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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la suplementacién de una cepa
comercial de levadura viva (Saccharomyces cerevisiae) sobre la familia
Enterobacteriaceae en corderos de engorde mediante técnicas moleculares. Para
evaluar el efecto del probidtico sobre las enterobacterias se utilizaron muestras
gastrointestinales de un experimento con bloques completamente al azar
realizado con corderos blackbelly. Dicho experimento se llevé a cabo en la Nave
de Infectomica Animal (NINFA) de la UAQ. Los tratamientos evaluados fueron: el
grupo testigo (dieta, n=10) y grupo con tratamiento (dieta+ inclusion de 2.5 g de
levadura viva/dia, n=10); los cuales fueron ofrecidos en un lapso de 29 dias con
una semana previa de adaptaciéon a la dieta. Las muestras evaluadas fueron
contenido ruminal y heces obtenidas en tres diferentes dias 01, 21 y 28. Para la
identificacion de las enterobacterias, primeramente se hizo la extraccion de DNA,;
posteriormente se utilizaron cebadores especificos para su amplificaciéon por PCR
en punto final, obteniendo bandas de amplificacion del DNA de dichas bacterias
con peso molecular de 400 a 500 pb. La cuantificacion de unidades formadoras de
colonias (UFC) de enterobacterias de las muestras se llevé a cabo mediante la
técnica de PCR tiempo real. Los resultados mostraron que la excrecion de UFC de
enterobacterias disminuyo significativamente, al dia 28 (P<0.05). Sin embargo, la
suplementacién de levadura viva en la dieta de corderos de engorda no tuvo
influencia sobre las UFC de la familia Enterobacteriaceae tanto en rumen como en
heces (P>0.05). En conclusion, la inclusion de levadura viva en la dieta de

corderos de engorda no tuvo efecto reductor sobre las enterobacterias.

Palabras clave: Enterobacterias, Saccharomyces cerevisiae, PCR.



SUMMARY

The aim of this research was to evaluate the effect of supplementation of
commercial live yeast (Saccharomyces cerevisiae) on the Enterobacteriaceae
family survival in fattening lambs, using molecular techniques. Probiotic effect on
enterobacteria was evaluated using gastrointestinal samples of an experiment with
two randomized blocks in Blackbelly lambs. This experiment was done in Animal
Infectomics Unit (NINFA), UAQ. Only two treatments of the experiment were
evaluated: control group (diet, n=10) and treatment group (diet+ 2.5 g live
yeast/day, n=10); all treatments were given during 29 days with one week of
adaptation period to the experimental diet. Samples of rumen fluid and faces from
days 01, 21 y 28 were evaluated in this study. To identify the enterobacteria, firstly
DNA extraction was done; later specific primers were used to amplify by end-point
PCR, DNA amplification bands of these bacteria were obtained with molecular
weight of 400 to 500 bp. Quantification of colony forming units (CFU) of
enterobacteria samples was carried out by real time PCR. Results showed that the
excretion of CFU of enterobacteria significantly decreased at day 28 (P <0.05).
However, supplementation of live yeast in the diet of fattening lambs had no
influence on the CFU of the family Enterobacteriaceae both rumen and faces
(P0.05). In conclusion, the inclusion of live yeast in the diet of feedlot lambs did not

have a lowering effect on enterobacteria.

Keywords: Enterobacteria, Saccharomyces cerevisiae, PCR.



ABREVIACIONES UTILIZADAS

pl: Microlitro

ADN: Acido desoxirribonucleico

AGV: Acidos grasos volatiles

d: Dia

EUA: Estados Unidos de Norte América
FAO: Organizacion de las Naciones

Unidas para la Alimentacion y la

Agricultura
g: Gramo
ml: Mililitro

MOS: Manano-oligosacaridos

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

LPS: Lipopolisacarido

pH: potencial de Hidrégeno

PBS: Solucion buffer de fosfatos

PCL: Pared celular de levadura/ proteina
concentrada de levadura

Spp: Especie

UE: Union Europea

UFC: Unidades formadoras de colonia

GRAS: Aditivos alimentarios
generalmente reconocidos como

seguros

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

YPD: Agar levadura peptona y dextrosa

TS: Agar tripticasa de soya

Mg?*: lones de magnesio

dNTPs: Dinucleottidos

gPCR: Reaccién en cadena de la polimerasa
en tiempo real

ng: Nanogramos

pmol: Micromoles

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero

RT-PCR: Reaccion en cadena de la
polimerasa reversa

Ct: Ciclo umbral

G: Gravedades

Mg: Miligramo

Ig: Inmunoglobulina

UK: Reino Unido

Logio: Logaritmo natural

RPM: Revoluciones por minuto
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1. INTRODUCCION

La familia Enterobacteriaceae son bacilos gram negativos que habitan en el tracto
digestivo de los seres humanos y de los animales. Aunque la familia la integran
mas de 30 géneros, son pocos los causantes de enfermedades gastrointestinales.
Entre los mas importantes destacan Escherichia spp. y Salmonella spp.,
causantes de cuadros de diarrea hemorragicas y de colitis en animales jévenes y
en el caso de los seres humanos el sindrome hemolitico-urémico (HUS, por sus
siglas en inglés), por lo que son microorganismos de caracter zoonoéticos, pues
una vez que el animal se infecta, quedan como portadores sanos, los cuales
diseminan a estos agentes infecciosos (Brewer et al., 2014; Chaucheyras-Durand
et al., 2010).

Sin embargo, debido a que esta familia bacteriana ha adquirido resistencia a los
antibiéticos, es importante encontrar y usar nuevos productos que ayuden a
mejorar el desempefio productivo y la prevencion de enfermedades causadas por
estos microorganismos. De las principales alternativas se encuentra el uso de
probidticos, los cuales se definen como “microorganismos vivos, administrados en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio en la salud en el hospedero”
(Gaggia et al., 2010). Entre las principales propiedades de los probioticos esta la
capacidad de reducir enteropatdégenos ya sea por i) competencia de nutrientes, ii)
competencia por sitio de fijacion en el intestino y iii) la estimulacién de la respuesta
inmune del hospedero. Ademas de eficientizar el proceso digestivo de los
animales, reflejado en mayor captacion de nutrientes y finalmente mejorar la
produccién segun la funcién zootécnica que se trate (Carro, 2014; Gaggia et al.,
2010; Guevara, 2011).

Los organismos mas usados son las bacterias acido-lacticas, como Lactobacillus
spp. y Bifidobacterium spp. Sin embargo, también son muy empleados hongos y
levaduras como Saccharomyces cerevisiae y Aspergillus spp, los cuales son
considerados seguros para su uso. El uso de levaduras vivas o liofilizadas se ha
ido incrementando, pues tiene efectos benéficos en la produccién animal
(Chaucheyras-Durand et al., 2008). En el caso de los rumiantes se usan como

aditivos en la dieta para prevenir desordenes en la microbiota ruminal de los



animales causado por el consumo de concentrados con alto contenido energético,
lo cual ocasiona una acidosis ruminal derivada de la disminucion del pH en rumen
(Sales, 2011). Ademas, al igual que monogastricos, se ha evaluado la capacidad
de Saccharomyces cerevisiae de reducir la colonizacién y la patogenicidad de
miembros de la familia Enterobacteriaceae en rumiantes, donde se han reportado
efectos en la disminucion de UFC en medio ruminal como en heces (Brewer et al.,
2014; Chaucheyras-Durand et al., 2010 ), por lo que el uso de la levadura se ha
implementado para prevenir o combatir enfermedades causadas por
enteropatdgenos, que causan enfermedades gastrointestinales lo cual deriva en
una disminucion en parametros productivos (ingesta diaria, ganancia diaria de
peso, atraso en el desarrollo) y en casos mas severos, pérdidas econémicas por la

muerte del animal.

Este trabajo tiene como finalidad evaluar la suplementacion de una cepa
comercial de levadura viva Saccharomyces cerevisiae sobre las cantidades de
UFC de la familia Enterobacteriaceae en diversas porciones del tracto

gastrointestinal de corderos de engorde.



2. REVISION DE LITERATURA.
2.1.Familia Enterobacteriaceae
2.1.1. Caracteristicas bioldgicas

Las bacterias que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae son bacilos gram
negativo de 2-4 pl por 0.4-0.6 pl, oxidasa negativos fermentadores de
carbohidratos principalmente glucosa y galactosa. Son anaerobios facultativos, no
formadores de esporas, catalasa-positivos (Merino y Losch, 2009; Quinn, 2011) y
reducen los nitratos en nitritos. La mayoria de géneros presentan flagelos
peritricos, lo que les confiere movilidad. Las enterobacterias habitan en el tracto
intestinal de los animales y humanos, y contaminan vegetacion, suelo y el agua.
En el laboratorio pueden crecen en agar Mac ConKey en condiciones aerdbicas y
anaerobicas, poseen un contenido de DNA del 39 al 59% de guanina mas citosina
(G+C). Algunos géneros poseen capsula. La temperatura Optima de crecimiento
es de 37°C, aunque se desarrollan entre 20 y 40°C. Al crecer en medio solido, las
colonias son lisas y regulares, midiendo aproximadamente 2mm de didmetro,
excepto Yersinia, que sus colonias son mas pequefas, Proteus tiene la tendencia
a invadir el agar y formar un tapiz uniforme, y Klebsiella, que forma colonias

mucosas y de mayor tamafio (Stanchi, 2007).

Las enterobacterias poseen una membrana interna (citoplasmatica), que consiste
en una capa doble de fosfolipidos que regula el paso de metabolitos y
macromoléculas; una capa externa, compuesta de peptidoglicano que la rodea y
un espacio periplasmico que contiene una elevada concentracion de proteinas, y
la membrana externa compleja (pared celular) que esta compuesta por otra capa
doble de fosfolipidos que comprende lipopolisacarido compuesto por tres dominios
principales: i. el lipido A, conocido también como endotoxina que es la parte
biolégicamente activa que el huésped reconoce; ii. oligosacarido fosfolidado
central; y las cadenas laterales de repeticién, conocido como antigeno O y que da
la clasificacion de los serogrupos; vy iii. porinas (canales para la penetracion de

antibioticos y nutrientes). Ademas posee una serie de factores de virulencia que



son esenciales para la produccion de los diferentes sindromes clinicos (Puerta-
Garcia y Mateos-Rodriguez, 2010; Quinn, 2011).

Las enterobacterias poseen una estructura antigénica muy compleja. A Antigeno
O somatico, es parte del lipopolisacarido que se encuentra en la pared celular.
Este lipopolisacarido tiene tres fracciones:

i. Regién uno: oligosacérido que contiene al Antigeno O.

ii. Regidn dos: polisacarido central constante para un género determinado.
iii. Region tres: dado por el lipido A, que constituye la endotoxina.

A) Antigeno K o capsular, que esta presente so6lo en algunas bacterias

capsuladas como Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli.

B) Antigeno Vi es un polisacarido que rodea a la bacteria sin llegar a ser una

capsulay es caracteristico de algunas especies de Salmonella.

C)Antigeno H o flagelar, el cual es proteico, es especifico de especie y esta

presente solo en las especies moviles.

D) Antigeno F o fimbrial, presente en las fimbrias. Son de naturaleza proteica.

continuacion se muestran los mas importantes (Merino y Losch, 2009):
Las enterobacterias tienen factores predominantes de patogenicidad, las cuales se
mencionan a continuacion (Merino y Losch, 2009):

— La cépsula tiene propiedades de adhesina y es antifagocitaria.

— Las fimbrias permiten la adherencia a la célula huésped e impiden el barrido
por las barreras mecéanicas de defensa del organismo.

— Algunas especies producen exoenzimas como ureasa, gelatinasa, lipasa,
desoxirribonucleasa, las cuales actian permitiendo la sobrevivencia de la
bacteria dentro del 6rgano afectado.

— Producen aerobactinas que permiten la captacién de hierro desde el medio,
el cual es es indispensable para la respiracion de estos microorganismos

— Todas las enterobacterias poseen el lipopolisacarido (LPS) de pared, el cual

tiene accién de endotoxina, la cual se libera al destruirse la bacteria.

Producen exotoxinas, sin embargo, no todas las especies las producen. Solo son

producidas por las patégenas obligadas y poseen efectos especificos.



Por otro lado, las enterobacterias tienen la capacidad de adquirir rapidamente
resistencia a los antibiéticos. Dicha resistencia puede estar mediada por plasmidos
o0 ser cromosémica. La mayoria de las enterobacterias poseen plasmidos, que
son unidades de ADN extracromosémico que se autorreplican y que transportan
Su propia estructura de replicacion, los plasmidos R tienen un papel fundamental
en la resistencia antibiética de las enterobacterias y aunque la multirresistencia
antibiotica de estos microorganismos es con frecuencia mediada por plasmidos,
ciertas especies de Citrobacter spp., Enterobacter spp., Proteus indol-positivo,
Providencia spp. Serratia spp. poseen un gen cromosémico que codifica una
Betalactamasa de amplio espectro, inducida por la presencia de algunos
betalactamicos (Gali, 2010). Dicha resistencia se debe principalmente a la
produccion de enzimas, en este caso las betalactamasas, aunque debe
considerarse también que en algunos casos la resistencia obedece a la asociacién
de distintos mecanismos de resistencia, tales como, alteraciones de la
permeabilidad, alteracion de receptores de la pared celular bacteriana afines de
los antibidticos y, presumiblemente, expresion de bombas de eliminacién activa.
Un ejemplo de esto lo constituyen las cepas de Enterobacter spp. Escherichia coli
y Klebsiella pneumoniae con sensibilidad disminuida o resistencia a
carbapenemasas. En estos casos se observa una disminucion de la permeabilidad
asociada a una sobreproduccién de la betalactamasa cromosémica en el primero y
a una betalactamasa plasmidica de clase C en los otros dos (Gali, 2010; Merino y
Losch, 2009).

2.1.2. Géneros principales de la familia Enterobacteriaceae

Dentro de esta la familia Enterobacteriaceae se reconocen mas de 30 géneros
diferentes. A continuacién se presentan algunos de los géneros, y dentro de ellos
algunas especies, que con mayor frecuencia se aislan a partir de muestras
clinicas humanas (Cuadro 2.2). Actualmente, varios de ellos estan siendo
sometidos a revision mediante técnicas de biologia molecular, estudiando la
homologia de sus ADN ya que frecuentemente se crean nuevos géneros con

especies de géneros ya existentes.



Cuadro 2.1. Principales géneros de la familia Enterobacteriaceae.

Enfermedades que

. Especies de . L .
Género . . Sitios de localizacion causan en animales y
importancia
humanos
Diarrea, Colitis
Escherichia E_ coll Tracto gastrointestinal de enterohemorragica,
' ' los animales y humanos. Sindrome hemolitico-
urémico (HUS).
_ S. flexneri, S. sonnei, S. Intestino grueso _ Disenteria bacilar
Shigella - . (microorganismo (similar a la causada por
boydii, S. dysenteriae. . .
intracelular). E. coli).
S. enterica, S. bongori,
Salmonella S. typhlr_nunL_lm, S, Mucosa intestinal. Fiebre tifoidea.
paratyphimurium, S.
montevideo.
. Suelos, cavidad bucal, Asociado a casos de
: K. pneumoniae, K. : . .
Klebsiella oxvtoca tracto gastrointestinal y neumonias lobulares en
Y ) respiratorio. hospitales.
E. cloacae, E. Ambiente (sueloy agua Infecciones oportunistas
), forma parte de la .
Enterobacter aerogenes, E. . : . en heridas, quemaduras,
microflora intestinal de los ; . N
agglomerans. . respiratorias y urinarias.
animales y humanos.
Infecciones
. S. marcescens, S. Medio ambiente, forma nosopomla_lles (Vias
Serrattia . X . respiratorias altas,
odorifera, S. fonticola. | parte de la microflora fecal. o .
urinarias, cutaneas y

heridas quirargicas).

Heces de animales Raras veces causa

Citrobacter C. freundii, C. kooseri. - - y infecciones urinarias en
humanos, intestino grueso. - Lo

pacientes hospitalizados.

Suelo, agua, aguas

residuales, animales en Infecciones urinarias que
Proteus P. vulgaris, P. mirabilis. descomposicion, tracto pueden evolucionar a
intestinal de animales y septicemias.
humanos.
Rara veces afecta

sistema urinario y causa

. Flora fecal en animales y . .
Morganella M. morganii. infecciones post
humanos. T
quirurgicas en los
hospitales.
Bacteriemias en
individuos

Forma parte de la flora del | . o
inmunodeprimidos y por

Providencia P. rettgeri, P. stuartii. colon
) lo regular en personas
que sufren quemaduras.
Peste bubdnica
o Y. enterocolitica, . .No forma partg de Ia} linfangitis supurante que
Yersinia pestil mlcroflqra animal; se aisla puet_je e\(oluc_lonar a
de animales enfermos. septicemia, diarreas,

colitis.

(Merino y Losch, 2009; Puerta-Garcia y Mateos-Rodriguez, 2010; Quinn, 2011).



2.1.3. Géneros de la Familia Enterobacteriaceae que causan enfermedades

en los animales de produccién de caracter zoonético.

Dentro de esta familia bacteriana, algunas especies de Escherichia coli,
Salmonella enterica, Yersinia entercolitica y Enterobacter spp. son capaces de
causar enfermedades agudas en el tracto gastrointestinal en animales y humanos,
por ser agentes oportunistas que causan enfermedades en individuos
inmunodeprimidos (en humanos causan infecciones nosocomiales) (Singh et al.,
2014).

Aunque son residentes naturales del tracto intestinal, pueden tener la capacidad
de ser transmitidos por medio de las secreciones de los animales hospederos, las
cuales pueden contaminar agua de consumo y alimentos. La patogenicidad que
manifiestan estos microorganismos producen endotoxinas y exotoxinas en el
estdbmago (monogastricos), las cuales al interactuar con los jugos gastricos
ocasiona una alta pérdida de agua corporal que puede conducir a la muerte (Singh
et al., 2014).

Escherichia coli O157:H7 enterohemorragica se identificd por primera vez en 1982
y ha sido implicado en varios casos de colitis hemorragica, asi como agente
causal del Sindrome urémico-hemolitico (HUS, por siglas en inglés). El ganado ha
sido identificado como principal reservorio de la cepa O157:H7 de forma directa e
indirecta, pues se consideran como via primaria de transmision a los humanos por
medio de la leche no pasteurizada, o por la contaminacioén fecal de la carne con el
microorganismo (Bach et al., 2003; Chaucheyras-Durand et al., 2010). La
colonizacion del tracto gastrointestinal de los rumiantes por parte de la cepa
0157:H7 suele durar en promedio de 14 dias a un mes. Algunos estudios previos
establecen que el primer sitio de colonizacion de E. coli es el rumen, algunos otros
estudios refieren que coloniza ciego, colon y recto. Se ha demostrado in vitro que
algunas cepas enterohemorragicas se adhieren a la mucosa del colon en bovinos,
desarrollando las lesiones caracteristicas de colibacilosis (Chaucheyras-Durand et
al., 2010).



Salmonella spp. es otro miembro de la familia Enterobacteriaceae causante de
enfermedades intestinales en humanos y en animales de produccion,
principalmente en los neonatos rumiantes, los cuales se infectan principalmente
por la via oro-fecal. Los animales al enfermar desarrollan los siguientes signos
clinicos: diarrea, fiebre, anorexia, deshidratacion, enfermedad que compromete el
crecimiento del animal. Sin embargo, los animales que se recuperan de la
enfermedad se convierten en portadores sanos, excretando al agente infeccioso
durante mucho tiempo, infectando nuevos animales por la contaminacion del agua
y el alimento con heces si no hay bioseguridad en las unidades de produccion
(Brewer et al., 2014).

Los animales infectados con Salmonella enterica pueden transmitir este agente a
los humanos a través del contacto directo, o de forma indirecta ya sea por
contacto con material infectado con heces de los animales enfermos, asi como
también con productos de animales que por falta de buenas practicas de manejo
en la planta de proceso ocurre contaminacion cruzada. Raras veces Salmonella
enterica se encuentra en carne de animales que cursaron la fase septicémica de la
enfermedad (Trepat-Quiléz, 2002).

2.2.Uso de probiéticos en la produccién animal
2.2.1. Definicién de probiotico

Se han propuesto muchas definiciones para el término probiético, sin embargo, el
mas aceptado es el usado por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) desde el afio 2002, que los define como
“microorganismos vivos, que cuyo son administrados en cantidades adecuadas,

confieren un beneficio en la salud en el hospedero” (Gaggia et al., 2010).

Dichos aditivos alimentarios se adicionan en cantidades trazas a las dietas y son
usados habitualmente en la alimentacion animal con tres propositos
fundamentales: mejorar el sabor u otras caracteristicas de las materias primas y
piensos, prevenir ciertas enfermedades y aumentar la eficiencia de la produccién
animal (Pérez, 2008).



Los probidticos que son organismos vivos, al ser ingeridos afectan benéficamente
al huésped mejorando su balance intestinal. Los organismos méas estudiados son
las bacterias &cido-lacticas, sobre todo Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp.
Sin embargo, también se usan hongos y levaduras como Saccharomyces
cerevisiae y Aspergillus spp. en la produccién animal, ya que son considerados
seguros para su uso (Rivas et al., 2008). En décadas pasadas el método mas
comun para prevenir enfermedades y aumentar la eficiencia alimentaria en los
animales de produccion fue mediante el uso de antibiéticos como aditivo
alimentario, pero se ha comprobado que este uso tiene influencia negativa en la
eubiosis del sistema gastrointestinal, produciendo asi la aparicion de cepas
bacterianas resistentes, proceso que se potencializé por la capacidad de transferir
la resistencia entre bacterias, incluso de diferente género y especie hacia estos
farmacos y su presencia residual en las carnes, huevos, leche y otros productos
de origen animal. Es por ello que la aparicién de los probidticos es visto como una

solucion alternativa promisoria (Guevara, 2011).

2.2.2. Mecanismo de accion de los probiéticos en la salud y produccion

animal.

El efecto benéfico de los probiéticos (Cuadro 2.2) se atribuye en general a
mecanismos diferentes que a su vez pueden deberse a varias causas: a) a la
exclusion competitiva de bacterias nocivas, ya sea por: (i) competencia por
nutrientes, (ii) competencia por sitios de fijacién en el intestino, o (iii) aumento de
la respuesta immunoldgica del hospedero; y b) por aportes benéficos al proceso
digestivo del hospedero, a través de: (i) aporte de macro y micronutrientes para el

hospedero o (ii) aporte de enzimas digestivas (Guevara, 2011).



Cuadro 2.2. Caracteristicas esperadas y criterios de seguridad de los probidticos en
la alimentacion y salud animal.

Caracteristicas

No téxicos y no patdgenos

Exacta identificacion taxondmica

Habitante normal de las especies objetivo

Supervivencia, capacidad de colonizacion y ser metabélicamente activo en el sitio
blanco, que implica:

¢ Resistencia al medio ruminal, los jugos gastricos y bilis
e Persistencia en el Tracto Gastrointestinal

e Adhesion al epitelio de la mucosa

e Competicion con la microbiota residente

Producciéon de sustancias antimicrobianas

Antagonismo hacia microorganismos patégenos

Modular la respuesta inmune

Habilidad para ejercer una de las promociones de salud en el huésped que se haya
comprobado cientificamente

Estabilidad genética

Viabilidad de la cepa y estabilidad de las caracteristicas deseadas durante el
procesamiento, almacenamiento y entrega

Viabilidad de altas poblaciones

Propiedades organolépticas y tecnoldgicas deseables cuyo se incluyen en el proceso
industrial

(Gaggia et al., 2010)
2.3.Saccharomyces cerevisiae.
2.3.1. Etiologia de Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es una levadura unicelular, correspondiente al reino
fungi, divisibn ascomycota, subdivisibn ascomicotina. En la naturaleza se
encuentra sobre sustratos ricos en azucares o en los exudados y savias dulces de
algunas plantas (Pérez, 2009; Walker, 2009).

Es un organismo unicelular, eucariota, redondo u ovalado, con medida de
didmetro largo de 5-10 um y didmetro corto de 1-7 um (Walker, 2009;. Figura
2.1). Su ciclo de vida comprende dos tipos: ciclo de vida vegetativo, donde la

célula se divide por gemacion, donde la célula hija comienza su crecimiento

10



formando una yema en la célula madre, ocurriendo la division del material genético
(mitosis), la sintesis de la pared celular y por ultimo la separacion celular; y la
reproduccion sexual, donde se tienen dos tipos sexuales haploides: a 'y a, donde al
estar en un mismo cultivo se fusionan formando células diploides a/a
desarrollandose la recombinacion genética nuclear (meiosis), dando como
resultado 4 células con nudcleo haploide (2 a y 2 a) conocidas también como
células hijas o yemas, las cuales estan en un saco conocido como asca, el cual se
rompe Yy libera las células, este tipo de reproduccién se da siempre y cuando
existan ambos tipos celulares en el medio donde crece (Walker, 2009). Estos
microorganismos crecen en aerobiosis en agar Sabouraud dextrosa a 37°C en un
rango de pH entre 3.5 a 5.0, posiblemente debido a que la actividad de las
proteinas plasmaticas de las levaduras en los limites de su membrana se da
durante estos valores de pH (Diaz-Plascencia et al., 2013). Las colonias de
levadura por lo general tienen una textura humeda y cremosa, su morfologia es
similar a las colonias bacterianas de mayor tamafio. Las levaduras pueden estar
en diferentes ambientes, viven en las plantas, son parte de la microflora de los
animales, comensales en la piel y mucosas de revestimiento en los diversos

organos y sistemas corporales (Quinn, 2011).

Cuadro 2.3. Clasificacion Taxon6mica de Saccharomyces cerevisiae.

Categoria Taxonémica

Reino Fungi
Division Ascomycota
Subdivisién Ascomycotina
Clase Hemiascomycete
Orden Endomycetales
Familia Saccharomycetacae
Subfamilia Saccharomietoideae
Género Saccharomyces
Especie cerevisiae

(Walker, 2009)
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Pared
celular

Figura 2.1. Levadura Saccharomyces cerevisiae (Morales, 2007).
Saccharomyces cerevisiae contiene multiples organelos celulares caracteristicos
de las células eucariontes. Cuenta con un nucleo ovalado con su respectiva
envoltura nuclear, reticulo endoplasmico liso y rugoso, aparato de Golgi,
mitocondria y vacuolas. El citoplasma también posee diversas enzimas
encargadas del metabolismo de la levadura, resaltando las encargadas de llevar a
cabo la fermentacion alcohdlica (Arya et al., 2011). La pared celular de la levadura
representa del 15-30% del peso seco de la misma, teniendo como propiedades ser
una estructura altamente dinamica y adaptable al medio que lo rodea. Las
principales funciones de la pared celular estan encaminadas a garantizar la
supervivencia de la célula, incluyendo las siguientes: mantener las condiciones de
osmolaridad dentro de la célula, brinda proteccién ante condiciones de estrés
fisico, mantiene la integridad y la forma celular durante los procesos de
crecimiento y division; limita la permeabilidad de moléculas y protege a la levadura
de proteinas y otras moléculas externas, creando microambientes internos
adecuados para la membrana celular en las fases de estancamiento de los

cultivos y colonias (Arya et al., 2011; Klis et al., 2006).
La pared celular estd compuesta primariamente por 2 capas (Pérez, 2009):

i. Capa externa. Estd formada por un complejo de manoproteinas
(aproximadamente 25-50 %) que corresponde a una asociacién de polisacaridos
de a-D-manosa con proteinas (manano-oligosacaridos, MOS). Estas se unen a
través de extremos no reductores en forma directa con los 1-3 B-glucanos o,
indirectamente, con los 1-6 B-glucanos. Los MOS contienen abundantes
polipéptidos glucosados (50-95 %) que salen como fimbrias fuera de la pared

celular.
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i. La capa interna, constituida por un complejo de glucomananos
(aproximadamente 25-30 %) que son [(-glucanos asociados a una pequefa
cantidad de quitina. Dicho complejo lo forman: a) 1-3 B-glucanos: moléculas
helicoidales de aproximadamente 1500 glucosas, que representan el 30-35 % de
la masa celular. Su funcién es mantener la estructura mecanica de la pared
celular; b) 1-6 B-glucanos: moléculas lineales de aproximadamente 150 glucosas,
que representan el 10 % de la masa celular. Dicha masa esta muy ramificada, y es
la fraccion responsable de organizar la pared celular, ya que se interconecta
simultaneamente con los glucanos y manoproteinas de la capa externa

(basicamente glucomananos) y quitina (Figura 2.2; Pérez, 2009).
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Figura 2.2. Estructura de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae (Morales,
2007).

2.3.2. Mecanismo de accién de Saccharomyces cerevisiae en animales de

A

produccion monogastricos sobre enteropatdégenos.

El mecanismo de accién de los productos obtenidos de las levaduras tienen un
efecto benéfico en la ecologia microbiana del conducto gastrointestinal en no
rumiantes; debido a que disminuyen la poblacion de enteropatégenos como es el
caso de Escherichia coli. Pues se ha aceptado que la adherencia de estas
bacterias en el epitelio es importante en la infeccion temprana de la mucosa
intestinal (Auclair, 2001). Esto es posible gracias a que poseen una adhesina
fimbrial (lectinas) que se une a receptores de D-manosa en las células epiteliales.

Por lo tanto, el modo de accion de la levadura en monogastricos se enfoca
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principalmente a la capacidad de aglutinar bacterias patdogenas en el conducto
gastrointestinal, debido a que las bacterias se unen a las paredes celulares de las
levaduras (que contienen manano-oligoglucanos), permitiendo asi tener un efecto
de modulacién en la concentracion microbiana principalmente en el intestino de
cerdos destetados (Haldar et al., 2011). White et al. (2002) reportaron que la
adicion en dieta de Saccharomyces cerevisiae en lechones de 11 dias de edad
redujeron la colonizacion de coliformes en yeyuno, ciego y colon, con aumento
significativo de inmunoglobulina (Ig) G y uno no significativo de IgA, sugiriendo que
las paredes celulares de la levadura pudiera tener efectos sobre la respuesta
inmune intestinal; sin descartar una respuesta antigénica contra la levadura. Las
respuestas inmunes a los hongos incluyen la activacion del sistema del
complemento, lo que resulta en un aumento en la respuesta de los neutroéfilos y los
mecanismos de respuesta mediada por células T, incluyendo la activacion de
macréfagos y de células T citotéxicas (Abbas et al., 2008).

Estos efectos se han revisado también in vivo e in vitro en pollos de engorda
(Guida et al., 2015; Haldar et al., 2011), donde al inocularse Salmonella enterica
en conjunto con Saccharomyces boulardii y S. cerevisiae disminuye la excrecion
en heces: observandose al microscopio, una aglutinacion de las formas
levaduriformes de bacilos gram negativas. Por otro lado, la suplementacion
dietética de manosa reduce la cantidad total de Salmonella en el ciego de pollos

desafiados con Salmonella typhimurium (Spring et al., 2000).

Brufau et al. (2015) establecieron que al suplementarse Saccharomyces cerevisiae
en lechones aumenta la produccion de moco, un efecto que puede ser asociado
con la observacién de mas células caliciformes por los efectos beneficiosos de la
levadura sobre la morfologia intestinal. Los efectos de estos probidticos incluyen
cambios graduales en la estructura de la comunidad bacteriana en general, la
reduccion de patdgenos potenciales, aumento cuantitativo de los lactobacilos y

modulacién cualitativa de las bifidobacterias.
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2.3.3. Mecanismo de accién y efectos reportados de Saccharomyces

cerevisiae al usarse como probidtico en rumiantes.

El uso de levaduras vivas o liofilizadas se ha ido incrementando, pues tiene
efectos benéficos en la produccién animal (Chaucheyras-Durand et al., 2008). En
el caso de los rumiantes, se usa como aditivo en las dietas. El principal motivo por
el que se recurre a la suplementacion de estos organismos es para prevenir
desérdenes en la microbiota ruminal de los animales causado por el consumo de
concentrados con alto contenido energético (carbohidratos solubles) (Sales, 2011).
Este tipo de productos se caracterizan por tener alta concentracion de células
viables (>10 billones de UFC/g), siendo la especie mas usada Saccharomyces

cerevisiae.

Desde el punto de vista regulador, Algunos productos de levaduras han sido
registrados como aditivos en alimentos en Europa (EU Regulacion1831/2003);
mientras que en los Estados Unidos de Norte América se han registrado en la lista
de aditivos alimentarios generalmente reconocidos como seguros (GRAS). En los
afos recientes, el nUumero de consumidores, conscientes de la seguridad, calidad
y de que se elaboren de forma sustentable productos de origen animal, han
encausado al uso de estos aditivos; aunque se ha demostrado que algunas veces
no ayudan a la productividad, pero si disminuyen el riesgo de transmitir
microorganismos zoonGticos. Disminuyendo asi el uso de antibiéticos la
resistencia de las poblaciones bacterianas a los mismos antibioticos, limitando
ademas la excrecion y diseminacién hacia otros animales (Chaucheyras-Durand et
al., 2008; Tripathi y Karim, 2011).

2.3.3.1. Regulacion del pH ruminal

El efecto de las levaduras suplementadas en la dieta de los rumiantes parece
estar estrechamente relacionada con el tipo de dieta suplementada (Auclair,
2001). El rumiante al consumir dietas altas en carbohidratos solubles, tiene una
marcada disminucién del pH ruminal, debido a que incrementa el nimero de
bacterias productoras de acido lactico (como Streptococcus bovis), la cantidad de

acido lactico y de acidos grasos volatiles, que contribuyen al bajo nivel del pH
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ruminal; disminuyendo la cantidad de bacterias utilizadoras de acido lactico como
Selenomonas ruminantium (Chaucheyras-Durand et al., 2008). Para que el pH
ruminal sea estabilizado, los niveles de acido lactico tienen que disminuir. Se han
realizado trabajos para verificar si Saccharomyces cerevisiae influye en el control
de pH ruminal, teniendo resultados diversos. Bach et al. (2007) encontraron una
diferencia en los niveles de pH ruminal en vacas en lactancia canuladas
suplementadas con la levadura con respecto a las no suplementadas (P < 0.01);
teniendo los valores del pH bajos en las vacas control que las vacas
suplementadas con levaduras (5.49 vs 6.05 respectivamente). Thrune et al. (2009)
administraron Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-1077 (Lallemy Animal Nutrition,
Milwaukee, WI, USA) en vacas lecheras Holstein canuladas detectando que el pH
en las vacas suplementadas se mantuvo estable con respecto a las vacas no
suplementadas (6.23 vs 6.53, P< 0.05). Sin embargo, Pinos-Rodriguez et al.
(2007) al suplementar en becerros Holstein Saccharomyces cerevisiae CNCM I-
1077 (Lallemy Animal Nutrition, Milwaukee, WI, EUA) y Saccharomyces boullardii
CNCM 1-1079 no encontraron diferencias significativas con respecto al pH ruminal
de los becerros del grupo control (5.6 grupo control; 5.4 S. cerevisiae y 5.3 S.
boulardii). La ausencia de efecto en el pH ruminal también lo reportan Desnoyers
et al. (2009), quienes analizaron el efecto de Saccharomyces cerevisiae CBS
493.94 (Alltech, UK) en cabras lecheras saanen y alpino, teniendo similares
promedios de pH en el grupo control y en los grupos suplementados con la
levadura, concluyendo que el efecto de la disminucion del pH es mas posible verlo
en animales con dietas altas en concentrado, con respecto a los alimentados con
dietas con fibra, pues las raciones proporcionadas a las cabras tenian 80 y 50%
de forraje. Diferentes autores (Auclair, 2001; Chaucheyras-Durand et al., 2008)
mencionan que la levadura en el medio ruminal compite en conjunto con las
bacterias productoras de acido lactico disminuyendo la concentracion de acido

lactico.
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2.3.3.2. Mejoramiento de la digestibilidad ruminal y estimulacion del

crecimiento de microbiota benéfica ruminal

Dentro de los mecanismos de accion principal propuestos es que las levaduras
vivas en el medio ruminal a través de su respiracion aerobia permiten eliminar el
pequefio porcentaje de oxigeno (1%) que entra al rumen cuyo el animal ingiere los
alimentos junto con el bolo alimentario y en la saliva, facilitando asi el crecimiento
de los microorganismos anaerobios mas estrictos como bacterias celuloliticas y
hongos (Newbold et al., 1996). Sin embargo, también se ha propuesto que su
efecto se debe a la estimulacion de la poblacion microbiana ruminal por la
liberacién al medio de sustancias que favorecen su crecimiento conocidos como
“factores de crecimiento”, entre los que destacan el acido malico, vitaminas
(especificamente tiamina) y péptidos. Al estimular el crecimiento de las bacterias
ruminales celuliticas (Fibrobacter spp. y Ruminococcus spp.) y utilizadoras del
acido lactico (como Megasphaera elsdenii y Selenomonas ruminantium), las
levaduras pueden provocar un aumento del flujo duodenal de proteina microbiana
y con ello una mayor disponibilidad de aminoacidos para el animal hospedador
(Carro, 2014; Chaucheyras-Durand et al., 2008; Diaz-Plascencia et al., 2013).

Pinloche et al. (2013) a partir de vacas lecheras Holstein canuladas analizaron si
la suplementacién de Saccahromyces cerevisiae Sc47 (Marquette-Lez-Lille,
Francia) afecta la microbiota ruminal, confirmando que las poblaciones bacterianas
celuloliticas (Megasphaera spp; Selenomonas spp.) y las utilizadoras de &cido
lactico (Fibrobacter spp. y Ruminococcus spp.) aumentaron en las vacas
suplementadas, con respecto a las vacas control. Sin embargo, sorpresivamente
se detectaron cantidades bajas de Prevotella spp. y de Mitsuokella spp.; géneros
bacterianos encargados de la degradacion del almidén, por lo que sus poblaciones
estdn aumentadas en los animales cursan con acidosis clinica y subclinica,
concluyendo que la levadura Saccharomyces cerevisiae es util al revertir la
acidosis ruminal. Sin embargo, Mosoni et al. (2007) al determinar el efecto de
Saccharomyces cerevisiae sobre poblaciones celuloliticas en corderos canulados,
no detectd efecto alguno sobre la poblacion total de baterias degradadoras de

celulosa, especificamente en los tres géneros que detectd por medio de técnicas
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moleculares: Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus y Ruminococcus

flavefaciens.

Beauchemin et al. (2003) al analizar en liquido ruminal de novillos canulados el
efecto de Saccharomyces cerevisiae sobre las poblaciones microbianas
intestinales, observaron que la levadura no ejercio efecto en el nimero de UFC de
bacterias generales, utilizadoras de lactato y de bacterias amiloliticas (P>0.05).
Kumagai et al. (2004) en ovejas Suffolk canuladas analiz6 el efecto de
Saccharomyces cerevisiae sobre las poblaciones microbianas en heces y con una
dieta alta en concentrados y otra baja en concentrado, en donde detectaron que
en los corderos suplementados con la levadura la poblacion de bacilos aumentd
significativamente (P< 0.05) en la dieta alta en concentrado, mientras que en las
enterobacterias no se encontraron diferencias significativas (P> 0.05) entre los
grupos de tratamientos, pero si entre dietas (P< 0.05), explicando que este efecto
puede deberse a que el ambiente con los dos tipos de dietas varia entre la dieta
alta en heno y la alta en concentrado, lo cual favorece o disminuye la variabilidad
de desarrollo de esta familia bacteriana en el intestino (ya que determinaron que el
pH intestinal es mayor en animales con concentrado con respecto a los

alimentados con forraje).

Chaucheyras-Durand y Fonty (2002) en corderos evaluaron el efecto de
Saccharomyces cerevisiae sobre el desarrollo de la microbiota ruminal, vy
observaron que en los corderos suplementados con la levadura se establecieron
en mayor cantidad las poblaciones celuloliticas a partir del segundo y tercer dia en
comparacion con los corderos no suplementados, sin embargo, a partir del cuarto
dia, se encontraron similares cantidades de bacterias celuloliticas en ambos
grupos, por lo que concluyen gue la suplementacién de la levadura en los corderos
tienden a aumentar la colonizacion de las bacterias celuloliticas en el nacimiento.
Ghazanfar et al. (2015) Establecen que la suplementacién de Saccharomyces
cerevisiae en la dieta de vaquillas aumento en la flora fecal el numero de UFC de
lactobacilos, mientras que en el caso de coliformes totales (en los cuales se
incluyen géneros de enterobacterias) no se detecto diferencias significativas de

UFC con respecto a las vaquillas control, solamente se detectd un aumento
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significativo en los primeros dias de experimentacion en animales no tratados
debido a que éstas cursaron con cuadros fuertes de diarrea por cambios bruscos
de dietas, mientras que las suplementadas no mostraron este signo clinico, aun
asi, en los dias posteriores a la presentacion de diarrea la cantidad de UFC de
coliformes en ambos grupos no fue significativamente diferente, concluyendo que
la levadura regula la cantidad de estos microorganismos en el tracto intestinal,

evitando su excesiva replicacion.
2.3.3.3. Exclusién de patogenos en el tracto gastrointestinal

Saccharomyces cerevisiae reduce el crecimiento de microorganismos patdgenos,
preserva la funcion de la barrera gastrointestinal y la disminucién de la
colonizacion con alteracion de algunos microorganismos patdgenos como E. coli,
Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica, Shigella flexnerii, Clostridium spp.

y Vibrio cholerae en monogastricos (Pérez, 2008).

Algunos autores han desafiado a Saccharomyces cerevisiae con géneros
patbgenos de la Familia Enterobacteriaceae en experimentos in vitro e in vivo,
encontrando que reduce el crecimiento de E. coli y Salmonella spp (Cuadro 2.3).
La posible accion reductora de Saccharomyces cerevisiae sobre enteropatégenos
puede deberse a su metabolismo, pues en ensayos in vitro en contenido ruminal
se ha detectado cantidades altas de etanol, dando como resultado la disminucién
de las cantidades de E. coli que pudieran estar en las particulas de alimento, y
este efecto puede mejorar en condiciones de pH bajo. Sin embargo, las
concentraciones de etanol en contenido ruminal in vivo pueden ser distintas por su
absorcién por el epitelio ruminal (Chaucheyras-Durand et al., 2010, 2008). No
obstante, aun no se sabe si Saccharomyces spp. ejerce una accién similar de
reduccion de bacterias en el intestino de rumiantes como en monogastricos. La
cual, se debe a la conformacién de la pared celular, formada por un complejo de
mananoproteinas (aproximadamente 25-50 %) que corresponde a una asociacion
de polisacaridos de a-D-manosa con proteinas (manano-oligosacaridos, MOS).
Estas se unen a través de extremos no reductores en forma directa con los 1-3 B-
glucanos o, indirectamente, con los 1-6 [-glucanos. Los MOS contienen
abundantes polipéptidos glucosados (50-95 %) que salen como fimbrias fuera de
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la pared celular, que tienen la capacidad de aglutinar las micotoxinas presentes en
el tracto intestinal animal; aunque se ha comprobado in vivo que después de 11
dias de inoculacion de E. coli 0:157H7 en vaquillas charoldis disminuye su
excrecion en heces (Liou et al., 2009); mientras que Stella et al. (2007) detectaron
un aumento de UFC de Saccharomyces cerevisiae en las muestras de heces en
cabras saanen inoculadas con la levadura, en cambio, las cabras no
suplementadas mantuvieron cantidades bajas de levadura durante todo el
experimento, confirmando en este ensayo que la levadura podria atravesar todo el
tracto digestivo; esto concuerda con la disminucién del enteropatdgeno desafiado

(Salmonella typhimurium) en las cabras tratadas.

Las levaduras, al contrario de otros microorganismos con potencial probiotico,
tienen una limitada capacidad para colonizar el tracto gastrointestinal del animal
que las recibe, pues se han realizado experimentos en ovejas, las cuales
recibieron levaduras, el numero de células viables de estos microorganismos
declind 30 horas después de finalizado el tratamiento; En otros experimentos
realizados con corderos, entre 17 y 34% de las células de las levaduras
permanecieron vivas durante su transito a través del tracto digestivo (Castro y
Rodriguez, 2005).
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Cuadro 2.4. Efectos reportados de Saccharomyces cerevisiae en Géneros de la Familia Enterobacteriaceae en experimentos
in vitro e in vivo en rumiantes

Autor(es) y afios

Especie y técnicas usadas

Resultados

Bach et al. In vitro: Liquido ruminal de ovino; sometido a medio ruminal 24 hrs post incubacién sin efecto (4.00 log10/ml).
(2003) simulado; Colonias de Saccharomyces cerevisiae subsp. A las 48h disminucién de UFC de E. coli (P < 0.05) en los
boulardii (20x109 UFC; 5 dosis: 0, 5, 10, 15y 20 mg/ml de indculos de 10, 15y 20 mg/ml (<2.0 logio UFC/mI)
fluido ruminal) vs colonias E. coli 0157:H7 en cultivos Inhibicién de crecimiento de E. coli en las zonas de crecimiento
bacteriol6gicos de S. cerevisiaecon 19+ 0.4,18+0.8,15+ 09y 135+ 04
mm, respectivamente
Stella et al. In vivo: Cabras lecheras Saanen (n=72). 90 dias: grupo control | No se detect6 efecto de la levadura sobre la microbiota general
(2007) (n=36) y suplemento de levadura (n=36) muestras fecales dia (P<0.05).
01, 30,60y 90. No se encontraron diferencias estadisticas entre ambos grupos
0.2 g/dia suplemento de levadura (4x109 UFC en el conteo de UFC enterobacterias (P>0.05); El Conteo UFC
Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-1077 Levucell SC20), Logio E. coli fue disminuyendo durante el experimento (P<
deteccion de UFC por medio de cultivos bacteriolégicos 0.05)
Chaucheyras- In vivo: tres ovinos canulados en rumen suplementados con Disminucion de la tasa de crecimiento a partir de las 16 h de
Durand et al. levadura (4x 109 UFC/dia Saccharomyces cerevisiae CNCM I- incubacion (1.48 a 0%) (P<0.05) de E.coli O: 157H7 el fluido
(2010) 1077 Lallemy Animal Nutrition, Francia) y tres ovinos ruminal; en los contenidos yeyunal y cecal, no se afecté el
canulados del rumen sin probidtico por 4 semanas. crecimiento del enteropatogeno.
In vitro: Desafio con E. coli O: 157:H7 cepa EDL933 Acido
resistente y acido sensible, coleccion de muestras
semanalmente y al dia del sacrificio, desafio en cultivos
bacterioldgicos.
Liou et al., In vivo: 8 vaquillas raza Charolais con canulas ruminales (4 A las 24 hrs post inoculacion se observé una disminucion de
(2009) animales control y 4 con tratamiento); con suplementacion UFC de O157:H7 en contenido ruminal en los animales
previa del probiético (fermentado de Saccharomyces suplementados con levadura con respecto a los controles
cerevisiae XP; Diamond V Mills Inc., Cedar Rapids, IA) 56g/dia | (P<0.05) En las muestras se vio un comportamiento similar al
30 dias antes del desafio; el cual durd 33 dias e inoculacién rumen (P<0.05); al dia 11 después de la inoculacién 2 de las 4
de E. coli O157:H7 ATCC 43895; crecimiento y conteos de becerras con el tratamiento fueron O157:H7 negativas, las
UFC en medios bacteriolégicos becerras control fueron positivas hasta el dia 25 post
inoculacion
Brewer et al. In vivo: Becerras Holstein—Jersey Dos grupos: Lactancia Se reporto significancia en el conteo de UFC de S.
(2014) control (n=10) y Lactancia con Productos de fermentacion de typhimurium (P<0.05) en ambos grupos, 4.0 log10 UFC en el

Saccharomyces cerevisiae (SCFP; 1 g/ cabeza/d SmartCare) y
3.5 g/head/d Original XPC (Diamond V, Cedar Rapids, lowa)
(n=10) inoculadas con Salmonella enterica serotipo
typhimurium SL1344 2 (106 CFU/kg LR)

grupo control y 3.0 1og10 en las becerras suplementadas con
los productos de la levadura en los primeros dias post
infeccion (1 al 7).
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2.4.Técnicas moleculares de diagndstico clinico.
2.4.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La invencion de la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) por K. Mullis y sus
colaboradores en 1985 ha revolucionado la biologia molecular y la medicina
molecular (Saiki et al., 1985). La PCR es una técnica in vitro utilizada para
amplificar enzimaticamente una region determinada de ADN situada entre dos
regiones de ADN cuya secuencia se conoce. Mientras que antes solo podian
obtenerse cantidades minimas de un gen especifico, ahora incluso un Unico
ejemplar de un gen puede amplificarse con la PCR hasta un millon de ejemplares

en tan solo unas pocas horas (Somma y Querci, 2007).
2.4.1.1. Principios de la PCR

La PCR se basa en el mecanismo de la replicacion celular del ADN. EI ADN
bicatenario se desenrolla y pasa a ADN monocatenario, se duplica y
posteriormente se vuelve a enrollar en células eucariotas. Para desenrollar y
duplicar la molécula del ADN se necesitan enzimas, la topoisomerasa y helicasa,
que se encargan de desenrollar y de separar la doble cadena de ADN.
Posteriormente, la enzima primasa se encarga de unir a las cadenas de ADN los
cebadores (secuencias de ARN y ADN que se unen al origen de replicacion y
funcionan para que la ADN polimerasa comience la elongacién) en el extremo 3’
para asi la ADN polimerasa iniciar la sintesis de la nueva cadena, tomando
dinucleotidos libres (ANTP’s). Como la DNA polimerasa sintetiza de 5’ a 3’ sobre la
cadena 3’-5’, crea la cadena complementaria 5’-3’ a fragmentos (fragmentos de
Okazaki). La enzima ligasa se encarga de unir los enlaces fosfodiester de las

bases nitrogenadas(Somma y Querci, 2007).

La técnica de PCR consiste en los siguientes pasos (Figura 2.3): i)
desnaturalizacion del ADN por fusion a temperatura elevada, a fin de convertir el
ADN bicatenario en ADN monocatenario; i) unién (anillamiento) de dos
oligonucledtidos, utilizados como cebadores, al ADN diana A una temperatura

menor que la de desnaturalizacion; iii) extension de la cadena de ADN por adicion
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de nucleodtidos a partir de los cebadores utilizando ADN polimerasa como

catalizador, en presencia de iones Mg?*.

Dicho ciclo es entonces repetido un nimero determinado de veces (de 25 a 35),
duplicandose cada vez el niumero de moléculas de producto. Esta amplificacion
exponencial tiene como resultado un gran nimero de copias de la secuencia de
ADN flanqueada por el par de oligonucledtidos. De esta manera, la reaccion
permite obtener una gran sensibilidad al detectar muy bajas cantidades de ADN
molde y especificidad al detectar unicamente la secuencia de acido nucleico para
la que han sido disefiados los oligonucleétidos o cebadores (Méndez y Pérez,
2005; Somma y Querci, 2007).

30-40 ciclos de 3 fases
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Figura 2.3. Fases de la amplificacion de la PCR (Somma y Querci, 2007).
2.4.1.2. Aplicaciones en la microbiologia de la PCR

En el ambito de la microbiologia clinica, la PCR se ha aplicado en tres grandes
campos (Costa, 2005): i. Diagnéstico etiolégico. La PCR es sobre todo util en
ausencia de métodos de diagnéstico alternativos o cuyo éstos son muy complejos,
para mejorar la eficacia diagnostica complementando métodos convencionales o Si
se requiere un diagnostico rapido y precoz del agente etiologico para poder iniciar
el tratamiento especifico lo antes posible. ii. Control del tratamiento con
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antimicrobianos. La PCR se utiliza tanto para la seleccién de los pacientes que
deben ser tratados como para, una vez iniciado el tratamiento, comprobar su
eficacia, siendo importante para ello disponer de métodos cuantitativos vy iii.
Caracterizacion genética de agentes infecciosos. La PCR se utiliza ya sea para
genotipificacion o identificacion de mutaciones determinantes de resistencias a

farmacos o de virulencia; epidemiologia molecular; etc.
2.4.2. PCR tiempo real (QPCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) detecta el
desarrollo de la reaccion de la amplificacion a medida que esta ocurre. Para esto
el gPCR utiliza un marcador fluorescente para monitorear la amplificacién de
productos en cada ciclo de reaccion, el cual puede actuar en la fase de
elongacién, ya sea al inicio, si es que el Fluoréforo esta en los oligonucledtidos
especificos (sondas), o si es de afinidad al material genético al momento de tener
la nueva cadena de ADN, el cual al ser excitada con luz a cierta longitud de onda

emite fluorescencia y asi realizar la cuantificacion (Rodriguez y Rodriguez, 2006).

Los termocicladores para llevar a cabo la qPCR incorporan entonces un lector de
fluorescencia, los cuales estan disefiados para medir la fluorescencia emitida en el
proceso de la amplificacion. Los sistemas de deteccion por fluorescencia
empleados en los termocicladores de gPCR son de dos tipos: i) agentes
intercalantes, y ii) sondas especificas marcadas por fluorocromos, disefiadas de

manera especial (Costa, 2005).
2.4.2.1. Equipos pararealizar la PCR en tiempo real

Los equipos para llevar a cabo la PCR en tiempo real incluyen un termociclador y
una unidad capaz de detectar sefiales fluorescentes (fluorémetro) para monitorear
el progreso de la reaccion de amplificacion, asi como un Hardware y un Software

para la captura y el andlisis de los datos, respectivamente (Costa, 2005).

El termociclador del equipo tiene que tener la capacidad de mantener una
temperatura uniforme para todas las muestras y ser lo suficientemente rapido en la
transicion de temperaturas de una etapa a otra (desnaturalizacion del ADN molde,

alineamiento de los oligonucleotidos y sintesis) (Rodriguez y Rodriguez, 2006). El
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sistema fluorométrico consiste en una fuente de energia para excitar a los
fluoréforos (a una determinada longitud de onda de excitacion) y un sistema de
deteccidon, que permita monitorear la sefial emitida (a una longitud de onda de
emision). La fuente de energia que proporciona la luz de excitacién para los
fluoréforos puede provenir de una ldmpara (tungsteno), una resistencia (diodo
emisor de luz) o un laser. Las diferentes longitudes de onda de emision se
detectan con dispositivos que incluyen filtros, multiplicadores y fotodetectores
(Aguilera et al., 2014).

2.4.2.2. Fluoréforos utilizados para la cuantificacién en la PCR tiempo real

Los fluoréforos utilizados para seguir la amplificacién del ADN durante la PCR en
tiempo real pueden ser de dos tipos: i) fluoréforos con afinidad por el ADN v ii)
sondas especificas para fragmentos del ADN, es decir, que soélo emiten
fluorescencia cuyo se ha amplificado un fragmento del ADN de interés (blanco)
(Aguilera et al., 2014).

Los fluoréforos por afinidad al ADN son fluorocromos que aumentan notablemente
la emision de fluorescencia cuyo se unen a ADN de doble hélice. La intensidad de
la fluorescencia se incrementa proporcionalmente a la concentracién del ADN de
doble cadena. Los fluoréforos mas empleados en PCR a tiempo real son el SYBR
Green | el cual se une al surco menor del ADN de doble cadena. Mientras mas
ADN de doble cadena haya en el tubo de reaccion, mayores seran la union y la
sefal de fluorescencia del SYBR Green (Figura 2.4); sin embargo, también se
utilizan otros marcadores como BEBO, YOYO-1 y TOTO-1, y el rojo Texas
(Aguilera et al., 2014).

Este sistema de deteccion tiene la ventaja de que la optimizaciéon de las
condiciones de la reaccién es muy facil y ademas, es mas barato que las sondas
especificas. Sin embargo, tiene como desventaja que los agentes intercalantes
tienen baja especificidad, debido a que se unen de manera indistinta a productos
generados inespecificamente o a dimeros de cebadores, frecuentes en la PCR.
Para hacer frente a esta situacion se debe realizar un analisis de los resultados en

la curva de fusion (Melt Curve). Este analisis permite que los productos no
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especificos puedan ser discriminados de los amplicones especificos (Costa, 2005;
Rodriguez y Rodriguez, 2006).
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Figura 2.4. Fluoréforo por afinidad al ADN: SYBR GREEN (Aguilera et al., 2014).

Las sondas de hibridacion especifica son sondas marcadas por dos tipos de
fluorocromos, un donador y un receptor. Este proceso se basa en la transferencia
de energia fluorescente mediante resonancia (FRET) entre las dos moléculas
(Costa, 2005). Se pueden clasificar en 3 tipos (Aguilera et al., 2014; Costa, 2005):
i) Sondas de hidrdlisis. Son oligonucleétidos con la secuencia del gen de interés
marcados por un fluorocromo donador en el extremo 5 que emite fluorescencia al
ser estimulado y un aceptor en el extremo 3’ que absorbe la fluorescencia que
libera el receptor, los cuales deben estar cerca, la ADN polimerasa en su actividad
sobre el ADN diana, libera el extremo 3’el cual emite la fluorescencia absorbida del
fluorocromo donador la cual es identificada por el lector. La sonda mas usada es
Tagman ii) Sondas de hibridacion. Son dos sondas especificas, las cuales se unen
al ADN diana; una de ellas lleva un fluorocromo donador en el extremo 3’ y la otra
uno aceptor en el extremo 5. Al estar hibridadas, los dos fluorocromos estan
proximos, el donador al ser exitado, transfiere su energia al donador, que emite la
fluorescencia que el detector detecta, y iii) Sondas de horquillas. Son sondas que
contienen un fluorocromo reportero en el extremo 5’ y un apagador en el extremo

3’ los cuales forman una horquilla, fomentando asi la cercania y la transferencia de
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energia. Al unirse a la horquilla de interés, la horquilla se extiende, aumentando la
distancia entre el fluorocromo donador y el aceptor, este Ultimo emitiendo la
fluorescencia detectada por el lector. Las sondas que usan este principio son los

molecular beacons, los scorpions, los sunrise primers y los lux primers.
2.4.2.3. Umbral y valores umbral del ciclo (Ct)

Los resultados de la qPCR se basan en la deteccién y cuantificaciébn de los
marcadores fluorescentes a lo largo de la reaccion de la PCR, permitiendo asi
conocer la cantidad de fluorescencia emitida durante la fase exponencial de la
reaccion. Donde, un aumento significativo del producto de la PCR se correlaciona
con la cantidad inicial de ADN o ADNCc en estudio (Vinueza, 2009).

La cinética de amplificaciéon por la PCR se puede dividir en cuatro fases (Figura
2.5; Aguilera et al., 2014): i. Fase inicial. Se da entre los primeros 10-15 ciclos, la
fluorescencia es insuficiente para lograr discriminar el ruido basal. Sin embargo,
esta fase sirve para delimitar la linea base. li. Fase geométrica. Los reactivos de la
reaccion se encuentran de forma abundante por lo que la amplificacion por la PCR
tiene una eficiencia cercana al 100%. En esta fase de la cinética de amplificacién,
el comportamiento del ADN es 2n, es decir, a partir de cada molécula del ADN se
generan dos, por lo que el producto de la PCR se duplica después de cada uno de
los ciclos. iii. Fase lineal. Esta comprende el momento en que los reactivos
empiezan a ser limitantes en la reaccion y se presenta un decaimiento de la
actividad enzimatica. La eficiencia de la amplificacion es inconstante durante esta
fase. iv) Fase estacionaria, esta fase muestra una sefial saturada, la amplificacion
se detiene debido a que los componentes de la reaccion se agotaron. En ésta, la
cantidad de producto obtenida es constante aunque se incremente el nimero de

ciclos.

27



Cinética de amplificacion de la PCR
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Figura 2.5. Cinética de amplificacién de la PCR (Aguilera et al., 2014).
Hay dos tipos de cuantificacion en la gqPCR (Aguilera et al., 2014; Vinueza, 2009):

Cuantificaciéon Absoluta. Este tipo de ensayo permite determinar el
namero exacto de moléculas del ADN o ARN en una muestra para
determinar cargas virales, la presencia de agentes patégenos; Para
llevarla a cabo, se requiere una muestra con una cantidad exacta en
ng/uL, pmol/uL, numero de copias o equivalentes gendmicos, como
estandar absoluto externo. Este estandar puede ser un fragmento del
ADN de doble cadena o de cadena sencilla, la cadena de ADN
complementaria, un producto amplificado por la PCR de la secuencia del
ADN de interés clonado en un plasmido, un producto de la PCR
convencional o la sintesis directa de la secuencia del ADN blanco.

Cuantificacion relativa. Este tipo de cuantificacion mide los cambios en
el estado basal de un gen de interés versus un gen de expresion
constante que actia como control. Se utiliza en ensayos de expresion
génica, principalmente. Es necesario realizar la transcripcién reversa

(RT) y los ensayos se conocen como RT-PCR en tiempo real.
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La diferencia entre ambas cuantificaciones es que la cuantificaciéon absoluta no se
parte de una cantidad conocida del ADN, sino de un control endégeno o gen
constitutivo. Debido a que no se conoce la cantidad absoluta del estandar interno,
s6lo se pueden determinar los cambios relativos del gen de interés con referencia
al gen enddgeno. En cambio en la cuantificacion absoluta, se puede detectar la
concentracion inicial de ADN diana, afladiendo simplemente unos controles
externos con concentraciones conocidas y crecientes de ADN diana (curva patrén)
en los ciclos de amplificacién. En el termociclador de la qPCR el programa
informatico va registrando el incremento de fluorescencia en cada ciclo, el cual es
proporcional al aumento del ADN. Esta informacion se refleja graficamente en
curvas de cinética de la reaccion para cada una de las muestras y controles
(Figura 2.6; Costa, 2005). Para obtener los resultados de la amplificacion, se debe
obtener los valores del ciclo umbral (Ct por sus siglas en inglés), que son
determinados por la identificacion del ciclo en el cual la emisién de la intensidad
del marcador fluorescente se eleva por encima del ruido de fondo en la fase
exponencial de la reaccién de la PCR. En otras palabras, el valor Ct esta
representado por el ciclo en el cual la produccién de fluorescencia cruza el umbral

establecido (Rodriguez y Rodriguez, 2006).

Amplification

2000 + e .

RFU

1000 +

Figura 2.6. Curva de estandarizacion a partir de diluciones seriadas de ADN
conocidas para la cuantificacién absoluta de la gPCR (Olvera-Ramirez, sin publicar).
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Es importante considerar que un valor Ct superior a 40 ciclos indica que no hay
amplificacion y por consiguiente no deben incluirse en los calculos. En la
actualidad hay software que puede determinar valores Ct mediante un analisis
matematico de la curva de crecimiento pudiendo tener asi una mejor
reproducibilidad en las pruebas de PCR en tiempo real (Dorak, 2008). Las curvas
de desnaturalizacion representan la relacion que existe entre la fluorescencia y la
temperatura. Se realizan para corroborar la identidad del amplicon luego del
ensayo de PCR. La medida de la fluorescencia dependiente de la temperatura se
realiza mientras la temperatura en el termociclador aumenta de alrededor de 50°C
a 95°C, siendo la fluorescencia detectada dependiente de la presencia de
secuencias de doble cadena de ADN o ADN monocatenario (Costa, 2005;

Rodriguez y Rodriguez, 2006).

Las dobles cadenas de ADN o ADN monocatenario se separan por efectos de la
temperatura, la fluorescencia disminuye porque el colorante deja de estar unido al
producto de la PCR. La mayoria de los instrumentos proporcionan un analisis de
estos datos teniendo en cuenta el punto en donde aparece el primer diferencial
negativo de la sefial de fluorescencia con respecto a la temperatura y la
temperatura de fusion. Este punto aparece como uno 0 mas picos que representan
las temperaturas a las que los maximos niveles de cambio de la fluorescencia se
producen (Lee et al., 2002). Por lo tanto, para discriminar los productos
especificos de la PCR es necesario saber que estos se disocian a una
temperatura mas alta que los artefactos como primers dimers (Figura 2.7; Costa,
2005).
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Figura 2.7.Andlisis de la curva de fusion (obsérvese la diferencia entre un pico
elevado a partir del control negativo que indica la formacion de primer-dimers;
mientras que el segundo indica la disociacién del amplicon de la PCR (Costa, 2005).

2.4.2.4. Uso de laqPCR en el diagnostico molecular.
Las ventajas de la qPCR son las siguientes:

i. La gPCR es rapida, ya que no se necesita ningun proceso adicional de
deteccion. ii. Utiliza sistemas cerrados, disminuyendo asi el riesgo de
contaminacion. iii. El analisis de gPCR se realiza a partir de una amplia variedad
de muestras clinicas, tales como tejidos frescos y fijados en parafina, secreciones
corporales, liquido cefalorraquideo, sangre total, plasma, leucocitos, material fecal,
exudados de garganta, vaginales o anales, etc. iv. Se pueden detectar diversos
microorganismos como virus y bacterias a nivel cualitativo (presencia o ausencia)

y cuantitativo (carga viral) (Aguilera et al., 2014).
2.4.2.5. Cuantificaciéon de enterobacterias mediante la técnica de gPCR

La gPCR también se ha utilizado para deteccion o identificacion de algunas
especies patdgenas de la familia Enterobacteriaceae. Guy et al. (2014) por medio
de la gPCR multiple detectaron y cuantificaron en muestras fecales de animales
de vacas lecheras la cepa 0157 de E. coli usando diversos oligonucléotidos
especificos para los genes codificantes de la toxina shiga (uno de los principales
factores de virulencia para los géneros patdégenos de enterobacterias), utilizando
como un limite minimo de referencia 10! copias del gen equivalentes a 10!

bacterias. Los resultados encontrados fueron un total de 10° amplicones
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generados en el gPCR por un gramo de muestras fecales, por lo que concluyeron
que es una herramienta muy fundamental en el diagndstico cuyo los animales
cursen con enfermedades de este microorganismo, y como herramienta util en la

salud publica.

Por su parte, Castillo et al. (2006) cuantificaron poblaciones de bacterias,
enterobacterias y lactobacilos en muestras de yeyuno de cerdos por gPCR
comparando con técnicas tradicionales de conteo como el conteo por
epifluorescencia directa en medio de cultivo Agar Mac Conkey. Los resultados
arrojaron variaciones minimas en el conteo total de bacterias por ambas técnicas,
pues en el gPCR se obtuvieron alrededor de 11.1 + 0.88 logio copias de genes/g
de muestra, mientras que en el conteo tradicional obtuvieron 7.8 + 0.88 logio de
bacterias/g de muestra en el conteo total de bacterias. Sin embargo, en el caso de
enterobacterias, con la primera técnica se obtuvieron 8.4+ 0.56 logio de copias del
geny en la segunda 4.8+ 1.68 logio de bacterias por g de muestra, confirmando la
presencia de la familia Enterobacteriaceae en esta porcion del tracto
gastrointestinal de estos animales. Sekse et al. (2005) utilizaron los genes stx1 y
stx2 de la toxina shiga de E. coli para identificar por gPCR este enteropatégeno en
heces de ovinos en mediciones equivalentes a 102-10° UFC/g de heces,
detectando niveles de stx1 de 103-10* UFC/g de heces, mientras que usando el
gen stx2 se detectaron niveles bajos de UFC en todas las muestras, afirmando
que este ensayo puede ser util al detectar animales que sean portadores de
bacterias productoras de toxina shiga.
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3.JUSTIFICACION

El uso de antibidticos en las dietas de los animales domésticos ha ocasionado que
se desarrollen problemas de resistencia en enteropatégenos (Chaucheyras-
Durand et al., 2008), por lo que su uso en la produccion animal esté prohibido. No
obstante, el implementar aditivos de origen natural que ayuden a disminuir la
colonizacion de enteropatégenos en el tracto gastrointestinal es una de las
principales razones para el uso de probioticos. Ademas de mejorar los parametros
productivos en la produccion animal, lo cual se relaciona con la eficiencia del
metabolismo intestinal, al aumentar el aprovechamiento de nutrientes (Carro,
2014; Gaggia et al., 2010).

En el caso especifico de las levaduras, se ha reportado que su uso en rumiantes,
principalmente en vacas lecheras y bovinos de carne, es para prevenir y
contrarrestar desérdenes en la microbiota ruminal de los animales causado por el
consumo de concentrados con alto contenido energético (Sales, 2011), lo cual
disminuye el pH ruminal, aumenta las poblaciones productoras de acido lactico y
ocasiona asi desérdenes metabdlicos como la acidosis ruminal (Chaucheyras-
Durand et al., 2010) = Sin embargo, existen trabajos que reportan resultados
inconsistentes, desde aquellos que afirman que existe un efecto probiético en el
rumen, hasta aquellos que concluyen que la implementacién de la levadura en las
dietas no tiene efecto alguno (Carro, 2014; Tripathi y Karim, 2011), debido a que
existe muchos factores que pueden influir en la ausencia o presencia de efecto, tal
como las propiedades del producto usado, su viabilidad, la cantidad usada y la
duracion del tratamiento. Mientras que en los factores debidos a los animales,
puede considerarse su edad, las condiciones de manejo en las unidades y las

condiciones higiénico- sanitarias en las que se encuentran (Carro, 2014).

En cuanto a los trabajos que hablan del efecto reductor de colonizacion de
enteropatogenos en el tracto gastrointestinal de los animales, se han realizado en
su mayoria con géneros especificos de caracter patdégeno y zoonético —
Escherichia spp., Salmonella spp.- de la familia Enterobacteriaceae, tanto in vitro
como in vivo, donde confirman que la administracion de Saccharomyces

cerevisiae y S. boullardii disminuye la cantidad de UFC y la presencia de signos
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clinicos de las enfermedades que desencadenan (Bach et al., 2003; Chaucheyras-
Durand et al., 2010; Haldar et al., 2011).

En pequefios rumiantes los estudios se enfocan principalmente a evaluar efectos
en el medio ruminal y en los pardmetros productivos. Sin embargo, Stella et al.
(2007) reportan que la levadura no tiene efecto significativo sobre la familia en
general en cabras lecheras, pero no se establece claramente la causa. De la
misma manera Kumagai et al. (2004) no encontraron cambios en la misma familia,
sin embargo, los mismo autores mencionan que la levadura en lugar de ejercer un
efecto reductor, tiene un efecto modulador de esta familia en el tracto
gastrointestinal de ovinos adultos por lo que puede evitar el aumento de UFC, y
puede ser benéfica la implementacion de la levadura en la dieta de los animales
en desarrollo y asi reducir la incidencia y prevalencia de enfermedades
gastrointestinales causadas por algunos microorganismos pertenecientes a esta
familia bacteriana. El presente trabajo pretende evaluar el efecto de la levadura
viva sobre la familia Enterobacteriaceae en corderos de engorda.
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4.HIPOTESIS

La suplementacion de la levadura viva (Saccharomyces cerevisiae) en la dieta
disminuird la cantidad de UFC de la familia Enterobacteriaceae en el tracto

gastrointestinal de corderos de raza Blackbelly.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto que tiene la adicion en la ingesta diaria de la levadura
concentrada (Saccharomyces cerevisiae) sobre la supervivencia de las
enterobacterias que se ubican en diversas porciones del tracto digestivo de los

corderos de engorda.

6.0BJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar las técnicas moleculares: PCR punto final y gPCR, para la
identificacion y cuantificacion de la familia Enterobacteriaceae.

2. Determinar el efecto de Saccharomyces cerevisiae sobre las
enterobacterias mediante la cuantificacion de las UFC detectadas por
medio de la qPCR.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1.Lugar experimental, animales experimentales y manejo

Se utilizaron muestras de un experimento experimental de bloques al azar, el cual
fue llevado a cabo en la Nave de Infectomica Animal (NINFA) de la Facultad de
Ciencias Naturales de la Universidad Autbnoma 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 precipitaciéon con
precipitacion anual promedio de 400 a 500 mm?3 (INAFED, 2014). Por cada bloque
se utilizaron 20 animales de raza Blackbelly recién destetados, con un peso inicial
promedio de 17 Kkg; desparasitados con closantil y vacunados (BOBACT 8)
previamente de acuerdo al calendario de inmunizaciones de la posta ovina

universitaria dos semanas antes de iniciar los experimentos.

Los animales fueron estabulados en corraletas individuales de cemento (3 x 2 m);
con piso ranurado de concreto, con divisiones moviles a base de malla borreguera
(1.5 a 2 m? por animal). Los corderos fueron alimentados con una dieta de

engorda a libre acceso.
7.2. Tratamientos

Durante los experimentos, se evaluaron 4 tratamientos, de los cuales en este
trabajo solo se evaluaron 2: a) animales control, suplementados con la dieta
experimental y; b) animales suplementados con dieta diaria mas la inclusion de
2.5¢g equivalente a 6.1X107 UFC de levadura Saccharomyces cerevisiae cepa PY
(Safmex, S.A. de C.V.). La cepa de levadura fue esparcida sobre el alimento (top
dressing) durante 29 dias cont6 con 7 dias previos al inicio de cada bloque para la

adaptacién de los animales a la dieta.
7.3.Dieta experimental

La dieta experimental proporcionada a los corderos a lo largo de cada experimento
fue de engorda con una proporcion de concentrado y forraje de 86:14 conformada
de los siguientes ingredientes: maiz molido (65%), pasta de soya (10%), melaza
(8%) y pre mezcla de minerales (3%) y heno de alfalfa (14%).
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7.4.Toma de muestras evaluadas de heces

El muestreo de heces se realizdé en los dias 01, 21 y 28 de ambos bloques de
acuerdo al Department of Primary Industries NSW (2015) bajo el siguiente

protocolo:

— Inmovilizacion del animal mediante contencion fisica, dejando expuesta la

porcion caudal a la persona encargada de tomar la muestra.

— Se paso suavemente un dedo enguantado y lubricado en la regién recto-
anal donde masajeando suavemente la pared rectal se estimuld la
evacuacion fecal.

— Las heces se depositaron en una bolsa transparente limpia libre de
DNAasas y RNAasas, rotuld en la misma la fecha de muestreo y el nUmero

de identificacion del animal.

Después de ser obtenidas se mantuvieron en refrigeracion, posteriormente en

congelacion a temperatura de -80°C.
7.5.Toma de muestras evaluadas de rumen.

Después de la matanza de los animales, se extrajo el rumen para tomar muestras

del contenido ruminal, el cual fue de la siguiente manera:

— Se realiz6 una incisién a la altura del saco dorsal, dejando expuesto el lumen,
de donde se extrajo en un tubo de 1.5 ml, y un tubo falcon de 15 ml de
contenido ruminal.

— Los tubos se conservaron en nitrégeno liquido para en un lapso no mayor de 6
horas posterior al muestreo se conservaron a temperatura de -80°C para su

posterior andlisis.

7.6.Técnicas moleculares.
7.6.1. Extraccién de ADN de los contenidos de rumen y heces.

Para la extraccion de ADN de las muestras obtenidas se utilizo el kit de extracciéon
Mo Bio® powersoil® (USA) llevandose a cabo siguiendo las indicaciones del

fabricante, el cual se describe en el Anexo 1 del presente trabajo.
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7.6.2. Estandarizacién del gradiente y deteccion de las enterobacterias por
PCR punto final.

Para la Estandarizacion del gradiente de amplificacion del ADN de enterobacterias
en las muestras de los corderos se realizé primeramente un PCR con 1 gradiente
de temperaturas de alineaciones con ADN extraido a partir de colonias
conservadas en glicerol de Salmonella entérica subesp. montevideo se us6 una
mezcla de reaccion preparado a partir del kit para PCR punto final Takara (Premix
Tag DNA Polymerase, Takara, USA), obteniendo una muestra con volumen final
de 15 pl (Cuadro 7.1), usO el termociclador para punto final Bio Rad C1000
(Singapure). La secuencia de los oligonucledétidos utilizados para el PCR (Nava,

sin publicar) se describe en el Cuadro 7.2.

Cuadro 7.1. Reactivos para la mezcla de PCR.

Reactivos parala PCR mix: 15 pl Volumen (ul)
Taq polimerasa 0.075
Buffer 10x 1.96
dNTP’s 1
Oligo entero Antisentido 0.5
Oligo entero sentido 0.5
H20 Estéril uso molecular 8.97
DNA 2

Cuadro 7.2. Oligonucleotidos utilizados para la Amplificacién del DNA de las
enterobacterias en la mezcla de reaccion.

Oligonucled6tido Secuencia del oligonucledétido Orientacion
Oligo Entero sentido: 5’ GCAGTCGGGAATATTGCA Sentido
Oligo Entero Antl Sentido: AAGGGCACAACCTCCAA Antisentido

Las diversas temperaturas del gradiente de amplificacién fueron (Nava, sin
publicar): 65, 64.5, 63.3, 61.4, 61, 59, 57, 56.7, y 55°C. El ciclo de amplificacion
se describe en el Cuadro 7.3.
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Cuadro 7.3. Ciclo de amplificacion para la deteccion de enterobacterias en
poblacion control y muestras de rumen y heces.

Proceso del ciclo Numero de ciclos Temperatura Tiempo (minutos)
Desnaturalizacion inicial o .
del DNA 1 95°C 3:00
Desnaturalizacion del o .
DNA 32 94°C 0:30
i i6 1 gradiente
Al!neaC|on q§ los 32 graai 0:30
oligonucleotidos (55°C-65°C)
Extension 32 72°C 0:30
Extension final 1 72°C 7:00
Conservacion del o . . .
producto obtenido 4°C Tiempo indefinido

7.6.3. Determinacién de la cinética bacteriana para la extraccion de ADN de

la poblacion bacteriana control

Para determinar la cinética bacteriana de Salmonella typhimurium se siguio el

siguiente procedimiento:
7.6.3.1. Activacion de la Bacteria

Se activo a S. typhimurium a partir de colonias preservadas en glicerol tomé 100 pl
y se depositaron en tubos con 3 ml de caldo Soya tripticaseina (TS) incubandose
a 35°C por 18 horas.

7.6.3.2. Realizaci6on de la cinética bacteriana

Se creci6 y determind la cinética bacteriana por espectrofotometria del control

positivo de la siguiente manera:

1) Se tomaron 100 pl del caldo incubado para depositarlos en un tubo con 25 ml
de caldo ST; realiz6 una réplica y conté con un control negativo para la
comparacion del crecimiento y verificaciéon de la inocuidad del caldo por la
esterilizacion.

2) Al momento de la inoculacion se sometio a lectura de una muestra de 1 ml de
cada uno de los tubos en un espectrofotémetro, donde se tomé como dato la

densidad Optica.
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3) Posterior a la inoculacion, a cada hora se tomo la lectura de la densidad 6ptica
para obtener el de la bacteria hasta la fase estacionaria y asi obtener la etapa
logaritmica de crecimiento.

4) Los datos al terminar fueron graficados para determinar el tiempo de

incubacion de la bacteria para la extracciéon de ADN.

7.6.4. Crecimiento y conteo de Unidades Formadoras de Colonias de la

poblacion control para obtencion de ADN.

Se desarroll6 el crecimiento y la cuantificacion de UFC de S. typhimurium en dos
experimentos, el primero para trabajar en la estandarizacion de las curvas
estandar del gPCR y el segundo para el analisis de las muestras experimentales.

Ambos experimentos se desarrollaron de la siguiente manera:

1) Se activo la cepa de S. typhimurium conservada en glicerol tomé 100 pl y se
activé en dos tubos con 3 ml de caldo TS dejandose incubar 12 horas a 35°C.

2) Transcurrido el tiempo de incubacion, se tomaron 100 pl de uno de los dos
tubos de 3 ml para depositarlos en los tubos de 50 ml con 25 ml de caldo TS.

3) Se incubaron por 6 horas (de acuerdo con la cinética bacteriana calculada) a
35°C.

4) Se tomo 1 ml de cada tubo de 50 ml para hacer diluciones seriadas, que fueron
de la 10! a la 108 (depositd en 8 tubos falcon de 15ml, 9 ml de PBS, tomé 1 ml
de caldo deposito en el primer tubo, mezclé en el vortex brevemente, repitiendo
este paso en los 7 tubos restantes).

5) La siembra de las diluciones se hizo por vaciado en placa, en una campana de
flujo laminar de la siguiente manera:

— Se agrego0 en cajas de petri (100x15mm) 1ml de cada una de las siguientes
diluciones: 105, 108, 107 y 108.

— Posteriormente se agregé 15 ml aproximadamente de medio sélido TS
atemperado a 45°C en cada una de las cajas petri, se homogenizo
suavemente en direccion a las manecillas del reloj y viceversa.

— Se dejaron solidificar los medios por 30 minutos aproximadamente, se

incubaron a 35°C por 12 hrs.
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— Se realiz6 el conteo de colonias de cada una de los medios de cultivos, con
ayuda de un contador de colonias.
— Se registraron los datos obtenidos en una hoja de célculo para su posterior

analisis.
7.6.5. Extraccion de DNA de la poblacién bacteriana control

Para la extraccion de DNA de las alicuotas del caldo en crecimiento se utilizé el kit
de extraccibn Mo Bio® power lizer® (USA), siguiendo las indicaciones de los
fabricantes (Anexo 1) con las siguientes modificaciones:

1) Para la realizacion del pellet de las bacterias crecidas en el caldo TS, se
centrifugd a 8000 RPM por un lapso de 5 minutos, desechandose el
sobrenadante tratd de conservar el pellet formado.

2) Se adicionaron 750 pl de Bread solution al tubo con el pellet mezcl6é en el
vortex las muestras brevemente, administrd6 60 pl de la solucion C1 (verifico
previamente que esta no estuviera precipitada, en caso de estarlo se calenté a
una temperatura de 61°C). Inmediatamente se mezclé en vortex varias veces
para homogenizar.

3) Se pas6 la mezcla realizada al tubo glass bread y se introdujo al
homogenizador Bead Bating por 45 segundos a 2,500 RPM. Los productos de
las extracciones se conservaron a temperatura de -20°C para su posterior

analisis.

7.6.6. Estandarizacion de la curva estandar y analisis de pool’s de los

grupos de muestras con SYBER Green Takara

Para la estandarizacién de la curva estandar se realizaron 3 ensayos, elaborando
diluciones 1:10 seriadas a partir del ADN extraido de S. typhimurium de la
siguiente manera: i) se hicieron alicuotas de 90 pl de agua de uso molecular en 5
tubos de 1.5 ml; ii) del tubo con el ADN de la bacteria (identificado como tubo 0)
se tomaron 10 ul y se depositaron en el tubo 1 con los 90 ul de agua de uso
molecular. iii) el paso i se repiti6 en los otros 4 tubos; obteniendo estas

concentraciones de ADN (Cuadro 7.4):
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Cuadro 7.4. Concentraciones de ADN de las diluciones quintuples seriadas para la
Estandarizaciéon de la curva de PCR tiempo real.

Tubos 0 1 2 3 4 5

Concentracién
De DNA (ng/ul) 39.3 9.93 0.393 0.0393 0.00393 0.000393

Para el PCR tiempo real se utilizd la enzima SYBER Green Takara (SYBER
premix ex taq Il, Shiga, Japan), se realiz6 la mezcla para el PCR con los reactivos
que describen en la cuadro 7.5 para obtener asi un volumen total de producto de
PCR de 17 pl:

Cuadro 7.5. Reactivos para la mezcla de amplificacion para el PCR tiempo real.

Reactivos parala PCR mix cbp: 17 pl Volumen (pl)
SYBER premix ex taq Il 8.15
Oligo entero R 0.65
Oligo entero F 0.65
H20 Estéril uso molecular 5.54
DNA 2

La estandarizacion de la curva en los tres ensayos se realizaron por triplicado,
dando como resultado tres curvas de estandarizacion, el ciclo del PCR tiempo real
fue el usado en el punto final, modificAandose el nimero de ciclos a 35; el cual es

especificado en el cuadro 7.1 del punto 7.6.2.

Los datos obtenidos de la cuantificacion se analizaron automaticamente por medio
del software Bio-Rad CFX manager, que es compatible con el termociclador
C1000 y el cabezal para qPCR CFX 96 Real Time System (Bio-Rad, USA), donde
arroja la curva estandar de las diluciones de DNA preparadas, la curva de
disociacion (para evaluar si la corrida tuvo problemas de contaminacion) y el valor
del Ct.

El cuarto ensayo consistié en analizar cuantitativamente los tratamientos de las
muestras mediante la preparacion de pool’s a partir del DNA de cada una de las
muestras y de todas las porciones experimentales de la siguiente manera: i) se

rotularon tubos de 1.5 ml de acuerdo a los grupos experimentales: A= grupo
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control y B= grupo con la adicién de levadura en la dieta. ii) de cada uno de los
tubos con el DNA diluido a 5 ng/ul (utilizados en el PCR punto final) de las
muestras de heces y ruminales de los animales, se tomo6 1 pl y se deposito en el
tubo marcado segun el grupo al que pertenecia el individuo. La mezcla resultante

se utilizo como DNA para la cuantificacion de los amplicones.

Se realiz6 la curva estandar por duplicado, al igual que la mezcla del DNA por
grupos. El volumen de las reacciones para qPCR se realizo en base a cuadro 7.5;
los datos obtenidos de la cuantificacion se analizaron automaticamente por medio
del software Bio-Rad CFX manager, (Bio-Rad, USA).

7.6.7. Estandarizaciéon de la curva estdndar y andlisis de pool de las

muestras por gPCR con kit Thermo scientific

Se realizaron 4 experimentos para la Estandarizacion de la curva estandar del
gPCR con el kit Thermo scientific Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (2x)
(Thermo Scientific, USA), los primeros tres ensayos se realizaron para la
estandarizacion de la curva estandar, elaborandose diluciones 1:5 seriadas a partir
del DNA extraido de S. typhimurium, de la siguiente manera: i) se hicieron
alicuotas de 80 ul de agua de uso molecular en 6 tubos de 500 pl; ii) del tubo con
el DNA de la bacteria (identificado como tubo 0) se tomaron 20 ul y se depositaron
en el tubo 1 con los 80 pl de agua de uso molecular. iii) el paso i se repitié en los

otros 7 tubos; obteniendo estas concentraciones de DNA (Cuadro 7.6):

Cuadro 7.6. Concentraciones de DNA de las diluciones quintuples seriadas para la
Estandarizacién de la curva de PCR tiempo real.

Tubos 0 1 2 3 4 5

Concentracion
de DNA (ng/pl)

62.25 12.45 2.49 0.498 0.096 0.01992

Para el PCR en tiempo real se utiliz6 como marcador el SYBR GREEN #0259
(Thermo scientific, USA), se realiz6 la mezcla para el PCR con los reactivos que
describen en el cuadro 7.7 para obtener asi un volumen total de producto de PCR
de 17 pl:
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Cuadro 7.7. Reactivos para la mezcla de amplificacion para el PCR tiempo real.

Reactivos parala PCR mix cbp: 17 pl Volumen (pl)
SYBR Green #0259 8.15
Oligo Enterobacterias Antisentido 0.65
Oligo Enterobacterias Sentido 0.65
H20 Estéril uso molecular 5.54
DNA 2

La estandarizacion de la curva en los 3 experimentos se realizd por duplicado,
dando como resultado dos curvas de estandarizacion. El ciclo del PCR tiempo real
se realiz6 en base a las recomendaciones dadas por los fabricantes en el punto
final, conservandose la temperatura de alineacion usada en el punto final, el cual
es especificado en el cuadro 7.8. Los datos obtenidos de la cuantificacion se
analizaron autométicamente por medio del software Bio-Rad CFX manager, que
es compatible con el termociclador C1000 y el cabezal para gPCR CFX 96 Real
Time System (Bio-Rad, USA), donde arroja la curva estandar de las diluciones de
DNA preparadas, la curva de disociacion (para evaluar si la corrida tuvo problemas

de contaminacion) y el valor del Ct.

44



Cuadro 7.8. Ciclo de amplificacién gPCR SYBR Green Thermo Scientific.

Proceso del ciclo Numero de ciclos Temperatura Tiempo (minutos)
Precalentaiento 1 50°C 2:00
Desnaturalizacion o )
inicial del DNA 1 95°C 10:00
Desnaturalizacion del o )

DNA 40 95°C 0:15
Alineacion de los 1 gradiente _
oligonucledtidos 40 (55°C-65°C) 0:30

Extension 40 72°C 0:30
Conservacion del o . : .
producto obtenido 1 4°C Tiempo indefinido

El cuarto ensayo, consisti6 en el analisis representativo de los grupos
experimentales, donde se utilizaron las mezclas del DNA de las muestras por
grupos. La curva estandar y las muestras se analizaron por duplicado, con el
volumen de las reacciones descritas en el cuadro 7.7. Los datos obtenidos de la
cuantificacion se analizaron automaticamente por medio del software Bio-Rad CFX
manager, (Bio-Rad, USA), mientras que los datos del nUumero de amplicones se

procesaron en una hoja de célculo de Excel para su posterior andlisis estadistico.

7.6.8. Andlisis individual de las muestras experimentales

Se realiz6 el analisis individual del DNA de las muestras de contenido ruminal y
heces, us6 SYBER Green #0259 (Thermo Scientific, USA), con volumen final de
las reacciones de 17 pul y el ciclo de la PCR conforme al cuadro 7.8. La curva
estdndar y las muestras se realizaron por duplicado, siendo automaticamente
analizados los datos obtenidos por el software Bio-Rad CFX manager (Bio-Rad,
USA).

7.7.Andlisis estadistico

Los datos de las amplificaciones de las muestras en el gPCR se procesaron en
una hoja de célculo de Excel (Microsoft, USA) para su rpectivo analisis estadistico,
donde se ordenaron por experimento y grupo experimental, transformandose a

Logio para la distribucion normal. Posteriormente, en el Software SPSS statistics
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v22 (IBM, USA), se analizaron estadisticamente las muestras de contenido ruminal
se realizé un analisis de varianza entre dos grupos (Prueba de t de student);
mientras que las muestras de heces por el andlisis de varianza para muestras
repetidas con el siguiente modelo estadistico de medidas repetidas por bloques al

azar:.
Yikin=H + Bi + Tj + Agk + D1 + TDji + € (jjkin
Donde:

Yikin = efecto de la levadura sobre la cantidad de UFC de enterobacterias fecales

de los corderos en el experimento

p= Media poblacional

Bi = Efecto de la levadura por bloque experimental

Tj= Efecto de la levadura por tratamiento

Ak = efecto de la levadura en los animales entre tratamientos
D= Efecto de la levadura por dia experimental (01, 21 y 28)
TDjl= interaccion del efecto entre tratamiento y dia experimental
€(ijkhn= error aleatorio.

Considerando diferencia estadistica con valores de P<0.05.
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8. RESULTADOS
8.1. Estandarizacién de las técnicas moleculares.

Los resultados de la cinética bacteriana del control positivo (Salmonella
typhimurium) nos muestra que el crecimiento de la bacteria llega al final de la fase
logaritmica alrededor de las 6 horas de incubacién (Anexo 2, Figura 11.1). La
cuantificacion de UFC de S. typhimurium fue de 9.1x108 UFC/ml de caldo de

cultivo, este dato se utilizo para la curva estandar en la qPCR.

Para la estandarizacion de la amplificacion del gen para identificar la familia
Enterobacteriaceae se llevé a cabo un gradiente de temperaturas (Anexo 2, Figura
11.2); observandose que los oligonucledtidos amplificaron en todas las
temperaturas del gradiente, pero la mejor intensidad de banda se observo a una
temperatura de alineacion de 61°C Para la estandarizacion de la PCR en tiempo
real y el andlisis de las muestras experimentales se utilizaron dos enzimas, SYBR
GREEN Takara y SYBR GREEN Thermo Scientific. En las curvas estandar, de
amplificacion y de disociacién de los tres primeros ensayos con la enzima SYBR
Green takara, se obtuvieron eficiencias de 63.8, 57.6 y 51.3%, con valor de la
pendiente de -4.67, -5.09 y -5.56; y valor de Rz de 0.98, 0.995 y 0.990
respectivamente. Se llevd a cabo un cuarto ensayo donde se realizaron pools del
ADN extraido de las muestras de los contenidos por grupo experimental,
obteniéndose una eficiencia de 84.2%, con valor de R= 0.999 y valor de la
pendiente de -3.768, (Anexo 2, Figuras 11.3, 11.4 y 11.5).

Con respecto a la estandarizacion con la enzima SYBR GREEN Thermo scientific,
se realizaron 3 ensayos. En las curvas estandar, de amplificacion y de disociacién
se obtuvieron eficiencias de 57.2, 70.8 y 49.2%; con valor de la pendiente de -
5.088, -4.300 y -5.757; y valor de R2de 0.984, 0.974 y 0.978. Por lo tanto, se
realiz6 el cuarto ensayo sometiendo los pools por grupos experimentales,
obteniéndose una eficiencia de 95.1%, con valor de Rz= 0.987 y el valor de la
pendiente fue de -3.445 (Anexo 2, Figuras 11.6, 11.7 y 11.8).
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8.2.Andlisis de las muestras experimentales.

Las muestras de contenido ruminal y heces del dia 21 y 28 del primer experimento
fueron analizadas mediante PCR punto final (Figura 8.1, 8.2 y 8.3), utilizando una
temperatura de alineacion de 61°C, obteniéndose bandas con peso molecular

alrededor de 500 pares de bases.

El andlisis de la cuantificacion por medio de gPCR de las muestras del contenido
ruminal y las heces a los dias 01, 21 y 28 de ambos experimentos se obtuvieron
eficiencias de 84.6 y 83.3%, valor de R? de 0.995 y 0.999 y valor de la pendiente
de -3.756 y -3.789.

Los resultados de la cuantificacion de las muestras de heces no mostraron
diferencia significativa entre tratamientos (P>0.05) (Cuadro 8.1; Figura 8.4), sin
embargo, se observd una diferencia de excrecion por dias, encontrandose una
notable disminucién de UFC al dia 28 con respecto a los dos muestreos del dia 01
y dia 21 (P<0.05; Cuadro 8.2).

Respecto al contenido ruminal, se encontrd0 similar cantidad de UFC de
enterobacterias en ambos grupos, mostro nulo efecto de la levadura suplementada
(P>0.05) (Figura 8.5).
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Figura 8.1. PCR punto final de muestras de contenido ruminal al dia de matanza del

bloque experimental 1, gel de agarosa al 1.5%; tincién con bromuro de etidio. Grupo

con la dieta diaria (control negativo animales 31 al 35) y grupo suplementado con la
levadura (Saccharomyces cerevisiae) en la dieta (animales 36 al 40).
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Figura 8.2. PCR punto final de muestras de heces al dia 21 bloque experimental 1,
gel de agarosa al 1.5%; tincion con bromuro de etidio. Grupo alimentado solo con la
dieta diaria (control negativo, animales 31al 35) y grupo suplementado con la
levadura (Saccharomyces cerevisiae) en la dieta (animales 36 al 40).
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Figura 8.3. PCR punto final de muestras de heces al dia 28 bloque experimental 1,
gel de agarosa al 1.5%; tincidon con Red gel. Grupo alimentado solo con la dieta
diaria (control negativo, animales 31 al 35) y grupo suplementado con la levadura
(Saccharomyces cerevisiae) en la dieta (animales 36 al 40).
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Figura 8.4. Cantidad promedio de UFC de enterobacterias en las muestras de heces

al dia 01, 21y 28 experimental

Cuadro 8.1. Efecto de Saccharomyces cerevisiae sobre la cantidad de UFC de
enterobacterias en las muestras fecales de los corderos de Engorde.

O\r/friegctijgnla Gl Cuadrados medios P
Modelo 24 2.74 <.0001
Experimento 1 0.09
Tratamiento (trt) 1 491 0.1667
Animal(trt) 18 2.36
Dia 2 7.21 0.0005
trt*dia 2 0.56 0.5319
Error 87 0.88
Total 111
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Cuadro 8.2. Cantidad de UFC de enterobacterias en heces por dia experimental

Promedio
Dia de muestreo Logio UFC /g Error Estandar
Heces
1 5.5082 0.153
21 5.840? 0.162
28 4,942 0.154

a |etras distintas indican diferencia significativa (P<0.05).

P>0.05

w Y (6]

Log10 UFC/1g de muestra

N

H Dieta Control B Saccharomyces cerevisiae en dieta

Figura 8.5. Cantidad promedio de UFC de enterobacterias en contenido ruminal de
los corderos al dia del sacrificio.
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9. DISCUSION

La suplementacion de levadura viva en la dieta de corderos de engorda no tuvo
efecto sobre las UFC de la familia Enterobacteriaceae tanto en rumen como en
heces; sin embargo, la excrecion de UFC de enterobacterias disminuyo
significativamente, al dia 28. Similarmente, Stella et al. (2007) no encontraron
diferencias de UFC de enterobacterias en heces en cabras Saanen
suplementadas con levadura, pero si observaron una disminucion significativa de
enterobacterias en los ultimos dias de experimento. De la misma manera otros
estudios no encontraron efecto de la levadura sobre enterobacterias totales en
ovejas (Kumagai et al.,, 2004) y en vaquillas (Ghazanfar et al. 2015). Sin
embargo, algunos estudios establecen que Saccharomyces cerevisiae disminuye
el riesgo de transmitir microorganismos patégenos, limitando la excrecién y
diseminacién hacia otros animales (Chaucheyras-Durand et al., 2008; Galvao et
al., 2005). Ademas de que reduce la incidencia de diarreas en becerros (Brewer et
al., 2014; Galvao et al., 2005). En corderos se ha reportado que la inclusion de
levadura madura el ecosistema ruminal, ya que se incrementa el establecimiento
de las bacterias celuloliticas y protozoarios ciliados (Chaucheyras-Durand y Fonty,
2002, 2001). Por otro lado, en animales adultos se ha demostrado que un cambio
drastico en la proporcion de forraje: concentrado en los rumiantes afecta la
microbiota gastrointestinal, pudiendo ocasionar un incremento de bacterias
productoras de lactato (Streptococcus bovis) y una disminucién de bacterias
celuloliticas (Fibrobacter succinogenes, Ruminoccocus albus, y R. flavefaciens)
cuando se dan dietas altas en concentrados (Callaway y Martin, 1997). Por lo que,
la inclusion de Saccharomyces cerevisiae se lleva a cabo para estabilizar el pH
ruminal y minimizar la produccion de acido lactico (Chaucheyras-Durand et al.,
2008; Williams et al., 1991). Ademas de gque aumenta tanto la degradacién de la

fibra, como el niUmero total de bacterias(Newbold et al., 1996).

El modo de accion principal de la levadura es la disminucion del oxigeno en el
medio ruminal, estimulando asi proliferacion de bacterias celuloliticas y
utilizadoras de acido lactico (Newbold et al., 1996); pero también se ha

mencionado otros modos de accién como competencia de sustrato (glucosa) con
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bacterias productoras del mismo asi como la produccion de metabolitos que
pueden disminuir el crecimiento de ciertas bacterias (Callaway y Martin, 1997;
Chaucheyras-Durand et al., 2008). En este trabajo no se evaluo la incidencia de
diarreas en los corderos durante el proceso experimental, ni la maduracion del
rumen; no obstante no hubo cambio en el nimero de enterobacterias tanto en
rumen, como en heces con la inclusion de levadura. Sin embargo, se ha
reportado que en contenidos ruminales de animales suplementados con levadura,
altos niveles de etanol disminuyen la cantidad de enteropatdgenos como
Escherichia coli; aunque pudiera ser diferente en experimentos in vivo, por la
rapida absorcién del etanol a través del epitelio ruminal (Chaucheyras-Durand et
al., 2010). Ademas, se han realizado estudios in vitro e in vivo donde se ha
reportado un efecto reductor de Saccharomyces cerevisiae sobre Salmonella
enterica subespecie typhimurium (Brewer et al., 2014) y E. coli O157:H7, (Bach et
al., 2003; Chaucheyras-Durand et al., 2010; Liou et al., 2009). Dichos estudios
plantean el efecto reductor de la levadura sobre los enteropatdgenos en el
intestino es similar que en monogastricos. El cual se debe a un bloqueo
competitivo de las lectinas bacterianas, ya que las fimbrias tipo 1 de la superficie
de las bacterias patdgenas reconocen especificamente las glucoproteinas de la
pared celular de la levadura y las aglutinan. Evitando asi la adhesién de las
bacterias en la membrana celular de las vellosidades intestinales (Haldar et al.,
2011; Pérez, 2009). De la misma manera, en un experimento in vitro con heces de
pollo de engorda se observdé una aglutinacion de E. coli alrededor del

Saccharomyces cerevisiae (Guida et al., 2015).

Por otro lado, en este experimento se observd un cambio significativo en la
excrecion de enterobacterias por dia. Kumagai et al. (2004) reportan que dietas
altas en concentrados pueden modificar las condiciones ambientales para la
microbiota intestinal, ya sea por el aumento del pH, por la baja cantidad de AGV’s
y por la concentracién de amoniaco, disminuyendo asi la cantidad de UFC en la
microbiota intestinal. Tales condiciones pueden estar relacionadas con

disminuciéon de UFC de enterobacterias en la ultima semana experimental del
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presente trabajo, sin embargo no se midieron ni el pH, ni los AGV's en el

intestino grueso.

Diferentes factores pudieron inferir en la ausencia de efecto de la levadura sobre
el crecimiento de la familia Enterobacteriaceae, primeramente la dosis. En este
trabajo la dosis utilizada fue de 6.3x107 UFC/dia la cual es menor que lo reportado
por Bach et al. (2003) con dosis desde 1 a 5x108UFC y Stella et al. (2007) con
4x10° UFC/ dia en el grupo tratamiento. Lo cual podria haber afectado la
respuesta de la levadura con respecto al efecto reductor de las enterobacterias.
Por otro lado el tipo de cepa, no todas las cepas de levadura son capaces de
estimular la digestion en el rumen. Estas diferencias aparentemente no estan
relacionadas con el numero de células de levadura viables en las preparaciones,
si no con su actividad metabdlica (capacidad de consumir Oz y factores de
crecimiento bacteriano) (Newbold et al.,, 1995). Otro factor fue el tiempo de
duracion del experimento (28 dias), lapso relativamente corto con respecto a otros
trabajos que se adaptan a los ciclos o etapas de produccion segun la especie
doméstica a evaluar; tal es el caso de Stella et al. (2007) quienes realizaron el
experimento en cabras lecheras durante la etapa de lactancia con duracion de 90
dias. En cambio, Brewer et al. (2014) suplementaron los productos de
fermentacién un en un lapso total de 6 semanas, antes y durante el desafio de S.
typhimurium en las becerras lactantes. Por ultimo, en este estudio no se monitored
ni determind la cantidad de UFC de Saccharomyces cerevisiae en el contenido
ruminal ni en las muestras de heces, quedando la interrogante si la levadura
suplementada en los experimentos realmente pasé del rumen al intestino. Se ha
comprobado que las colonias de  Saccharomyces cerevisiae disminuyen
paulatinamente después de ser inoculadas en los animales y que la levadura no
crece en el medio ruminal, pero si mantiene su actividad metabolica y su viabilidad
(Castro y Rodriguez, 2005; Newbold et al., 1996).

Por lo tanto, se recomienda realizar futuros experimentos en los cuales se
aumente la dosis de la levadura y/o se tenga un mayor numero de CFU de
levadura viable, ampliar el desafio al ciclo de engorda, evaluar la presentacion de

diarreas y de ser posible someter a uno de los géneros patdégenos de esta familia
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bacteriana (Escherichia spp.; Salmonella spp.), ademas de revisar el efecto que la

levadura ejerce sobre la familia Enterobacteriaceae.

10. CONCLUSIONES

La administracion diaria de una dosis de levadura liofilizada de Saccharomyces
cerevisiae no tuvo influencia en la supervivencia de la familia Enterobacteriaceae

tanto en rumen como en heces en corderos de raza blackbelly.

La excrecion de UFC de enterobacterias disminuy6 significativamente entre

muestreos, observandose menor cantidad de excrecion en el dia 28.

Las técnicas de PCR y gPCR para la identificacion y cuantificacion de
enterobacterias se lograron estandarizar, por lo que se podran utilizar en trabajos

posteriores de identificacion y cuantificacion de esta familia bacteriana.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de Extraccién del ADN

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Se pesaron 0.25 g de cada una de las muestras y se depositaron en el tubo
“glass bread tube”.

Se adicionaron 750 pl de la solucién de li4sis (Bread solution) a tubo con
micro perlas (glass bread tube) y se mezclaron en el vortex las muestras
brevemente (en el caso de heces demasiado sélidas se recurrié a una primera
homogenizacion manual con pistilos previamente esterilizados al momento de
agregar esta solucion).

Se afadieron 60 pl de la solucion C1 (verifico previamente que esta no
estuviera precipitada, en caso de estarlo se calentd a una temperatura de
61°C). Inmediatamente se mezcld varias veces para homogenizar.
Posteriormente los tubos con microperlas (glass bread) se sometieron al
homogenizador (PowerLyzer Bead Bating homogenizer; Mo Bio, USA) por 45
segundos a 4,000 RPM.

Los tubos se centrifugaron a 10,000 G por 1 minuto (en el caso de las heces el
tiempo se extendio a 2 minutos).

Del sobrenadante, se tomaron entre 400 a 500 pl y se depositaron en tubos
nuevos de 2 ml.

Se adicionaron 250 pul de la solucion C2 mezcl6 en el vortex por 5 segundos,
incubandose posteriormente a 4°C por 5 minutos.

Se centrifugd a 10,000 G por 1 minuto, tomé no mas de 600 pl del
sobrenadante para verter en un tubo nuevo de 2 ml.

Se afadieron 200 pl de solucion C3 mezclé en el vértex brevemente,

incubandose a 4°C por 5 minutos.

10)EIl tubo se centrifugd a 10,000 G por un lapso de 1 minuto, tomd no mas de

750 pl del sobrenadante para depositarlo en un tubo nuevo de 2 ml.

11)Se adicionaron 1200 upl de solucibn C4 (agitandola previamente) al

sobrenadante mezclé por 5 segundos.

56



12)Se tomaron 675 ul de la mezcla colocandolos en la columna con filtro (spin
filtrer) y se centrifugaron a 10,000 g, repitiendo esto 3 veces retiré lo
acumulado en el fondo del tubo posterior a la centrifugacion.

13) Se agregaron 500 pul de solucién C5, centrifug6 por 30 segundos a 10,000 G.

14)Se retiré lo acumulado en el fondo del tubo, volviendo a centrifugar a 10,000 G
por 1 minuto.

15)Se removio con cuidado la columna con filtro y se paso6 a un tubo nuevo de 2
ml.

16)Se adicionaron 100 pl de solucion de elucién (C6) a la columna con filtro, y se
incubo por 1 minuto a temperatura ambiente.

17)Se centrifugd a 10,000 G por 30 segundos, se desechd la columna con filtro, y
se obtuvo el ADN.

18)La cantidad y calidad del ADN se determiné mediante un espectofotdmetro
(Nanodrop 2000c; Thermo Scientific, USA).

19)El ADN de las muestras se conservo a temperatura de -20°C para su posterior

analisis.
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Anexo 2. Resultados de estandarizacién PCR y gPCR
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Figura 11.2 Gradiente de estandarizacion de PCR para amplificacion de DNA de
enterobacterias a partir de DNA de S. typhimurium (gel de agarosa al 2%; tincién
con red gel).
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Figura 11.3. Curva estandar qPCR cuantificacion de enterobacterias con SYBR
Green Takara ensayo 4.
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Figura 11.4. Amplificacion diluciones ADN S. typhimurium SYBR Green Takara
ensayo 4.
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Figura 11.6. Curva estandar qPCR diluciones DNA S. typhimurium SYBR Green
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Figura 11.7 Amplificacion de las diluciones DNA S. typhimurium SYBR Green
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Figura 11.8 Amplificacion de las diluciones DNA S. typhimurium SYBR Green
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