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Resumen
La enteropatia epizodtica del conejo (EEC) afecta gazapos de entre 3 'y 7 semanas de vida,
provocando diarrea con presencia de moco trasltcido, distencion abdominal y muerte. En
México, representa el 32% de los padecimientos digestivos en producciones cunicolas.
La etiologia exacta de la enfermedad no esta completamente descrita y como Unica
alternativa para su control se utilizan los antibioticosEl presente trabajo tuvo como
finalidad identificar los microorganismos relacionados con la enfermedad y evaluar la
inclusion de fibra detergente neutro (31 y 36%, FDN) como alternativa para controlar la
EEC. Por lo cual, se realizaron dos experimentos in vivo. En ambos _experimentos se
realizé6 un analisis metataxondmico de muestras de ciego y/o heces mediante la
secuenciacion de la region V3 y V4 del gen S por medio de la plataforma Illumina
MiSeq® System vy el analisis bioinformatico se realizé-utilizando los programas R,
QUIME y DADA2 y se analizaron las secuencias. mediante un PERMANOVA
Adicionalmente, en el primer experimento se determinaron los biomarcadores asociados
a EEC mediante un andlisis LefSe. Para segundo experimento se evaluaron la presencia
de signos y parametros productos, asi como el pH, amonio y acidos grasos volatiles de
cecotrofos. Como resultados, en el experimento 1 se obtuvieron que los indices de
diversidad fueron menores en conejos con EEC (P <0.01) y once biomarcadores fueron
identificados en los phyla: Verrucomicrobia, Synergistetes, Bacteroides y Firmicutes en
EEC+. Para el experimento dos la EEC tuvo un efecto negativo en pardmetros productivos
(P <0.01), y la dietaun efecto positivo (P < 0.05). Los &cidos grasos volatiles debido a
un efecto de la dieta (P < 0.05) de la enfermedad (P < 0.01) y de la interaccién de la
enfermedad con la dieta (P <0.01). No hubo diferencia en los indices de diversidad, pero
si en los indices de abundancia (P < 0.05). Ademas el andlisis de PERMANOVA
demostré que se detectaron diferencias en la composicion microbiana tanto en heces
como en cecotrofos dependiendo del estado de la enfermedad. En conclusion, los
organismos asociados a la EEC son los miembros de los phyla Synergistetes,
Verrucomicrobia, Bacteroides y Firmicutes, identificando a los géneros A. muciniphila,
Clostridium spp. y Cloacibacillus porcorum como altamente asociados a la EEC. Por
ultimo, la adicion de la fibra en la dieta puede modular la presencia de la EEC, ya que
la dieta con 36% de FDN tiene influencia sobre los metabolitos producidos, la microbiota

cecal y disminuye los signos de EEC.
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En conclusidn la presentacion de la enteropatia epizodtica del conejo se rerlaciona con un
aumento en la abundancia de organismos de los géneros A. muciniphila, Clostridium spp.

y Cloacibacillus porcorum, asi como una disminucién en los indices de diversidad

Palabras clave: Enteropatia Epizodtica del Conejo, Fibra detergente neutro (FDN),

analisis metataxonémico.

Abstract
Epizootic Rabbit enteropathy (ERE) affects young rabbits between 3 and 7 weeks of age,
causing diarrhea with the presence of translucent mucus, abdominal distention and death.
In Mexico, it represents 32% of digestive ailments in rabbit production. The exact
etiology of the disease is not fully described and antibiotics are used as the only alternative
for its control. The present work aimed to identify the microorganisms related to the
disease and evaluate the inclusion of neutral detergent fiber (31 and 36%, NDF) as
alternative to control EEC. Therefore, two in vivo experiments were performed. In both
experiments, a metataxonomic analysis of cecum and / or stool samples was performed
by sequencing the V3 and V4 region.of the S gene using the Illumina MiSeq® System
platform and the bioinformatic analysis was performed using the R, QUIME and DADA2
and the sequences were analyzed by means of a PERMANOVA. Additionally, in the first
experiment the biomarkers associated with EEC were determined by means of a LefSe
analysis. For the second experiment, the presence of product signs and parameters, as
well as pH, ammonium and volatile fatty acids of cecotrophs were evaluated. As results,
in experiment 1 it was obtained that the diversity indices were lower in rabbits with EEC
(P < 0.01) and eleven biomarkers were identified in the phyla: Verrucomicrobia,
Synergistetes, Bacteroides and Firmicutes in EEC +. For experiment two, EEC had a
negative effect on productive parameters (P < 0.01), and diet a positive effect (P < 0.05).
Volatile fatty acids due to an effect of the diet (P < 0.05) of the disease (P <0.01) and of
the interaction of the disease with the diet (P < 0.01). There was no difference in the
diversity indices, but there was in the abundance indices (P < 0.05). In addition, the
PERMANOVA analysis showed that differences were detected in the microbial
composition in both feces and cecotrophs depending on the state of the disease. In
conclusion, the organisms associated with EEC are the members of the phyla

Synergistetes, Verrucomicrobia, Bacteroides and Firmicutes, identifying the genera A.
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muciniphila, Clostridium spp. and Cloacibacillus porcorum as highly associated with
CEE. Finally, the addition of fiber in the diet can modulate the presence of CEE, since
the diet with 36% NDF has an influence on the metabolites produced, the caecal

microbiota and reduces the signs of CEE.

In conclusion, the presentation of epizootic enteropathy in the rabbit is related to an
increase in the abundance of organisms of the genera A. muciniphila, Clostridium spp.

and Cloacibacillus porcorum, as well as a decrease in the diversity indices

Keywords: Epizootic Rabbit Enteropathy, Metasequencing, Neutral Detergent Fiber
(NDF), DADAZ2.
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1. Introduccion

Las enfermedades digestivas son la principal causa de pérdidas econdmicas en la
produccién cunicola debido a la muerte de gazapos, siendo la enteropatia epizodtica del
conejo (EEC) el tercer sindrome digestivo de mayor impacto causando pérdidas hasta del
80% de la produccion a nivel mundial. Principalmente afecta a conejos en produccion
tanto en sistemas intensivos como semi-intensivos, afectando al 95% de las unidades
productivas, registrandose niveles de morbilidad de hasta 90% y de mortalidad de hasta
80% en casos extremos en los gazapos destetados (Licois et al., 2006). Principalmente
afecta la ganancia de peso de los conejos jovenes y en ocasiones llega a afectar a los
conejos maduros, impactando asi los indices productivos de toda la granja (Pérez de
Rozas et al., 2005; Finzi et al., 2008). En México, la EEC representa el 40% de las
enteropatias que afectan la cunicultura.

La etiologia de la EEC no ha sido descrita completamente, a pesar de los esfuerzos de
diversos investigadores (Licois et al., 2000; Dewrée et al., 2007; Huybens et al., 2013;
Bduerl et al., 2014; Abecia et al., 2017; Jin et al., 2018).

No obstante, el tratamiento clasico para este sindrome es a base de antibioticos, como la
tiamulina y la bacitracina, Sin embargo, el uso de antibi6ticos en la prevencién de
enfermedades gastrointestinalesen la produccion cunicola tiene efectos adversos sobre la
microbiota cecal, ya que aumenta el riesgo del desarrollo de una disbiosis posterior al
tratamiento. La busqueda de tratamientos alternativos es indispensables para el control
de la EEC. Algunos investigadores (Andoh et al., 2003; Alvarez et al., 2007; Gémez-
Conde et al., 2007; Combes et al., 2013) han documentado que los carbohidratos
estructurales de origen vegetal (CEOV’s) son un pilar importante en la manipulacién y
mantenimiento de un microbioma digestivo sano. El presente trabajo tuvo como finalidad
identificar los microorganismos relacionados con la enfermedad, asi como de evaluar el

efecto de dietas altas en fibra detergente neutro como alternativa para dicho sindrome.

17



2. Revisioén de literatura

2.1 Generalidades del conejo

Los conejos pertenecen al orden Lagomorpha y son mamiferos medianos, herbivoros,
considerados importantes en la investigacion por su importancia en descubrimientos
médicos y su capacidad de convertirse en plaga para los cultivos de Reino Unido y
Australia (Chapman y Flux, 2008). Los conejos son diferentes a los roedores debido-a
que presentan un segundo par de incisivos, conocidos como dientes de clavija, localizados

en la parte trasera de los incisivos.

Las especies de conejos descritas son 29 (Chapman y Flux, 2008). Los conejos como
todos los lagomorfos, tienen una porcion alargada (rostrum) unida al craneo lo que reduce
el peso de los huesos de la cabeza, esta caracteristica es Unica en este orden (Brewer,
2006; Chapman y Flux, 2008).

Lagomorpha
i
Ochotonidae Leporidac
|
]- 3 +
Pikas Liebres Conejos
Ochotona 30 Lepus 32 Brachyviagus |
Bunolagus 1
Caprolagis 1
Nesalagus 2
Orverolagts |
Pentalagus 1
Poelagus 1
Pronoldgis 3

Romerolagus 1
Svivilagus 17
Figura 1. Clasificacion de los lagomorfos, el nimero a la derecha indica los géneros en

cada especie (Traducido de Chapman y Flux, 2008).

2.1.1. Origen y domesticacion del conejo
El conejo se ha considerado como autdctono del norte de Africa (Surridge et al., 1999),
sin embargo, es probable que sea originario de la peninsula Ibérica debido al efecto de la

migracién de la era glacial del conejo(Ferrand y Branco, 2007).
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La domesticacion del conejo inicia con los romanos y recorre un camino bioldgico,
historico y social que finalizd hace algunos siglos (Irving-Pease et al., 2018). Los Fenicios
iniciaron el consumo del conejo aproximadamente en el afio 1100 a.C. (Dalle, 2014).
Posteriormente, en el siglo XI llegd a las islas Britanicas (Licciardelli y Cortese, 1962,
citado por Dalle, 2014), entre los siglos X1X y XX, fue introducido en Australia, Nueva
Zelanda, Chile y Argentina (Flux y Fullagar, 1992, citado por Chapman y Flux, 2008).
Con la leporaria comienza la domesticacion, capturando conejos de vida libre y
manteniéndolos con fines de la introduccion de animales en la zona con el fin de cazarlos
(Weisbroth et al., 1974, citado por Ferrand y Branco, 2007). En América existe evidencia
de productos a base de conejos y liebres en Mesoamérica desde la época prehispanica
(Sugiyama et al., 2016).

2.1.2. Importancia de la cunicultura

La cunicultura se define como la cria del conejo (RAE, 2001), e inicia formalmente en el
siglo XIX con el establecimiento de producciones en Europa para el uso de la carne y la
piel y posteriormente, a inicios el siglo XX, se criaron como animales de compariia (Dalle,
2014).

En los datos més actuales (FAOSTAT, 2017) se reporta una produccion por continente
de la siguiente manera: Africa 87,680 ton, América 165,546 ton, Europa 289,900 ton y
Asia 1,088,315 ton en el afio 2017, encabezando la lista China con 931,334 ton, Espafia
57,258 ton, Egipto 56,129 ton, Italia 46,533 ton, Francia 44,019 ton, México 4,440 ton.

El conejo se produce principalmente para el consumo de carne, aunque es una pieza de
importancia para la investigacion médica (Yanni, 2004). Los conejos tienen la ventaja
sobre. otros modelos animales de alcanzar la madurez esquelética a una edad

relativamente temprana, lo que limita los costos de investigacion (Bottagisio et al., 2019).

2.1.3. Sistemas de producciéon del conejo

A finales del siglo X1X e inicios del siglo XX la produccién de conejos se especializ6 en
la produccién de carne o como animal de laboratorio, se crearon razas como Nueva
Zelanda y California (Lebas et al., 1996). A partir de este momento, los sistemas se
enfocaron en: el ritmo reproductivo, la tecnificacion productiva y la relacion entre

espacio e inversion (Roca, 1993; Lebas et al., 1996; Martinez et al., 2004).
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Los sistemas productivos del conejo se clasifican de acuerdo al ritmo reproductivo, el

namero de dias a la monta post parto y nimero de dias de lactancia, por lo que se dividen

en: Intensivo, semi-intensivo, extensivo y sobre-extensivo (Martinez et al., 2004).

1)

2)

3)

4)

Sistema intensivo: Se obtienen entre 9 a 10 partos por afio y una lactancia de 26 a
28 dias (Lebas et al., 1996; Martinez et al., 2004).

El sistema semi-intensivo: Presenta 8 partos por afio y tiene una lactancia de 34 a
38 dias (Lebas et al., 1996; Martinez et al., 2004).

El sistema extensivo: Se obtienen 4 partos por afio y una lactancia de 42 a 60 dias.
El sistema se usa en la produccion para autoconsumo y venta a baja escala.
(Martinez et al., 2004).

El sistema sobre-extensivo: No hay control de reproduccion. La lactancia es de
mas de 60 dias. Este sistema es para autoconsumo a baja escala (Martinez et al.,
2004)

Desde el punto de vista de tecnificacion de la unidad productiva se distinguen tres

categorias: Traspatio o tipo familiar, semi-industrializado o semi-tecnificado y el tipo

industrial o totalmente tecnificado.

1)

2)

3)

El tipo familiar o de traspatio, se caracteriza por una baja o nula presencia de
instalaciones especializadas. Estas producciones se caracterizan por la cria para
autoconsumo y en-México representan el 75% de la produccion (Martinez et al.,
2004).

El sistema semi-tecnificado o semi-industrial tiene instalaciones especializadas
para la especie (jaulas, comedero y bebederos). Este sistema representa el 20% de
las unidades productivas y es el sistema que méas carne produce en México
(Martinez et al., 2004).

El sistema tipo industrial o tecnificado, consiste en instalaciones e inmueble
especialmente disefiados para la especie. En México estas unidades productivas

representan menos del 1% (Martinez et al., 2004).

2.1.4. Caracteristicas nutricionales de la carne de conejo

La carne de conejo presenta caracteristicas nutricionales importantes en la alimentacion

humana (Cuadro 1.), aportando una fuente de proteina de facil digestion y una proporcion

importante de aminoacidos esenciales como lisina (2.12g/100g), treonina (2.01g/100g),
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valina (1.19g/100g), isoleucina (1.15¢/100g), leucina (1.73g/100g) y fenilalanina
(1.049/1009). El 60% de los acidos grasos contenidos en esta carne son insaturados y los
polinsaturados presentan un rango entre 27 y 33% como se observa en el cuadro 2 (Dalle,
2014).

Cuadro 1. Composicion quimico proximal y energia promedio con desviacion estandar

de cortes de carne de conejo (Modificado de Herndndez y Dalle Zotte, 2010).

Parametro (g/100g)/pieza | Brazuelo Lomo Pierna | Canal entera
Agua 695+13|766+14|73.8+x08| 69.7+£2.6
Proteina 186+04 |224+13|21.7+0.7| 203+1.6
Lipidos 88+25 | 18+15 | 34+1.1 84x23
Cenizas 12+01 |12+£005| 1.8+13
Energia (kJ/100g) 899 + 47 603 658+ 17 | 789+ 106

Cuadro 2. Porcentaje promedio y desviacion estandar de varios acidos grasos y colesterol
en cortes de carne de conejo. AGS: &cido graso saturado, AGM: &cido graso
monoinsaturado, AGPI: &cido graso polinsaturado, AEP: &cido eicosapentanoico, ADH:

acido docosahexanoico (Modificado de Hernandez y Dalle Zotte, 2010).

Acido graso %/ Pieza Lomo Pierna Canal entera
AGS 385+4.8 | 39.3+£55 40.5+1.6
AGM 283+44 | 283+3.6 32324
AGPI 329+6.7 | 31.9+84 26.5+2.0
AEP 0.17+0.13 | 0.06 £ 0.02 | 0.012 + 0.003
ADH 0.37+0.34 | 0.17+£0.27 | 0.007 £ 0.001
n-6/n-3 51+22 | 10.0+37 6.6+1.3
Colesterol (9g/100g) | 47.0+7.9 | 61.2+£52 | 553+185

2.1.5. Conejo de raza Nueva Zelanda
Dentro de la especie cunicola, la raza mas usada en la produccion e investigacion es la
Nueva Zelanda variedad blanco, originaria de Estados Unidos de América como una raza

de doble propdsito carne y piel. El conejo de Nueva Zelanda es precoz, fecunda dando un
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promedio de 8 gazapos por parto y con baja propension al padecimiento de enfermedades,
con un peso entre 4 y 4.5 kg en edad adulta. Presenta tres variedades: negro, rojo y blanco
(Martinez et al., 2004; Brewer, 2006).

2.2. Microbiologia digestiva
2.2.1. Generalidades

Desde 1877 la concepcidn de la convivencia entre macroorganismos y microorganismos
estd presente en los estudios de ecologia y micro ecologia (Esser et al., 2019), esto se
debe al constante contacto con los microorganismo existentes en el medio y los existentes
en los macro organismos, derivado de este conocimiento y-gracias al avance de las
técnicas moleculares y de secuenciacion se han desarrollado diversos conceptos, estos
con frecuencia pueden confundirse entre si. En esta seccion se abordara la definicion de
los conceptos méas importantes en el estudio de los sistemas micro ambientales como el

que se desarrolla en el sistema digestivo de los macro organismos.

2.2.1.1. Holobionte

El concepto de holobionte (del latin holo: todo y bios: vida) fue introducido por Guerrero
et al (2013) al enfatizar la necesidad de estudiar al macroorganismo y todas las
comunidades microbianas que lo rodean y habitan como una sola unidad y no como
sujetos de estudio separados, definiendolo como el macroorganismo y todas las
comunidades de microorganismos que tienen sus nichos en el macroorganismo (Figura 3,
Esser et al., 2019). Posteriormente este concepto se us6 para designar a los corales, en los
que se observa una estrecha interaccion entre macroorganismo y microorganismo, en este
caso animal-alga-bacteria (Valdespino et al., 2014). Existen dos componentes esenciales
del -holobionte: el huésped o comunidades de microorganismos y el hospedero o

macroorganismo.
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Figura 3. Esquematizacion de un holobionte o _meta organismo. Se observan los
componentes del concepto y la interaccion que tienen mutuamente (Modificacion de
Esser et al., 2019).

2.2.1.2. Hologenoma

El hologenoma se define como la totalidad de los genes en el holobionte, es decir, la
diversidad genética resultado de la suma del genoma del hospedero y el genoma de todas
las comunidades microbianas que residen en él, y se basa en cuatro consideraciones
primordiales: 1) todos. los holobiontes contienen comunidades microbianas con
abundancia y diversidad diferente entre individuos, ii) las comunidades microbianas
participan activamente en el fitness del holobionte, iii) una importante parte del genoma
de las comunidades microbianas y del hospedero son transmitidas de forma horizontal y
vertical a las siguientes generaciones, otorgando caracteristicas Unicas al holobionte, y iv)
la variacion genética entre holobiontes se da por el cambio genético del hospedero o de
las comunidades microbianas sin embargo, el genoma de las comunidades microbianas
se puede adaptar a los cambios del ambiente con mayor velocidad que el genoma del
hospedero (Rosenberg y Zilber-Rosenberg, 2019). Este concepto se usa para hacer
referencia no solo a la identificacion de las comunidades microbianas presentes en el
holobionte, sino, al estudio y analisis del genoma completo del hospedero y de todas las

comunidades microbianas; cominmente este enfoque de estudio requiere de herramientas
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para el analisis de la expresion de dichos genes y la interaccion que tienen entre ellos
(Yoon et al., 2015).

2.2.1.3. Microbioma

El genoma del hospedero cambia lentamente a lo largo de su evolucidén en comparacion
del genoma de las comunidades microbianas. El concepto de microbioma permite al
investigador separar el estudio de este cambio solo en las comunidades microbianas. Con
frecuencia, este concepto se confunde con la identificacion de los microorganismos que
componen a las comunidades microbianas (se desarrolla en el siguiente punto), pero el
microbioma se define como todos los genomas que componen_.a las comunidades
microbianas, esto incluye los dominios Eucaria, Bacteria, Archea y Nucleacuea (virus)
(Resenberg and Zilber-Rosenberg 2019, Yoon et al., 2015).

2.2.1.4. Microbiota

La microbiota comprende las comunidades microbianas que conviven con el holobionte.
Las cuales son identificadas a partir de muestras ambientales, esto generalmente, no
abarca a todos los microorganismos localizados en el ambiente y generalmente esta
identificacion de realiza usando una fraccion de un gen que esté conservado en toda la
comunidad estudiada, pero que. contenga suficiente variacion para poder hacer una
discriminacion entre un géneroy otro, en ocasiones hasta entre cepas (Rosenberg y
Zilber-Rosenberg, 2019).

Los genes mas usados para esta identificacion son los genes ribosomales, 16s y 18s en
analisis metataxonémicos. No obstante, se han desarrollado metodologias que usan la
subunidad grande ribosomal secuenciando los genes 23s y 28s (Yilmaz et al., 2011;
Bengtsson-Palme et al., 2015), los cuales pueden ser diferenciados por su peso molecular,
tamafno del espacio intergénico o por la secuenciacion de los nucleétidos que lo
componen. La mayoria de los estudios que hacen uso de la secuenciacion para la
identificacion de la microbiota utilizan una o 2 regiones de este gen, lo que minimiza el
gasto econdémico y provee de una correcta identificacion de las comunidades microbianas.
Cabe mencionar que existen pocos estudios que utilicen ambos genes que analizar
Eucaria (gen 18s) y Bacteria (gen 16s) (Yoon et al., 2015; Morris, 2018; Rosenberg y
Zilber-Rosenberg, 2019).
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2.2.2. Disbiosis vs Eubiosis

La estrecha relacion que forma el holobionte es tan importante que un desequilibrio afecta
de forma drastica tanto al huésped como al hospedero. La relacion de la microbiota con
el sistema gastrointestinal, no solo comprende el ambito nutricio, sino que abarca varios
aspectos como el inmune, el de desarrollo y el estado de salud (Cerqueda-Garcia y Falcon,
2016).

Metchnicoff definié la eubiosis como el mantener una relacion equilibrada entre la
microbiota comensal y la microbiota patdgena y cuando este equilibrio se rompe,la
microbiota patdgena comienza a ocupar nichos en el ecosistema, aumentando su
propension a reproducirse exitosamente llamado fitness (Metz etal., 1992) y provocando
una disbiosis (Lebas et al., 1996). Desde la perspectiva de holobionte, el microbioma se
divide en funcional y disfuncional (Inkpen, 2019). EI microbioma cambia a lo largo de la
vida del holobionte y su composicién depende de factores como la especie, la dieta, y el

ambiente en el que se desarrolla el holobionte (Kostic et al., 2013).

La microbiota funcional o eubi6tica se compone, por lo general, por los phyla Firmicutes
y Bacteroides, al ocupar diversos nichos en el ecosistema gastrointestinal y producir
diversas sustancias como los éacidos grasos volatiles, regula el crecimiento de la
microbiota mala, la cual pertenece por lo general al phylum y Proteobacteria, el cual se
encuentra en bajas concentraciones de forma sana en el microbioma gastrointestinal
(Sekirov et al., 2010). Este equilibrio, aunque estable, pude romperse por diversos
factores, como la accion de antibioticos, patdgenos externos y estrés prolongado, asi
como, factores propios de la defensa contra patdgenos del huésped como la diarrea y la
inflamacion, transformando el microbioma del holobionte en disfuncional o disbiotico
(Sekirov et al., 2010; Clemente et al., 2012; lebba et al., 2016).

El microbioma disbhiotico se define como el cambio del microbioma funcional a un
microbioma disfuncional (Clemente et al., 2012). El cambio puede ser en tres niveles: i)
cambio en la microbiota, cuando se modifica la diversidad microbiana o la abundancia de
una o varias comunidades (lebba et al., 2016), ii) cambio en el genoma del microbioma,
es decir, ganancia o pérdida de uno 0 mas genomas por parte de la microbiota (Kriss et
al., 2018) y iii) cambio metabolico, la diversidad, abundancia y genoma son los mismos

de una microbiota funcional, pero al cambiar uno o mas sustratos en la dieta los
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metabolitos producidos cambian alterando la salud del holobionte (Brown et al., 2012).
Dichos cambios provocan una serie de eventos como son: la produccion de metabolitos
propios de la inflamacidn, aumento de la motilidad y produccidn de moco intestinal, y la
falta de ingesta de alimento por parte del hospedero, los cuales tienen como consecuencia
la proliferacion de microorganismos patégenos, causando un cambio en la estructura de
la microbiota (lebba et al., 2016).

2.2.3. Influencia del microbioma sobre la nutricion y salud del hospedero

El holobionte depende fuertemente de la presencia del microbioma para su desarrollo y
evolucidn, un ejemplo es el microbioma que se desarrolla en el ambiente digestivo, ya
que es el méas abundante y diverso en los vertebrados (Montalban-Arques et al., 2015) y
provee al hospedero de dos funciones desarrolladas por el microbioma digestivo. La
primera es la posibilidad de aprovechar nutrientes de los carbohidratos estructurales de
origen vegetal por la accion enzimética de los. microorganismos produciendo acidos
grasos volatiles, como el acido acético, propidnico'y butirico (Figura 4), los cuales juegan
un papel importante en los animales. Por ejemplo, en los rumiantes el propionato se
metaboliza en el higado como precursor de la glucosa en la produccidon de leche (Flint et
al., 2008). En humanos, se ha demosostrado que el acido acético es usado por el
microbioma para su crecimiento y el acido butirico se usa como fuente de energia por los
enterocitos (Pattayil y Harikumaran-Thampi, 2019). La segunda funciona es que el
microbioma digestivo también sintetiza productos como las vitaminas. Las familias de
Bacteroides y Firmicutes tienen la capacidad de sintetizar vitaminas del complejo B, en

la mayoria de los herbivoros y el humano (Rodionov et al., 2019).
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Figura 4. Uso de los carbohidratos estructurales de origen vegetal por el microbioma.
Bacterias en azul como Ruminococcus y Fibrobacter estan especializadas en la
degradacion primaria, bacterias como Butyrivibrio y Bacteroides en rojo usan
oligosacaridos y polisacéridos solubilizados y las bacterias Metandgenas y Acetogenas
usan metabolitos de la primera degradacion para la formacion de acido acético y metano
(Flint et al., 2008).

Por otro lado, el microbioma tiene otra funcién importante, el desarrollo de la tolerancia
del sistema inmune y la maduracion de este. Estos dos procesos comienzan desde el
nacimiento, ya que €s el primer contacto que tiene el sistema inmune con la microbiota
(Maynard et al., 2012), el cual se inicia desde el canal de parto y posteriormente al

momento del amamantamiento (Gronlund et al., 2011).

El desarrollo de una microbiota propia por parte del mamifero esta relacionada con la
tolerancia del sistema inmune. El tejido linfoide asociado a la mucosa gastrica contiene
elementos que estdn maduros al momento del nacimiento, como los linfonodos
mesentéricos. Los foliculos linfoides aislados empiezan a madurar después del
nacimiento con ayuda de los linfocitos T reguladores (Treg), los cuales expresan CD4 y
FoxP3, manteniendo asi el balance entre linfocitos proinflamatorios (Figura 5, Chistiakov
et al., 2015).

La activacion de dichas células esta mediada por el retinol, que estimula la diferenciacion
de linfocitos Treg y la produccion de interleucina 10. Esta Gltima, también se encuentra
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en la leche materna, tiene un efecto antiinflamatorio, y es ingerida por el mamifero junto
con la microbiota que se encuentra en el pezon, lo cual permite al microbioma propio ser
tolerable por el sistema inmunoldgico. El proceso de maduracion y tolerancia es constante
y dinamico durante la etapa de crecimiento, y requiere de la microbiota externa, el sistema
inmune y la alimentacion para su correcto desarrollo. (Maynard et al., 2012; Chistiakov
etal., 2015).
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Figura 5. El tejido linfoide asociado ala mucosa gastrointestinal establece una relacion

simbiotica perinatal entre la microbiota y el intestino.

a) Prenatalmente, las placas de Peyer y los ganglios linfaticos mesentéricos se desarrollan
por el estimulo de células inductoras de tejido linfoide (CiTL) y se dirigen a sitios del
intestino. Esto, induce el reclutamiento de células dendriticas, linfocitos T y linfocitos B
listos para la respuesta inmune a la presencia microbiana. Los linfocitos intraepiteliales
se establecen en el epitelio antes del parto. b) Postnatalmente, los microorganismos
colonizan el tracto digestivo del recién nacido inmediatamente. Se muestra de izquierda
a derecha: los patrones moleculares asociados a microrganismos (PAMPS) reconocidos
por los receptores en las células epiteliales intestinales y las células dendriticas (DC)
estimulan el reclutamiento adicional de linfocitos B y linfocitos T, madurando los nodulos
linfaticos aislados Los nodulos linfaticos aislados liberan linfocitos productores de IgA
(Maynard et al., 2012).

La maduracion del sistema inmune gastrointestinal y mantenimiento de la tolerancia

comienzan con el cambio de dieta del mamifero (Figura 6), es decir cuando su dieta ya
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no se compone solo de leche, con este evento se amplian los antigenos ingeridos por el
mamifero desafiando al sistema inmune y al microbioma ya establecido hasta ese
momento (Chistiakov et al., 2015). En cuanto al balance y produccion de linfocitos, esta
aumenta y se mantiene hasta la maduracion del sistema inmune y esto varia entre especies.
Comienza con el descenso de la inmunidad aportada por la leche materna y comienza la
produccion de anticuerpos por parte de sistema adaptativo gracias a la estimulacion
constante los receptores de la células T (Liu y Rhoads 2013; Montalban et al., 2015;
Chistiakov et al., 2015).
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Figura 6. Mecanismos de induccion de tolerancia de la mucosa intestinal. (Chistiakov et
al., 2015).

2.2.4. Diversidad y abundancia microbiana
En esta seccion se abordaran las definiciones de diversidad y abundancia desde el punto
de vista ecologico, ya que es en el que se basan los pardmetros actuales de analisis en

ecologia microbiana.
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2.2.4.1. Definicién
Los conceptos de diversidad y abundancia se han utilizado desde 1950, no obstante, ha
sido dificil poder llegar a una definicion concreta y aceptada por todos los investigadores,

debido a que estas medidas dependen de diversos factores (NUfiez 1990).

La diversidad abarca dos factores de estudio: 1) el nimero de especies diferentes en una
comunidad, también conocido como riqueza de especies, concepto dual que relaciona la
riqueza o numero de especies y 2) la abundancia de individuos que componecada una de
las especies. Esto supone la primera dificultad, el primer concepto tiene dos formas de
interpretacion: el total de especies (S) y la cantidad total de individuos de todas las
especies (N), por ejemplo “se reportan 4 especies en una poblaciéon de 100 individuos en
total”, y el niimero de especies solamente (S), por ejemplo, “se reportan 25 especies
distintas en la muestra A”. En el caso del segundo concepto se relaciona el nimero de
especies (S) con la abundancia relativa de cada especie, por ejemplo, “se identificaron 4
especies (A, B, C, y D), con una abundancia de: A) 30 individuos, B) 20 individuos, C)
40 individuos y D) 10 individuos. Esto se aplica solo si: el area de estudio se puede
delimitar de manera precisa en tiempo y espacio y que todas las especies puedan ser
identificadas y enumeradas (Mason et al., 2005). Lo anterior relaciona entonces ambos
conceptos, diversidad y abundancia sin embargo, estos dos parametros son ortogonales
entre si, es decir, son independientes; ya que se puede tener un alta diversidad con una
abundancia relativa_muy baja, por ejemplo “se identificaron 2520 especies con una
abundancia relativa de no mas de 2 individuos por especie”, pero si se interpreta con
relacion al nimero de individuos en total seria “se identificaron 2520 especies en una
poblacién de 6000 individuos” (Nufiez 1990, Mason et al., 2005).

Por lo tanto, la diversidad se definird como el nimero de especies identificadas en una
muestra ambiental con relacion a la cantidad de individuos que forman parte de cada
especie. En cambio, la abundancia se definird como el nimero de individuos que forman

parte de cada especie identificada en una muestra ambiental (Villarreal et al., 2004).

Para el andlisis de diversidad se usan dos enfoques, la diversidad alfa y diversidad beta.
La diversidad alfa es aquella que se presenta en una comunidad determinada y se
considera homogenea, es decir, la diversidad local o de una muestra. En cambio, la

diversidad beta analiza el cambio o reemplazo en la composicion de especies entre las
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comunidades o muestras de un &rea mayor pero dentro de un mismo contexto ambiental
(Villarreal et al., 2004).

2.2.4.2. Estimadores usados para el analisis de la diversidad y abundancia microbiana

Debido a que existen diferentes interpretaciones de los conceptos de diversidad y
abundancia, se han desarrollado diversas formas de estimar su valor en la ecologia, por
lo que se abordaran los estimadores utilizados en el estudio de la microbiota gastro

intestinal.

2.2.4.2.1 Diversidad alfa (riqueza especifica)

2.2.4.2.1.1 Métodos directos

indice de rarefaccion: Este método es usado para analizar muestras de tamafio desigual,
calculando el nimero esperando de especies de cada muestra al reducirla a un tamafio de
la muestra igual para todas, reduciendo la mayor a la de menor tamafio para poder
compararlas (Villarreal et al., 2004, Alcolado 1998).

Curva de acumulacion de especies: Métodos usado para el calculo del numero de especies
esperadas a partir de un muestreo. Se observa el numero de especies que se van
acumulando con respecto al nimero de-muestras acumuladas y tienen 2 expresiones: i)
logaritmica, en la cual el numero de especies esperadas disminuye de manera
proporcional al numero de especies ya identificadas hasta llegar a cero, y ii) la
exponencial, donde la disminucién se da exponencialmente hasta llegar a cero (Villarreal
et al., 2004).

2.2.4.2.1.2. Métodos no paramétricos

Los métodos no paramétricos son usados en comunidades complejas que no se ajustan a
una distribucion estadistica 0 modelo determinado, es decir, cuando se desconoce el
numero de individuos debido a que se desconoce el comportamiento de distribucion de

las especies.

El indice de Chao 2 estima el numero de especies esperadas tomando en consideracion el
numero de especies unicas (que se observan solo en una muestra) y el nimero de especies

dobles (observadas en 2 muestras) (Villarreal et al., 2004, Heip et al., 1998).

El método por equidad tiene en cuenta la abundancia de cada especie y la uniformidad en
la que se observan distribuidas. Por lo que el indice de Shannon-Wiene teoriza que todas
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las especies identificadas estan representadas en la muestra, indicando la uniformidad en
la abundancia (Villarreal et al., 2004).

2.2.4.2.2. Diversidad alfa (especies en relacion con su abundancia)
Por dominancia: Discrimina especies que no tienen una alta abundancia dando prioridad

a las mejor representadas o dominantes (Villarreal et al., 2004).

indice de Simpson: Muestra la probabilidad de que dos individuos extraidos
aleatoriamente de la misma muestra correspondan a la misma especie (Villarreal et al.,
2004).

indice de Chao 1: Este método calcula el nimero de especies esperadas tomando en
cuenta las especies raras, es decir aquellas que estan representadas por un individuo
(singletons) y aquellas que estan representadas por 2 individuos (doublentons) (Heip et
al., 1998, Alcolado 1998).

2.2.4.2.3. Diversidad beta

Por similitud o disimilitud: Como su nombre lo indica, hace uso de la semejanza o la falta
de ella en la composicién de las especies y/o sus abundancias, para ello hace uso de
métodos cualitativos en donde solo se considera la composicion de las especies (Villarreal
et al., 2004).

indice de Jaccard: este método hace relacion entre las especies compartidas en las

diferentes muestras y las que se encuentran exclusivas en una muestra (Heip et al., 1998).

indice de Sorensen: En este se relacionan las especies compartidas en todas las muestras

y el promedio aritmético de las especies en todas las muestras (Alcolado 1998).

2.2.4.3. Diversidad y abundancia microbiana en el tracto digestivo de herbivoros
domeésticos.

Los conejos y los rumiantes pertenecen al grupo de animales que se han adaptado y
evolucionado para el consumo de carbohidratos estructurales de origen vegetal, esto
gracias a la relacion simbidtica que tiene con el microbioma digestivo. No obstante, las
camaras de fermentacion que posee cada uno son diferentes anatdbmicamente y
fisiolégicamente entre si, por lo que, sus microbiomas también son diferentes entre si, sin

embargo, ambas camaras producen acidos grasos volatiles. En esta seccion se mostraran
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las diferencias anatdmicas de ambas camaras de fermentacion, asi como la diferencia en

el microbioma digestivo de cada uno.

Los conejos y los rumiantes dependen de la actividad fermentativa para obtener nutrientes
y salud, sin embargo, al comparar las camaras fermentativas de dichas especies, podemos
observar similitudes en las caracteristicas fisico-quimicas y una diferencia marcadaenla
proporcion Bacteroides-Firmicutes presentes (Cuadro 3). El proceso fermentativom,. asi
como los productos finales son similares entre las camaras de ambas especies, no obstante
la cantidad de &cidos grasos volatiles producidos y los carbohidratos precursores son
diferentes en proporcion. Cabe mencionar que el tiempo que pasa el contenido cecal y
ruminal en cada una de sus cdmaras de fermentacion es muy diferente (Jacquier et al.,
2014, Yéanez et al., 2015).

En el caso del rumen, la fermentacion es mayormente celulolitica, ya que la fisiologia del
rumen permite un mayor tiempo de exposicion a las enzimas microbianas y la rumia
permite fraccionar las particulas de fibra, haciendo mas facil su degradacién (Yafez et
al., 2015). En el caso del ciego como antes se mencioné la fermentacion es mas
hemicelulolitica, sin embargo, a grandes rasgos la fermentacion ruminal y cecal produce
metabolitos que son aprovechados por el huésped, teniendo como diferencia el tipo de
sustrato (celulosa o hemicelulosa) y el perfil microbiano que cada ecosistema presenta
(Michelland et al., 2010).

Cuadro 3. Caracteristicas fisico-quimicas y porcentaje de Firmicutes y Bacteroides en el

rumen de la vaca y el ciego del conejo.

Rumen Ciego
Materia seca (%) 10-18 21-22
pH 5.5-6.9 media 6.4 5.5-6.5
Potencial de reduccion mV -350 a -400 -160
Temperatura °C 38-41 39-41 corporal
Bacteroides (%) 56.3-74 4%
Firmicutes (%) 10—13.9 90%

(McNitt et al., 2013, Combes et al., 2013, Combes et al., 2017, Yénez et al., 2015,
Kovitvadhi et al., 2015, Michelland et al., 2010).
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2.2.4.3.1. Rumiantes

En los rumiantes, el nimero de bacterias varia entre 10'°y 10! por gramo de liquido
ruminal, lo cual representa entre 3 y 8 kilos de bacterias en el rumiante adulto. El nucleo
microbiano de los rumiantes es similar en un 89.4%, identificandose 7 grupos bacterianos
considerados dominantes, esto representa el 67.1% de nucleo antes mencionado y se
compone por Prevotella, Butyrivibrio, Ruminococcus, Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae, Bacteroidales, y Clostridiales. En el caso de las Archeas, los géneros,
Methanobrevibacter gottschalkii, Methanobrevibacter ruminantium Methanosphaera sp.
y Methanomassiliicoccaceae representan el 89.2% de este dominio en-el rumen. Los
protozoarios que se han reportado en el rumen son: Dasytricha ruminantium Polyplastron
multivesiculatum Diplodinium dentatum, Entodinium caudatum, Epidinium caudatum,
Eudiplodinium maggii, Isotricha intestinalis, y Ophryoscolex purkynjei (Newbold et al.,
2015). Y los géneros Entodinium y Epidinium, son los dominantes en el rumen
(Henderson et al., 2015). Los bacteriéfagos que se han reportado en el rumen son

Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae (Klieve, 1988; citado por Gilbert y Klieve, 2015)

2.2.4.3.2. Conejos

En el ciego se han identificado diversos grupos bacterianos, como Clostridium,
Ruminococcus, Lachnospiraceae, Verrucomicrobiaceae y Firmicutes, no obstante, la
variabilidad en abundancias es muy grande entre estudios (Abecia et al., 2007a). Un
estudio filogenético reportd que el 90% de las secuencias identificadas por
pirosecuenciacion pertenecen a los phyla Firmicutes, y el 4 % Bacteroidestes, las cuales
son las familias mas frecuentes en el tracto gastro entérico de los mamiferos, aunque
tambien hay Actinobacteria en 0.9% y Proteobacteria en 0.7%. Del filo Firmicutes, las
familias dominantes fueron Ruminococcaceae con 45% y Lacnospiraceae con 35%
(Combes et al., 2012). En el caso de las Archeas se han reportado en el conejo:
Methanobrevibacter, Methanosphaera y Euryarchaeota (Zhu et al., 2016). Los estudios
sobre virus en el tracto gastointestinal del conejo son pocos, y solo se ha reportado

coronavirus del género Betacoronavirus (Lau et al., 2012).

2.2.5. Métodos para el estudio de la microbiota gastrointestinal
El estudio de la microbiota consiste en la identificacion de las comunidades microbianas
que se desarrollan en un ambiente en especifico, en el caso de los sistemas

gastrointestinales se han desarrollado diversos métodos para su identificacion. En esta
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seccion se describiran los métodos clasicos y moleculares, mayormente utilizados para el
estudio de la microbiota gastrointestinal, asi como las técnicas mas actuales de
secuenciacion, desde la primera generacion hasta la generacion actual (tercera), y las
herramientas computacionales para el analisis y la interpretacion de los datos de

secuenciacion.

2.2.5.1. Métodos de estudio clésico

Las técnicas de microbiologia clasica para el estudio de la microbiota son el cultivo
microbiano, pruebas bioquimicas y la microscopia, las cuales son una-excelente
herramienta para conocer las caracteristicas generales de los microorganismos que

permanecen en el tracto gastrointestinal.

2.2.5.1.1. Cultivo microbiano

Desde la innovacidn realizada por Louis Pasteur y Robert - Koch en sus investigaciones
sobre la relacién de los microorganismos con las enfermedades, el uso de medios o
cultivos para el crecimiento microbiano esta presente de forma fundamental en la
investigacion cientifica (Koch 1881, citado por Sarhan et al., 2019). Lo que ha permitido
el aislamiento y la identificacion usando sus caracteristicas morfolégicas y metabdlicas,
obteniendo una composicion genética para clasificarlos, gracia al disefio ya sea de 1)
medios de cultivo simples, con una composicion conocida, 2) medios minimos o
sintéticos, con los ingredientes minimos para el crecimiento de microorganismos y 3)
medios complejos, donde se trata de asemejar los nutrientes que puede encontrar el

microorganismo en el ambiente donde se desarrolla (Basu et al., 2015).

En los estudios de ecologia microbiana, el cultivo fue la base del conocimiento a partir
de la mitad de los afios 80s, pero ahora se sabe que tiene una limitante, ya que el
microbioma es complejo y se forma por diversas comunidades microbianas, teniendo
diversos requerimientos nutricionales y ambientales (Sarhan et al., 2019), y los
microorganismo del sistema digestivo no crecen en medio y condiciones convencionales
de cultivo, sobre todo las comunidades de Archaea, virus y Eucarya (Hiergeist et al.,
2015). Lo anterior conlleva a sobreestimar la diversidad de las especies, y otorga mayor
importancia solo a ciertas comunidades microbianas; no obstante, estas técnicas lograron
ampliar el conocimiento de las caracteristicas de microorganismos con baja abundancia

en el tracto digestivo, como la resistencia a los antibidticos que presenta Clostridium
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difficile y ha sido la herramienta mas importante en el descubrimiento de especies
bacterianas nuevas (Costa y Weese 2019).

Para el conteo de microorganismos se utilizan diferentes técnicas, entre las que se
encuentra el nimero mas probable (MPN por sus siglas en ingles), el cual consiste en la
determinacion del nimero de células o microorganismos en una muestra a partir de
diluciones en medio liquido evaluando el crecimiento por turbidez y realizando una
regresion estadistica (Oblinger y Koburger, 1975). En el caso del conteo total bacteriano,
se realiza un conteo de las colonias cultivadas en un medio sélido, bajo la premisa que
cada colonia representa una unidad formadora de colonia (UFC) (Pommerville, 2010). En
los Cuadros 4 y 5 se muestran los diversos tipos de medios de cultivo que se utilizan para

el aislamiento e identificacion de diversos microorganismos.

No obstante, las técnicas de aislamiento, identificacion y determinacion de abundancia
por cultivo pueden tener un alcance limitado en el estudio de la ecologia microbiana, ya
gue hay microorganismos que no son cultivables y que pueden ser identifcados mediante

pruebas moleculares (Lagier et al., 2012, Sarhan et al., 2019).
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Cuadro 4. Clasificacion de cultivos por su estado fisico.

Tipo de cultivo

Liquido Solido
Crecimiento de microorganismos en nutrientes en estado | Crecimiento de microorganismos en nutrientes en estado
Fundamento P .
liquido. solido, uso de agar.
Tipo de . .
e Tubo de ensayo, matraz, botella. Caja de Petri, tubo de ensaye.
recipiente

Tipo de siembra

Por dilucion, y por inmersion.

Por inmersion, en doble capa, en superficie, en estria,
masiva y volumétrica.

Turbidez, cambio de coloracion, sedimentacion,

Lectura s W, Observacion directa y cambio de coloracion.
formacion de capa superficial.
Ventajas Permite cultivar una gran cantidad de microorganismos. | Permite observar la morfologia de las colonias formadas.
. . . . . La cantidad de cultivo producido es menor en
Desventajas No permite la formacion de colonias definidas. P

comparacion del medio liquido.

Informacion (Morse y Meitzner,-2010)
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Cuadro 5. Clasificacion de medios de cultivo.

Clasificacion de medios por su uso

Tipo de medio Fundamento Ventajas Desventajas
L : . Permite incrementar el nimero de
El medio tiene los nutrientes necesario . ~
.. o - ; células-de una muestra dafiada o
Nutritivo para el crecimiento de microorganismos MUV Dequeia L a contaminacion con otras
sin necesidades especiales. Y peg : . . .
Se usa como medio de transporte. comunidades microbianas es
El medio contiene elementos necesarios Permite el aislamiento de mas frecuente.
Enriquecido para el crecimiento de microorganismos | comunidades microbianas fuera de
exigentes. su nicho natural.
Los ingredientes favorecen el crecimiento Permite separar comunidades
Selectivo de determinadas comunidades

microbianas especificas de
microbianas sobre poblaciones.generales. muestras complejas.

i L Los ingredientes son de un costo
N Uno o mas ingredientes adicionados comunidades externas y permite el | compleja y requiere experiencia.
Inhibidor restringe por completo el crecimiento de aislamiento de comunidades

determinada comunidad microbiana. especificas con exigencias

generales.
Requiere de conocimiento previo
Los ingredientes permiten comprobar Las comunidades pueden ser de las caracteristicas metabolicas
Identificador algun_a propi_edad_metabélica _d_e la ident_ificada's por medio de este de las comunidadesj a identific_:ar
comunidad microbiana que facilita su cultivo, asi como, comprobar Por lo general requiere de varios
identificacion. ciertas caracteristicas metabolicas. ensayos con diferentes

ingredientes identificadores.

38




Multiplicador

Este medio permite obtener una gran
cantidad de células de un
microorganismo ya aislado.

Permite aumentar el nimero de
microorganismos en muestras
dafiadas o con baja densidad
celular.

La contaminacion es muy
factible.

(Morse y Meitzner, 2010; Pommerville, 2010).
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2.2.5.1.2. Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas se utilizan para la identificacion y caracterizacion de cepas
microbianas, basandose en sus propiedades metabolicas, es decir la capacidad de producir
cierta enzima para su clasificacion y dependen en su mayoria de un pre cultivo bacteriano
para su uso. Lo que significa que comparten limitaciones con el método de cultivo
microbiano y se clasifican en i) pruebas de lectura inmediata, como son las pruebas de la
catalasa y oxidasa, ii) pruebas rapidas que se pueden leer en menos de 6.h, como la
hidrolisis del hiporato y la prueba de ureas, iii) pruebas lentas que se leen entre las 18 y
48 h, como las pruebas de reduccion de nitratos y fermentacion de azucares, y pruebas
basadas en la resistencia a la bacitracina y el crecimiento en caldo hiper salino.

La industria ofrece pruebas manuales para multiples antigenos, las cuales permiten
realizar hasta 50 pruebas y expresarlos en forma numérica, por un codigo definido por el
fabricante como, por ejemplo, se encuentran: APl (bioMerieux), Enterotube (BBL),
Oxi/Ferm Tube (BD), Biochemical ID systems (Microgen) entre otras. Adicionalmente,
se ofrecen sistemas automatizados que simplifican en gran medida las tareas y son mas
exactas al eliminar el error humano en algunos procesos, por ejemplo: MicroScan, Vitek,
ATB, Pasco, Wider entre otros (Bou et al., 2011). No obstante, las pruebas bioquimicas
son rapidas y proporcionan un panorama general de la actividad de la microbiota de una
muestra ambiental (Gu et al., 2009). No obstante, es importante recordar que dependen

del cultivo bacteriano.

2.2.5.1.3. Microscopia

El microscopio Optico ha tenido una evolucién que ha ido de la mano con el
descubrimiento de los microorganismos y su relacion con el entorno y la salud de los
seres vivos (Masters, 2008). Este desarrollo tecnoldgico al igual que las pruebas
bioquimicas, son herramientas de identificacion de microorganismos en la ecologia
microbiana, por lo que, dependen del aislamiento o cultivo de microorganismo para su
observacion. No obstante, junto con las técnica molecular, hibridacion fluorescente in situ
(FISH por sus siglas en inglés), es posible observar diferentes comunidades microbianas
en el tracto digestivo, haciendo a la microscopia una herramienta de uso comun en

estudios sobre la microbiota digestiva (Catto et al., 2019).
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La clasificacion de la microscopia diagnostica se muestra en el Cuadro 6 y las tinciones

o fluorocromos para observar la muestra se detallan en el Cuadro 7.
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Cuadro 6. Tipos de microscopia

Tipos de microscopia

econdmica.

Técnica Fundamento Ventajas Desventajas
La mas usada en pruebas . L
" . . - : Requiere de una tincion
Optica La células se tifien aumentando el contraste. bioldgicas, relativamente : o
anterior a la observacion.

De campo brillante

Las células se observan sin tefiir, resaltando partes
naturalmente coloreadas.

No requiere tincion previa, es
posible observar
microorganismos Vivos.

De campo oscuro

La luz se intensifica en forma de cono sobre el objetivo.

Permite ver el detalle de ciertas
estructuras celulares. No
requiere de tincion previa.

Se requiere un ojo entrenado
para identificar las estructuras.

En contraste de
fase

La luz se intensifica con un cono hueco sobre un objeto
y se usa un anillo que reduce la intensidad de la luz
provocando un cambio de fase en un cuarto de longitud.

No se requiere tincién previa,
tiene mejor definicion que en
las técnicas anteriores.

Se requiere un 0jo entrenado y
es mas caro gue en las técnicas
anteriores.

Diferencial de
contraste de
interferencia

Dos rayos de luz polarizada, la célula proyecta una sobra
lateral lo que permite observar relieves de las células.

El detalle obtenido supera a las
técnicas anteriores, con o sin
tincion.

Pueden observarse células
viables.

El equipo es mas costoso y es
necesario capacitacion
especialidad para su uso e
interpretacion.

De fluorescencia

Un fluorocromo marca a la célula objetivo y el
microscopio posee una lampara especial que excita
dicha maléecula, por medio de un filtro se puede observar
la célula marcada.

Permite diferenciar
microorganismos y estructuras
especificas una vez marcadas.

Depende de la especificidad del
fluorocromo y del correcto
marcaje de la muestra.
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Un laser escanea la célula produciendo multiples

Mayor resolucién. Estructuras

transicion

finos de la célula. Algunos electrones atraviesan, otros
rebotan y otros son absorbidos resultando en imagenes
con un aumento de un millén de veces

Fécil interpretacion
Pude o no estar tefiida la
muestra

.y - . ; en modelo tridimensional. Se requiere capacitacion. El
Confocal imagenes bidimensionales que posteriormente, se unen Cpe ;
. . . . Analisis por estrato de la costo del equipo es elevado.
en un objeto tridimensional por medio de un software. i
imagen.
Resolucion de un millon de : .
Un haz de electrones es proyectado sobre cortes ultra Requiere un corte previo de las
- aumentos
Electronica de

células a observar
Costo elevado y se requiere
capacitacion

Electronica de
barrido

Un haz de electrones escanea la superficie de la célula,
dispersandose o creando electrones secundarios que
producen una imagen tridimensional de la superficie del
objeto.

Las imagenes en tres
dimensiones, alta resolucion.
No requiere corte previo

Costo elevado y se requiere
capacitacion

(Vazquez et al., 2010).
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Cuadro 7. Clasificacion de tinciones usadas en la microscopia.

Clasificacion de tincion usados en microscopia

Técnica

Fundamento Tipo de fijacion Tipo de tincion

Microscopia aplicable

Observacion de microorganismos in

Contraste de fase y

Gota pendiente vivo sin tincion. Evalla movimiento de Ninguno. No aplica. diferencial de contraste
microorganismaos. de interferencia.
L ) La capsula evita que las estructuras
Tincion de capsula o N . . .
) ) celulares se tifian y permite observar Simple negativa. .
tinta china _ Optica, de campo
siluetas celulares. _
— — W brillante, de contraste de
Tincion rosa de Tincion por un solo colorante basico ¢
ase.
Bengala o azul de (azul de metileno) o &cido (rosa de Simple, positiva.
metileno Bengala).
La técnica detecta la presencia de Por calor.
peptidoglicanos, este elemento retiene el
Tincion de Gram cristal violeta y presentan un color azul, Compuesta, Optica
diferencial. '

células negativas presentan un color

rosado.

Tincion de Writh
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Tincion de Giemsa

Se derivan del fundamento
Romanowsky, donde los colorantes se
unen a elemento basicos y acidos en la

célula permitiendo su observacion.

Tincion acido-alcohol

resistente

Se fundamenta en la resistencia de las
células a &cidos y alcoholes debido a un
alto contenido lipidico en la pared

celular.

Tincion Schaeffer
Fulton o verde

malaquita

La tincidn permite observar endosporas.
El colo.rante verde malaquita mas calor
colorea la endospora y la safranina tifie

el resto de la célula.

Tincion azul algodon

de lactofenol

El fenol inactiva la descomposicién, el
acido lactico preserva estructuras y el
azul de algodon tifie el citoplasmay la

quitina de hongos.

Por impronta.

Compuesta positiva.

Optica.

Marcaje para

fluorescencia

La técnica consiste en marcar células o
estructuras celulares con uno o varios

fluorocromos.

Por secado a
temperatura

ambiente.

Compuesta positiva

o diferencial.

De fluorescencia.

(Tortora et al., 2007; L6pez et al., 2014)
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2.2.5.2. Métodos de estudio molecular

El estudio de la ecologia microbiana comenzo haciendo uso de las técnicas clasicas de la
microbiologia (ver en seccion 2.2.5.1), pero sus limitaciones y la complejidad de las
comunidades microbianas que conforman el microbioma dan poca informacién o mal
interpretada. Sin embargo, el descubrimiento del ADN por Watson y Crick en 1950 y el
desarrollo del PCR por Kary Mullis, a mediados de 1980 (Tamay de Dios et al., 2013),
se desarrollaron multiples técnicas para el estudio y clasificacion de microorganismos que
no pueden ser cultivados o analizados con los métodos clasicos de microorganismos que

no pueden ser cultivados (Dahm, 2005).

El estudio de la ecologia microbiana hace uso de numerosas herramientas y técnicas
moleculares debido a los alcances y limitaciones de las mismas (Cuadro 8). Por lo general
se requiere de més de una técnica molecular para estudiar a profundidad un nicho micro
ecoldgico como el que se encuentra en el tracto gastrointestinal (Zoetandal et al., 2004;

Fraher et al., 2012; National Academies of Sciences, Engineering, and Medicine, 2018).
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Cuadro 8. Técnicas moleculares usadas en el estudio del microbioma y la microbiota gastrointestinal

Técnicas moleculares en estudios de ecologia microbiana no basados en la secuenciacion

Técnica Fundamento Equipo Ventajas Desventajas
L ) Cualitativa, muestras

La amplificacion en cadena de la polimerasa o ) )
_ ) Economico, ambientales contienen

produce millones de copias de un fragmento X ) . ) )
PCR . ] o Termociclador. interpretacion elementos que interfieren
del ADN permitiendo la visualizacion por i )
) sencilla. con la reaccion de la
electroforesis. )
polimerasa.
Cualitativo

Quantiative PCR

La amplificacion de cada producto de la

reaccion de la polimerasa es registrada en

Termociclador,
detector de

cuantitativo,

identificacion

Laborioso, dificil de
interpretar. Depende una

(gPCR) cada ciclo de la prueba por la integracién de ) .
fluorescencia. _ o curva estandar.
un fluorocromo. filogenética.
) ) ) ) o ) Requiere de un PCR
La electroforesis desnaturalizante consiste en Sistema de Rapido, semi ]
. ) o previo. Uso de un cluster
DGGE, TGGE, | al separacion de fragmentos de ADN de entre | electroforesis en cuantitativo, el _ »
. ) o que evita la separacion
TTGE 200 a 700 pb: La ruptura es mas rapida a gel, foto material genético es
) completa de los
menor uniones G-C. documentador. recuperable.

fragmentos.

47




El andlisis del espacio intergenico ribosomal

(RISA por sus siglas en inglés), se

Termociclador,

Sencillo, semi

cualitativa y semi

De facil contaminacion,

programas informaticos

RISA L ) sistema para gel de (74 L
fundamenta en la amplificacion del espacio ] cuantitativa. Produce para identificacion.
_ electroforesis. )
entre los genes ribosomales. matrices. Depende del PCR.
o o L Termociclador,
El anélisis del espacio intergénico ribosomal _ o
_ o electroforesis Cualitativa, Alto costo, depende del
ARISA automatizado es la automatizacion de la ) o
o o capilar, detector de cuantitativa. PCR.
técnica RISA, elimina visualizacion manual. )
fluorescencia.
La restriccion terminal de la longitud del
fragmento polimdrfico consiste en Termociclador, Cualitativa y Costo elevado, algunos
T-RELP amplificacion por PCR, marcaje de detector de cuantitativa, mayor | fluorocromos se pierden en
fragmentos con fluorocromo en la parte 5°, fluorescencia y sensibilidad y la separacion de los
digestion por enzimas de restriccion y equipo de computo. especificidad. fragmentos.
separacion de fragmentos por electroforesis.
El anélisis de la conformacién de Rapido, sencillo, Depende del PCR, semi
polimorfismos.en cadena simple es la Termociclador, permite observar cualitativo, semi
SSCP amplificacion y la separacion de la doble sistema para cambios en el cuantitativo, la

cadena por electroforesis y los cambios o

mutaciones afectan la distancia que recorren.

electroforesis.

microbioma de una

muestra.

estandarizacion de la

temperatura es laboriosa.
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FISH

La hibridacion fluorescente in situ es la union
de una sonda marcada con un fluorocromo a
una seccion especifica del genoma. La lectura
pude realizarse con un microscopio 0 con un

citémetro.

Microscopio de
fluorescencia o
citometro de flujo

de fluorescencia.

No se requiere PCR,
permite la
identificacion

filogenética.

Depende de la especificidad
de la sonda disefiada, la
muestra puede interferir

con la sonda.

Dot-blot
hybridization

La hibridacion de sonda de mancha es la
unién de una sonda al fragmento de ADN fijo
en membrana de nitrocelulosa. La sonda es
detectada por un anticuerpo marcado y

detectado por cromatografia o electroforesis.

Cromatografo o
sistema de

electroforesis.

No requiere de un
PCR, cualitativa,

semi cuantitativo.

Disefio de sondas
especificas, laborioso,
muestra puede interferir
con la unioén de la sonda.

Diversity

microarrays

Los microarreglos son placas de cristal 0
silicio con microporos con sondas para
diversos microorganismos, la union a
fragmentos es detectada por fluorescencia o

un indicador quimico de color.

Equipo para la
creacion de chips y
escaneo de las

sefales.

Rapidos, permiten la
identificacion
filogenética, no
requiere de PCR

previo.

Elevado costo, baja
especificidad, la muestra
puede interferir con la
unién de los fragmentos a

las sondas.

(Zoetandal et al., 2004; Fraher et al., 2012).
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Existen pruebas que poseen poca especificidad en la identificacion de organismos como
el DGGE, TGGE, TTEG, RISA y T-RFLP, pero proveen informacién de fécil contraste
y comparable entre 2 0 méas grupos de estudio (Marsh et al., 2000; Nocker et al., 2007,

Fukuda et al., 2016). Por lo que son usadas como pruebas tamiz en dichos estudios.

El anélisis del espacio intergénico ribosomal automatizado (ARISA por sus siglas en
inglés) es como su nombre lo indica, la automatizacion de la técnica RISA, elimina. el
error humano en la visualizacion de sustituyendo el gel de electroforesis clasico,
obteniendo asi un perfil microbiano mediante la separacion electroforética de productos
de PCR marcados con fluorescencia y la posterior deteccion por un laser sensible en un
sistema de secuenciacion automatizado. De esta manera es posible detectar cambios de
tamano desde las 400pb hasta 1200pb (Fisher y Triplett 1999, Nocker et al., 2007).

El T-RFLP da una mejor comprension de la microbiota presente en matrices complejas
como la digestiva, al poder identificar las comunidades microbianas con mayor presion y
clasificarlas con una diferencia de 1 o 2 nucle6tidos, apoyandose en la informacion
previamente generada en la secuenciacion del gen 16s (Marsh et al., 2000). De hecho, al
compararlo con la técnica de secuenciacion de nueva generacion, tiene un desempefio
muy parecido y de identificacion comparable con la secuenciacién, teniendo solo como

desventaja el alto costo de la técnica (De la Fuente et al., 2014).

Para el estudio de comunidades microbianas, por lo general se amplifican regiones del
gen 16s, las cuales presentan gran variabilidad en su secuencia, esta técnica es
relativamente sencilla de aplicar en laboratorios de tipo | proporcionando una
diferenciacion entre muestras, con la posibilidad de identificar las bandas de mayor
interés por medio de la secuenciacion. No obstante, cuando la variacion es en la
abundancia estas técnicas no lo pueden detectar en comparacion con otras técnicas como
lagPCR (Zeng et al., 2015).

Las sondas para el qPCR se dividen en tres y todas se basan en el principio de
fluorescencia de resonancia por transferencia de energia (FRET por sus siglas en inglés).
Requiere del intercambio de energia entre un donador y un aceptor que cuando se
encuentran juntos se inhibe la fluorescencia y se activa cuando se alejan (Costa, 2004;
Tamay de Dios et al., 2014).
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La sonda de hidrolisis requiere del efecto de la exonucleasas del ADN polimerasa y se
compone por un oligonucledtido marcado con el fluordforo en los extremos 5’ y 3°, que
al ser cortado por la exonucleasa en la amplificacion se activa la fluorescencia siendo
proporcional al incremento de amplicones producidos, el producto comercial mas popular
es la TagMan de Thermo Fisher (Costa, 2004).

En el sistema de sondas de hibridacion, se usan dos sondas que se unen a la secuencia de
ADN blanco, al aumentar la cantidad de amplicones unidos a las sondas marcadas
aumenta la distancia entre el donador y el aceptor lo que incrementa la fluorescencia, los
productos mas usados con este fundamento son SYBR Green de Applied Biosystems y
TagMan de Thermo Fisher (Cuadro 9).

Las sondas de horquilla son las mas especificas, ya que solo son fluorescentes al unirse a
la secuencia de ADN de interés, debido a su disefio en forma de horquilla colocando el
donador y el aceptor en cada extremo, las sondas mas populares son: molecular Beacons,

Scorpions, Sunrise primers y LUX primers (Aguilera et al., 2014; Ruijter et al., 2014).

La técnica de qPCR ha sido usada en estudios de diversidad bacteriana cuando se conoce
el nacleo microbiano de la muestra analizada, ya que se requieren primers especificos
para la identificacion de grupos 0 especies microbianas. No obstante, una de las
limitaciones que tiene dicha técnica es el disefio de los primers, ya que frecuentemente se
usan cultivos puros para su validacién y pueden no comportarse de la misma manera en
una muestra ambiental. Por otra parte, la obtencién de la curva estandar se realiza con
cultivos puros de cada microorganismo de interés, lo que puede no corresponder con el
namero de ciclos necesarios en la muestra ambiental. Aunado a esto, por lo general se usa
SYBR Green por las ventajas que tiene sin tomar en cuenta las desventajas sobre todo en
estudio de muestras complejas formadas por diversas comunidades microbianas que se

asemejan genéticamente (Collado et al., 2009, Zeng et al., 2015).
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Cuadro 9. Comparacidn entre las sondas mas populares en gPCR: SYBR Green y TagMan

Comparacion SYBR Green vs TagMan

SYBR Green TagMan
Especificidad Media. Alta.
Reproductibilidad Media. Alta.
Uso en amplificacion de 2
genes en la misma reaccion No. Si.
(Multiplexing)
Ensayos pre-disefiados _
] No. Si.
comerciales
_, Bajo nivel de Alto nivel de
Expresion de genes o L
cuantificacion. cuantificacion.

Expresion de genes.
Deteccion de patogenos.
Inmunoprecipitacion de
. la cromatina.
Expresion de genes. L
Genotipificacion.

o Deteccion de patogenos. o ]
Aplicaciones Anaélisis de vias.

Inmunoprecipitacion de L _
Anaélisis de microRNA.

Deteccién de

la cromatina.

mutaciones.
Anélisis de proteinas.

Multiplexing.

(ThermoFisher, 2015)

2.2.5.3. Secuenciacion

2.2.5.3.1. Definicion

La secuenciacion se define como el proceso molecular para descifrar la serie de
nucleotidos (adenina, citosina, tiamina y guanina) contenidos en las moléculas de ADN
modelo, que se puede hacer usando diversas tecnologias (Clavel et al., 2016; Garrido et
al., 2017).
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2.2.5.3.2. Método de degradacion quimica (Maxam y Gilbert)

El método de degradacion quimica fue desarrollado en 1977 por Allan Maxam y Walter
Gilbert (Maxam y Gilbert, 1977), también es conocido como degradacion del ADN de
forma quimica, por corte de dimetil sulfato, hidracina y piperidina, estas sustancias tienen
un efecto especifico en las uniones de los acidos nucleicos y al aplicar calor promueven
la ruptura de dichos enlaces liberando a los &cidos nucleicos en 4 patrones especificos:
guanina, adenina+guanina, citocina+timina y citocina. Cada uno de los patrones genera
una banda en un gel de acrilamida. Estas bandas son visibles por medio de un marcador
radioactivo (Maxam y Gilbert, 1977). La ventaja principal de esta técnica es la
secuenciacion desde el primer nucledtido a diferencia de la secuenciacién Sanger (Kraus
y Tahara, 1993). La desventaja radica en la visualizacion de fragmentos de mas de 250
pb, ya que en el gel de acrilamida no es posible separarlos con claridad (Sanger y Coulson,
1978).

2.2.5.3.3. Método de degradacion enzimatica (Sanger)

Esta técnica fue desarrollada en los afios 70, por Frederik Sanger y también es conocida
como el método de terminadores de cadena. Para este método es necesario tener cuatro
elementos: un ADN molde, una enzima (ADN polimerasa) cuya funcién es la unién de
nucleodtidos a la cadena, un-iniciador o primer donde se unirdn los nucleotidos y
nucleotidos modificados (ddA, ddG, ddC, ddT), lo que resulta en fragmentos de diversos
tamanos los cuales su separan en un gel de electroforesis (Garrido et al., 2017, Song et
al., 2018). Esta técnica es considerada la primera generacién de secuenciacion y de su
principio se desarrollaron los métodos de segunda y tercera generacion (Ambardar et al.,
2016).  La ventaja principal es secuenciar fragmentos de mas de 300 pb con un alto
rendimiento; sin embargo, este rendimiento disminuye en trastornos genéticos

heterégenos (Rodriguez y Armengol, 2012).

2.2.5.3.4. Secuenciacion masiva

A partir de la secuenciacion de Maxam y Gilbert y la secuenciacion de Sanger, se
desarrollaron nuevas técnicas. La segunda y tercera generacion de secuenciacion se
enfoco en la cantidad de microorganismos secuenciados en un solo ensayo Yy la velocidad

de anélisis.

2.2.5.3.4.1 Plataformas de segunda generacion
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Todas la plataformas que pertenecen a esta generacion requieren de dos pasos: la
preparacion del molde o templete y consiste en: la extraccion del material genético (DNA
0 RNA) obteniendo material genético en buena cantidad, de alta calidad y con el menor

numero de sustancias contaminantes (Ambardar et al., 2016, Oulas et al., 2015).

Posteriormente se construyen librerias de fragmentos de 150 a 800 pb por medio de:
sonicacion, cocteles de endonucleasas no especificas o el método por transposasas. Se
eliminan los fragmentos mas pequefios de 150 pb y se agrega el iniciador (Oulas et al.,
2015, Garrido et al., 2017). Los fragmentos se unen a una superficie solida (perlas de
cristal, superficies de iones o celdas de flujo) de 2 formas (Figura 7, Metzker, 2010).

La pirosecuenciacion hace uso de PCR por emulsion o emPCR _que es la dilucién y
compartimentacion de moléculas de plantilla en gotas de agua en una emulsion de agua
en aceite. Cada gota contiene una molécula plantilla tnicay funciona como un reactor de
micro-PCR. lllumina usa un PCR de puente en este caso la superficie de la celda de flujo
esta recubierta con oligonucledtidos monocatenarios que corresponden a las secuencias
de los adaptadores, los fragmentos se unen a la superficie de la celda y por accion de la
polimerasa se produce un fragmento de extremo libre formando "puentes” con un oligo
complementario en la superficie (Metzker 2010, Ambardar et al., 2016, Garrido et al.,
2017).

a Roche/454, Life/APG, Polonator
Ernulsion PCR

One DNA molecule per bead. Clanal amplification to thousands of coples accurs in microreactors in an emulsion
- - ) - 100-200 milion beads
[——] Y - | PCR Break Template | ?»\ ,'i-"f _,.~%¥$§lﬁg}#~\
| | fa -4 ¥ amplification emulsion dissociation Wad .}5{\ .3:\(
@I |'I ﬁ L3N, \ m D ':'-L'.‘:_-&"' a o = 7";{‘ -'\‘?"‘;f'
Py | =eq [ | A f [ y o il O = a» P - 3‘{5,}#3&‘%
i(%: | b M ~ 4 a § - G T in ; — Ij 4 gl E ﬁr‘-».‘.’;, % .yh{
ARV EEE LS U ied W/ LS W AN P
“' Prirner, t;mp!atp_ | N Al N f; % Chemically cross-
- dNTPs and polymerase i linked to a glass slide

b lllumina/Solexa
Solid-phase amplification
One DNA molecule per cluster

Sample preparation
DNA (5 pg)

Template

dNTPs
and = ' '
polymerase i 1

ay

AL
LIS

Bridge amplification
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Figura 7. emPCR (a) y PCR de puente (b): se muestran los tipos de PCR usados en la
amplificacion del molde o templete (Metzker, 2010).

Al finalizar la amplificacion clonal de los templetes de DNA, el siguiente paso es la

secuenciacion, existen dos métodos: por sintesis y por hibridacion y ligacion.
La secuencia por sintesis se divide en:

Pirosecuenciacion: el templete estd unido a una placa de picotitre y la amplificacion es
por emPCR. El pirofosfato (PPi) liberado durante la reaccién de polimerizacion se
convierte en ATP por la accion de la sulfurilasa. En presencia de ATP, la luciferasa
convierte la luciferina en oxilciferina que genera luz visible. La luz producida por la
reaccion se detecta y mide mediante un fotodiodo de avalancha, un tubo fotomultiplicador

0 una camara con dispositivo de carga acoplada (Metzker, 2010; Garrido et al., 2017)

La secuenciacion por terminacion reversible: Este método requiere una fijacion en celda
de flujo y amplificacion de templete por medio de PCR de puente. Este método usa
nucleotidos de terminacion reversible y que estdn marcados con fluorescencia. La ADN
polimerasa incorpora nucleédtidos modificados a la cadena en sintesis libera la sefial de
fluorescencia, un color para cada base. La competencia natural entre los cuatro
nucleotidos presentes durante cada ciclo de secuenciacion reduce el error que causan los
homopolimeros (Garrido etal., 2017; Metzker, 2010).

La secuenciacion por deteccion de iones de hidrogeno: EI método se basa en el registro
de iones liberados al momento de la incorporacion del nucleétido y no depende de bases
alteradas, enzimas o deteccion optica. EI DNA de plantilla se une a las particulas de esfera
i6nica en un micro pozo. Cada pozo contiene una sola particula de esfera i6nica y se
agrega un solo tipo de dNTP detectandose la libracién de iones de hidrégeno. El ion activa
un-transmisor de efecto de campo sensible a iones, el cambio en el pH se detecta mediante
una capa de deteccion y se traduce en una sefial digital, medida en segundos (Metzker
2010, Garrido et al., 2017). En comparacién con otros métodos de secuenciacion, donde
la deteccidn es indirecta usando escaneres laser o camaras, la deteccion en este método

es independiente y, directa (Oulas et al., 2015).

La secuenciacion por hibridacion y ligacion depende de la especificidad de la DNA ligasa

en lugar de la DNA polimerasa. El DNA a secuenciar se une a perlas y se amplifican por
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PCR. Esto se deposita en una placa de vidrio donde las perlas se unen de forma covalente.
El método requiere la hibridacion y ligadura de varias sondas codificadas con una o dos
bases de ocho o0 nueve bases y constan de una o dos bases seguidas de tres bases
degeneradas y tres bases universales que estan unidas al marcador fluorescente. Las
sondas se unen con los iniciadores por la accion de la ADN ligasa y se detectan mediante
la fluorescencia mientras que las sondas no ligadas se lavan. (Metzker, 2010; Ambardar
etal., 2016).

La eleccion de la plataforma de secuenciacion en un estudio de la microbiota debe estar
acorde con la naturaleza del objetivo. Las diversas plataformas presentan ventajas y
desventajas (Cuadro 10). No obstante, la segunda generacion de secuenciacion es hasta
el momento la méas usada en estudios de microbioma. Esto permite la comparacién entre
estudios con diversas necesidades (Metzker, 2010; Ambardar et al., 2016; Garrido et al.,
2017; Song et al., 2018).
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Cuadro 10. Comparacion entre las plataformas de segunda generacion de secuenciacion.

Comparacion de plataformas de secuenciacion de segunda generacién

Plataforma Tlpo_de_ , Tamatio de Rendimiento Porcentaje Ventajas Desventajas
secuenciacion lectura de errores
Roche Lecturas de gran tamafio Gran cantidad de errores,
Pirosecuenciacién. | 330-600 450MB. 1 9 ' | alto costo, bajo rendimiento,
454, rapido. .
venta descontinuada.
Bajo costo por Gb, alta
Secuenciacion por precision, alto Lecturas cortas. lento
llumina terminacion 75-300 15Gb.-1.8Th. | 0.26-0.8 rendimiento, la . ' '
i . equipo de alto costo.
reversible. plataforma més usada en
estudios de microbioma.
Secuenciacion por . - . .
lon deteccion de iones 200 199-9G.b 178 Bajo cgs?o, rapido, equipo | Gran cantidad de errores,
Torrent . facil de operar. lecturas cortas.
de hidrogeno.
Secuenciacion por _—
SOLID hibridacion y 35.75 160Gb. 0.01 Alta precision y alto Alto costo, lento, lecturas
ligacion. rendimiento. cortas.

(Metzker, 2010; Ambardar et al., 2016; Garrido et al., 2017; Song et al., 2018)
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2.2.5.3.4.2. Plataformas de tercera generacion

El avance en las tecnologias de secuenciacion dio como resultado nuevos secuenciadores.
Las mejoras consisten en: eliminar la necesidad del uso de programas bioinformaticos
para el ensamblaje y el sesgo de la PCR al momento de la deteccion e identificacion de

la base secuenciada.

La verdadera secuenciacion de una sola molécula (tSMS por sus siglas en inglés), el ADN
objetivo se le adiciona una cola poli adeninas (dA). La cola de poli A se emparejan con
millones de poli tiaminas (dT) -oligonucle6tidos anclados a un cubreobjetos de vidrio. La
secuencia de cada fragmento se determina agregando nucle6tidos con el mismo
fluoréforo de cianina Cy5. Cada union de nucledtidos se graba en imégenes con una
camara para obtener secuencias de 30 bases de largo para cada fragmento de cola poli
(dA) emparejado (Gupta 2008).

La secuenciacion de una sola molécula en tiempo real consiste en la fijacion de la
polimerasa (proveniente del bacteriéfago f29) en nano pozos de la guia de onda de modo
cero. El complejo formado por un ADN objetivo y un iniciador con fluoréforos (cada
base un color) se adiciona a cada pozo. Una camara de deteccién de fluorescencia de
longitud especifica en tiempo real registra la fluorescencia de cada nucle6tido unido
(Korlach et al., 2010).

La secuenciacion de una sola molécula por nanoporos lee la incorporacion de nucle6tidos,
a medida que la-secuencia de ADN pasa a través de un nanoporo proteicos incrustados en
una membrana polimérica.. Los poros tienen un didmetro interno de 1 nm, la conductancia
eléctrica del poro se altera y se registra dicha sefial (Garrido et al., 2017; Ambardar et al.,
2016; Gupta, 2008).

La secuenciacion de hibridacion y ligadura se basa en la construccion de la biblioteca
insertando cuatro adaptadores de aproximadamente 70 bases dentro del ADN objetivo a
intervalos regulares. Se conoce como tecnologia de ligacion combinatoria de la sonda de
anclaje y da como resultado una mayor longitud de lectura. La amplificacion clonal da
como resultado grupos de ADN denominados nano-esferas de ADN que se producen en
una sola reaccion. EI ADN amplificado clonalmente en nano-esferas promueve una mejor

secuenciacion superando las tres limitaciones de SOLID: longitud de lectura corta, error
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en la precision de la secuenciacion de base repetitiva y andlisis de secuencia (Next Gen
Seek 2012).

Las tecnologias anteriormente mencionadas fueron desarrolladas por diversas compafiias
(Cuadro 11), asi como las de segunda generacién de secuenciacion, la tercera generacion
presenta ventajas y desventajas que deben ser consideradas acorde a las necesidades.y

alcances de cada estudio.
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Cuadro 11 Comparacion entre las plataformas de tercera generacion de secuenciacion.

Plataformas de tercera generacion de secuenciacion

i N 0,
Plataforma Tlpo_de_ . Tamafio de Rendimiento % de Ventajas Desventajas
secuenciacion lectura errores
Heicos Ve_rda_tc,iera Alto rendimiento, alta Lectura corta, costo
. secuenciacion de una 25 35Gh. 0.5 -
Biosciences. . precision. elevado.
sola molecula.
Pacific Secuenciacion de Rapido. aran tamafio de Falta de programas
o una sola moléculaen | 10-40kb 2-20G.b 13-15 pido. 9 bioinformaticos para el
Biosciences. ) lectura. . i
tiempo real. analisis, poco preciso.
Oxford Nanopor Secuenciacion de ” - Equ[p_o,se un solg uso, la
: . Portatil, econdémico, poca | precision mas baja de las
Technologies una sola molécula 200kb 5Gb. 38.2
. mano de obra. plataformas de
(MinlON). por Nanoporos. .
secuenciacion.
o Alto costo, lectura corta en
Secuenciacion de L -
Complete A Supera las deficiencias de comparacion a las
. hibridacion y 70b 10Gb. 1 . ;
Gegnomics. ligadura su predecesor SOLID. plataformas de las misma

generacion.

(Gupta, 2008; Ambardar et al., 2016; Garrido et al., 2017).
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2.2.5.4. Herramientas bioinformaticas para el analisis de datos de secuenciacion

Los datos obtenidos a partir de la secuenciacion masiva en plataformas de segunda
generacion deben ser procesados por programas bioinformaticos. Esto consiste en la
limpieza, el ensamblaje y la identificacion de las secuencias obtenidas. A este proceso se

le conoce como andlisis bioinformatico.

La variedad de procesos bioinformaticos se muestra en la figura 8, los cuales se pueden
aplicar a los datos generados por la secuenciacion, la eleccién del camino a seguir
depende del tipo de estudio y si la secuenciacion fue de un genoma entero, un-gen o0 una
seccion de un gen como la region V3-V4 del gen ribosomal 16s.-En esta seccién se
abordaran algunos de los soportes informaticos de acceso libre mas usados para el analisis

metataxondmico de la microbiota.

‘—| Datos de secuenciacién de proxima peneracidn f—‘

Uso de gen marcador 16s tARN Bisqueda de todos los genes funcionales

; = Screening:
Cagsde Corte de Hes feplicarion: Remocion de
reglones cot I minacis /
b&_ I'; dl regiones de Elminacion de ilaianins
g « v . ]
aja calida baja calidad lecturas duplicadas ;
contaminantes

Binning: Formacon
| Ensamblaje . H
de grmipos

Die-noising: Eliminacidn de elementos
que causan “'ruide” o confusion en

procesos posteriores |
F . = y — = Identificacié
.’.gm};am]z t; ¥ "‘“"Fl“a%“:";c Prediceion Identificacit Agrupamiento Il] lp:)r N
recoleccitn de taxonomica de (ANA . ’ .
OTU's OTU s r nde genes opcional CRISPR

Andlisis estadisticos v
representacion grafiea

Asignacion funcional a los genes de
codificacidn de proteinas pronosticados

‘—b| Administracién de resultados para compartic )Q—‘

Figura 8. Diagrama de flujo de pasos de metagendmica bésica actualmente en practica.
(Madificado de Oulas et al., 2015).

2.2.5.4.1. Estudio metataxondémico

La microbiota es una parte del microbioma de un ecosistema especifico el cual puede ser
identificado por medio de la secuenciacion de una fraccion o todo el gene de la subunidad
pequefa del ribosoma 16s debido a que todas la bacterias y archaes lo presentan en su
genoma (Suérez, 2017) y para obtener la mayor eficiencia en el uso de plataformas de
secuenciacion de segunda generacion, se elige una seccién de dicho gen que contenga

una zona conservada y una zona variable (Song et al., 2018). De esta forma obtendremos
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un fragmento relativamente pequefio (400 a 500 pb en el caso de la region V3-V4) que
proporcionard suficiente informacion para la identificacion de los integrantes de cada
comunidad, pudiendo discernir entre estratos de dominio y phylum hasta nivel de género
y en algunos casos especie, asi como su abundancia (Deurenberg et al., 2016, Song et al.,
2018).

Las secuencias crudas son procesadas, esto incluye el control de calidad, la eliminacion
de secuencias quiméricas y posterior agrupamiento de las secuencias por caracteristicas
de similitud y solapamiento (clustering). Posteriormente, se procede a la-asignacion
taxondmica y el analisis estadistico para determinar las diferencias significativas
comparadas con la secuencia de referencia las cuales estan contenidas en bases de datos
como SILVA, Greengenes, Ribosomal Database Project, NCBI BLAST y Unite (Oulas
et al., 2015, Deurenberg et al., 2016, Song et al., 2018).

El procesamiento de estos datos se lleva a cabo por medio de distintas plataformas
informaticas y cada una tiene su compendio de programas para cada paso (Suarez, 2017),
a continuacion, se describira brevemente las plataformas méas usadas en los estudios

metataxondmicos.

2.2.5.4.1.1. Plataforma R stadistics (Rstudio vista moderna)

La plataforma R stadistics esta disponible como Software libre bajo los términos de la
Licencia publica general GNU de la Free Software Foundation en forma de codigo fuente.
Compila y se ejecuta en una amplia variedad de plataformas UNIX y sistemas similares
(incluidos FreeBSD y Linux), Windows y MacOS y posee varios lenguajes para
estadistica y graficos en sistemas computacionales, nace como un proyecto GNU que es
similaral lenguaje S que fue desarrollado en los Laboratorios Bell (anteriormente AT&T,
ahora Lucent Technologies) por John Chambers y sus colegas (The R Foundation 2019).
Se considera que R es un sistema estadistico, no obstante, es un entorno dentro del cual
se implementan técnicas estadisticas que se pueden extender facilmente a través de
paquetes (The R Foundation 2019).

La plataforma R proporciona una amplia variedad de técnicas estadisticas (modelos
lineales y no lineales, pruebas estadisticas clasicas, analisis de series de tiempo,
clasificacion, agrupamiento, etc.) y graficas, y es altamente extensible. Una de las

fortalezas de la palatforma R es la facilidad con la que se pueden producir trazados bien
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disefiados con calidad de publicacion, incluidos simbolos matematicos y formulas cuando
sea necesario. Se ha tenido mucho cuidado con los valores predeterminados para las
elecciones de disefio menores en graficos, pero el usuario conserva el control total (The
R Foundation 2019).

2.2.5.4.1.2. Plataforma Mothur

La plataforma Mothur fue iniciada por el Dr. Patrick Schloss y su equipo de desarrollo de
software en el Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Universidad de
Michigan.L. Los cuales buscaban desarrollar un solo software de cddigo abierto y
expansible para satisfacer las necesidades bioinformaticas de la comunidad de ecologia
microbiana. Esta plataforma es un compendio de diversas herramientas para el calculo y
analisis de secuencias genéticas (Schloss et al., 2009). Cada una de estas herramientas
hace uso de diversos algoritmos de forma libre en independiente y flexible. En febrero de
2009 se lanzd la primera version de Mothur, que-tenia versiones aceleradas de los
populares programas DOTUR y SONS. Desde entonces, se ha ido agregando
funcionalidad a partir de una serie de otras herramientas populares. Actualmente, Mothur
es la herramienta bioinformatica méas citada para analizar las secuencias del gen ribosomal
16s ya que puede procesar datos generados por las plataformas de secuenciacion Sanger,
PacBio, lonTorrent, 454 e Illumina (MiSeq / HiSeq) (Schloss 2017).

2.2.5.4.1.3. Plataforma Galaxy

Galaxy es un sistema de flujo de trabajo cientifico, que proporciona un medio para
construir analisis computacionales de varios pasos similares a una receta. Por lo general,
proporcionan una interfaz grafica de usuario para especificar qué datos operar, qué pasos
se deben tomar y en qué orden hacerlos. También es una plataforma de integracion de
datos para datos bioldgicos que admite cargas de datos desde la computadora del usuario,
por URL, y directamente desde muchos recursos en linea (como UCSC Genome Browser,
BioMart e InterMine); permitiendo la traduccion entre estos formatos. Proporciona una
interfaz web para muchas utilidades de manipulacion de texto, lo que da flexibilidad a los
investigadores de hacer su propio reformateo y manipulacion personalizados, sin tener
que hacer ninguna programacion. Muchos formatos de archivos bioldgicos incluyen datos
de intervalo gendmico (un marco de referencia, por ejemplo: hombre de cromosoma o

contig, y posiciones de inicio y parada), lo que permite que estos datos se integren.
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Galaxy se escribid originalmente para analisis de datos bioldgicos, particularmente
gendmica. El conjunto de herramientas disponibles se ha ampliado enormemente a lo
largo de los afios y ahora también se usa para la expresion génica, el ensamblaje del
genoma, la protedmica, la epigendmica, la transcriptomica y muchas otras disciplinas en
las ciencias de la vida. La plataforma es independiente del dominio y se puede aplicar en
teoria, a cualquier dominio cientifico (Galaxy Community Hub 2019).

2.2.5.4.1.4. Plataforma QIIME

La plataforma de percepciones cuantitativas de la ecologia microbiana (QIIME por sus
siglas en inglés) es una plataforma que sigue la construccion bioinformatica de tuberia
(pipeline) de codigo abierto capaz de realizar proceso y anélisis de datos crudos a partir
de la secuenciacion de ADN por plataformas de segunda 'y tercera generacion, esta
plataforma informatica esta disefiada para que el usuario pueda comparar y describir datos
de secuenciacion sin procesar a través de graficos y estadisticas de calidad de publicacion.
Esto incluye la eliminacion de errores por filtrado de calidad, seleccion de OTU,
asignacién taxondmica y reconstruccion filogenética, y analisis y visualizaciones de
diversidad. QIIME se ha aplicado a estudios basados en miles de millones de secuencias
de decenas de miles de muestras (Caporaso et al., 2010).

2.2.5.5. Diferencia entre plataformas bioinformaticas para el analisis de secuencias
genéticas.

El uso de las unidades taxondmicas funcionales (OTU por sus siglas en inglés) es la forma
mas comun para el estudio de la microbiota. No obstante, en afios recientes se han
detectado errores, ya que se basa en la agrupacion haciendo uso de algoritmos de tamafio
de secuencia o alineamiento por pares (Edgar 2010). La secuenciacion de un fragmento
de un gen que contenga una zona conservada y una hipervariable es solo el primer paso
de un estudio metataxonémico, el siguiente paso es la clasificacion y asignacion de
etiquetas de identificacion para el posterior calculo de abundancias y diversidades
mencionadas en secciones anteriores, para este proceso es indispensable el uso de
programas bioinformaticos que procesaran dicha informacion. Los programas son
variados y poseen caracteristicas de programacién unicas, sin embargo, es posible
separarlos en 2 grandes grupos: por agrupamiento o clustering y por asignacién

taxonomica primaria (Siegwald et al., 2017).
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Los programas mas comunes en estudios metataxonémicos que usan el método de
agrupamiento son Mothur, Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME),
Brazillian Microbiome Project (BMP) y MetaGenome Rapid Annotation Subsystem
Technology (MG-RAST), los cuales a grandes rasgos realizan la clasificacion en dos
pasos, el agrupamiento de las lecturas basados en sus similaridad y la asignacion
taxondmica usando lecturas referenciadas en bases de datos como SILVA y GreenGenes
las cuales son bases de uso libre (Trifi et al., 2019, Siegwald et al., 2017, Plummer et al.,
2015).

En el caso de los programas mas comunes que hacen uso de la asignacion taxondémica
primaria se encuentran, One Codex, Kraken y Classifier base on" Reduced K-mers
(CLARK), los cuales primero realizan una asignacion taxonémica usando disefiadas para
estos programas como MiniKraken, RefSeq 71 y OneCodex 28k (en el caso de la Gltima
es propiedad de la compafiia con el mismo nombre) y posteriormente crea grupos de

acuerdo a la etiqueta taxondmica da cada uno (Siegwald et al., 2017).

El método por agrupamiento permite tener varios conjuntos de lecturas que no se
encuentren en la base de referencia, sin.embrago, esta caracteristica podria juntar dos
géneros muy similares en uno sin hacer la discriminacion correcta. En el caso del método
por asignacion taxonomica, esto no ocurre, ya que si estas lecturas se encuentran en la
base de referencia se etiquetaran de manera distinta antes de ser agrupadas; pero, en el
caso de las lecturas que no se encuentren en dicha base, seran agrupadas todas como no

clasificadas sin hacer discriminacion por su similaridad (Siegwald et al., 2017).

Debido a‘la versatilidad que presentan, los métodos que usan el clustering son las mas
citados en estudios metataxonémicos, como es el caso de Mothur y QIIME. Sin embargo,
Mothur presenta un mayor numero de errores en comparacion de QIIME (8.5 a 9.1% mas)
(Siegwald et al., 2017), en el caso de la riqueza Mothur la sobreestima (Plummer et al.,
2015) en un 234% de incremento y QIIME en un 80%. No obstante, ninguno de los dos
afecta el estimador de diversidad de forma significativa (Siegwald et al., 2017).

En la plataforma Rstadistics se desarrolld de forma paralela un complemento que permite
reducir los errores que presentan los dos programas anteriores, el algoritmo divisivo
eliminador de ruido del amplicon 2 (DADAZ2 por sus siglas en inglés). Este algoritmo se

disefi6 originalmente para la plataforma Illumina en su version MiSeq, pero se puede usar
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a los amplicones del gen 16S rARN, aumentando un paso al analisis, la supresion/ de

replicacion de errores. Lo cual permite aumentar la precision de identificacion en el

analisis como se muestra en el Cuadro 12 (Callahan et al., 2016, Allali et al., 2017)

Cuadro 12. Comparacion de la precision de los cinco lenguajes mas usados en el analisis

metataxondmico.

Secuencias de salida

Lecturas

de One Secuencias
. Total | Referencia | Exacto Otras de
salida off .
(%) referencia
Balanceada | Forward | DADA2 99.2 93 59 33 1 0 57
UPARSE 99.1 81 48 29 2 2 53
MED 95.5 86 59 5 22 0 57
Mothur 96.3 249 44 25 15 | 165 49
QIIME 99.2 378 51 34 3 290 54
Fusion | DADA2 96.2 87 57 29 1 0 55
UPARSE 94.2 76 45 27 2 2 50
MED 91.1 64 56 6 2 0 54
Mothur 94.1 108 42 27 11 28 47
QIIME 94.1 170 45 28 4 93 50
HMP Forward | DADA2 95.1 151 23 112 8 8 21
UPARSE 96.7 161 20 123 10 8 21
MED 80.9 83 23 2 58 0 21
Mothur 95.4 849 20 177 47 | 605 21
QHME 97.4 1375 20 177 60 | 1118 21
Fusion | -DADA2 92.3 67 23 40 2 2 21
UPARSE 67.7 94 20 59 2 13 21
MED 64.8 32 23 3 6 0 21
Mothur 62.1 121 20 82 9 10 21
QIIME 67.6 290 20 71 8 191 21
Extrema’ | Forward | DADA?2 99.5 68 26 35 3 4 23
UPARSE 995 74 21 40 0 13 21
MED 86.4 95 16 0 79 0 13
Mothur - - - - - - -
QIIME 99.5 3237 20 44 73 | 3100 20
Fusion | DADA2 97.6 25 24 1 0 0 21
UPARSE 69.9 23 18 4 0 1 18
MED 67.6 32 17 0 15 0 14
Mothur 94.3 44 23 14 0 7 23
QIIME 69.9 36 19 8 1 8 19

Para esta comparacion se usaron 3 comunidades muestra: una balanceada con 57 bacterias

y archaea con identificacion equitativa, la comunidad del proyecto del microbioma
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humano (HMP por sus siglas en inglés) con 21 bacterias de identificacion equitativa y
una extrema con 27 bacterias que se diferencian entre si por un solo nucleétido y abarcan

las 5 clasificaciones taxondmicas (Callahan et al., 2016).

Lo anterior demuestra que el uso de DADA2 como algoritmo de identificacion y
construccion de OTU’s presenta una mayor precision en comparacion a los algoritmos
usados por los programas QIIME y Mothur. EI uso del algoritmo DADAZ2 junto con la
metodologia de asignacion taxonomica reduce al minimo el sesgo por error.y la falsa

identificacion de quimeras como grupos microbianos (Callahan et al., 2016).
QIIME2

La plataforma QIIME lanz6 una nueva interfaz. QIIME2 permite al usuario la
modificacion de algoritmos y protocolos preinstalados. ‘La flexibilidad de esta
actualizaciéon permite que tenga una mayor versatilidad, similar a la de R stadistic. No
obstante, R project lanzo6 una interfaz mas amigable para el usuario (R studio) permitiendo
al usuario realizar analisis sin la necesidad de realizar modificaciones exclusivamente en

comando de linea (Bolyen et al., 2019).
LEfSe (Andlisis lineal discriminatorio del efecto tamafio)

El analisis lineal de discriminacion de tamafio es una herramienta disefiada para la
comparacion de microbiomas de grandes dimensiones. La cual se basa en la clase a
analizar y la abundancia relativa. El método de comparacion de clases se basa en la
identificacion de marcadores que alcanzan el limite establecido por la abundancia sin
hacer diferencia entre maximas y minimas abundancias. Al aplicar el analisis
discriminatorio se agregan las variables algoritmicas del efecto en la variacién del tamafio
0 maximas u minimas abundancias (Segata et al., 2011). En este andlisis se usan los
indices: Kruskal-Wallis y Wilcoxon.

2.3. Sistema digestivo del conejo

2.3.1. Anatomia e histologia del tracto gastro intestinal del conejo

El conejo doméstico (Oryctoloagus cuniculus) es un mamifero herbivoro, originario del
continente europeo, donde se encuentra de forma libre y en granjas. El conejo es pequefio
y &gil, tiene una gran necesidad energética y proteinica, debido a un metabolismo muy

rapido y exigente. Posee un sistema digestivo Unico, similar a los rumiantes y los caballos
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en cuento a la fermentacion de carbohidratos estructurales de origen vegetal (Rees y Rees,
2003). Debido a su tamario, el conejo debe ingerir comida constantemente y eliminar
rapidamente carbohidratos de fermentacion lenta, al fraccionar el alimento digerido en
dos productos diferentes: el cecotrofo y las heces. Esto le permite eliminar la necesidad
de una amplia superficie de absorcion intestinal, ademas, la reingesta de los cecotrofos y
su posterior digestion en el intestino logran cubrir sus necesidades proteicas y energéticas
(Rees y Rees 2003; Brewer, 2006).

Anatdmicamente, el tracto gastro intestinal tiene una longitud entre 4.5 y 5 metros en un
conejo adulto y comienza con la cavidad oral, la cual es pequefia en proporcion con el
conejo, los labios estan separados (labio leporino) y tienen una serie de vellos con una
alta sensibilidad para detector el alimento, ya que debido a la posicion de sus ojos el
conejo no puede ver los objetos a corta distancia (Rees'y Rees 2003, Brewer, 2006), posee
3 incisivos (2 arriba uno abajo), sin caninos, 5 premolares (3 arriba y 2 abajo) y 6 molares
(3 arriba y 3 abajo), cabe destacar que los incisivos del conejo no dejan de crecer a lo
largo de su vida, por lo que es necesario el desgaste por roer. La lengua es larga, en
comparacion con el tamafio del conejo (Figura 9). Posee 4 pares de glandulas salivales,
parotida, submaxilar, sublingual y zigomatica. La parétida se localiza desde la base del
oido y termina por debajo de la mandibula, es la de mayor tamafio, su ducto recorre el
musculo masetero junto al nervio facial y desemboca en la boca opuesto al Gltimo molar.
La glandula submaxilar tiene forma de ovalo y se encuentra en el &ngulo de la mandibular.
La glandula salival mas pequefia del conejo es la sublingual, a diferencia de otras
especies. La glandula zigomatica se encuentra antero ventral de la orbita al angulo de la

Orbita ocular, debajo de la glandula lagrimal (Brewer, 2006).

El es6fago se encuentra caudal a la boca, el cual estd compuesto por tres laminas de
musculo estriado semi-voluntario y no presenta glandulas de moco. Este recorre desde la
cavidad oral hasta insertarse en el cardias (esfinter que regula la entrada de alimento al

estdbmago), que esta altamente desarrollado en el conejo (Brewer, 2006).
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Figura 9. Diagrama del sistema digestivo del conejo. (Modificado de Rees y Rees, 2003)

El estdbmago del conejo contiene el 15% del volumen total de tracto gastro intestinal (Rees
y Rees 2003; Johnson-Delaney, 2006; Brewer, 2006), en la raza Nueva Zelanda puede
contener hasta 90 g (Rees y Rees 2003). Hay tres zonas principales, la zona del cardias,
el fundus y la zona pilérica. La zona del cardias es amplia, de paredes delgadas que no
presenta tejido de secrecion y esta conformada por un epitelio estriado escamoso, la capa
muscular que se presenta en esta zona es una extension del eséfago (Rees y Rees 2003).
El fundus la zona de secrecién mas grande en el estomago del conejo, contiene fosas
gastricas de forma lineal conjugadas con células de secrecion parietal (Brewer 2006,
Johnson-Delaney 2006). La zona pilorica es la que presenta la mayor cantidad de musculo
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estriado y al igual que el cardias, el piloro se encuentra fuertemente desarrollado (Rees y
Rees 2003, Brewer, 2006).

El intestino delgado representa en el conejo el 12% del total de sistema digestivo, lo que
en otras especies puede llegar a ser hasta el 22%, por lo que se considera que el conejo
tiene un intestino delgado de longitud reducida (Rees y Rees 2003, Johnson-Delaney
2006, Brewer 2006). El duodeno hace un angulo agudo con relacién al piloro y se localiza
cerca del higado, tiene forma de bucle y rodea al pancreas, en el desembocan en la primera
seccion las enzimas hepéticas y en la Gltima seccidn las enzimas pancreaticas (Johnson-
Delaney 2006, Brewer 2006). Una particularidad de los conejos, caballos y ratones es la
presencia de células de produccion de moco y células de produccion serosa, localizadas
en el duodeno y el yeyuno (Brewer, 2006). Posteriormente, el yeyuno es la seccion mas
larga del intestino delgado y es menos vascularizada en comparacion con el duodeno.
Ademas, la capa de filamentos de absorcién es-menos prominente en comparacion de
otras especies (Brewer, 2006). En cuanto a la‘presencia de placas de Peyer, se observa un
aumento conforme se recorre hacia caudal, comenzando con un grosor de 3mm en la zona
de duodeno y yeyuno, aumentando al comienzo del ileon (Johnson-Delaney 2006,
Brewer, 2006). El ileon es la pendltima porcion del intestino delgado, la cual contiene
una cantidad importante de linfocitos agregados y desemboca en el sacculus rotundus
(dmpula ileal), el cual es un érgano unico en los conejos con una gran cantidad de
foliculos linfoides, convirtiéndolo en un 6rgano de importancia inmunitaria y dandoles
una apariencia de panal de abejas (Brewer, 2006). A partir de aqui, el flujo del contenido
intestinal es controlado por la valvula ileo-cecal, la cual conecta el ileon, el ciego vy el

colon,y.se encuentra en la ultima porcion del intestino delgado (Rees y Rees, 2003).

El intestino grueso se compone por dos érganos principales: el ciego y el colon. El ciego
es grande, representa hasta el 40% del total del volumen gastrointestinal y es el 6rgano
de fermentacion en los conejos (Rees y Rees 2003, Johnson-Delaney 2006, Brewer 2006).
Las paredes del ciego son delgadas y suaves, sin embargo su superficie de absorcién es
mayor a su tamaro relativo debido a su forma de espiral, esta caracteristica se ha descrito
también en tiburones y rayas (Brewer 2006). El ciego se divide en 3 secciones, la primera
es la base del ciego y va de la zona umbilical craneal y cruza a la derecha. La segunda es
el cuerpo del ciego y se dobla caudalmente situandose de forma paralela a la base del
cuerpo. (Rees y Rees 2003) y termina en el apéndice vermiforme, el cual es un saco sin
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salida de unas 12.7 cm de longitud, esta seccion presenta una gran cantidad de tejido
linfoide y células de secrecion (Figura 10) (Johnson-Delaney 2006, Brewer 2006).

Dhpoedant descendients

Coloan distal

Cnerpo del ciego

Apdidice vermifoime

Colon proximal

Base del cizgo

Sacculus rotendis
Figura 10. Diagrama del ciego del conejo (Rees y Rees, 2003).

El colon en conejos de raza Nueva Zelanda llega a medir 1 m de longitud, y se divide en
la primera seccion formada por 3 giros que se extienden hacia delante y 2 giros que se
extienden hacia atras, la caracteristica principal de esta seccion es que los 3 primero giros
presentan una formacion triplemente haustrada y posteriormente solo se observa una
formacion simple haustrada (Figura 10), esta caracteristica no se observa en carnivoros
(Brewer 2009), la segunda seccion lo forman el fusus coli, el colon descendente y el recto.
El fusus coli es un 6rgano Unico en los lagomorfos, y es el que regula la calidad de los
cecotrofos y las heces, mide entre 5 a 8cm contiene una capa de musculo en forma circular
engrosado y una capa de mucosa hasta 5 veces mas delgada en comparacion a la del colon
descendente (Brewer 2006). El aspecto del colon en los conejos es blanco, casi trasparente
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y con una vascularizacion baja, la capa muscular es mas gruesa en comparacion con los
humanos y la submucosa més delgada. El intestino grueso termina con el colon
descendente, y el recto, en el cual no se observan células de Goblet o de Paneth, se
observan criptas de Lieberkuhm pero a diferencia del humano, estas no estan agrupadas
(Rees y Rees 2003, Johnson-Delaney 2006, Brewer 2003).

Las glandulas accesorias del sistema digestivo del conejo son el higado, el cual es de
forma mas cilindrica y presenta 4 lobulaciones y el pancreas el cual es difuso e irregular,
localizado en el piso del peritoneo y se asocia al colon transversal, el estémago vy el
duodeno. Estas glandulas vierten sus productos en el duodeno, a diferencia de los
caballos, los conejos si presentan vesicular biliar y se localiza en la depresion caudal del

I6bulo derecho anterior (Brewer 2006).

2.3.2. Fisiologia del tracto gastrointestinal

Los conejos comen hasta 30 veces por dia, dividido en eventos de 4 a 6 min, ingiriendo
de 2 a 8 g por evento (Johnson-Delaney 2006). En la boca la masticacion del alimento
presenta tres tipos de movimiento, 1) el de corte, el cual lo realizan los dientes incisivos,
2) el de molido, el cual lo realizan los premolares y molares y se lleva a cabo de un solo
lado por tiempo, en este evento-la mandibula estd en constante movimiento, hasta 200
ciclos por minuto y reduce el alimento a pequefias particulas, y 3) la formacion del bolo
alimenticio y la deglucién el cual se lleva a cabo por los molares y la lengua (Rees y Rees
2003, Brewer, 2006). EI'Gnico momento en que el conejo no mastica es en la ingestion

de los cecotrofos que son deglutidos enteros (Brewer, 2006).

La digestion del alimento comienza por la accion de las enzimas de la saliva, la amilasa
y la-galactocidasa, en el caso de la lipasa en los conejos se encuentra en baja
concentracion, para mantener el pH la saliva del conejo contiene cantidades importantes

de potasio y bicarbonato (Rees y Rees, 2003).

El bolo alimenticio pasa por el eséfago y llega hasta el cardias, que permite el acceso al
estomago, donde se identifican tres procesos diferentes, diferenciados por el tipo de
alimento ingerido, ya sea, leche, alimento seco o los cecotrofos (Rees y Rees, 2003,
Johnson-Delaney 2006, Brewer, 2006). En el caso de la leche el pH estomacal es de 5-
6.5 y se forma un cuajo semi solido gracias a la accion de una enzima similar a la renina,

este cuajo permanece en el estomago 23.5 horas y la accion de los acidos grasos octanoico
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y decanoico, los cuales previenen la proliferacion bacteriana en esta etapa gracias a su
accion antimicrobiana (Rees y Rees, 2003). Durante los primeros 10 dias de vida los
gazapos dependen de la leche por complete, posteriormente a partir del dia 20 la ingesta
de material solido compone la mayor parte de la dieta y comienza la formacion e ingesta
de cecotrofos y en el dia 30 la ingesta de leche es minima y la cecotrofia esta totalmente
establecida. Cuando empieza la ingesta de alimento solido el pH desciende a 1-2 y se
mantiene asi durante la ingesta, también, se secreta gran cantidad de agua,-el alimento
permanece en el estdmago de 3 a 6 horas y comienza la digestion de las proteinas gracias
a la pepsina activada por el &cido clorhidrico; en este punto la produccion de los &cidos
octanoico y decanoico descienden (Rees y Rees, 2003, Brewer, 2006). En el caso de los
cecotrofos estos son tomados y deglutidos sin masticar directamente del ano, estos estan
protegidos de la accion de los acidos octanoico y decanoico por la capa de mucina que
los recubre, esto aunado a la produccion de lactato, aumenta el pH a 3 y aumenta el tiempo
de permanencia de los cecotrofos en el estomago entre 6 y 8 horas (Rees y Rees, 2003).
La cantidad de alimento consumido por el conejo es ampliamente mayor en relacion con
su tamafio que en otras especies; sin embargo, esto se compensa con el poco tiempo de
permanencia en el tracto gastro intestinal que es de 17.1 horas en comparacion con los
bovinos en el cual su tiempo es de 68.8 horas (Johnson-Delaney, 2006).

Por la accion del piloro y la zona pilorica el quimo desemboca en el intestino delgado,
este es estimulado por la motilina la cual es producida por los enterocromatocitos y su
produccion es estimulada por la grasa e inhibida por la presencia de carbohidratos. En el
intestino se digieren y absorben la mayor cantidad de nutrientes, esto gracias a la accién
de enzimas como la amilasa, quimo tripsina, lipasa y los acidos biliares, dichas enzimas
desdoblan'y fragmentan los nutrientes en moléculas de fécil absorcién (Johnson-Delaney,
2006). En el caso de la lisozima, esta también se encuentra en los cecotrofos, y es
integrada en su formacion (Brewer, 2006). Para elevar el pH del quimo proveniente del
estdmago, se vierten iones de bicarbonato en el duodeno proximal, el cual es reabsorbido
en el yeyuno (Rees y Rees, 2003, Johnson-Delaney, 2006). El transito en el intestino
delgado es de 10 a 20 min en el yeyuno y de 30 a 60 min en el ileon (Johnson-Delaney,
2006). En el conejo se identifican dos movimientos intestinales, la contraccion de baja
intensidad que aumenta inversamente proporcional a la distencion intestinal y las

contracciones peristélticas, las cuales no estan reguladas por el contenido intestinal
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(Brewer, 2006). Estos movimientos trasportan el quimo a lo largo del intestino delgado
hasta llegar al ampula ileal, y posteriormente son separados por la valvula cecal,
dependiendo del tamafio de particular, es decir, las particulas méas grandes como la fibra
cruda de lenta fermentacion son dirigidas hacia el colon, las particulas pequefias se dirigen

al ciego (Brewer, 2006).

El ciego provee las condiciones idoneas para la fermentacion de carbohidratos,
clasificandolo como un ecosistema abierto y continuo, debido a que tiene una microbiota
autoctona, una entrada de nutrientes provenientes de la dieta y una salida de cecotrofos,
los cuales contienen nutrientes y comunidades microbianas que seran reingeridas (Franz
et al., 2011), donde la microbiota puede desarrollarse y mantenerse en un medio;
permitiendo asi una entrada y salida continua de sustratos 'y de microorganismos. El
aporte constante de sustratos permite a las comunidades microbianas desarrollarse,
replicarse y mantenerse en ecosistema en el que-habita (Vantus et al., 2014) ; aunado a
esto la motilidad y selectividad de la valvula ileo-cecal intervienen en el tiempo de
retencion, ya que los procesos fermentativos requieren de un tiempo determinado para
poder llevarse a cabo, esto se ve afectado por la relacion de la fraccion fibrosa (celulosa
y hemicelulosa). Ademas, en el conejo el tamafio de particula afecta el tiempo de
retencion, siendo de 8 a 10 horas con particulas mayores a 1mm y de 14 a 42 horas para
particulas mas pequefias (Franz et al., 2011). La presencia de un medio acuoso es
necesario para las reacciones bioquimicas debido a que gran parte de las enzimas
microbianas son extracelulares (Simpson y Campbell, 2015) y acttan en el liquido cecal,
manteniendo unaanaerobiosis relativa, es decir, el oxigeno liberado es metabolizado por
las archeas (Zhu et al., 2015; Michelland et al., 2010) . Por lo que altas concentraciones
de oxigeno originan CO2 y H20 (Krehbiel et al., 2003).

Los productos del ciego son los acidos grasos volatiles (AGV) y los cecotrofos, estos
Gltimos se dirigen hacia el fusus coli, donde son almacenados hasta su liberacion, la cual
ocurre una vez cada 23-24 h, esto los hacen posible los movimientos peristélticos y anti-
peristalticos, del colon triplemente haustrado y el haustrado simple (Rees y Rees., 2003,
Brewer, 2006). El contenido que no es dirigido al ciego, continua su paso por el colon de
forma muy similar a los demas mamiferos herbivoros, dicho material forma las heces
(Johnson-Delaney, 2006).
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2.3.3. Cecotrofia

2.3.3.1. Definicion e importancia de la cecotrofia

El conejo es un herbivoro y cuenta con el ciego, cdmara de fermentacion, que contiene
comunidades microbianas que fermentan carbohidratos estructurales de origen vegetal,
proveyéndole de nutrientes necesarios para su desarrollo y salud; no obstante, cuenta con
una estrategia “la cecotrofia”, para aprovechar al maximo los productos de la
fermentacion (AGV y proteina de origen microbiano principalmente). La cual presentan

todos los miembros del orden Lagomorpha (Romero, 2008).

La cecotrofia es la ingesta de cecotrofos tomados directamente del ano.-Un cecotrofo es
un conglomerado de fibra parcialmente fermentada en el ciego, microorganismos,
vitaminas y minerales. Los cecotrofos se forman en el intestino grueso y se recubren de

moco en el recto (Rees y Rees, 2003, Brewer, 2006).

Esta estrategia no solo le permite reciclar nitrégeno en forma de proteina microbiana, y
obtener AGV, los cuales se producen dentro-de los cecotrofos y son asimilados en el

intestino grueso (Bellier et al., 1995).

La mayor cantidad de materia seca en-la dieta del conejo se compone de carbohidratos
estructurales de origen vegetal, gue requieren de la accién de enzimas de la microbiota
para la degradacion. No obstante, debido a su tamafio y al acelerado transito de su sistema
gastro intestinal, la fermentacién de los elementos como la celulosa es muy pobre
(Gidenne et al., 2002).

Aunado a esto, como en otras especies como los rumiantes, gran cantidad del aporte
vitaminico del conejo es ofrecido por los microorganismos fermentadores del ciego, pero
como Se ha mencionado, el transito rapido no permite la digestion y absorcion de dichos
elementos en la primera digestion (De Blas et al., 2002).

En el caso de los conejos jovenes la cecotrofia es de suma importancia debido a la
maduracion de su microbiota gastro intestinal y al bajo consumo de materia seca que
tienen en las dos ultimas semanas de la lactancia (Jacquier et al., 2014). En el primer caso,
la sucesion primaria de la microbiota del intestino delgado y grueso, esta reforzada por la
ingesta de los cecotrofos maternos, por lo que el proceso de cecotrofia debe ser correcto

en la coneja lactante para proveer al gazapo de una microbiota funcional (Cafia-Rodriguez
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y Williams 1996, Combes et al., 2014), y esto es posible por la proteccion de mucinas
que recubren al cecotrofo excretado por el conejo, lo cual permite que las comunidades
estén protegidas de la accion antimicrobiana de diversos acidos grasos como: hexanoico,
octanoico, nonanoico, decanoico, undecanoico y dodecanoico denominados como el
aceite del estdbmago del conejo” el cual se encuentra en la leche materna, asi como de la
accion de las enzimas digestivas del tracto gastrointestinal (Cafia-Rodriguez y Williams.,
1966).

En conejos adultos, la cecotrofia se lleva una vez cada 23.5 h aproximadamente, pero en
los conejos jovenes, los cuales recién comienzan la produccion de cecotrofos tienen un
relativamente bajo consumo de materia seca y en ellos se identifica un-segundo evento de
cecotrofia. Lo que provee al conejo de una mayor cantidad de materia seca en la etapa de

cambio de tipo de alimentacion (Bellier et al., 1995).

2.3.3.2. Diferencias entre cecotrofos y heces

Distintas especies animales practican la coprofagia para poder obtener proteina de origen
microbiano y minerales. No obstante, en el caso de los lagomorfos la produccién de
cecotrofos tiene un proceso muy diferente a la produccién de heces. Anatémica y
fisiolégicamente la cecotrofia se separa de manera abismal de la coprofagia (Romero
2008, Litterio y Aguilar, 2017). En el Cuadro 13 se muestra la comparacion nutricional

de cecotrofos y heces.

Los nucleos de fermentacion microbiana conocidos como cecotrofos se producen en el
ciego, los cuales contienen una importante cantidad de nutrientes (en promedio: 29.5%
de materia seca, 29.5% de proteina cruda, 2.4% de extracto etéreo, 22% de fibra cruda y
10.8% de cenizas), asi como vitamina C y vitaminas del complejo B (Cubas et al., 2013),
ademas el cecotrofo aporta 83% mas niacina, 100% mas riboflavina, 165% mas acido
pantoténico, 42% mas cianocobalamina y 100% mas de proteina que las heces (Brewer,
2006). Los cecotrofos fisicamente ofrecen el aspecto de bolas himedas mas claras, en
forma de racimos y con un olor caracteristico, distinto al de las heces (Carabario et al.,
2008, Abecia et al., 2005, Herrera y Pérez 2007).

En el caso de las heces, su aspecto es mas grande rugoso y seco, no se encuentran en
racimos y su textura es dura y seca en comparacion de un cecotrofo (Figura 11). La

cantidad de cecotrofos producidos diariamente aportan al conejo el 15% de la ingestion

76



total de materia seca y el 23 % del total ingerido de sustancias nitrogenadas, asi como
entre el 13-23 % de aminodcidos (lisina, metionina, tirosina, treonina y triptéfano) y hasta
un 30% de EM para el conejo (Combes et al., 2014, Rodriguez-Romero et al., 2012). En

el cuadro 13 se exponen las diferencias entre las heces y los cecotrofos en los conejos.

Cuadro 13. Valores nutricionales de cecotrofos y heces de conejo.

Cecotrofos Heces

Nutrientes (%) Promedio Rango Promedio Rango
Materia seca 29.5 38-16 58.3 47-70

Proteina cruda 29.5 19-39 13.1 4-25
Extracto etéreo 2.4 0.5-5 2.6 0.1-5.3
Fibra cruda 22 10-34 37.8 15-60
Cenizas 10.8 3-18 8.9 0.5-18
Nitrégerlo ne 35.1 25-45 37.7 30-46

proteico

(Modificado de Gecele,1986)

Figura 11. Cecotrofos y heces de conejo. Las heces se muestran a los extremos y los
cecotrofos al centro. Las heces tienen un aspecto rugoso, seco y mas grande, su expulsién
es individual. Los cecotrofos presentan un aspecto suave hdmedo (debido al
recubrimiento de mucina) y de menor tamafio en relacién con las heces (Foto: Xiao-Haitzi

D. Puon Peléez).
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2.3.3.3. Formacion del cecotrofo

En condiciones naturales, los conejos realizan la cecotrofia siguiendo un ritmo circadiano,
es decir, esta asociada con las horas de luz, los cecotrofos son expulsados por el conejo
en las primeras horas de luz y la expulsion de las heces se da entorno de la tarde y noche,
a la caida del sol. Durante la cecotrofia no hay expulsién de heces con una reducida
ingesta de alimento, esto es contrario cuando la cecotrofia termina (Romero, 2008).

La produccion de cecotrofos se lleva a cabo en el ciego y el colon proximal, cabe destacar
que la valvula ileo—ceco-colica, tiene un papel determinante en la separacion de las
particulas del alimento y la direccidn que estas tomaran. Esto se debe-a que las particulas
con un tamario entre 0.3 y 0.5 mm y la fraccion acuosa se dirigen hacia el ciego, mientras
que las particulas méas grandes (> 0.6mm) se dirigen hacia el colon, donde continGan su
digestion hasta la formacion de las heces (De Blas et-al., 2002, Johnson-Delaney, 2006,
Romero, 2008). Aunado al tamafio de particula y la selectividad de la valvula ileo ceco
colica, la formacidn de los cecotrofos es posible por los movimientos peristalticos y anti-
peristalticos del colon proximal, esto se debe a la presencia de las secciones triplemente-
haustrada y la simple-haustrada (ver en seccién 2.1.1). Las cuales permiten estos dos
movimientos de forma natural, la motilidad del colon estd controlada por el sistema
nervioso central y por la aldosterona, lo que indica que la liberacién de adrenalina tiene

un efecto inhibidor en este proceso (Litterio y Aguilar, 2017).

El proceso de formacién del cecotrofo, requiere primero de la digestion fermentativa de
los carbohidratos estructurales de origen vegetal, la cual se lleva en el ciego y colon
proximal, en esta etapa, la motilidad de estas secciones es alta, y se lleva a cabo durante
la ingestion de alimento y expulsion de heces. Al finalizar este proceso, dicha, motilidad
disminuye y el material que proviene del ciego pasa por el colon proximal y se va
depositando en el Fusus coli, donde se da la forma de uva, se recubre de mucina (lo que
lo protege del medio exterior y mantiene un pH entre 6-6.5 al interior) y se acomoda en
forma de racimos (Rees y Rees 2003). Cuando este proceso concluye los cecotrofos son
expulsados por el ano y tomados directamente por la boca del conejo (Romero, 2008).

2.3.3.4. La influencia de la dieta en la cecotrofia
El ritmo de produccion de los cecotrofos puede ser influenciado por diferentes factores

tales como: tiempo de ingestion, naturaleza del alimento, fotoperiodos, perfil microbiano
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y estrés (Xiao et al., 2015). La dieta es un factor de suma importancia para la nutricion y
salud del conejo, asi como, para su funcion zootécnica de produccion de carne, esto Gltimo
puede contrastar con la salud y el bienestar del conejo, debido a la busqueda de un mayor

crecimiento a un menor costo (Combes et al., 2013).

El tiempo que pasan los sustratos en el ciego es de 10 a 12 h y la fermentacion de los
carbohidratos estructurales de origen vegetal es mas efectiva sobre hemicelulosa y
pectinas en comparacion con la celulosa (Franz et al., 2011). Diversos estudios han
probado diversas fuentes de nutrientes para encontrar la dieta “ideal” que tenga un mejor
rendimiento productivo, no cause dafio a la salud del conejo y tenga un costo menor para
el productor (Liangzhan et al., 2016, Gidenne et al., 2012, Strychalski et al., 2014,
Gbmez-Conde et al., 2007, De Blas et al., 2007), donde se han evaluado distintas dietas
con diversas fuentes de fibra (alfalfa, pulpa de remolacha, cascarilla de avena entre otras)
sin afectar la fermentacién, no asi, la concentracion de la fibra y la relacién celulosa-
hemicelulosa, las cuales afectan la produccion de AGV, y el perfil microbiano del ciego,
alterando el tiempo de retencion de la ingesta y el consumo de fibra (Franz et al., 2011).
El fotoperiodo afecta el comportamiento, alterando la relacion tiempo de cecotrofia:
tiempo de alimentacion, lo que afecta el trafico gastro-intestinal y la fermentacion
(McNitt et al., 2013 De Blas., 2007). No obstante, la cantidad de cecotrofos no varia (30
g/dia), pero si en su composicién (Gidenne et al., 2012, Combes et al., 2017). El perfil
microbiano del cecotrofo se puede ver alterado por diversas condiciones como: las
patologias digestivas como la enteropatia epizo6tica del conejo, en la cual el crecimiento
de Clostidium spp. se incrementa causando la disminucién o ausencia de la cecotrofia (De
Blas et al., 2007, Romero 2008, Bauerl et al., 2014). Factores estresantes pueden causar
desde una baja en el consumo de alimento hasta la interrupcion del consumo de los
cecotrofos y afectar la produccién debido al efecto antagonista que tiene la adrenalina
sobre la aldosterona y las prostaglandinas (De Blas et al., 2007, Combes et al., 2017,
Litterio y Aguilar, 2017).

En el caso del alimento, se ha relacionado que dietas con bajo contenido de fibra producen
que la cecotrofia sea reducida, debido a una baja motilidad intestinal y un mayor tiempo
de retencién cecal. Estos aspectos estdn muy relacionados con perturbaciones como
diarrea e impactacion cecal (Combes et al., 2014, Hernandez y Cobos, 2001). Existe un

cambio en el consumo de los cecotrofos de acuerdo con la edad, los animales adultos
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ingieren mas cecotrofos durante la noche y los jovenes hacen una distribucion regular
durante el dia. Los procesos fisiologicos como la lactancia también pueden alterar el

consumo de cecotrofos (Herrera y Pérez 2007, McNitt et al., 2013).

2.3.4. Microbiota gastrointestinal del conejo

Existe una relacién entre la microbiota y el conejo, la cual define el ecosistema del tracto
gastro intestinal, donde, el sistema digestivo del conejo confiere un sitio. para el
establecimiento de la microbiota asi como, las condiciones ambientales y los nutrientes
necesarios para su desarrollo (Herrera y Pérez, 2007; Gasmi et al., 2013) ,ya que la
microbiota aprovecha sustratos como los carbohidratos estructurales,al hidrolizéarlos con
enzimas bacterianas, accion imposible para las enzimas digestivas del conejo. Las
actividades metabdlicas de la microbiota dependen de la naturaleza de los sustratos
entrantes (Vantus et al., 2014) y del perfil bacteriano cambia conforme la edad y el tipo
de alimento consumido hasta llegar a un estadio maduro (Combes et al., 2014).

2.3.4.1. Establecimiento y composicion de la microbiota en el tracto digestivo del conejo
La microbiota habita en las diferentes porciones del tracto gastrointestinal del conejo.
Combes et al., (2013), demostraron que existe microbiota en el estdmago (10%-108 UFC/g
en la edad adulta), intestino delgado (108 a 10° UFC/g en la edad adulta), ciego y colon
(10'° a 10 UFC/g en la edad adulta). Sin embargo, donde existe mayor abundancia es
en ciego y colon. La microbiota del ciego del conejo esta compuesta principalmente por
bacterias, archeas y levaduras comensales. Se estima que hay 102 UFC/g de bacterias,
mientras que la de archaeas son 10’ UFC/g de contenido (Combes et al., 2013) . En cuanto
a los eucaria, en el conejo se creia que carecia de hongos anaerobios y levadura en el
ciego; sin embargo, se han reportado levaduras comensales, 10° UFC/g. (Kimsé et al.,
2012)..

La diversidad taxondmica del ecosistema digestivo del conejo se estudié primero por su
capacidad para crecer en sustratos definidos y demostro que el conejo adulto alberga 107
y 10% UFC/g de bacterias celuloliticas y que las poblaciones de bacterias pectinoliticas y

xilanoliticas son entre 10° y 10'° UFC/g en el colon y ciego(Adjiri et al., 1992).

Las especies cultivables identificadas con mayor frecuencia son Eubacterium
cellulosolvens (bacteria celulolitica) y Bacteroides ruminicola (bacteria pectinolitica y

xilanolitica) (Lebas et al., 1996). Adicionalmente se ha reportado bacterias celuloliticas

80



Ruminococcus albus, R. flavefaciens, Fibrobacter. succinogenes y F. intestinalis, las
cuales representan <7% de las bacterias totales, con un predominio de R. flavefaciens y
R. albus, (Monteils et al., 2008). Sin embargo, se ha reportado la ausencia o la baja
concentracion de Lactobacillus, Streptococcus y Escherichia coli y un predominio de
Bacteroides (Combes et al., 2013). Entre los géneros bacterianos mas comunmente
identificados se encuentran E. coli y Clostridium spp.; por lo que cabe mencionar que las
dos bacterias poseen un potencial patdgeno y se asocian con frecuencia en problemas

diarreicos en conejos (Garrido et al., 2006) .

En estudios donde se us6 secuenciacion masiva de nueva generacién se muestra el
phylum Firmicutes, mas abundante en: 45.5% en el estomago y 55.2% en el yeyuno. En
el ciego el valor fue de 40.3%, que era aproximadamente igual que la abundancia de los
Bacteroidetes con una relacion Bacteroides o Firmicutes (51% Bacteroidetes y 45%
Firmicutes); los Bacteroidetes se encontraron en todo el tracto digestivo y constituyeron
20-30% del namero total de secuencias detectadas en el estdmago, el yeyuno, el colon
proximal, el colon distal y el recto (Combes et al.,, 2013; Crowley et al., 2017),
presentando aproximadamente el doble de abundantes que los Firmicutes a los 14 dias de
edad. Paulatinamente los Firmicutes aumentaron su abundancia hasta representar mas del
90% de la poblacion a los 80 dias de edad, tal vez por mayor contenido de fibra de la dieta
(Crowley et al., 2017). En cambio, Béuerl et al., (2014), reportan que el 78.25% de los
phyla bacterianos en el ciego de conejos son Firmicutes, el 15.75% son Bacteroides,
2.40% son Verrucomicrobia y el 2.39% son Tenericutes.

Respecto ala microbiota al nacimiento, se ha observado que en animales axénicos, se
produce no habra colonizacion microbiana, y un conejo sin microbiota no puede
sobrevivir por mucho tiempo (Vantus et al., 2014). Ademas, la composicién de la
microbiota de conejos criados en un sistema libre de patdgenos (SPF, Specific Pathogen
Free) difiere de los criados en un sistema convencional y la densidad de poblacion
fibrolitica es mayor en comparacion con conejos SPF (Abecia et al., 2007b). La meta-
comunidad del medio ambiente inmediato sirve de reservorio para la colonizacion del
tracto digestivo de conejos jovenes (Abecia et al., 2007a). Dicha colonizacién masiva del
recién nacido se produce al nacer después de la exposicién a la microbiota vaginal, fecal,
y cutanea (Abecia et al., 2007a). Especies anaerobias facultativas como Escherichia coli,
Staphylococcus spp. y Streptococcus spp. colonizan el tracto gastrointestinal del recién
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nacido, y producen entornos anaerobicos en los primeros dias de vida que permiten a los
microorganismos anaerobios estrictos como Bacteroides y Bifidobacterium spp. Colonzar
el tracto(Mueller et al., 2015).

Abecia et al. (2007b), demostraron que la prevencién de la ingestion de heces maternas
por los gazapos retrasé la implantacion de Bacteroides en comparacion con los gazapos
que tuvieron acceso a las heces de la madre en el nido, asi como la influencia de la
microbiota cecal de la madre lactante, en lugar de la madre bioldgica en la composicion
inicial de la microbiota cecal del gazapo. Adicionalmente, los analisis-de DDGE
mostraron que, a los 26 dias de edad, la composicién de la microbiota de los gazapos
criados junto a la madre tiene mayor similitud entre individuos que con los miembros de
las misma camada que fueron separados de la madre (Abecia et al., 2007b). Después del
nacimiento, la leche materna promueve la colonizacién del intestino y la maduracion de
la microbiota, también contiene microorganismos que varian desde el tiempo de calostro
a la lactancia tardia (Mueller et al., 2015; Praveen et al., 2015). La microbiota de la leche
materna estd dominada por algunos géneros Staphylococcus, Streptococcus, Serratia,
Pseudomonas, Corynebacterium, Ralstonia, Propionibacterium, Sphingomonas y
Bradyrhizobiaceae (Praveen et al., 2015). Sin embargo, las poblaciones de la microbiota
intestinal son dinamicas como lo reporta Combes et al., (2014), quienes compararon la
concentracion de phyla bacterianos (Bacteroides, Firmicutes, Actinobacteria vy
Proteobacteria) en el ciego de conejos (Cuadro 14) a diferentes edades (14, 35, 49 y 80
dias), y reportan que-a los 14 dias hay una mayor cantidad de Bacteroides (63.35%) y
menor de Firmicutes (29.04%) y posteriormente a los 80 dias la concentracion de

Bacteroides descendid (6.68%) y la de Firmicutes aumento (91.97%).

Cuadro 14. Cambio en la concentracion de diferentes phyla bacterianos en conejos de

diferentes edades en dias (d).

Phyla bacteriano | 14 d de edad | 35 d de edad | 49 d de edad | 80 d de edad
Bacteroides 63.35% 32.93% 9.09% 6.68%
Firmicutes 29.04% 65.26% 87.69% 91.97%

Actinobacteria 0.69% 0.45% 1.52% 0.75%
Proteobacteria 6.91% 1.34% 1.70% 0.60%

(Modificado de Combes et al., 2014).




2.3.4.2. Microbiota y metabolismo del ciego

2.3.4.2.1. La microbiota cecal

En el ciego ocurre la digestion fermentativa con la ayuda de los microorganismos que
habitan en el tracto gastro-intestinal del conejo, en un estudio se demostro que existe una
poblacion microbiana en el estomago (10*-10° UFC/g en la edad adulta) e intestino
delgado (108 a 10° UFC/g en la edad adulta), sin embargo, la mayor abundancia se
encuentra en ciego colon (10'° a 10*2 UFC/g) (Combes et al., 2013). Por-lo tanto, el
alimento que no fue degradado, asi como los carbohidratos estructurales son utilizados
principalmente por la microbiota cecal como sustrato metabolizdndolos en &cidos grasos
volatiles (AGV) los cuales son absorbidos por el epitelio cecal y utilizados en el higado
como fuente de energia (Oso et al., 2013). La produccion de AGV puede cubrir del 30%
al 50% de las necesidades energéticas de mantenimiento de los conejos adultos (Combes
etal., 2013).

La poblacion de microorganismos se estima que 10'?> UFC/g son bacterias, mientras que
las archaeas se estiman en 10’ UFC/g de contenido (Combes et al., 2013). En cuanto a los
eucaria, se creia que el conejo carecia de hongos anaerobios y levaduras en el ciego, sin
embargo, en un estudio (Kimse et al., 2012) se reportaron levaduras comensales (10°
UFC/g). Los protozoos son ausentes del ecosistema cecal, con la excepcién en conejos

positivos a coccidias (Combes et al., 2013).

La diversidad taxondmica del ecosistema digestivo del conejo se estudié primero por su
capacidad para crecer en sustratos definidos y demostro que el conejo adulto alberga entre
107 y 108 CFU/qg de bacterias celuloliticas y que las poblaciones de bacterias pectinoliticas
y xilanoliticas son entre 10° y 10'° UFC/g en el colon y ciego (Rodriguez-Romero et al.,
2012). Las especies cultivables identificadas con mayor frecuencia fueron Eubacterium
cellulosolvens (bacteria celulolitica) y Bacteroides ruminicola (bacteria pectinolitica y

xilanolitica) (Vantus et al., 2014).

En otro estudio, la fraccién cultivable de la microbiota del tracto gastrointestinal de
conejos adultos sanos, se caracterizO por la ausencia o la baja concentracion de
Lactobacillus, Streptococcus y Escherichia coli y un predominio de Bacteroides (Combes
etal., 2013).
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2.3.4.2.2. Relacién de la microbiota cecal con la nutricion y el sistema inmune del conejo
La microbiota metaboliza los carbohidratos que no fueron absorbidos por el huésped, la
fragmentacion de estos polisacaridos, se lleva a cabo por accion de enzimas [3-
glicosidasas, que rompen los enlaces de la hemicelulosa y celulosa resultando en glucosa,
fructosa, celobiosa, xilosa (Rowland et al., 2017), estos carbohidratos ingresan al
microorganismo y siguen una de dos rutas segun su estructura (glucolisis o ruta de las
pentosas), donde se produce fosfo-enol-piruvato, precursor del piruvato, el cual se puede
transformar en succinato, acetil CoA, y lactato. El succinato se convierte en propionato y

acetil CoA que es precursor del acetato y el butirato (Strychalski et al., 2014).

Ademas de su funcién de barrera, la microbiota participa en el desarrollo de 6rganos y
células del sistema inmune, la diversificacion de anticuerpos y los mecanismos de
tolerancia digestiva (Valdivia et al., 2007). Algunos estudios (Carabafio et al., 2008;
Combes et al., 2011; Bdauerl et al., 2014) han encontrado un desarrollo anormal de la

GALT y una reduccion en el namero de linfocitos en animales libres de bacterias.

El sistema inmune intestinal del conejo (GALT tejido linfoide asociado al tracto gastro-
intestinal) contiene mas células inmunes que en el resto del cuerpo, casi el 70% y esta
organizado en foliculos linfoides llamados placas de Peyer y células aisladas dispersas en
la lamina propia y el epitelio de las vellosidades (Valdivia et al., 2007; Schnupf y
Sansonetti, 2012). Esta principalmente ubicado en el intestino delgado y colon, como en
la mayoria de los mamiferos, pero presenta dos estructuras adicionales, el saco rotundus
que se encuentra en la union ileo-cecal y el apéndice vermiforme, situado en el extremo
del ciego (McNitt et al., 2013).

El area folicular del apéndice vermiforme incrementa su tamafio entre la 3° y la 6° semana
de la vida, y mantiene la misma importancia relativa hasta la etapa adulta. El area de
proliferacion de los foliculos también alcanza un maximo a las seis semanas (Abecia et
al., 2007a; Valdivia et al., 2007; Rodriguez-Romero et al., 2012). Cabe mencionar que en
el ileon se encuentra una gran concentracion de tejido linfoide, que reconoce patdgenos

en el quimo menos acuoso (Dominguez et al., 2008).

El desarrollo del sistema inmune en el conejo y especialmente de las células B, se puede
dividir en tres etapas. La primer etapa, fetal y neonatal, consiste en una linfopoyesis que

creara el repertorio de linfocitos neonatal y se llevara a cabo en el higado y la médula
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principalmente y depende de factores genéticos y la transferencia placentaria durante la
gestacion (Valdivia et al., 2007; Carabafio et al., 2008). La segunda etapa consiste en la
creacion de un repertorio primario de anticuerpos entre las semanas 3 y 8 de la vida por
la proliferacion y diversificacion de los linfocitos y el GALT (Valdivia et al., 2007). La
ultima etapa corresponde a la formacién de un segundo repertorio de anticuerpos en los
adultos, el cual sera centrado principalmente en la proliferacion de las células B en los

organos linfaticos secundarios (Carabafio et al., 2008).

2.3.4.2.3. Metabolismo

El conejo como todos los herbivoros, depende de una relacion simbidtica para su nutricion
y salud (Abecia et al., 2007a, Combes et al., 2011, Vantus et al., 2014). En el ciego, dicha
relacién es de suma importancia, ya que la microbiota ‘metaboliza los carbohidratos
estructurales de origen vegetal incluidos en la dieta, gracias a la accion de enzimas
microbianas como la Bamilasa, que desdobla los enlaces 1-4 beta amilasa (Combes et al.,
2011). Por lo tanto, el alimento que no fue degradado, asi como los carbohidratos
estructurales son utilizados principalmente por la microbiota cecal como sustrato,
metabolizandose en &cidos grasos volatiles (AGV). Los cuales son absorbidos por el
epitelio cecal y utilizados en el higado como fuente de energia. La produccion de AGV
puede cubrir del 30% a 50% de las necesidades energéticas de mantenimiento de conejos
adultos (Combes et al., 2013).

Diferentes estudios (Strychalski et al. 2014; Jacquier et al. 2014; Mista et al. 2015; Xiao
et al., 2015) han evaluado la relacion de los carbohidratos de la dieta del conejo con la

produccién-de metabolitos por la microbiota presente en el tracto gastro-intestinal.

Strychalski et al. (2014) (evaluaron el efecto de tres fuentes de hemicelulosa y celulosa
harina de soya, granos de destileria y harina de colza, donde reportaron concentraciones
elevadas de acido acético en las dietas con harina de soya y grano de destileria (17.9 umol
g 17.8 umol g ! respectivamente). El acido propionico fue mayor en el grupo con harina
de soya. Aunado a esto se midio la actividad enzimatica bacteriana (o y B glucosidasa, a
y B galactosidasa, a-arabinopiranosidasa, p glucoronidasa y f xilosidasa), mostrando una
baja en la arabinopiranosidasa empleando harina de soya (0.024 vs 0.073 y 0.86 umol
g ) y una alta actividad de la glucoronidasa en los grupos con harina de colza y granos

de destileria (46 y 58.5 pmol g ) en comparacion con la harina de soya (43 pmol g™%).
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Esto demuestra que diferentes concentraciones de hemicelulosa y celulosa afectan la
actividad enzimatica de la microbiota cecal del conejo. En cambio, Mista et al., (2015)
compararon la concentracion de AGV totales y metano en liebres y conejos, encontrando
que el perfil y la concentracion de AGV esta determinada por la microbiota y esta a su
vez, se define por el perfil de carbohidratos de dieta. Adicionalmente, Jacquier et al.
(2014) mencionaron que la adicion de fibra dietaria rapidamente fermentable estimula la
actividad microbiana en el ciego del conejo y modifica el perfil de fermentacion si esto
se aplica entre los 28 a 60 dias de edad en comparacion con conejos a los que no se les
adicion¢ la fibra. Por Gltimo, Xicato et al., (2008) reportaron que encontraron una
concentracion alta de AGV cecales para los conejos alimentados.con fibra rapidamente
fermentable (98 mM) en comparacion al grupo control (73 mM)y concluyeron que la
inclusion de azucares indigestibles estimula la excrecion de urea en sangre hacia el ciego

como sustrato para la microbiota, lo que contribuye a la proliferacién de esta.

2.3.4.2.4. Importancia de los acidos grasos volatiles en el conejo.

La produccion de acidos grasos volatiles representa entre el 30 y 50% de la energia de
mantenimiento en el conejo (Combes et al., 2013, Vernay 1987, Gidenne 2015). En el
conejo el acido acético es el mas abundante (77mmol 100ml en promedio con un rango
de 65 a 87) seguido por el butirico (17 mmol 100ml en promedio con un rango de 6 a
28) y por Gltimo el propiénico (6 mmol 100 ml* en promedio y un rango de 3 a 11),
presentando una relacién propionato:butirato menor a 1 (Bellier et al., 1995, Gidenne
2015). Estas proporciones molares pueden variar por los niveles de fibra (Gidenne 2015).
Los AGV se encuentran presentes desde el estomago, con la acumulacion de cecotrofos
en el fundus, con una concentracion baja, que puede ir desde 0.80 a 0.56 mM, de igual
manera podemos encontrar AGV en el intestino delgado en bajas concentraciones, con
valores de 0.66 mM para el acido acético, 0.14 mM para el propionico y 0.20 mM para el
butirico. La mayor concentracién de AGV la encontramos en ciego y colon, con valores
de 38 a 76 mM (Vernay 1987). La absorcion de dichos metabolitos es rapida y se lleva a
cabo principalmente en el ciego y el colon proximal, desapareciendo el 50% de butirato,
el 43% de propionato y el 30 % de acetato en aproximadamente 20 min a partir de su
produccion (Marty y Vernay, 1984).

Los productos finales de la fermentacidn en el conejo son utilizados por la microbiota o

son absorbidos en la mucosa gastrointestinal por difusion pasiva, se ha observado que no
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hay diferencia de concentracion de estos metabolitos entre sangre arterial y venosa, lo
que indica que los AGV absorbidos son completamente metabolizados por la pared

gastro-entérica (Marty y Vernay, 1984).

Dichos productos aparte de ser usados por la microbiota, también la modulan de dos
maneras diferentes, la primera es cambiando el ambiente en el que se encuentran, ya que
como toda reaccidn quimica necesita un balance entre la produccion y el consumo.de
dichos metabolitos, modificando a su vez el potencial de 6xido-reduccién y el pH. Lo que
permite que las comunidades microbianas autoctonas prosperen y eviten el erecimiento
de comunidades patdgenas (Macfarlane y Macfarlane, 2003). El segundo método consiste
en el efecto estimulante o inhibidor de células inmunitarias y en el desarrollo de linfocitos
reguladores, que son los responsables de la tolerancia del sistema inmune a la microbiota
autoctona del sistema gastrointestinal, logrando este efecto por la via de Ffar2, que es un
receptor libre de &cidos grasos y es un regulador-de la trascripcion en nédulos linfaticos

y células mononucleadas (Smith et al., 2013).

Los &cidos grasos octanoico (C 8:0) y decanoico (C 10:0) también conocidos como acidos
caprilico y céaprico, confieren proteccion contra agentes patdgenos en la etapa de
lactancia. Estos componentes son sintetizados en la glandula mamaria de la coneja e
ingeridos por el gazapo (Strong et al., 1972) y se le conoce como aceite estomacal,
representando el 13% del contenido graso en la leche de los conejos; teniendo una accién
antimicrobiana extremadamente fuerte, es decir 4 veces mas actividad antimicrobiana en
caso de C 8:0 y entre 8 y 10 veces mas en el caso de C 10:0 (Cafias-Rodriguez y Williams,
1966). Lo que permite que la cuajada de la leche pueda permanecer en el estbmago con
un pH relativamente neutro (5-6.5) sin que exista una proliferacion de bacterias patégena
como E. coli (Skrivanova et al., 2009), ya que dafia a la membrana citoplasmatica de la
bacteria (Kim y Rhee, 2013).

2.3.4.2.5. Produccion de acidos grasos volatiles en el ciego

La mayor parte de las comunidades bacterianas que habitan el tracto gastrointestinal, usan
el camino glicolitico para obtener energia de los carbohidratos, teniendo como
metabolitos secundarios al piruvato y la acetil-CoA, los cuales son factores claves para el
proceso de fermentacion (Figura 12) y se pueden obtener de diversas fuentes de carbono
como la fructosa, almidon celulosas y hemicelulosa (Macfarlane y Macfarlane, 2003). La
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otra via usada por las comunidades bacterianas es la via pentosa-fosfato, la cual
metaboliza pentosas como la pectina y los xilanos, descarboxilando la glucosa-6-fosfato
de forma oxidativa transformandola en ribulosa-5-fosfato. Posteriormente con la accion
de transketolasas y transaldolasas se forma triosa y hexosa fosfato, moléculas que pueden
integrarse a la via de la glicdlisis hasta llegar al piruvato (Macfarlane y Macfarlane, 2003;
Des Besten et al., 2013).

El piruvato es trasformado en acidos organicos o alcohol, de forma anaerobia mediante
tres vias: En la primera via el piruvato es reducido a lactato o etanol, en la segunda via se
genera H> de forma exergonica o endergdnica y la tercera via se da por la carboxilacién
de fosfoenolpiruvato formando oxaloacetato y fumarato, ésta esta regulada por las NADH
deshidrogenasa y la fumarato reductasa. La finalidad de las tres vias es la formacion de
acetil-CoA, H2 y CO» (Des Besten et al., 2013). La acetil-CoA es hidrolizada y forma
acetato y metano, también se puede formar a partir de CO> resultando en una molécula
de acetil-CoA por la via de Wood-Ljungdahl. El propionato es formado del
fosfoenolpiruvato o por la reduccién de lactato por la via del acrilato. El butirato requiere
2 moléculas de acetil-CoA que son reducidas a butirato. Las bacterias utilizan lactato
pueden formar butirato a partir de la produccion de acetil-CoA por la via clasica. (Des
Besten et al., 2013).
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Figura 12. Esquema de la formacidn de acetil-CoA, acetato, propionato y butirato en
anaerobiosis. (Modificado de Des Besten et al., 2013)

2.4. Fibra: carbohidratos estructurales de origen vegetal

El concepto de fibra es ampliamente usado en estudios de nutricion tanto humana como
animal (Lovegrove et al., 2015, Carabario et al., 2008, Krause et al., 2003(1-3) aunque el
concepto es muy amplio, en el campo de la nutricion, describe a un ingrediente de origen
natural que compone la dieta del individuo en estudio. Sin embargo, este ingrediente tiene
maltiples caracteristicas fisicas y quimicas, que le confieren diversas funcionalidades

(Lovegrove et al., 2015).

2.4.1. Tipos de carbohidratos de origen vegetal

La fibra o los carbohidratos estructurales de origen vegetal (CEOV) presenta diversos
tipos de monosacéridos, los cuales son: 1) almidon, el cual comprende la amilosa y la
amilopectina con enlaces 1-4 a; 2) glucosas estructurales, las cuales comprenden la
celulosa y glucanos mixtos con enlaces 1-3, 1-4 y 1-6 B; 3) hemicelulosa, compuesta por
xiloglucanos, glucomananos, galactomananos y galactanos, que presentan enlaces 1-4 3
y 1-6 a; 4) pectinas, como los homogalacturanos formados por cadenas de 1-4 a D-&cido
galacturonico y 5) oligosacaridos, como los fructanos que presentan un enlace 1-2 B D-

fructosa (Lovegrove et al., 2015).

El almidon esta formado por la amilopectina y la amilosa. La amilopectina esta formada
por cadenas lineales de glucosa unidas por enlaces a-1,4 glicosidicos y altamente
ramificadas en las posiciones a-1,6 por pequefias cadenas de glucosa a intervalos de 10
nm a lo largo del eje de la molécula constituyendo entre 70 y 85% de almidén comdn.
Por su parte, la amilosa es esencialmente una cadena lineal de a-1,4-glucanos con puntos
de ramificacion limitados en las posiciones a-1,6 y constituye entre 15-30% de almidon
(Alcazar-Alay y Almeida 2015). El almidon se deposita en amiloplastos que son granulos
altamente organizados que varian en su abundancia, forma y tamafo desde <1 mm hasta

> 100 mm dependiendo de las fuentes vegetales (Lovegrove et al., 2015; Yao et al., 2017).

La celulosa es una cadena no ramificada que comprende hasta aproximadamente 15.000
unidades de glucosa unidas por enlaces 1-4 By enlaces de hidrogeno confiriéndole fuerza
a la pared celular (Lovegrove et al., 2015). Los polimeros lineales se agregan en forma

amorfa o regiones cristalinas. La celulosa esta presente en hongos, algas y plantas
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superiores, que van desde un pequefio porcentaje hasta el 90% de los carbohidratos de la
pared celular; es insoluble en agua y resistente a la accion de las enzimas digestivas de

los mamiferos (Jones, 2014).

El término hemicelulosa se utiliza cominmente para referirse a polisacaridos de pared
celular que solo se solubilizan con un tratamiento alcalino. La mayoria de las paredes
celulares contienen hemicelulosas, pero hay una gran variacion en el contenido exacto
entre especies, tipo de tejido y capas de la pared celular (Lovegrove et al., 2015; Zhu et
al., 2014; Crincoli et al., 2016). La hemicelulosa estd compuesta por arabinoxilanos,
xiloglucanos, glucomananos, galactomananos, que presentan enlaces 1-4 8 y 1-6 a. Los
arabinoxilanos son cadenas lineales de xilosa unidas por enlaces 1-4 B en las que se
observan sustituciones de xilosa por arabinosa, se encuentran generalmente en las paredes
de las células monocotileddneas, particularmente hierbas (Pituch-Zdanowska et al.,
2015). La solubilidad en agua esta fuertemente relacionada con el grado de ramificacion
de los arabinoxilanos, es decir, mas ramificados mas solubles que los menos ramificados
(Lovegrove et al., 2015). Los xiloglucanos consisten en glucosas unidas con enlaces 1-4
B con sustituciones de glucosa por xilosa unida por un enlace 1-6 a. Los glucomananos
comprenden unidades de glucosa y manosa unidos por enlaces 1-4 3 con sustituciones
ocasionales de glucosa unida con un enlace 1-6 a. Los galactomananos son cadenas de
mananos unidos por enlaces 1-4 B con sustituciones de manosa por galactosa unida por
un enlace 1-6 a. Los glucuronomananos son cadenas de manosa y acido glucorénico
unidos por enlaces 1-2 B con ocasionales sustituciones de galactosa y arabinosa. Los
galactanos son polisacaridos que puede ser sulfatados y estdn compuestos por unidades
de 1-3'B galactosa y (1-4) 3, 6 anhidro o galactosa (Lovegrove et al., 2015, Zebeli et al.,
2012).

Las pectinas tienen una estructura extremadamente diversa, sin embargo, comparten
caracteristicas comunes, como la presencia de acido galacturénico en la columna
vertebral del polisacarido. los polisacaridos péecticos contienen entonces un
homogalacturano compuesto por unidades de acido galacturonico con enlaces 1-4 a y
ocasionales residuos de rhamosa. Entre estos se encuentran el rhamnogalacturano-1 y el
rhamnogalacturano-11. EI Rhamnogalacturano-1 es una cadena de disacaridos formados
por acido galacturonico y rhamosa con sustituciones de arabinosa y arabinogalactano. En

cambio, el rhamnogalacturano-11 es una columna de homoglucanos con ramificaciones
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laterales, que consta de 12 azUcares diferentes y 20 enlaces diferentes representando el
componente menor de las paredes celulares de las plantas (Lovegrove et al., 2015; Jones
2014).

Otros oligosacéridos presentes en tejidos vegetales son los fructanos, constituidos
principalmente por oligdémeros fructosa con enlaces 1-2 3, con alguna glucosa esporadica

estando presentes en varias especies de plantas (Crincoli et al., 2016).

En la figura 13 se muestra de forma esquematica la unién de los términos mas usados

para referirse a los CEQV, asi como su estimacion quimica (ver seccion2.4.4.)
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Figura 13. Esquema de términos de referencia para los carbohidratos estructurales de
origen.vegetal. FC: Fibra cruda, LAD: Lignina acido detergente, FDA: Fibra detergente
acido, FDN: Fibra detergente neutro, PCIA: Pared celular insoluble en agua, FDS: Fibra
dietética soluble, FDI: Fibra dietética insoluble, FDT: Fibra dietética total. (Modificado
de Gidenne 2015).

2.4.2. Carbohidratos estructurales de origen vegetal en la dieta del conejo

La alimentacion en la produccién cunicola es proporcional el alimento suficiente para
cebar su apetito, sin embargo, nutrir al conejo requiere que se satisfagan las necesidades
metabdlicas, fisioldgica y productivas (Martinez et al., 2004). Una de las caracteristicas
mas relevantes en la nutricion del conejo es la energia bruta, la cual se define como: la

energia que tiene en un ingrediente o alimento. Una vez ingerido, éste se digiere y dicha
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energia es absorbida en un 65% aproximadamente a esto se le conoce como energia
digestible, el resto se pierde en la formacion de las heces lo que aproximadamente
significa en 25% de la energia bruta y el 10% restante es convertido en gases por la
microbiota, principalmente por el dominio Archaea (Martinez et al., 2004; Lebas et al.,
1996). De la energia absorbida el 58% es usada para el desempefio metabolico o energia
metabolizable eliminandose el resto por la orina, esto se traduce en que el 33% de la
energia bruta se usa en el mantenimiento metabolico y el 25% en la produccion de carne
y pelo (Martinez et al., 2004).

Teniendo en cuenta lo anterior y con la premisa de que en la produccion de carne de
conejo se requiere la mayor ganancia de peso o produccién de musculo al menor costo
(Olivares et al., 2009).

La alimentacion estd compuesta por los CEOV, esto puede llegar a un tercio del peso vivo
del conejo debido a ser una fuente de nutrientes, regular la motilidad digestiva y ser el
elemento principal para la formacion de cecotrofos (De Blas et al., 2002), cubriendo asi

las necesidades de fibra y energia (Cuadro 15).

Cuadro 15. Necesidades de energia digestible, metabolizable, fibra cruda, fibra detergente

neutro y fibra detergente acida en las etapas de destete, engorda y gestacion.

) ) Engorda
Nutriente/factor Unidad Destete Engorda y
gestacion
Energia digestible MJ 10.7 10.2 10.2
Energia metabolizable MJ 10.2 9.8 9.8
FC o/kg 140-150 150-160 145-155
FDN o/kg 310-335 330-350 320-340
FDA o/kg 165-185 180-200 160-180

Fibra cruda (FC), Fibra detergente neutro (FDN) y Fibra detergente acido (FDA). (Datos
de McNitt et al., 2013)

Otra caracteristica importante en la alimentacion de conejos productivos es la forma en
que se ofrece el alimento, para los sistemas semi intensivo e intensivo (ver seccion 2.1.3.).
El alimento comercial se fabrica en pellets, la dieta es formulada siguiendo las

necesidades productivas y los ingredientes son molidos, mezclados e integrados por
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medio de presion y calor (Martinez et al., 2004), homogenizando el consumo de nutrientes
y minimizando el desperdicio. En el Cuadro 16 se muestra el criterio de la composicion
promedio de los CEOV de las dietas comerciales que se ofrecen en la produccion

cunicola.

Cuadro 16. Composicion promedio del pellet comercial en su fraccion fibrosa ofrecido

en la produccién cunicola.

Criterio quimico g/kg Rango
Fibra dietética total 450-600
FDN 280-460
FDA 150-230
FC 120-180

FDN: Fibra detergente neutro, FDA: Fibra detergente acido, FC: Fibra cruda.
(Modificado de Gidenne, 2015).

2.4.3. Importancia de los Carbohidratos estructurales de origen vegetal para la nutricion
y salud del conejo

2.4.3.1. Carbohidratos estructurales de origen vegetal y la fisiologia digestiva

El aspecto més importante de los CEQV en su fisiologia es la produccién de cecotrofos,
y estos son el resultados de tres pilares principales: la anatomia digestiva del conejo, las
comunidades micraobianas contenidas en el ciego y su actividad de fermentacién y la

composicion de la dieta, en especial la cantidad y calidad de CEOV en ella.

Con lo anterior es necesario enfatizar que los datos sobre el ritmo de produccién de los
cecotrofos son muy discutibles, puesto que diferentes factores influyen tales como:
tiempo de ingestion, naturaleza del alimento, fotoperiodos, perfil microbiano y estrés
(Xiao et al., 2015).

El tiempo que pasan los sustratos en el ciego es de 10 a 12 h y la fermentacion de los
carbohidratos de la pared celular es méas efectiva sobre hemicelulosa y pectinas en
comparacion con la celulosa (Franz et al., 2011). Esto se ha observado en multiples
estudios (Liangzhan et al., 2016; Gidenne et al., 2012; Strychalski et al., 2014; Rusell et

al., 2009; Gémez-Conde et al., 2007), donde se han evaluado distintas dietas con diversas
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fuentes de fibra (alfalfa, pulpa de remolacha, cascarilla de avena entre otras) sin afectar
la fermentacién, no asi, la concentracién de la fibra y la relacion celulosa: hemicelulosa,
las cuales afectan la produccion de AGV's, y el perfil microbiano del ciego, alterando el

tiempo de retencion de la ingesta y el consumo de fibra (Franz et al., 2011).

El fotoperiodo afecta el comportamiento, alterando la relacion tiempo de cecotrofia:
tiempo de alimentacion, lo que afecta el trafico gastro-intestinal y la fermentacion
(McNitt et al., 2013; De Blas et al., 2007). No obstante, la cantidad de cecotrofos no varia
(30 g/dia), pero si su composicion (Gidenne et al., 2012; Combes et al., 2017).

2.4.3.2. Carbohidratos estructurales de origen vegetal y el desarrollo de la microbiota
cecal

En secciones anteriores se menciond la estrecha relacién que tiene el macro organismo
con su microbioma de tal manera que forma un solo ente conocido como holobionte
(\Valdespino et al., 2014), esta relacion incluye el alimento que consume el macro
organismo a lo largo de su vida, en el caso del conejo, como mamifero, su primer alimento
es la leche y esta tiene un papel esencial en el desarrollo y salud del sistema digestivo, no
obstante, el conejo tiene su primer contacto con los CEOV cuando ingiere las heces
maternas, las cuales también le proveen parte del segundo repertorio de comunidades
microbianas que se desarrollaran-en el ciego (Abecia et al., 2007b), las cuales ademas de
comunidades microbianas también contienen una cantidad importante de CEOV (Cuadro
13), la cual contribuye a dichas comunidades tengan los nutrientes necesarios para su

desarrollo.

Posteriormente, el conejo comienza a consumir alimento solido, es decir los pelets que
forman el alimento de la coneja lactante, este pellet contiene una cantidad importante de
CEQV (Cuadro 16) asi como comunidades microbianas que podran establecerse y

desarrollarse en el ciego del conejo en desarrollo.

2.4.3.3. Carbohidratos estructurales de origen vegetal y el sistema inmune gastrointestinal
La relacion entre hospedero y huésped es vital para el desarrollo y la salud del conejo,
esto incluye el desarrollo del sistema inmune. En el tracto gastrointestinal, el tejido
linfoide asociado a la mucosa gastrointestinal (GALT por sus siglas en inglés) tiene un
estrecho contacto con todo lo que el conejo ingiere desde el momento de su nacimiento

(ver seccion 2.3.4.2.2.). Esto incluye ingredientes en la dieta asi como comunidades
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microbianas. En el caso de la fibra se han descrito dos forma de interaccion con el sistema
inmune, el primero de forma directa, ya que al ser digerida por las microbiota cierta
cantidad de antigenos son detectados y reconocidos por las células M, colaborando con
la tolerancia a estos antigenos, ya que el contacto es en una etapa temprana del desarrollo
del tejido linfoide (Zhu et al., 2013) y de forma indirecta al ser el elemento principal para
la produccién de AGV’s por parte de la microbiota fermentativa del ciego (ver seccion
2.3.4.2.3.2), ya que estos AGV’s regulan la respuesta inflamatoria al unirse al receptor
GPR43 y esta es inhibida (Maslowski et al., 2009).

2.4.3.4 La microbiota cecal y el sistema inmune intestinal

La microbiota participa en el desarrollo de 6rganos y células del sistema inmune, la
diversificacion de anticuerpos y los mecanismos de tolerancia digestiva (Valdivia et al.,
2007).

El sistema inmune intestinal del conejo (GALT tejido linfoide asociado al tracto gastro-
intestinal) contiene mas células inmunes que en el resto del cuerpo, casi el 70% vy esta
organizado en foliculos linfoides llamados placas de Peyer y células aisladas dispersas en
la 1dmina propia y el epitelio de las vellosidades (Valdivia et al., 2007; Schnupf y
Sansonetti, 2012). Esta principalmente ubicado en el intestino delgado y colon, como en
la mayoria de los mamiferos, pero presenta dos estructuras adicionales, el saco rotundus
que se encuentra en la unién ileo-cecal y el apéndice vermiforme, situado en el extremo
del ciego (McNitt et al., 2013).

El area folicular del apéndice vermiforme incrementa su tamario entre la 3° y la 6° semana
de vida, y mantiene la misma importancia relativa hasta la etapa adulta. El area de
proliferacion de los foliculos también alcanza un maximo a las seis semanas (Abecia et
al., 2007a; Valdivia et al., 2007; Rodriguez-Romero et al., 2012). Cabe mencionar que en
el fleon se encuentra una gran concentracion de tejido linfoide, que reconoce pat6genos

en el quimo menos acuoso (Dominguez et al., 2008).

El desarrollo del sistema inmune en el conejo, y especialmente de las células B, se puede

dividir en tres etapas.

La primer etapa, fetal y neonatal, consiste en una linfopoyesis que creara el repertorio de

linfocitos neonatal y se llevara a cabo en el higado y la médula, principalmente y depende
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de factores genéticos Yy la transferencia placentaria durante la gestacion (Valdivia et al.,
2007; Carabario et al., 2008).

La segunda fase consiste en la creacidn de un repertorio primario de anticuerpos entre
las semanas 3 y 8 de la vida por la proliferacion y diversificacion de los linfocitos y el
GALT (Valdivia et al., 2007).

La ultima etapa corresponde a la formacién de un segundo repertorio de anticuerpos en
los adultos, el cual sera centrado principalmente en la proliferacion de Las células  en
los érganos linfaticos secundarios (Carabafio et al., 2008).

Algunos autores han encontrado un desarrollo anormal de la GALT y una reduccion en
el nimero de linfocitos en animales libres de bacterias (Carabafio et al., 2008; Combes et
al., 2011; Bduerl et al., 2014).

2.4.4. Estudio y andlisis de los carbohidratos estructurales de origen vegetal

Los métodos clasicos para determinar la fibra pueden desglosarse en métodos
gravimétricos. Los métodos gravimétricos se basan en pesar el residuo que queda después
de una solubilizacion enzimatica o quimica de los componentes que no son fibra (Simpson
y Campbell 2015).

Los métodos moleculares. también conocidos como métodos enzimatico-quimicos
consisten en aislar los residuos de la fibra por accion enzimética y en liberar por hidrdlisis
acida los azUcares neutros que constituyen los polisacéridos de la fibra y medirlos por
cromatografia liquida de alta presion (HPLC), cromatografia de gases (GLC) o
colorimétricamente (AOAC, 2010; FAO, 1997; Van Soest et al., 1991), es decir miden y
analizan--los metabolitos resultantes de la digestion de estos carbohidratos para
clasificarlos.

2.4.4.1. Método clasico (fisico-quimico)

Los metodos gravimetricos son mas sencillos y rapidos, se limitan al calculo de las fibras
totales o de las fibras solubles e insolubles, los métodos enzimatico-quimicos en cambio
son mas complejos y lentos, proporcionan la cantidad de cada uno de los azlcares neutros
y &cidos, se puede estimar por separado la lignina y afiadirla a la suma de los azucares
individuales dando el contenido de fibra total (AOAC, 2010; Van Soest et al., 1991).
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Métodos quimico-gravimétricos: Fibra cruda: Se basa en el tratamiento secuencial con
acidos y alcalis en condiciones estandarizadas. Con este método se subvalora en forma
importante el contenido de fibra ya que se disuelve gran parte de la hemicelulosa y
lignina, cantidades variables de celulosa, asi como toda la fibra soluble (AOAC, 2010;
Van Soest et al., 1991). Los valores de fibra cruda no tienen relacion con el verdadero
contenido de fibra ya que el contenido total de fibra generalmente es 3 a 5 veces mayores

que los valores reportados por esta prueba.

Fibra detergente neutro: En este estudio se incluye celulosa, hemicelulosa y lignina como
componentes principales, originalmente se aplicé a los forrajes, y su posterior aplicacion
a los alimentos con almiddn, lo cual revel6 interferencia con el almidén, por lo tanto, se
implemento el uso de amilasas (FAO, 1995; Van Soest et al., 1991). El uso de alta
temperatura con un tratamiento de amilasa a corto plazo tiene las ventajas de minimizar
el efecto de actividades secundarias no deseadasy es un procedimiento mas rapido
(AOAC, 2010).

Este procedimiento hace uso de una solucion caliente de lauril-sulfato de sodio y la
subsecuente determinacion gravimétrica del residuo. Este método da una buena
estimacion de la fibra insoluble (celulosa, hemicelulosa y lignina). La ventaja de este
método es que permite determinar la fibra insoluble por un método relativamente simple.
La gran desventaja es que la fibra soluble se pierde, ademas se puede subestimar la fibra
insoluble en alimentos como la soya y la papa, por la disolucion de complejos proteina-
fibra (FAO, 1995).

Fibra detergente 4cido: Este método consiste en someter la muestra a ebullicion con
bromuro_de cetil-trimetil-amonio en medio acido y subsecuente filtracion y lavado del
residuo, para la determinacion de celulosa, lignina, ceniza insoluble en acido vy silicio
(AOAC, 2010).

Lignina: El contenido de lignina se determina mediante el método de acido detergente
con é&cido sulfarico, descrito por Robertson y Van Soest (Van Soest et al., 1991). Este
método requiere la extraccion previa con solucién acido detergente. Es un método mas

laborioso y variable que la FDN (Russell et al., 2009).
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2.4.4.2. Método molecular

Método enzimatico-gravimétrico: Estos métodos se basan en digerir las proteinas e
hidratos de carbono con enzimas, ademas es necesario la determinacion y descuento de
cenizas y proteinas remanentes (AOAC, 2010). En este método se hace uso de enzimas
como: alfa amilasa, pepsina y pancreatina, asi como, proteasa y gluco-amilasa. Existen
cierto ensayos que contemplan la dispersion de la muestra en buffer fosfato 7,4 y adicién
de bilis y enzimas pancreéticas (Russel et al., 2009). Las principales ventajas de estos
métodos es que son relativamente exactos y precisos comparados a otros procedimientos.
Mas aln, estos métodos son simples, econémicos y sencillos de realizar. Sin embargo, no

dan informacién detallada sobre los componentes de la fibra total (FAQO, 1995).

2.5. Enteropatia Epizoo6tica del Conejo

La Enteropatia Epizodtica del Conejo (EEC) es una dishiosis que afecta conejos de granja
tanto en sistemas intensivos como semi-intensivos; aunque también hay informes en
conejos domésticos pero se consideran raros (Haligur et al., 2009). Tiene un impacto
negativo en la produccion de conejos desde la década de 1990 (Licois et al., 1998; Le
Bouquin et al., 2009), con hasta el 95% de los animales en cualquier produccion de
conejos afectados en algin momento, lo que resulta en niveles de hasta 90% de
morbilidad y hasta 80% de mortalidad (Licois et al., 2005).

Los conejos afectados tienen entre 3 y 7 semanas de edad y muestran una reduccién en
su consumo diario de alimento del 50% al pasar de 110 g por dia a 55 g por dia durante
aproximadamente 7 dias (Pérez de Rozas et al., 2005). La disbiosis contribuye a pérdidas
del 10% al 20%, aunque hay casos en que esto puede alcanzar del 20% al 60% en animales
maduros (Cheeke, 1995; Gutiérrez et al., 2008). Aunque la EEC no siempre es mortal, los
conejos que sobreviven a la enfermedad tienen un peso menor en comparacion con los
conejos sanos en el mismo sistema de produccion. Estas condiciones causan una
disminucion en la productividad, principalmente debido al retraso del crecimiento y al

bajo aumento de peso (Finzi et al., 2008; Pérez de Rozas et al., 2005).

2.5.1. Historia
Hay informes contradictorios en la literatura cientifica sobre los origenes de EEC. El
primer informe potencial de la condicion se remonta a mas de 100 afios, basado en una

descripcion de sintomas similares a EEC, aunque el término enteropatia no se usaba en
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ese momento. La enteropatia mucoide (Bergdall y Dysco 1994), uno de los nombres
anteriores utilizados para la afeccién, se conoce desde hace méas de 40 afios. Sin embargo,
la primera descripcion definitiva de la condicion se remonta a EEC que surgio tanto en
Francia como en Espafia a fines de 1996 (Licois et al., 2005). En Galicia, al menos 700
granjas fueron afectadas a finales de 1997 (Fernandez, 2006). EI monitoreo revelé que de
1997 a 2002 mas del 90% de las granjas de conejos franceses se vieron afectadas por
EEC. Desde entonces, en Europa se ha informado en varios otros paises, incluidos Gran
Bretafia, Portugal, Hungria y Bélgica. En México, la EEC se observo por primera vez a
fines de 2001 y principios de 2002, afectando a diferentes centros de produccion, pero
principalmente en conejos de entre 5y 7 semanas de edad (Rodriguez-De Lara et al.,
2008). La condicion persiste en México, con estudios recientes que informan niveles
variables de mortalidad en el rango de 30 a 70% (Pérez, 2013), y una incidencia de EEC
de alrededor del 31% (Pérez et al., 2015).

2.5.2. Signos y lesiones

Los signos mas comunes de la EEC son: distensién del abdomen, dilatacion generalizada
en el tracto gastrointestinal, paralisis. cecal en algunos casos y presencia de moco
abundante (Licois et al., 2000). Debido a la ausencia de inflamacién y lesiones
macroscépicas e histologicas (aparte de la hiperplasia de las células caliciformes en el
intestino delgado), se utilizé el término enteropatia mucoide (Allen y Bryant, 2009; Licois
etal., 2005; Pérez de Rozas et al., 2005). La EEC puede ser dificil de diagnosticar debido
a la similitud de los signos entre esta y otras enteropatias (Licois et al., 2005). Durante
los brotes de EEC, los conejos reducen su nivel de ingesta de alimentos y agua, y en casos
extremos dejaran de comer y beber. Los conejos afectados muestran diarrea leve y moco
transltcido (Dewrée et al., 2007; Pérez, 2013). Después de la necropsia de animales que
murieron por la afeccién, los animales muestran el estomago y el intestino delgado
distendidos con la presencia de contenido gaseoso y acuoso. En el ciego el moco
transltcido y prominente (Fernandez, 2006; Haligur et al., 2009; Dewrée et al., 2007).
Ademéas de los signos clinicos mencionados anteriormente, esta enfermedad se
caracteriza por ciertas alteraciones quimicas, como las secreciones de Clions en el pH del
ileon y el colon (Dewrée et al., 2007). Hay una disminucién en el pH del estomago, asi

como en parte del duodeno y la orina. Se cree que esta disminucién del pH se debe a la
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falta de alimentos en el estomago, mientras que el aumento del pH en el colon se debe a
la disbiosis microbiana (Pérez de Rozas et al., 2005; Bduerl et al., 2014).

Histologicamente, hay una reaccién inflamatoria en la lamina propia; presencia de restos
celulares y bacterias en la luz intestinal; presencia de enterocitos apopt6ticos en las criptas
y vellosidades; dilatacidén y congestion de los vasos sanguineos en la lAmina propia'yen
la submucosa (Dewrée et al., 2007). En los estudios donde la enfermedad se reprodujo
con inoculo cecal, no se han reportado lesiones en otros 6rganos (p. ej., higado, bazo,
ganglios mesentéricos, timo, corazén, rifiones, glandula suprarrenal), aparte de los
relacionados con los corticosteroides, que se utilizan para inducir inmunosupresién antes
de la inoculacién (Licois et al., 1998). Las caracteristicas de las lesiones en el intestino
delgado desempefiaron un papel importante en la sugerencia de que el inicio etiologico
de EEC involucraba un agente viral para explicar los signos clinicos (Licois et al., 2000).
Se han realizado estudios para facilitar la comprensién de este sindrome. Por ejemplo, se
ligd el intestino, siguiendo la técnica descrita para la reproduccion de shigelosis en
conejos (Arm et al., 1965). Esto implica atar segmentos de 15 cm del tracto intestinal con
ligaduras e introducir inoculos. Esto dio lugar a lesiones similares a las de la enteritis
mucoide que se observan de forma natural (Cheeke, 1995), con un aumento de la -
galactosidasa II y una disminucion de la actividad de la B-galactosidasa en relacion con
animales sanos (Cheeke, 1995). Hubo una disminucién en la actividad de la celulasa, la
xilanasa y la enzima degradante de insulina, que se asocia con el cambio microbiano en

la enfermedad natural (Bergdall y Dysko, 1994).

2.5.3. Etiologia

El estudio de la EEC ha tenido como principal dificultad la reproduccién del sindrome
(Licois et al., 2005; Marlier et al., 2006; Huybens et al., 2013, Jin et al., 2018). El uso del
inoculo desarrollado a partir del contenido cecal de conejos con EEC ha sido el método
mas efectivo para reproducir el sindrome (Licois et al., 2005; Marlier et al., 2006;

Huybens et al., 2013) logrando infectar del 30 al 50% de conejos por grupo.

El factor fibra en la dieta ha logrado reproducir la enfermedad en 20% de los conejos
expuestos a este factor (Jim et al., 2018). Otros estudios han optado por el uso de conejos
enfermos detectados en granja (Bauerl et al., 2014; Abecia et al., 2017) donde se ha
reportado la EEC como un problema cronico.
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Varios estudios han asociado diversos microorganismos a la EEC (Cuadro 17). Aunque
no se ha dilucidado completamente el cuadro etioldgico, no obstante, se ha considerados
que existe un cambio en el perfil microbianos de los conejos que presentan este sindrome
por lo que se le considera una disbiosis (Béuerl et al., 2014, Abecia et al., 2017; Jin et al.,
2018).

Cuadro 17. Agentes microbianos asociados a la EEC en estudios moleculares.

Agentes relacionados Método Tipo de muestra Referencia
, E coli , PCR _ Marlier et al.,
Clostridium perfringens Contenido cecal. 2006.
Eimeria spp
Enterococcus spp
Sporobacter spp
Ruminococcus spp Pirosecuenciacion Inoculo cecal Huybens et al.,
Clostridium spp. (TEC). 2013.
Bacteroides spp
Escherichia spp
Akkermansia muciniphila
Bacteroides-Prevotella | Pirosecuenciacion ) Baiierl et al.,
Clostridium coccoides Contenido cecal. 2014.
Methanobrevi bacter
Bacteroides
Blautia Pirosecuenciacion Cecotrofo. Abecia ctal,
Dorea 2017.
Clostridia no clasificados
Bacteroides,
Lysinibacillus,
Clostridium, Escherichia, | Illumina MiSeq Cecotrofo. Jin et al., 2018.
Enterobacter y
Sphingomoas

Por otra parte, se sabe que cuenta como una condicidn muy contagiosa con altos niveles
de morbilidad y tiene valores de mortalidad que varian desde muy bajo (<10%) hasta muy
alto (> 80%). Aunque ahora se cree generalmente que la causa esta asociada con una o
mas especies bacterianas, originalmente se sospechaba que tenia un origen nutricional vy,
mas recientemente, una causa viral (Licois et al., 2000; Boucher, 1998). La EEC se
transmite horizontalmente a través del contacto directo oral-fecal (preparacion oral) y

oral-oral (socializacion). Esto es un reflejo del contacto cercano que existe entre los
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animales en las producciones de vivero (Lebas et al., 1996). Mas recientemente se ha
demostrado que la comida no era el factor causal primario, aunque puede desempefiar un
papel facilitador (Licois et al., 2000; Dewrée et al., 2007), con niveles elevados de fibra
asociados con una menor susceptibilidad. Por ejemplo, se ha demostrado que el nivel y el
tipo de fibra incluidos en la dieta tienen una asociacion con la afeccion (De Blas et al.,
2002). Los cambios fisioldgicos digestivos asociados con la composicién de la dieta
surgieron debido a una alta cantidad de carbohidratos solubles y una baja-cantidad de
fibra que aumenta el pH del ciego y disminuye la tasa de transito intestinal, lo que a su
vez tiene un impacto en la poblacion microbiana porque puede aumentar el pH cecal, y
promueve una mayor deteccion de Clostridium spp. (De Blas et al., 2007), aumenta la
produccion de toxinas o que causan dafio a la mucosa cecal y agravan los signos (Romero
etal., 2011). Ademas, se ha demostrado que los animales-con una dieta alta en proteinas
tienden a tener sintomas de EEC mas graves y agravados (Lleonart, 1990). Estudios
recientes (Jin et al., 2018) informaron que una dieta baja en fibra lidera la incidencia de
EEC y puede desarrollar la enfermedad. Sin embargo, por el momento no ha sido posible
replicar la enfermedad basandose Unicamente en la dieta, ya que los intentos de inducir

EEC puramente por cambios en la dieta no han tenido éxito.

2.5.4 Tratamiento

Para controlar la EEC se han utilizado pocos antibidticos, entre los cuales se encuentran
la bacitracina y tiamulina. La tiamulina es un antibiético semisintético derivado de la
pleuromutilina'y sumecanismo de accion se basa en inhibir la sintesis de proteinas a nivel
de la subunidad 50S del ribosoma bacteriano siendo el Gnico que se usa en los alimentos
y que hasta la fecha esta autorizado en Francia (Dip et al., 2015; Boisot et al., 2004). En
cambio, la bacitracina que es un antibiético producido por una mezcla de polipéptidos
ciclicos de sintesis no ribosomal relacionados unos con los otros y producidos por cepas
de la variedad Tracy de la bacteria Bacillus subtilis que puede adicionarse 100 ppm en
los alimentos esta prohibida (Boisot et al., 2004). Por otro lado, se ha demostrado a nivel
experimental que la tilosina (antibiotico de amplio espectro del grupo de los macrolidos)
tiene una buena respuesta en el control de la EEC cuando se asocia con apramicina, sin

embargo, su uso es restringido (Dip et al., 2015).
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Los antibidticos de amplio espectro pueden ser utilizados para controlar los signos de la
EEC (Bduerl et al., 2014), pero al mismo tiempo pueden provocar otra clase de disbiosis.

Lo que reitera la conveniencia de buscar alternativas al uso de antibidticos.

2.5.4.1. Antibidticos: ventajas y desventajas

Se calcula que 70% de los medicamentos antibidticos que se suministran en Estados
Unidos son para los animales destinados al consumo humano. La mayoria -de estos
farmacos no esta dirigido al tratamiento de infecciones, sino como promotores del
crecimiento de los animales. Segin la FDA este "uso excesivo" esta contribuyendo
significativamente a la resistencia que las bacterias han desarrollado a estos
medicamentos (Cancho et al., 2000). La tendencia actual se inclina por no usar
medicamentos en la produccion de alimento de consumo humano, y en la Union Europea

existen normas que prohiben su uso (Caja et al., 2003; Falcdo et al., 2007).

Recientemente la Organizacién Mundial de la Salud declar6 que la resistencia humana a
los antibioticos esta provocando que los medicamentos disponibles actualmente en el
mundo sean indtiles. La Estrategia Mundial de la OMS (WHO, 2001; Willyard, 2017;
WHO, 2018), para contener la resistenciaa los antimicrobianos responde a esas preguntas
y proporciona un marco de intervenciones destinadas a reducir la aparicion y la

propagacion de microorganismos resistentes mediante las siguientes medidas:
— reduccion de la carga de morbilidad y propagacion de las infecciones;

— mejora del acceso a los antimicrobianos;

— mejora del uso de los antimicrobianos;

— fortalecimiento de los sistemas de salud y de su capacidad de vigilancia;
— cumplimiento de los reglamentos y de la legislacion;

— fomento del desarrollo de nuevos medicamentos y vacunas.

Sin embargo, cada vez hay un nimero mayor de reportes sobre bacterias resistentes a los
antibidticos en poblaciones animales y humanas lo que ha generado cuestionamientos
sobre el uso continuado de estos antibioticos, tanto como tratamiento para los humanos,
como a manera de ingredientes en el alimento animal (Caja et al., 2003). Los

consumidores han expresado su preocupacién acerca de la posibilidad de residuos de
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antibidticos en la carne y la leche. En consecuencia, los antibidticos se han restringido
fuertemente e incluso prohibido en la Unién Europea y en otros paises. India y China

también estan considerando restricciones (Uyeno et al., 2015).

2.5.4.2 Tratamientos alternativos a los antibioticos

Existen alternativas a los antibiéticos para mantener la salud y el desempefio entre las que
se encuentran las buenas practicas de manejo, la bioseguridad y los procedimientos de
higiene, los cuales pueden reducir el riesgo de infeccion en las granjas, disminuyendo asi
la necesidad de administrar tratamientos con antibi6ticos (WHO, 2001). Otra alternativa
son los probioticos, que en varios estudios han demostrado ser efectivos como promotores
de crecimiento y en la prevencion de enfermedades gastrointestinales de monogastricos
(Rolfe, 2000; Soltan y El-Katcha, 2001; Callaway et al., 2008).

El término probidtico es una palabra relativamente nueva que significa “a favor de la
vida” y actualmente se utiliza para designar los microorganismos que tienen efectos
beneficiosos para los seres humanos y los animales (FAO, 2006). Metchnikoff y Tissier
hicieron los primeros estudios con respecto al uso de bacterias con efectos benéficos en
1907, aun cuando la palabra "probiético” no se acufid hasta 1960, posteriormente se
defini6 como "un suplemento. dietético a base de microbios vivos que afecta
favorablemente al animal huésped mejorando su equilibrio intestinal™ (Callaway et al.,
2008; FAO, 2006).

Existe controversia en cuanto a la definicion operativa de los probioticos (por ejemplo,
tipo de microorganismos, si tenian que estar vivos o no), pero ampliamente se ha aceptado
como la preparacion de microorganismos vivos, que cuando se administra en cantidad
adecuada, tiene efectos beneficiosos sobre la salud de la persona o animal (Falcdo et al.,
2007; Callaway et al., 2008). Es evidente que estas definiciones han circunscrito la
utilizacion del término probiotico a los productos que contienen microorganismos vivos
e indican la necesidad de proporcionar una dosis, constante y apropiada de bacterias
probidticas para obtener los efectos deseados (FAO, 2006).

Los mecanismos pueden variar de un probidtico a otro y pueden consistir en la
combinacion de eventos, resultando su estudio muy problematico y complejo. Tales
mecanismos pueden estar relacionados con la produccion de uno o varios metabolitos o

enzimas especificos que actlan directamente sobre uno 0 mas microorganismos, pero
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también existe la probabilidad de que el probidtico sea la causa de que el organismo
produzca la accion beneficiosa (FAO 2006).

De manera general se sugiere un nimero de posibles mecanismos de accion de los
probidticos son: 1) reduccidn de reacciones metabolicas que producen sustancias toxicas,
la estimulacién de enzimas del huésped, 2) la produccion de vitaminas o sustancias
antimicrobianas, 3) la competencia por la adhesion a células epiteliales y 4) un-aumento
de la resistencia a la colonizacién y la estimulacién del sistema inmune del huésped
(Uyeno et al., 2015).

Diferentes estudios han reportado diferentes mecanismos de accidn de los probidticos
basados en bacterias. Entre estos se encuentran la induccion un pH acido por debajo de
4, en parte por la produccion de AGV’'s como acetatos, butiratos, etc. Estos AGV’s
pueden llegar a unas concentraciones que impidan el crecimiento de microbios
potencialmente patdgenos. El pH acido favorece el crecimiento de las bacterias tolerantes
del &cido. Otros acttan produciendo gran cantidad de cido lactico, como Lactobacillus.
salivarius, que ha demostrado su utilidad en el tratamiento de la infeccion por
Helicobacter pylori y en la reduccién de la inflamacion de la mucosa géastrica (Tormo,
2006). También se reporta que los lactobacilos y bifidobacterias promueven la
maduracion del intestino y su integridad. Son antagdnicos de patdgenos y contribuyen a
la modulacion de la inmunidad intestinal (Schiffrin y Blum, 2002). Adicionalmente, se
ha reportado que ‘Lactobacillus posee la capacidad de adherirse a enterocitos y
colonocitos, afectando a la composicion del ecosistema intestinal, incrementando el
efecto barrera no dependiente del sistema inmunoldgico (Sun et al., 2007). En ocasiones
compiten con diversos patdgenos en su adhesion al epitelio por medio de ciertos
determinantes adhesivos. Sin la capacidad de aumentar la expresion de las mucinas
ileocolonicas MUC2 y MUCS3, coadyuvando al recubrimiento del intestino de una capa
de moco, mecanismo inespecifico, pero muy eficaz de la lucha antibacteriana (Tormo,
2006).

Las bacterias probioticas tienen mecanismos de accion que influyen y modulan algunas
respuestas inmunitarias, debido a la estrecha relacion que tienen con el tejido linfoide

asociado a la mucosa del intestino (Carabafio et al., 2008, Tormo, 2006). Estimulando la
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produccion de interferon gamma (IFN), la produccién de IFN-a por los macrofagos y el
estimulo de las células Th 1 (FAO, 2006).

Diversos estudios han reportado un efecto positivo en el crecimiento y la salud de conejos
suplementados con probidticos (Trocino et al., 2005; El-Katch et al., 2011; Ezemay Eze,
2012; Kimsé et al., 2012). No obstante, hasta el momento no hay estudios evaluando el

efecto de los probidticos en conejos con EEC.

2.6. Los carbohidratos estructurales de origen vegetal en la dieta del conejo como
tratamiento para la Enteropatia Epizoorica del Conejo

Tanto nutriélogos como microbidlogos han comprobado que existe una estrecha relacion
entre los nutrientes adquiridos de la dieta, la microbiota y la salud del tracto gastro
intestinal (Lovegrove et al., 2015; Martin y Nisbet, 1992; Krause et al., 2003; Gidenne et
al., 2012). Por lo que han dirigido sus investigaciones a la manipulacion del ecosistema
microbiano del tracto gastrointestinal para mejorar la eficiencia de la produccién y la
salud de los animales domésticos y el hombre.

La disbiosis intestinal es una causa importante de progresion de la enfermedad y los
sintomas gastrointestinales experimentados en individuos con trastornos digestivos
inflamatorios (Wong et al., 2016). Aunque las terapias farmacoldgicas actuales pueden
paliar y disminuir significativamente los signos de la enfermedad, no hay cura para dichas
enfermedades. Sin embargo, los estudios continuos que investigan las intervenciones
dietéticas diarias pueden resultar potencialmente eficaces para el control de signos en
enfermedades gastrointestinales (Pituch-Zdanowska et al., 2015; Wong et al., 2016).

Los mecanismos postulados incluyen interacciones directas con la mucosa intestinal
mediante inmunomodulacién, o indirectamente a través del microbioma (FAO, 2006;
Wong et al., 2016). Las especies componentes del microbioma pueden degradar los
carbohidratos de la fibra y fermentar los productos para formar AGV’s tales como el o
los butirato(s) (Combes et al., 2013; Gidenne et al., 2012).

La mayoria de los estudios han utilizado suplementos de fibra que no eran de un solo tipo
de fibras, sino mas bien mezclas de diferentes fuentes de fibra. Los diferentes grados de
disbiosis pueden contribuir a la disparidad de los resultados de los estudios. Pareceria

improbable que la intervencion de la fibra fuera eficaz en el mantenimiento de la
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recuperacion de la enfermedad. Sin embargo, en ciertos tipos de disbiosis, el uso de
antibidticos parece apropiado para ayudar a controlar los signos de la enfermedad
(Combes et al., 2013; Simpson et al., 2015; Wong et al., 2016).Por lo tanto, los
investigadores que utilizan la formulacion de dietas deberian tener cuidado en mantener
el porcentaje adecuado de inclusién de la fibra en la dieta, debido a que la fibra se obtiene
de alimentos enteros o se administra en forma de suplemento alterado (Pituch-Zdanowska
etal., 2015).

Las dietas altas en leguminosas estan asociadas con una mayor diversidad microbiana y
un predominio de Prevotella sobre Bacteroides. Las dietas ricas en carbohidratos solubles
disminuyen los benéficos de las bacterias celuloliticas y aumentan las proteobacterias
asociadas a las mucosas (incluidos los patdgenos entéricos) (Simpson et al., 2015). Las
dietas a corto plazo también pueden tener efectos importantes, particularmente aquellas
exclusivamente basadas en animales, y aquellas dietas ricas en proteinas y de baja
fermentabilidad, que aumentan la abundancia de Bacteroides y disminuyen Firmicutes
(Combes et al., 2013; Adjiri et al., 1992), con una adherencia a largo plazo aumentando

el riesgo de enfermedad del colon.

Existen tratamientos para prevenir la inflamacion intestinal con fibras probidticas
fermentables que potencian ‘las Bifidobacterias beneficiosas o con fibras solubles que
bloquean la adherencia- bacteriano-epitelial (Simpson et al., 2015). Estos mecanismos
pueden explicar muchas de las diferencias en la microbiota asociada con la ingestion a

largo plazo de una dieta rica en fibras de frutas y hortalizas.

En conejos De Blas et al. (2002) reportan que el uso de diferentes niveles y fuentes de
fibra‘muestra una tendencia lineal hacia una menor mortalidad, lo cual podria deberse a
una mayor velocidad de transito digestivo y de renovacion de la digesta en el ciego y/o
por un cambio en las condiciones del medio cecal, es decir, mayor acidez y concentracion

de &cidos grasos volatiles y/o por una disminucion (De Blas et al., 2002).

En el caso de la calidad de la fibra en la dieta sobre la mortalidad en el periodo de engorda
Kovitvadhi et al., (2016) sustituyo la fuente de fibra soluble (pulpa de remolacha,
cascarilla de soja) por fuentes de fibra larga lignificada (paja, granilla de uva, cascarilla
de girasol). Los resultados indican que la mortalidad tiende a reducirse linealmente

cuando se incrementa la proporcion de las fuentes de fibra mas lignificadas y fue atribuido
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a la disminucion del tiempo de permanencia delcontenido en el ciego (De Blas et al.,
2002).

Por lo que, en la produccion cunicola los sindromes digestivos tienen un impacto negativo
repercutiendo la ganacia econémica. La EEC es un sindrome dishidtico del cual se
desconoce la etiologia y se le atribuyen diversos factores como el manejo y la nutricion.
La aproximacion que se le ha dado a esta enfermedad en los Gltimos afios haciendo uso
de la secuenciacion masiva ha revelados el desequilibrio de en grupos bacterianos en el
ciego de conejos con este sindrome. Uno de los tratamientos que se ha propuesto para
mitigar los signos de la EEC es la inclusion de un nivel alto de fibra-y de lignina (como
indicador de fibra larga) minimiza la incidencia de problemas digestivos en conejos. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que dietas con estas caracteristicas no contribuyen al
metabolismo cecal por lo tanto, suponen una baja en la eficacia alimenticia. No obstante,
Jin et al., 2018, reportaron que la reduccion de la fibra detergente neutro, produce el
sindrome en el 20% de los conejos expuestos a esta dieta. . Lo anterior propone que los
CEOQV tienen un papel determinate en la presentacion y control de la EEC, el presente
trabajo aporta un perfil microbiano de la EEC haciendo uso de la secuenciacién masiva
y compara el efecto del aumento de FDN en la dieta en el perfil microbiano, la produccion

de AVG vy los signos en conejos con EEC.

3. Hipdtesis
El incremento de fibra detergente neutro en la dieta de conejos con el sindrome EEC
tendra un efecto positivo, disminuyendo los signos clinicos, mejorando asi los parametros

productivos y cambiando el perfil microbiano del ciego.
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4. Objetivos
Objetivo general

Determinar los microorganismos asociados a la EEC, asi como la influencia de la
inclusion de fibra insoluble sobre la microbiota gastrointestinal y los pardmetros
productivos de conejos infectados con enteropatia epizodtica del conejo (EEC).

Objetivos particulares
1. Identificar los microorganismos asociados a la EEC.
2. Evaluar el efecto del tratamiento sobre la fermentacion y microbiota cecal en el conejo.

3. Determinar la influencia de la suplementacion de fibra insoluble sobre los parametros

productivos.
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5. Material y métodos
Para el desarrollo del presente trabajo se llevaron a cabo dos experimentos, el primero
cual tuvo como finalidad comparar el perfil microbiano de conejos sanos y sospechosos
a EEC producidos en una granja comercial y el segundo observar el efecto del aumento
de FDN en la dieta sobre la microbiota, el metabolismo cecal y la salud de conejos con
EEC. A continuacion se describiran las consideraciones de la investigacion .y

posteriormente cada experimento.

5.1. Consideraciones éticas

El protocolo experimental de esta investigacion fue aprobado por el Comité de Bioética
de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro, con el
namero de registro 93FCN2016 (Anexo Al).

5.2. Estudio metataxondémico de la Enteropatia Epizootica del Conejo

5.2.1. Localizacion e instalaciones

El experimento se llevé a cabo en una granja de produccion cunicola comercial (Granja
1) Localizada en Jaripeo, municipio. Charo al norte del Estado de Michoacéan en las
coordenadas 19°45' de latitud norte y 101°03' de longitud oeste, a una altura de 1,900
metros sobre el nivel del mar, con clima templado con precipitaciones en verano de

1,145.5 milimetros y temperaturas que oscilan de 34.5 a 36.4°C.

Esta granja es privada'y tiene como proposito la produccién de carne de conejo para la
venta en canal 'y la elaboracién de subproductos como el jamén y embutidos varios;
también tiene la funcion de granja de ensefianza, ya que el manejo de la unidad es
realizado por alumnos, de la carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. La produccion usa jaulas tipo
americana (80x60x40cm), con comedero manual y bebedero automatico cada una. Dichas

jaulas tienen un acomode de flatdeck.

5.2.2. Animales experimentales

5.2.2.1. Formacion de los grupos experimentales

En la Granja 1 se realiz6 el diagnostico de 6 conejos de 42 dias de edad, con un peso de
449.16 g en promedio, asi como la obtencion de 6 conejos de la misma edad y sistema
productivo (alimentacién y manejo) sin presencia de signos clinicos de ninguna

enfermedad y en aparente estado de buena salud y un peso promedio de 483.5 g.
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Los conejos seleccionados se colocaron en jaulas individuales en 2 grupos: sanos y EEC
positivos. Los grupos se alojaron en la zona de cuarentena de la misma granja en Morelia.
Los animales diagnosticados con EEC se obtuvieron de acuerdo a un protocolo de
diagnostico cinico de a enfermedad, asi como una necropsia para dar el diagnostico

definitivo de acuerdo a lo descrito en la seccién 5.2.2.1.

La eutanasia de los animales se realiz6 conforme a lo descrito en la seccién 5.2.2.1. Al
grupo sano se le realizo la eutanasia y muestreo en la zona de rastro de la granja.
Posteriormente, se realizé la limpieza y desinfeccién de las instalaciones y del material.

A continuacion, se prosiguio con el grupo EEC con el mismo manejo.

5.2.2.1. Protocolo de diagndstico de Enteropatia Epizootica del Conejo

El diagnostico de la enfermedad se realizé mediante el historial clinico de cada granja,
registro de cada uniad productiva, y seguido por un diagnostico clinico por parte del
Médico veterinario responsable del proyecto en la busqueda de signos clinicos: moco
traslucido en heces, diarrea, abultamiento del abdomen, baja en el consumo de alimento
y bruxismo (Licois et al., 2000; Pérez, 2013). Para considerar a los conejos sospechosos
al sindrome EEC, estos debian presentar los siguientes sintomas: moco traslucido y
abultamiento del abdomen. El diagnoéstico definitivose hizo mediante de la necropsia de
animales con los signos clinices, buscando moco traslucido en intestino grueso e

impactacion del ciego.

5.2.2.3. Eutanasia de animales experimentales

La eutanasia de los conejos de los conejos experimentales se llevo a cabo conforme a lo
mencionado en la NOM-062-Z00-1999, por medio de dislocacion cervical por traccion
mecanica y exanguinacion yugular, ya que los conejos en este experimento pesaron

menos de 1 kilo antes de la eutanasia.

5.2.4. Dieta
Los conejos fueron lactados durante 30 dias en camada y posteriormente recibieron
alimento para engorda (Conejina Turbo, Purina, Nestle S.A. México) ad libitum durante

12 dias posterior al destete (Cuadro. 18)

Cuadro 18. Ficha técnica de la composicion quimico proximal de Conejina Turbo (Nestle

Purina PetCare Company)
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Ficha de andlisis de nutrientes Conejina Turbo
Nutriente %
Proteina 16.0 minimo
Grasa 3.0 minimo
Fibra 17.0 maximo
Cenizas 10.0 maximo
Humedad 12.0 maximo
Elementos libres de nitrégeno 42.5
Calcio 1.0
Fosforo 0.55

5.2.5. Pardmetros productivos
Solamente se obtuvo peso a los 42 dias de edad mediante mediante una bascula (béscula

pediatrica digital 20 kg, Maico, México) y el uso de cajas plasticas previamente taradas
(Figura 15).

Figura 15. Pesaje de conejos durante el periodo experimental.

5.2.6. Muestreo

5.2.6.1 Obtencion y manejo del contenido cecal

Al momento de la eutanasia de los conejos, se realiz6 una incisién en la parte abdominal
para exponer el estbmago, intestino delgado, ciego e intestino grueso. Se realizd una
ligadura en la porcion final de intestino delgado y otra al finalizar la valvula ileo ceco-

colica, posteriormente se realizaron 2 ligaduras para el corte, una 0.5 cm antes de la
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ligadura del intestino delgado y otra 0.5 cm después de la ligadura de la vélvula ileo-ceco-
cblicay se procedi6 al corte entre ambas ligaduras.

En un tubo plastico de 15 ml libres de ARNasas y ADNasas se vertio todo el contenido
del ciego liberando la ligadura del intestino delgado, una vez que se llené el tubo se
almacend inmediatamente a -20 °C para su conservacion y transporte al laboratorio de

Microbiologia Veterinaria, de la FCN, UAQ, donde fueron almacenadas a -80 °C.

5.2.6.2. Obtencion y manejo de tejido cecal e intestinal

Para la obtencidn de tejido intestinal se realiz6 una ligadura al comienzo de la valvula
ileo —cecal, otra a 10 cm después de la ligadura del intestino delgado (inicio del colon) y
una mas a 3cm de la ligadura anterior. Se realizaron cortes para obtener la valvula ileo
ceco cllicay el colon ligados, los cuales fuero limpiados con PBS (NaCl, KCI, NazHPOg,
KH2PO3) y después infiltrados con formol bufferado (pH 7) al 10% y sumergidos en

frascos con el mismo formol.

En el caso del ciego, se realiz6 un corte longitudinal y se lavo con PBS, posteriormente
se fijo con alfileres a circulos de corcho de 2 cm de diametro y se sumergié en frascos
con formol bufferado (pH 7) al 10%. De esta manera se obtuvieron muestras de ciego,
valvula ileo ceco célica y colon. Los frascos fueron almacenados en una hielera sin
refrigerantes y trasladados al laboratorio de Nutricion Animal, FCN, UAQ para su

posterior analisis.

5.2.7. Analisis de las muestras

5.2.7.1 Extraccion de DNA

La muestra de contenido cecal se descongeld en hielo. Se colocd 1.5 ml de contenido
cecal un tubo de 2ml libre de ADNasas y RNAsas. Se cubrié con papel parafilm. Se
perford con una aguja estéril. El tubo se colocé dentro de un matraz (Matraces Fast-
Freeze™, Labconco™, Kansas Estados Unidos de America). EI matraz se refrigerd por
24 h a 0°C. El matraz refrigerado se coloc6 en la liofilizadora (FreeZone™ Freeze-Dry
Systems 4.5L, Labconco™, Kansas Estados Unidos de America) durante 48h para su

desecacion.

La muestra liofilizada se usé para obtener ADN con el kit QlAamp DNA Stool Mini Kit

(Qiagen, Venlo Holanda). De acuerdo al siguiente protocolo, que se describe a
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continucacion. En un tubo de 2ml libre de ADNasas y ARNasas se pesaron 200 mg de
perlas de cristal de 0.1 mm. Se adicionaron 50 mg de muestra liofilizada. Se afiadi6 1.4
ml de solucion Buffer ASL. Se agito por vortex durante 1 minuto. El tubo se calentd
durante 5 min a 95°C. La homogenizacion se hizo mediante vortex durante 15 s.
Posteriormenre, se centrifugé a 13100 RPM durante 1 min, se trasfirio 1.2 ml del
sobrenadante a un nuevo tubo de 2 mly se desechd el pellet. En el nuevo tubo se afiadio
1 pastilla InhibitEX y se homogenizd con vortex por 1 min. El cual se incubd a
temperatura ambiente por 1 min y se centrifugd por 5 min a 13100 RPM. En un tubo de
1.5 ml nuevo se trasfirié 15 pl de proteinasa K, 200 pl del sobrenadante obtenido y 200
ul de solucion Buffer AL. Posteriormente, se agité por 15 seg, seincub6 a 70 °C por 10
min. Se afiadio 200 ul de etanol absoluto (96%) y se agitd con vortex. Se pipeteo la
solucion anterior en las columnas QIAmp (600ul) y se-centrifugd por 1 min a 13100
RPM. Se desecho el tubo y se conservo la columna. Al finalizar, se llevo a cabo la
purificacién, agregando 500 ul de la solucion Buffer AW1 y se centrifugd por 1 min. Se
agregaron 500 pl de la solucion AW?2 a la columna y se centrifug6 por 3 min. Se retird el
liquido y se volvio a centrifugar por 1 min conservando al final la columna. La elucién
del DNA se hizo agregando 200 pl de solucion Buffer AE, se centrifug6 por 1 min y se
desecho la columna y el tubo con el ADN se almacend a -20°C.

5.2.7.1.1. Concentracion e integridad de ADN
La concentracion y la pureza del ADN se llevd a cabo mediante espectrofotometria
NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos de

América).

Para la integridad del DNA, se realiz6 mediante electroforesis vertical, utilizando geles
de agarosa al 1%, donde se colocaron 2 ul de agente fluorescente (GelRed® Nucleic Acid
Gel Stain, Biotium, Fremont California, Estados Unidos de América) por 4ul de ADN y
se corrieron a 70 volts durante 30 min, posteriormente fue visualizado en un
fotodocumentador ChemiDoc XRS (BioRad, Hercules, California, Estados Unidos de
América).

5.2.7.2. Secuenciacion masiva
La secuenciacion masiva del ADN del contenido cecal obtenido del muestreo del se

realizé de forma comercial por parte de la empresa ZYMO con la plataforma de segunda
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generacion de secuenciacion de ADN MiSeq® system (Illumina, San Diego California,
Estados Unidos de América) donde se analizé la region V3-V4 del gen 16S rRNA.

La concentracion del ADN de cada muestra fue de 50ng/ul. Cada muestra se coloco en
tubos para PCR libres de ADNasas y RNAsas estériles e identificados con nimeros
consecutivos en la tapa. Los numeros se incluyeron en una relacion que contenia la
informacidn de cada muestra: origen de la muestra (contenido cecal de conejo) grupo.al
que pertenecia (sano o enfermo), concentracion (ng/ul). Los tubos fueron almacenados
en una hielera junto con refrigerantes y enviados al laboratorio Zymo Research Corp
Irvine California Estados Unidos de América.

5.2.7.3 Anélisis bioinformatico

Los archivos obtenidos de la plataforma de segunda generacién de secuenciacion del
fueron analizados por la empresa Zymo Research Corporation siguiendo el protocolo de
la plataforma QIIMEZ2, y se aplico la metodologia de Hall y Baiko (Hall y Beiko, 2018),

la cual consiste en:

5.2.7.3.1 Visualizacion de la calidad de las secuencias

El comando muestra las primeras 10,000 secuencias de cada muestra. Posteriormente el
comando parea las secuencias (forward y reverse) y genera un indice de calidad basado
en la posicion de las bases pareada. La calidad de las secuencias junto con el tamafio de
las mismas gener6 un punto de corte (Roser et al., 2019).

5.2.7.3.2. Eliminacion de ruido (Denoising) con el algoritmo DADAZ2

El punto de corte generado en el paso anterior permitié el uso del algoritmo DADA2
(Callahan et al., 2016). Se produjeron 2 autoconocimientos computacionales: K-mers y
tamafio de banda alineada. Se generaron diversas divisiones de secuencias Unicas con su
abundancia y calidad. La secuencia mas abundante se compard con todas las secuencias

Unicas y se formaron grupos de semejanza. Cada secuencia Unica generé un valor deP.

El valor de P menor gener6 una nueva division. La nueva divisién se compar6 con todas
las secuencias unicas y se formaron nuevas divisiones con las secuencias Unicas que
tenian la mayor probabilidad de pertenecer al grupo generado por el valor de P menor. El
proceso anterior se repitio hasta lograr que el p-value de las abundancias de las secuencias
Unicas sobrepasara el limite OMEGA_A (Callahan et al., 2016).
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El comando produjo 2 tablas: tabla BIOM (Biological Observation Matrix) y la tabla
HDF5 de base estandar.

5.2.7.3.3. Filtro de secuencias

La informacion obtenida con el algoritmo DADA2 (Callahan et al., 2016) se generdé y
aplico una tabla de filtro. La tabla de filtro excluyd las secuencias que no coincidieronen
la prueba anterior. En la tabla de filtro también se incluyeron las secuencias que
presentaban quimeras. Al finalizar el filtro se generd un reporte indicando las secuencias

que fueron incluidas y las secuencias que fueron excluidas.

5.2.7.3.4. Clasificacion taxondmica
Las secuencias incluidas después del paso anterior se clasificaron haciendo uso de las

bases: silva_nr_v132_train_set y silva_species_assigment_v132.

5.2.7.3.5. Construccion filogenética

La construccion del arbol filogenético se generd con el algoritmo de UniFrac. Primero se
realiz6 un alineamiento multiple y de excluyeron los alineamientos que no tuvieran
minimo un 40% de bases conservadas. Posteriormente se construyd el arbol filogenético
con las secuencias incluidas y el algoritmo Fast Tree. Por ultimo se colocaron las “raices”

al arbol y se generd la representacion grafica.

5.2.7.3.6. Prueba de diversidad entre grupos

Con los objetos construidos en los pasos anteriores (tabla de OTUS, tabla de asignacion
taxonomica y arbol filogenético) se realizé el célculo de los indices de diversidad. Los
algoritmos usados fueron: Simpson, Shannon Chaol y Fisher (Oksanen et al., 2019).

5.2.7.3.7. LEfSe (Analisis lineal discriminatorio del efecto tamafio)

Las tablas de OTU’s y abundancias se usaron para el calculé de LEfSet (Segata et al.,
2011). Se us6 la informacion de metadata (enfermos vs sanos). Posteriormente se
generaron los biomarcadores de cada clase y la visualizaciébn de los OTU’s

representativos.

5.2.8. Disefio experimental

El disefio experimental fue totalmente al azar con un analisis ANOVA de una via (Wayne
2002), con el siguiente disefio: yij = u + a i +¢ij el cual se analiz6 mediante el software
IBM SPSS Statistics para Windows (Version 19.0. Armonk, NY: IBM Corp).
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5.3. Influencia de fibra detergente neutro en la salud y la microbiota de conejos con
Enteropatia Epizodtica.

5.3.1 Localizacion e instalaciones

El experimento 2 se llevo a cabo en un area designada como unidad de experimentacion
cunicola no. 2, localizada en el campus Amazcala el cual pertenece a la Facultad de
Ciencias Naturales de la Universidad Autdonoma de Querétaro. La cual esta ubicada en
Amazcala, Municipio del Marqués, a los 20° 42* 40.8 N y 100° 15’ 24.7"O con altura de

1930 msnm; con clima de tipo templado semi seco con precipitacion anual promedio de

400 a 500 mm3 (INEGI, 2011).

La caseta cont6 con malla mosquitera en ventanas, ventilacion manual (apertura de
ventanas). Se hizo uso de jaulas tipo americana con medidas de ‘90 cm de ancho, 60 cm

de largo y 40 cm de altura (Figura 14).

Figura 14. Jaula tipo americana, para la engorda de conejos en sistema semi-intensivo.

Dichas jaulas fueron colocadas en bateria con modulos de 2 jaulas y 2 modulos por grupo
experimental. Cada jaula cont6 con 1 bebedero automatico con toma de chupon y 2
comederos tipo tolva en forma de J; la cual tenia su charola metalica de recoleccion de

heces, orina y desperdicio de alimento.

5.3.2. Animales experimentales

5.3.2.1. Formacién de los grupos experimentales

Los conejos elegidos para formar los grupos experimentales, fueron obtenidos de una
granja de produccién comercial (Granja 2) localizada en Tlahuac, Ciudad de México. En
el cual se realizo el diagnostico de 8 conejos de 30 dias de edad, con signos presuntivos

de EEC y un peso promedio de 450.13 g. Asi mismo, se obtuvieron 8 conejos del mismo
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sistema productivo (alimentacién y manejo) que no presentaran signos clinicos de
ninguna enfermedad, en aparente buen estado de salud y un peso promedio de 628.20g.
Los conejos seleccionados se trasladaron y alojaron en la unidad de experimentacion no.
2 de la Facultad de Ciencias Naturales de la UAQ. Donde se alojaron cuatro grupos de 4
conejos de raza Nueva Zelanda de 30 dias de edad en 4 jaulas tipo americana (90X60X40)
equipadas con comedero y bebedero. Las dietas experimentales (ver seccion 5.3.3) fueron

administradas ad libitum a cada grupo.

Los grupos experimentales fueron los siguientes:

EEC-31%: Los animales sanos con dieta control (FDN 31%).

EEC-36%: Los animales sanos con dieta experimental (FDN 36%).

EEC+31%: Los animales positivos a EEC con dieta control (FDN 31%).
EEC+36%: Los animales positivos a EEC con la.dieta experimental (FDN 36%).

5.3.2.2. Protocolo de diagnéstico de EEC
Los conejos diagnosticados con EEC 'y escogidos para este experimento fueron
identificados mediante el protocolo descrito en la seccién 5.2.2.1., pero sin el diagnostico

definitivo (necropsia).

5.3.2.3 Criterios de bienestar animal

Para el experimento, el dolor y sufrimiento de los animales fue evaluado de acuerdo a lo
establecido por la Comision Etica Asesora para la Experimentacion Animal, Universidad
de Zaragoza (Comision Etica Asesora para la Experimentacion Animal 2013), donde se
evalUan signos indicativos de dolor y su escala (0-3= normal, 4-7= falta de confort o
dolor; 8-11= sufrimiento y 12-15= dolor grave), los animales que obtuvieron una

calificacion entre 8 y 11 fueron eutanasiados.
En paralelo a esto se llevo un registro de la presencia de signos clinicos en ambos grupos.

5.3.2.4. Eutanasia de animales experimentales y manejo de cadaveres.

Al finalizar el experimento, los conejos que presentaron algun signo de enfermedad, se
les realizo la eutanasia conforme a la norma NOM-033-Z0O0-1995, por medio de
dislocacion cervical por traccion mecanica y exanguinacion yugular ya que los conejos

pesaron mas de 1 kilo al momento de ser eutanaciados. Los cadaveres fueron manejados
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como residuos peligrosos como lo indica la NOM-087-ECOL-SSAL- 2002. En el caso de
los conejos sanos fueron donados a la unidad productiva de conejos de la Facultad de
Ciencias Naturales, de la Universidad Autonoma de Querétaro después de una cuarentena
de 30 dias.

5.3.3. Dieta

Las dietas experimentales fueron elaboradas para cubrir los requerimientos nutricionales
recomendados para la salud gastrointestinal del conejo (Gidenne et al., 2010) y para el
tratamiento recomendado para la EEC (Xiccato et al., 2008). Por lo que se elaboraron dos
dietas con los mismos valores nutricionales, una con fibra detergente neutro de 31%

(Dieta control) y otra con 36% (Dieta experimental),

Las dietas se formularon con los mismos ingredientes: Harina de alfalfa, pasta de canola,
salvado de trigo, harina de girasol, sal comun, carbonato de calcio, vitaminas y minerales,
los cuales se compraron en forrajeras cercanas al campus Amazcala. En el caso de la
harina de alfalfa se elaboré en el campus Amazcala moliendo pacas de alfalfa hasta lograr

la textura de harina (criba no. 10, 5, 1).
Las dietas 31% y 36% fueron analizadas con un analisis quimico proximal (Cuadro 19).

Cuadro 19. Composicidn de ingredientes y andlisis quimico proximal de las dietas.

Composicion deingredientes Analisis quimico proximal*
) Dieta 36 Dieta 31 Dieta 36
Dieta 31 (%)
(%) (%) (%)
Harina de alfalfa 51.9 45.9 Materia seca 91.15 91.26
Fibra detergente
Pasta de canola 39.66 39.66 31.67 35.78
neutro
Salvado de trigo 6 12 Fibra cruda 17.65 17.83
Mezcla de vitaminas y
_ 1.26 1.26 Proteina cruda 15.79 16.03
minerales

Harina de girasol 0.68 0.68 Cenizas 8.81 8.64
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Sal comun 0.50 0.50

*Datos obtenido en el Laboratorio de Nutricion Animal, perteneciente a la Universidad
Autonoma de Querétaro (Siguiendo lo establecido en los manuales de la AOAC, 2010,
Moller, 2014).

5.3.3.1 Analisis quimico proximal

El analisis quimico proximal de las dietas experimentales se llevd a cabo en el
Laboratorio de Nutricion Animal, perteneciente a la Universidad Autonoma de Querétaro.
Siguiendo lo establecido en los manuales de la AOCC (AOAC, 2010).

5.3.4. Pardmetros productivos

Los variables productivas obtenidas fueron las siguientes: peso de inicio (g), peso de
crecimiento (g, cada tercer dia), peso de finalizacion (g), consumo aparente de alimento
(g/dia/jaula), morbilidad, mortalidad y presencia de signos relacionados a EEC

(abultamiento abdominal, diarrea y moco trasltcido en heces).

5.3.5 Muestreo y analisis de las muestras

5.3.5.1. Obtencion y manejo de cecotrofos y heces

Las muestras de cecotrofos y heces se obtuvieron al finalizar el experimento dia 70
(Licois etal., 2005). Para esto se colocaron dos conejos por jaula con una division plastica
entre ambos. A cada conejo se le coloc6 un collar conico de poliuretano desde (6 cm de
didmetro angosto y 27cm de didmetro ancho) desde las 7:00 a las 11:00 am (Rodriguez-
Romero et al., 2012). Los cuales se colocaron y fijaron al cuello de los conejos de 7:00
a 11:00 am. Se usaron charolas plasticas desinfectadas con cloruro de benzalconio al 2%
y recubiertas con bolsas plasticas.Una vigilancia continua se llevo a cabo en espera de la
expulsion del cecotrofo limpio, (cecotrofos o heces que tenian contacto con la orina
fueron descartados). La colecta de las muestras se realiz6 con pinzas sin dientes y guantes.
Las pinzas fueron lavadas y desinfectadas entre cada muestra recolectada y los guantes

fueron sustituidos de igual manera.

La primer muestra colectada se coloco en tubos de 1.5 ml libres de ADNasas y RNAsas
y se congel6 inmediatamente en nitrégeno liquido, para su conservacion y transporte al

laboratorio de Microbiologia Veterinaria, de la FCN, UAQ, donde fueron almacenadas a
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-80 °C. La segunda muestra colectada se coloco en una bolsa individual y se peso. La
tercera muestra se usé para determinar el pH (ver seccion 5.12.1.).

La colecta de las heces se realizo de la misma manera y de forma paralela a la recoleccion

de los cecotrofos. No se realiz6 la determinacion de pH en las heces.

5.3.2 Andlisis de las muestras
5.3.2.1 Extraccion de ADN

Las muestras de cecotrofos y heces previamente congeladas en los tubos fueron
descongelados en hielo y colocados en tubos limpios libres de ADNasas y RNAsas. Para
la extraccion de ADN se usé el kit QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Venlo
Holanda).

En el laboratorio, se realizo el procedimiento anterior (ver seccion 5.2..) con las siguientes
modificaciones: Se pesaron 220 mg de En una placa caliente se incubd por 5 min

(cronometro) a 70 °C. Se centrifugd a 14,000 rpm.

El ADN extraido de cada muestra fue cuantificado y visualizado para observar su
integridad de acuerdo a lo descrito en la seccion 5.2.7.1. Posteriormente fue almacenado
a -20 C, en el laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias Naturales de la
UAQ hasta su envio a la empresa INMEGEN.

5.3.2.2. Secuenciacién Masiva
La secuenciacion masiva del ADN obtenido se realizé mediante la plataforma de segunda
generacion de secuenciacion MiSeq® system, (Illumina, San Diego California, Estados
Unidos de América) donde se identificé la region VV3-V4 del gen 16S rRNA por la Unidad
de Secuenciacion e Identificacion, Polimorfismos Instituto Nacional de Medicina
Genomica, Ciudad de México.

La concentracion del ADN de cada muestra fue de 20ng/ul, cada muestra se colocé en
tubos para PCR libres de ADNasas y RNAsas estériles e identificados con nimeros
consecutivos en la tapa. Los numeros se incluyeron en una relacion que contenia la
informacién de cada muestra: origen de la muestra (cecotrofos o heces) grupo al que
pertenecia (EEC-31%, EEC-36%, EEC+31%, EEC+36%), concentracion (ng/ul).
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5.3.2.3. Anadlisis bioinformético
Los archivos obtenidos de la plataforma de segunda generacion de secuenciacion de este

experimento fueron analizados de la siguiente manera:

Las secuencias obtenidas se procesaron filtrando las lecturas de baja calidad y recortando
los adaptadores de la secuenciacion y dejando lecturas de 480pb con Trimmomatic
(Bolger et al., 2014) y se hizo una inspeccién de la calidad de los datos con FastQC,
posteriormente se hizo uso del software R Project for Statistical Computing siguiendo la
guia de trabajo propuesta por Callahan y colaboradores (Callahan et al., 2016). Para el
analisis se usaron los siguientes paquetes: Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2
(DADAZ2) (Callahan et al., 2016), DECIPHER (Murali et al., 2018), Phyloseq (McMurdie
y Holmes, 2013), Microbiome, Vegan (Lahti y Shetty, 2019). y Ggplot2 (Wickham,
2011).

El protocolo que se llevd acabo en el paquete DADA2 consistié en: filtrar, identificar
secuencias Unicas (Dereplication), construir tablas de unidades taxondmicas
operacionales, remover secuencias quiméricas, asignar identificacién taxondmica,

determinar la abundancia y la diversidad.

5.3.2.3.1. Filtracion (Filtering)

El primer comando consiste en el corte de las secuencias a un tamafio determinado.
Posteriormente, se filtran las secuencias por: el nimero de ambigiiedades, calidad y
errores esperados en cada lectura. Solo las lecturas en las que ambas secuencias (forward

y reverse) cumplan con lo anterior pasan el filtro (Callahan et al., 2016).

5.3.2.3.2. Eliminacion de réplicas (Dereplication)

La funcién cre6 una lista de secuencias Unicas junto con su abundancia. Eliminé las
secuencias que no cumplieron con el promedio de calidad obtenido de la lista de
secuencias unicas usando el modelo del error de los datos (Callahan et al., 2016).

5.3.2.3.3. Eliminacién de ruido (Denoising)

El algoritmo que se aplico fue algoritmo core denosising. Se produjeron 2
autoconocimientos computacionales: K-mers y tamafio de banda alineada. Se generaron
diversas divisiones de secuencias Unicas con su abundancia y calidad. La secuencias mas

abundantes se compararon con todas las secuencias Unicas y se formaron grupos de
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semejanza. Cada secuencia Unica generd un valor de P. El valos de P menor gener6 una
nueva division. La nueva division se compar6 con todas las secuencias Unicas y se
formaron nuevas divisiones con las secuencias Unicas que tenian la mayor probabilidad
de pertenecer al grupo generado por el p-value menor. El proceso anterior se repitio hasta
lograr que el valor de P de las abundancias de las secuencias unicas sobrepasara el limite
OMEGA_A (Callahan et al., 2016).

Se eliminaron todas las secuencias que no lograron pasar el filtro K-mer y tamafio de

banda de alineamiento.

5.3.2.3.4. Eliminacion de Quimeras y Quimeras de dos padres (isBimeraDenovo)

La identificacion de quimeras y bimeraas (quimeras de dos padres) se realizo de las
secuencias excluidas con la mayor abundancia. Las secuencias se alinearon y se
excluyeron todas aquellas alineaciones con mas de 4 nucleétidos de diferencias entre las

secuencias derecha e izquierda (padres) y la secuencia hija (Callahan et al., 2016).

5.3.2.3.5. Alineacion (Merging)
Las secuencias incluidas después del protocolo anterior fueron alineadas por pares

(forward y reverse) y se unieron en unasola secuencia fusionada (Callahan et al., 2016).

5.3.2.3.6. Obtencidn de la asignacion taxondmica y abundancia

La asignacion taxondmica se llevd a cabo con el paquete DECIPHER. En este paso se
incluyeron las bases-de datos silva_nr_v132_train_set y silva_species_assigment_v132.
Se generd una tabla taxondmica, una tabla de secuencias y una tabla se abundancia de
secuencias (Murali et al., 2018).

Los-archivos generados con los paquetes DADA2 y DECIPHER se unieron en un solo
objeto phyloseq, mediante el paquete Phyloseq. A partir de este punto todos los analisis
siguientes se llevaron a cabo con este objeto (McMurdie y Holmes, 2013).

Posteriormente, el archivo phyloseq se analizé con el paquete Microbiome y se generaron:
tabla de abundancia con identificacion taxonomica, tabla de normalizacion de abundancia
y tabla de ndcleo de microbiota (Lahti y Shetty, 2019).

El objeto phyloseq se usé para generar la visualizacion grafica de: identificacion
taxondmica, indices de diversidad y abundancia con identificacion taxondmica mediante

el paquete ggplot 2 (Wickham, 2011).
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5.3.2.3.7. Analisis de indices de diversidad
El andlisis de la alfa y beta diversidad fueron obtenidos mendiante el paquete Vegan lo

cual genero los indices solicitados (Oksanen et al., 2019).

5.3.2.3.8. Analisis estadistico de las secuencias

Para la comparacion de las secuencias identificadas por DADAZ2 se realiz6 una prueba
PERMANOVA siguiendo la metodologia descrita en el manual del paquete Vegan
(Oksanen et al., 2019). En el caso del analisis de la diversidad bacteriana, esto se evaluo
mediante el calculo del indice de Shannon, el indice de Simpson, el indice de Chaoly los
estimadores de cobertura basados en la abundancia (ACE), siguiendo la metodologia de

propuesta en el manual de la paqueteria vegan (Oksanen et al., 2019).

5.3.3. Analisis del metabolismo cecal.
La segunda y tercer muestra obtenida de los cecotrofos se utilizaron para el analisis del
metabolismo cecal, para el cual se llevé la determinacién del pH, los acidos grasos

volatiles y el amonio.

5.3.3.1. Determinacion de pH de cecotrofos

Para medir el pH se tomaron 2.g, se le agreg6 5 ml de agua destilada en un vaso de
precipitado, se agitd y se midié con un medidor multiparamétrico de pH (Edge HI2020-
01, Hanna Instruments, Woonsocket, Rhode Island, USA)

5.3.3.2. Determinacion de acidos grasos volatiles

Para la determinacion de acidos grasos voléatiles (AGV), se recogieron 2 g de muestra en
un tubo de centrifuga cénico de 15 ml con 5 ml de acetona de calidad para HPLC y 1 ml
de aguade calidad para HPLC. Esto se mezcldé mediante agitacion en vortex durante 15
segundos, seguido de la adicion de 100 pl de &cido fosforico [v / v] al 85% y la solucién
se mezcl6 nuevamente mediante agitacion en vortex durante 10 segundos y se centrifugo
durante 23 minutos a 21.000 g a 4°C. El sobrenadante se separ6 pasando a través de un
filtro de 0.20um. El filtrado se coloco posteriormente en viales de color &mbar con una
tapa para llevar a cabo el analisis de cromatografia liquida y se almacené a -80°C hasta
su uso. La cromatografia de liquidos se realizé utilizando un cromatdgrafo de gases
Agilent 6890 con un detector de ionizacion de llama y una columna DB-FFAP de 30
mx0,25 mm x 0,25 m (Agilent Technologies, Wilmington, North Carolina, Estados

Unidos de América), para el analisis del sobrenadante filtrado se utiliz6 una jeringa de
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0,2 um. filtro (12a). Las condiciones siguieron un modo de division (20: 1) con una
temperatura de entrada de 220°C y una presion de 168 kPa. Se inyect6 un volumen de 1
ul, con un flujo constante de 1,4 ml / min, utilizando helio como vehiculo. La temperatura
del detector fue de 250°C. La columna oper6 inicialmente a 35°C, con un periodo de
mantenimiento de 30 seg, antes de aumentar a 10 ° C/m hasta alcanzar 90 ° C. Esta
temperatura se mantuvo durante 2 min, y fue seguida por un aumento de 12 ° C/m hasta

alcanzar los 230°C y se mantuvo durante 6 min.

5.3.3.3 Determinacion de amonio

La determinacion de amonio se hizo mediante el enfoque de Kjeldahl (AOAC, 2010).
Inicialmente, se recogieron 2 g de cecotrofos y se colocaron en un matraz Kjeldahl al que
se agregaron 200 ml de agua destilada a 20 ° C, seguido de la adicién de 4 perlas de vidrio
en ebulliciéon de 3 mm de diametro (PROLAB) y 2 g de MgO. Luego se destilo utilizando
una tasa de recuperacion de 99.5%. La solucidn se neutralizd mediante la adicion de 20
ml de H20, 20 ml, 20 ml de NaOH, durante 4 minutos. Los productos del proceso de
destilacion se recogieron en matraces Erlenmeyer de 500 ml. A cada matraz se le
agregaron 100 ml de H3BOs al 2% y 3 gotas de solucién indicadora (20 ml de rojo de
metilo al 0,05% y 4 ml de azul de metileno al 0,2%) para garantizar que la solucion fuera
ahora neutra. Las titulaciones se realizaron utilizando H2SO4 0,1 M, que se gotea con una
pipeta graduada hasta que cambia el color de la solucion indicadora. Estos valores se
compararon con un blanco (es decir, sin cecotrofos), y el N% del valor de amoniaco se

calculé mediante la siguiente ecuacion:
Ecuacion 1::N% = [(A-B) * 0.014 * N * 100] / M

Dénde: Ay B son el nimero de ml de H2SO4 utilizado en la titulacion de las muestras de
control y cecotrofo, respectivamente, N es la normalidad de H2SO4 y M es el peso de la

muestra de cecotrofos en gramos.

5.4. Andlisis bioestadisticos

Para el analisis estadistico de ambos experimentos se utilizé el siguirnte modelo:

yijk = p + ai + Bj + (oB)ij + sijk
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5.4.1. Disefio experimental

Para el andlisis de los resultados obtenidos en la comparacién de las dietas (control y
experimental) versus el estado de salud (EEC positivos y sanos) se usé un disefio factorial
2X2 con un analisis ANOVA de una via (Wayne 2002).

Para comparar la abundancia entre los grupos del experimento 1y 2 se usé una prueba de
PERMANOVA (ver seccion 5.3.2.7).
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6. Resultados
6.1. Estudio metataxondmico de la Enteropatia Epizootica del Conejo

6.1.1 Lesiones histopatoldgicas y peso de animales experimentales

Los conejos sospechosos de EEC presentaron un peso promedio de 449.16 g, en cambio
los conejos sanos tuvieron un promedio de 483.5 g, sin embargo no fueron
estadisticamente significativos (P>0.05). A la inspeccién, los conejos sospechosos
presentaron residuos de heces diarreicas en la zona perianal (Figura 16), en cambio los
conejos sanos no presentaron rastros de diarrea en la zona perianal (Figura 17). En la
necropsia, el aspecto del tracto gastrointestinal los conejos positivos a EEC presentaron
distencion por gas y liquido en el colon proximal, y se observé un cambio en la coloracion
del ciego (Figura 18). En cambio, los conejos sanos no presentaron ningn cambio en el

aspecto del tracto gastro intestinal (Figura 19).

gy - S

Figura 16. Inspeccion externa de conejo sospechoso a EEC. Se observa la presencia de
diarrea en la zona perianal. Foto: Xiao-Haitzi Daniel Pudn Pelaez

127



Figura 17. Inspeccion externa de conejo sano. No presenta rastros de diarrea en la zona

perianal. Foto: Xiao-Haitzi Daniel Pudn Pelaez

Figura 18. Exposicion de intestino de conejo positivo a EEC. Colon proximal distendido,
presencia de gas y liquido, ciego impactado. Foto: Xiao-Haitzi Daniel Puon Pelaez
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Figura 19. Exposicion de intestino de conejo sano. Los 6rganos del tracto gastrointestinal

presentan un tamafio y color normal. Foto: Xiao-Haitzi Daniel Pudn Peléaez

6.1.2 Anélisis metataxonémico

Del contenido cecal de los conejos positivos a EEC se obtuvieron 115,534 secuencias, se
identificaron 317 unidades taxonomicas operacionales (OTU) y 76 géneros bacterianos.
De las muestras obtenidas de conejos sanos se reportaron 99,863 secuencias. Los OTU
reportados fueron 279y la asignacion taxonémica fue de 81 géneros bacterianos (Cuadro
20). La curva de rarefraccion presentd meseta en todas las muestras analizadas (Figura
A2, Anexo).

Mayor diversidad y riqueza de la microbiota fue observada en los conejos sanos en
comparacion con los conejos positivos a EEC (Cuadro 20). Sin embargo, la mayor
abundancia de secuencias identificadas se observa en las muestras de conejos positivos a
EEC (Figura 20). Los phyla mas abundantes en los conejos positivos a EEC fueron:
Firmicutes, Bacteroides y Verrucomicrobia. Los phyla menos abundantes fueron:
Tenericutes, Cyanobacteria y Euryachaeota. No obstante, el phylum Synergistetes se
observo solo en el grupo de conejos positivos a EEC. En cambio, los conejos sanos
obtuvieron mayor abundancia en los phyla Firmicutes, Verrucomicrobia y Bacteroides;
los phyla menos abundantes fueron Saccharibacteria, Cyanobacteria y Tenericutes. En
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ambos grupos se obtuvieron secuencias no identificadas fueron 3505 para el grupo

positivo a EEC y 2366 para el grupo de conejos sanos (Cuadro 21 y Figura 21).

Cuadro 20. Resumen de secuencias identificadas y comparacién de indices de

diversidad microbiana en las muestras de contenido cecal.

EEC+ EEC- Valor de P
interaccion
Numero de secuencias 115,534 99,863
NUmero de unidades taxondmicas 317 279
funcionales (OTU)
Numero de géneros identificados 76 81
Indice de Shannon 6.24 (0.18) 6.54 (0.04) 0.001
indice de Simpson 0.95 (0.04) 0.97 (0.01) 0.001
indice Inv de Simpson 30.12 (0.09) 43.54(0.06) 0.001
Indice de Fisher 66.20 (2.19) 81.40 (0.80) 0.001
Indice de Chaol 304.98 (6.70) | 275.86 (2.50) 0.002

EEC+: Conejos positivos a enteropatia epizootica. EEC-: Conejos sanos.
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m Proteobacteria

= No identificados
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Euryarchaeota
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m Actinobacteria

Figura 20. Perfil microbiano de las abundancias de las muestras cecales por grupos. Se

muestran los phyla mas abundantes conejos positivos a EEC vs conejos sanos. EEC+:

Conejos positivos a enteropatia epizodtica. EEC-: Conejos sanos.
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andlisis metagenomico.

Cuadro 21. Abundancia promedio con error estdndar y porcentaje de los phyla de muestras cecales de conejos sanos y con EEC, basado en

EEC+ % EEC- % Valor de P

Actinobacteria 538.74 +108.48 1.05 312.28 +217.91 0.73 NS
Bacteroides 7327.02 £ 2934.82 14.32 2300.43 + 1020.38 5.36 NS
Cyanobacteria 286.81 + 88.25 0.56 214.31 + 58.05 0.50 NS
Euryarchaeota 400.74 £ 97.32 0.78 387.11 +194.24 0.90 NS
Firmicutes 30320.63 + 4856.29 59.26 33848.77 + 2811.83 78.88 NS
No identificados 3504.72 + 1402.10 6.85 2366.13 + 260.89 5.51 NS
Proteobacteria 697.57 £ 225.77 1.36 521.65 £ 58.52 1.22 NS

Saccharibacteria 683.90 + 224.30 1.34 121.77 £ 95.26 0.28 0.044
Synergistetes 1287.80 + 680.60 2.52 0 0.00 NS

Tenericutes 39.80 + 18.29 0.08 196.14 + 47.31 0.46 0.012
Verrucomicrobia 6075.61 + 1334.57 11.87 2642.89 + 1012.75 6.16 NS

EEC+: Conejos positivos a enteropatia epizodtica.

EEC-: Conejos sanos.
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Figura 21. Perfil microbiano de las abundancias de las muestras cecales de conejos
positivos a EEC y conejos sanos. EEC+: Conejos positivos a enteropatia epizoo6tica.

EEC-: Conejos sanos.

Respecto a las abundancias relativas, los conejos con enteropatia presentaron un aumento
en la abundancia relativa de los microorganismos identificados en comparacion con los
animales sanos. Los géneros bacterianos que aumentaron fueron: Akkermansia (15.22%
vs 5.62%), Clostridium (3.56% vs 0.61%), Bacteroides (2.67% vs 0.92%), Cloacibacillus
(1.72% vs 0%), Saccharimonas (1.27% vs 0.22%), Synergistes (0.71% vs 0%) y
Erysipelatoclostridium (0.49% vs 0.03%). En Archeas, solamente aumentd
Methanosphaera (0.58% vs 0.09%). No obstante, la enfermedad afectd negativamente la
abundancia relativa de los géneros: Subdoligranulum (3.64% vs 7.49%) y Eisenbergiella
(0.03% vs 1.27%). Este efecto se observo en las familias: Ruminococcaceae (26.34% vs
34.12%) y Lachnospiraceae (8.14% vs 23.49%) (Figura 22).
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enteropatia epizodtica. EEC-: Conejos sanos. (f): familia, (0): orden, (g): género.
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6.1.3 Biomarcadores identificados

La prueba LEfSe report6é 11 biomarcadores (Figura 23). en el grupo de conejos positivos
a EEC. En el caso del grupo de conejos sanos se reportan 6 biomarcadores (Figura 24)
siguiendo el umbral usado por Jin et al. (2018).

Lachnospiraceae (f) NI 3.62
Erysipelotrichaceae (f) I 3.67 |
Peptostreptococcaceae (f) I 369 :
Defluviitaleaceae (f) I 3.77 |
Cloacibacillus porcorum (e) I . 3.92
Familia_XIII () e 3,96
Synergistales (0) — 4.07

Clostridiales (0) I 4,09
|
Clostridiaceae (f) IEEEEEEEEEEEESN——— 4.2

Clostridium (g) T 2

Akkermansia muciniphila (¢) NN 4.8

0 1 2 3 4 5 6

Figura 23. Biomercadores reportados por la prueba LEfSe en muestras positivas a EEC.
(): familia, (e): especie, (0): orden, (g): género.

Eisenbergiella (o) [ INEEG_— s
Akkermansia sp69337 (¢) [ N /15

|
. Ruminococcaceze (1) N /77

|
Lachnospiraceze (1) NN 5!
Firmicutes (7) N 0!

Clostridiales (o) - | N 5.0

Figura 24. Biomercadores reportados por la prueba LEfSe en muestras negativas a EEC.
(F): familia, (e): especie, (0): orden, (g): género, (p): phylum.
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6.2. Influencia de fibra detergente neutro en la salud y la microbiota de conejos con
Enteropatia Epizootica.

6.2.1 Pardmetros productivos

El peso de los conejos con EEC fue significativamente menor (P <0.05) con respecto al
peso de los que estaban sanos (Cuadro 22), esto continué durante el resto de periodo
experimental hasta el pesaje final (Figura 25). Los conejos que tenian EEC fueron
significativamente mas ligeros que aquellos que estaban sanos (P <0.05). La ganancia
diaria de peso fue significativamente mayor (P <0.05) en animales sanos, pero solo en
aquellos alimentados con una dieta de 36% de FDN (Figura 26). Los conejos en los
grupos EEC+31% y EEC+36% presentaron diarrea leve (severidad = 1) a moderada
(severidad = 2) el primer dia del ensayo y durante los siguientes 3 dias. La diarrea y el
moco en las heces, en los grupos positivos a EEC, disminuyeron desde el cuarto dia de
experimento y desaparecieron al noveno dia. Los grupos negativos a EEC (EEC-31% y
EEC-36%) no presentaron diarrea o signos asociados con EEC durante la duracion del

experimento.
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Cuadro 22. Pesos promedios y error estandar de conejos en diferentes etapas del experimento.

(g/dia/jaula)

Pesos EEC-31% EEC-36% EEC+31% EEC+36% Valorde | ValordeP

P Dieta | Enfermedad
Inicial promedio (@) 635+495 621 £52.9 427 +53.9 474 +44.1 NS 0.000
Promedio semana 1 () 834 +44.7 843 + 28.9 584 +48.9 645+ 34.8 NS 0.000
Promedio semana 2 (g) 1032 +£35.8 | 1039+ 255 771 +38.5 825+ 30.1 NS 0.000
Promedio semana 3 (g) 1247 +34.8 | 1265+ 34.1 954 +42.8 1015+ 13.1 0.035 0.000
Promedio semana 4 (g) 1556 +46.2 | 1580+ 23.3 | 1320 +54.7 1348 +49.7 NS 0.000
Promedio final (g) 2095 +33.6 | 2193+35.7 | 1843+50.3 1927 +39.1 0.001 0.000
Ganancia diaria de peso (g) 36.5+1.9 39.3+1.08 354+1.9 36.3+£0.7 0.032 0.023

Consumo diario de alimento | 523.45 2.67+ | 525.70 + 3.3 /| 427.56 +2.7 | 435.06 £ 2.74 - -

EEC-31% = animales sanos con dieta de 31% de FDN; EEC-36% = animales sanos con dieta de 36% de FDN; EEC+31% = animales
sospechosos a EEC en una dieta con 31% de FDN; y EEC+36% = animales sospechosos a EEC con dieta de 36% de FDN.
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Figura 24. Evolucion del peso promedio de conejos por grupo. EEC-31% = animales
sanos con dieta de 31% de FDN; EEC-36% = animales sanos con dieta de 36% de FDN;
EEC+31% = animales sospechosos a EEC en una dieta con 31% de FDN; y EEC+36% =
animales sospechosos a EEC con dieta de 36% de FDN
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Figura 26. Ganancia diaria de peso por grupo. EEC-31% = animales sanos con dieta de
31% de FDN; EEC-36% = animales sanos con dieta de 36% de FDN; EEC+31% =
animales sospechosos a EEC en una dieta con 31% de FDN; y EEC+36% = animales
sospechosos a EEC con dieta de 36% de FDN.

6.2.2 Metabolismo cecal

Los resultados de los parametros de fermentacion se muestran en el Cuadro 23. No se
observaron diferencias significativas (P> 0.05) entre los grupos para los valores de pH.
En el caso del porcentaje de amoniaco, el mayor valor se observo en el grupo EEC+31%,
aunque este valor no fue significativamente diferente (P> 0.05). Sin embargo, hubo una
diferencia significativa (P <0.001) en la produccidn de los &cidos grasos volatiles (AGV)
analizados, asi como, en el total de AGV producidos por grupo con los grupos, registrando
el grupo EEC+31% la concentracion mas alta, seguido por el grupo EEC-36% (Figura
27). En cuanto a las interacciones, hubo diferencias dependientes de la enfermedad y la
dieta (P <0.001), asi como una diferencia en la interaccion de las variables (P <0.001). La
proporcion de produccion de los AGV no cambid en los grupos EEC-31%, EEC+31% y
EEC+36%, conservando al &cido acético como el mas abundante, seguido por el acido
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propiodnico y el acido butirico respectivamente, en el caso del grupo EEC-36% el cido
butirico fue més abundante que el propidnico, no obstante, esto no fue estadisticamente
diferente. La concentracion de otros AGV mas alta se present6 en el grupo EEC+31%
(P<0.001) (Figura 27). Los acidos grasos ramificados (&cido valérico, isobutirico e
isovalérico) tuvieron la mayor concentracion en el grupo EEC+31% positivo a EEC con
dieta baja en fibra detergente neutro (P<0.001), asi como en la concentracion de otros
AGV (P<0.001).
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Cuadro 23. Valores de acidos grasos volatiles, amoniaco y pH para muestras de cecotrofos recolectados.

Metabolito/Parametro EEC-31% EEC-36% EEC+31% EEC+36% Valor de P Valor de P Valor de P
Dieta Enfermedad interaccion
AGV Totales pumol/g 9.75+0.14 13.35+0.16 14.36 £ 0.19 10.08 £ 0.16 0.034 0.001 <0.001
Acido acético umol/g 3.65+0.10 4.35+0.01 4.95 £ 0.09 3.82+0.10 0.028 0.001 <0.001
Acido propionico pmol/g | 1.71+0.09 2.68 +0.03 2.00+£0.10 1.85+0.08 0.007 <0.001 <0.001
Acido butirico pmol/g 1.24 +£0.03 2.76 £ 0.02 1.25 £.0.02 1.24 £ 0.02 <0.001 <0.001 <0.001
Isobutirato pmol/g 0.43+£0.02 0.41+£0.01 0.97.£0.02 0.43 +£0.02 <0.001 <0.001 <0.001
Acido valérico pmol/g 1.02+0.01 1.32+0.01 2.00£0.04 1.03 £ 0.02 <0.001 <0.001 <0.001
Isovalerato umol/g 0.90+£0.01 0.82 £0.01 1.27 £ 0.02 0.97£0.01 <0.001 <0.001 <0.001
Otros AGV umol/g 0.80 + 0.004 1.02'+0.028 1.94 £ 0.017 0.81 +0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Amonio % 0.06 £ 0.01 0.04 +£0.01 0.16 = 0.07 0.07+0.01 NS NS NS
pH 6.58 +0.17 6.46 = 0.07 6.43 + 0.06 6.43+0.13 NS NS NS

AGV = Acidos grasos volatiles. EEC-31% = animales sanos con dieta de 31% de FDN; EEC-36% = animales sanos con dieta de 36% de

FDN; EEC+31% = animales sospechosos a EEC en una dieta con 31% de FDN; y EEC+36% = animales sospechosos a EEC con dieta de

36% de FDN. NS denota que los valores no fueron significativamente diferentes a P <0.05.
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Figura 27. Perfil de acidos grasos volatiles (AGV) por grupo en pmol/g. EEC-31% = animales
sanos con dieta de 31% de FDN; EEC-36% = animales sanos con dieta de 36% de FDN; EEC+31% =

animales sospechosos a EEC en una dieta con 31% de FDN; y EEC+36% = animales sospechosos a EEC
con dieta de 36% de FDN.

6.2.3 Andlisis metataxonémico

Los cecotrofos obtuvieron un total de 846.594 secuencias de ADN, que comprenden 80
géneros bacterianos (Cuadro 24). La curva de rarefraccion presentd meseta en todas las
muestras analizadas (Figura A3, Anexo). Los indices de riqueza y diversidad de cada
muestra cecal de cada grupo se muestran en la Figura 27.28 Al analizar los indices de
diversidad, se detectaron diferencias. Dependiendo del indice estudiado, se observaron
niveles significativamente mas altos de diversidad en los animales con EEC en la dieta
baja en fibra que las otras muestras cecales. Los indices de riqueza ACE y Chaol
mostraron valores significativamente mas altos para el grupo EEC+31% seguidos por el
grupo EEC+36%, en cuanto a los indices de diversidad (Shannon, Simpson e Inv de

Simpson) no se observo tal diferencia, no obstante, en el indice de Fisher presenta un
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valor significativamente més elevado para el grupo EEC+31%. El aumento de la riqueza
se observo para las diferencias entre las dietas (bajas y altas en fibra), el estado de salud
(saludable versus infectado con EEC) y para las interacciones dieta * salud en todos los
casos. Todos los indices analizados en las muestras cecales fueron mas altos en aquellos
recolectados de animales con EEC y dietas bajas en fibra (grupos EEC+31%), aunque en
el caso de los indices de diversidad (Shannon, Simpson e Inv de Simpson) estos no fueron

significativos.
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Cuadro 24. Resumen de secuencias identificadas y comparacion de indices de diversidad microbiana en muestras cecales.

EEC-31% | EEC-36% | EEC+31% | EEC+36% \IgaIIDOiLSae E\:‘ ?L‘;:n(i‘fj: | X?;?;c?:?oi
Numero de secuencias 164,382 259,136 272,098 150,978
Nimaieeme ™ | @ | e | w O
Numero de géneros identificados 33 35 72 35
indice de Shannon 4.01 (0.25) 4.02 (0.28) 4.33(0.28) 4.07 (0.21) NS NS NS
indice de Simpson 0.96 (0.01) 0.96 (0.02) 0.96 (0.02) 0.97 (0.01) NS NS NS
indice Inv de Simpson 29.84 (8.02) | 30.61 (10.08) | 31.44 (12.83) | 30.82 (4.47) NS NS NS
indice de Fisher 22.46 (4.64) | 21.72(3.92) | 70.67 (33.25) | 24.58(7.51) | 0.019 0.012 0.022
Es“m;?fg ‘ngbaet;‘t‘lj‘ria(”Acggasado 165.12 (34.8) | 160.07 (29.3) | 466.47 (206.4) | 179.04 (55.7) | 0.020 0.013 0.024
indice de Chaol 164.63 (34.5) | 159.45 (29.3) | 465.37 (206.3) | 178.16 (55.1) | 0.020 0.013 0.024

EEC-31% = animales sanos con dieta de 31% de FDN; EEC-36% = animales sanos con dieta de 36% de FDN; EEC+31% = animales
sospechosos a EEC en una dieta con 31% de FDN; y EEC+36% = animales sospechosos a EEC con dieta de 36% de FDN.
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Figura 28. indices de riqueza y diversidad de cada muestra cecal por grupo. EEC- 31% =
animales sanos con dieta de 31% de FDN; EEC- 36% = animales sanos con dieta de 36%

de FDN; EEC+ 31% = animales sospechosos a EEC en una dieta con 31% de FDN; y
EEC+ 36% = animales sospechosos a EEC con dieta de 36% de FDN.

Las heces obtuvieron un total de 1,152,002 secuencias de ADN, que comprenden 90
géneros bacterianos (Cuadro 25). La curva de rarefraccion presentd meseta en todas las
muestras analizadas (Figura A3, Anexo). Los indices de riqueza y diversidad de cada
muestra fecal de cada grupo se muestran en la Figura 29. Dependiendo del indice
estudiado, se observaron diferencias significativamente diferentes en las muestras fecales.
Los indices de Shannon no mostraron diferencias significativas para las comparaciones
entre dietas, estado de salud o interacciones dieta * salud. Los valores de diversidad de
Simpson fueron mas altos en animales sanos en relacion con animales infectados con
EEC, asi como en animales con dietas altas en fibra que, en dietas bajas en fibra, pero no
se pudieron detectar diferencias en las interacciones dieta * salud. No se detectaron
diferencias significativas para los valores de ACE para las diferencias en la dieta, o las

diferencias en el estado de salud, aunque se detectaron diferencias para las interacciones
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dieta * salud, con animales sanos con una dieta alta en fibra que muestra un valor de
indice significativamente més alto que los otros 3 grupos de tratamiento. Finalmente, el
indice Chaol fue significativamente mas alto para los animales con dietas altas en fibra,
pero no hubo diferencias significativas en funcion del estado de salud o las interacciones
dieta * salud. En el caso de las muestras fecales, todos los indices fueron mas altos para
aquellos de animales sanos con dietas altas en fibra, aunque esto fue solo

significativamente para los valores de ACE.
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Cuadro 25. Resumen de secuencias identificadas y comparacion de indices de diversidad microbiana en muestras fecales.

EEC-31% EEC-36% | EEC+31% | EEC+36%. | vaorde | ValordeP | Valorde P
P Dieta | Enfermedad | interaccién
Numero de secuencias 256,412 268,214 384,230 243,146 - - -
Numero de unidades
taxondmicas funcionales 818 1018 842 858 - -
(OTU)
Nur_nero _d_e géneros 63 64 66 58 ] ] ]
identificados
indice de Shannon 4.02 (0.25) 4.58 (0.19) 2.82 (0.87) 3.92 (0.16) 0.004 0.002 NS
indice de Simpson 0.94 (0.02) 0.97 (0.01) 0.71(0.18) 0.94 (0.01) 0.023 0.017 NS
indice Inv de Simpson 19.94 (8.05) 30.35 (6.31) 5.29 (5.30) 15.98 (2.31) 0.003 0.001 NS
indice de Fisher 56.60 (16.39) | 88.52 (16.89) | 54.75(5.33) | 60.16 (12.44) 0.018 0.046 0.075
Estimador de abundancia
basado en la cobertura 376.5 (105.51) | 578.1 (103.33) | 400.8 (37.94) | 416.3 (94.26) | 0.032 NS 0.060
(ACE)
indice de Chaol 375.58 (105.5) | 576.96 (103.2) | 399.79 (38.0) | 41535 (93.9) 0.032 NS 0.066

EEC-31% = animales sanos con dieta de 31% de FDN; EEC-36% = animales sanos con dieta de 36% de FDN; EEC+31% = animales
sospechosos a EEC en una dieta con 31% de FDN; y EEC+36% = animales sospechosos a EEC con dieta de 36% de FDN.
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Figura 29. indices de riqueza y diversidad de cada muestra fecal por grupo. EEC- 31% =

animales sanos con dieta de 31% de FDN; EEC- 36% = animales sanos con dieta de 36%
de FDN; EEC+ 31% = animales sospechosos a EEC en una dieta con 31% de FDN; y
EEC+ 36% = animales sospechosos a EEC con dieta de 36% de FDN.

Los phyla mas abundantes en todos los grupos de tratamiento cecal fueron los Firmicutes

y Bacteroidetes (Cuadro 26 y Figura 30). Las comparaciones dietéticas individuales y las

interacciones dieta * salud se presentan en el Cuadro 26. El phylum Bacteroidetes y

Cyanobacteria presentan una diferencia con respecto a la dieta y al estado de salud, pero

no presentaron diferencias en la interaccion del tratamiento y la enfermedad. El Gnico

phylum que presentd una diferencia en las tres comparaciones fue Epsilonbacteraeota.

En la Figura 30 se presentan las familias mas abundantes, las cuales fueron

Ruminococcaceae,

Bacteroidaceae,

Chistensenellaceae, Rikenellaceae y Barnesiellaceae.

Clostridiales_vadinBB60_group,
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Cuadro 26. Abundancia promedio con error estandar de los phyla de las muestras cecales basado en analisis metagendmico

EEC-31% EEC-36% EEC+31% EEC+36% | Yalorde | ValordeP | Valor deP

P Dieta | Enfermedad | interaccion
Actinobacteria 0 0 25.75+9.71 0 NS NS NS
Bacteroidetes 6881.5 + 601.63 5120.25 +481.78 14404 + 2134.06 . |.7160.5 + 603.50 0.019 0.014 NS
Cyanobacteria 43.25+12.97 23+9.40 257.5+£69.90 108.5 + 35.10 NS 0.021 NS

Eps”on?;“eraeo 0 0 77 + 18,50 0 0.012 0.012 0.012

s | Sgiet | TEme | B@Ee | EES T w | w | ow
Lentisphaerae 3.25+2.30 0 15+£1.06 0 NS NS NS
No identificados 237.25+77.51 168.75 + 50.89 195.75 + 117.48 425.5 +91.77 NS NS NS
Patescibacteria 0 0 4.75+ 251 0 NS NS NS
Proteobacteria 331.75 + 86.84 308.25 +61.89 611.75 £ 92.59 573.25 £ 153.13 NS NS NS
Synergistetes 0 0 9.75 +6.89 71.25 +50.35 NS NS NS
Tenericutes 186.5 + 66.27 241.75 +£61.12 631.75 £ 241.83 218.75 £ 66.09 NS NS NS
Verrucomicrobia 234.5+93.18 144 + 40.55 420.75 =+ 125.90 925+4231 NS NS NS

EEC-31% = animales sanos con dieta de 31% de FDN; EEC-36% = animales sanos con dieta de 36% de FDN; EEC+31% = animales
sospechosos a EEC en una dieta con 31% de FDN; y EEC+36% = animales sospechosos a EEC con dieta de 36% de FDN.
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Figura 30. Perfil microbiano de las abundancias de las muestras cecales por grupos. Se
muestran los phyla méas abundantes en cada grupo experimental. EEC-31% = animales
sanos con dieta de 31% de FDN; EEC-36% = animales sanos con dieta de 36% de FDN;
EEC+31% = animales sospechosos a EEC en una dieta con 31% de FDN; y EEC+36% =

animales sospechosos a EEC con dieta de 36% de FDN.
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Figura 31. Familias mas abundantes en muestras cecales por grupo y dieta administrada.
EEC-31% = animales sanos con dieta de 31% de FDN; EEC-36% = animales sanos con
dieta de 36% de FDN; EEC+31% = animales sospechosos a EEC en una dieta con 31%
de FDN; y EEC+36% = animales sospechosos a EEC con dieta de 36% de FDN.

Los phyla mas abundantes en los grupos fecales fueron el Firmicutes y Verrucomicrobia
(Cuadro 27 y Figura 32). En la Figura 33 se observan las familias mas abundantes que
fueron: Ruminococcaceae, Akkermansiaceae y Lachnospiraceae. Sin embargo, hubo
variacion dentro de los grupos con respecto a la abundancia de familias (Figura 32) y
hubo diferencias al comparar los sanos con los afectados por EEC (P = 0.03). En el caso
de la comparacion entre dietas los phyla no identificados y Proteobacteria presentaron
diferencias, en la comparacién entre estados de salud solo el phylum no identificados
presento0 una diferencia significativa, en el caso del phylum Verrucomicrobia fue el
unico que presentd una diferencia en todas las comparaciones (Cuadro 27). En la prueba
PERMANOVA, se encontraron diferencias en todas las comparaciones: entre grupos (P
= 0.03); por dieta (P = 0.01) y entre grupo de animales sanos Yy positivos a EEC (P =
0.03).
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Cuadro 27. Abundancia promedio con error estandar de los principales phyla de las muestras fecales basado en el analisis metagendmico.

EEC-31% EEC-36% EEC+31% EEC+36% \éag’i';?ae o ?L‘r’:n‘lfj: ; m!?z:c?;?oi

Actinobacteria 24+ 863 42+1024 46.75+13.78 3141227 NS NS NS
Bacteroidetes | 3220.5+400.56 | 6069 +339.39 | 4458.25 + 1568.08 | 357175+ 820.27 | NS NS NS
Cyanobacteria 236 £101.70 400.25 £ 48.55 97.25 +15.14 318 £79.47 NS NS NS
Epsilonbacteracota | 25+ 10.11 42.75+ 551 224225 39.25 + 6.30 NS NS NS
Euryarchaeota 0 0.5+0.35 0 0.5+0.35 NS NS NS
Firmicutes 33?3}83_'7561 4352;_'261 322%81%23571 422042 +6480.08 | NS NS NS

No identificados | 10.75+5.14 | 24.75+5.27 4.25 + 0.60 78.5+9.93 0.001 0.019 0.005
Patescibacteria 5+2.87 2+1.41 6.25+4.18 3.12+2.98 NS NS NS
Proteobacteria | 4005+7870 | (79675+71 | 297.25+153.60 | 778.25+10858 | 0.014 NS NS
Synergistetes 3.75 + 2.65 7+1.44 1.25+0.53 35+143 NS NS NS

Tenericutes 319+37.24 | 12345+7839 | 897+ 22576 705 + 146.47 NS NS 0.017

Verrucomicrobia | 3755£94463 | 10438093 | 447924778499 | 14B0S0* 0.01 0.001 0.025

EEC-31% = animales sanos con dieta de 31% de FDN; EEC-36% = animales sanos con dieta de 36% de FDN; EEC+31% = animales
sospechosos a EEC en una dieta con 31% de FDN; y EEC+36% = animales sospechosos a EEC con dieta de 36% de FDN.
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Figura 32. Perfil microbiano de las abundancias de las muestras fecales por grupos. Los
phyla mas abundantes se muestran en cada grupo experimental. EEC-31% = animales
sanos con dieta de 31% de FDN; EEC-36% = animales sanos con dieta de 36% de FDN;
EEC+31% = animales sospechosos a EEC en una dieta con 31% de FDN; y EEC+36% =

animales sospechosos a EEC con dieta de 36% de FDN.
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Figura 33. Familias mas abundantes en muestras-fecales por grupo y dieta administrada.
EEC-31% = animales sanos con dieta de 31% de FDN; EEC-36% = animales sanos con
dieta de 36% de FDN; EEC+31% = animales sospechosos a EEC en una dieta con 31%
de FDN; y EEC+36% = animales sospechosos a EEC con dieta de 36% de FDN.

En el Cuadro 28 se muestra la proporcion de las abundancias de phyla de las muestras
cecales y fecales por cada grupo experimental, el phylum Firmicutes es el mas abundante
en las muestras cecales en todos los grupos, en el caso de las muestras fecales es el mas
abundante en los grupos EEC-31%, EEC-36% y EEC+36%, en el caso del grupo
EEC+31% el phylum méas abundante fue Verrrucomicrobia. ElI segundo phylum maés
abundante fue Bacteroidetes en todos los grupos para las muestras cecales y los grupos
EEC-31%, EEC-36% y EEC+36% de las muestras fecales, en el caso del grupo
EEC+31% el segundo phylum méas abundante fue Firmicutes (Figura 34 y 35).
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Cuadro 28. Abundancias (%) de los principales phyla de las muestras cecales y fecales basado en el analisis metagendémico.

Muestra cecal Muestra fecal

Phylum/Grupo EEC-31% EEC-36% | EEC+31% | EEC+36% EEC-31% EEC-36% | EEC+31% | EEC+36%
Actinobacteria 0.00 0.00 0.05 0.00 0.056 0.071 0.056 0.051
Bacteroidetes 20.21 15.34 27.14 21.17 1471 10.299 5.351 5.887
Cyanobacteria 0.13 0.07 0.49 0.32 0.547 0.679 0.117 0.524
Eps"or‘?:deraeo 0.00 0.00 0.15 0.00 0.058 0.073 0.026 0.065
Euryarchaeota - - - - 0.000 0.001 0.000 0.001
Firmicutes 76.74 82.00 68.65 74.42 81.444 83.603 39.237 69.567

Lentisphaerae 0.01 0.00 0.00 0.00 - - - -

No identificados 0.70 0.51 0.37 1.26 0.025 0.042 0.005 0.129
Patescibacteria 0.00 0.00 0.01 0.00 0.012 0.003 0.008 0.000
Proteobacteria 0.97 0.92 1.15 1.69 0.929 1.352 0.357 1.283
Synergistetes 0.00 0.00 0.02 0.21 0.009 0.012 0.002 0.006
Tenericutes 0.55 0.72 1.19 0.65 0.740 2.095 1.077 1.162
Verrucomicrobia 0.69 0.43 0.79 0.27 8.710 1.770 53.764 21.325

EEC-31% = animales sanos con dieta de 31% de FDN; EEC-36% = animales sanos con dieta de 36% de FDN; EEC+31% = animales sospechosos a EEC en una dieta

con 31% de FDN; y EEC+36% = animales.sospechosos a EEC con dieta de 36% de FDN.

154



100%

90%

80% | Verrucomicrobia
m Tenericutes
70% m Synergistetes
m Proteobacteria l
60% ) ) |
m Patescibacteria
50% m No identificados
m |_entisphaerae
40% mFirmicutes
& Epsilonbacteraeota
30%
# Cyanobacteria
20% -~ - m Bacteroidetes

m Actinobacteria
10% °

0% V.
EEC-31% EEC-36% EEC+31% EEC+36%

Figura 34. Perfil microbiano de las abundancias de las muestras cecales por grupos. Se
muestran los phyla mas abundantes (%) en cada grupo experimental. EEC-31% =
animales sanos con dieta de 31% de FDN; EEC-36% = animales sanos con dieta de 36%
de FDN; EEC+31% = animales sospechosos a EEC en una dieta con 31% de FDN; y
EEC+36% = animales sospechosos a EEC con dieta de 36% de FDN.
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Figura 35. Perfil microbiano de las abundancias de las muestras fecales por grupos. Se
muestran los phyla mas abundantes (%) en cada grupo experimental. EEC-31% =
animales sanos con dieta de 31% de FDN; EEC-36% = animales sanos con dieta de 36%
de FDN; EEC+31% = animales sospechosos a EEC en una dieta con 31% de FDN; y
EEC+36% = animales sospechosos a EEC con dieta de 36% de FDN.

6.3. Discusion

La enteropatia epizodtica del conejo es una dishiosis poco estudiada en México
(Rodriguez De Lara et al., 2008). No obstante, a nivel mundial los estudios sobre este
sindrome se han centrado en el descubrimiento de la etiologia (De Blas et al., 2007; Bauerl
et al.; 2014), utilizando diferentes técnicas, y atn con el uso de la segunda generacion de
secuenciacion no se ha podido dilucidar por completo la etiologia (Jin et al., 2018). Los
factores que se han asociado con mas frecuencia a este sindrome son la alimentacién, en
especial la cantidad y calidad de la fibra (Pérez de Rozas et al., 2005; Le Bouquin et al.,
2009; Jin et al., 2018). El otro factor se asocia con un desequilibrio en el microbioma

gastrointestinal del conejo (Licois et al., 2006; Dewrée et al., 2007). .

En México la produccion cunicola se lleva a cabo en un sistema semi-intensivo casi en
su 80% (Martinez et al., 2004), el cual se caracteriza por alimentacion comercial no
especializada y lactancia de 30 a 35 dias (Roca, 1993). La alimentacion no especializada
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en la produccion cunicola de México aumenta el riesgo del desarrollo de la EEC. Aunado
a esto, el perfil microbiano de la coneja determina el perfil de los gazapos (Abecia et al.,
2007b), si la hembra tiene una disbiosis en su perfil microbiano toda la camada se vera
afectada. Adicionalmente, la deficiencia de fibra detergente neutro en los dias posteriores
al destete probablemente ocasione un efecto desencadenante de este sindrome (Alvarez
etal., 2007; Jin et al., 2018).

En el primer experimento del presente trabajo el perfil microbiano de conejos EEC+
muestra un desequilibrio en la abundancia de la microbiota cecal, afectando a los
miembros de los phyla Firmicutes, Bacteroides, Saccharibacteria, Tenericutes,
Proteobacteria, Verrucomicrobia. Este mismo efecto se reporto en estudios anteriores en
los que los integrantes del phylum Firmicutes disminuyen 'y es remplazado por el
aumento de los integrantes del phylum Bacteroides (Bduler et al., 2014; Abecia et al.,
2017; Jin et al., 2018).

La diversidad fue diferente en el perfil del presente trabajo reportando la presencia de
miembros del phylum Synergistetes solo en conejos EEC+, dicho phylum se ha
mencionado recientemente en en estudios relacionados con la EEC (Abecia et al., 2017,
Jin et al., 2018). Aunado a esto se registran Butyricimonas y Anaerotruncus, dos géneros
asociados solo con muestras positivas a EEC, similar a lo reportado por Abecia et al.,
(2017).

No obstante, en-el presente estudio no se registrd presencia de Escherichia-Shigella ni un
cambio significativo en la abundancia de los miembros del phylum Proteobacteria. Lo
anterior se relaciona con el uso de la secuenciacion libre de PCR previo, el cual puede
tener-un efecto sobre el perfil microbiano en cada estudio (Aird et al., 2011; Kebschull y
Zador, 2015; Tilak et al., 2018).

El incremento en la abundancia y la disminucion en los indices de diversidad observados
en este estudio coinciden con lo reportado en estudios anteriores (Béuler et al., 2014;
Abecia et al., 2017). Sin embargo el indice de Simpson obtenido en este trabajo fue mas
alto, lo que difiere de lo reportado por Jin et al. (2018) que no reportaron diferencia. Esto
se relaciona con el tipo de algoritmo y la exactitud de esteindice de diversidad, debido
que no discrimina entre especies con una baja poblacion (grupos formados por 1. 2 0 3

individuos).
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Los integrantes de los phyla Firmicutes, Verrucomicrobia y Synergistetes se asociaron a
la presencia de EEC por el anélisis LEfSe y se reportaron tres géneros de importancia:
Akkermancia muciniphila, Clostridium spp y Cloacibacillus porcorum. Los mencionados

géneros se han relacionado con la EEC en estudios anteriores:

Los miembros del phylum Firmicutes son los mas abundante en la microbiota cecal de
los conejos sanos representando entre 65 al 75% de la abundancia (Abecia et al., 2005;
Mattioli et al., 2019; Yuan et al., 2019). En el presente estudio los conejos que padecen
de EEC presentaron una disminucion en la abundancia de los integrantes del phylum
Firmicutes en comparacion con los animales sanos (78.88% vs 59.26%), 1o que es similar
con lo reportado en estudios anteriores 78.06% a 54.07% (Bauerl et al., 2014), 81% a
60% (Abecia et al., 2017) y 72.12% a 47.72% (Jin et al., 2018). Lo anterior se asocia a la
condicidn disbidtica de la EEC. Aunqgue la cantidad de miembros del phylum Firmicutes
disminuye, este no pierde la categoria del més abundante en ninguno de los casos.

Las familias mas abundantes registradas por el analisis LefSe en conejos con EEC
coinciden con las familias reportadas por Jin et al. (2018). No obstante, la familia
Lachnospiraceae se identifico tanto en el grupo positivo a EEC como en el negativo. Lo
anterior coincide con estudios anteriores (Bauerl et al., 2014; Abecia et al., 2017) donde
se identifico en los grupos sanos, enfermos y con tratamiento. En el caso de lo reportado
por Jin et al. (2018). la familia Lachnospiraceae se identifica como biomarcador cecal de

CONejos sanos.

El género Clostridium se ha relacionado con la EEC en estudios anteriores (De Blas et
al., 2007; Chamarro et al., 20010 Pérez, 2013; Djukovic et al., 2018); principalmente las
especies _C. perfringens y C. cuniculli. No obstante, no se ha logrado reproducir la
enfermedad por medio de la inoculacion de dichas cepas. Djukovic et al. (2018)
identificaron la especie C. cuniculli y se asociaron otras especies de Clostridium en el
desarrollo del sindrome. Sin embargo, al tratar de reproducir la enteropatia con esta nueva
especie no se tuvo exito. La elevada abundancia de este género en el presente estudio y
en los anteriores se relaciona la estasis cecal y la acumulacién del alimento en el ciego.
El papael etioldgico de este microorganismo se asocia en el cambio de dieta, cuando se
aumenta la cantidad de carbohidratos y se disminuye la ingesta de fibra (Zhu et al., 2013).
Aunque, Jin et al., (2018) usaron este metodo para provocar el sindrome logrando solo un
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10% de éxito, lo que pone en duda el protagonismo principal de Clostridium. No obstante,
en todos los estudios que analizaron la etiologia de EEC mencionados en el presente

trabajo, se asocia Clostridium con la presentacion del sindrome.

El aumento en la abundancia de los integrantes del phylum Verrucomicrobia se ha
asociado con la presencia de EEC en estudios anteriores (B&uerl et al., 2014; Jin et al.,
2018), lo que coincide con lo reportado en el presente estudio. Sin embargo, los
integrantes de este mismo phylum se han identificado en estudios de la microbiota cecal
de conejos sanos (Mattioli et al., 2019; Yuan et al., 2019) y en muestras control negativo
en estudios sobre EEC.

En el presente estudio se identificaron 2 géneros como biomarcadores: A muciniphila en
conejos positivos a EEC y A. sp69337 para conejos sanos. El aumento de A. muciniphila
en el ciego del conejo si se ha asociado con la EEC (Bduerl et al., 2014; Abecia et al.,
2017; Jin et al., 2018). A. muciniphila es una bacteria Gram negativa, degrada mucinas y
estimula su produccion en el tracto gastrointestinal (Macchione et al., 2019; Earley et al.,
2019).

En estudios sobre disbiosis humana (Lopez-Siles et al., 2018; Earley et al., 2019) se ha
reportado que disminuye A. muciniphila cuando hay presentacion de colitis ulcerativa,
sindrome de colon irritable y obesidad. De hecho, en estudios recientes se ha comprobado
la bacteria desempefia a conservacién de la barrera fisica del intestino al estimular la

produccién de mucinas (Derrien et al., 2017; Plovier et al., 2017; Bian et al., 2019).

Los integrantes del phylum Synesrgistetes son habitantes comunes en el suelo, asi como
en sistemas anaerdbicos como el tracto gastro intestinal de cerdos (Park et al., 2014; Vo
et al., 2017). El cual se ha asociado como patdgeno oportunista en el cerdo (Park et al.,

2014) y en los bovinos como agente asociado con disbiosis orales (Borsanelli et al., 2018).

Los miembros del phylum Synergistetes se caracterizan por ser bacilos gran negativos,
inmoviles, que no presentan esporas de respiracién anaerobia obligada. No producen
acido acético, propionico, isobutirico o succinato. Se caracterizan por degradar mucina y
presentan resistencia a la vancomicina (Hiranmayi et al., 2017). Los integrantes del
género Cloacibacillus porcorum pertenecen al phylum antes mencionado, fermentan

aminoéacidos y usan el moco como fuente de carbon (Looft et al., 2013).

159



En el presente estudio se identificd a C. porcorum en las muestras de conejos positivos a
EEC (1.72%) y estuvo ausente en muestras de conejos sanos. De la misma manera (Jin et
al. (2018). la identificaron en conejos EEC. Sin embargo, otros autores (Bauerl et al.,
2014; Abecia et al., 2017) no reportaron dicho género ni el phylum al que pertenece. De
igual manera en estudios realizados con herramientas de secuenciacién masiva de
segunda generacion en conejos sanos, no se reporta la identificacion de este phylum
(Mattioli et al., 2019; Yuan et al., 2019). Sin embargo, Eshar y Weese (2014) reportaron
la presencia de Synergistetes en conejos sanos con secuenciacion masiva de segunda
generacion. El aumento de este phylum puede estar asociado al aumento de la produccién

de moco como es el caso del phylum Verrucomicrobia y el género A: muciniphila.

La paralisis del ciego puede estar relacionada a la al incremento en la abundancia de los
miembros del género Clostridium spp. (Romero et-al.,, 2011), limitando el paso del
alimento y los cecotrofos hacia el intestino grueso (Licois et al., 2005), en donde se realiza
el recubrimiento de los cecotrofos con moco (Brewer, 2006). EI moco es utilizado por A.
muciniphila como nutriente para su crecimiento (Macchione et al., 2019), la ausencia de
contetenido cecal en el intestino grueso puede facilitar el crecimiento de A. muciniphila,
la cual s su vez estimula la produccion de moco en el intestino grueso (Earley et al., 2019).

En el segundo experimento se observo que los parametros productivos se vieron afectados
por la presencia o ausencia.de EEC en animales. Esto esta de acuerdo con un estudio
previo sobre EEC (Combes et al., 2013), donde se informd que, los conejos que
sobreviven al EEC, muestran pesos mas bajos en comparacion con conejos sanos en el
mismo sistema. En el caso del consumo aparente de alimento, los grupos con signos de
EEC tuvieron un consumo menor. Aquellos grupos que estaban sanos, EEC-31% y EEC-
36%, tenian valores acordes con los reportados previamente para animales alimentados
con dietas bajas en FDN (< 30%) (Kovitvadhi et al., 2015), lo que esta asociado con un
menor tiempo de retencion en el ciego y un aumento en la ingesta de alimentos (Alvarez
et al., 2007). El grupo sano con una dieta alta en FDN presentd el mayor peso de
finalizacion, asi como la mayor ganancia de peso, con una interaccion significativa con
la dieta, esto se asocia a dos factores: el efecto sobre la ganancia de peso que se ha
reportado al suplementar conejos con butirato (Carraro et al., 2005), debido a que este
mismo grupo presentd una mayor concentracion de &cido butirico en los cecotrofos

analizados, lo cual esta relacionado al aumento de la abundancia en el phyla Firmicutes,

160



en especifico con la especie Ruminoccocus, la cual se ha observado en estudios sobre la
salud intestinal humana (Takahashi et al., 2016, Zeng et al., 2019), lo cual a su vez esta

relacionado al incremento de fibra dietaria en la dieta ofrecida (Rios-Covian et al., 2016).

El efecto que las dietas tuvieron sobre la diarrea y la presencia de moco en heces es
consistente con lo descrito por Combes et al. (2017),quienes observaron que una
reduccion del FDN del 30% al 25% aumenta la diversidad de la microbiota en el ileon,
pero reduce la diversidad en el ciego. En cambio,Zhu et al., (2014). ) reportaron una
disminucion en la presencia de diarrea en el dia 20 en conejos con EEC suplementado
con 33.6% de FDN, lo cual lo asociaron con un cambio en el ecosistema cecal, lo que
condujo a una mayor produccion de &cidos grasos volatiles y se relaccioné a un cambio
en el perfil microbiano del ciego, no obstante, no se realiz6 ningun estudio metagenémico

para confirmar esta posibilidad.

Respecto al segundo experimento de este trabajo, la inclusion de la fibra tuvo un efecto
importante sobre el perfil microbiano del tracto gastrointestinal de los conejos enfermos,
ya que el incremento de la FDN en el grupo enfermo (EEC+36%) cambio el perfil
microbiano de este grupo asemejandolo al perfil del grupo sano control (EEC-31%), lo
cual tiene como consecuencia un cambio en el metabolismo cecal y la estabilidad de la

microbiota.

Aunado a lo anterior se reporta una disminucion en la diversidad de la microbiota presente
en el ciego, disminucidn de la diarrea y cambio en el perfil de acidos grasos volatiles al
aumentar 5% de FDN en la dieta, lo cual coincide con lo mencionado anteriormente. El
analisis metagendmico mostrd una disminucion en la abundancia en el grupo positivo a

EEC tratado con el aumento de FDN en comparacion al grupo positivo no tratado.

Los miembros de los phyla Bacteroidetes y Epsilonbacteraeota tuvieron una menor
abundancia, siendo los integrantes de las familas Bacteroidaceae y Christensenellaceae
los méas afectados por reduccién de abundancia, esto puede ser un efecto antimicrobial
del butirato (Zeng et al., 2019) y al aumento de la abundancia asociada al incremento de
FDN an la dieta (Louis y Flint, 2009).

Las concentraciones de amonio observadas en los grupos EEC-31% y EEC-36% son

similares a las obtenidas previamente para conejos clinicamente sanos (Forsythe y Parker,

161



1985). Estos valores estan asociados con una alta absorcion de amoniaco de la mucosa
intestinal del conejo (Marty y Vernay et al., 1984). En cambio, los grupos con EEC
(EEC+31% y EEC+36%) mostraron una mayor concentracion de amonio en comparacion
a lo reportado en conejos clinicamente sanos. Por lo que se podria esperar diferencias en
estas circunstancias, ya que esto podria estar asociado con dos factores diferentes
desencadenados por el EEC. En primer lugar, podria haber dafios en la mucosa intestinal,
donde se ha observado apoptosis de las células epiteliales, junto con atrofia, fusion y
destruccion de las vellosidades intestinales, y una infiltracion reducida de las células
inflamatorias (Licois et al., 2005). Dando lugar a una mala absorcion de los alimentos en
el torrente sanguineo. En segundo lugar, los cambios en la microbiota intestinal también
pueden tener un impacto (Abecia et al., 2017; Béuerl et al., 2014) con un aumento en la
abundancia de bacterias del género Clostridium, los cuales causan lesiones en la mucosa
intestinal debido a las toxinas generadas (Romero et al., 2011), asi como un aumento en
la actividad ureolitica (Licois et al., 2005; Haligur et al., 2009).

El aumento en los AGV totales (Cuadro 21, Figura 21) esta asociado con una mayor
abundancia microbiana (Figura 25 y 27). Lo que supone un incremento en la actividad
metabdlica de las comunidades bacterianas. EI grupo positivo a EEC con una dieta baja
en fibra detergente neutro presenté una mayor concentracion de &cido grasos volatiles
ramificados (valérico, isovalérico e isobutirico), esto se ha reportado en la disbiosis
asociada al cancer de colon en seres humanos (Le Gall et al., 2018), también se asocia al
metabolismo bacteriano de proteinas (Milton 1978, Macfarlane et al., 1992). EI aumento
de butirato en el grupo con una dieta mas elevada en fibra detergente neutro se ha
observado en otros estudios relacionados a la salud intestinal en seres humanos (Andoh
et al., 2003, Zeng et al., 2019) y en bovinos (Plaizer et al., 2018). Los valores observados
coinciden con los cambios en la concentracion de FDN en otros estudios con conejos
clinicamente sanos (Rodriguez-De Lara et al., 2008). En cuanto a los cambios en la
riqueza de la microbiota, estos concuerdan con los reportados en estudios previos (Abecia
et al., 2017; Béauerl et al., 2014; Xiccato et al., 2008) para el grupo EEC que recibid la
dieta con 36% de FDN. Sin embargo, los generos afectados en el experimento 2 del
presente estudio difieren de los reportados por Abecia et al. (2017) y Bauerl et al. (2014).
Cabe serialar que con 36% de FDN, es posible manipular la microbiota cecal de conejos

con EEC clinica, al estimular la produccién de butirato por parte de la microbiota cecal
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con el incremento de FDN (Louis y Flint, 2009), lo que se refleja en un aumento en la
abundancia de comunidades hemiceluloliticas principalmente en conejos positivos a EEC

expuestos al tratamiento de FDN.

Las familias mas abundantes en el grupo EEC+ 31% de FDN fueron: Bacteroidaceae,
Christensenellaceae y Barnesiellaceae. Al aplicar el incremento de FDN cambi6 la
abundancia de las familias, siendo las mas abundantes: Ruminococcaceae,
Clostridiales_vadinBB60_group, Bacteroidaceae, lo cual se asemeja a lo observado en el
grupo EEC- 31%: Ruminococcaceae, Bacteroidaceae, Clostridiales_vadinBB60_group

como las familias mas abundantes. El cambio se relaciona al tratamiento ofrecido.

En cuanto al incremento de la Familia Christensenellaceae se ha relacionado en humano
y en ratones con una baja ganancia de peso (Fischbach y Segre 2016), lo que podria estar
relacionado con la baja ganancia de peso del grupo EEC+31%, sin embargo, al aumentar
la fibra en la dieta decrece su abundancia (Jenkins et al., 2015), como se observa en los
grupos sanos (EEC-31% y EEC-36%) y el grupo tratado EEC+36%.

Sin embargo, lo que estéa claro es que las diferencias detectadas en los datos de secuencia
de las muestras cecales no se traducen en informacion equivalente en las muestras fecales
(Cuadro 24 y 25), esto debido al origen fisiolégico de cada muestra, por lo que el
cecotrofo tiene una composicién distinta de nutrientes disponibles para las comunidades
microbianas (Cuadro 13, Gecele, 1986).

Respecto a los indices de diversidad, el grupo positivo a EEC con dieta control (31% de
FDN) tiene valores de los indices Chaol y ACE mayores, en comparacion con lo
publicado en los estudios antes mencionados por Abecia et al. (2017) 245.0 y por Jin et
al. (2018) 215.2 en el indice de Chaol y 204.3 en el caso de ACE reportado por Jin et al.,
(2018). Pero los valores de los indices reportados en los otros grupos experimentales
(EEC-31%, EEC-36% y EEC+36%) fue diferente a lo publicado en los estudios antes
mencionados. Los valores anteriores se relacionan al aumento en la produccién de acido
butirico promovido por el aumento de FDN en la dieta. EI grupo negativo a la enteropatia
con el aumento de FDN en la dieta fue el que menor abundancia presentd. No obstante,
Jin et al, (2018), correlacionaron negativanmente a este metabolito con el aumento en la
abundancia de: Bacteroides spp, Akkermansia spp y Clostridium spp al provocar la EEC

con una disminucién de 9% de FDN en la dieta.
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En ambos experimentos de este estudio, se registré un peso menor de todos los conejos
positivos a la EEC. Esto coincide con lo reportado en estudios anteriores sobre la
caracterizacion de este sindrome (Licois et al., 2005; Dewreée et al., 2007; Haligur et al.,
2009). Adicionalmente, la etiologia de este sindrome se ha asociado principalmente con
una deficiencia de fibra en la alimentacion del conejo (Gomez-Conde et al., 2007,
Jacquier et al., 2014; Jin et al., 2018). En el experimento de inclusion de fibra se observo
la disminucion de signos como diarrea y moco (datos no mostrados) en heces en los
registros tomados diariamente, sin embargo la diarrea ceso al dia 9 del experimento
impidiendo un andlisis estadistico. En lo referente al perfil microbiano se observo una
disminucion en la abundancia de los conejos tratados en comparacién con los conejos no
tratados (Indice de Chao 1 y ACE, Cuadro 24). Esto puede estar relacionado con el
incremento en la cantidad y la calidad de la fibra ofrecida en la dieta de conejos en
crecimiento, beneficiando asiel estado de salud, debido a que aumenta la barrera fisica en
el tracto gastrointestinal, regula los patrones de fermentacion y propicia el crecimiento de
comunidades benéficas en el conejo como el género Ruminococcus spp (Alvarez et al.,
2007; Zhu et al., 2013; Liangzhan et al., 2016).

Los metabolitos producidos en la fermentacién también han sido asociados a la salud
gastrointestinal (Gasmi et al., 2013; Oso et al., 2013). El aumento del &cido butirico se ha
asociado con la reduccién de bacterias del phylum Bacteroides (Takahashi et al., 2016) y
la reduccion de este metabolito se ha correlacionado con el aumento de poblaciones
microbianas oportunistas (Zeng et al., 2019). También se ha asociado con la presentacion
de la EEC como un cambio secundario a la disbiosis cecal (Jin et al., 2018). En el
experimento 2 del presente trabajo se observéd una disminucion en la concentracion de
AGV’s en el grupo positivo tratado (EEC+ 36%) en comparacion al grupo positivo no
tratado (EEC+ 31%), no obstante, tambien se registré un aumento en la concentracion de
acido butirico en el grupo negativo expuesto al tratamiento (EEC- 36%). Esto sugiere que
el aumento en FDN promueve la produccién de acido butirico en conejos sanos (Louis y
Flint, 2009) y que el efecto antimicrobiano (Pattayil et al., 2019) de este metabolitose
observa en el cambio de la abundancia entre los grupos EEC+31% y EEC+ 36%.

La etiologia de la EEC ha sido estudiada por diferentes autores (Licois et al., 2005;
Marlier et al., 2006; Huybens et al., 2013; Bdauerl et al., 2014; Abecia et al., 2017; Jin et
al., 2018) con el fin de conocer los agentes relacionados y asi proponer un tratamiento
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eficaz. Ya sea usando antibioticos (Xiccato et al., 2008; Dip et al., 2015) o elementos
alternativos como la modulacién de la microbiota por medio de la fibra (Combes et al.,
2013; Simpson et al., 2015; Wong et al., 2016).

En el presente estudio se abordé la enteropatia epizodtica del conejo (EEC) tomando en
cuenta lo publicado por los autores anteriormente mencionados. Sin embargo, se
realizaron cambios en la metodologia y el analisis de datos proveyendo mas informacion
para poder entender y prevenir este sindrome. Dichas modificaciones se aplicaron en la
metodologia de ambos experimentos que componen el presente estudio. En donde, se usé
la plataforma de secuenciacion masiva de segunda generacion. Illumina MiSeq,
identificando la region VV3-V4 del gen 16s ribosomal. En estudios anteriores se analizaron
la region V3 con la plataforma 454 Roche (Bauerl et al., 2014), la region V3-V5 con la
plataforma 454 Roche (Abecia et al., 2017) y la region V4 con la plataforma Illumina
MiSeq (Jin et al., 2018). No obstante, en el presente estudio no se realiz6 una
amplificacion por PCR previa a la construccion de la libreria. La modificacion anterior
se realizd debido a que la amplificacion previa a la secuenciacion ha presentado
diferencias en el analisis de abundancias microbianas (Aird et al., 2011; Kebschull y
Zador, 2015). Adicionalmente, se aplicé el uso del método de asignacion previa
(Siegwald et al., 2017) y la aplicacién del algoritmo DADAZ, el cual disminuye al minimo
el error bioinformatico (Callahan et al., 2016). En estudios anteriores (Béuerl et al., 2014;
Abecia et al., 2017) el analisis bioinforméatico se llevo acabo con el método de clustering
0 agrupamiento previo, pero no se usé el algoritmo DADAZ2 para minimizar errores en

las secuencias.

El aumento en la abundancia que se registré en el grupo EEC+ del experimento 1 (Cuadro
20) fue mayor con el indice de Chao 1 reportado por Abecia et al., (2017) fue 180.01 y
Jin et al., (2018) fue 191.4. No obstante, el valor de abundancia de conejos sanos del
primer experimento del presente trabajo fue similar a los valores publicados en los dichos
autores. La diferencia en los valores obtenidos en este estudio se asocia al origen de los
conejos vy el tipo de alimentacion ofrecida. En el experimento 1 del presente estudio los
conejos se obtuvieron de granjas de produccién y no se ofrecié ningln tipo de antibidtico
en la dieta. (Abecia et al., 2017) obtuvieron los conejos de una granja comercial, pero
ofrecieron antibidticos en la dieta. La inclusion de antibioticos afecta el perfil microbiano
de conejos sanos y positivos a EEC (Boisot et al., 2004; Abecia et al., 2007a). En cambio,
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en el estudio de Jin et al. (2018), no se ofrecieron antibidticos, pero los conejos estaban
libres de patogenos especificos y se desarrollaron en condiciones de laboratorio lo que
afecta la colonizacion comdn de microorganismos y afecta la diversidad y la abundancia
de la microbiota del tracto gastrointestinal (Abecia et al., 2007b; Combes et al., 2014;
Combes et al., 2017).

7. Conclusién

El presente trabajo asocia la presentacion de la enteropatia epizoética del conejo con un
aumento en la abundancia de organismos de los phyla Synergistetes, Verrucomicrobia,
Bacteroides y Firmicutes, identificando a los géneros A. muciniphila, Clostridium spp. y
Cloacibacillus porcorum como altamente asociados a la EEC. Asi como una disminucién

en los indices de diversidad.

La manipulacién de la microbiota cecal del conejo por medio del suplemento de
carbohidratos estructurales de origen vegetal tiene un efecto positivo al promover la
produccién deAVG Ya que se logro restituir el perfil microbiano al reestablecer las
abundancias de las familias Ruminococcaceae y Clostridiales como las mas abundantes
y reduciendo las familias Bacteroidaceae, Christensenellaceae y Barnesiellaceae como
se muestra en el perfil de conejos sanos. Lo que a su vez reduce los signos de la EEC

como la diarrea, la-distencion cecal y la alta mortalidad en conejos jovenes.

El uso de diversas herramientas de andlisis como el estudio metagenémico y
metaboldmico ofrecen datos valiosos en el disefio y prueba de tratamientos alternativos
para este sindrome. Cabe mencionar que el presente estudio hace uso de la segunda
generacion de secuenciacion masiva por medio de la plataforma més popular en analisis
metagendmicos. Aunado a esto, la aplicacion del algoritmo DADAZ y el anélisis LefSe
permitid proponer agentes microbianos como biomarcadores con un indice de error

menor a otras metodologias anteriormente utilizadas.
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Figura A2. Curva de rarefraccion de las muestras de contenido cecal de conejos del

experimento 1.

e s —{]
_ SR =
g o
A
g
&
=
g
=<
g
S
2 o
L)
& T
= o
°
8
T T T T T T T
0 10000 20000 30000 40000 50000 50000 70000

Figura A3. Curva de rarefraccion de las muestras de contenido cecal de conejos del

experimento 2.

194





