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Resumen:

La proteina microbiana sintetizada en el rumen es la fuente principal de proteina
metabolizable, por lo que la correcta estimaciéon de su flujo al intestino es esencial en la
nutricion de los rumiantes. El objetivo de esta revision es describir la composicion
microbiana, los principales factores que afectan su rendimiento y los métodos para medir la
proteina microbiana y su contribucién al aporte intestinal. Se incluye el uso de técnicas
moleculares novedosas para dilucidar el microbioma y mejorar los métodos para medir la
proteina microbiana. EI microbioma ruminal estd conformado por bacterias, protozoarios,
hongos y arqueas. Los principales factores que afectan la sintesis de proteina microbiana son
la disponibilidad de los carbohidratos, la proteina degradable, la grasa, y el pH ruminal. Los
marcadores microbianos principales son las purinas, el &cido diaminopimélico y el is6topo
de nitrégeno; ademas, se esta probando el uso del ADN, mediante una PCR en tiempo real,
para medir la proteina proveniente de bacterias, protozoarios y levaduras. La mayor dificultad
en la estimacion del flujo intestinal de proteina microbiana ha sido obtener pellets
microbianos representativos del contenido ruminal, que son usados como referencia para
establecer la relacion marcador/nitrégeno. El analisis filogenético con secuenciacion masiva
de ADN ha revelado diferencias taxondmicas entre bacterias del fluido ruminal y la digesta
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intestinal. El fluido ruminal contiene menos Fibrobacteres y Proteobacterias, y contiene mas
Firmicutes que la digesta intestinal. Esto demuestra la necesidad de desarrollar métodos
eficaces de coleccion de bacterias para obtener pellets microbianos representativos, y evitar
sesgos en la estimacion de la proteina microbiana y su contribucion al aporte intestinal de
proteina metabolizable.
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Introduccion

La proteina metabolizable es la proteina verdadera que el intestino absorbe y que es
proporcionada por la proteina microbiana, la proteina no degradable en el rumen y, en menor
medida, la proteina (enddgena) eliminada™; la proteina microbiana normalmente representa
la principal fuente de suministro de proteina metabolizable®®). Cuando esta proteina se
absorbe, puede ser utilizada para el mantenimiento, el crecimiento, la reproduccién o la
lactacion. Por lo tanto, es importante que los nutriélogos comprendan la naturaleza del flujo
de proteina microbiana al intestino delgado, asi como los factores que lo afectan y los
métodos adecuados para calcularlo. Se han utilizado diversos métodos para estimar la sintesis
de proteina microbiana, incluyendo el andlisis de las purinas®, el método del &cido
diaminopimélico y la incorporacion isotopica a las células microbianas®. Los recientes
avances en las técnicas moleculares han permitido estimar la proteina microbiana utilizando
ADN microbiano a través de la PCR en tiempo real®"®), que es particularmente importante
cuando las raciones incluyen ingredientes que contienen ADN de levaduras de
Saccharomyces cerevicieae, como los de la industria del etanol® o cuando los investigadores
necesitan calcular el aporte de los protozoarios a la proteina microbiana total ™,

La cuantificacion de la proteina microbiana requiere de que se aislen del rumen los pellets
microbianos, que se utilizan como referencia para establecer la relacion marcador
microbiano:nitrégeno. Sin embargo, si los pellets de referencia aislados no son
representativos de todo el contenido ruminal, su estimacion estara sesgada®?. Las diferencias
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entre las bacterias asociadas a los solidos y las bacterias asociadas al liquido se han dado por
sentado desde hace mucho tiempo®; sin embago, en buena medida las diferencias
filogenéticas detalladas entre estas fracciones han permanecido desconocidas. EI uso de
tecnologia de punta como la secuenciacion masiva del ADN microbiano de alto rendimiento,
en combinacion con la bioinformatica*?!®), ha proporcionado nuevos conocimientos de la
microbioma ruminal y han revelado diferencias drasticas entre las bacterias asociadas al
liquido y las asociadas a los s6lidos¥,

Los estudios han comparado el uso de marcadores microbianos convencionales®!11% o
factores que afectan el crecimiento microbiano. Ademas, informes recientes han evaluado las
ecuaciones para predecir el flujo post-ruminal de proteina microbiana®®"1®), Sin embargo,
hasta donde saben los autores, no existen estudios que integren los avances recientes y los
hallazgos derivados del uso de técnicas moleculares en la microbiologia ruminal, ni que
mejoren la comprension de los factores que afectan la sintesis de proteina microbiana y su
aportacion a la proteina metabolizable, o de los procedimientos adecuados para cuantificarla.

Por ello, el objetivo de esta resefia es describir la composicion de la proteina microbiana que
fluye al intestino, los principales factores que afectan su rendimiento y los métodos para
estimarla. Ademas, se analiza el uso de la secuenciacion de ADN de alto rendimiento para
mejorar nuestra comprension del microbioma, asi como los factores que afectan la
cuantificacion de la proteina microbiana ruminal y su flujo al intestino delgado.

Los microorganismos ruminales y su importancia

El ambiente anaerdbico reducido que existe en el rumen permite el desarrollo de distintos
tipos de microbios compuestos principalmente de bacterias, protozoarios, hongos y
arqueas®®?9),

Bacterias

En 19449 se habian cultivado unas 200 especies de bacterias. Informes recientes que
utilizan la secuenciacion de ADN de alto rendimiento han revelado la presencia de 13
principales filos en el rumen, que incluyen 40 ordenes bacterianos, alrededor de 80 clases de
bacterias, y por lo menos 180 familias bacterianas, unos 320 géneros de bacterias y mas de
2,000 unidades taxonémicas bacterianas operativas®?*!4. La densidad bacteriana en el rumen
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se encuentra en el rango de 107 a 10%° células/ml de liquido ruminal. Los filos bacterianos
mas abundantes son Bacteroidetes y Firmicutes, que incluyen por lo menos el 75 % de la
poblacion bacteriana total. El género de bacterias ruminales méas abundante es Prevotella,
que representa aproximadamente el 20 % de la comunidad bacteriana®42223),

Protozoarios

Se han identificado méas de 20 especies de protozoarios®?, cuya concentracion en el rumen
es de aproximadamente 10° células/ml. Si bien el nimero de géneros de protozoarios es
menor que el de los de las bacterias, los protozoarios son fisicamente mas grandes que las
bacterias y pueden constituir aproximadamente la mitad de la biomasa microbiana ruminal
total . EI nitr6geno protozoario oscila entre 4.8 y 12.7 % en el rumen, y entre 5.9y 11.9 %
en el duodeno®?. Nuevos reportes que utilizan la secuenciacion del ADN de alto rendimiento
han demostrado que los géneros protozoarios predominantes son Entodinium, Epidinium,
Metadinium, Diploplastron, Polyplastron y Diplodinium®®. Mas del 90 % de la poblacion
de protozoarios en el rumen pertenece a la clase Litostomatea, que incluye dos grupos:
Haptoria y Trichostomatia. La subclase Trichostomatia comprende al género Entodinium,
uno de los méas estudiados, que constituye entre el 89 y el 91 % de la poblacion protozoaria®®?.

Hongos

Se han encontrado asociaciones de los hongos con las fracciones méas lentamente digeridas
de las plantas, y los hongos actian como colonizadores iniciales de la lignocelulosa e
incrementan la velocidad a la cual las bacterias digieren la fibra dietaria al alterar las paredes
lignificadas de las células de las plantas®®. Son pequefios organismos flagelados. En un
principio se los clasifico errbneamente como protozoarios flagelados; no obstante, después
se observo que esos flagelados eran zoosporas fangicas que llegaron a colonizar las
superficies de las plantas para producir un micelio. EI micelio da origen a esporangias que
liberan mas zoosporas, y el ciclo continGa. Los hongos incrementan su tiempo de residencia
adhiriéndose a particulas de alimento. Por este motivo ha sido dificil calcular su biomasa en
el contenido ruminal®®. Recientemente, la secuenciacion del ADN ha revelado la presencia
de 5 principales filos fangicos, que incluyen 55 géneros de hongos. Los géneros
predominantes son Ascomycota (27 %), Basidiomycota (3 %) y Neocallimastigomycota
(1 %)@,
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Arqueas

La poblacion de arquea incluye microorganismos que se creia eran bacterias. Sin embargo el
analisis molecular de su ADN ha revelado que pertenecen a un dominio diferente®®. La
densidad de las arqueas en el rumen no ha sido determinada con precison. Estos
microorganismos desempefian un papel especial en la eficiencia alimenticia porque
participan en la formacion de metano, la cual utiliza diéxido de carbono e hidrégeno®@”.
Debido a que el metano emitido al medio ambiente contribuye al calentamiento global, uno
de los principales objetivos de las précticas para reducir los gases de efecto invernadero en
el ambito de la ganaderia es disminuir la produccion de este gas por los rumiantes®®. Los
recientes hallazgos respecto a la secuenciacion de ADN de alto rendimiento han revelado que
el filo arqueal mas abundante en el rumen es Euryarchaeota, que constituye el 99 % de la
poblacién de arqueas ruminales. Se han detectado diez géneros de arqueas en el rumen, y el
género mas abundante es Methanobrevibacter, que representa aproximadamente el 91 %),

Desde hace mucho tiempo se ha reconocido la importancia de la proteina microbiana sobre
el estado nutricional de los rumiantes por ser una de las principales fuentes de proteina
metabolizable?. Las bacterias ruminales y los protozoarios aportan la mayoria de la proteina
metabolizable que llega al duodeno. La proteina microbiana sintetizada en el rumen satisface
por lo menos el 50 % de los requerimientos de proteina metabolizable de los rumiantes en
diversos estados de produccion 12°39, Bajo la mayoria de las condiciones alimentarias, la
proteina microbiana equivale a entre el 50 y el 85 % del nitrdgeno total de aminoacidos que
entra en el intestino delgado®). Otros estudios sugieren que la proteina microbiana sintetizada
en el rumen aporta entre le 40 y el 90 % de la proteina que llegua al intestino delgado, a pesar
de que hasta un 50 % de la proteina microbiana sintetizada podria degradarse a nitrégeno de
amoniaco en el rumen®, Ademas, la aportacion relativa de proteinas microbianas que llegan
al intestino delgado depende principalmente de la calidad y solubilidad del nitrégeno
ingerido. Esta aportacion puede oscilar entre 1,262 y 2,137 g/d en la vaca lechera adulta, y
entre 473 y 1,300 g/d en el ganado de carne; adicionalmente, se ha encontrado que la
concentracion de proteinas microbianas en la digesta duodenal del ganado ovino varia de 130
a 162 mg/g MS (Cuadro 1).
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Cuadro 1: Datos comparativos de la proteina microbiana que llega al intestino delgado
medida con diversos métodos

Fuente Marcador Tipo de animal Proteina microbiana
utilizado! que llega al duodeno
Glenn et al.®®) BP Novillos Holstein 1,093 g/d
Ipharraguerre et al.®®) BP Ganado lechero 1,825 g/d
Cooper et al.®) BP Ganado de carne 1,300 g/d
Sylvester et al.®® rADN Ganado lechero 1,693 g/d
Schwab et al.®% NM Ganado lechero 2,137 g/d
Moorby et al.®® Citosina Ganado lechero 944 g/d
Hristov et al.®¥ NM Ganado lechero 1,906 g/d
Leupp et al.®" BP Ganado de carne 545 g/d
Belanche et al.® BP Ovejas 162 mg/g MS
Belanche et al.® rADN Ovejas 130 mg/g MS
Castillo-Lopez et al.® DAP Ganado de carne 473 g/d
Castillo-Lopez et al.® rADN Ganado de carne 561 g/d
Castillo-Lopez et al.® BP Ganado lechero 1,881 g/d
Castillo-Lopez et al.® rADN Ganado lechero 1,262 g/d

BP= Bases de purina; DAP= Acido diaminopimélico; NM= Nitrdgeno marcado (**N).

Ademas, los microbios ruminales son una importante fuente de otros nutrientes para los
rumiantes®Y, Los principales componentes quimicos de los microorganismos ruminales son
el nitrégeno, los carbohidratos, los lipidos y la ceniza® (Cuadro 2). El contenido de materia
organica, nitrégeno y aminoacidos de las diversas bacterias mezcladas en el rumen se
incrementa reduciendo la proporcion de forraje en la dieta®. Estas variaciones podrian
deberse a la diferencia en la especie de bacterias resultantes de diferentes dietas®®).
Recientemente la secuenciacién del ADN de alto rendimiento ha confirmado esta
hipotesis®Y. Se ha observado un incremento de la materia orgéanica y de las concentraciones
de nitrogeno de la poblacion protozoaria en respuesta a un aumento de la cantidad de
almidones en la dieta®®, el cual puede obedecer a cambios en la comunidad protozoaria,
recientemente confirmada utilizando métodos moleculares®¥.
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Table 2: Composicion de nutrientes de los microorganismos ruminales®® aislados
mediante la centrifugacion

Fraccion centrifuga

Contenido de nutrientes (g/kg

MS) Al B2 EEM?
Humedad 62 50 2.3
Nitrogeno 100 103 1.6
Carbohidrato 91 93 7.1
Lipido 92 94 6.7
Ceniza 116 98 4.0

1Sobrenadante centrifugado a 19,000 xg durante 8 min que se considera contiene la mayor parte de
microorganismaos.

2Sobrenadante re-centrifugado a 19,500 xg durante 15 min que se considera recoge practicamente todo el
resto de los microorganismos.

3Error estandar de la media.

Factores que influyen en la sintesis de la proteina microbiana ruminal

El crecimiento microbiano ruminal depende de su capacidad de degrader y fermentar los
ingredients del alimento. Las células bacterianas tienen diversos sistemas de transporte para
absorber los nutrientes de bajo peso molecular y solubles como los aztcares®. Debido a que
los ingredientes del pienso estan compuestos principalmente de polimeros complejos tales
como almidon, proteina y celulosa, estos polimeros son primero degradados por enzimas
extracelulares a sustancias de bajo peso molecular que son utilizadas luego por las bacterias.
La cantidad de rendimiento bacteriano in vivo oscila entre 1.9 y 3.0 mg por cada 100 mg de
materia organica verdaderamente digerida®®. Algunos de los principales factores que
influyen en la sintesis de proteina mocrobiana ruminal incluyen la disponibilidad de
carbohidrato alimentario, de proteina degradableen el rumen, de grasa alimentaria, del pH
ruminal y de la ingesta de pienso®”. El modelo utilizado para predecir el flujo de proteina
microbiana (g/d) al intestino delgado se relaciona con los nutrientes digeribles totales, MN=
0.0166TNDkg®®, o con la ingesta de MCP= 0.087 TDN+42.7318),
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Efectos de los carbohidratos del alimento

La utilizacion eficiente de los nutrientes alimenticios degradados requiere que la materia
organica alimentaria se fermente a un ritmo que corresponda con las capacidades de sintesis
de los microbios ruminales. Los carbohidratos facilmente disponibles, como el almiddn, son
eficaces para incrementar la utilizacion de los nutrientes degradados y el crecimiento
microbiano®. Ademas, existe un incremento del crecimiento microbiano en los cultivos
continuos (15.0 a 19.5 g de proteina microbiana/100 g MS digeridos) en respuesta a los
crecientes niveles de carbohidratos no estructurales (32 a 49 % de MS)®. Asi, el tipo de
carbohidratos alimenticios puede influir en el metabolismo bacteriano. El ganado de engorda
alimentado con una dieta alta en carbohidratos est4 practicamente libre de protozoarios. Sin
embargo, otras investigaciones en las que se han utilizado dietas a base de trigo“® y de maiz
y sorgo®Y han mostrado altas concentraciones de protozoarios en el rumen con dietas altas
en granos. Se considera que los cambios en la poblacion bacteriana y de protozoarios debidos
al drastico aumento de los almidones alimentarios®V) pueden deberse a la disminucion del
pH ruminal®®),

Efecto de la proteina degradable en el rumen

En general, los microorganismos del rumen no pueden satisfacer por si solos los
requerimientos de aminoéacidos de los rumiantes de alta produccion. Por ende, la inclusion
de proteinas no degradables en el rumen puede incrementar el suministro total de
aminoacidos al intestino delgado y modificar el perfil de aminoacidos del duodeno. No
obstante, el hecho de alimentar al ganado con fuentes de proteina de baja degradacion
también puede limitar la fermentacion microbiana, lo que da como resultado una disminucion
del suministro de energia y de aminoacido microbiano al animal huésped. La degradacién
ruminal de la proteina alimentaria es un proceso que depende del tiempo, y la tasa de la
degradacion en relacion con la tasa de paso es una propiedad dinamica crucial que afecta a
la cantidad de proteina que escapa del rumen sin haber sido degradada por éste®®), Una dieta
con 5.3 % de proteina degradable en el rumen incrementa el flujo de nitrogeno bacteriano
(415 g/d en contraste con 365 g/d cuando se proporciona una alimentacion con 4.8 % de
proteina degradable en el rumen)“?. Es probable que una mayor cantidad de nitrogeno
disponible en el rumen mejore la eficiencia con la que se utiliza la energia, estimulando el
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crecimiento de la poblacion bacteriana®. Esto indica que si la energia obtenida de los
carbohidratos para el crecimiento microbiano no es limitante, los péptidos y aminoacidos
resultantes son utilizados de manera mas eficiente para la sintesis de proteinas microbianas.
Sin embargo, si los carbohidratos son limitantes, una fraccion considerable de la proteina se
descompone en amoniaco, que puede eliminarse parcialmente a través de la orina. Asi,
tendria que haber una coordinacién entre la disponibilidad de energia y el nitrégeno en el
rumen®®), Recientemente, se han utilizado ecuaciones para predecir la produccion de proteina
microbiana como una funcidn lineal de la ingesta de proteina degradable ruminalmente en el
ganado de leche®”. Ademas, el ganado de engorda requiere un minimo de 100 g de nitrégeno
soluble/kg de materia orgénica digerida en todo el tracto para maximizar el flujo del
nitrégeno microbiano®*4%),

Efecto de la grasa de la dieta

Si bien desde hace varias décadas se han reconocido los efectos negativos de la grasa de la
dieta, los nuevos avances en los métodos moleculares han revelado que los microorganismos
ruminales que pertenecen a los géneros Fibrobacter, Ruminocuccus, Butyrivibrio y
Prevotella pueden ser muy sensibles a la grasa®®*”). Es importante sefialar que se ha
demostrado que los acidos grasos insaturados son tdxicos para las bacterias ruminales,
especialmente para aquellas que digieren la fibra. Esta toxicidad podria deberse a un
impedimento de la digestion de los nutrientes debido a que los &cidos grasos se adhieren a la
pared celular®. Asi, no es de extrafiar que una de las principales acciones de algunos géneros
bacterianos ruminales sea la biohidrogenacion de los &cidos grasos para minimizar los
impactos negativos de los acidos grasos insaturados en el crecimiento microbiano. También
se han reportado efectos detrimentales de la grasa alimentaria en los protozoarios ruminales,
hongos y arqueas cuando el alimento contiene aceite de linaza o de soya®®).

Efecto del pH ruminal

Se han reconocido los efectos del pH sobre el crecimiento de algunas bacterias ruminales®®),
Ciertas especies, como Fibrobacter succinogenes y Ruminoccosus albus son muy sensibles
al pH ruminal acido®?. Esta sensibilidad puede explicarse por los efectos negativos del pH
en la absorcion de glucosa. Otras especies bacterianas como Prevotella ruminicola y
Selenomonas ruminantium son bastante resistentes a la reduccion del pH extracelular®®. El
tipo de mecanismos de transporte utilizados por las bacterias influye en su sensibilidad al pH.
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Por ejemplo, el transporte de arabinosa y xilosa por Prevotella ruminicola es mas sensible a
las reducciones del pH extracelular que el transporte de glucosa®®. Un bajo pH extracelular
también reduce el transporte de la arginina, el glutamato y la leucina en Streptococcus sp.“9).
Gracias al desarrollo de la secuenciacion de ADN de alto rendimiento se ha descrito el efecto
del pH ruminal en todos los taxones de la poblacion bacteriana. Por ejemplo, se ha
demostrado que las bacterias que digieren la fibra son mas sensibles al pH ruminal bajo que
las bacterias que digieren el almidon®"?Y), Ademas, los investigadores han encontrado que la
acidosis ruminal leve o severa puede inducir cambios drésticos en la poblacion bacteriana
del rumen. Se ha reportado en el ganado la proliferacion rapida de algunas bacterias tales
como Streptoccocus bovis y Lactobacillus sp. en situaciones en las que el rumen contiene
altas proporciones de carbohidratos de fermentacion rapida y un pH ruminal bajo®2%3),
Ademas, la reduccion del pH ruminal debida a las dietas altas en granos afecta negativamente
el crecimiento protozoario®¥; por lo tanto, el modelo para predecir la proteina microbiana
incluye la fibra detergente neutra como un factor de ajuste®?.

Efecto de la ingesta de alimento

La reduccidn de la ingesta de alimentos puede afectar la actividad bacteriana y disminuir la
eficiencia microbiana debido a la insuficiencia en el nitrégeno soluble y la materia organica
fermentable®®). No obstante, si la restriccion en la ingesta de alimento no es severa, la
eficiencia microbiana aumentard (gramos de nitrdgeno microbiano/kilogramos de materia
organica fermentada); pero el rendimiento microbiano (gramos de nitrégeno microbiano que
llegan al duodeno) disminuird como consecuencia de la reduccién de la cantidad de materia
organica fermentada en el rumen. Otros estudios han reportado una relacion positiva entre el
incremento de la ingesta de alimento y el rendimiento microbiano; esto se debe a que una
mayor ingesta de alimento aumenta la tasa de paso que previene la depredacién de
protozoarios®*%®). Ademas incrementa la cantidad de nitrdgeno bacteriano que llega al
duodeno, debido a que la produccion de nitrégeno bacteriano se correlaciona positivamente
con la ingesta de materia organica digerible®.
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Medicion de la proteina microbiana y su aportacion a la
proteina metabolizable

La medicion del flujo intestinal de la proteina microbiana requiere de que se aislen los pellets
microbianos ruminales, que se utilizan luego como referencia para establecer la relacién entre
el marcador microbiano y el nitrogeno. Posteriormente, se cuantifica el marcador en la
digesta intestinal. Durante las ultimas décadas se han utilizado diversos métodos para calcular
la sintesis de proteina microbiana y la proporcion que sale del rumen® (Cuadro 1). Uno de
los retos fundamentales en este proceso es obtener un pellet microbiano de referencia que sea
representativo tanto del fluido como de la fase sélida?. El contenido de nitrégeno de las
bacterias asociadas al liquido es del 8.5 % y el de las bacterias asociadas a particulas es de
7.0 %9, En consecuencia, si solo se utilizan las bacterias asociadas al liquido como
referencia para establecer la razén entre el indicador y la proteina, se obtendrdn como
resultado valores por debajo de los reales.

También es necesario medir el flujo de la digesta intestinal para calcular el flujo de proteina
microbiana®¥. Uno de los marcadores externos de la digesta mas comtnmente utilizados
es el oxido cromico (Cr203). Para este procedimiento se coloca el Cr.Oz en cépsulas de
gelatina y se dosifica en el rumen®5°% dos veces al dia durante 10 dias para alcanzar un flujo
estable del marcador a través del tracto gastrointestinal®”5®), También se ha vuelto una
practica comun incorporar Cr20z en la dieta en concentraciones de entre 0.25y 0.40 % de la
materia seca. Ademas, rutinariamente se utiliza la fibra detergente acida no digerible como
marcador interno de la digesta®®%. Con este enfoque, se determina la concentracion de fibra
detergente acida no digerible en las muestras después de una incubacion in situ de 288 horas
en el rumen. Luego se calcula el flujo de la digesta intestinal con base en la cantidad del
marcador suministrado como alimento (fibra detergente &cida no digerible) o dosificado
(Cr203) y la concentracion del marcador respectivo en las muestras duodenales®V. A partir
de estos valores, se estima el flujo de proteina microbiana y, por ende, su aportacién a la
proteina metabolizable total. Otras técnicas para medir el flujo de la digesta incluyen
etiquetar las fases particulada y liquida de la digesta con YbClz y Cr-EDTA,
respectivamente(®.

Esta resefia se enfocard en los marcadores microbianos convencionales ampliamente
utilizados para calcular la proteina microbiana, como las purinas totales®, el &cido
diaminopimélico® y el nitrégeno marcado. Ademas, se analizara el uso del ADN por medio
de una PCR en tiempo real para medir la proteina que tiene su origen en las bacterias, los
protozoarios y las levaduras. ElI marcador microbiano ideal no debe estar presente en el
alimento ni ser absorbido; debe ser biologicamente estable, estar presente en un procentaje
similar entre los diversos tipos de microbios y ser un porcentaje constante de la célula
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microbiana en todas las etapas de su crecimiento, y todas sus formas deben fluir a un ritmo
similar®,

El uso de las purinas totales como marcador microbiano

Las bases de purina (adenina y guanina) son parte de los &cidos nucleicos de las células
microbianas®. En pocas palabras, este procedimiento combina los métodos estandar para
hidrolizar los nucleétidos con &cido perclérico. EI primer paso va seguido de la precipitacion
de las purinas libres con el nitrato de plata para separar las purinas de los compuestos que
interfieren. En este método, las purinas &cidas resolubilizadas se cuantifican con un
espectrometro a 260 nm. Después se estima la proteina microbiana con base en la relacién
entre las purinas y el nitrégeno de los pellets bacterianos de referencia® y la concentracion
de las purinas en las muestras.

Se considera que el uso de las purinas tiene algunos retos inherentes. Por ejemplo, las purinas
del alimento, que escapan a la destruccion en el rumen debido a que pueden causar una
sobreestimacion de la proteina microbiana®. Las células epiteliales intestinales
desprendidas también pueden aportar purinas a la digesta, y por lo tanto provocar una
sobreestimacion. Ademas, se ha reportado una mayor concentracién de purinas en el duodeno
de las ovejas que en el abomaso, atribuyéndola a las células desprendidas y a la secrecion de
bilis®. EI factor de correccion 0.195 x BWA0.75 se ha utilizado para mitigar esta
sobreestimacion®®. Al parecer, otros retos importantes que se enfrentan cuando se utilizan
las purinas totales como marcador microbiano tienen que ver con si las purinas estan
presentes en un porcentaje similar en las distintas especies y en todas las etapas de
crecimiento microbiano. Se ha reportado que los valores para las purinas en las bacterias
mezcladas en el rumen varian mucho. Por ejemplo, en un estudio se encontrd una
concentracion media de purinas del 7.28 %, con valores que oscilan entre 2.40 y 13.02 %®3.
Se han reportado variaciones en las concentraciones de purinas de las bacterias ruminales
mixtas en cultivo continuo utilizando diversas fuentes de proteina®®. Esta variacion también
se ha reportado entre los cultivos puros. Las concentraciones, expresadas como un porcentaje
de la MS, oscilan entre 0.69 y 5.57 %, con un valor medio de 2.98 %. Esta situacion indica
que, si se utilizara la relacion entre las purinas y el nitrégeno para calcular la proteina
microbiana a nivel duodenal, se obtendrian valores por encima de los reales. Entre los
factores biologicos que pueden ser responsables de estas variaciones se encuentran la
diferencia en la composicion quimica entre las bacterias asociadas al liquido y la de las
bacterias asociadas a las particulas, asi como la etapa de crecimiento bacteriano™®. Por lo
tanto, el procedimiento de aislamiento bacteriano tendria que recolectar un pellet bacteriano

131



Rev Mex Cienc Pecu 2019;10(1):120-148

que sea representativo no sélo de diferentes sitios del rumen, sino también de las bacterias
asociadas al liquido y a particulas®?.

El uso del &cido diaminopimélico como marcador microbiano

Este método se basa en la estimacion de la relacion entre el acido diaminopimelico y el
nitrégeno en las bacterias ruminales y la cantidad de un marcador microbiano en la digesta®.
La cantidad de nitrégeno bacteriano en la ingesta intestinal se calcula con base en estos
valores®). En pocas palabras, las muestras liofilizadas se hidrolizan con &cido metasulfonico
y después se centrifugan. Entonces, la muestra derivatizada se inyecta en la columna y se
somete una cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Durante el proceso de
oxidacion, la metionina se convierte en metionina sulfona. En el Gltimo paso del proceso se
lleva a cabo la separacion cromatografica de las columnas de intercambio i6nico. El cido
diaminopoimélico se encuentra en la membrana celular de las bacterias ruminales y esta
ausente de los alimentos que cominmente se proporcionan como alimento a los rumiantes®®).
La precision de la técnica depende de que se mantenga una relacion constante entre el acido
diaminopimélico y el nitrégeno de las diversas especies de microbios, 0 entre especies
microbianas en el rumen. Sin embargo, este Gltimo supuesto no es consistente con la
naturaleza secuencial de la fermentacion del rumen. Ademas, la relacion entre el acido
diaminopimélico y el nitrégeno puede variar entre las especies bacterianas ruminales®?. Las
diversas bacterias tienen distintas concentraciones de peptidoglicano en la pared celular y,
por lo tanto, diferentes concentraciones de acido diaminopimélico. Por ejemplo, las bacterias
gram-positivas contienen entre 30 y 70 % de peptidoglicano en la pared celular; las bacterias
gram-negativas contienen sélo un 10 %. Ademas, si se alimenta al ganado exclusivamente
con dietas a base de forraje, las bacterias gram-negativas seran predominantes en el rumen,
y si el ganado consume mas concentrado, la proporcion de bacterias gram-positivas
aumentara®79. Por ello, las variaciones en la abundancia relativa de bacterias gram-
positivas y gram-negativas puede afectar la estimacion de la sintesis del nitrégeno bacteriano.
Por ejemplo, si las bacterias gram-positivas predominan en el rumen, esta relacion sera
mayor, y esto dara lugar a una subestimacion de la sintesis de proteina bacteriana si los pellets
de referencia no son representativos de la digesta entera.
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El uso del nitrégeno marcado como marcador microbiano

La sintesis de la proteina microbiana también ha sido calculada cuantificando la
incorporacion del N de (®*NH.)2SO4 a los microbios“®®). EI 15N se introduce de manera
constante en el rumen a través de una canula ruminal, a razén de aproximadamente 1 L por
dia. Este método se basa en la incorporacion de nitrégeno amoniacal marcado y no toma en
cuenta la proteina microbiana sintetizada directamente a partir de los aminoacidos o péptidos.
La técnica de utilizar el nitrdgeno como marcador es no sélo costosa sino también bastante
compleja, y por ende no ha sido ampliamente utilizada. Una de las ventajas de este enfoque,
comparado con el andlisis de las purinas, es el hecho de que la proteina marcada con °N que
sale del rumen solo sera de origen microbiano, mientras que una porcion de las purinas que
salen del rumen puede ser de origen alimentario’%. Sin embargo, se ha demostrado que la
relacion marcador/nitrégeno difiere entre las bacterias asociadas con la fases liquida y las
asociadas con la fase particulada®?. Asi, resulta todo un reto establecer esta razon a partir de
un pellet bacteriano representativo.

El uso del ADN como marcador microbiano

La PCR en tiempo real es una herramienta potente que se utiliza para el analisis cuantitativo
del &cido nucléico. Recientemente se ha probado el ADN como marcador microbiano
empleando este método. La PCR en tiempo real es un refinamiento de la PCR desarrollado a
mediados de los 19807273 que permite la deteccion rapida del ADN microbiano, indicando
asi la presencia de un microorganismo o grupo de microorganismos. En comparacién con un
método convencional de PCR que emplea dos cebadores —uno directo y uno inverso—, en
los ensayos de PCR en tiempo real se requiere de una sonda fluorescente adicional. Por ello,
este método es altamente sensible y especifico, dado que se utilizan tres oligonucleétidos
complementarios al marcador de ADN(¥. Una ventaja de este enfoque es que permite
cuantificar la proteina microbiana que se origina en las bacterias, protozoarios y levaduras,
lo cual no se podria lograr utilizando los marcadores microbianos convencionales. Por lo
tanto, el método se basa en la cuantificacion de un segmento de ADN especifico de estos
dominios microbianos(",

Uno de los primeros estudios que utilizaron ADN mediante una PCR en tiempo real para
estimar la proteina microbiana se realizo en el afio 2005(%, empleando el gen protozoario
18S como marcador microbiano. Este ensayo se utilizd para cuantificar la cantidad de
biomasa protozoaria en el liquido ruminal y la digesta del intestino delgado. Estos autores
también reportaron que el someter la digesta duodenal a dos ciclos de congelacion y
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descongelacion reducia la recuperacion casi a la mitad, pero el uso de una sola congelacion
(una préctica estandar) parecia incrementar la recuperacion del ADN microbiano. El ensayo
incluye procedimientos para aislar las células protozoarias del rumen a fin de utilizarlas como
una norma para convertir las copias del gen 18S a una base de biomasa. Se ha determinado
que el nitrogeno protozoario constituye el 12.7 % de la reserva de nitrogeno microbiano
ruminal total, y 11.9 % del initrégeno microbiano duodenal en las dietas altas en forraje(".

Los investigadores también han reportado el uso de ADN microbiano como un marcador para
estimar la proteina bacteriana midiendo el gen 165®®, o la proteina de levaduras midiendo
parte del segundo cromosoma de Saccharomyces cerevisiae®. Una de las ventajas de utilizar
ADN como marcador microbiano consiste en que es altamente especifico para un amplicén
que forma parte de las bacterias, los protozoarios o las levaduras y excluye cualquier material
externo originado de alimento no degradado, lo cual evita la contaminacion®®, La
cuantificacion de la proteina de las levaduras de la proteina microbiana es particularmente
importante cuando las raciones de alimento de los rumiantes incluyen ingredientes que
contienen células de levaduras de Saccharomyces cerevisiae, como las de la industria del
etanol®. Si la contribucion de la proteina alimentaria de levaduras no se cuantifica por
separado, entonces se sobreestimara la proteina microbiana que se origina de las bacterias y
los protozoarios.

Entre los principales componentes del ensayo de PCR en tiempo real se incluyen 1) un
cebador directo, que es un oligonucleotido de entre 20 y 24 pares base y cuyo extremo 5’ se
tiempla hasta el extremo 3’ del marcador de ADN(®: 2) También se requiere un cebador
inverso, oligonucle6tido cuya longitud deberia ser de entre 20 y 24 pares y cuyo extremo 5’
deberia ser compatible con el extremo 3’ del marcador de ADN microbiano®; 3) Asimismo
se requiere una Sonda dual marcada. La reaccion de la PCR en tiempo real se lleva a cabo
mediante ciclos de temperatura. Se aplica una alta temperatura (95 °C) para separar las
cadenas del ADN de doble hélice; después, la temperatura se baja a 60 °C para permitir que
los cebadores se tiemplen hasta el marcador de DNA, y por ultimo, la temperatura se sube a
72 °C, que es la 6ptima para la polimerasa que extiende los cebadores.

No obstante, reportes recientes indican que algunas especies de bacterias y protozoarios
pueden presentar diversos nimeros de copias de los marcadores de ADN utilizados. Por
ejemplo, los filos Firmicutes y Gammaproteobacteria pueden contener cinco veces mas
copias del gen 16S que el resto de los filos bacterianos”, lo cual podria introducir un sesgo
en el método si los pellets bacterianos utilizados como referencia no son representativos de
las muestras que se estan analizando. Ademas, se ha sugerido que los valores mas bajos
estimados de proteina microbian podrian deberse a la recuperacion incompleta de copias de
ADN de las muestras® o a que los cebadores universales utilizados no se ligan al 100 % de
los genes microbianos 16S y 18S, cuando se cuantifica la proteina bacteriana o protozoaria,
respectivamente.
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La secuenciacion del ADN mejora el conocimiento sobre los
factores que afectan la medicion del flujo de la proteina
microbiana

El uso de la secuenciacion del ADN de alto rendimiento

Los avances recientes en las técnicas moleculares aplicadas a la secuenciacién de ADN de
alto rendimiento del ADN microbiano en combinacion con el anélisis bioinformético de la
poblacion microbiana que habita en el rumen han hecho aportaciones importantes a nuestro
conocimiento del microbioma ruminal®?. Esta técnica ha sido aplicada a una variedad de
temas de investigacion relacionados con la nutricion de los rumiantes. Por ejemplo, se han
logrado nuevos conocimientos de los cambios en la poblacion bacteriana de los rumiantes
debido a un cambio en la composicion de la dieta®®, a un cambio en el pH ruminal®”, a las
bacterias biohidrogenizadoras®*'®, al papel de las bacterias en la composicion de la grasa de
la leche™ vy a las arqueas que intervienen en la formacion del metano®>89). Ademas, la
secuenciacion del ADN puede mejorar nuestra comprension de los factores que afectan el
calculo de la proteina microbiana y su flujo al intestino delgado. Especificamente, se han
revelado diferencias filogenéticas detalladas entre los pellets bacterianos que se utilizan como
referencia y la poblacién bacteriana de la digesta intestinal.

Diferencias taxonomicas entre las bacterias del liquido ruminal y de la
digesta intestinal

Uno de los principales retos para la estimacion de la sintesis de proteina microbiana y de su
flujo al intestino delgado consiste en obtener un pellet bacteriano de referencia que sea
representativo de la poblacion microbiana de los contenidos ruminales. Si bien por mucho
tiempo se han supuesto diferencias entre las bacterias del liquido ruminal y las de la digesta
total que fluye 9, apenas en los Gltimos afios el uso de la secuenciacién de ADN de alto
rendimiento ha permitido a los investigadores examinar el perfil taxonémico completo de los
pellets de referencia y de la digesta intestinal ). Estos hallazgos han revelado que el perfil
taxonémico de los pellets bacterianos aislados del liquido ruminal difiere drasticamente del
de las bacterias de la digesta intestinal cuando se analiza los niveles taxondmicos de filo,
orden, familia y género (Cuadros 3 y 4). Por ejemplo, se han encontrado mayores
proporciones de los filos bacterianos predominantes Firmicutes, TM7 y Tenericutes en los
pellets bacterianos de referencia que en la digesta intestinal. Ademas, en los pellets de
referencia se encontraron grandes proporciones de los érdenes bacterianos Bacteroidales y
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Clostridiales, asi como niveles superiores de la familia bacteriana Lachnospiraceae. Por otra
parte, los pellets bacterianos de referencia contenian proporciones mas bajas de los filos
Fibrobacteres, Spyrochaetes, Proteobacteria y Lentisphare, asi como de la familia
Ruminoccocaceae y del género Butyrivibrio. Estos hallazgos apoyan la idea de que el uso
exclusivo de bacterias asociadas al como pellets de referencia daria lugar a un sesgo en la
estimacion de la sintesis de proteina microbiana, y de que es necesario desarrollar
procedimientos de desprendimiento eficaces para obtener pellets bacterianos mas
representativos de los contenidos ruminales enteros a fin de calcular con exactitud la
aportacion de proteina microbiana a la proteina metabolizable total. Segun estos hallazgos,
el desprendimiento de las bacterias fibroliticas de la fraccion sdlida de los contenidos
ruminales es particularmente importante para obtener pellets microbianos de referencia que
sean representativos.

Cuadro 3: Filos y 6rdenes bacterianos predominantes encontrados en pellets bacterianos de
referencia aislados del liquido ruminal y en la digesta intestinal de novillos de carne (%)

Origen de las bacterias

Taxones bacterianos gellqts qle refere_nCI? Digesta intestinal EEM? Valor de
el liguido ruminal P

Filo, % del total
Firmicutes 45.95 31.32 2.675 <0.001
Bacteroidetes 44.22 42.02 2.497 0.53
Fibrobacteres 0.1 10.1 0.06 <0.01
Chloroflexi 1.69 2.00 0.303 0.41
T™M7 1.60 0.29 0.227 <0.001
Tenericutes 1.45 1.00 0.199 0.027
Spyrochaetes 0.92 1.78 0.138 <0.001
Proteobacteria 0.63 3.81 0.241 <0.001
SR1 0.33 0.22 0.150 0.58
Planctomyces 0.26 0.11 0.042 0.014
Lentisphaera 0.13 2.02 0.128  <0.001
Synergistetes 0.11 0.14 0.031 0.552
Verrucomicrobia 0.12 0.52 0.056 <0.001
WPS2 0.10 0.30 0.051 <0.001
Otros 2.49 14.46 0.122 0.001

Orden, % del total
Bacteroidales 44.22 41.90 2.498 0.51
Clostridiales 34.99 28.31 1.748 0.004
Coriobacteriales 5.32 1.41 0.881 <0.001
Anaerolineales 1.69 2.00 0.303 0.41
T™M7 1.60 0.30 0.227 <0.001
Campylobacterales 0.32 0.42 0.039 0.067

Pirellulales 0.26 0.11 0.042 0.014
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Erysipelotrichaeles 0.17 0.07 0.020 <0.001
Victivallales 0.12 1.78 0.125 <0.001
Sipochaetales 0.12 0.16 0.021 0.17
Sphaerochaetales 0.09 1.79 0.235 <0.001
Rhizobiales 0.04 0.01 0.010 0.084
Desulfovibrionales 0.04 0.04 0.018 0.97
YS2 0.03 0.57 0.051 <0.001
Rickettsiales 0.02 0.29 0.046 <0.001
Otros 10.97 20.84

! Bacterias aisladas mediante centrifugacion diferencial. Adaptado de Castillo-Lopez et al.(¥,
2 El mayor error estandar de las medias

Cuadro 4: Familias y géneros bacterianos predominantes encontrados en los pellets
bacteriales de referencia aislados del liquido ruminal y en la digesta intestinal de novillos
de carne (%)

Origen de las bacterias

. Pellets de referencia Digesta ,  Valor

Taxones bacterianos del liguido ruminal* intestinal EEM de P

Familia, % del total
Sin clasificar

bacteroidales 27.93 17.80 2.442 0.006
Lachnospiraceae 17.38 9.27 0.979 <0.001
Rominococcaceae 11.48 13.66 0.895 0.061
Prevotellaceae 10.99 12.12 1.225 0.52
Sin clasificar

clostridiales 7.70 2.47 0.857 <0.001
Paraprevotellaceae 3.78 4.27 0.857 0.671
F16 2.80 0.47 0.884 0.055
Clostridiaceae 2.11 1.39 0.202 <0.001
Anaerolinaceae 1.68 2.00 0.303 0.418
Coriobacteriaceae 1.30 0.05 0.261 <0.001
Anaeroplasmataceae 0.98 0.80 0.185 0.351
Veillonellaceae 0.88 1.44 0.191 0.047
Spirochaetaceae 0.78 1.48 0130 <o0.01
Catabacteriaceae 0.72 1.24 0.147 0.011
BS11 0.68 0.18 0.293 0.01

Género, % del total
Bacteroidales 27.94 17.81 2.442 0.006
sin clasificar

Lachnospiraceae 11.73 6.39 0.582 <0.001
sin clasificar
Prevotella 10.94 12.02 1.127 0.53
sin clasificar

Ruminococcaceae 8.51 9.71 0.770 0.15
sin clasificar

Clostridia 7.71 2.47 0.857 <0.001
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sin clasificar

Coriobacteriales 4,02 1.36 0.659 <0.001
sin clasificar

Paraprevotellaceae 3.79 4.27 0.857 0.67
sin clasificar
Ruminococcus 2.84 3.51 0.326 0.162
Butyrivibrio 2.59 0.88 0.203 <0.001
SHD231 1.69 2.00 0.303 0.41
Clostridum 1.48 0.66 0.120 <0.001
Coriobacteriaceae
sin clasificar 1.10 0.05 0.213 <0.001
Coprococcus 0.97 0.23 0.225 0.011
Succiniclasticum 0.81 1.41 0.189 0.032
Shuttleworthia 0.76 0.10 0.150 <0.001
Catabacteriaceae

sin clasificar 0.73 1.25 0.147 0.011

BS11 0.68 1.83 0.293 0.01
Pseudobutyrivibrio 0.64 0.73 0.103 0.553

Bacterias aisladas mediante centrifugacion diferencial. Adaptado de Castillo-Lopez et al.(4.
2La mayor norma de la media.

Implicaciones de las diferencias taxondémicas entre las bacterias del
liguido ruminal y las de la digesta intestinal sobre los marcadores
microbianos

Los resultados obtenidos del uso de la secuenciacion de ADN de alto rendimiento dilucidan
los factores potenciales que pudieran sesgar la estimacion del flujo de proteina microbiana al
aislar el pellet representativo exclusivamente de la fase liquida de los contenidos ruminales.
Por ejemplo, algunos estudios han sugerido que las bacterias asociadas a particulas contienen
proporciones menores de purinas que las bacterias asociadas al liquido®V. Los datos sobre el
contenido de purina entre los diversos taxones bacterianos son limitados, y dado que existe
una gran proporcion de bacterias asociadas a particulas que quedan excluidas del pellet de
referencia aislado durante la centrifugacién diferencial, es probable que la divergencia entre
el perfil taxonémico del aislado y el de la digesta intestinal represente una fuente de
subestimacion del suministro intestinal de proteina microbiana. Esto puede explicar en parte
los valores estimados inferiores que se observaron en comparacion con los valores
predichos®.

La concentracion de peptidoglicano varia, ademas, entre las bacterias, de modo que tienen
concentraciones distintas de acido diaminopimélico. Las bacterias gram-positivas contienen
mas peptidoglicano en la pared celular que las bacterias gram-negativas. Debido a que,
cuando se utiliza el &cido diaminopimélico como marcador microbiano, los pellets de
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referencia aislados del liquido ruminal contienen una proporcion mayor de Firmicutes (filo),
Clostridiales y Coriobacteriales (6rdenes) y Lachnospiraceae (familia) —representados en
gran medida por bacterias gram-positivas— que las bacterias de la digesta intestinal, los
investigadores tendrian que tener en cuenta la posibilidad de subestimar el flujo intestinal de
proteina microbiana.

La informacidn limitada sobre la manera en que la concentracion de nitrégeno marcado varia
entre las bacterias ruminales es escasa. Sin embargo, los reportes indican que la razén
marcador/nitrogeno difiere entre las bacterias asociadas al liquido y las asociadas a particulas,
y que el enriquecimiento de N es mayor en las bacterias asociadas al liquido que en las
bacterias asociadas a particulas®?. Por lo tanto, los resultados relativos a las diferencias entre
el perfil taxondmico de las bacterias del liquido ruminal y el de las bacterias de la digesta
intestinal sugieren que, cuando los pellets microbianos de referencia se obtienen nicamente
del liquido ruminal, el flujo intestinal de proteina microbiana puede ser subestimado.

Por ultimo, dadas las variaciones en el nimero de copias del gen 16S entre las bacterias
ruminales, y en particular en los nimeros mayores de copias en las Firmicutes, y debido a
que las proporciones de Firmicutes son mayores en las bacterias aisladas del liquido ruminal,
cuando se utiliza el ADN como marcador microbiano se pueden obtener valores de proteina
bacteriana inferiores a los reales si los pellets bacterianos de referencia no son representativos
de la digesta que fluye al intestino delgado.

Conclusiones

El microbioma ruminal desempefia un papel esencial en la nutricion de los rumiantes; los
organismos que aportan la mayor cantidad de proteina microbiana son las bacteias y los
protozoarios. Los principales factores relacionados con los animales y su alimentacion que
influyen en la sintesis de proteina microbiana en el rumen son la disponibilidad de
carbohidratos, la proteina degradable en el rumen, la grasa alimentaria, la ingesta de alimento
y el pH ruminal. Todos los marcadores microbianos presentan ventajas y desventajas; los
marcadores microbianos convencionales que suelen utilizarse para estimar la sintesis de
proteina microbiana incluyen las purinas totales, el acido diaminopimélico y el nitr6geno
marcado. Recientemente, el uso de ADN como marcador microbiano en PCR en tiempo real
representa un método alternativo. Sin embargo, los investigadores deben estar conscientes de
la posibilidad de sesgo cuando utilicen cualquiera de estos métodos.

Una de las principales dificultades para la estimacion del flujo de proteina microbiana
consiste en obtener del rumen un pellet microbiano representativo a fin de establecer la razén
marcador microbiano/nitrogeno. Se han visto diferencias entre las bacterias asociadas a
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particulas y las bacterias asociadas al liquido. Sin embargo, hasta donde tienen conocimiento
los autores, no se han realizado estudios que comparen la composicion taxonémica de la
comunidad de bacterias asociadas al liquido con la de las bacterias que se encuentran en los
contenidos intestinales y analicen sus implicaciones para los marcadores microbianos, asi
como sus efectos potenciales en la estimacion del flujo de proteina microbiana al intestino
delgado.

Los avances recientes en la secuenciacion de ADN de alto rendimiento en combinacion con
la bionformatica han revelado una considerable divergencia filogenética respecto a muchos
taxones bacterianos a nivel de filo, familia y género entre los pellets microbianos de
referencia aislados exclusivamente del liquido ruminal y las bacterias halladas en los
contenidos intestinales enteros. Estos hallazgos indican que se requiere mayor investigacion
a fin de desarrollar métodos para desprender las bacterias de las particulas de alimento de
modo que se obtengan pellets microbianos de referencia que sean representativos de los
contenidos ruminales enteros; ello har& posible prevenir sesgos al cuantificar la aportacion
de la proteina microbiana al suministro de proteina metabolizable en los rumiantes.
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