizado mediante el analisis de
la variancia (procedimiento GLM). De los resultadastenidos mediante la PCR
cuantitativa se estudio el efecto de la dieta ypeeiodo mediante el procedimiento del
GLM utilizando el test de ANOVA. De los resultadaistenidos del FISH se determiné
el efecto de la dieta y del tramo digestivo medagltmismo procedimento. El cerdo
fue usado como unidad experimental. Se considersigmficativos los valores de
p<0,05.

4.3. Resultados

4.3.1. Parametros clinicos y productivos

No se detectaron sintomas clinicos en ninguno slaomales, exceptuando dos cerdos
alimentados con la dieta SAL. Uno de estos animiaies diarrea durante el primer

periodo y el otro animal presentd epidermitis exivda

La incorporacion de fibra dietética (grupos GROLBUSAL) disminuyd el consumo

voluntario de pienso (Tabla 4.2.). En el caso deadoimales alimentados con la dieta
PUL, esta disminucién del consumo voluntario dexgdecoincidia con un menor peso
de los animales. La eficiencia alimentaria de losnales 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 (@mal dia) y relacién ganancia: consumo
(G:C) de los cerdos alimentados con las dietas Cdntfol), GRO (con maiz molturado de forma
grosera), PUL (8 % de pulpa de remolacha) y SAL%¥d.@e salvado de trigo) a lo largo de todos los
periodos experimentales.

Dietas Valor P
Periodo CT GRO PUL SAL EEM” Dieta  Periodo Interaccion
Peso vivo lero 19,572 19,56% 18,882 19,722 0,534 <0,001 <0,001 0,006

2ndo 28,53%  28,39%"  26,69°  28,26%
3ero 43.45%  43,92%° 40,13  41,64%

Consumo lero 714 619 596 672 60,2 <0,001 <0,001 0,083
2ndo 1266 1137 1086 1118
3ero 2186 2056 1745 1903

Total 2 1388% 1271° 1142° 1231

G:C lero 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 0,54° 0,59% 0,57% 0,58%

LEEM: Error estandar de la media

Total: Hace referencia a la media de los consuradesi3 periodos y el valor de G:C calculado para
todo el experimento

a b ¢ etras diferentes dentro de una linea implicaerdiicias significativas entre tratamientos para un
mismo tramo §<0,05).

4.3.2. Diversidad bacteriana

4.3.2.1. Numero de bandas obtenidas mediante PCR-RF

Como ya se ha comentado, la diversidad bacteranalsro a través del recuento del
namero de bandas obtenidas mediante PCR-RELRalor promedio del nimero de

bandas oscilaba entre 18 y 39 bandas. Como refargexeral, se calcul6 el nUmero de
bandas en cada uno de los diferentes tramos d&b tleyestivo bloqueando el efecto de
la dieta y del periodo. Mediante este calculo ssepld que el yeyuno distal (26,7) y el
ileon (24,0) tuvieron un menor numero de bandas ejuestomago (33,0), el colon

proximal (36,5) y el colon distal (35,3)<0,05).

La evolucion del nimero de bandas a lo largo deides se muestra en la Figura 4.1..
Los animales alimentados con la dieta GRO tuviaronincremento del nimero de
bandas a corto plazo (a los 7 dias) en los trangestivos mas proximales (estobmago,
yeyuno distal e ileonp&0,05 en estbmago e ileon). Sin embargo, a la@gopRl y 42
dias) se observo que el nimero de bandas en estussto bien recuperaba los valores

iniciales (estobmago e ileon) o bien llegaba a eslonferiores (yeyuno distal). No se
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observé ninguna diferencia significativa, en funcidel tiempo, en cuanto a la
diversidad bacteriana del estbmago y yeyuno ditdbs animales alimentados con la
dieta PUL o la dieta SAL.

En el ileon, después de 21 dias, los animales @ifades con la dieta SAL tuvieron un

menor nimero de bandas. Sin embargo, a los 42alia8mero de bandas era similar a
los valores iniciales. Adicionalmente, en el teqperiodo (42 dias) y en el mismo tramo
intestinal, los animales alimentados con la didth. Ruvieron un menor nimero de

bandas§<0,05).

En cuanto al colon proximal, se observé una disoidruglobal del nimero de bandas
en todas las cuatro dietas experimentales a losa3 del experimentop€0,05).
Posteriormente, las diferencias mas relevantesbsenaaron entre el primer y tercer
periodo. Los animales alimentados con la dieta RWlieron un nidmero de bandas
estable a partir de los 7 dias y hasta el finakdtldio. A pesar de que a los 21 dias se
observd que estos animales tenian un menor nuneeb@andas que el grupo control,
este cambio es debido a un incremento del niumerdatelas de los animales
alimentados con la dieta CT y no a una disminuc&ah del nimero de bandas de los
animales de la dieta PUL. En este mismo tramo sereb una reduccion del niumero de

bandas en los animales alimentados con la dietae®/dl tercer periodg€0,05).

En el colon distal, también de forma general (adas$olas dietas experimentales) se
observé una reduccién del nimero de bandas a ptatw (7 dias). Pasados los 7
primeros dias, el valor del nimero de bandas fug eandnenos estable a lo largo del
resto del periodo experimental. Sin embargo, all fitel estudio los cerdos alimentados
con la dieta SAL tuvieron un mayor niumero de barmamparado con los animales
alimentados con la dieta Cp<0,05).

No se observaron diferencias significativas dedegan mismo periodo experimental y
entre los diferentes dias de sacrificio (7 vs.14s223, 42 vs. 44 respectivamente) en
ninguno de los tramos del tracto digestivo anabzgp>0,05).
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Figura 4.1. Evolucion del nimero de bandas obtenidas mediddR-RFLP en los diferentes tramos del
tracto gastrointestinal y efecto de las diferedtiesas experimentales. El nimero de bandas comdspo
al valor promedio del nimero de bandas obtenidaslér PCR-RFLP en el estbmago (A), yeyuno distal
(B), ileon (C), colon proximal (D) y colon distat), Las diferentes letras (a,b) significan difeiaac
significativas entre los diferentes periodos y deige una misma dieta experimental. Los asterié9os
significan diferencias significativas entre unataiexperimental y la dieta CT dentro de un mismo

79

periodo.
A)
Evolucion del nimero de bandas en el estbmago
50
40 -
Numero 30 -
de
bandas 20 +-----~----\-- - - - -
0 o
0
Dia0 Dia 7-9 Dia 21-23 Dia 42-44
STCT 33,1b 35,4b 36,4 3b
—=—STGRO 33,1b 39,8 30,4* 27,6
ST PUL 33,1 315 35,0 32,8
——STSAL 33,1 35,1 33,0 35,1
B)
Bwolucion del nimero de bandas en el yeyuno distal
50
A0 [~
NUmero
30
de
bandas 20
10 1
0
Dia0 Dia 7-9 Dia21-23 Dia42-44
STCT 26,8ab 27,& 22,9 29,8
—=—STGRO 26,8a 28,1 23,8 183*
STPUL 26,8 30,6 25,6 27,4
—%— ST SAL 26,8 29,8 28,6 28,6
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C)
BEwolucién del numero de bandas en el ileon
50
40
Ndmero 30 |
de //Nx;_ —
X Y
bandas 20 o T e e
10
0
Dia0 Dia 7-9 Dia21-23 Dia42-44
STCT 23b 25,5ab 28.3& 26,%b
—=— ST GRO 23b 28,6a 23, 26,2b
STPUL 23a 22ab 24 3 18,b*
—%—STSAL 23ab 27,32 21,60* 22.8b
D)
Bvolucion del nimero de bandas en el colon proximal
50
40 B KW —n
Numero
30 | \(
de
bandas 20 -
10+
0
Dia0 Dia 7-9 Dia21-23 Dia42-44
STCT 41 ,4a 35,9 42 @& 33,6
—=— ST GRO 41,4 39,1 37,3 37,8
STPUL 41,4a 36b 33,60* 36,4b
—x— ST SAL 41,4a 362 38,48 27,6*
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E)
BEvolucion del nimero de bandas en el colon distal
50
40
Numero
30
de
bandas 20
10 f-
0
Dia0 Dia 7-9 Dia21-23 Dia42-44
STCT 41.1a 33, 37, 33BC
—=—STGRO 41,1a 34,1bc 35,4 336
STPUL 41,1a 35,4bc 37, 32,9
—»— ST SAL 41,1a 35,30 38,b 37,9*

4.3.2.2. Indice de Shannon — Weaver en el yeyunstil y en el colon proximal

En el yeyuno distal se observaron diferencias &dtedmente significativas al
comparar las diferentes dietas experimentales &1483l.). Estos cambios se observaron
a largo plazo (dias 21 y 42). A los 21 dias, lasnates alimentados con la dieta SAL
presentaban una diversidad microbiana mayor quaniosales alimentados con la dieta
GRO y CT 6<0,05). Al final del estudio (dia 42) los anima#snentados con la dieta
GRO presentaron una menor diversidad microbiana queresto de dietas
experimentalespk0,05).

En el colon proximal se observo un efecto signiifiwadel periodo experimental en los
animales alimentados con la dieta CT y SAL (Tab&)4En ambos casos se observo
una disminucion estadisticamente significativaaddiVversidad bacteriana a los 42 dias
del estudio. Los animales alimentados con la d&RD y la dieta PUL tuvieron un
grado de diversidad estable a lo largo del estudiacorto plazo (7 dias), no se
observaron diferencias entre dietas y el gradoidkrsidad bacteriang$0,06). En el

altimo periodo (dia 42) se observaron diferencstadisticamente significativas entre
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dietas, siendo la dieta SAL la dieta con el memadg de diversidad bacteriana (Tabla
4.3.).

Al comparar el grado de diversidad entre el yeydisial y el colon proximal se
observaron diferencias entre estos dos tramos (%,2142, respectivamentep
0,0001).

Tabla 4.3.Efecto de la dieta y del periodo sobre el graddidersidad microbiana en muestras de
digesta del yeyuno distal (A) y del colon proxirti). Las diferentes letras (a,b) significan diferias
significativas entre los diferentes periodos y dede una misma dieta experimental. Los asterig€gos
significan diferencias significativas entre unataiexperimental y la dieta CT dentro de un mismo
periodo. EEM=Error estandar de la media.

A)
Dietas
p valor || p valor p valor
Dia CT || GRO || PUL || SAL EEM dieta | periodo | dieta*periodo
0 1,22 1,22 1,22 1,22 0,034 0,0194 0,063 0,001}

I 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 0,027

B)
Dietas
p valor || p valor p valor
Dia CT || GRO || PUL || SAL EEM dieta | periodo | dieta*periodo
0 1,44b| 1,44 144 1,44 0,041 0,0046] 0,0021 0,036

I 1,44b| 1,48 1,43 | 1,38b| 0,012

21 1% || 144 14 |14% 0,01

42 1,3b | 1,44 1,41 1,38*| 0,013

4.3.3. Similitud bacteriana

Como se ha comentado previamente, el grado de itsihide las poblaciones
bacterianas, entre las diferentes dietas y logaifes tramos estudiados, se evaluo a

través del calculo de la DM vy la posterior elab@naace dendrogramas.
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Para comparar los diferentes tramos del tractostige se elaboraron diferentes
dendrogramas. Estos fueron generados a partir denaracion de los patrones de
bandas de los diferentes tramos del tracto digestntro de una misma dieta y periodo
experimental. De los dendrogramas generados a partas muestras de los animales
alimentados con la dieta CT (dias 7, 21 y 42), leodieta GRO (dias 7 y 42), con la
dieta PUL (dias 7 y 42) y con la dieta SAL (diasy242) se observé la formacion de 2
clusters uno constituido por muestras del tracto digespikaximal (estbmago, yeyuno
distal e ileon) y el otro formado por muestrastddto digestivo distal (colon proximal
y colon distal). La Figura 4.2., que correspond@asadiferentes muestras del tracto
digestivo de los animales alimentados con la diZXaa dia 7, es un ejemplo de esta
distribucion. Sin embargo, en el dendrograma gelwereon las muestras de los
animales alimentados con la dieta SAL a dia 7 ylasmmuestras de la dieta PUL a dia
21 se observo que el estomago formabalusterbien diferenciado del resto de tramos
del tracto digestivo (datos no mostrados). En b @el dendrograma generado a partir
de las muestras de digesta de los animales alidmtzon la dieta GRO a dia 21, se
observd que el estbmago se agrupaba con las naesrdracto digestivo posterior

(datos no mostrados).

En cuanto al efecto de la dieta, se pudieron obseaaras diferencias entre periodos
experimentales. A corto plazo, es decir a dia § laantroduccion de la nueva dieta, se
observé una buena agrupacion entre las diferentasdexperimentales en tramos
proximales (yeyuno distal) pero no en tramos dstgtolon proximal) (Figuras 4.3. y

4.5.). Sin embargo, a los 21 (datos no mostradgspyetodo a los 42 dias (Figuras 4.4.
y 4.6.) se pudo observar muy claramente la fornmade diferentes grupos en funcion

de la dieta experimental.

Concretamente en el yeyuno distal, a dia 7, la@&tL dio perfiles de bandas similares
a los de la dieta CT, mientras que las dietas GRRUly dieron perfiles diferentes a la

dieta CT (Figura 4.3.). A dia 21, la similitud @ Iperfiles cambié en el sentido de una
mayor similitud entre la dieta CT y la dieta GROn@erfiles claramente diferentes de
los obtenidos con las dietas PUL y SAL (datos netnados). Finalmente, a dia 42, los
perfiles de la dieta PUL fueron los mas similarés dieta CT, mientras que los perfiles

de las dietas GRO y SAL fueron claramente difeeptdre si y a la dieta CT (Figura

4.4).
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En el colon proximal, a dia 7 no se observaron giones claramente relacionadas
con el tipo de dieta, aunque los perfiles de laadRJL tuvieron una tendencia a ser
diferentes al resto de perfiles (Figura 4.5.). Bmiio, a dia 21, si se observo una
marcada tendencia a la agrupacion de los perféeBCR-RFLP en funcion de la dieta
(datos no mostrados). Esta tendencia a la agrupaciduncion de la dieta se mantuvo
en ultimo periodo, aunque los tratamientos CT y GiR&on perfiles indistinguibles

entre si (Figura 4.6.).

Figura 4.2. Dendrograma ilustrando el porcentaje de similitedl ghtron de bandas de los diferentes
tramos del tracto digestivo obtenido mediante PERMR en el primer periodo de los animales
alimentados con la dieta CT.
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Figura 4.3. Dendrograma ilustrando el porcentaje de similitiedl patron de bandas obtenido mediante
PCR-RFLP en el primer periodo y en el yeyuno distal
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Figura 4.4. Dendrograma ilustrando el porcentaje de similitied patron 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 similitiedl patron de bandas obtenido mediante
PCR-RFLP en el primer periodo y en el colon proxima
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Figura 4.6. Dendrograma ilustrando el porcentaje de similitiedl patron de bandas obtenido mediante
PCR-RFLP en el tercer periodo y en el colon prokima
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.
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4.3.4. Cuantificacién de las poblaciones de lactotitos y enterobacteriasmediante

PCR cuantitativa

Los resultados del numero de enterobacteria ybdacitws cuantificados mediante PCR
cuantitativa de las muestras tomadas de los caluemniel ileon y del colon proximal se
muestran en las Tablas 4.4. y 4.5.. Tanto en@hit®@mo en el colon proximal, el total
de enterobacterias fue inferior al de lactobacilN® se encontraron diferencias

significativas entre las diferentes dietas.

Se observo un efecto del periodo experimental tamdavel del ileon como del colon

proximal. En ambos tramos se observo un increnamtos lactobacilos al poco tiempo
de introducir las dietas experimentales (del d& 6ia 7). Sin embargo, estos valores
volvieron al estado original a los 21 dias y se tondaron estables hasta el final del
estudio. También en el colon proximal se observa disminucion de la cantidad de

enterobacterias durante el estudio.

Expresando la ratio lactobacilos:enterobacterias, $u transformacion logaritmica, se
detectaron diferencias entre dietas a nivel delrcproximal. En el primer periodo, los
animales alimentados con la dieta SAL mostrabarratia lactobacilos:enterobacterias
menor que el resto de dietas experimentales. Ese@lindo periodo, los animales
alimentados con la dieta GRO tenian una menor lattobacilos: enterobacterias que
el grupo CT. Finalmente en el tercer periodo, nolservaron diferencias significativas

entre las diferentes dietas.
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Tabla 4.4.Poblacion bacteriana de lactobacilos y enterobasten el contenido ileal analizado mediante
PCR cuantitativa (log (16S rDNA copias del gerdegmateria fresca)) de cerdos alimentados con una
dieta control (CT) o la misma dieta con maiz meltior de forma mas grosera (GRO), con pulpa de
remolacha (PUL) o con salvado de trigo (SAIBEM Error estandar de la media.

Dietas
Promedio pvalor  pvalor p valor
Grupo bacteriano/perioda CT GRO PUL SAL periodo EEM® dieta periodo dieta*periodo
Enterobacteria
do 9,27 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
Promedio pvalor  pvalor p valor
Lactobacilos CT GRO PUL SAL periodo EEM 1 dieta periodo dieta*periodo
do 10,4 10,4ab 0,37
d7 10,6 10,82 10,88 10,39 10,67 0,35 0,45 0,005 0,625
d21 10,74 10,03 10,35 10,39 10,3&b 0,35 0,58
d42 10,44 9,64 10,19 10,22 10,1d 0,26 0,27
Promedio dieta 10,59 10,16 10,47 10,33
Promedio pvalor  pvalor p valor
Lactobacilos:enterobacteric CT GRO PUL SAL periodo EEM® dieta periodo  dieta*periodo
do 1,19 1,1%b 0,63
d7 1,48 2,22 1,96 1,6 1,822 0,52 0,73 0,03 0,848
d21 1,52 0,96 1,41 0,97 122b 0,47 0,78
d42 0,92 0,41 0,95 1,04 0,83 0,49 0,85
Promedio dieta 1,31 1,20 1,44 1,20

Tabla 4.5.Poblacion bacteriana de lactobacilos y enterobiasten el contenido del colon proximal
analizado mediante PCR cuantitativa (log (16S rDbi#pias del gen / g de materia fresca)) de cerdos
alimentados con una dieta control (CT) o la mismetadcon maiz molturado de forma mas grosera
(GRO), con pulpa de remolacha (PUL) o con salvagtrigo (SAL).* EEM Error estandar de la media.

Dietas
Promedio p valor p valor p valor
Grupo bacteriano / periodc CT GRO PUL SAL periodo EEM? dieta periodo dieta*periodo
Enterobacteria
do 10,45 10,4 0,19
d7 9,84 10,03 9,42 10,41  9,9%b 0,29 0,14 0,0052 0,38
d21 9,08 9,77 9,25 9,21 9,3% 0,24 0,23
d42 9,54 9,61 9,38 9,67 9,55 0,23 0,82
Promedio dieta 9,49 9,80 9,35 9,76
Promedio p valor p valor p valor
Lactobacilos CT GRO PUL SAL periodo EEM*® dieta periodo dieta*periodo
do 11,26 11,260 0,21
d7 12,11 12,07 12,1 11,56 11,96 0,25 0,35 0,026 0,214
d21 12,15 11,4 11,51 11,65 11,6&b 0,22 0,26
d42 11,63 11,67 11,17 11,64 1153 0,21 0,3
Promedio dieta 11,96 11,71 11,59 11,62
Promedio p valor p valor p valor
Lactobacilos:enterobacteriz CT GRO PUL SAL periodo EEM*® dieta periodo dieta*periodo
do 0,81 0,81 0,22
d7 2,27a 2,04ab 2,67a 1,1% 2,03 0,36 0,04 0,2624 0,0225
d21 3,07a 1,6% 2,2@b 2,44ab 2,35 0,28 0,02
da2 2,09 2,06 1,78 1,97 1,98 0,32 0,9
Promedio dieta 2,09 2,06 1,78 1,97
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4.3.5. Cuantificacibn de los lactobacilos y los esptococos del tracto

gastrointestinal mediante la técnica del FISH

A partir de muestras del contenido del estbmagbyelgino distal, del colon proximal
y del recto de los animales del tercer periodo wanitficaron las bacterias totales
(sonda Eub 338), lostreptococcusspp /Lactococcusspp (sonda Str 493) y los
Lactobacillusspp/Enterococcuspp (sonda Lab 158).

No se detectaron diferencias significativas errdasientos de estas bacterias en funcién
de las dietas utilizadas. Sin embargo se obsendiferencias significativas en funcion
del tramo digestivo (especialmente entre los tramp@sximales y los tramos mas
distales). Las bacterias del acido lactico (lactdbs y estreptococos) resultaron ser
abundantes principalmente en el estbmago (15-37&t) g1 yeyuno proximal (8-26%)
mientras que representaban un porcentaje bajoaiogl proximal y en el recto (1-2%)
(Tabla 4.6.).

Tabla 4.6. Proporciones déactobacillusspp y Streptococcuspp a lo largo del tracto digestivo de
cerdos alimentados con una dieta control (CT)ritana dieta con maiz molturado de forma mas grosera
(GRO), con pulpa de remolacha (PUL) o con salvaatrigo (SAL) mediante la utilizacion de la técnica
del FISH.

Recuentox 10°)/ml Recuento como % Eub338
Eub338 Str493 Lab158

Estdbmago

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 45,8 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 12+1,1 0,1+0
Dieta PUL 37,7 6,8 15+1,3 0,5+0,5
Dieta SAL 37,716,4 1,0+0,3 0,1 10,2
Recto

Dieta CT 61,3 +15,6 12+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
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4.3.6. Andlisis de las bases puricas

A partir de las muestras de digesta del ileon,aciedel colon proximal se determind la
concentracion de las bases puricas (adenina y mplan{(Figura 4.7.). Las

concentraciones de bases puricas en el ileon fureoocho menores que en el ciego y en
el colon proximal. No se observaron diferenciasificptivas entre dietas en ninguno

de los periodos experimentales ni en ninguno dédmsos estudiados.

Se observé un efecto del periodo experimental temta@l ciego como en el colon
proximal (<0,0001). Mientras que en el ciego las concentnesale las bases puricas
aumentaron a lo largo del tiempo para todos |dartr@ntos, en el colon proximal las
concentraciones de bases puricas aumentaron a gleo y disminuyeron con el

tiempo.

Figura 4.7. Concentracion de bases puricas (adenina y guafiina)l/g MS) en las muestras de digesta
del ileon (A) del ciego (B) y del colon proximal)(@e cerdos alimentados con una dieta control €T)
con la misma dieta con maiz molturado grosero (GR@) pulpa de remolacha (PUL) o con salvado de
trigo (SAL). Las diferentes letras (a, b) significdiferencias significativagp€0,05) entre los diferentes
periodos.
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B)
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4.4. Discusion

En este trabajo se evalud el efecto de la adic®wadias fuentes de carbohidratos (en
forma de ingredientes fibrosos) sobre la microbgastrointestinal del cerdo, mediante
técnicas moleculares, algunas de las cuales han ysiddiscutidas en el capitulo

anterior.

En primer lugar, cabe destacar que tanto la malitmagrosera del maiz como la
incorporacion de la pulpa de remolacha y del sav@el trigo redujeron el consumo
voluntario de pienso. Ademas, los animales alindw#acon la dieta con pulpa de

remolacha presentaron un menor peso vivo. Estadtades confirman el efecto
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limitante de la fibra dietética sobre el crecim@erttecho que ya ha sido previamente
demostrado (Kasst al, 1980).

En este trabajo se detectaron diferencias sigtifasmen cuanto a la diversidad de las
poblaciones microbianas en funcién del tramo digesinalizado. Concretamente, la
diversidad microbiana incrementa de forma signifwea de los tramos proximales
(yeyuno distal e ileon) a los tramos intestinaléss rdistales (colon proximal y colon
distal), tal y como ya se habia descrito en eltaapB. Sin embargo, en este caso, la
diversidad microbiana detectada en el estbmago domesiderablemente mayor,
alcanzando valores similares a los obtenidos @oleh proximal y en el colon distal.
En un trabajo realizado por Canibe y colaborad¢2895), en cerdos en fase de
crecimientos (27 kg de peso vivo) y mediante lhzattion de la técnica de la T-RFLP
con una sola enzima de restriccion, los autoresctibn entre 9 y 20 bandas en cada
una de las muestras analizadas del contenido nigat| estbmago. Estos resultados
parecen tener una buena correlacion con los olemid nuestro estudio (entre 27 y 39
bandas por muestra con 4 enzimas de restricci@®mas, de los resultados derivados
de la técnica del FISH, podemos afirmar que ekimento de la diversidad microbiana
del estbmago no fue acompafado por un incrementa eantidad total de bacterias
(valor promedio de 3.6 x ¥(bacterias/mL). Sin embargo, en la mayoria de los
dendrogramas realizados, las muestras de estoneaggrspan con las del intestino
delgado (yeyuno distal e ileon); por lo tanto, sede inferir que aunque la diversidad
del estbmago es alta, la composicién bacteriamaag®ritariamente mas parecida a la
de los tramos proximales del intestino que a lasitrs distales. Una posible explicacion
al incremento de la diversidad microbiana del estgompodria ser el hecho de que los
animales hubiesen practicado coprofagia. De esmaniorma, Canibe y colaboradores
(2005), mediante la técnica de la T-RFLP, observaue muchos de los fragmentos de
restriccion encontrados en el colon de los certloseatados con una dieta molturada
groseramente eran también encontrados en el estodeatps mismos animales. Asi,
los autores sugerian la posibilidad de que estasades hubieran practicado la

coprofagia.

En los tramos del tracto digestivo posterior (cgbooximal y colon distal), se observo
de forma general (en todas las dietas experimentalea reduccion del niumero de

bandas a corto plazo (de dia 0 a dia 7). Esta c&ntucsubita y transitoria es
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probablemente debida a la introduccion de la nuketa. No es descartable que estos
cambios en la microbiota expliquen parte de lauesta inflamatoria intestinal leve y
transitoria, aunque mas evidente en las dietasrgredientes fibrosos, observada en

estudios paralelos realizados en estos mismos ksrfidofrarias, 2007).

Analizando la similitud de los perfiles de bandase puede concluir que
mayoritariamente a corto plazo no hay una buenapagron de los patrones de bandas
en funcion de la dieta administrada. Esto puedelsiido a que cada animal responde
de forma variable al cambio de dieta y que sons&aes mas dias para adaptarse a las
nuevas dietas. Con estas dietas se puede dedacsogunecesarios aproximadamente
unos 21-23 dias para poder observar una homoge@mzae los perfiles bacterianos en
funcion de la dieta. Ya a los 42 dias, la similieidre los animales alimentados con una
misma dieta incrementa agrupandose en diferentgogren funcion de la dieta. En
este periodo, una vez la microbiota ha tenido t®repficiente para adaptarse a las
dietas experimentales, podemos observar que enewlng distal, los animales
alimentados con la dieta con salvado de trigo semuie presentan una menor similitud
de los patrones de bandas. Interesantemente, eolo#l proximal, los patrones de
bandas entre las dos dietas con diferente gradmaliracion del maiz eran mas

similares entre ellos que con las dietas con ditesefuentes de fibra.

El objetivo principal de este trabajo era el de parar el efecto de diferentes fuentes de
carbohidratos sobre la microbiota gastrointestinakfectivamente, se ha demostrado
que la introduccion de diferentes fuentes de fibduce cambios sustanciales en la
microbiota gastrointestinal. Concretamente, laoihticcion del maiz molturado grosero
indujo un incremento transitorio de la diversidattnobiana en los tramos del tracto
digestivo més proximales (estomago e ileon) defamaa inmediata. En un estudio
realizado por Canibe y colaboradores (2005), lotoras también detectaron un
incremento de la diversidad microbiana en el estiante cerdos alimentados durante
10 dias con una dieta molturada completamente remafgrosera. En este trabajo los
autores ademas de detectar un incremento de lasidizd microbiana en los tramos
proximales del tracto digestivo, también demostrano aumento tanto del total de
bacterias anaerdbicas como la cantidad de bactlaicido lactico. Sin embargo, en
nuestro estudio, mediante la utilizacion de la PE@Rntitativa no se observaron

diferencias significativas entre las diferente abey la cantidad d&ctobacillus spp
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presentes en el ileon. Ademas, en el trabajo eshlippor Canibe y colaboradores
(2005), los autores demostraron que la inclusionuda dieta molturada grosera
aumentaba la concentracion de acido lactico y abigdrico en el estbmago. Estos
resultados estan en concordancia con los obtemido#\nguita (2006). Asi, en este
trabajo, utilizando las mismas muestras que lassguban utilizado en esta tesis, se
observé un incremento de la proporcion de aciddribaten el estbmago de los
animales alimentados con la dieta parcialmente ure de forma grosera. Este
incremento se observd Unicamente a los 7 dias sletlie (Anguita, comunicacion
personal). Asi, este incremento a corto plazo dbviersidad microbiana observada en
los tramos proximales del tracto digestivo de leslos alimentados con la dieta rica en
almidon resistente tipo | podria estar relacionealo un incremento de la diversidad de
diferentes especies bacterianas formadoras deatoutir de especies bacterianas con
capacidad de transformar el lactato en butirato.eEmesto de tramos del tracto
digestivo, la dieta enriquecida con almidén resigtdipo | mantuvo de forma mas o

menos estable el grado de diversidad bacteriana.

En los animales alimentados con la dieta con padpegemolacha no se observé ninguna
diferencia significativa a lo largo de todo el elstuen cuanto a la diversidad bacteriana
del estbmago y yeyuno distal. Sin embargo, a Ipigao, en el ileon se detecté una
disminucién de la diversidad microbiana. Estosltadas son dificiles de interpretar ya
gue existen pocos estudios en la literatura doeddetermine el efecto de diferentes
fuentes de polisacaridos no amiloideos solublesestzbdiversidad microbiana global
en los tramos proximales del tracto digestivo. Brirabajo realizado por Konstantinov
y colaboradores (2004), los autores no detectaferedcias significativas en el nUmero
total de bandas presentes en el ileon entre lbshes alimentados con la dieta control
y los lechones alimentados con una dieta rica déisgoaridos no amiloideos solubles

(10 % de pulpa de remolacha) durante los 13 diagiqro la fase experimental.

El hecho de que la estabilizacion del nimero delésen los animales alimentados con
la dieta con pulpa de remolacha se dé en un cdaizo e tiempo y se mantenga

mayoritariamente estable a lo largo del estudiaddpuwestar asociado a una mas rapida
adaptacion de la microbiota a este ingredientea Egiida adaptacion de la microbiota

intestinal podria estar relacionada con la may@aciaad de retencidbn de agua

detectada en la dieta enriquecida con pulpa delaeime (Anguitaet al, 2007). Este
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medio facilitaria la fermentacion bacteriana (Aeffet al, 1993). Ademas de una mas
rapida adaptacion de la microbiota intestinal adieta, se ha demostrado que los
animales alimentados con esta dieta tienen un membnero de linfocitos

intraepiteliales, de linfocitos de la lamina progiauna menor presencia de nodulos
linfaticos en la mucosa del colon proximal (Nofsati2007). Este hecho podria indicar
gue, ademas de permitir una mayor estabilidad aeideobiota intestinal, es una dieta

menos abrasiva para el tracto digestivo.

En cuanto a la reduccién de la diversidad micrabiseal detectada a los 21 dias en los
animales alimentados con la dieta con salvadoige, fpodria también deberse a que la
microbiota del ileon se estuviera especializanda fementar este tipo de sustratos. En
un estudio realizado por Hogberg y colaborador®84p, los autores demostraron una
disminucion de la diversidad de los coliformes eehiel ileon a los 9 dias de haber
introducido una dieta rica en polisacaridos no aidos insolubles (28,7 % de salvado
de trigo). Sin embargo, la diversidad de los califes se recuperé a los 17 dias de
haber introducido la dieta experimental. Despué®sl@ primeros dias de adaptacion a
las nuevas dietas experimentales, las diferencias ralevantes, detectadas en los
animales alimentados con la dieta con salvadoige, tiueron encontradas en tanto en
el colon proximal como en el colon distal. Conametate, en estos animales, se observo
en el colon proximal tanto una disminucion del nfonge bandas como del indice de
Shannon-Weaver a los 42 dias del estudio. Estacenude la diversidad microbiana
al final del estudio podria ser debida a una eafizacion de la microbiota que habita
en este tramo. Seria interesante, en futuros estudinalizar que poblaciones
microbianas son predominantes. Ademas, esta renudei la diversidad microbiana a
los 42 dias del estudio podria indicar que la ad#gm a este tipo de sustrato es mas
tardia. En concordancia con estos resultados, edgantores han sugerido que pocas
bacterias son capaces de fermentar este tipo tagé@lidos hecho que podria explicar
que en el dltimo periodo se de una reduccion diivlersidad bacteriana (Hogbeeg

al., 2004). En el colon distal, al final del estultie cerdos alimentados con la dieta rica
en salvado de trigo tuvieron un mayor numero deldsrcomparado con los animales
alimentados con la dieta control. Este resultaddripoestar correlacionado con el
observado en el colon proximal, donde la microbjmidria haberse especializado para
fermentar este tipo de substrato. Esto permititia gn el colon distal llegaran las

particulas parcialmente fragmentadas.
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En este estudio, se observé que la concentracidlasdbases puricas del ileon fue
considerablemente inferior a la concentracion deniésmas en el ciego y en el colon
proximal indicando que este tramo del tracto digestiene una menor carga
microbiana. Estos resultados concuerdan con lazitesspor Castillo y colaboradores
(2006b). ElI aumento en el contenido total de basegas en el ciego a lo largo del
estudio, podria reflejar la adaptacién de la mimi@bde este compartimiento a la
fermentacion de las nuevas dietas. De esta forordpiene la actividad fermentativa
del ciego se incrementa, la cantidad de sustratmefgable que abandona este
compartimiento y llega a colon proximal es menorglie podria explicar el descenso

paralelo observado en el colon proximal.

Mediante la cuantificacibn de losStreptococcus/Lactococcuspp y de los
Lactobacillus/Enterococcuspp con la técnica del FISH, se pudo observariktesncia

de una clara diferencia en cuanto a su distribuaitinlargo del tracto digestivo, siendo
estas bacterias muy abundantes en los tramos pal@sdrdel tracto digestivo (estbmago
y yeyuno proximal) y poco abundantes en los tradistales del tracto digestivo (colon
proximal y recto). En un estudio realizado por Kilktolaboradores (2005), los autores
demostraron que el porcentaje mayoritario de cl@iglados del ileon de los cerdos,
pertenecia a bacterias de la familectobacillae Teniendo en cuenta estos resultados
conjuntamente con la baja diversidad bacterianactia en el yeyuno distal y en el
ileon, se puede deducir que las bacterias del d@atfico van a ser de gran abundancia

en estos tramos.
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CAPITULO 5
INFECCION EXPERIMENTAL CON DOS CEPAS DEALMONELLA ENTERICA
SEROVAR TYPHIMURIUM EN CERDOS
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5.1 Introduccién

La salmonelosis es actualmente, en los paisestiralizados, una de las enfermedades
transmitidas por alimentos mas importantes qudaafeda especie humana. En Europa
los serotipos mas comunmente aislados en persamrasamonella Enteritidis y
SalmonellaTyphimurium representando un 52 y un 9 % respetierde del total de
casos de salmonellosis en humanos (EFSA, 2006)cr€amente, las principales

fuentes de estas bacterias son los huevos y la carmtaminada de cerdo y ave.

La infecciébn por Salmonellaspp en la especie porcina, puede cursar de forma
subclinica, o bien de forma clinica, con una dismidn del consumo de alimento,
fiebre y diarrea abundante, (Schwartz, 1999). Eb@wubclinico es especialmente
relevante en la epidemiologia de esta infeccibnodeldcerdo puede actuar como
portador subclinico que, en situaciones de esp@sdjemplo durante el transporte de
los animales), puede convertirse en excretor,ifacdo asi la contaminacion de las
canales en el matadero (Isaac®inal, 1999). De hecho, la carne de cerdo es la
causante de entre un 9 y un 15 % de las salmosdiosnanas (Berendsd al, 1998;
Hald et al., 2004) y, por lo tanto, es importante conocetitedmica de esta infeccion,

para establecer un buen control.

El objetivo de este ultimo trabajo fue estudiadil@amica de la infeccién de dos cepas
diferentes dé&salmonellaTyphimurium en cerdos, haciendo especial énfasissardiar
el efecto de la infeccion sobre la diversidad nb@pa del tracto digestivo, mediante

las técnicas moleculares descritas en los capiamiEsiores.

5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Animales, alojamiento y manejo

La prueba fue realizada en la unidad experimemBlaboratori de Sanitat Ramadera
(Zona Franca, Barcelona), con la aprobacién prdeida Comision de Etica para la
Experimentacion Animal y Humana de Ukiversitat Autonoma de Barcelonfdodos

los procedimientos relacionados con animales fueealizados de acuerdo con la

normativa europea (Directiva 86/609/CEE).
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Se utilizaron un total de 12 cerdos cruzados (@&rett[Landrace x Large Whitede 6
semanas de edad, machos y hembras mezclados, qesainnicial de 14,2 + 1,7 kg.
Estos animales fueron obtenidos de una granja iexgetal del Institut de Recerca i
Tecnologia AgroalimentarieqEstacié Experimental del Prat, Prat de Llobregat,

Espafa).

Durante la aclimatacion de los cerdos (2 semasasjecogieron muestras del pienso
(dia -7) y de heces de cada uno de los animales{did y dia 0), para verificar que
eran libres d&almonellaspp. También se recogieron muestras de sangues detdos

para confirmar que eran libres de anticuerposdrasalmonellaspp.

Todos los cerdos fueron alimentados con un piensgpuesto comercial, que estaba
formulado de acuerdo con los requisitos descrims pos cerdos de esta edad del
Nacional Research CoundiNRC, 1998, USA).

5.2.2. Infeccion experimental

Los cerdos fueron distribuidos en 3 grupos expeariaies de acuerdo con su peso
inicial. ElI grupo control no infectado (Grupo CTs3), fue alojado en una sala
completamente separada del resto de grupos expeal®® Los otros dos grupos
experimentales (n=5) fueron inoculados por via,arsdiante la utilizacion de una
jeringa, con 5 mL a 1 x f0UFC deSalmonella/ mL de dos cepas dgalmonella
Typhimurium aislados de dos casos clinicos diferentes. Uno ode aislados de
SalmonellaTyphimurium presentaba resistencia mdultiple a aftidns (ampicilina,
cloranfenicol, estreptomicina, sulfamidas y teitheas) (Grupo ST-R, cepa S-9398),
mientras que el otro aislado era sensible a todtss eantimicrobianos (Grupo ST-S,
cepa S-9610). Estos aislados fueron cedidos pordaMontse Saco délaboratori de
Sanitat Ramadera_os dos grupos de animales infectados se mamntuven la misma
sala en corralinas diferentes separadas entre feirmi@ solida. Al grupo control se le

administré el mismo volumen de tampén PBS por vé& o
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5.2.3. Controles y toma de muestras

La fase experimental dur6 10 dias. El peso corppral consumo de pienso fueron
valorados a los 0, 3 y 10 dias post-inoculacion. (Ris signos clinicos generales (0 =
aspecto normal, 1 = abatimiento ligero, 2 = abatimo severo, 3 = moribundo), la
consistencia de las heces (0 = normales, 1 = est@s= liquidas, 3 = con algo de
sangre, 4 = muy sanguinolentas) y la temperatwtalriieron registrados a dia 0, 1, 2,
3,4,5,6,7,9y 10 PI.

Para el estudio de la excrecién ggnsonellaTyphimurium se recogi6 contenido fecal a
los 0, 1, 3, 7 y 10 dias PI. Para descartar cuaigtontaminacion del pienso, se
recogieron muestras de este al inicio del estuBara el estudio de la diversidad
microbiana, 1 gr del contenido fecal fue recogidosa0, 1, 3, 7 y 10 dias Pl y mezclado
con 3 mL de etanol al 98 %. También para el estddida diversidad microbiana se
recogieron muestras de contenido del ciego a loslid® Pl. Estas muestras fueron
guardadas a 4°C hasta la extraccion de ADN (Murghwgl., 2002). También se

recogieron muestras de sangre de los animales@Gyd) PI para la determinacion de

anticuerpos frente &almonellaryphimurium.

Al final del estudio, los cerdos fueron sacrificaduediante una inyeccion intravenosa
de pentobarbital sédico (Dolethal, Vetoquinol S.Wadrid, Spain) (200 mg/kg peso

vivo). Se realiz6 la necropsia completa de todssaltimales y se recogieron muestras
de ileon, ciego, colon proximal, bazo, higado jolmwdo mesentérico. Estas muestras
fueron fijadas en formol al 10 %. Parte del baztellinfonodo mesentérico también se

recogio en un recipiente estéril para su postestardio microbioldgico.

5.2.4. Procesado de las muestras

5.2.4.1. Extraccion del ADN y técnica de PCR

Previamente a la extraccion del ADN, se realiza?otavados de cada una de las

muestras con agua de peptona estéril (400 mg dertda digestivo). EI ADN fue

extraido mediante la utilizacion del Mini kit QIA@MDNA Stool (Qiagen Inc.,
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Chatsworth, Calif) siguiendo las instrucciones fiddricante con las modificaciones
detalladas en el capitulo 3, apartado 3.2.4.1..

La PCR fue realizada mediante la utilizacién deMaster mix AmpliTagq Gold
(Applied Biosystems, CA, USA) en un volumen total 0 pl. La PCR consistia en
0,05 U/ul de AmpliTaq Gold polymerase, 0,8 UM ddacarimer, 0,1% de tween 20, 5
pul de ADN (1100 ng) y agua autoclavada de 1&MEI gen del 16S rRNA fue
amplificado mediante la utilizacion de cebadoregapaubacteria: 357fm (5'-
CTACGGGAGGCAGCAGT-3) y 907rm (5-CCGTCWATTCMTTTGAGIT-3’)
disefiados por Lane (1991) con alguna modificaciG@nan Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: activacionlaldaqGold a 94°C (4 min); 35 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C (1 miaqhnealinga 45°C (1 min) con un incremento de
0,1°C por ciclo, extensiéon a 72°C (1 min 15 s) & ertension final a 72°C (15 min).

5.2.4.2. Polimorfismo de la longitud de los fragtesmde restriccion (RFLP)

El producto de la PCR fue digerido mediante 4 emsgirde restriccionAlul, Rsal,
Hpall, Cfol (F.Hoffmann-LaRoche Ltd Group, Basel, Switzerlaed)cuatro reacciones
totalmente independientes. La mezcla (d@n total) contenia @l del producto de la
PCR, 1pl del buffer SA (F.Hoffmann-La Roche Ltd Group, BasSwitzerland) y Jul
(10 U) de una de las enzima de restriccion. Lassinag fueron incubadas durante 3
horas a 37°C. Los diferentes fragmentos fueronradpa con la técnica de la
electroforesis en gel de agarosa de alta resolwiéh % (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) y visualizados mediante tincion dmomuro de etidio (0.pg/mL).

El marcador “Step ladder 50 bp” (Sigma Chemical, &i. Louis, MO, USA) fue
utilizado como marcador del peso molecular del ADNsu vez, una mezcla del
producto de amplificacion del gen del 16S rRNAtado conRsal de una mezcla de
bacterias con secuencias conocid@asteurella multocidaEnterococcus faecaliy
Clostridium perfringens)se utilizé como controtomplementario de peso molecular.
Las bandas de ADN fueron visualizadas tras expaseal la luz UV mediante la
utilizacion de un transiluminador (Chemigenious gm&ystem, SynGene, Cambrige,
UK) vy utilizando el software GeneSnap (SynGene psial Cambridge, UK. Version
3.02.00). El tamafio de cada fragmento de restricgita intensidad de las bandas fue
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calculado mediante el software Gene Tools Versid®2.80 (SynGene Analysis

Cambridge, UK). Para reducir las variaciones siugstdurante la observacion de los
geles, se descartaron los picos con una intensndedor a 60 unidades. El ruido de
fondo fue eliminado utilizando el método del radlidisk con un radio de 30.

Finalmente, se obtuvo un total de 4 perfiles de daanpor cada muestra,
correspondientes a los cortes con los 4 enzimasstigccion utilizados.

5.2.4.3. Andlisis de los fragmentos de restriccion

A partir del andlisis de los fragmentos de resithitse calculd la diversidad bacteriana

y el grado de similitud.

Para el célculo de Ildiversidad bacteriana se utilizaron dos parametros: el nimero
total de bandas y el indice de Shannon-Weaver Harf8on y Weaver, 1963) tal y

como se describe en el capitulo 3, apartado 3.2.4.3

Para comparar Isimilitud de la composicion de las bacterias entre losetitergrupos
experimentales, se construyeron diferentes denalmgy mediante el célculo de la
distancia de Manhattan (DM) (Kaufmann y Roussedi®80) tal y como se describe en

el capitulo 3, apartado 3.2.4.3.

5.2.4.4. Cultivos bacterianos

El andlisis de la excrecion fecal d&almonellaspp se realizé mediante cultivos
bacterianos. Las muestras de heces fueron homageasiy sembradas en agua de
peptona tamponada (ratio 1:10 a 37°C durante 18684k). Después de este tiempo de
incubacién, las muestras fueron homogenizadastsaspasé 0,1 mL de este cultivo a
un medio liquido de Rappaport-Vassiliadis (RV). testra fue incubada a 42°C
durante 48 horas. Para el aislamiento e identificadas muestras fueron sembradas en
un medio sélido (Agar Medio Xilosa Lisina Tergitol4 XLT-4 Difco). Las placas
fueron incubadas a 37° C durante 24 horas. Lasiesl@ompatibles se sembraron en
placas de Agar MacConkey. Las colonias lactosativagafueron identificadas por una

bateria de pruebas bioquimicas (Catalasa, Oxiasato, Ureasa, Vogues-Proskauer,
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Fenil-alanina, agar TSIT¢iple sugar Iron y agar SIM (Sulfuro indol movilidad)). Este

procedimiento fue utilizado también para el angiig!| pienso.

En el caso de los linfonodos mesentéricos y deb,bagtos 6rganos fueron sumergidos
en etanol al 95 % y flameados. Posteriormente & tefido fue cortado en pequefios
fragmentos y sembrado en agua de peptona tamporielasiguié el mismo

procedimiento descrito para las heces y el pienso.

5.2.4.5. Deteccidn de anticuerpos frente a Salnaselp

Para la deteccion de los anticuerpos frenBalmonellaspp se analizaron las muestras
de suero obtenidas a los 0 y 10 dias Pl mediantélizacion de un kit comercial de
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Salm@meCovalent Mix-Elisa

Suanova Biotech AB, Uppsala Sweeden).

5.2.4.6. Estudio anatomopatologico

Los tejidos fijados en formol al 10 % (ileon, ciegmlon proximal, bazo, higado y
linfonodo mesentérico) fueron posteriormente deskadlos a través de un gradiente de
alcoholes y posteriormente incluidos en parafir@s bhloques fueron cortados a 4 pm
de grosor y tefiidos con hematoxilina-eosina (HEp @ posterior visualizacion al

microscopio optico.

5.2.5. Analisis estadistico

El efecto de la infeccién y el efecto dia sobredasametros productivos (peso corporal
y consumo voluntario de pienso), la temperaturtateg el indice de Shannon-Weaver
fue analizado mediante el procedimiento GLM (gelnérear model) utilizando el

programa estadistico SAS (SAS Institute, INC. 8&ry, NC). La presencia de diarrea
fue analizada mediante el test de Fisher. El eféetta dieta y del dia sobre el nGmero
de bandas fue examinado mediante la utilizaciéreécgicas no paramétricas (Kruskall-
Wallis). Los resultados estadisticamente signiftogt (<0,05) fueron

subsecuentemente analizados mediante el test deoXWil (comparaciones 2x2)
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aplicando la correccién de Bonferroni para mulsptemparaciones. El cerdo fue usado
como unidad experimental. Se consideraron signiMes los valores dp < 0,05.

5.3. Resultados

5.3.1. Parametros clinicos y productivos

A los 10 dias PI, los animales infectados con [@c8T-R mostraron un menor peso
corporal que los animales del grupo CT (CT = 1%@5ST-R = 15,8 kg, ST-S = 17,2
kg, p <0,05). A pesar de que las diferencias no fuestadésticamente significativas,
ambos grupos de animales infectados mostraron usmindicion del consumo
voluntario de pienso durante los 3 primeros dia&CHI= 1 kg/dia, ST-R = 0,50 kg/dia,
ST-S = 0,50 kg/dia). Al final del estudio, los anles infectados con la cepa ST-S
recuperaron el consumo de pienso mientras queupbgnfectado con la cepa ST-R
mantuvo un bajo consumo voluntario de pienso (@I8¥ kg/dia, ST-R = 0,52 kg/dia,
ST-S = 0,72 kg/dig valor = 0,13).

El resultado de las temperaturas rectales se mauestla Figura 5.1.. Los animales
infectados con la cepa ST-R tuvieron una tempeaatrtal superior que el grupo CT
durante el primer y segundo dia PK(0,05). Los animales infectados con la cepa ST-S

tuvieron una mayor temperatura rectal Unicamenpeiler dia Pl < 0,05).

No se observaron signos clinicos de abatimientoirgguno de los animales. En cuanto
a la consistencia de las heces, éstas pasaron aecamsistencia normal a una
consistencia pastosa en uno o dos dias PIl, depelodae la cepa (Figura 5.2.). La
presentacion e intensidad de la diarrea fue varialdb largo de los 10 dias en ambos
grupos inoculados, pero, en general, el grupo iadcucon la cepa ST-R presenté un

mayor numero de animales con heces pastosas.

No se observaron lesiones macroscopicas ni migpasa®relevantes en ninguno de los
cerdos estudiados.
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Figura 5.1. Evolucion de la temperatura rectal media. Lasrdiftes letras (a, b) implican diferencias
significativas entre los diferentes grupos experniakes.

Evolucién del la temperatura rectal
CT —&—ST-R —&— ST-S
41,5
it a
o 41
% 40,5 z b
>
§ 40 b
3]
G
g 395-
(3]
F 39
38,5
38
0 1 2 3 4 5 6 7 9 10
Dias post inoculacién

Figura 5.2. Porcentaje de animales con diarrea pastosa. d&tlszst (*) indica que las diferencias son
estadisticamente significativas< 0,05).
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5.3.2. Deteccién de anticuerpos frente a Salmorsgfa

Para la deteccion de los anticuerpos frenBalmonellaspp se analizaron las muestras
de suero obtenidas a los 0 y 10 dias PI. A dianQumo de los animales presento
anticuerpos frente &almonella Typhimurium A los 10 dias PIl, se detectaron

anticuerpos frente &almonellaTyphimurium en 3 de los 5 animales infectados eon |

cepa ST-R.
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5.3.3. Excrecion fecal y translocacion

Como se puede observar en la Tabla 5.1., la durad#la excrecién asi como el
namero de animales excretores varidé con relacimaepa inoculada. La mayoria de
los animales inoculados con la cepa ST-R empezarexcretar a las 24 horas de la
inoculacion y la excrecion se mantuvo, en la maydd ellos, hasta el final del periodo
experimental. Algunos de los animales tuvieron exerecion intermitente. En cuanto
al grupo inoculado con la cepa ST-S, la excrec&®migio también a las 24 horas, pero

se mantuvo Unicamente hasta el dia 7 PI.

Tabla 5.1.Evolucion del nimero de animales con excrecioalfdeSalmonellaTyphimurium a lo largo
del estudio. (CT = cerdos no infectados, ST-R= a®ridfectados con una cepa resistente a multiples
antibiéticos, ST-S = cerdos infectados con una sepaible a multiples antibiéticos).

Dias post-inoculacion
Grupo 0 1 3 7 10
Excrecion 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

SalmonellaTyphimuriumfue aislada del linfonodo mesentérico de todosalumales

inoculados con la cepa ST-R (5/5) y en 2 de losifales infectados con la cepa ST-S.
No se aisléSalmonella spgen ninguna de las muestras de bazo ni en ningurosde
animales del grupo control. Tampoco se aB&monellaspp en en las muestras de

pienso.

5.3.4. Diversidad bacteriana

5.3.4.1. Nimero de bandas obtenidas mediante PAFRRRF

Se valoro la diversidad bacteriana del recto ycajo a través del recuento del nimero
de bandas obtenidas mediante PCR-RFLP. La diversmierobiana del recto a lo largo
del estudio mostré una evolucion similar para toliiss grupos experimentales, sin
diferencias estadisticamente significativas erdseanimales infectados y los animales

controles (Figura 5.3.A). Tampoco se observaroerelifcias significativas en cuanto a
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la diversidad microbiana del ciego a los 10 diaseRire los diferentes grupos
experimentales (nUmero de bandas de CT=33 + 0, $T3R,6 + 3,67, ST-S = 34,8
15,26). Sin embargo, se observo un efecto dia dadgo del estudio, con una
disminucioén del grado de diversidad a dia 1, 33} <0,05).

5.3.4.2. indice de Shannon—-Weaver en el ciegoe} EtTto

Mediante el calculo del indice de Shannon-Weavecadeul6 también la diversidad
microbiana de las heces y del contenido cecal.lEas® de las heces, se observé una
dindmica muy similar a la obtenida mediante elwaldel nimero de bandas (Figura
5.3.B). En este caso, a pesar de que tampoco sevalmn diferencias significativas
entre tratamientog€ 0,75), cabe resaltar que los animales del grup@i@sentaron
una marcada reduccion de la diversidad bacteridaa a dias del estudio. También se
observé un efecto dia a lo largo del estudio, caa disminucién del grado de
diversidad a dia 1, 3y 7 Pp € 0,05). No se observaron diferencias significatiea
cuanto a la diversidad microbiana del ciego a slihs Pl entre los diferentes grupos
experimentales (indice de Shannon-Weaver de CT=H(B5T-R = 1,37 + 0,05, ST-S
= 1,41 +0,02p = 0,17).

Figura 5.3. Evolucién de la diversidad microbiana a lo largb estudio en nimero de bandas (A) y en
funcion del indice de Shannon-Weaver (B). (CT =losmo infectados, ST-R= cerdos infectados con una
cepa resistente a multiples antibidticos, ST-Srdazinfectados con una cepa sensible a multiples
antibioticos). Las diferentes letras (a, b, c)¢adi diferencias estadisticamente significatigas 0,05)

entre los diferentes dias del estudio.
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B) indice de Shannon — Weaver.
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A partir de las muestras de heces recogidas a,lds 8, 5, 7 y 10 dias Pl y de las
muestras de contenido cecal recogido a los 10 Eiase construyeron diferentes
dendrogramas con el fin de comparar la similitudadepatrones de bandas de cada
grupo experimental. En ninguno de los casos serabsgna clara agrupacion en

funcién del grupo experimental.

5.4. Discusion

El objetivo de este trabajo fue caracterizar ettefede la infeccion con dos cepas
diferentes de&salmonellaTyphimuriumen cerdos de engorde, valorando especialmente
su efecto sobre la diversidad microbiana.

En nuestro estudio se observo que el grupo de €amdectados con la cepa ST-R
presentd un menor peso corporal al final del estudidemas, en ambos grupos
infectados conSalmonella Typhimurium se observd una reduccion del consumo
voluntario de pienso, siendo mas prolongado eaha®ales infectados con la cepa ST-
R. En cuanto a la temperatura rectal, se observinaremento durante el primer y
segundo dia PI. Estos signos clinicos tienen ueadwgoncordancia con los descritos
en la literatura (Schwartz, 1999). Sin embargo, dua resaltar cierta variabilidad entre
los estudios existentes. Asi, Balaji y colaboraglof2000) demostraron que tras la
infeccidn porSalmonellaTyphimurium, los animales perdian peso, tenian @man

consumo voluntario de pienso y tenian un largoopleride fiebre (desde las 24 horas
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post infeccion hasta las 120 horas). Por el cdotréws datos aportados por Correa-
Matos y colaboradores (2003) y Mikkelsen y coladoras (2004) demuestran que la
infeccidn conSalmonellaTyphimurium puede cursar sin cambios de peso, toosu
temperatura. Estas diferencias podrian explicarsgran parte por la gran variabilidad
de las cepas dealmonellaspp utilizadas en los diferentes estudios, lageahites dosis
de infeccion utilizadas asi como también por pesitdiferencias de susceptibilidad

entre animales.

La excrecion dé&almonellaTyphimurium en heces ya se pudo detectar en algdeos
los animales a las 24 horas después de la infeigmdo, en algunos animales,
discontinua a lo largo del periodo experimental. fDena general, se describe que
después de la infeccion experimengd)monellaTyphimurium es aislada de las heces
diariamente durante los 10 primeros dias Pl y #etamente durante los siguientes 4 o
5 meses (Schwartz, 1999). En el caso de los arsndlectados con la cepa ST-R adn
se detectaban animales positivos a los 10 diawmiBhtras que no fue asi en el caso de
los animales infectados con la cepa ST-S. Estasediias parecen indicar que la
excrecion podria depender del tipo de cepa utdiz&ecientemente, se ha demostrado
qgue la excrecion d&almonellaTyphimurium en heces estd correlacionada con la
concentracion administrada de la misma durantafleccion (Osterberg y Wallgren,
2008). Asi, en este estudio, los autores demostigue los cerdos infectados con 0,65
x 10° UFC presentaban una excrecién constante a lo Begas primeras 4 semanas
post-infeccion, con una excrecion intermitente agpe$ mas avanzadas. Los cerdos
infectados con 0,65 x $0UFC tuvieron una excrecién intermitente ya duraase
primeras 4 semanas PI, mientras que en los camtisados con 0,65 x IWFC no se
detectd excrecién. En nuestro estudio la infeceiperimental se realizé con 1 x®10
UFC de ambas cepas, sin embargo se observé ureciéxcmtermitente ya durante los
diez primeros dias. Estos resultados pueden reafigpme ademas de la dosis de

infeccidn utilizada, la excrecion va a dependelad=epa administrada.

A pesar de que a los 10 dias de la infeccion exyerial los animales no presentaban
ningun signo clinico, se ais®almonellaTyphimurium en el linfonodo mesentérico de
ambos grupos inoculados. Los linfonodos, son unlmsiéejidos mas sensibles para la
deteccion deSalmonella spp (Vieira-Pintoet al, 2005). Una vezSalmonella

Typhimurium atraviesa la mucosa intestinal, llegindonodo mesentérico mediante la
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via linfatica y puede quedarse acantonada en @&nlwlo mesentérico o bien en
tonsilas, ciego y colon (Vieira-Pingt al, 2005, Schwartz, 1999; Woad al, 1989).
Este resultado confirmaria la posibilidad de p&aisa de la infeccion y corroboraria el
rol que pueden ejercer algunos animales infectadbslinicamente como portadores de
SalmonellaTyphimurium Ademas, se ha demostrado que la excrecioS8almonella
spp puede prolongarse hasta los 4 0 5 meses masiih (Schwartz, 1999). No es
descartable que en el presente estudio, los arsirdalambos grupos pudieran volver a

excretarSalmonellalyphimuriumen fases mas avanzadas

Comparando los resultados obtenidos entre las elggscde infeccion utilizadas, éstos
parecen indicar que la cepa resistente a multguhibioticos (ACSSuT) produce una

sintomatologia clinica mas pronunciada (mayor p@rdie peso, peor recuperacion del
indice de conversion, temperatura rectal mas etgvgduna excrecion fecal mas

prolongada que la cepa sensible a multiples atitbg Estas diferencias podrian ser
debidas a la relacion existente entre la resisieaclos antibioticos y la virulencia

(Guerraet al,, 2002).

De forma general, se describe una relacion entreivarsidad microbiana y la
estabilidad de un ecosistema, siendo mas estableloumayor es la diversidad de éste
(Crutsingeret al, 2006). En algunos estudios se ha demostradalisnanucion de la
diversidad microbiana tras la infeccién con un égeratdgeno entérico (Bhandati
al., 2008; Caocet al, 2008). En el trabajo publicado por Bhandari yaboradores
(2008), los autores demostraron que los lechorfestados poiEscherichia coliK88
con mayor sintomatologia y mortalidad eran los ¢eia una menor diversidad
microbiana. Asimismo, Cao y colaboradores (200&eolaron una disminucion de la
diversidad microbiana de las heces en patos trathid2ds de ser infectados con
SalmonellaEnteritidis. A diferencia de nuestro estudio, losnales infectados con
SalmonellaEnteritidis enfermaron gravemente y algunos deseftmrieron. Por este
motivo, en el presente estudio, se esperaba olsemeadisminucion de la diversidad
microbiana tras la infeccién coB®almonella Typhimurium. Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas entre losmatés infectados y los del grupo
control. Cabe resaltar que en este estudio, para el anddidis diversidad microbiana,
s6lo se recogieron muestras de contenido digedal/oiego a dia 10 Pl y del recto a lo

largo del estudio. Probablemente, y para futurtisdéss, seria interesante realizar esta
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prueba con un mayor nimero de animales realizaackifisios seriados y recogiendo
muestras de un mayor namero de tramos digest®ts posible causa que pudiera
explicar el hecho de que no se observaran difeasren la diversidad microbiana entre
los grupos infectados y el grupo control puedestépo de agente patdogeno utilizado o

la susceptibilidad de los animales.

Por ultimo, la disminucién de la diversidad micenta a lo largo del estudio en todos
los animales, incluidos los controles, podria estlrcionada con el estrés generado a
los animales tras la administracion del indculo$RESalmonellalyphimurium) y a su

continua manipulacion para la recogida de las mamst
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El principal objetivo de esta tesis fue el de mamjagl conocimiento del ecosistema
bacteriano del tracto digestivo de los cerdos nmieida utilizacion de diferentes
técnicas moleculares. Concretamente, esta tesifocsdizaba en el estudio de la
composicion de la microbiota intestinal a lo ladg tracto digestivo, estudiando el
efecto de diferentes aditivos y dietas sobre laslgotones bacterianas del tracto

gastrointestinal.

La poblacion microbiana del tracto gastrointestindé los cerdos ha sido
tradicionalmente estudiada mediante técnicas diéveubacteriano (Robinsoet al,
1981; Robinsoret al, 1984). Sin embargo, en esta tesis se optd potilizaacion de
diferentes técnicas moleculares descritas reciarttan Mediante la utilizacion de la
técnica de la PCR-RFLP, pudimos monitorizar losliasigenerales que se pueden dar
en las poblaciones bacterianas al introducir unavaudieta, a lo largo del tracto
digestivo o bien con el paso del tiempo. La utdidga de esta técnica, puede ser
interesante en fases preliminares ya que con aiteos a poder obtener una idea global
de los cambios que se pueden dar en el ecosistati@riano intestinal. Esta
informacion nos permitird seleccionar o a descatgunas dietas experimentales etc.
Posteriormente, si se considera necesario, sepoaer clonar y secuenciar algunas de
las bandas obtenidas. Esto nos aportara una infaymanas detallada y limitara el
namero de muestras secuenciadas. Otra ventajdaleééesica es que con ella estamos
analizando tanto bacterias cultivables como bageno cultivables o bacterias no
caracterizadas aportando una mayor informacionl@ugie se puede obtener a partir

del cultivo de algunos grupos bacterianos.

Ademas, para el estudio de la abundancia de umuateo grupo o género bacteriano,
en el experimento Il, se utilizé la técnica de ARPcuantitativa (cuantificando los
lactobacilos y las enterobacterias) y la técnidaFdi8H (cuantificandaStreptococcus
spp, Lactococcusspp, Lactobacillusspp y Enterococcusspp). Mediante ellas no se
observaron diferencias significativas entre laerédifites dietas experimentales. Por este
motivo, en futuros estudios seria interesante amnfaibateria de sondas o de cebadores
para cuantificar mas grupos o géneros bacteriamm® Ruminococcuspp etc. Ambas
técnicas aportan una informacion detallada de Uen@dncia de un determinado género
0 grupo bacteriano. De esta forma, se puede afirgquar con la utilizacion combinada
de la PCR-RFLP y la PCR cuantitativa o la técniebFISH se va a poder obtener un
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mejor conocimiento de la composicién microbiana tdatto digestivo, ya que con la
PCR-RFLP se va a obtener una informacién generantnais que con la PCR
cuantitativa o con el FISH se va a obtener unarmmd@ion mas concreta de
determinados grupos bacterianos. En definitiva,céembinacion de una técnica
cualitativa (en este caso la PCR-RFLP) y una técoi@ntitativa (PCR cuantitativa o
FISH) parece interesante ya que aportan una infaémaomplementaria.

Aunque el estudio de la diversidad microbiana dmttd digestivo es actualmente de
gran interés y algunos autores lo consideran urnpetro que se correlaciona
directamente con la salud intestinal (Atlas, 1984)est4 aun totalmente demostrada la
repercusion que un alta o baja diversidad intdstiea@e en la funcionalidad del sistema
digestivo y, en definitiva, en el animal. En macalegia, se describe una relacion entre
la diversidad microbiana y la estabilidad de unse&tema, siendo mas estable cuando
mayor es la diversidad (Crutsingstral, 2006). Ademas, se ha demostrado que cuando
incrementa la diversidad microbiana en el suelemdiuye la invasividad y la
persistencia de fitopatdogenos (Bextgal, 2002; van Elsast al, 2002). En el area de
estudio de la diversidad bacteriana del sistemastlig, existen varios trabajos que
apuntan también hacia este sentido. En concreton estudio realizado por Deplancke
y colaboradores (2000), comparando la diversidzal én cerdos neonatos alimentados
por via enteral o por via parenteral, los autobegvaron una relacion inversa entre la
diversidad bacteriana y la susceptibilidad delstit® a ser colonizado p@iostridium
perfringens Concretamente, los animales alimentados por &fanperal tenian una
menor diversidad bacteriana y eran portadores d& mayor concentracion de
Clostridium perfingensEn esta misma linea, un trabajo reciente realipad Bhandari

y colaboradores (2008) demostrd que los lechorfestados poEscherichia coliK88
presentaban un mayor grado de sintomatologia yassmayor de mortalidad cuanto
menor era el grado de diversidad microbiana imtaktiEn un estudio realizado por
Leser y colaboradores (2000), los autores demostrana fluctuacion de los patrones
de bandas tras la infeccion de los animales &wachyspira hyodysenteriae
Concretamente, desaparecieron un total de 39 framieen uno 0 MAas grupos
experimentales y apareciendo 18 nuevos fragmestaggriendo una desestabilizacion
de las poblaciones bacterianas, que parece retasmion una disminucion en el grado
de diversidad bacteriana. Asi pues y a pesar desdasa informacion existente, el
principio que se acepta en macroecologia de qusisiema diverso es mas estable,
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podria también ser aplicado para el ecosistematingd, siendo el sistema digestivo de
un animal mas estable y, por lo tanto mas “sal@lablanto mayor fuera su diversidad

bacteriana.

Otro parametro que se venia utilizando y que seesigilizando actualmente como
indicador de salud intestinal es la rdtectobacillus:Enterobacteriade esta forma, se
asume que una mayor ratio tactobacillus:Enterobacteriags beneficiosa para la
salud del animal (Ewing y Cole, 1994). El interésestas dos bacterias se debe a que se
asocia un efecto favorable con losctobacillusspp. mientras que Id&&nterobacterias
han sido relacionadas con problemas patolégicasefte motivo, el objetivo de nuevas
dietas que se disefian especialmente para cerdesegyves mantener una ratio

Lactobacillus:Enterobacteriafavorable.

A pesar de que el grado de diversidad microbianda yratio Lactobacillus:
Enterobacteriasse calculan mediante la utilizacion de parametompletamente
diferentes, ambos indices se utilizan como indiceglale salud intestinal. Por este
motivo, creimos interesante intentar dilucidar)dsta alguna correlacién entre estos
dos pardametros en los experimentos que se desceibarsta tesis. En el caso del
experimento I, la alimentacion con una dieta cotirdiio de sodio resultd en una mayor
estabilidad intestinal (incremento de la diversiti@adteriana observado en los tramos
del tracto digestivo posterior). Sin embargo, etoesnismos animales, Castillo y
colaboradores (2006b), utilizando las mismas magsjue las utilizadas en esta tesis,
no observaron modificaciones en la rdtactobacillus:Enterobacteriasi en el yeyuno
distal ni en el ciego. En el caso de los animalieseatados con la dieta con extractos
de plantas, debido a la disminucién de la divetsigiacteriana detectada en los tramos
posteriores del tracto digestivo, pensariamos ieseanimales tienen una menor
estabilidad intestinal en esta parte del tractestigo. Sin embargo, en estos animales,
Castillo y colaboradores (2006b) detectaron una amay ratio
Lactobacillus:Enterobacteria®en el ciego. Por ultimo, en el caso de los anisnale
alimentados con la dieta con avilamicina, no seewtason modificaciones en la
diversidad bacteriana ni en la cantidadL@etobacillus:EnterobacteriasEsta baja o
nula correlacion entre los resultados de ambasctsrpodria ser debida, como ya
hemos apuntado anteriormente, a que miden par&anetimpletamente diferentes

(cantidad de bacterias de un determinado génerterimw y diversidad bacteriana
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global). Ademas, de estos resultados se puede idaglue es posible modificar la
diversidad microbiana global sin modificar la cdatd relativa deLactobacillusy

Enterobacterias

Tanto en el experimento | como en el experimentsdl observé que la diversidad
microbiana incrementa significativamente de losnta intestinales proximales a los
tramos intestinales distales. Ademas, cuando losmes de bandas fueron analizados
mediante la creacion de dendrogramas también servibseste efecto del tramo
digestivo. Con ambos resultados, se puede sugesr gpra futuros estudios de
diversidad microbiana del tracto digestivo de lesdos, seria suficiente el analisis del
yeyuno/ileon, como muestra representativa deldrdiggestivo proximal, y del ciego o
el colon, como muestra representativa del tragiestivo mas distal. Ademas, debido a
gue en el experimento | se observaron diferend@sfisativas entre las diferentes
dietas experimentales a nivel del tracto digesfwsterior, la inclusion de tramos
posteriores del tracto digestivo podria ser dedst@ara futuros estudios sobre aditivos

en dietas porcinas.

Otro aspecto importante a resaltar es que Unicangnel experimento | se observé un
efecto del dia de sacrificio sobre la diversidadrobiana. Concretamente en algunos
tramos intestinales se observo una disminuciéradiviersidad microbiana del primer
al segundo dia de sacrificio. Este efecto se obs##forma global para todas las dietas
experimentales. Esta reduccion de la diversidatebana en el grupo sacrificado en el
segundo dia podria estar relacionada con el epiggse pueda generar a los animales al
sacrificar la mitad del grupo experimental y a éxesidad de reestablecer la jerarquia
del grupo. En otras circunstancias se ha demostgagotras un estrés agudo, las
poblaciones bacterianas del tracto digestivo puedtenarse rapidamente (Willianes

al., 2008). En cambio, en el experimento I, no seeplis ningun efecto sacrificio ya
que en este caso se utilizaron 2 réplicas difeseptga cada grupo experimental,
instaladas en diferentes corralinas. De esta maoc&da dia de sacrificio se sacrificaban
4 animales de cada dieta experimental de una dedasréplicas. Por este motivo
consideramos importante tener en cuenta la orgaaizae los sacrificios y en general
el manejo de los animales, para proximos estudiodiversidad microbiana del tracto

digestivo.
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En el experimento Il, se observd que es necesariciarto tiempo para la adaptacion
digestiva a una nueva dieta. En algunos estudictigiere que son necesarias unas 2
semanas para adaptarse a las nuevas dietas (Kegthend, 1995). Con nuestros
resultados, podemos deducir que el tiempo de adépta una nueva dieta es variable
en funcion del tipo de sustrato utilizado. Ademasraly probable que la cantidad de
sustrato introducido en la dieta tenga tambiénfaote sobre el tiempo necesario para

la adaptacion a la nueva dieta.

La introduccion del maiz molturado grosero modiffmancipalmente la diversidad
microbiana en los tramos proximales del tracto stige (estbmago e ileon) de una
forma inmediata aportando una mayor estabilidade@sistema bacteriano. Sin
embargo, estos animales recuperaron los valoraales a los 21 dias de la prueba y se
mantuvieron estables hasta el final de la pruelstosEresultados tienen una buena
correlacion con los resultados obtenidos por Cagilbelaboradores (2005). De esta
forma, parece probable que la introduccion de fopoatual de maiz molturado
groseramente en determinados momentos de la piiédugaeda ser interesante para
incrementar la diversidad bacteriana y la estauliddel ecosistema bacteriano
mejorando la salud intestinal. Asi, en humanosa@era, la administracion de almidén
resistente reduce la duracion de la diarrea al da&bpocas horas (Ramakrishetaal,
2000).

En el ileon, tras 42 dias con las dietas experiahente observo una disminucion de la
diversidad bacteriana en los animales alimentados la dieta rica en pulpa de
remolacha. En la literatura existen algunos trabajonde se analiza el efecto de la
incorporacion de la pulpa de remolacha sobre lardigtad bacteriana global del ileon
(Konstantinov 2003, 2004). Sin embargo, en esthgl®s no se analiza el efecto de su
inclusiébn a largo plazo. Concretamente, en el cdsb trabajo realizado por
Konstantinov y colaboradores en el 2004, no sectitan diferencias significativas en
cuanto al grado de diversidad bacteriana ilealeeatrgrupo control y los animales
alimentados con la dieta que contenia pulpa de lestm@ durante los 10 dias que duré

la fase experimental

Otra diferencia entre nuestros resultados y loserotbbs por Konstantinov y

colaboradores (2004) es que en, este Ultimo traba autores detectaron un
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incremento de la concentracion dactobacillus spp en el ileon de los animales
alimentados con la dieta que contenia pulpa de lestm@, mientras que en nuestro
estudio no se detectdé ninguna modificacion sobre €supo bacteriano. Estas
diferencias pueden ser debidas al hecho de quaiestra estudio sélo se analiz6 el
efecto de la inclusion de la pulpa de remolach#aatieta mientras que en el estudio
realizado por Konstantinov y colaboradores (20@4)tdizaba una mezcla de diferentes
carbohidratos altamente fermentables (mezcla de papulde remolacha,

fructoligosacaridos, lactulosa e inulina).

En este mismo grupo experimental, alimentado cépapde remolacha, las diferencias
mas relevantes en el colon proximal fueron encdasan el primer periodo. Pasados
estos primeros 7 dias, los animales alimentadodacdieta rica en pulpa de remolacha
presentaron un namero de bandas y un indice denShaNeaver estable a lo largo del
resto del estudio. Con estos resultados podriaedscét que mediante la utilizacion de
pulpa de remolacha se mantienen de forma mas oswstable la diversidad bacteriana
en el colon proximal. Konstantinov y colaboradof2303), alimentando lechones con
una dieta rica en pulpa de remolacha (con un 10 %&n con una dieta con pulpa de
remolacha y fructooligosacéaridos (5 % y 2,5 % reSpamente) detectaron un
incremento en el numero de bandas y del indicewdesiiad de las heces tras 13 dias
de la introduccion de estas dietas. En el trabajalizado por Konstantinov y
colaboradores (2004) con diferentes fuentes deobattatos altamente fermentables
(mezcla de pulpa de remolacha, fructoligosacérithagulosa e inulina), los autores
también demostraron una mayor diversidad microbjanaa estabilizacion mas rapida

de las poblaciones bacterianas del colon proximal.

En el colon proximal, se observé una reducciéngdatio de diversidad bacteriana en
los animales alimentados con la dieta rica en dalg trigo en el tercer periodo. Esta
reduccion de la diversidad microbiana al final ésfudio podria ser debida a que este
tipo de sustratos (dificiimente fermentables) puedecesitar mas tiempo para que la
microbiota sea capaz de adaptarse y de especsalipara poder fermentar este tipo de
carbohidratos. Algunos autores han sugerido queagpdiacterias son capaces de
fermentar este tipo de polisacaridos (Hoghketrgl, 2004). Este hecho podria explicar
la disminucion de la diversidad observada. Aderaag disminucion de la diversidad

podria estar relacionada con una especializacidasdeacterias de este tramo digestivo
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(Hogberget al, 2004). En el colon distal, al final del estudéoabservé un mayor grado
de diversidad bacteriana. Este resultado podréa estrelacionado con el observado en
el colon proximal. Después de 42 dias con esta dirperimental, la microbiota del
colon proximal podria haberse especializado pamadetar este tipo de substrato,
permitiendo que las particulas llegaran parcialmefgrmentadas y fueran mas
facilmente fermentables por la microbiota del calastal.

Globalmente, con los resultados obtenidos en etraxento | y el experimento Il, es
dificil llegar a conclusiones sobre el grado deludantestinal”, ya que tampoco se
observaron muchas diferencias en los parametrodugtivos o patoldgicos de los
animales de los diferentes grupos experimentalegske caso, hubiera sido interesante
realizar una infeccién experimental para determséndms animales con mayor o0 menor

diversidad / homogeneidad eran mas o menos regstamuna determinada infeccion.

En el experimento Ill, esperabamos observar unanidigion de la diversidad
microbiana tras la infeccion co®almonella Typhimurium sin embargo no se
observaron diferencias significativas entre estagpas y el grupo controlEn este
estudio, los animales infectados c®almonellaTyphimurium padecieron una clinica
muy débil. De esta forma, podria ser que el graddidersidad microbiana se afectara
en funcidn del grado del cuadro clinico y en défiai del agente patdégeno utilizado.
Ademas, probablemente hubiese sido interesanteaeah muestreo mas amplio, con
sacrificios seriados a diferentes tiempos y recapemuestras tanto de contenido como
de mucosa de algun tramo digestivo proximales g@mplo del ileon), para poder

llegar a descartar posibles variaciones transgatéla diversidad intestinal.

Concluir que, a pesar de que mediante la utilizad® diferentes técnicas moleculares
vamos a obtener una informacién mucho mas amplia demposicion bacteriana del

tracto digestivo, la interpretacion de resultadesegados es con frecuencia compleja.
Las diferentes técnicas moleculares, nos han awonaas piezas del puzzle que
configura la microbiota intestinal. Sin embargo, aaser necesario mas tiempo y
conocimientos para comprender la colocacion exdetaada pieza y poder entender

este cuadro complejo que representa el sistematilige
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De los resultados obtenidos en esta tesis dodernalieden obtener las siguientes

conclusiones:

1- Mediante la utilizacién de la técnica de PCR-RFeRseden detectar cambios
en la diversidad y homogeneidad de las poblacidaderianas del tracto

digestivo.

2- La diversidad microbiana incrementa significativatee de los tramos
proximales a los tramos intestinales distales @aitd digestivo de la especie

porcina.

3- La incorporacion de un 0,3 % de butirato de sodiodetas para lechones
destetados incrementa la diversidad microbiana @ ttamos digestivos

posteriores y mejora la ganancia media diaria de.pe

4- La incorporacion de una mezcla de extractos detgdai®,03 %) que contiene
carvacrol Qriganum sp), cinamaldehidoQinnamonumsp) y oleoresina de
capsicum Capsicum annuijren dietas para lechones destetados reduce & grad
de diversidad microbiana en los tramos digestivestguiores, pero mejora la

ganancia media diaria de peso.

5- El tiempo de adaptacion de la microbiota del traligestivo a diferentes fuentes

de fibra dietética es variable en funcion del tigosustrato utilizado.

6- La incorporacion de pulpa de remolacha (8%) endtadle cerdos de engorde
podria facilitar la adaptacién de la microbiota steeingrediente, ya que la
estabilizacion de la diversidad bacteriana se danetorto plazo de tiempo y se

mantiene mayoritariamente estable a lo largo debes

7- La introduccién del maiz molturado grosero en digiara cerdos de engorde
induce un incremento subito y transitorio de laedsidad microbiana en los
tramos del tracto digestivo mas proximales (est@nggyuno distal e ileon),
mientras que la introduccion de salvado de trigavg@eca una disminucion tardia

de la diversidad bacteriana en tramos digestivasdistales (colon proximal).
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8-

La infeccion de los cerdos con las cepas utilizateSalmonellaTyphimurium
produce un cuadro clinico leve y transitorio, emmpedo los parametros
productivos y excretandose de forma discontinuao alatgo del periodo

experimental.

La infeccion con las cepas utilizadas®Emonellalyphimurium no modifican
el grado de diversidad bacteriana de las hecesdedrdos a lo largo de un
periodo experimental de 10 dias. Tampoco modifitandiversidad del

contenido cecal de los cerdos a 10 dias postirifiecci
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