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RESUMEN

Alrededor de la etapa de destete se observa una alta incidencia de trastornos digestivos
en conejos en crecimiento. La necesidad de alternativas al uso de antimicrobianos
utilizados para limitar la ocurrencia de estos trastornos, aparece después de la prohibicién
en Europa de su utilizacidn en la nutricion animal. Una de estas alternativas son los
probidticos. Con el fin de estudiar el efecto de Bacillus subtilis como probidtico sobre la
actividad fermentativa cecal en el conejo vivo, fue necesario desarrollar una canula y una
técnica de canulacion mediante la cual se pudieran obtener muestras representativas de
material cecal con minima perturbacién en el funcionamiento normal del ciego por un
largo tiempo. Se utilizaron 20 conejos hembra de la raza Nueva Zelanda canuladas a los 28
dias de edad; éstas se distribuyeron aleatoriamente a uno de los 4 grupos experimentales,
conformandose de 5 animales cada uno. Los grupos uno (T1) y dos (T2) recibieron B.
subtilis por via oral a una dosis de 24x10%UFC/d; los grupos tres (T3) y cuatro (T4)
recibieron un placebo. Se utilizaron collares isabelinos en los grupos T2 y T4 para obtener
muestras de cecotrofos. Se obtuvieron valores de 4acidos grasos volatiles, cuenta de
bacterias totales (BT) y bacterias celuloliticas (BC) a partir de las muestras de contenido
cecal y cecotrofos. Ademas, se evaluaron las variables productivas (consumo voluntario,
ganancia diaria de peso, conversidn alimenticia y rendimiento en canal). No se encontré
efecto del uso de B. subtilis en las variables, excepto para BT (p <0.01). El comportamiento
fisiolégico (excepto para BC) y el rendimiento productivo fueron similares a lo reportado
para los conejos no canulados. La canula se mantuvo 49 dias, facilitando los estudios a
largo plazo, pero se requiere mas investigacidon sobre su efecto sobre otras variables de
fermentacion.

Palabras clave: conejo; probidtico; Bacillus subtilis; cdnula cecal; canulacién cecal; acidos
grasos volatiles
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ABSTRACT

A high incidence of digestive diseases is observed in growing rabbits, particularly around
the weaning. The need for alternatives to anti-microbial agents used to limit the
occurrence of these digestive disorders, appears after the European ban of its use in
animal nutrition. One of these alternatives are probiotics. In order to study the effect of
Bacillus subtilis as probiotic on the caecal fermentative activity in the live rabbit, it was
necessary to develop a cannula and a cannulation technique, whereby representative
samples of caecal material could be obtained, with minimal disturbance in the normal
functioning of the caecum for a long period of time. 20 New Zealand White rabbits were
used. Forming four experimental groups of 5 each, at 28 days of age were cannulated.
Group one (T1) and two (T2) received B. subtilis orally at a dose of 24x10°CFU/d; group
three (T3) and four (T4) received a placebo. T2 and T4 groups, were provided with a neck
collar in order to obtain cecotrophs samples. Volatile fatty acids, total bacterial count (TB)
and cellulolytic bacteria (CB) values from caecal content and cecotrophs samples were
obtained. Also, productive variables (voluntary intake, daily weight gain, feed conversion
and slaughter rate) were assessed. There was no effect of B. subtilis use on the variables
except for TB (p<0.01). Physiological behavior (except for CB) and productive performance
were similar to that reported for non-cannulated rabbits. The cannula remained 49 days,
thus facilitating long-term studies, but further investigation about its effect on other
fermentation variables is required.

Keywords: rabbit; probiotic; Bacillus subtilis; caecal cannula; caecal cannulation; volatile
fatty acids
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1. INTRODUCCION
1.1. Orden Lagomorpha

El orden Lagomorpha agrupa a todas las especies de liebres, conejos y pikas,
pequefios mamiferos herbivoros que se distribuyen alrededor del mundo. Anteriormente,
estas especies eran clasificadas dentro del orden Rodentia, sin embargo, dadas las
diferencias anatdmicas con los roedores, se separaron creando asi el orden Lagomorpha
en 1912 (Alves et al., 2008). De acuerdo a la revisién de Hoffmann y Smith de 2007, el
orden agrupa 91 especies de las cuales 32 son liebres, 29 de conejos y 30 de pikas; en la

figura 1 se pueden observar los géneros que comprenden las dos familias del orden

Lagomorpha.
LAGOMORPHA
OCHOTONIDAE LEPORIDAE
‘ | |
Pikas Jackrabbits and Hares Rabbits
Ochotona (30) Lepus (32) Brachylagus (1)

Bunolagus (1)
Caprolagus (1)
Nesolagus (2%)
Orycrolagus (1)
Pentalagus (1)-
Poelagus (1)
Pronolagus (3)
Romerolagus (1)
Sylvilagus (17)

Figura 1. Familias y géneros del orden Lagomorpha
(Alves et.al., 2008)

1.2. Oryctolagus cuniculus
El género Oryctolagus es monotipico, es decir, sélo incluye a una especie conocida

comunmente como conejo europeo, siendo el lagomorfo con mayor distribucion en el




mundo debido a su domesticacion, de ahi que también se conozca como conejo
domeéstico. Oryctolagus cuniculus es utilizado como fuente de alimento, como mascota y
como animal de laboratorio para experimentacion médica y pruebas de constatacién de

farmacos (Alves et al., 2008).

1.3. Particularidades alimenticias y nutricias del conejo doméstico

Esta especie presenta caracteristicas anatdmicas vy fisioldgicas peculiares, muchas de
las cuales comparte con los demads lagomorfos distinguiéndolos de entre los mamiferos;
dentro de las mas representativas se encuentran la presencia de un par accesorio de
incisivos superiores, la forma caracteristica del labio superior con una hendidura en forma
de “Y” invertida (labio leporino) y por realizar el proceso de la cecotrofia (Davies y Davies,
2003; Mora-Valverde, 2010).

De acuerdo a sus habitos alimenticios (Van Soest, 1980), el conejo doméstico es
clasificado como herbivoro fermentador posgastrico, selector de concentrados, ya que su
dieta en vida libre se basa en vegetacion suculenta; sin embargo, cabe destacar que su
talla pequefia y correspondiente alto rango metabdlico, obligan a la especie a sortear su
supervivencia como presa de otros mamiferos, teniendo que cubrir sus elevados
requerimientos energéticos con el consumo de estas dietas bajas en energia (Davies y
Davies, 2003). Para hacer frente a esta situacidon (Davies y Davies, 2003 y Carabafio et al.,
2010), el conejo desarrolld un tubo gastrointestinal radicalmente diferente a otras
especies domésticas de herbivoros, que le permite:

v' Un elevado consumo de alimento (65-80 g/kg™* de peso vivo), y por ende, de
energia y proteina;

v’ La separacion de los componentes digestibles y facilmente fermentables de la
dieta;

v’ La eliminacién répida de las particulas fibrosas y lentamente fermentables.




Estas ventajas se deben a la caracteristica fisiologia digestiva, comun a todos los
lagomorfos, que permite la separacion de las particulas de desecho (heces verdaderas) de
los productos de la fermentacién cecal; éstos junto con algunas bacterias, son absorbidos
en el intestino delgado por medio de la cecotrofia. Con esta reingestidn, se prescinde de
la necesidad de contar con una amplia superficie de absorcién en el intestino (Davies y
Davies, 2003; Mora-Valverde, 2010). De ahi la importancia de la actividad microbiana del
ciego para los procesos de digestion y control de diversas patologias, considerdndose
incluso la via mas importante para la utilizacion general de los nutrientes por el conejo

(Carabario et al., 2010).

1.4. Anatomia y fisiologia del tubo gastrointestinal del conejo doméstico
A continuacidén, se describen las particularidades anatémicas vy fisiolégicas del tubo
gastrointestinal (TGI) del conejo, el cual se puede apreciar esquematicamente en la figura

2.

Cavidad Oral

El conejo localiza su alimento por medio de las vibrisas que se encuentran en los
labios, ya que debido a la posicion de los ojos, no es posible que haga contacto visual
directo con el alimento enfrente de la boca, ademas, sus labios son sumamente moviles.
Como se menciond, los conejos en vida libre son folivoros ya que seleccionan las plantas
mas suculentas, prensandolas y cortandolas con sus incisivos de forma caracteristica de
cincel, facilitando su ingestién por el largo diastema y la hendidura del labio superior. Una
vez ingerido el alimento, es molido por los premolares y molares coordindandose con
movimientos de la lengua; se han reportado 120 movimientos mandibulares por minuto
subsecuentes a la ingestién de alimento fresco, pero en el caso de la ingestion de
cecotrofos, éstos son deglutidos inmediatamente después de su ingestidn, sin ser

masticados. La cavidad oral del conejo posee cuatro pares de glandulas salivares mayores
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Figura 2. Tubo gastrointestinal del conejo doméstico
(Lebas, 1997)

(pardtida, mandibular, sublingual y zigomatica); la saliva contiene amilasa y galactosidasa,
producidas por las gldndulas mandibulares; también se pueden encontrar cantidades traza

de lipasa, urea, potasio y bicarbonatos (Davies y Davies, 2003).




Estdmago

La literatura reporta que este drgano representa entre el 15% y el 34% del volumen
total del tubo gastrointestinal menciondndose que nunca se encuentra vacio, pues se ha
observado que después de un ayuno de 24 horas el estdbmago de un conejo adulto se
encuentra al 50% de su capacidad (Carabafio et al., 2010; Fortun-Lamothe y Gidenne,
2006; Davies y Davies, 2003).

En general, presenta una capa muscular muy delgada; el esfinter cardial esta bien
desarrollado, lo que impide el vdmito y su pared es no glandular e inmdvil; el fundus es la
principal porcidn secretora gracias a la accién de las células parietales y peptidicas que se
encuentran en esa zona, y también funge como almacén de cecotrofos, razén por la cual
el estdmago esta en constante actividad y el pH siempre tiende a la acidez; la region del
piloro posee una pared muscular mucho mas densa (Davies y Davies, 2003; Portsmouth,
1977; Carabano et al., 2010).

Una caracteristica fisioldgica importante del estémago del conejo es su pH, el cual
disminuye con la edad (Martinez, 2004). Como se puede apreciar en el Cuadro 1,
aproximadamente a las siete semanas de edad alcanza un valor que oscila entre 1.0 y 3.0,
y durante la vida adulta sélo variara entre 1.0 y 1.5, por lo que puede ser considerado

como un medio estéril.

CUADRO 1. RELACION ENTRE EDAD Y VALOR DE pH GASTRICO EN GAZAPOS

EDAD (dias) pH
la7 5
7al4 5-6.5
14321 4-6.5
21a28 4-6.5
28a35 3-5
35a42 2-5
42349 1-3

Martinez M.A., 2004




De esta forma, la mucosa gdstrica constituye una barrera altamente eficiente contra
infecciones potenciales, a tal grado, que incluso resulta dificil la inoculacidon experimental
de microorganismos patdgenos por via oral (Martinez, 2004). Sin embargo, los valores del
pH estomacal, también se ven influidos dependiendo de la regidén gastrica donde se mida,
de la presencia o ausencia de cecotrofos y del tiempo de ingestidén de alimento (Carabafio
et al., 2010); por ejemplo, Orengo y Gidenne en 2007 determinaron un pHde 1a 2.5en la
region del cardias, en ausencia de heces blandas y después de 4 horas de la ingestién de
alimento.

Esta barrera quimica en contra de microorganismos patdgenos va adquiriéndose
paulatinamente, por lo que antes de ser alcanzada, los gazapos son aun susceptibles de
contraer infecciones digestivas (Martinez, 2004).

Al nacimiento, los gazapos lactantes poseen un pH alrededor de 5. La leche ingerida
forma un cuajo semisdlido, que gradualmente pasa al intestino delgado a lo largo de las
23.5 horas hasta la siguiente toma. La formacién del cuajo, es gracias a la accién de una
enzima tipo-renina; en otras especies, es de esperarse que la retencidn gastrica
prolongada de este cuajo propicie la proliferacién de bacterias, pero los gazapos tienen un
tipo de proteccidon en contra de este tipo de infecciones, dada por una sustancia conocida
como “aceite de estdmago” o “aceite de leche”, un producto de los acidos grasos
octaendico y decaendico con propiedades antimicrobianas. Incluso, si crecieran bacterias
en el estdmago del gazapo lactante, éstos poseen la proteccién materna dada por la
inmunidad pasiva de los anticuerpos maternos. Estos factores mantienen el medio

gastrico practicamente estéril (Carabafio et al., 2010).

Intestino Delgado
El intestino delgado del conejo tiene una longitud de aproximadamente 3 metros y de
acuerdo a Nicodemus et al. en 2002, un pH cercano a 7; en él ocurre la secrecion de bilis,

enzimas digestivas y amortiguadores por las glandulas accesorias. Es precisamente en esta




porcidn en donde se lleva a cabo la mayor parte de la digestién y absorcidén de nutrientes
contenidos en la ingesta, ya sea por transporte activo o pasivo, gracias a las secreciones
anteriormente mencionadas (Davies y Davies, 2003; Carabario et al., 2010).

En la parte distal del ileon se encuentra una ampula muscular denominada sacculus
rotundus, que parece tener una funcién inmunolégica y sélo se encuentra en lagomorfos.
Una valvula ileocecal, retarda el flujo reverso al ileon y direcciona el quimo hacia el ciego

via el sacculus rotundus (Davies y Davies, 2003).

Intestino Grueso

El ciego del conejo es proporcionalmente el mas grande de todos los mamiferos,
representando del 40% al 60% del volumen total del TGl (Davies y Davies, 2003;
Portsmouth, 1977), y se caracteriza por poseer una capa muscular delgada que le permite
distenderse; por otro lado, Hernandez-Sanchez y Cobos-Peralta (2001) reportaron ciegos
con pesos de 157 gramos en el conejo adulto, mientras que el estudio de Garcia et al.
(2002) arroj6 un peso de 200 g/kg™ de materia seca (MS) dentro del ciego y un pH
tendiente a la acidez (5.4-6.8). La porcion final de este saco ciego es vermiforme y se le
conoce como apéndice cecal, el cual funge como drgano linfoide ademas de secretar
bicarbonatos y agua (Davies y Davies, 2003).

La importancia de este 6rgano radica en que es el sitio primario de retencidn de la
ingesta, ya que es una camara de fermentacion constituida por una amplia variedad de
especies de bacterias, protozoarios y levaduras (Cuadro 2); ademas de la ingesta, los
mucopolisacdridos secretados por las células caliciformes, los nutrientes no absorbidos y
las particulas de alimento no digeridas, sirven como sustrato para la microbiota vy asi llevar
a cabo la fermentacién cecal (Daviesy Davies, 2003).

Se estima que el ecosistema cecal del conejo esta compuesto por mas de 40 géneros y
cientos de especies, de las cuales sdlo entre el 25 y 40% pueden ser cultivados in vitro,

debido a sus precisos requerimientos de anaerobiosis y a las interacciones nutricionales




complejas que pueden ocurrir entre los mismos microorganismos. De ahi que actualmente
para identificar y proveer de mds informacién sobre las especies presentes, se estén

aplicando técnicas de biologia molecular (Carabafio et al., 2006).

CUADRO 2. PRINCIPALES ESPECIES QUE COMPONEN LA MICROBIOTA CECAL

DEL CONEJO DOMESTICO
BACTERIAS LEVADURAS PROTOZOARIOS
Bacteroides spp Eutrichomastix spp
Endophorus spp Saccharomyces Enteromonas spp
Streptococcus spp guttulatulus Retortamonas spp
Acuformis spp Entamoeba cuniculi
Clostridium spp
Peptococcus spp
Fusobacterium spp

Carabario et al., 2006

La microbiota cecal fermenta los carbohidratos solubles, proteinas y lipidos que
ingresan al ciego (Mora-Valverde, 2010), ademds de celulosa, xilanos y pectinas (Davies y
Davies, 2003; von Engelhardt, et al., 1998). Los productos de esta fermentacion
constituirdn por un lado, las estructuras para las proteinas y enzimas de los mismos
microorganismos, y por otro, nutrientes que seran utilizados por el conejo directamente

(Davies y Davies, 2003).

*Proteinas
N (dieta + endégenos)’

CECOTROPOS

HECES DlikaS

Figura 3. Sustratos y productos de la fermentacidn cecal del conejo
(Mora-Valverde, 2010)




Tal como se puede observar en la figura 3, los productos de la degradacién de los
polisacaridos y sustratos endégenos como mucina, son los acidos grasos de cadena corta
(principalmente acetato, butirato y propionato) y que por sus caracteristicas también son
conocidos como acidos grasos volatiles (Bergman, 1990; von Engelhardt, et al., 1998;
Davies y Davies, 2003; Mora-Valverde, 2010; Fortun-Lamothe y Gidenne, 2006); éstos son
absorbidos en la mucosa cecal y coldnica en su forma liposoluble para ser utilizados como
fuente de energia por el conejo (von Engelhardt, et al., 1998; Davies y Davies, 2003; Mora-
Valverde, 2010). Los acidos grasos volatiles, asi como sus niveles en el contenido cecal, se

pueden observar en el cuadro 3.

CUADRO 3. PRINCIPALES ACIDOS GRASOS VOLATILES
PRODUCIDOS POR LA MICROBIOTA CECAL DEL CONEJO DOMESTICO

ACIDO GRASO VOLATIL CONCENTRACION EN CONTENIDO CECAL
Acético 60 — 80 mmol//100mol
Butirico 8 — 20 mmol/100mol
Propidnico 3 —10 mmol/100mol

Garcia, et al., 2002

El perfil de acidos grasos volatiles (AGV’s) es especifico no sélo para el conejo sino
para todo el orden Lagomorpha, en el que el acido acético es el mas abundante, seguido
del butirico a diferencia de lo reportado en otras especies de herbivoros fermentadores
(von Engelhardt, et al., 1998), dejando en tercer lugar al propidnico. También se
encuentran, aunque en menor proporcion, los acidos valérico, isovalérico y lactico
(Carabano et al., 2006 y 2010).

De acuerdo a Bergman (1990), el patron de fermentacion bacteriana presenta una
variacién diurna, en la cual se disminuye la concentracién de los AGV's hasta en un 25%
durante el periodo de eliminacién de las heces duras en comparacién con el momento de
la cecotrofia, en el cual las concentraciones son mas altas.

Las proteinas y aminodacidos se fermentan hasta producir amoniaco (NHs) el cual se

absorbe junto con los AGV’s, mientras que los lipidos son utilizados por la microbiota




(Mora-Valverde, 2010; Davies y Davies, 2003). Aunado a lo anterior, las bacterias cecales
también son productoras de vitaminas del complejo B y K (Carabafio et al., 2010).

El pH cecal y las concentraciones de AGV's son las variables clasicas que caracterizan
el patron de fermentacion cecal, y dado que existe una relaciéon entre ambas variables,
constituyen un estimado indirecto de la actividad microbiana cecal, por lo que cambios en
estas caracteristicas se relacionan directamente con patrones de alimentacién, el tipo de
dieta -sobre todo con el consumo de fibra- y al mismo tiempo con el estado de salud del
animal (Garcia et al., 2002).

Debido a que el ciego se situa en un punto posterior a los principales sitios de
absorcién de los nutrientes, el contenido cecal con los metabolitos generados en esta
camara fermentativa y algunos microorganismos, no pueden ser asimilados y se desechan
a través del recto, por lo que para aprovechar estos nutrientes la especie desarrollé una
estrategia alimenticia denominada cecotrofia (Fortun-Lamothe y Gidenne, 2006;
Hernandez-Sanchez y Cobos-Peralta, 2001).

El colon del conejo se puede dividir anatdmica vy fisioldgicamente en dos porciones:
colon proximal con una longitud de 35 cm, y colon distal con 80 — 100 cm de longitud
(Davies y Davies, 2003; Carabafio et al., 2010).

A su vez, el colon proximal puede ser dividido en tres segmentos: el primero posee
tres tenias con haustras entre ellos; el segundo segmento tiene una sola tenia que cubre
la mitad de la circunferencia del tubo digestivo; por ultimo, el tercer segmento o también
conocido como fusus coli, no tiene tenias o haustras, pero es una porcidon muscular que se
encuentra densamente inervada, ya que funge como marcapasos de las ondas
peristalticas, pues regula la separacién de las particulas fermentables de las indigestibles.
Este fusus coli se toma como punto de divisién entre colon proximal y colon distal, y sélo
se encuentra en lagomorfos (Davies y Davies, 2003; Snipes et al., 1982; Carabafio et al.,

2010).
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Tejido Linfoide Asociado al Tubo Gastrointestinal

El buen funcionamiento del tubo gastrointestinal debe asegurar la buena absorciéon
de nutrientes, excluyendo a los microorganismos -patégenos o no-, al mismo tiempo que
debe distinguir nutrientes y microorganismos no patdgenos, de los patdgenos, para
ignorar a los primeros y eliminar a estos ultimos, que es lo que se conoce como tolerancia.
La estructura del epitelio intestinal, asi como la organizacion y funcionamiento del sistema
inmune digestivo permiten que lo anterior sea posible (Fortun-Lamothe y Boullier, 2007).

Dentro de las muchas barreras de proteccion en contra de microorganismos
patdgenos que existen a lo largo del tubo gastrointestinal del conejo, se puede resaltar la
presencia de tejido linfoide asociado (como el apéndice cecal) y células especializadas
(como las células caliciformes responsables de la secrecidn de mucina, o las células de
Paneth, encargadas de la secrecién de péptidos antimicrobianos), los cuales regulan las
interacciones de este tubo con la microbiota presente en él, asi como el desarrollo de
mecanismos de tolerancia y proteccién en contra de microorganismos patdgenos
(Carabano et.al., 2010; Fortun-Lamothe y Boullier, 2007).

En la figura 4 se puede observar esquematicamente la organizacién del epitelio
intestinal y el tejido linfoide asociado. A lo largo de las criptas, en el epitelio, se puede
encontrar a las células caliciformes y a las células de Paneth, mientras que el tejido
linfoide asociado se puede encontrar como células difusas localizadas en la lamina
propria, u organizadas como foliculos linfoides; las placas de Peyer constituyen agregados
de estos foliculos linfoides y en el conejo se pueden encontrar de dos a diez de estas

estructuras a lo largo del intestino (Fortun-Lamothe y Boullier, 2007).
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En la figura 5 se puede observar la localizaciéon del tejido linfoide asociado en el
intestino delgado y grueso del conejo.
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Figura 5. Localizacion de tejido linfoide asociado
(Fortun-Lamothe y Boullier, 2007)
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1.4.1 Cecotrofia

Como se explicd con anterioridad, la presencia de la microbiota cecal por medio de la
la cecotrofia, permite al conejo obtener energia adicional, aminodcidos y vitaminas
(Carabanio et al., 2010; Gidenne et al., 2010).

La cecotrofia consiste en la ingestiéon de cecotrofos o heces blandas tomadas
directamente del ano, las cuales son deglutidas inmediatamente. Este comportamiento se
encuentra influenciado por la luz, los patrones de ingestién y varia entre conejos
mantenidos en cautiverio y los que se encuentran en vida libre. Se menciona que la
cecotrofia se presenta aproximadamente cuatro horas después de la ingestion de
alimento, y la cantidad de cecotrofos consumidos se encuentra directamente relacionado
con la cantidad de fibra del alimento ingerido (Davies y Davies, 2003).

El fusus coli es el encargado de determinar la presencia de los cecotrofos en el colon,
al detectar la concentracién de AGV’s, mandando una seifal nerviosa que le indica al
conejo que debe ingerir dichos cecotrofos.

El pH cecal tiende a decrecer durante el periodo de consumo de alimento, es decir, en
las tardes y noches cuando ingresan grandes cantidades de sustrato al ciego (Garcia et al.,
2002). Existe una influencia directa de las concentraciones de acidos grasos volatiles y
amoniaco (N-NHj3) cecal, sobre el pH cecal, ya que son las principales fuentes de H" y OH’

respectivamente (Garcia et al., 2002).

1.4.2 Maduracion del tubo gastrointestinal del conejo doméstico

Como se menciond con anterioridad, en los gazapos existe cierta proteccién

I “" III

antimicrobiana a nivel estomacal conferida por el “aceite de la leche” o “aceite estomaca
(Carabanio et al., 2010). Conforme aumenta la edad, su produccién disminuye asi como el
pH gastrico; este Ultimo se constituye entonces como la barrera de proteccidén contra la

proliferaciéon de microorganismos patégenos en el estdmago e intestino delgado, por lo
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gue la proteccién del conejo en crecimiento frente a infecciones entéricas depende de la
sincronizacion de la transferencia de ambos mecanismos (Davies y Davies, 2003).

De acuerdo a Carabafio et al. (2010), para que el conejo alcance la totalidad de su
capacidad funcional, el tubo gastrointestinal debe pasar un periodo de adaptacién de una
dieta basada en leche, a la dependencia de alimento sdlido. Esta adaptacidn no sdlo afecta
los procesos de digestion, sino también a la colonizacién microbiana y el desarrollo de los

mecanismos de barrera en contra de microorganismos patdgenos.

1.5 Desérdenes Digestivos

Los desordenes digestivos normalmente se encuentran en la etapa de crecimiento y
no en los adultos (Fortun-Lamothe y Gidenne, 2006), y de hecho, las enfermedades
entéricas frecuentemente se presentan en gazapos alrededor de la etapa de destete, lo
gue ha llevado a un amplio uso de antibiéticos en la cria de conejo; el mantenimiento de
la salud del tubo gastrointestinal es complejo y recae en un delicado balance entre la
mucosa, la microbiota presente, y los factores externos como pudiera ser la dieta (Fortun-
Lamothe y Boullier, 2007).

Sin embargo, existen diversas estrategias para estimular el tejido linfoide digestivo, o
favorecer a la microbiota benéfica para excluir a la patégena: por un lado, varios
nutrientes incluyendo los acidos grasos y fibras, se encuentran involucrados directamente
en el desarrollo de la respuesta inmune; por otro lado, también se ha reportado el uso de
flora exdgena para estimular el tejido linfoide asociado al tubo gastrointestinal, y evitar asi

el desarrollo de patégenos entéricos (Fortun-Lamothe y Boullier, 2007).
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1.6 Canulacién en el conejo doméstico

Michelland y colaboradores (2011), encontraron que posterior a un cambio en la
dieta, se observa un efecto en la concentracién y diversidad de géneros bacterianos
cecales en los siguientes dos dias, regresando a su equilibrio en la siguiente semana; esta
conclusién se obtuvo tras el sacrificio de 120 conejos a diferentes edades.

Para conocer de forma mas precisa el proceso de digestion en animales herbivoros, se
han desarrollado técnicas de canulacién a diferentes niveles del aparato digestivo, las
cuales facilitan el acceso al érgano involucrado por un periodo de tiempo prolongado,
permitiendo la extraccion de muestras y obtencién de diferentes mediciones a lo largo del
tiempo, ademds de disminuir la cantidad de individuos necesarios para la realizacién de
este tipo de estudios (Cabrera, et al., 2000). Sin embargo para el caso del conejo
domeéstico, los trabajos sobre canulacidon en la especie son escasos (Parker y McMillan,
1976; Carman y Waynforth, 1984; Marty y Vernay, 1984; Gidenne et al., 1994; Blas et al.,
2003; Anaya, 2013).

Blas en 2003, encontré que tras canular a nivel del ileon, la recuperacién de los
conejos a la cirugia es radpida y satisfactoria. También se han realizado estudios a nivel del
ciego con el fin de medir la actividad microbiana a través de la cuantificacién de los acidos
grasos volatiles, aunque en la mayoria de los estudios realizados se ha utilizado material
tomado de animales recién sacrificados (Gutiérrez, 2008; Michelland et al., 2011),
extrapolando los resultados a la situacion in vivo (Conde, 2010). La técnica, consiste en la
remocion de la parte terminal del intestino de animales anestesiados o recientemente
sacrificados, con la posterior recoleccién manual de la digesta, sin embargo, se presentan
varias desventajas, ya que solo proporciona una observacién por animal, por lo que los
animales no pueden ser usados como sus propios testigos (Parra, 2009; Cervantes, 2000).

De ahi la importancia del desarrollo y perfeccionamiento de técnicas de canulacion a
nivel cecal, como medio para conocer la actividad fermentativa in vivo y los cambios que

se pueden presentar en ésta bajo diferentes condiciones, pues permite realizar estudios
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directos sobre la microflora presente en el ciego y los productos de su metabolismo
(Conde, 2010). Ademas, puede ser evaluada la permanencia de la digesta en el ciego, asi
como los cambios de pH producidos por los diferentes componentes de la dieta (Bellier y
Gidenne, 1996; Bellier et al., 1995).

Para el caso del conejo doméstico, la técnica quirdrgica in vivo permite la toma de
varias muestras de un mismo animal a diferentes tiempos, ademas de que los animales se
pueden usar en diferentes experimentos, reduciendo asi el nUmero de animales para este
tipo de estudios (Bellier y Gidenne, 1996; Bellier et al., 1995; Dihigo, 2012). Aunado a lo
anterior, el volumen de contenido intestinal obtenido por el método de canulacién es
mayor que el del método de sacrificio, donde ademads ocurren procesos fermentativos
post-mortem, afectando los valores reales in vivo, situacién que no se presenta con la
técnica de canulacién. En el método de sacrificio, se observa un ligero aumento en el
proceso de descamacion de las células epiteliales que no tiene lugar cuando se emplean
técnicas quirurgicas (Dihigo, 1997).

Las aplicaciones que proporciona la canulacién en la investigacién de la nutricién de
los conejos es muy amplia: puede evaluarse el efecto de factores como la dieta, edad y
condicién animal sobre la digestibilidad de aminoacidos y otros nutrientes, puede permitir
el seguimiento de productos enzimaticos e indculos en el tubo digestivo y evaluarse su

desempeiio de una forma directa (Bellier et al., 1995).

1.7 El uso de probidticos en la alimentacién animal

Una meta importante en la produccidn animal es la obtencién de alimentos seguros
para el consumo humano, sin dejar de lado el bienestar de los animales y minimizar el
impacto al ambiente. Con miras a aumentar dicha producciéon, se han utilizado
antibidticos a dosis sub-terapéuticas en la alimentaciéon animal como promotores del
crecimiento. Sin embargo, en varios paises se prohibié su uso debido al desarrollo de

resistencias, creando la necesidad de buscar alternativas que pudieran mejorar los
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mecanismos naturales de defensa y reducir asi, el uso de antibidticos para garantizar el
rendimiento animal (Gaggia et al., 2010; Dibner y Richards, 2005; Falcdo-e-Cunha et al.,
2007; Verstegen y Williams, 2002).

Los probidticos son una de las alternativas, resultado de dicha busqueda, y su
beneficio consiste en disminuir la colonizacion de microorganismos patdogenos en el
intestino de los animales domésticos, y por consiguiente el uso de antibidticos
profilacticos como aditivos (Wenk C., 2003; Leary, 2007). Estos aditivos alimenticios estan
compuestos de microorganismos vivos no patdgenos (bacterias principalmente, o
levaduras) administrados deliberadamente, y que al ser ingeridos en cantidades
adecuadas, tienen un efecto positivo en el hospedero. Los microorganismos que se
utilizan como aditivos en la alimentacién animal en la Unién Europea son principalmente
cepas de bacterias Gram positivas pertenecientes a los géneros Bacillus (B. cereus var.
toyoi, B. licheniformis, B. subtilis), Enterococcus(E. faecium), Lactobacillus (L. acidophilus,
L. casei, L. farciminis, L. plantarum, L. rhamnosus), Pediococcus (P. acidilactici),
Streptococcus (S. infantarius), y levaduras como Saccharomyces cerevisiae. Los géneros
Lactobacillus y Enterococcus estdn presentes en grandes cantidades en el tubo
gastrointestinal de los animales, a diferencia del género Bacillus y las levaduras, que no
son componentes comunes (Anaddén, 2006; Vasiljevic y Shah, 2008; Marteau, 2003; Bush

etal., 2004).

1.7.1 Efectos benéficos de los probidticos en intestino

El mantenimiento de la salud del tubo gastrointestinal es complejo y descansa en el
delicado balance entre la mucosa y la microbiota comensal. El intestino provee
condiciones ideales para albergar microorganismos, ofreciendo temperatura constante,
pH regulado, suministro de nutrientes y remocion de metabolitos; a cambio, cuando
existe un equilibrio dindmico con la microbiota (eubiosis), ésta apoya a los enterocitos en

la proteccion de la mucosa intestinal contra microorganismos invasores, contribuye a la
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maduracion y estimulacion del sistema inmune (estimulando la secrecion de IgA), ayuda a
la digestion de nutrientes y sintetiza vitaminas que son utilizadas por el hospedero. Sin
embargo, esta microbiota se puede ver afectada tanto por el tipo de dieta como por
factores intrinsecos del tubo gastrointestinal (secreciones, peristaltismo); esta alteracion
puede favorecer el crecimiento de poblaciones microbianas patégenas, denominandose
como disbiosis (Bush et al., 2004; Holzapfel y Schillinger, 2002).

Los probidticos ejercen su efecto reestableciendo la eubiosis por medio de diferentes
vias, sin embargo los mecanismos de accidn no han sido satisfactoriamente explicados; de
acuerdo a diversos autores (Anadén, 2006; Bush et al., 2004; Tejero-Sarifiena, 2012),
tienen los siguientes efectos:

v' Estimulan la inmunidad local del intestino, aumentando la actividad de los
anticuerpos

v Compiten por nutrientes con los microorganismos patégenos

v’ Exclusién competitiva, ya que los probidticos bloquean los receptores intestinales,
evitando asi que los patdgenos se adhieran a la mucosa

v’ Produccién de sustancias inhibitorias (como &acidos organicos), que proporcionan
ventajas para el crecimiento de la microbiota deseable pero no de los patégenos

v' Supresion de la produccion de toxinas

v Influencia en las condiciones fisicoquimicas del intestino, como son el pH vy el
potencial de oéxido-reduccion, limitando asi las condiciones de crecimiento de los
microorganismos patogenos

v" Influencia sobre el metabolismo de los acidos biliares promoviendo la absorcién de
lipidos

v' Mejoran la capacidad de absorcién del hospedero

De acuerdo a Bush et al., 2004, en general los probidticos pueden clasificarse en tres
grupos principales: bacterias acido-lacticas, levaduras y esporas de Bacillus; estos grupos

difieren en sus propiedades y por ende, en sus mecanismos de accion.
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1.7.2 Uso de probidticos en la alimentacion del conejo doméstico

Como se describié con anterioridad, el mantenimiento de la salud del tubo
gastrointestinal del conejo es complejo, y depende de la conservaciéon del delicado
balance entre la mucosa y la microbiota comensal, el cual es conservado gracias a los
organos linfoides como el apéndice cecal, sacculus rotundus, etc. (Fortun-Lamothe y

Boullier, 2007).

1.8 El género Bacillus como probidtico

Las especies del género Bacillus han sido utilizadas como probidticos desde 1958, sin
embargo éstas comenzaron a ser estudiadas a partir de 1994 (principalmente Bacillus
subtilis) debido a la capacidad que tienen de esporular y asi sobrevivir a condiciones
ambientales extremas, haciéndolas termoestables y resistentes al pH acido del estémago;
de ahi que se prefiera este género, ya que puede almacenarse indefinidamente sin
refrigeracidn ademads de que se asegura que la dosis ingerida, integra, alcance el intestino
(Bush et al., 2004; Cutting, 2011; Mazza, 1994; Hong et al., 2009; Sanders y Morelli, 2003).
La espora germina en el tubo digestivo pero no lo coloniza, y al ser un microorganismo
externo, estimula el sistema inmune intestinal (Bush et al., 2004; Cutting, 2011).

En general, los microorganismos aprobados para la nutricion animal como probiéticos
no constituyen una amenaza para la salud publica ya que no se absorben, manteniéndose

en el tubo gastrointestinal (Bush et al., 2004).
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2. JUSTIFICACION

En la produccién cunicola, el destete representa una de las etapas mds criticas ya que
el estrés, asociado a la inmadurez de las barreras fisicas del tubo gastrointestinal contra
patégenos, ocasiona que la mortalidad debida a diarreas en esta etapa pueda llegar hasta
un 50%, lo que representa grandes pérdidas econdmicas para el productor (Davies y
Davies, 2003; Rodriguez De Lara et.al. 2008; Cheeke et al., 1989; Gutiérrez et al., 2008)

De ahi que en los conejos, los cultivos microbianos han sido utilizados con el fin de
reducir la incidencia y muerte por diarreas, y asi, incrementar la eficiencia productiva. Los
estudios realizados han sido dirigidos hacia el control del pH intestinal, utilizandose
bacterias que son ajenas a la microbiota del conejo (Cheeke et al., 1989).

Es por eso que se requiere el estudio directo de la actividad fermentativa cecal,
valiéndonos de técnicas de canulacidon que nos permitan evaluar in vivo el efecto del uso
de indculos sobre la microbiota presente y los metabolitos producidos por ésta,

observando también el efecto sobre los pardmetros productivos.
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3. HIPOTESIS

La inclusiéon de Bacillus subtilis como probidtico en la alimentacién de conejos
canulados a nivel de la 13% asa cecal, en etapa de crecimiento, aumentarad la
concentracién de bacterias totales y/o celuloliticas, mejorando la produccién de acidos

grasos volatiles y el comportamiento productivo de estos individuos.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la administracion de un comprimido con Bacillus subtilis como
probidtico en la alimentacion del conejo doméstico (Oryctolagus cuniculus) en etapa de
crecimiento, sobre algunas variables del contenido cecal y cecotrofos, y sobre pardmetros

productivos.

4.2 Objetivos Especificos
1. Desarrollar una cdnula que permanezca més de 16 dias fija a nivel de la 13* asa
cecal.
2. Determinar la concentracién molar de acidos grasos volatiles a nivel de contenido
cecal y en cecotrofos.
3. Calcular la cantidad de bacterias totales por gramo de contenido cecal y
cecotrofos.
4. Establecer la cantidad de bacterias celuloliticas por gramo de contenido cecal y
cecotrofos.
Calcular el consumo diario de alimento.

Evaluar la ganancia diaria de peso.

Establecer la conversidon alimenticia.

© N o U

Medir el rendimiento en canal.
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1 Caracteristicas de la canula desarrollada

Debido a la inexistencia de canulas para conejo doméstico a nivel comercial en
Meéxico, y en base a los datos obtenidos por los trabajos de Anaya (2013) y Conde (2010),
se disefié una cdnula que permitiera obtener muestras de contenido cecal por un periodo
prolongado.

El material utilizado fue un tubo de manguera de policloruro de vinilo —PVC-,
otorgandole cierta flexibilidad necesaria para su manipulacién durante la colocaciéon
quirdrgica, sin perder la firmeza precisa para mantenerse en su posicion y permitir la toma
de muestras. Las dimensiones de la cdnula utilizada fueron 1.2 cm de largo por 0.7 cm de
didmetro, y los extremos mds anchos, 1.5 cm de didmetro, utilizando un tapdén de

etilvinilacetato —fomi- (Figura 6).

Figura 6. Dimensiones de la canula de policloruro de vinilo con tapdn de etilvinilacetato.
A. Vista Lateral B. Canula con tapén
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5.2 Unidades experimentales

Se utilizaron 20 hembras de conejo doméstico (Oryctolagus cuniculus) de la raza Nueva
Zelanda. El criterio de inclusién aplicado fue la utilizacién de ejemplares clinicamente
sanos de 21 dias de edad; el peso promedio fue de 555.75 gramos (g).

Las conejas se mantuvieron en jaulas tipo bateria, alojdndose un animal por jaula; cada
jaula contaba con un comedero tipo tolva de lamina galvanizada donde diariamente se
ofrecié alimento comercial peletizado para conejo® ad libitum. Se proveia de agua limpiay
fresca por medio de una linea de bebederos con chupones automaticos.

a4 3sa cecal.

Todas las conejas se canularon en el flanco izquierdo, a nivel de la 13
Los manejos descritos en el presente trabajo, cumplieron con las directrices estipuladas
por el Subcomité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales Experimentales (SICUAE)
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, U.N.A.M., con base en la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 “Especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de los animales de laboratorio”.

5.2.1 Periodo de Adaptacion
Una vez en las instalaciones, se sometié a las conejas a un periodo de adaptaciéon de

una semana en el que se constatod el consumo de alimento sélido.

5.3 Procedimiento Quirurgico

Terminada la semana de adaptacién, es decir a los 28 dias de edad, las conejas se
sometieron al procedimiento quirdrgico para la colocacién de la canula. Dichos
procedimientos se realizaron en los quiréfanos de la Unidad de Investigacion Quirdrgica
del Hospital Judarez de México, con las condiciones de asepsia y esterilizacién requeridos

para este tipo de procedimientos.

# Purina Agribrands CONEJINA N. Anélisis garantizado: Humedad 12% Max, Proteina cruda 15.5% Min, Grasa
cruda 2% Min, Calcio 1% Min, y Fésforo 0.55% Min.
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El manejo prequirdrgico consistié en rasurar la region ventral del abdomen y el flanco
izquierdo de todas las conejas, ademas de mantenerlas en ayuno por 24 horas.

Se utilizé Xilacina como tranquilizante a dosis de 5mg/kg de peso por via intramuscular
(IM), y posteriormente Ketamina como anestésico a dosis de 30mg/kg de peso IM.

Una vez alcanzada la inconsciencia, las conejas eran colocadas en posiciéon decubito
dorsal para ser infiltradas por linea media a nivel subcutdneo con Xilocaina, minutos
después se realizaba una incision en piel de aproximadamente 5 cm de largo, para
posteriormente abordar los siguientes planos mediante diseccion roma con pinzas hasta
exponer la linea alba, ésta se cortaba para llegar a cavidad, localizar el ciego, exteriorizarlo

&8 3sa cecal.

y ubicar la 13

Posteriormente se procedia a infiltrar subcutdneamente con Xilocaina el flanco
izquierdo, para minutos después incidir piel en el punto central de la base de un triangulo
imaginario formado por el extremo ventral del 13" arco costal, el extremo del proceso
trasverso de la 5% vértebra lumbar y la articulacién coxofemoral. La incisién lateral tenia
una longitud de 1.5 cm aproximadamente, y después de incidir los planos musculares
(oblicuo abdominal externo e interno), fascia transversa y peritoneo, se traccionaba la
13%"® asa cecal hacia la incision lateral para exponer una pequefia porcidn, fijarla con un
punto simple a la pared e incidir hasta llegar a mucosa.

Una vez incidido el ciego, se introducia la cédnula sin tapdn y se fijaba al 6rgano,
musculo y piel por medio de un surgete continuo que traspasaba cada plano y canula
empleando suturas de acido poliglicélico de 5-0. Posteriormente se verificaba que no
hubiera fugas de contenido cecal alrededor de la canula y que efectivamente habia paso
de contenido cecal a través de ésta para después colocar su tapén. Constatado lo anterior,
se procedia a cerrar las dos incisiones mediante puntos de candado con suturas de acido

poliglicélico 3-0 en los planos inferiores, para cerrar con sutura de nylon de 3-0 a nivel de

piel, mediante puntos de candado.
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Para la terapia post-operatoria se utilizo Enrofloxacina a dosis de 10mg/kg de peso por

3 dias y Flunixin de Meglumina a dosis de 0.4 mg/kg de peso por 5 dias, ambos por via IM.

5.4 Tratamientos

Se evaluaron cuatro tratamientos con cinco repeticiones cada uno; los animales se

distribuyeron aleatoriamente a cada tratamiento:
v’ Tratamiento 1: Administracion de B. subtilis como probidtico, sin collarin isabelino
v’ Tratamiento 2: Administracidn de B. subtilis como probidtico, con collarin isabelino
v’ Tratamiento 3: Sin administracion de probidtico, sin collarin isabelino
v’ Tratamiento 4: Sin administracion de probidtico, con collarin isabelino

Como probidtico, se utilizaron comprimidos de la marca CALSPORIN®, de Calpis. Cada
gramo contiene 6x10® unidades formadoras de colonia (UFC).

La administracién del probiético para los tratamientos 1y 2 inicié después de la primer
toma de muestras; se administrd la dosis recomendada por el fabricante: 2 comprimidos
por coneja por dia (24x108UFC/coneja/d|'a). Para garantizar la ingesta de la dosis
especificada, se procedié a macerar y diluir dos comprimidos en 5 ml de agua purificada,
la solucién resultante se tomd con una jeringa para después administrarla por via oral, una
vez al dia, por coneja. A los animales de los tratamientos 3 y 4 se les proporciond la misma
cantidad de agua purificada al dia, sin el probidtico (placebo).

Se utilizaron collarines isabelinos en los tratamientos 2 y 4, con el objetivo de evitar la
ingestidn de los cecotrofos y poder obtener la muestra de éstos. Cabe destacar que los
collarines se colocaron inversamente al uso convencional, ya que se observd que de esta
forma las conejas tenian mas libertad para moverse, comer, beber, e incluso descansar,
disminuyendo asi el estrés que este manejo implicaba, y su posible efecto sobre las
variables a medir. En la figura 7 se puede apreciar la colocacién de los collarines

isabelinos.
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5.5 Muestreos

Ocho dias después de la cirugia, se procedié al primer muestreo para establecer los
valores basales de las variables a evaluar, mediante la obtencién de muestras de
contenido cecal y cecotrofos.

La obtencidén de contenido cecal se llevd a cabo mediante colecta directa a través de la
canula, en tubos Eppendorf de 2 ml con tapa de rosca previamente esterilizados,
aprovechando la motilidad del ciego (Figura 8). Inmediatamente después de tomada la
muestra, se colocaba el tapdn en la canula.

Para la obtencién de las muestras de cecotrofos de los tratamientos 2 y 4, los collarines
isabelinos soélo se colocaban el dia del muestreo a las 7 a.m. y se retiraban una vez
terminado el muestreo. Las muestras de cecotrofos se recolectaron manualmente, y se
depositaron en bolsas de polietileno (Figura 9).

Las muestras obtenidas debidamente identificadas, se mantuvieron en refrigeraciéon a
una temperatura de 4°C durante su almacenamiento y posterior transporte para su
analisis.

El procedimiento se repitié a los 15 y a los 30 dias después del muestreo inicial.

Una vez concluido el primer muestreo, se procedid a administrar el probiético.

Aunado al manejo quincenal antes descrito, se realizaron manejos semanales durante
el periodo experimental, donde todas las unidades experimentales se pesaron
semanalmente con el fin de estimar la ganancia diaria de peso (GDP); asimismo se llevaron
a cabo pesajes del alimento no consumido semanalmente, para establecer el consumo de
alimento mediante la diferencia del valor antes mencionado y la cantidad de alimento

ofrecido.
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Collarin Isabelino

Figura 7. Coneja con collarin isabelino

Contenido™
Cecal

Figura 9. Obtencion de muestra de Cecotrofos
A. Cecotrofos en charola B. Almacenaje de muestra de cecotrofos
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5.6 Procesamiento de Muestras

Las muestras se trabajaron en el Laboratorio de Microbiologia Ruminal y Genética
Microbiana, del Programa de Ganaderia del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo.

Todo el material fue esterilizado antes de su uso en una esterilizadora de la marca
TUTTNAUER Modelo 2540E.

Se realizé una dilucion inicial de cada una de las muestras obtenidas (contenido cecal y
cecotrofos), pesandose 0.5g de éstas en una balanza OHAUS modelo Explorer E1B120;
dicha cantidad se depositdé en un tubo de ensaye, al que luego se le agregaron 5 ml de
agua destilada. Posteriormente se procedid a homogenizar dicha dilucién mediante el uso
de un vortex de la marca THERMOLYNE Modelo 37615 hasta la suspensién total de los
solidos.

A partir de esta dilucidn inicial, se obtuvieron las submuestras necesarias para cada una

de las diferentes determinaciones, como a continuacion se describe

5.6.1 Determinacién de Acidos Grasos Volatiles (AGV's)

Para esta determinacion, se modificé la técnica descrita por Portela (2012).

En viales para centrifuga previamente esterilizados, se colocaron 1.2 ml de la diluciéon
inicial y se agregaron 0.3 ml de dcido metafosférico al 25% para mantener una proporcién
4:1 de muestra:acido respectivamente; posteriormente los viales se centrifugaron a
13, 000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos en una centrifuga de la marca
HETTICH ZENTRIFUGEN Modelo EBA 21.

El sobrenadante resultante se colocd en viales para cromatdgrafo para determinar los
acidos grasos volatiles, mediante Cromatografia de Gases utilizando un cromatégrafo
PERKIN ELMER modelo Clarus 500 con automuestreador, detector de ionizacién de flama
y columna capilar Elite FFAP (PERKIN ELMER); se empled nitrégeno como gas acarreador

con un flujo de 23.3 ml por minuto y aire de hidrégeno para combustion de la flama; el
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volumen de inyeccién fue de 1 ul. Las temperaturas del horno, el detector de ionizacién
de flama (FID) e inyector fueron 120°, 250° y 250° respectivamente.

Los estandares utilizados fueron: dacido butirico de Merck (S33347 119); &cido
propidnico de Sigma-Aldrich (P1386) y 4cido acético de J.T.Baker (0018-02). Los tiempos
de retencion para los analitos a determinar fueron: acetato al minuto 1.27, propionato al

minuto 1.61 y butirato al minuto 2.11.

5.6.2 Determinacion de Bacterias Totales (BT)

La estimacién de la concentracion de bacterias totales se realizé como lo reporta
Portela (2012) con algunas modificaciones.

En un tubo de ensaye de vidrio de 13x100 mm, previamente esterilizado, se colocaron
0.3ml de formaldehido y se agregaron 1.2ml de la dilucién inicial con el fin de fijar las
bacterias presentes.

Se utilizd la técnica de conteo directo en una camara Petroff-Hausser (HALISSER
SCIENTIFIC®) con un microscopio OLYMPUS Modelo BX51TRF a una magnificacion de
1000X.

Para estimar la concentracién de bacterias totales, se utilizd la siguiente férmula:

BACTERIAS TOTALES/mI™ = (X) (FD,) (FD,) (2x107)
Donde:

X = media de los conteos de bacterias en los cuadros de la cdmara de Petroff-Hauser
FD; = valor inverso de la dilucidn inicial

FD, = valor inverso de la dilucidn en formaldehido

2x10’ = factor de dilucion de la cdmara

5.6.3 Determinacion de Bacterias Celuloliticas (BC)
Referente a la estimacidon de la concentracion de bacterias celuloliticas, se utilizo la
técnica del nimero mas probable de acuerdo a la metodologia descrita por Cobos (2011),

utilizando 0.5ml de la dilucién inicial para inocularse en los tubos de cultivo.
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5.7 Parametros Productivos
5.7.1 Consumo de Alimento

Diariamente se pesd la cantidad de alimento ofrecido por coneja. Al término de una
semana, se pesaba la cantidad de alimento no consumido por individuo y ese valor se
restaba a la cantidad total de alimento ofertado, con lo que se obtenian los gramos de
alimento consumidos en la semana; éste ultimo valor se dividid entre los siete dias de la

semana, para estimar el consumo diario de alimento.

5.7.2 Ganancia de Peso
Las conejas se pesaron semanalmente; el valor semanal se dividié entre los siete dias

de la semana para estimar la ganancia diaria de peso por individuo.

5.7.3 Conversion Alimenticia
Este parametro se determind aritméticamente, en base a la proporcién de alimento

consumido y gramos de peso ganados semanalmente.

5.7.4 Rendimiento en Canal

Al dia 77 de edad, se midié el peso vivo de cada coneja antes del sacrificio, el cual se
ejecutd mediante desnucamiento y posterior desangrado por corte de yugular, de
acuerdo a lo indicado en la Norma Oficial Mexicana NOM-033-ZO0-1995.

La canal se obtuvo retirando la cabeza a la altura del atlas, la piel, los miembros
toracicos a la altura del carpo, los miembros pélvicos a la altura del tarso, y se eviscerd

totalmente para pesarse inmediatamente y calcular asi, el rendimiento de la canal.
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5.8 Analisis Estadistico
Para el analisis de los datos obtenidos, se utilizé el programa estadistico IMP®7, 2007

de SAS INSTITUTE INC.

5.8.1. Determinaciones en contenido cecal

Para la determinacidon de la concentraciéon molar de acidos grasos voldtiles, la
cantidad de bacterias totales y la de bacterias celuloliticas por gramo de contenido cecal,
se establecié un disefio factorial 2x2, tomando como primer factor el suministro de
probidtico (con o sin probidtico), mientras que el segundo factor fue el uso de collarin
isabelino (con o sin collarin), para tres observaciones repetidas en el tiempo. El modelo
utilizado fue:

Y= XB+E
Donde:
Y: Matriz de 20 x 3 cuyos renglones son los valores de las variables respuesta del tiempo 1
al 3 en contenido cecal, de cada una de las 20 conejas.

X: Matriz disefio de 20 x 9.

B: Matriz de parametros de 9 x 6. Cada columna es un vector B(t) de parametros al tiempo
t. t=1,2, 3.

BYT= (uW+ P+ P, + €+ M+ PCy + PCy ™ + PC1Y + PCy,Y)

donde:

u(t) : media general al tiempo t

PY: efecto del nivel i-ésimo del probidtico al tiempo t. i=1,2

cil": efecto del nivel j-ésimo del collarin al tiempo t. j=1,2

PC”“): efecto de la interaccion del nivel i del probidtico con el nivel j de collarin

al tiempo t. i=1,2 j=1,2

E: Matriz de errores aleatorios de 20 x 3
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5.8.2 Determinaciones en cecotrofos

Para la determinacion de la concentraciéon molar de acidos grasos volatiles, la
cantidad de bacterias totales y la de bacterias celuloliticas por gramo de cecotrofo, se
estableci6 un modelo multivariado de un solo factor con dos niveles para tres

observaciones repetidas en el tiempo, el modelo utilizado fue:
Y= XB+E
Donde:

Y: Matriz de 10 x 3 cuyos renglones son los valores de las variables respuesta estudiadas
en cecotrofos del tiempo 1 al 3, de cada uno de los 10 conejos en el experimento.

X: Matriz diseno de 10 x 3.

B: Matriz de pardmetros de 3 x 3. Cada columna es un vector B(t) de parametros al tiempo
t.t=1,2,3.

BUT= (4 p, 0 4 p, 1)
donde:
u(t) : media general al tiempo t

Pi(t): efecto del nivel i-ésimo del probiético al tiempo t. i=1,2

E: Matriz de errores aleatorios de 10 x 3

5.8.3 Parametros Productivos
5.8.3.1 Ganancia de peso, consumo de alimento y conversion alimenticia

Para estas variables productivas se utilizé un analisis de varianza multivariado de un
factorial 2x2 para seis observaciones repetidas en el tiempo, con cinco replicaciones por

tratamiento; el modelo es el siguiente:

Y= XB+E

33



Donde:
Y: Matriz de 20 x 6 cuyos renglones son los valores de las variables respuesta del tiempo 1
al 6, de cada uno de los 20 conejos en el experimento.

X: Matriz diseno de 20 x 10.

B: Matriz de parametros de 10 x 6. Cada columna es un vector B(t) de parametros al
tiempo t. t=1..6.

B(t)T= (u(t)+ Pl(t)+ Pz(t) + Cl(t) + Cz(t) + PCll(t) + PC21(t) + PClZ(t) + Psz(t))+q

donde:

u(t) : media general al tiempo t

Pi(t): efecto del nivel i-ésimo del probidtico al tiempo t. i=1,2

cV: efecto del nivel j-ésimo del collarin al tiempo t. j=1,2

PCU“); efecto de la interaccidn del nivel i del probidtico con el nivel j de collarin
al tiempo t. i=1,2 j=1,2
d: efecto del valor basal de la variable respuesta de la coneja k (probidtico i, collarin j)

E: Matriz de errores aleatorios de 20 x 6

5.8.3.2 Rendimiento en canal
Para este parametro se utilizé un modelo univariado para un disefio factorial 2x2, con
cinco replicaciones por tratamiento:
Yijk= u + Pi + Cj + PCij + €ijk
Donde:

Yijk: rendimiento en canal del conejo k que tiene el nivel j de collarin y el nivel i de
probidtico. k=1,..,5 j=1,2 i=1,2
Pi: efecto del nivel i de probiético. i=1,2

Cj: efecto del nivel j de collarin. J=1,2
PCij: efecto de la interaccidn del nivel i de probidtico con el nivel j de collarin
€ijk: error aleatorio del conejo k que tiene el nivel j de collarin y el nivel i de probidtico
En los casos donde se encontraron diferencias significativas a lo largo del tiempo, se

hicieron comparaciones entre tiempos sucesivos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 CANULAS

Las canulas desarrolladas en el presente estudio, tuvieron buena aceptacién al
permanecer en sus respectivas fistulas por 49 dias, momento en que se retiraron. En
algunos individuos se presento cierta irritacién dérmica en la zona circundante a la canula,
sin embargo con la adecuada asepsia del drea, el tejido cicatrizé adecuadamente, tal como

se puede apreciar en la figura 10.

Figura 10. Canulas in situ
A. A los 35 dias de edad B. A los 49 dias de edad C. A los 63 dias de edad

El disefio de esta canula fue similar al utilizado por Carman y Waynforth (1984); en
dicho estudio la canulacidén no se desafié mas alla de 35 dias, sin embargo la fijacion se
llevé a cabo en el flanco derecho y la cdnula utilizada involucraba un componente de

acero inoxidable.
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Con un disefio de canula diferente, Anaya (2013) encontré una duracidon promedio de
16 dias para canulas de polietileno y de 12.6 dias para canulas de silicon, ambas fijadas en

ava

flanco izquierdo a nivel de la 13° asa cecal; Conde (2012) evalud la canulacion al mismo
nivel por dos semanas.

La ventaja del material utilizado en el disefo de la canula del presente estudio es que,
por un lado, es lo suficientemente ligero para no causar mayor dafo a las capas
histolégicas involucradas, lo que seguramente ayudd a que la canula se mantuviera en el
lugar de fijacidn; por otro lado, el material confiere cierta rigidez que evité la estenosis
consecuencia de la contraccion de los musculos abdominales adyacentes, tal como
reporta Anaya (2013).

Se cuidd que las dimensiones de la fistula y de la cdnula fueran adecuadas para no
afectar la motilidad del érgano como mencionan Parker y McMillan (1976); de hecho, es
de resaltar que en el presente estudio no se presentd prolapso del érgano a través de la
canula como encontré Anaya (2013) en algunos casos.

Referente al volumen recolectado, Carman y Waynforth (1984) reportan por lo menos
2 g de contenido cecal por conejo por muestreo, mientras que Anaya (2013) obtuvo 2 ml
por muestreo; con la técnica de canulacidn empleada en este estudio se obtuvo hasta4 g
de contenido cecal por muestreo (cada 15 dias), cantidad necesaria para la realizacion de
las determinaciones especificadas.

Con lo anterior, se puede observar que tanto el disefio de la canula, asi como la forma
de fijacién utilizadas en el presente estudio, facilitan en gran medida la toma de muestras
de contenido cecal (véase figura 8) sin la necesidad de procedimientos mas elaborados
involucrados para la limpieza de los componentes o la extraccidon en si de la muestra
(Parker y McMiillan, 1976; Carman y Waynforth, 1984).

La canula desarrollada no sélo facilita la obtencion de la muestra: el tiempo de

permanencia en el sitio de fijacion fue mayor que con otros disefios de cdnulas, con lo que
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se favorecen los estudios de evaluacion de efectos de diferentes tratamientos sobre

variables cecales, incluso, por todo el periodo de engorda.

6.2 ACIDOS GRASOS VOLATILES
6.2.1 Contenido Cecal

Las medias por minimos cuadrados de los acidos grasos volatiles en contenido cecal y
sus errores estandar por tratamiento a lo largo del periodo de estudio, se pueden
observar en el cuadro 4.

CUADRO 4. CONCENTRACION PROMEDIO DE ACIDOS GRASOS VOLATILES EN CONTENIDO CECAL
DE CONEJOS CANULADOS POR TRATAMIENTO

ACETICO PROPIONICO BUTIRICO

COLLARIN
Con Sin Con Sin Con Sin
MMC + EE MMLC + EE MMC+EE | MMC+EE | MMC+EE | MMC *EE

§ § 93.12+1.75 | 9498+1.75 | 3.88+1.06 | 2.21+1.06 | 3.00+1.27 | 2.81+1.27
Q

)

g ‘,E, 95.01+1.75 | 95.56+1.75 | 1.58+1.06 | 0.93+1.06 | 3.42+1.27 | 3.51+1.27
Valores expresados en mMol/100mMol MMC = Medias por Minimos Cuadrados
p>0.05 EE = Error Estandar

Para el caso de acido acético en contenido cecal, no se encontré ningun efecto
significativo (p>0.05) de la inclusidon o no de Bacillus subtilis como probidtico, ni del uso o
no de collarin isabelino. La Unica diferencia encontrada (p<0.001) fue en el contenido
promedio de acido acético entre la primera y segunda medicidn en el tiempo.

En cuanto al acido propiénico en contenido cecal, no se encontré ningun efecto
(p>0.05) de los factores estudiados ni de su interaccién en el contenido promedio de acido
propidnico en materia cecal. Tampoco se encontraron diferencias (p>0.05) en el contenido

promedio de acido propidnico entre tiempos.
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Finalmente para el acido butirico cecal, tampoco se encontré efecto (p>0.05) de los
factores estudiados ni de su interaccién en el contenido promedio de acido butirico en
materia cecal. La Unica diferencia significativa encontrada (p<0.001), fue en el contenido
promedio de acido butirico entre la primera y segunda medicidn en el tiempo.

Las concentraciones promedio por tiempo por tratamiento de los acidos grasos

voldtiles en contenido cecal y sus errores estandar, se pueden observar en el cuadro 5.

CUADRO 5. CONCENTRACION PROMEDIO DE ACIDOS GRASOS VOLATILES EN CONTENIDO CECAL
DE CONEJOS CANULADOS POR TRATAMIENTO POR TIEMPO

TIEMPO 1 TIEMPO 2 TIEMPO 3
COLLARIN
Con Sin Con Sin Con Sin
MMC + EE MMC + EE MMC+EE | MMC+EE | MMC+EE | MMC % EE
ACIDO ACETICO
o
E § 97.12+1.94 | 97.39+1.94 | 91.90+2.67 | 92.25+2.67 | 90.33 +2.58 | 95.30 + 2.58
Q
S
3 S | 100.00£1.94 | 100.00 +1.94 | 89.99+2.67 | 91.44 +2.67 | 95.03 £2.58 | 95.24 +2.58
ACIDO PROPIONICO
o
f:" § 2.88+1.94 2614194 | 355+1.76 | 3.42+1.76 | 521+1.32 | 0.58+1.32
Q
o
3 S| 0.00+1.94 0.00+1.94 | 473+1.76 | 2.78+1.76 | 0.00+1.32 | 0.00+1.32
ACIDO BUTIRICO
Q| e
E S 0.00 0.00 455+258 | 433+258 | 4.46+2.20 | 4.11+2.20
Q
o
€ = 0.00 0.00 5.28+258 | 578+258 | 497+2.20 | 4.76+2.20

Valores expresados en mMol/100mMol
p>0.05
p<0.001 para dcido acético y butirico entre tiempo 1y 2

MMC = Medias por Minimos Cuadrados
EE = Error Estandar
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6.2.2 Cecotrofos

Las medias por minimos cuadrados de los acidos grasos volatiles en cecotrofos y sus
errores estandar por tratamiento obtenidos en el presente estudio, se presentan en el

cuadro 6.

CUADRO 6. CONCENTRACION PROMEDIO DE ACIDOS GRASOS VOLATILES EN CECOTROFOS
DE CONEJOS CANULADOS POR TRATAMIENTO

ACETICO PROPIONICO
Con COLLARIN
MMC + EE MMC + EE
§ S 98.12+0.71 1.88+1.06
- Q
Q
o
€ 5 98.88+0.71 0.92 +0.731.06

Valores expresados en mMol/100mMol ~ MMC = Medias por Minimos Cuadrados
p>0.05 EE = Error Estandar

Para el acido acético determinado en cecotrofos, no se encontraron diferencias
(p>0.05) en el contenido promedio entre el grupo que recibié probidtico y el que no lo
recibié. La Unica diferencia encontrada (p<0.01) para este analito, fue en el contenido
promedio entre el tiempo 1y el tiempo 3.

De igual forma, no se encontraron diferencias (p>0.05) en el contenido promedio de
acido propionico en cecotrofos entre el grupo que recibié probidtico y el que no lo recibid.
La Unica diferencia encontrada (p<0.01) fue en el contenido promedio de acido acético en
cecotrofos entre el tiempo 1y el tiempo 3.

En el caso del acido butirico, sélo se obtuvo una lectura en los cecotrofos del grupo
sin probidtico en el tercer muestreo.

Las concentraciones promedio obtenidas de acido acético y propidénico en cecotrofos

por tratamiento a través del tiempo, se pueden observar en el cuadro 7.
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CUADRO 7. CONCENTRACION PROMEDIO DE ACIDOS GRASOS VOLATILES EN CECOTROFOS DE
CONEJOS CANULADOS POR TRATAMIENTO POR TIEMPO

TIEMPO 1 | TIEMPO 2 | TIEMPO 3
Con COLLARIN
MMC # EE \ MMC # EE \ MMC # EE
ACIDO ACETICO
Q| ¢
Q| S 100.00 98.33 + 1.52 96.02 + 1.00
Q
S
€| 5 100.00 98.64 + 1.52 98.01 + 1.00
Q
Acipo PROPIONICO

Q| ¢
S| 0.00 1.67+1.52 3.98 +1.02
=l O
Q
S
€| S 0.00 1.36 + 1.52 1.41+1.02
Q

Valores expresados en mMol/100mMol
p>0.05
p<0.01 para dcido acético y propidnico entre tiempo 1y 3

MMC = Medias por Minimos Cuadrados
EE = Error Estdndar

De acuerdo a Jehl et al. (1996), la actividad fermentativa microbiana es similar en
contenido cecal que en cecotrofos, de ahi que los resultados en relacion a AGV's en
contenido cecal y en cecotrofos se expliquen como sigue.

Dado que la actividad fermentativa cecal inicia una vez que el gazapo comienza a
consumir alimento sélido y éste ingresa al ciego, la produccién de AGV’s es mas evidente
conforme va creciendo el animal (Figura 11), pues la actividad fermentativa cecal se
establece; por tanto, el patrén de fermentacidn cambia con la edad y es hasta los 25-30
dias que se establece como tal el perfil de AGV’s caracteristico de los lagomorfos (ver
cuadro 3) al invertirse la proporcion propionato/butirato (Fortun-Lamothe y Gidenne,
2006; Padilha, et al., 1995; Gidenne, et al., 2002). Lo anterior explica los cambios

encontrados en las concentraciones de los tres AGV’s estudiados.
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Figura 11. Relacidn entre el establecimiento de microbiota cecal y produccién de
acidos grasos volatiles de conejos en crecimiento
(Carabario et al., 2006)

En el tiempo 1 (primer muestreo) a pesar de que las conejas ya tenian 35 dias de
edad, s6lo se obtuvieron lecturas de acido acético y acido propidnico; esto seguramente
se debié al efecto de la antibioterapia postoperatoria y tal vez por esa razén el perfil
caracteristico de AGV’s aun no se observd. La naturaleza quimica del butirato también
puede explicar parte de su nula lectura en este primer muestreo, ya que como mencionan
Stevens y Hume (1998), a pesar de que los AGV’s se encuentran en forma no disociada
entre 1% y 6%, las membranas celulares tienden a ser permeables a la difusion pasiva de
acidos organicos liposolubles no disociados bajo gradiente de concentracion,
incrementandose dicha solubilidad con cada grupo CH, adicional que posea el acido
orgdnico en cuestion. Esto también fue reportado por Marty y Vernay (1984), ya que
encontraron que la absorcidon de los AGV's es mas rapida entre mas grande sea la
molécula, siendo hasta 50% para el butirato, propionato 43% y acetato 30% después de 20

minutos de introducidos en el ciego; Stevens y Hume (1998) mencionan que la mayoria
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del butirato absorbido es transformado a cuerpos cetdnicos y CO,, parte del acetato
también es utilizado en la cetogénesis. Con lo anterior, pudiera establecerse que la poca
produccién de butirato haya sido rdpidamente absorbida y no detectada en este muestreo
en contenido cecal.

A nivel de cecotrofos, Stevens y Hume (1998) refieren que mientras los enterocitos
del intestino delgado obtienen energia a través de glutamina y glucosa, los colonocitos
utilizan como fuente de energia ademds de esas dos moléculas, a los AGV’s,
principalmente al butirato, luego al acetato y finalmente al propionato; debido a la aun
baja concentracion y a que por el numero de CH, es mas liposoluble que el acetato (Marty
y Vernay, 1984) el acido propidnico se absorbié en mayor medida a nivel de colon,
reflejdndose en su nula presencia (al igual que el acido butirico) en cecotrofos.

A los 49 dias de edad de las conejas (segundo muestreo), se observaron diferencias
(p<0.001) en contenido cecal de las concentraciones de acido acético y butirico entre los
tiempos 1 y 2, con lo que la proporciones de los tres dacidos grasos estudiados,
correspondieron ya al perfil caracteristico de AGV's del orden Lagomorpha (Cuadro 3y 5)
esto debido al establecimiento de la actividad fermentativa caracteristica.

La concentracion de AGV’s observada en ciego también se vio reflejada en los
resultados de cecotrofos para el tiempo 2, pues se detectaron tanto concentraciones de
acido acético como de propidnico; a pesar de que se detectaron concentraciones de acido
butirico en contenido cecal, a nivel de cecotrofos no se observé debido a su absorcién a
nivel de colon ya explicada anteriormente.

En el tiempo 3 (69 dias de edad), el perfil de AGV’'s se mantuvo excepto para el
tratamiento 2, donde la concentracién de acido propidnico fue mayor que la de butirico
en contenido cecal.

En relacién a los cecotrofos, este muestreo fue el Unico en el que se obtuvo una

lectura de acido butirico, pudiéndose explicar por la aparicidon de alguna patologia que
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impidiera la absorcidn del butirato en colon, pues es de resaltar que dicho valor fue de un
solo individuo.

El efecto probidtico del género Bacillus radica en que al ser un microorganismo
extrafio, estimula la inmunidad local, ademds de que se ha propuesto que sus metabolitos
hacen menos favorable el ambiente para los microorganismos patdgenos (Bush, 2004).
Pudiera ser que los efectos benéficos de este probidtico son a largo plazo en el conejo y
por eso se observaron hasta el tercer muestreo, sin embargo estadisticamente no se
encontré efecto alguno en la utilizacion o no del Bacillus subtilis como probidtico en
conejos sanos canulados en etapa de crecimiento, a nivel de AGV’s en contenido cecal y

cecotrofos.

6.3 BACTERIAS TOTALES
6.3.1 Contenido Cecal

Se encontraron diferencias (p<0.01) en la concentracién promedio de bacterias
totales entre el grupo que recibié probidtico y el que no lo recibié. También se
encontraron diferencias (p<0.01) en la concentracidon promedio de bacterias totales entre

el tiempo 1y 2.

6.3.2 Cecotrofos

Contrario al contenido cecal, no se encontraron diferencias (p>0.05) por la presencia
o no de probidtico, en la concentracién promedio de bacterias totales en cecotrofos ni
tampoco entre tiempos, ni por la interaccién de ambos.

Las medias por minimos cuadrados y errores estandar, para bacterias totales (BT) en
contenido cecal y cecotrofos de los grupos con y sin complementacion de probidtico, se

aprecian en el cuadro 8.
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CUADRO 8. CONCENTRACION PROMEDIO DE BACTERIAS TOTALES EN CONTENIDO CECAL Y
CECOTROFOS DE CONEJOS CANULADOS POR TRATAMIENTO

; CONTENIDO CECAL CECOTROFOS
PROBIOTICO MMC + EE MMC + EE
No 0.95 + 0.08° 1.14 +0.15°
i 1.33+0.08" 1.08 +0.15°

Valores expresados como Numero de BT x1 Olo/gramo contenido cecal
Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.01)
p>0.05 para BT en cecotrofos

MMC = Medias por Minimos Cuadrados

EE = Error Estandar

Las concentraciones promedio de bacterias totales en contenido cecal y cecotrofos

por tratamiento a través del tiempo, se pueden presentan en el cuadro 9.

CUADRO 9. CONCENTRACION PROMEDIO DE BACTERIAS TOTALES EN CONTENIDO CECAL Y
CECOTROFOS DE CONEJOS CANULADOS POR TRATAMIENTO POR TIEMPO

TIEMPO 1 TIEMPO 2 TIEMPO 3
COLLARIN
Con Sin Con Sin Con Sin
MMC t EE MMC + EE MMC + EE MMC + EE MMC + EE MMC + EE
CONTENIDO CECAL
§ § 2.39+0.31 1.99+0.31 0.75+0.20 | 1.21+0.20 | 0.76 £0.15 | 0.85+0.15
Q
Q
g ‘,5, 1.73+0.31 1.12+0.31 0.93+0.20 | 0.76£0.20 | 0.50+£0.15 | 0.68+£0.15
CECOTROFOS

Q| e
E 8 1.26 £ 0.38 1.10£0.16 0.88 £ 0.16
Q
Q
g S| 1.58+0.38 0.96 +0.16 0.87 £0.16

Valores expresados como Numero de BTXlOlo/gramo contenido cecal

p<0.01 para BT entre complementacion y no complementacion con probidtico en contenido cecal
p<0.01 para BT entre tiempo 1y 2 en contenido cecal

p>0.05 para BT en cecotrofos

MMC = Medias por Minimos Cuadrados

EE = Error Estdndar
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6.4 BACTERIAS CELULOLITICAS

Para el caso de bacterias celuloliticas, en el presente estudio no se presentd

crecimiento con los medios de cultivo utilizados.

Recordando que conforme el gazapo crece y comienza a consumir alimento sélido, a
la par se inicia la colonizacion del ciego con lo que las cuentas bacterianas aumentan, de
ahi la diferencia encontrada entre el tiempo 1y el tiempo 2 del conteo total de bacterias.

Por otro lado, el aumento de la cantidad de bacterias totales en los tratamientos que
recibieron el probidtico, nos indica que el Bacillus subtilis pudo inhibir el crecimiento de
microorganismos patégenos, favoreciendo la proliferacién de bacterias con actividad
amilolitica, apoydndonos en que no se obtuvo evidencia de crecimiento de bacterias
celuloliticas en este estudio.

En general, la actividad fibrolitica cecal es mas baja para celulosa que para
hemicelulosa y pectinas (Carabafio et al., 2006). Segun Fortun-Lamothe y Gidenne (2006)
y Padilha (1995), la microbiota amilolitica ya se encuentra activa a las dos semanas de
edad y se estabiliza entre los 15 y 49 dias de edad, contrario a la fibroliitica que no es
detectable a tan temprana edad. De acuerdo a estos mismos autores, la actividad
celulolitica cecal alcanza progresivamente su maximo nivel alrededor de los 35 dias y se
mantiene estable a partir de entonces, y segin Padilha et al. (1995) ésta no se desarrolla
hasta el consumo de alimento fibroso; el pico de actividad celulolitica coincide con la
etapa de destete donde persiste un ambiente cecal mas anaerobio (Carabano et al.,
2006); en el caso del presente estudio desde el primer muestreo donde aldn no habia
inclusidon del probidtico, no se encontrd crecimiento de bacterias celuloliticas, que en
general son anaerobias (Carabafio et al., 2006), por lo que pudiera ser que la canulacidn, a
pesar de presentarse fugas evidentes, rompid con ese ambiente anaerobio necesario para

el crecimiento de las bacterias celuloliticas.
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Otra posibilidad del nulo crecimiento de bacterias celuloliticas, pudiera estar en que
las caracteristicas del medio utilizado no fueron las apropiadas, pues aunque Boulahrouf
et al. en 1991 demostré que las bacterias cecales son capaces de crecer con papel de
celulosa como sustrato, y Cobos-Peralta y colaboradores (2004) aislaron bacterias cecales
con el mismo medio que el del presente estudio, de acuerdo a Crociani et al. (1984), los
géneros pertenecen a bacterias anaerobias ureoliticas.

Emaldi y colaboradores (1979) demostraron que la microbiota del contenido cecal y
de los cecotrofos es similar, de ahi que en estos Ultimos tampoco se encontraran bacterias
celuloliticas; para el caso de bacterias totales no hubo ningln efecto a pesar de que en
contenido cecal si hubo un aumento; pudiera ser que el incremento de bacterias totales
se haya traducido en un aumento de proteina microbiana, y no como tal en el conteo de

bacterias totales.

6.5 GANANCIA DE PESO

No se encontraron diferencias (p>0.05) para la ganancia de peso por conejo entre
tratamientos ni para cada uno de los factores en estudio. Sin embargo, si se encontrd una
diferencia significativa (p<0.01) en esta variable a través del tiempo, lo cual era de
esperarse debido al crecimiento de los conejos. En el cuadro 10 se pueden observar los
pesos promedio iniciales y finales por tratamiento, asi como la ganancia diaria de peso
promedio y sus errores estandar.

El peso promedio al sacrificio para conejos sin canular a la edad de 74 dias reportado
por Lebas (2009), es de 2.47 kg, mientras que los valores de este estudio no superaron los
2.1 kg a los 77 dias de edad, valor que se relaciona directamente con los datos obtenidos
sobre el consumo de alimento.

Para el pardametro productivo de ganancia diaria de peso, Martinez (2004) menciona

un rango de 33 a 42 g/d en conejos sin canular (promedio 38 g/d), mientras que De Blas
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(1998) reportd ganancias de 38 a 49 g/d; como se puede observar los valores encontrados
en el presente trabajo son menores a los reportados, recordando que son conejos
canulados por lo que se puede inferir que la canulacion si tiene un efecto en detrimento
de la ganancia diaria de peso, sin embargo, hablando de conejos canulados

ava

experimentalmente a nivel de la 137 asa cecal, Anaya (2013) encontrd ganancias diarias
de peso entre 20 g y 26.1 g segun el material de la canula, mientras que Conde (2012)
observé ganancias diarias de pesos entre 24.61 g y 37.21 g, siendo los resultados del
presente estudio similares, por lo que realmente no hubo como tal un efecto positivo en

ava

la ganancia diaria de peso de conejos canulados a nivel de la 13 asa cecal, que fueron

complementados con Bacillus subtilis como probidtico.

CUADRO 10. PESOS PROMEDIO DE CONEJOS CANULADOS POR TRATAMIENTO

PESO GANACIA DIARIA DE
TRATAMIENTO INICIAL FINAL PESO PROMEDIO
MEDIA + EE MEDIA + EE MEDIA + EE
Con probidtico/sin collarin 725.0 £55.91 1911.0 £ 115.28 28.24 £ 2.39
Con probidtico/con collarin 942.0£55.91 1978.4 + 115.28 24.70 £2.39
Sin probidtico/sin collarin 779.4 £ 55.91 2100.2 +115.28 31.45+2.39
Sin probidtico/con collarin 859.0 £ 55.91 1902.4 + 115.28 24.84 +2.39
Valores expresados en gramos
p>0.05 para ganancia de peso entre tratamientos Peso Inicial a la edad de 35 dias
p<0.01para ganancia de peso a través del tiempo Peso Final a la edad de 77 dias

EE = Error Estdndar

6.6 CONSUMO DIARIO DE ALIMENTO

No se encontraron diferencias significativas en el consumo promedio entre
tratamientos, ni para alguno de los factores estudiados (p>0.05). En este caso tampoco se
encontraron diferencias significativas entre tiempos (p>0.05).

El consumo de alimento diario promedio por individuo por tratamiento por semana

de estudio, se puede observar en el cuadro 11.
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CUADRO 11. CONSUMO DE ALIMENTO DIARIO PROMEDIO POR CONEJO CANULADO
POR TRATAMIENTO POR SEMANA

CONSUMO DE ALIMENTO DIARIO PROMEDIO

TRATAMIENTO

SEMANA SEMANA SEMANA SEMANA | SEMANA | SEMANA

1 2 3 4 5 6
Con probidtico y sin collarin 77.54 100.51 92.60 110.23 127.49 114.26
Con probidtico y con collarin 84.94 94.97 92.29 94.60 121.94 123.14
Sin probidtico y sin collarin 90.60 109.71 107.17 118.97 124.20 135.20
Sin probiético y con collarin 86.57 105.69 111.71 111.03 118.71 117.94

Valores expresados en gramos

p>0.05 para consumo de alimento por individuo entre tratamientos

De acuerdo a Fortun-Lamothe y Gidenne (2006), el consumo de alimento promedio
de gazapos en crecimiento a las cuatro semanas de edad (28 dias) es de alrededor de 35 g
de alimento seco, mientras que a las 8 semanas (56 dias) consumen alrededor de 87 g;
comparandolo con estos datos, el consumo de los conejos utilizados en el presente
estudio a la semana 4 fue mayor. Sin embargo, comparandolo con el reporte de De Blas

82 asa cecal encontrados en el

(1998), los consumos de conejos canulados a nivel de la 13
presente estudio y por Conde (2012) —ver cuadro 12-, resultaron menores que los de
conejos de la misma edad sin canular. El efecto de la canulaciéon sobre el consumo de
alimento ya habia sido sefialado por Guidenne et al. (1994), donde conejos canulados a

nivel ileal, presentaron consumos menores que conejos sin canular.

CUADRO 12. COMPARACION DEL CONSUMO DE ALIMENTO PROMEDIO POR DiA POR INDIVIDUO

EDAD De Blas, 1998 Conde, 2012
30 a 37 dias 74 *x
37 a 44 dias 102 *x
44 a 51 dias 132 110.06
51 a 58 dias 147 147.68
58 a 65 dias 165 146.70
65 a 72 dias 176 145.15

Valores expresados en gramos **No estudiado
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6.7 CONVERSION ALIMENTICIA

No se encontraron diferencias estadisticas en la conversion alimenticia promedio
entre tratamientos, ni para alguno de los factores estudiados (p>0.05). Tampoco se
encontraron diferencias significativas entre tiempos (p>0.05). Las medias por minimos

cuadrados y sus errores estandar por tratamiento, se presentan en el siguiente cuadro:

CUADRO 13. CONVERSION ALIMENTICIA PROMEDIO
DE CONEJOS CANULADOS POR TRATAMIENTO

CONVERSION ALIMENTICIA
TRATAMIENTO
MMC £ EE
Con probiédtico y sin collarin 3.80+2.48
Con probidtico y con collarin 4.30+2.35
Sin probidtico y sin collarin 3.70+£2.34
Sin probidtico y con collarin 4.08 £2.35

MMC = Medias por Minimos Cuadrados

p>0.05 EE = Error Estdndar

En el cuadro 14 se puede observar un comparativo por edad, de las conversiones
alimenticias del presente estudio y algunos reportes de México, entre conejos no

canulados (Martinez, 2004) y conejos canulados a nivel de la 13°"° asa cecal (Conde 2012).

CUADRO 14. COMPARACION DE LA CONVERSION ALIMENTICIA SEMANAL DE CONEJOS NO
CANULADOS Y CANULADOS A NIVEL DE LA 13** ASA CECAL

SEMANA REPORTE
Martinez, 2004 Conde, 2012 Este Estudio

1 2.71 ** 3.31

2 2.49 3.02 3.57

3 3.05 6.62 3.78

4 4.19 6.22 4.40

5 4.68 4.71 4.60

6 5.70 *k 5.53
Semana 1 35-42 Semana 1 35-42
Semana 2 42-49 Semana 2 44-51 Semana 2 42-49
EDADES Semana 3 49-56 Semana 3 51-58 Semana 3 49-56
(dias) Semana 4 56-63 Semana 4 58-65 Semana 4 56-63
Semana 5 63-70 Semana 5 65-72 Semana 5 63-70
Semana 6 70-77 Semana 6 70-77

**No Reportado




En general, la conversidn alimenticia reportada de los conejos no canulados fue mejor
que para los canulados, por lo que si existe un efecto negativo de la canulacién sobre esta
variable, relacionado al aspecto del consumo de alimento, como se mencioné
anteriormente. Solamente para las semanas 5 y 6 de edad, se aprecia que las
conversiones alimenticias de los conejos canulados fueron mejores que las reportadas en
conejos sin canular; esto pudiera explicarse por el fendmeno de crecimiento
compensatorio, pues durante el periodo de adaptacion a la canula los nutrientes fueron

destinados para la reparacién del tejido circundante a la misma.

6.8 RENDIMIENTO EN CANAL

No se encontraron diferencias significativas en el promedio de rendimiento en canal
(p>0.05) debido a la presencia del collarin, ni tampoco debida a la adicién de probiético, ni
por su interaccién. Las medias por minimos cuadrados y sus errores estandar por

tratamiento aparecen en el cuadro 15.

CUADRO 15. RENDIMIENTO EN CANAL PROMEDIO
DE CONEJOS CANULADOS POR TRATAMIENTO

RENDIMIENTO EN CANAL
TRATAMIENTO
MMC + EE

Con probiotico y sin collarin 49.36+1.09

Con probidtico y con collarin 49.51 +1.09

Sin probidtico y sin collarin 49.86 + 1.09

Sin probidtico y con collarin 49.43 £1.09

Valores expresados en % MMC = Medias por Minimos Cuadrados
p>0.05 EE = Error Estandar

De acuerdo a Lebas (2009) el rendimiento en canal para Francia es de 57.4%, mientras
que Martinez (2004) reporta para México un rendimiento en canal entre 50% y 60%

(promedio 55%), hablando en ambos casos de conejos en etapa de engorda sin canular.
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Comparado con ambas referencias, los rendimientos en canal encontrados en el
presente estudio se encuentran por debajo de lo esperado.
Asimismo, la adicion de Bacillus subtilis como probidtico en conejos en etapa de

ava

engorda canulados a nivel de la 13 asa cecal, no mejord el rendimiento en canal

comparado con animales sin canular.

7. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos bajo las condiciones experimentales empleadas en el
presente estudio, se puede concluir que la técnica de canulacién y la cdnula desarrollada
permiten la toma de muestras de contenido cecal de conejos hasta por 49 dias, con lo que
se favorece la utilizacién mas eficiente de los recursos animales para el estudio de
variables a nivel de contenido cecal. Sin embargo, se sugiere la evaluacion de otros
parametros fermentativos cecales con dicha canula, para evaluar certeramente el efecto
sobre el entorno anaerobio cecal.

Se encontré que la utilizacién de Bacillus subtilis como probidtico, a dosis de

a4 3sa cecal

24x10%UFC/dia en la alimentacién de conejos sanos canulados a nivel de la 13
en etapa de crecimiento, no tienen ningun efecto sobre la produccién de acidos grasos
volatiles y bacterias celuloliticas, asi como sobre su comportamiento productivo (consumo
de alimento, ganancia de peso, conversién alimenticia y rendimiento en canal), no asi para

el conteo de bacterias totales, el cual se incremento.
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