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RESUMEN

Hernandez SD, Cobos PMA. Téc Pecu Méx 2001;39(3)229-236. Con el objetivo de comparar la actividad
microbiana en diferentes secciones del ciego y colon, se determiné el pH, la digestibilidad in vitro de la
MS y la concentracion de bacterias totales y celuloliticas. Se utilizaron 10 conejos de la raza Nueva
Zelanda de 70 dias de edad. Las muestras se obtuvieron del apéndice cecal (AC), de la treceava asa cecal
(TAC), y de la porcion distal del colon (PDC). El pH del AC fue superior (P<<0.05) al determinado en
TAC y PDC (7.3, 6.3 y 6.3). La digestibilidad in vitro de la materia seca fue mayor (P<<0.05) en AC que
en TAC y PDC (56.0, 38.7 y 33.4 %). La concentracion total de bacterias fue similar entre AC y PDC,
pero inferior en TAC (1.1x1012, 1.6x1012 y 3.2x1010). La concentracién de bacterias celuloliticas fue
notoriamente superior (P<<0.05) en AC con respecto a TAC y PDC (9x107, 4x104 y 4x102). Se concluye
que la seccion distal del colon no representa un buen estimador de la actividad y concentracion de
bacterias del ciego, y de acuerdo a la mayor concentracion de bacterias celuloliticas y la digestibilidad
in vitro de la materia seca determinadas en AC, se sugiere que los estudios relacionados con factores que
afectan a los microorganismos cecales, deben incluir muestras del apéndice cecal.

PALABRAS CLAVE: Contenido cecal, Bacterias celuloliticas, Cecotrofia, Digestibilidad cecal, Digestibilidad
in vitro de la materia seca.

Las bacterias que colonizan el ciego del
conejo resultan de gran importancia, ya
que se ha demostrado que ademas de ser
los principales microorganismos
relacionados con la degradacion de la fibra
del alimento, son los principales
productores de vitaminas del complejo B
y de proteina de alto valor bioldgico(@).
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También, las bacterias cecales se han
relacionado con la salud del animal al
evitar la proliferacion de bacterias
patdgenas como E. coli y Clostridium, en
la mucosa del ciego(3).

Debido a que el ciego se sitda en un punto
posterior a los sitios de absorcion de
nutrientes, los metabolitos generados en
esta camara fermentativa no pueden ser
asimilados y se desechan a través del recto.
Ante tal situacién, el conejo ha
desarrollado el proceso de cecotrofia,
mediante el cual consume heces blandas o
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cecotrofos, los cuales representan hasta el
18 % de la materia seca ingerida().

Dada la importancia que tiene la actividad
microbiana del ciego, en la interpretacion
de estudios de nutricion relacionados con
la actividad digestiva y eficiencia
productiva del conejo, se han ideado
diferentes métodos para interpretar los
procesos que se desarrollan durante la
fermentacion cecal, sin recurrir a la técnica
de sacrificio. Asi, por ejemplo, se han
implementado técnicas de canulacion en
el tracto digestivo del conejo; sin embargo,
éstas tienden a interferir con los procesos
digestivos normales del animal ©). También
se han propuesto otras técnicas basadas en
la coleccion de cecotrofos, mediante las
cuales se ha encontrado un alto grado de
correlacion entre la actividad enzimatica
fibrolitica de las bacterias presentes en los
cecotrofos y en el contenido cecal(l).
Resultados similares han sido mencionados
por Marounek et al.(®) quienes estimaron
la actividad microbiana cecal a través del
analisis de cecotrofos. Sin embargo, no se
ha considerado que el ciego del conejo,
presenta un apéndice (apéndice cela o
apéndice vermiforme), el cual tiene
caracteristicas unicas(’), por lo que su
composicion y actividad microbiana pueden
ser diferentes. También se ha sugerido,
que las heces duras pudieran utilizarse para
estimar la concentracion de bacterias totales
y celuloliticas del ciego, con la ventaja de
que no se requiere del sacrificio de los
animales; sin embargo, se desconoce con
precision si la composicion de bacterias
celuloliticas es similar. Por lo anterior, el
presente estudio tuvo como objetivo
determinar si la concentracion de bacterias
totales, bacterias celuloliticas, pH,

contenido de materia seca y digestibilidad
in vitro de la MS entre contenido cecal,
contenido del apéndice cecal y contenido
del colon, son similares, lo que en su
caso, permitird una nueva alternativa para
la realizacion de pruebas que permitan el
entendimiento de los sucesos que toman
lugar en el ciego, sin llegar al sacrificio
de los animales.

El experimento se desarrollé en los
laboratorios de nutricion y microbiologia
aplicada a produccién animal, perteneciente
al Programa de Ganaderia del Colegio de
Postgraduados. Se utilizaron 10 conejos
de la raza Nueva Zelanda, los cuales fueron
alimentados con una dieta comercial (12
% de humedad, 15.5 % de PC, 15 % de
fibra cruda, 46.5 % de extracto libre de
nitrégeno, 1 % de Ca y 0.55 % de P).
Los animales se sacrificaron sin previo
ayuno, al final del periodo de engorda (70
dias de edad) y se les extrajo el tracto
digestivo con el proposito de colectar en
forma aséptica, muestras del apéndice
cecal, ciego (treceava asa cecal) y colon
(seccion distal). Considerando el poco
contenido de material solido del apéndice
cecal, se elaboraron muestras compuestas
(procedentes de dos animales) de cada
porcion del tracto digestivo mencionado,
obteniéndose un total de cinco repeticiones
de cada seccion. Una vez obtenida la
muestra se deposit6 en frascos de plastico
estériles de 40 g, ¢k donde se tomd la
cantidad correspondiente para cada
determinacion.

Se pesaron 0.5 g de cada muestra y se
diluyeron en 5 ml de agua destilada, se
homogeneiz6 el material con ayuda de un
mortero, se agitaron las muestras por 10
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min y se determind el pH con un
potenciémetro marca Orion (modelo SA
210).

Se pes6 1 g de material fresco colectado
en cada muestra y se coloco en una estufa
a 65 °C durante 24 h para determinar el
contenido de materia seca ().

Se estimd la digestibilidad in vitro de la
materia seca (DIVMS) utilizando alfalfa
como sustrato, y como fuente de inoculo:
contenido del apéndice cecal, de la treceava
asa del ciego y de la porcion distal del
colon. Para evaluar la degradacién
microbiana de la MS se utilizo la primera
etapa de la digestibilidad in vitro propuesta
por Tilley y Terry9), la cual se modificé
para asegurar condiciones anaerobias y
esterilidad del substrato. Se depositaron
0.2 g (en base seca) de alfalfa, en tubos
de vidrio (18 x 150 mm) con tapon de
hule, para posteriormente esterilizarlos a
121 °C y 15 Ib de presion durante 15 min.
Una vez esterilizados los tubos, se les
agregaron 16 ml de saliva artificial de
McDougall (composicién por litro: 9.8 g
de NaHCOg3, 3.71 g de NayHPO,4 anhidro,
0.57 g de KClI, 0.47 g de NaCl, 0.12 g
de MgSO4 7 H)O y 0.04 g de CaCl,). La
adicioén de saliva se realiz6 bajo corriente
de biéxido de carbono para conservar las
condiciones anaerobias. Se afiadieron 4 ml
de indéculo a los tubos, para esto, cada
fuente de in6culo se diluyé a razon de 5
g de muestra en 15 ml de agua destilada
estéril. Cada muestra se inocul6 por tripli-
cado y los tubos inoculados se incubaron
a 38 ©C por 72 h. Posteriormente, los
residuos de la digestion se filtraron a través
de papel Whatman No. 41y fueron secados
a 65 ©C para estimar la digestibilidad.

Se elabor6 un medio de cultivo anaerobio
basado en glucosa, celobiosa, almidon y
fluido ruminal (GCA-FR). El medio GCA-
FR (Cuadro 1) se prepar¢ de acuerdo a la
metodologia descrita por Cobos y
Yokoyama(10). Se depositaron 4.5 ml de
medio GCA-FR en tubos de cultivo (13 x
100 mm) estériles, bajo flujo de CO,. De
las diferentes muestras se pesaron 0.5 gy
se utilizaron como indculo para realizar la
primera dilucion (10-1); las diluciones
fueron de 10-1 a 10-12, Cada dilucion tuvo
cinco repeticiones. Una vez inoculados los
medios, se incubaron a 38 ©C por 72 h.
Posteriormente se tomaron lecturas de
crecimiento, tomando como positivos
aquéllos que presentaban turbidez. Para
estimar la concentracion de bacterias se
utilizoé la técnica del ndmero mas
probable (1),

Se elabor6 un medio anaerobio para bacterias
celuloliticas (Cuadro 1), en el cual la Gnica
fuente de carbohidratos era celulosa
(Whatman No. 1), el cual se colocd en
cada tubo de vidrio (13 x 100 mm). Se
siguid basicamente el mismo procedimiento
que se describe para bacterias totales, con
la variante de que las diluciones se
redujeron (10-1 a 10-10) y el tiempo de
incubacion fue por 10 dias a 38 ©C. Ademas,
las lecturas de crecimiento se establecieron
con base a la degradacion del papel
incluido en cada tubo. La concentracion
de bacterias se estimd mediante la técnica
del nimero mas probable (9.

Los datos obtenidos de la DIVMS, pH
y MS se analizaron en un disefio
completamente al azar, asignando como
tratamientos a las tres fuentes de indculo
(apéndice cecal y treceava asa cecal, y
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Cuadro 1. Medios anaerobios utilizados para el cultivo de bacterias totales (BT)
y celuloliticas (BC) del apéndice cecal, ciego y colon de conejos en

finalizacion

Medio para BT Medio para BC
(Cantidad en 100 ml)

Extracto de levadura, g
Tripticasa-peptona, g

Glucosa, mg

Celobiosa, mg

Almidén, mg

Solucién mineral B, ml

Solucion mineral 11b, ml

Liquido ruminal clarificadoC, mi
Solucién de cisteina-sulfidod, ml
Solucién de carbonato de sodio al 8%, ml
Agua destilada, ml

Solucién de rezarsurina al 0.1%, ml
Papel Whatman No. 541

0.1 0.1
0.2 0.2
60.0 —
60.0 —
60.0 —
5.0 5.0
5.0 5.0
30.0 30.0
2.0 2.0
5.0 5.0
52.6 52.6
0.1 0.1
— Una tira

a Contiene por 1000 ml: KoHPO,, 6.0 g

b Contiene por 1000 ml: KH,PO4, 6.0 g; (NH,),SO4, 6 g; NaCl, 12 g; MgSQOy4, 2.45 g; y CaCl

2H,0, 1.6 g.

¢ Previamente filtrado a través de gasa y centrifugado a 23,000xg x 20 min a 8 °C y esterilizado

a 1.054 kg cm2 por 15 min.

d Se disolvieron 2.5 g de L-cisteina- HCI-H,0 en 50 ml de H,0 destilada, ajustando el pH de
la mezcla a 10 con NaOH (2N); se agregaron 2.5 g de Na,S-9H,0 y se afor6é a 200 ml con
H,0 destilada; la solucion estuvo en ebullicion por 5 min con flujo de N, y se depositoé en

tubos con tapon de hule.
Cobos y Yokoyama(10),

colon distal), utilizando cinco repeticiones
por tratamiento. Las medias de tratamientos
se compararon mediante la prueba de
Tukey(12). Para la estimacion de la
concentracién de bacterias celuloliticas y
totales se obtuvieron estimadores y rangos
de confianza de acuerdo a la metodologia
propuesta por Harrigan y McCance(lD).

El valor determinado de pH fue superior
(P<<0.05, Cuadro 2) en el contenido del
apéndice cecal, mientras que no se
observaron diferencias entre el pH de la
treceava asa cecal y el del colon distal. El

contenido de MS fue similar en los dos
sitios analizados del ciego, sin embargo,
fue superior P<<0.05) en colon distal o
heces duras. Los resultados de la DIVMS
mostraron mayor (P<<0.05) degradabilidad
microbiana con el uso de los inbéculos
procedentes del apéndice cecal, no
observandose diferencias entre el resto de
las fuentes de inoculo.

La poblacion total de bacterias fue similar
en la region del apéndice cecal y el colon,
pero inferior al nivel de la treceava asa
cecal (Cuadro 3), sin embargo, los rangos
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de confianza para las tres estimaciones se
encuentran relacionados. Por el contrario,
la concentracion de bacterias celuloliticas
disminuy6 conforme la digesta abandona
el ciego y se dirige hacia el colon.

Los valores de pH obtenidos en este expe-
rimento son similares a los indicados en
la literatura(®) para la region del ciego y
colon (6.0 y 6.6, respectivamente). Raharjo
et al.(13) demostraron la importancia del
proceso de cecotrofia en la estabilidad del
pH cecal; al parecer la cecotrofia permite
el desarrollo de una poblacion microbiana
estable, y en especial de los productos de

la fermentacion, como los acidos grasos
volatiles, los cuales contribuyen a mantener
un pH ligeramente &cido. No obstante, el
pH determinado en el apéndice cecal,
resultd ligeramente alcalino, y confirma
las expectativas de que la actividad
microbiana es diferente a la prevaleciente
en el ciego en su porcion media (treceava
asa). El pH determinado en el apéndice
cecal, se debe en parte a que en esta
seccién del ciego, se secreta un fluido rico
en iones bicarbonato (14),

Las diferencias observadas en el contenido
de materia seca entre el contenido cecal

Cuadro 2. Digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS), pH y contenido de
materia seca (MS) en muestras del apéndice cecal, ciego y colon distal
de conejos al final de la engorda

Apéndice cecal Ciego Colon distal Ccv

pH 7.362 6.33b 6.33b 1.20

Contenido de MS, % 27.59b 25.070 32.872 4.62

DIVMS, % 56.042 38.77b 33.47b 14.47

ab |ijterales distintas en la misma hilera indican diferencias entre medias (P<0.05).

CV= Coeficiente de variacion.

Cuadro 3. Concentracion de bacterias celuloliticas y totales en el apéndice cecal,
ciego y colon distal de conejos en finalizacion, por gramo de materia

fresca
Apéndice cecal Treceava asa cecal Colon distal
Bacterias totales 1.1x1012 3.2x1010 1.6x1012
Intervalo® de: 2.35x101 9.69x109 4.84x1011
a 5.14x1012 1.05x1011 5.28x1012
Bacterias celuloliticas 9.0x107 4.0x104 4.0x102
Intervalo de: 1.92x107 1.2x104 1.2x102
a 4.21x108 1.3x105 1.3x103

* Intervalos de confianza para valores estimados (Harrigan y McCance(11)).
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(apéndice y treceava asa) y el del colon se
explica por el mecanismo de absorcion de
agua en la region proximal del colon. Sin
embargo, estos datos son inferiores a los
observados por Carbafio et al.(15) para
contenido cecal y heces duras (38 a 40 %
y 60 a 62 % de MS, respectivamente);
asimismo, en otro trabajo se menciona un
contenido de 52.7 % de MS en heces
duras(7). Dada la variacion de resultados,
es importante considerar el efecto inherente
de la dieta consumida por el animal, la
cual puede estar afectando el contenido de
MS de las diferentes secciones.

La DIVMS nostré superioridad con la
fuente de in6culo de apéndice cecal, con
relacion a la porcion media del ciego y
colon. Fernandez et al.(16) obtuvieron
resultados similares (49.7 % de DIVMS)
utilizando contenido cecal como fuente de
inéculo. Sin embargo, es importante sefialar
que en estudios relacionados no se ha
considerado la posible diferencia entre el
contenido del apéndice cecal y del ciego
en su totalidad; de hecho, en la mayoria
de los reportes se omite la informacion
referente al sitio que se utilizo para colectar
el contenido cecal. Los resultados indican
sin lugar a duda, que las bacterias presentes
en el apéndice cecal, son méas eficientes
para la degradacion de material fibroso o
alto en carbohidratos estructurales.

En la literatura(17) se mencionan concen-
traciones de bacterias totales y celuloliticas
similares a las observadas en este trabajo
(2.1x101! y 3.7x106 bacterias gl de
contenido cecal, respectivamente), y una
disminucion significativa en heces duras,
las cuales en el presente experimento estan
representadas por el contenido del colon

distal. Gidenne(18) encontré que la
concentracion total de bacterias varia de
1010 2 101 g1 de contenido cecal; ademés,
sefiala que la concentracion de bacterias
celuloliticas a las nueve semanas de edad
es de 104 gl de contenido cecal. Los
cambios observados en la concentracion
de bacterias pueden estar relacionados con
las variaciones quimicas en su medio,
dentro de las cuales, la més importante
parece ser el pH, especialmente para
bacterias celuloliticas. La mayor
concentracion de bacterias celuloliticas
estimada en el apéndice cecal, estd acorde
con los resultados de DIVMS, indicando
que estas bacterias son responsables de la
mayor actividad fermentativa determinada
en el apéndice cecal con respecto a las
otras secciones estudiadas.

De acuerdo a las condiciones experimenta-
les establecidas para este trabajo, se puede
concluir que existieron variaciones en la
concentracion de bacterias celuloliticas en
las diferentes regiones del ciego y colon
analizadas, la variacion en pH podria ser
una de las causas méas relacionadas con
estos cambios. Por tal razon, el uso de
heces duras no es un buen indicador de la
concentracion y actividad bacteriana
prevaleciente en el ciego. Quiza lo méas
conveniente sea determinarlas en el
apéndice cecal y no en todo el ciego, es
en donde la concentracion de bacterias es
superior, lo que se ve reflejado en que sea
en esta region del ciego en donde se obtuvo
la mayor DIVMS de la alfalfa.
Considerando que a la fecha se desconoce
el sitio exacto de la formacion de las heces
blandas, los datos obtenidos permiten
inferir que el apéndice cecal es la fuente
inicial de las bacterias que dan origen a
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las heces blandas o cecotrofos. Por lo que
se recomienda que en estudios sobre
aspectos de microbiologia cecal del conejo,
se incluya el analisis de los efectos
producidos por los microorganismos
presentes en el apéndice cecal. No
obstante, se recomienda desarrollar este
tipo de investigaciones con conejos de
diferentes razas y edades.
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IN VITRO DIGESTIBILITY, CELULO-
LYTIC AND TOTAL BACTERIAL
POPULATIONS IN RABBIT CECAL
APPENDIX, CAECUM, AND COLON
CONTENT

ABSTRACT

Hernandez SD, Cobos PMA. Téc Pecu Méx
2001;39(3)229-236. With the objective of comparing
microbial activity in different sections of caecum
and colon, pH, in vitro DM digestibility, total and
cellulolytic bacterial concentrations were
determinated. Ten New Zeland White rabbits with
average age of 70 days were used. Samples were
obtained from: 1) cecal appendix (CA), 2) thirteenth
cecal segment (TCS), and 3) distal colon section
(DCS). The pH of CA was highest (P<<0.05) than
in TCS and DCS (7.3, 6.3 and 6.3). IVDMD was
highest £<<0.05) in AC than in TCS and DCS
(56.0, 38.7 and 33.4 %). Total bacterial

concentration was not different between CA and
DCS, but lower in TCS (1.1x1012, 1.6x1012 and
3.2x1010). Cellulytic bacterial concentration was
remarkable highest P<<0.05) in CA than h TCS
and DCS (9x107, 4x104 and 4x102). It is concluded
that DCS is not representative of cecal-bacterial
activity and concentration and IVDMD in CA; it is
suggested that studies related with factors affecting
cecal microorganisms must consider cecal appendix
samples.

KEY WORDS. Cecal content, Celulolytic bacteria,
Cecotrophy, Cecum digestibility, In vitro dry mater
digestibility.
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