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“If... (Si...)

Si pots dur el cap ben posat sobre les espatlles

Quan altres el perden i a més te'n culpen;

Si pots confiar en tu quan tots de tu dubten,

Pero tenir compte de llurs dubtes;

Si pots esperar sense que et cansi l'espera,

O suportar calimnies sense pagar en la mateixa moneda,
O ésser odiat sens donar cabuda a I'odi,

I no per aixo semblar massa bo 0 massa savi;

Si pots somiar sense que els teus somnis et dominin;

Si pots pensar sense que els pensaments siguin la teva meta,
Si te les pots veure amb el Triomf i el Desastre

| tractar per igual aqueixos dos farsants;

Si pots tolerar que els brétols

Tergiversin la veritat que has expressat,

I la converteixin en trampa per a babaus,

O veure enrunada I'obra de la teva vida

| ajupir-te i reconstruir-la amb velles eines;

Si pots fer un lligat amb tots els teus guanys

I llengar-los al caprici de l'atzar,

| perdre'ls, itornar a comencar des de zero
Sense que surti ni una queixa dels teus llavis;
Si pots posar al servei dels teus fins

cor, entusiasme i fortalesa, fins i tot exhaurits,
| resistir encara que no et quedi res,

tret de la VVoluntat, que els digui: "Endavant!";

Si pots dirigir-te a les multituds sense perdre la teva virtut,
| alternar amb reis sense perdre la senzillesa;

Si no poden ferir-te amics ni enemics;

Si tots compten amb tu, perd no massa;

Si pots omplir I'implacable minut

Amb seixanta segons d'esfor¢ agosarat,

Teva és la Terra i tot allo que hi ha,

I, més encara: seras home, fill meu.

Rudyard Kipling
Al seu fill John, 1910

(Traduccio: Josep M. Albaiges, 1997)

Perqué sense la perseverancia aquest dia no hagués estat possible, com també sense

I’ajuda de molts altres...
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Resumen

RESUMEN

Esta tesis doctoral se planted con el fin de profundizar en el estudio de la acidosis
ruminal, al ser el trastorno digestivo mas comdn en ganado vacuno, causando cada afio
pérdidas millonarias en el sector ganadero. Este proceso deriva del incremento en la
proporcién de carbohidratos rapidamente fermentables en la dieta, y que se traduce en
una acumulacion excesiva de acidos grasos volatiles (AGV) vy lactato en el rumen
llevando a una disminucion del pH ruminal. Las bacterias productoras (Streptococcus
bovis) y utilizadoras (Megasphaera elsdenii, Selenomonas ruminantium) de lactato
juegan un papel importante en el desarrollo de la acidosis. Partiendo de estos
conocimientos, se pensd que el desarrollo de técnicas para detectar y cuantificar estas
bacterias podria ser una herramienta de gran utilidad para el estudio de la acidosis
ruminal. Para ello en el experimento 1 se desarrollaron dos sondas para PCR (reaccion
en cadena de la polimerasa) a tiempo real para detectar y cuantificar S. bovis y M.
elsdenii. Se utilizaron muestras de 4 vacas y 4 terneras para comprobar la especificidad
y variabilidad de la técnica. La técnica se desarroll6 con unas eficiencias del 88% y 99%
para S. bovis y M. elsdenii, respectivamente. Asimismo, la variabilidad de la técnica fue
diferente dependiendo del factor a considerar: dia, hora o animal de muestreo, con
coeficientes de variacion altos y siempre superiores en terneras que en vacas.
Posteriormente se empled esta técnica en los experimentos siguientes, permitiendo

progresar en comprender el rol que tienen estas bacterias en el proceso de la acidosis.

El experimento 2 se realizé con el objetivo de determinar los efectos de administrar
altos niveles de carbohidratos no fibrosos (CNF) en la dieta sobre la fermentacion
ruminal y el metabolismo de vacas lecheras. Para ello se utilizaron 62 vacas Holstein
(peso vivo = 654 + 14 kg, dias en lactacion = 186 + 6,8, 40 multiparas y 22 primiparas),
8 de ellas provistas de una canula ruminal (5 multiparas y 3 primiparas), en un disefio
cross-over de dos periodos de 30 d cada uno. Los tratamientos fueron: una dieta
tradicional (TR) y una dieta alta en CNF (HC). La ingestion de materia seca (IMS) y la
produccion de leche se registraron diariamente. Las muestras para determinar la
composicion de leche y las muestras de sangre se tomaron cada 15 d. La incidencia de
laminitis y diarrea fue evaluada 1 vez por semana. Las muestras de heces fueron
tomadas una vez por periodo dentro de la primera hora post-ingestioén. Las muestras de
liquido ruminal se tomaron a las Oh, 4h y 8h post-alimentacion los Gltimos 3 d de cada
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periodo. El pH ruminal se registré cada 22 min durante los Gltimos 6 d de cada periodo.
Se observé que la produccién de leche y el contenido de proteina en leche fueron
mayores, y el contenido de grasa en leche y la IMS de concentrado durante el ordefio
fueron menores en el grupo HC comparado con el TR, respectivamente. Las
concentraciones de glucosa e insulina en sangre fueron menores en el grupo TR
comparado con el grupo HC, y el grupo HC presentd una menor digestibilidad del
almidon en el tracto total. Las vacas HC permanecieron mas horas a pH ruminal < 5,6
comparado con las vacas TR, y el pH ruminal medio del grupo HC fue menor
comparado con el grupo TR. Los animales que recibieron la dieta HC tuvieron 4 veces
mayor riesgo de padecer laminitis que los animales que recibieron la dieta TR y, aunque
no se observaron diferencias entre tratamientos en la incidencia de diarrea. Estos
resultados indican que alimentar vacas lecheras con dietas altas en CNF durante
periodos cortos de tiempo puede incrementar la produccion de leche, aunque puede

provocar algunos efectos negativos sobre la salud de los animales.

Finalmente, en los experimentos 3 y 4, se evaluaron los efectos de dos nuevas
alternativas contra la acidosis ruminal: una en terneras de engorde (experimento 3) y

otra en vacas lecheras (experimento 4).

El experimento 3 consistio en describir los cambios fisioldégicos durante la induccion a
la acidosis y su control mediante una preparacion comercial de anticuerpos policlonales
(mayoritariamente contra S. bovis) sobre la fermentacién ruminal en terneras en una
induccién a la acidosis. Se utilizaron 12 terneras cruzadas provistas de un trocar
ruminal (peso vivo= 452 + 20 kg), y se distribuyeron completamente al azar en 2 grupos
de 6 animales cada uno: el grupo control (CTR) y el grupo que recibia el tratamiento de
anticuerpos (PAP). El protocolo de induccion a la acidosis incluia 3 periodos: 3 meses
de alimentacién forrajera (100% festuca ad libitum), 10 d de adaptacion al tratamiento
(dias 1-10 del experimento, 100% festuca ad limitum + 10 mL de PAP en la comida en
el grupo tratamiento) y 5 d de cambio de dieta a concentrado (dias 11-15 del
experimento). EI cambio de alimentacion consistio en incrementar la ingesta de
concentrado 2,5 kg de MS por dia hasta alcanzar 12,5 kg, festuca ad limitum y 10 mL
de PAP en el grupo tratamiento. El nivel de concentrado de 12,5 kg/d se mantuvo hasta
que las terneras entraran en acidosis (dias 16-22 del experimento). La acidosis se
declaré cuando el pH era inferior a 5,5 o0 cuando la ingesta de concentrado se reducia
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mas del 50% respecto al dia anterior. Cuando un animal era declarado acidotico se le
administraba una dieta 50:50 forraje:concentrado, se monitoreaba durante 4 d y se
retiraba del experimento. Los animales que no entraron en acidosis 12 d después del
inicio de la transicién (dia 22 del experimento) se consideraron resistentes a la acidosis.
Las muestras de liquido ruminal se tomaron a las Oh y 6h post-alimentacion. Solamente
las muestras recogidas durante los dias 1 y 10 de adaptacion, 3 y 1 d antes de la
acidosis, el dia de la acidosis, y 1 y 4 d después de la acidosis fueron analizadas. El
83,3% vy el 50,0% de los animales entraron en acidosis en el grupo CTR y PAP,
respectivamente, y tardaron de media 5,25 + 0,17 d después del inicio del cambio de
dieta. Asimismo, el perfil de fermentacion de los animales acidéticos fue similar entre
tratamientos. El grupo PAP tuvo mayores valores de pH a las Oh post-alimentacion en
los dias 16, 18 y 19 de experimento comparado con el grupo CTR. Estos resultados
indican que PAP puede ser efectivo para controlar la acidosis en terneras durante una

transicion rapida a concentrado.

El objetivo del experimento 4 fue evaluar los efectos de un inhibidor de la actividad o-
amilasa (acarbose) en el control de la acidosis ruminal sobre la fermentacion ruminal y
el metabolismo en vacas lecheras. Se usaron 8 vacas Holstein (peso vivo = 622 + 54 kg,
dias en lactacion = 183 + 67, 5 multiparas y 3 primiparas) provistas de una canula
ruminal en un disefio cross-over 2x2. Los tratamientos fueron: control (sin aditivo,
CTR) y acarbose (0,75 g/animal/d, AMI). Los animales recibieron una dieta de alta
produccién totalmente mezclada y concentrado durante el ordefio. La IMS fue registrada
diariamente. La incidencia de laminitis y diarrea fue evaluada 1 vez por semana. Las
muestras de sangre se tomaron cada 15 d. Las muestras de liquido ruminal se tomaron a
las Oh, 4h y 8h post-alimentacion los ultimos 3 d de cada periodo. El pH ruminal se
registr6 cada 22 min durante los Gltimos 6 d de cada periodo. Se observé que el grupo
AMI estuvo menos horas a pH < 5,6 y tuvo un pH ruminal medio superior comparado
con el grupo CTR. Microbiolégicamente, los animales AMI tendieron a tener una
menor ratio S. bovis:M. elsdenii comparado con los CTR. No se observaron diferencias
en el resto de parametros. Estos resultados indican que el suplemento de dietas con
acarbose en vacas lecheras alimentadas con raciones de alta produccion puede ser
efectivo en reducir la acidosis ruminal sin repercusiones en la fermentacién ruminal del

animal ni en su metabolismo.
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SUMMARY

This doctoral thesis was designed to increase our knowledge of acidosis, because it is
the most common nutritional disorder in cattle, and it has a great economic impact. This
process is the result of the increase in the proportion of non-fiber carbohydrates (NFC)
in the diet, that it is translated into an excessive accumulation of volatile fatty acids
(VFA) and lactate in the rumen causing a decrease in ruminal pH. Lactic acid-producing
(Streptococcus bovis) and lactic acid-utilizing (Megasphaera elsdenii, Selenomonas
ruminantium) bacteria have a key role in the development of acidosis. As a result, the
development of techniques to detect and quantify these bacteria could be an interesting
tool to study ruminal acidosis. For this purpose, in experiment 1 two real-time PCR
(polymerase chain reaction) probes were developed to detect and quantify S. bovis and
M. elsdenii. Samples of 4 dairy cows and 4 feedlot heifers were used to test the
specificity and variability of the technique. The two PCR probes had efficiencies of
88% and 99% for S. bovis and M. elsdenii, respectively. The variability of the technique
was different depending on the factor: day, hour or animal sampled, and the coefficients
of variation were large and always higher in heifers than in cows. In the following
experiments of this thesis, these techniques were used to progress in the understanding
of the role that these bacteria have in the development of acidosis.

The second experiment was designed to study the effects of administrating high levels
of NFC in the diet on ruminal fermentation and animal metabolism of lactating dairy
cows. Sixty-two lactating Holstein cows (BW = 654 + 14 kg, DIM = 186 * 6.8, 40
multiparous and 22 primiparous), 8 of them fitted with rumen cannulas (5 multiparous
and 3 primiparous) were used to study the effects of two dietary NFC levels on ruminal
fermentation and animal metabolism following a cross-over design with 2 periods of 30
d each. Treatments were: a traditional ration (TR) and a high-NFC ration (HC). Milk
yield and feed intake were recorded daily and milk composition biweekly. The
incidence of lameness and diarrhea was scored once a week. Animals were blood
sampled to determine blood glucose, insulin, and urea concentrations within the first
hour after the morning feeding in 2 separate days in each treatment. Faecal samples
were taken 1 d in each treatment within the first hour after the morning feeding.
Samples of ruminal contents were collected during 3 d in each treatment at 0, 4 and 8 h
post-feeding. Rumen pH was recorded electronically at 22-min intervals during 6 d in
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each treatment. Milk yield and milk protein content were greater, milk fat content and
concentrate intake at the milking unit were lesser in HC compared with TR,
respectively. Blood glucose and insulin concentrations were lesser in TR compared with
HC, and HC resulted in a lesser total tract starch digestibility. Rumen pH of HC cows
fell below 5.6 for longer periods of time than that of TR, and mean pH of HC was lower
compared with TR. Animals who received HC diet had four times more risk of
lameness than TR group; however, no effects of treatment were observed on the
incidence of diarrhea. These results indicate that feeding high NFC diets to dairy cows
for short periods of time may increase milk yield, but this would incur in negative

effects on animal health.

Finally, in the third and in the forth experiments two new strategies against acidosis
were tested: one in feedlot heifers (experiment 3) and another in dairy cows (experiment
4).

In the third study, physiological changes in rumen fermentation during acidosis
induction and its control using a multivalent polyclonal antibody preparation (PAP) in
heifers were studied. A completely randomized experiment was designed using 12
crossbred heifers (452 = 20 kg BW). Treatments were control (CTR) and PAP. The
acidosis induction protocol had 3 periods: 3 mo of 100% fescue hay feeding ad libitum,
10 d (from day 1 to 10 of the experiment) of adaptation to the treatment (100% forage
feeding + 10 mL/d of PAP top-dressed to the treatment group) and 5 d (from day 11 to
15 of the experiment) of transition that consisted of increasing 2.5 kg of concentrate per
day up to 12.5 kg, fescue ad libitum and 10 mL of PAP in the treatment group.
Concentrate feeding level at 12.5 kg per day was mantained until heifers developed
acidosis (from day 16 to 22 of the experiment). Acidosis was declared when rumen pH
reached 5.5 and(or) when concentrate intake decreased more than 50% compared with
the previous day. When an animal was considered acidotic it was changed to a 50:50
forage:concentrate diet, monitored for 4 d and taken out of the experiment. Animals not
declared in acidosis 12 d after the start of the transition (day 22 of the experiment) were
considered acidosis-resistant. Samples of ruminal fluid were collected at 0 and 6 h post
feeding. Only samples collected during adaptation to the treatment, 3 and 1 d prior to
acidosis, acidosis day, and 1 and 4 d after acidosis day were analyzed. After the feeding

challenge, acidosis was declared 5.25 + 0.17 d after the start of transition, during which
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83.3 and 50.0% of the animals entered in acidosis in CTR and PAP groups,
respectively. However, the fermentation profile of animals with acidosis was similar
between treatments. Heifers fed PAP had greater pH before feeding on days 16, 18 and
19 of the experiment compared with CTR. These results indicate that PAP may be
effective in controlling acidosis of heifers during a rapid transition to a high-concentrate
diet.

The objective of experiment 4 was to evaluate the effects of an amylase inhibitor
(acarbose) in dairy cows to control ruminal acidosis in a 2x2 cross-over design. Eight
Holstein cows fitted with a rumen cannula (BW = 622 + 54 kg, DIM = 183 + 67, 5
multiparous and 3 primiparous) were used to study animal metabolism and ruminal
fermentation. Treatments were: control (no additive, CTR) and acarbose (0.75 g/cow/d,
AMI). Animals were fed with a high-NFC partial mixed ration and concentrate during
milking. Animals were blood sampled to determine blood glucose, insulin, and urea
within the first hour after the morning feeding in 2 separate days in each period.
Samples of ruminal contents were collected during 3 d in each period at Oh, 4h and 8h
post feeding. Rumen pH was recorded electronically at 22-min intervals during 6 d in
each period. AMI group stayed less hours below pH = 5.6 and had greater daily average
pH compared with CTR group. AMI animals tended to have lower S. bovis to M.
elsdenii ratio than CTR. These results indicate that supplementing diets with acarbose to
dairy cattle fed high-NFC rations may be effective in reducing acidosis in lactating

cows with no negative effects on ruminal fermentation and animal metabolism.

Vi
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1. INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los rumiantes se alimentan principalmente a base de forrajes. Pero en las ultimas
décadas la produccion animal en general y, por lo tanto, también la de vacuno, se ha ido
intensificando. Este fendmeno se ha observado sobretodo en Norte América, Europa
occidental e Israel. El ejemplo més claro lo podemos observar en las vacas lecheras.
Mientras la tendencia general ha sido disminuir la cabafa lechera (Figura 1a), la
produccion media por vaca ha aumentado con los afios, siendo las producciones méas
altas en Israel y Estados Unidos (medias de mas de 9.000 kg/vaca/afio). En Espafa, la
produccion media por vaca se ha doblado en los ltimos veinticinco afios, pasando de
3.268 kg/vaca/afio en 1980 a 6.850 kg/vaca/afio en 2007, sobrepasando a partir del 2002

la media europea (Figura 1b).

Para incrementar la produccion animal es necesario aumentar el aporte de energia,
proteina, minerales y vitaminas. Para ello, es necesario adaptar los sistemas de
alimentacion, ya que el aporte exclusivo de forrajes no seria suficiente para cubrir las
necesidades del animal, teniendo en cuenta que la capacidad del rumen es limitada. Por
lo tanto, se ha optado por incrementar el contenido en carbohidratos no fibrosos (CNF),
es decir, cereales, en la racién (méas energia con menos volumen). Estos carbohidratos
son rapidamente fermentables y favorecen la produccién de &cidos grasos en el rumen,
con el consiguiente potencial descenso del pH, lo que incrementa el riesgo de acidosis
en el animal. Por ejemplo, en Espafia el cebo intensivo es el tipico sistema de engorde
de terneros, representando el 75% de los terneros sacrificados (Bacha, 2002). Este
sistema se basa en la administracion ad libitum de dietas con un 85-90% de
concentrados (ricos en cereales) y un 10-15% de paja de cebada o de trigo (Bacha,
2002). Una de las principales ventajas del sistema es una velocidad de crecimiento alta
la cual permite un ciclo de produccion relativamente corto (10-12 meses). Sin embargo,
las cantidades elevadas de concentrado administradas aumenta el riesgo de trastornos
digestivos, los cuales suponen el 30% de las bajas registradas durante el ciclo
productivo. Dentro de ellos, cabe citar como uno de los mas comunes la acidosis
ruminal, y aunque su afeccion tiene origen en el rumen, sus repercusiones afectan a todo
el individuo, llevando a unas pérdidas econdmicas importantes (Herndndez-Bermidez,
2002).
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Figura 1. Evolucion de la cabafia de vacas lecheras (a) y del rendimiento medio por vaca (b) en
Estados Unidos (EUA), Israel, Unién Europea (UE-27) y Espafia entre 1980 y 2007. Fuente:
FAOSTAT (http://faostat.fao.org).

Existen pocos estudios referentes a la incidencia y al coste de la acidosis ruminal. En
Europa, un estudio realizado en 18 explotaciones de vacas lecheras en Holanda observo
una prevalencia media del 13,7% de animales con acidosis, aunque cuatro de las granjas
presentaron una incidencia superior al 30% (Kleen, 2004. Figura 2). En Estados Unidos,
la incidencia de acidosis ruminal subclinica se sitda entre el 20 y el 40%. Oetzel y col.
(1999) encontraron una incidencia del 20% de acidosis subclinica en los animales
evaluados mediante ruminocentesis en 14 granjas de Wisconsin. Garret y col. (1997)
estudiaron la acidosis en 15 explotaciones de vacas lecheras de los Estados Unidos, y
encontraron valores de pH inferiores a 5,5 en el 19% de las vacas al inicio de lactacion y
en el 26% de las vacas en el pico de lactacion. Ademas, en un tercio de los rebafios la

incidencia era superior al 40%.
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En conjunto, la incidencia se sitla entre el 14% y el 30% (Tabla 1), y el coste
econdmico se estima alrededor de 1,12 ddlares por dia en vacas lecheras (Stone, 1999) y
de 9,40 a 20 ddlares por ternero en cebo (Schwartzkopf-Genswein y col., 2003; Stock y
Britton, 1993). Por lo tanto, si asumimos una incidencia similar, en Espafia
esperariamos unas pérdidas anuales en concepto de acidosis de 35 y 6 millones de euros
en vacas y terneros, respectivamente. Stone (1999) calculé el impacto econdémico de
reducir la incidencia de acidosis subclinica en una explotacién estadounidense como
respuesta a un cambio de racion y el consecuente aumento de pH ruminal. La
produccion de leche aument6 en 2,7 kg/dia y el contenido en grasa y proteina en 0,3 y
0,1 puntos de porcentaje, respectivamente. EI aumento de produccion y el cambio de
composicion resultaron en un aumento de los ingresos de 20.000 dolares/mes. El coste
econdmico asociado a la acidosis subclinica en el sector norteamericano se sitla
alrededor de 500 - 1.000 millones de délares anualmente. En Australia, se ha estimado
que el coste anual de la acidosis lactica en los cebaderos de terneros es superior a 9
millones de dolares (Shu y col., 1999).

Frecuencia de vacas por pH

GQGQ%%%%G%GQ%Q%QQ
PP LER PP PR PP RE L FASE

(N
,‘_:‘I’L

pH ruminal

Figura 2. Frecuencia del pH ruminal observado en el total de vacas examinadas: 27 vacas de las
197 (13,7%) presentaban un pH igual o inferior a 5,5, el pH minimo observado fue de 5,2 y el
méximo de 7,1. Fuente: Kleen (2004).
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Tabla 1. Estudios referentes a la incidencia de acidosis ruminal.

PAIS ACIDOSIS (%) ANIMAL REFERENCIA
Espafia 30,0 terneros Hernandez-Bermudez, 2002
Holanda 13,7 vacas Kleeny col., 2003
EUA 26,2 vacas Garret y col., 1997
EUA 19,3 vacas Oetzel y col., 1999

2. DEFINICION DE LA ACIDOSIS RUMINAL

La acidosis se define como una disminucién en el &lcali (base) en relacion al contenido
de &cido (iones hidrégeno), en un primer lugar en el rumen y, en estado mas avanzado,
en los distintos fluidos corporales (Stedman, 1982; citado por Owens y col., 1998). La
acidosis puede ir de subaguda a aguda y se ha relacionado con varios desordenes
secundarios, como laminitis, poliencefalomalacia, rumenitis y abscesos hepéaticos
(Brent, 1976).

3. ETIOLOGIA DE LA ACIDOSIS RUMINAL

3.1. Introduccién

La acidosis ruminal es un trastorno del rumen de origen alimentario que puede afectar
tanto a vacuno de engorde como a vacas lecheras (Oetzel, 2003a). Este proceso deriva
de una acumulacion excesiva de acidos grasos volatiles (AGV) en el rumen y de su
posterior absorcion hacia el torrente sanguineo (Huntington, 1988). Esta acumulacién
de AGV puede ser debida a diversos factores, los cuales se pueden agrupar en 3
categorias: 1) una ingestion excesiva de CNF, 2) una aportacion insuficiente de
sustancias tampon en el rumen, y 3) una inadecuada adaptacién a dietas altamente
fermentables (Oetzel, 2003b).

1. Ingestidn excesiva de CNF.

La ingestidn excesiva de CNF es una de las causas mas evidentes de la acidosis ruminal,

y deriva del interés que tienen los actuales sistemas productivos en alcanzar unos
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niveles de produccién altos. Para conseguirlo, es necesario aumentar los niveles de
energia en forma de carbohidratos, que a menudo van acompafados por deficiencias en
el contenido de fibra efectiva en la dieta (Oetzel, 2003b). Como resultado de la
fermentacion de estos sustratos se obtiene una alta concentracion de AGV en el rumen.
En realidad, la cantidad total de CNF ingeridos es, probablemente, mas importante que
su porcentaje en la dieta. Oetzel (2003a; Tabla 2) compard 2 estudios con 2 dietas
distintas, una para terneros de engorde y otra para vacas al inicio de lactacién, y observo
que las vacas lecheras recibian una dieta con un porcentaje mayor de forraje y de fibra
comparada con la de los terneros. Sin embargo, éstas tenian una mayor ingestion de
materia seca resultando, al final, en un consumo total de CNF similar entre los dos
grupos. Y, en consecuencia, los valores de pH registrados fueron similares entre las
vacas Y los terneros independientemente de la relacion forraje:concentrado. Por lo tanto,
la acidosis depende mas de la cantidad total de carbohidratos fermentables que de su

porcentaje.

Tabla 2. Comparacion de la dieta y del pH ruminal entre terneros de engorde y vacas en
lactacion. Fuente: Adaptado de Oetzel (2003a).

Parametros Terneros® Vacas lactantes”
Animales, peso (kg) 8 terneros Holstein, ~454 8 vacas Holstein, ~636
Estado productivo Crecimiento compensatorio Inicio de lactacion
Disefio experimental 2x2 disefio cross-over 4x4 disefio cuadrado latino
Media pH ruminal diario® 5,99 5,90

Forraje en la dieta, % 26,3 52,9

IMS®, kg/d 13,2 21,4

FND®, % 20,0 28,9

CNF', % 58,3 36,9

CNF, kg/d 7,70 6,50

® Datos adaptados de Prentice ycol. (2000).

® Datos adaptados de Oetzel y Nordlund (1998).

¢ El pH ruminal se midi6 1 vez por minuto con un electrodo ruminal y se hizo una media diaria.
¢ IMS = ingestién materia seca.

® FND = fibra neutro detergente.

"CNF =100 - %PB (proteina bruta) - %FND - %EE (extracto etéreo) - %cenizas.
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2. Aportacion insuficiente de sustancias tampon.

Los rumiantes poseen un complejo sistema para tamponar los acidos grasos producidos
durante la fermentacion ruminal. La capacidad tamponante del liquido ruminal depende
principalmente de la secrecion de saliva. La saliva es rica en sales minerales,
particularmente fosfato y bicarbonato (25-71y 91-125 meq/L secretados por la glandula
parotida, respectivamente), los que confieren la capacidad tamponante (Van Soest,
1982). Diariamente, los rumiantes secretan grandes cantidades de saliva. Por ejemplo,
una vaca adulta pude llegar a secretar mas de 200 litros de saliva al dia. No obstante, la
cantidad final producida depende de varios factores (Gonzélez 2005; Tabla 3), como por
ejemplo: el porcentaje de materia seca, forraje y fibra efectiva en la dieta, el tamafio de
particula, el nivel de ingestion, el tiempo de rumia, la osmolalidad del plasma, entre
otras.

Tabla 3. Factores que influyen en la produccion de saliva. Fuente: Adaptado de Gonzalez
(2005).

Produccidn de saliva Bibliografia
A MS*® del forraje de la dieta A Meyer y col., 1964
A Proporcion de forraje de la dieta A Putnam y col., 1966
. i Bailey, 1958
A Tamafio de las particulas en la dieta A
Putnamy col., 1966
A Nivel de ingestion A Putnamy col., 1966
A Osmolalidad del plasma v Carter y Grovum, 1990
Bailey y Balch, 1961
A Tiempo de rumia A
Erdman,1988
A FND efectiva A Allen, 1997

®MS = materia seca.

Algunos autores han estimado que la saliva puede neutralizar aproximadamente entre el
30 y el 50% del total de los AGV producidos en el rumen (Allen, 1997; Kay, 1966).
Allen (1997) calcul6 la capacidad tamponante de la saliva sobre los AGV producidos en
4 dietas teoricas. Observd que la capacidad tampon iba de 38.912 a 41.192 meg/d y la
cantidad de AGV producidos de 74.519 a 89.423. Este autor concluyd que la saliva
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producida por el animal tenia la capacidad de tamponar aproximadamente el 50% (46-
55%) del total de AGV producidos, a pesar de las diferencias entre dietas (Tabla 4).

Tabla 4. Prediccion de la produccion diaria de &cidos producidos de la fermentacion y
capacidad tampon de la saliva en 4 dietas distintas **. Fuente: Adaptado de Allen (1997).

DIETAS

A B C D
Degradacion ruminal MO, % 50 60 50 50
indice longitud particulas 2 2 1 2
FND del forraje, %MS 20 20 20 24
Tiempo masticacion total, min/d 622 622 462 659
Tiempo rumia, min/d 388 388 288 402
Tiempo comer, min/d 234 234 174 257
Flujo saliva, L/d 269 269 256 271
Capacidad tampon de la saliva, meg/d 40.888 40.888 38.912 41.192
AGV producidos, meg/d 74.519 89.423 74.519 74.519
Ratio® 0.55 0.46 0.52 0.55

#IMS = 22 kg/d, FND = 30% MS y MO (materia organica) = 91% MS.
® A = Dieta con digestibilidad moderada de MO y FND.

B = Dieta con mayor digestibilidad de la MO respecto la dieta A.

C = Dieta con menor tamafio de particula respecto la dieta A.

D = Dieta con mayor cantidad de FND respecto la dieta A.

¢ Ratio = Capacidad tampén de la saliva (meg/d)/AGV producidos (meg/d).

3. Adaptacion inadecuada a dietas altamente fermentables.

Una adaptacién inadecuada a dietas rdpidamente fermentables puede también ser causa
de acidosis. El mayor riesgo existe cuando se hace un cambio brusco al introducir
grandes cantidades de concentrado a animales que consumian una dieta forrajera, es
decir, cuando no existe adaptacion. Un periodo de transicién es necesario para la
adaptacion de las poblaciones microbianas y de las papilas ruminales.

11
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En primer lugar, es necesario un periodo de tiempo suficientemente largo que permita la
adaptacion de las poblaciones microbianas del rumen. El aumento de carbohidratos
rdpidamente fermentables en la dieta de los rumiantes favorece el crecimiento
bacteriano en el rumen. En consecuencia, incrementa la produccién de AGV por parte
de estas bacterias, llevando a una disminucion del pH ruminal (Figura 3). En estas
situaciones, la bacteria predominante es, a menudo, Streptococcus bovis (productora de
lactato), gracias a su capacidad de digerir almiddn y su tolerancia a condiciones acidas
(Hungate, 1966; Marounek y Bartos, 1987). Asimismo, los protozoos ciliados pueden
producir mas lactato y menos butirato o acetato cuando hay cantidades altas de
carbohidratos répidamente fermentables (Williams, 1986). La acumulacién de lactato
provoca un descenso importante del pH ruminal (< 5,0) debido al bajo pKa de éste (3,9)
comparado con el pKa de los AGV (4,7-4,9). Ademas, S. bovis es relativamente 4cido-
resistente y puede proliferar y continuar produciendo lactato a pH bajos, contribuyendo
a la caida del pH (Russell y Dombrowski, 1980), pudiendo llegar a la situacion de
acidosis ruminal. Al disminuir el pH, se produce un cambio paulatino de las bacterias
gram negativas predominantes en un rumen a pH fisiolégico a las bacterias gram
positivas S. bovis y lactobacilli. Finalmente, cuando se produce una mayor reduccion
del pH se inhibe también el crecimiento de S. bovis pasando a ser un monocultivo de
lactobacilos (Figura 4; Nocek, 1997). El ritmo de cambio de poblaciones depende de
distintos factores, estando muy relacionado al incremento de sustratos altamente
fermentables, pudiendo llegar a producirse en 24 horas (Dawson y Allison, 1988). Este
ritmo de cambios es importante, por ejemplo, en las bacterias relacionadas con el
metabolismo del lactato, ya que la tasa de crecimiento de las bacterias utilizadoras de
lactato es mas baja que la de las bacterias productoras de lactato. Por lo tanto, el
aumento brusco de los carbohidratos en una dieta conduce al desarrollo répido de las
bacterias productoras de 4cido lactico mientras que las bacterias utilizadoras de &cido
lactico requieren més tiempo. Esta falta de sincronizacion conlleva a un desequilibrio
microbiano entre las bacterias productoras y las utilizadoras de lactato (Oetzel, 2003b)
que conduce a la acumulacion de &cido lactico. Pero si se permite un periodo de
adaptacion suficiente para que las poblaciones formadoras (S. bovis) y las utilizadoras
(ej. Megasphaera elsdenii, Selenomonas ruminantium spp. lactilytica) de lactato se
equilibren, y el lactato producido se metabolice al mismo tiempo, la concentracion de
acido lactico en el contenido ruminal es muy baja (Dehority y Orpin, 1988). En este
sentido, algunos estudios microbiolégicos sugieren un tiempo alrededor de 10-21 dias
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para adaptar las poblaciones microbianas (Warner, 1962; Mackie y Gilchrist, 1979),

aunque otros autores han observado que a los 21 dias todavia no se han estabilizado
(Grubb y Dehority, 1975).
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Concentracion de &cidos grasos volatiles en
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Figura 3. Relacion entre pH y concentracion de &cidos grasos volatiles en el rumen. Fuente:
Russell (2002).

f Carbohidratos rapidamente fermentables

f Tasa crecimiento (todas las bacterias)

—» ¥S. bovis

VFA
pH<5.0 4Lactobacilli *‘/
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l Tasa crecimiento (muchas bacterias) /
\ 4 Tasa crecimiento (S. bovis)
vDOH /
g Y 4 Acido
lactico
Estasis

Absorcion de D y L- lactato

Acidosis metabolica

Figura 4. Eventos asociados con la aparicion de la acidosis aguda. Fuente: Adpatado Nocek

(1997).
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El lactato tiene dos isomeros, el L-lactato y el D-lactato. Las enzimas que oxidan al
primero (L-lactato deshidrogenasa) estan ampliamente distribuidas en el citosol de los
tejidos animales. En cambio, el D-lactato tiene que atravesar primero la membrana
mitocondrial antes de poder ser oxidado por la enzima D-2-hidoxido-acido
deshidrogenasa, se degrada mas lentamente y, consecuentemente, se considera mas
toxico. A un pH de 6,0 la proporcion del isdmero D-lactato representa el 20% del total
del lactato producido en el rumen. En cambio, a un pH < 5,0 puede llegar a representar
el 50% (Dawson y Allison, 1988). Es decir, cuando el pH ruminal es bajo, no sélo se
produce mas &cido lactico, sino que este es mas dificil de metabolizar y, como

consecuencia, se acumula.

En segundo lugar, también es conveniente una adaptacion progresiva a una dieta
altamente fermentable para permitir el crecimiento de la longitud de las papilas
ruminales, puesto que la tasa de absorcion de AGV esté positivamente correlacionada
con el &rea superficial de las papilas, la cual se ve afectada por la dieta (Dirksen y col.,
1985). Si el tiempo de adaptacion no es suficiente, las papilas no se alargan de manera
apropiada, y el pH ruminal puede descender, no por el exceso de produccion de AGV,
sino por la incapacidad del rumen para absorberlos. El area de absorcion de las papilas
puede llegar a aumentar de 10mm? a 60mm? cuando estan expuestas a raciones altas en
concentrado, pero este proceso puede llevar de cuatro a seis semanas (Nordlund, 2003).
La estimulacion provocada por los diferentes AGV no es la misma, siendo el butirato el
acido con mayor efecto estimulador de las papilas ruminales seguido por el propionato
(Heinrichs, 2005). Sin embargo, Reynolds y col. (2004) observaron otro efecto en las
papilas ruminales al introducir concentrado en la dieta; por un lado, el nimero de
papilas aumentd, pero su anchura y superficie disminuyd, resultando en la misma

superficie total de absorcion que en el grupo control.

3.2. Papel de Streptococcus bovis, Megasphaera elsdenii y Selenomonas

ruminantium en el desarrollo de la acidosis lactica

Streptococcus bovis es una bacteria que normalmente se encuentra en bajo nimero en el
rumen (Mantovani y Russell, 2001), pero su nimero puede aumentar rapidamente si se
cambia bruscamente la dieta del animal de forrajera a concentrada. Esta bacteria tiene
una actividad amilasa muy elevada, crece rapidamente y puede desplazar al resto de
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bacterias cuando la dieta es rica en almidon. Ademas, S. bovis produce acetato, formato
y etanol cuando las concentraciones de carbohidratos en la dieta son bajas, pero cuando
la disponibilidad de hidratos de carbono altamente fermentables es elevada, tiene una
fermentacién homolactica, debido a la inhibicion de la piruvato formato liasa a pH
acidos (Figura 5). El lactato es un acido mas fuerte (menor pKa) que los AGV, y su
acumulacion causa un descenso marcado del pH ruminal (Slyter, 1976). Ademas, S.
bovis se caracteriza por ser &cido-resistente (Hungate, 1966; Marounek y Bartos, 1987).
Lo que confiere a S. bovis tolerancia al &cido es el hecho de que esta bacteria es capaz
de disminuir el pH intracelular al disminuir el pH extracelular, pero siempre
manteniéndose por encima de éste. Por lo tanto, S. bovis mantiene un pequefio gradiente
de pH a través de la membrana celular, lo que permite prevenir la acumulacion

intracelular de aniones (Russell y Wilson, 1996).

PRINCIPALES BACTERIAS INVOLUCRADAS EN LA PRODUCCION Y LA
UTILIZACION DEL LACTATO

1 2

PIRUVATO —— LACTATO ~— PROPIONATO

-

! Streptococcus bovis
2 Megasphaera elsdenii y Selenomonas ruminantium spp. lactilytica

Figura 5. Principales bacterias involucradas en la produccion y la utilizacion del lactato.

Por otra parte, las especies utilizadoras de lactato, como pueden ser M. elsdenii o S.
ruminantium spp. lactilytica, pueden reducir el riesgo de acidosis convirtiendo parte del
lactato a acetato y propionato (Figura 5). Megasphaera elsdenii es una bacteria gram
negativa que se encuentra principalmente en el rumen de animales jovenes (Hobson y
col., 1958) y en animales que reciben raciones altas en concentrado, en los que la
produccion de lactato asume particular importancia. Esta bacteria contribuye un 74 +
13% a la fermentacion del lactato, aunque esta influenciada por el tipo de dieta
administrada y por el animal (Counotte y col., 1981 y 1983). Ademas, su actividad no

estd sujeta a la represion por parte de la glucosa o maltosa, y su contribucion al
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catabolismo del lactato incrementa como respuesta a la administracién de carbohidratos
solubles, los cuales si que reprimen la funcion de Selenomonas y otras bacterias
utilizadoras de lactato (Counotte y col., 1981). Sin embargo, el crecimiento de M.
elsdenii es més lento que el de S. bovis. Por lo tanto, en las primeras fases de un cambio
de dieta de forrajera a concentrada existe un riesgo de acidosis por un desequilibrio de
nimero entre ambas. Ademas, M. elsdenii y S. ruminantium no crecen bien a pH
inferiores a 5,6, por lo que en situaciones mas extremas de acidosis desaparecen, y
permiten la acumulacion de lactico y la reduccién del pH.

4. TIPOS DE ACIDOSIS RUMINAL

Segln la severidad de la acidosis, basdndonos en el pH ruminal, el tipo de éacido
responsable de la bajada del pH, y la presencia o no de signos clinicos, se pueden
diferenciar dos tipos de acidosis ruminal: aguda y subclinica (Nagaraja y Titgemeyer,
2007).

4.1. Acidosis ruminal aguda

El ganado vacuno puede desarrollar una acidosis ruminal aguda cuando es sometido a
un cambio brusco de dieta forrajera a concentrada. Esta indigestion puede explicarse en
buena medida por el sobrecrecimiento de S. bovis.

La acidosis aguda se caracteriza por un pH ruminal muy reducido (< 5,0), un aumento
importante en la concentracion de acido lactico, un aumento de la concentracion de
AGV y una disminucion de la poblacion de protozoos (Nocek, 1997). Si la acumulacion
de lactato es muy elevada, los animales pueden morir por hemoconcentracion y acidosis
metabdlica, a consecuencia del desplazamiento del agua del torrente sanguineo al rumen
para compensar el equilibrio ionico. El diagnéstico de la acidosis clinica tiene lugar
cuando se determina un pH sanguineo inferior a 7,35, aunque muchas veces se utilizan
como rutina otros sintomas clinicos indicadores de acidosis en un animal, como puede
ser: pH ruminal bajo (< 5,2), anorexia, oscilaciones en la ingesta de materia seca,
diarrea y letargia (Owens y col., 1998).
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4.2. Acidosis ruminal subclinica

Este tipo de acidosis es un desorden de la fermentacion ruminal no agudo. En la
literatura no hay consenso en la nomenclatura: acidosis ruminal subclinica, subaguda o
cronica (Kleen y col., 2003). La acidosis ruminal subclinica es consecuencia de la
administracion continuada de dietas ricas en carbohidratos altamente fermentables y
pobres en componentes fibrosos, que resulta en una elevada produccion de AGV. Se
caracteriza por caidas intermitentes del pH ruminal a niveles no fisiologicos (entre 5,2 'y
5,6) durante varias horas post-alimentacion, pero el pH se recupera a los valores
normales en cada ciclo de alimentacién. Estas bajadas sucesivas de pH ruminal alteran
la fermentacion pero no llegan a provocar sintomatologia clinica al animal. Sin
embargo, la ingestion de alimento y la produccion de los animales se reducen y/o son
irregulares (Owens y col., 1998), lo que ocasiona pérdidas econémicas. Ademas, el
rendimiento de los animales también se puede ver afectado por varios problemas
sanitarios asociados a este proceso, como son la laminits, la rumenitis y los abscesos
hepaticos (Nocek, 1997; Kleen y col., 2003). Estos problemas no solamente tienen

importancia econémica, sino que ademas comprometen el bienestar animal.

5. PREVENCION Y CONTROL DE LA ACIDOSIS RUMINAL

5.1. Introduccién

Los factores susceptibles de ser modificados con el fin de reducir la incidencia de
acidosis clinica o subclinica se muestran en la Tabla 5. Estos factores se agrupan,
principalmente, en tres bloques: a) composicién de la dieta, b) manejo de los animales

y, ¢) aditivos.

a) Composicion de la dieta.

La composicién de la dieta tiene un papel muy importante en el riesgo de acidosis,
principalmente por lo que hace referencia al nivel de concentrado y de fibra efectiva.
La intensificacion de la produccion en los altimos afios, ha llevado a un aumento en
la inclusion de CNF y una disminucion de la fibra en las raciones con el objetivo de
aumentar el aporte energético de los animales. EI NRC (2001) propone que los
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niveles de CNF no deberia sobrepasar el 35-45%, y recomienda un minimo de fibra
neutro detergente entre 27-33% (de la cual un 70-80% tiene que provenir de
forrajes), para asegurar una buena estimulacion de la masticacion y la rumia, y
evitar la aparicidn de trastornos digestivos. Sin embargo, los estudios referentes a
los niveles de inclusion de CNF en las raciones presentan resultados muy

heterogéneos (Tabla 6), por lo tanto, es dificil determinar cuél es su nivel éptimo.

Ademas, también son importantes el tipo de grano y el tipo de conservacién o
procesado. Hay cereales que predisponen mas a la acidosis que otros, dependiendo
de su estructura quimica, que determinara el perfil y velocidad de su fermentacién
(Figura 6). También, tanto los procesados térmicos como las moliendas finas
aumentan, en general, el riesgo de acidosis porque aumentan la velocidad de
fermentacién del almidén. Asimismo, los ensilados predisponen més a la acidosis
que los henos, ya que aportan una carga adicional de &cido en el rumen y tienen un
tipo de fibra més fragil.
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Tabla 5. Factores susceptibles de ser modificados con el fin de reducir la incidencia de acidosis clinica o subclinica. Fuente: Adaptado de Owens y col.

(1998).
Esacla de riesgo Impacto
Factor Bajo Alto In vitro In vivo Feedlot
Manejo
Caracter del ganado Tranquilo/Docil Asustadizo ? ? Moderado
Tamarfio comida Pequefio Grande Fuerte Fuerte Fuerte
Acceso a la comida Limitado llimitado Fuerte Fuerte Limitado
Composicion dieta
Nivel de concentrado 0% 100% Fuerte Fuerte Fuerte
Grano Maiz, Sorgo Trigo Fuerte Fuerte Fuerte
Procesado del grano Entero Procesado Fuerte Fuerte Fuerte
Tipo de alimento No fermentado Fermentado Débil ? ?
Balance cationes-aniones Acido Bésico Débil ? ?
Aditivos
lont6foros Presencia Ausencia Fuerte Fuerte Fuerte
Bicarbonato Presencia Nada Débil Débil Débil
Grasa Mas del 8% Nada Débil Negativo Nada
Probidticos Lactobacilli Nada Moderado Poco ?
Estimulantes protozoarios Presencia Ausencia Fuerte Fuerte ?
Nivel de proteina Alto Bajo Débil Débil ?
Tiamina Suplementacion Nada Débil Débil ?
Virginiamicina Presencia Ausencia Fuerte Fuerte Moderado
Malato/Fumarato Presencia Ausencia Fuerte Moderado Débil
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Tabla 6. Efecto del aumento de los carbohidratos no fibrosos en la racion (%) de vacas lecheras
sobre la ingestion, la produccion y la composicion de leche, la digestibilidad del almidén (DA)
y el pH ruminal.

CNF IMS Leche GB? PB leche DA
(%) (kg/d)  (kg/d) leche (%) (%) (%)

Referencias

Batajoo y Shaver, 1994 24-42 1 = = 1 ! !
Beckman y Weiss, 2005 40-48 = = ! = ! =
Harmison y col., 1997 39-48 1 = = = = -
Minor y col., 1998 42-47 = 1 ! 1 - -
Rabelo y col., 2003 41-47 = = = = - l
Sarwar y col., 1992 21-32 = = = 1 - =
Schwab y col., 2006 30-40 = 1 ! = = =
Sievert y Shaver, 1993a 36-42 = = = = - =
Sievert y Shaver, 1993b  35-42 1 = ! = - !

°GB = grasa bruta.

6T + 140
. * +120¢
5.5 7 +100 2
+80 8
5 + =
= . +60
45 | * . 140 8
+20 <

4 1 * 1 1 1 1 0
Pulpa Sorgo Maiz Pulpa Trigo Cebada
remolacha citricos

O pH o Acido lactico (mM)

Figura 6. Concentraciones de acido lactico y pH después de 12 h de fermentacién in vitro de
varias materias primas. Fuente: Cullen y col. (1986).

20



Capitulo 1

b) Manejo de los animales.

El manejo de los animales y el de su alimentacion pueden influir en el pH ruminal
final. Por un lado, cabe destacar el caracter de los animales, si existe 0 no
competencia entre ellos, la accesibilidad a los comederos (ad libitum o no), y el

namero y el tamafio de las comidas.

La frecuencia de alimentacion tiene un impacto importante sobre el pH ruminal. Es
recomendable ofrecer la racion a los animales en varias tomas al dia, ya que se ha
observado que aumentar la frecuencia de alimentacion disminuye el riesgo de
acidosis (Kaufmann, 1976; French y Kennelly, 1990. Figura 7). Se considera que 2
veces al dia es suficiente si se utilizan dietas totalmente mezcladas, en caso
contrario, se recomienda ir alternando las tomas de concentrado con las de forraje
(Bach, 2002). Sin embargo, algunos autores no han constatado cambios (Bunting y
col., 1987), e incluso, algunos estudios han observado efectos contrarios, es decir,
cuando incrementaban la frecuencia de alimentacion el pH ruminal medio
disminuia, aunque las fluctuaciones de pH fueran mas pequefias (Sutton y col.,
1986; Yang y Varga, 1989).

T.0

6.5

6.0

pH ruminal

5.5

5.0 H T T T T LI Ll !

Hora del dia

Figura 7. Efecto de la frecuencia de alimentacion sobre el pH ruminal: 2 veces al dia (--0--) y
12 veces al dia (—m—). Fuente: French y Kennelly (1990).

21



Revision Bibliogréfica

Ademas, para hacer un cambio de racion de forrajera a concentrada a los animales,
es recomendable hacerlo de forma progresiva, para permitir el crecimiento de las
bacterias utilizadoras de &cido lactico y el desarrollo de las papilas ruminales, ya que
una adaptacion inadecuada a dietas rapidamente fermentables puede también ser
causa de acidosis. En primer lugar, es necesario un periodo de tiempo
suficientemente largo que permita la adaptacion de las poblaciones microbianas del
rumen. La tasa de crecimiento de las bacterias utilizadoras de lactato es mas baja
que la de las bacterias productoras de lactato, lo que puede llevar a un desequilibrio
en el metabolismo del lactato resultando en acidosis ruminal. Por lo tanto, es
conveniente evitar el aumento brusco de los carbohidratos en una dieta, con el fin
de impedir un desequilibrio microbiano entre las bacterias productoras y las
utilizadoras de lactato (Oetzel, 2003b). En este sentido, estudios microbioldgicos
sugieren un tiempo alrededor de 10-21 dias para adaptar las poblaciones
microbianas (Warner, 1962; Mackie y Gilchrist, 1979), aunque como hemos visto
anteriormente no siempre es suficiente (Grubb y Dehority, 1975); y los niveles de
concentrado deberian aumentarse progresivamente en intervalos de 5-7 dias
(Nordlund, 2003). En segundo lugar, también es conveniente una transicion
progresiva a una dieta altamente fermentable para permitir el crecimiento de la
longitud de las papilas ruminales, puesto que la tasa de absorcion de AGV esta
positivamente correlacionada con el area superficial de las papilas, la cual se ve
afectada por la dieta (Dirksen y col., 1985). Si el tiempo de adaptacion no es el
suficiente, las papilas no se desarrollan de manera apropiada, y el pH ruminal puede
descender, no por el exceso de produccion de AGV, sino por la incapacidad del
rumen para absorberlos. El area de absorcién de las papilas puede llegar a aumentar
de 10mm* a 60mm? cuando estan expuestas a raciones altas en concentrado, pero
este proceso puede llevar de cuatro a seis semanas (Nordlund, 2003). La
estimulacion provocada por los diferentes AGV no es el mismo, siendo el butirato el
acido con mayor efecto estimulador de las papilas ruminales seguido por el
propionato (Heinrichs, 2005). Sin embargo, Reynolds y col. (2004) observaron otro
efecto en las papilas ruminales al introducir concentrado en la dieta; por un lado, el
namero de papilas aumentd, pero su anchura y superficie disminuyd, resultando en

la misma superficie total de absorcion que en el grupo control.

c) Aditivos.
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Existen gran variedad de aditivos para proteger a los animales de la acidosis
ruminal: ion6foros, sustancias tampon, alcalinizantes, acidos orgénicos, plantas y
sus extractos, probidticos, prebidticos e inmunizacion. A continuacion se describen

con mas detalle cada uno de ellos.

5.2. Aditivos usados para la prevencion de la acidosis

5.2.1. Sustancias tampon

El concepto de afiadir sustancias tampon en el rumen nace en la década de los cincuenta
(Wheeler y col., 1980). Un tampon es una sustancia que tiene la capacidad de aumentar
la cantidad de iones hidrogeno necesaria para disminuir el pH de una solucion, es decir,
aporta una resistencia al cambio de pH. El més utilizado en produccién animal es el
bicarbonato. Se recomienda usarlo a niveles alrededor del 1% en base a MS (Sauvant y
col., 2006).

Se han realizado muchos estudios de incorporacion de bicarbonato en la dieta de
rumiantes. Varios autores han documentado aumentos en el pH ruminal cuando se
administraba el bicarbonato sédico, aunque los resultados son inconsistentes (Tabla 7).
En una revision reciente de 81 experiencias en vacas lecheras usando tampones, Meschy
y col. (2004) observaron un aumento medio de 0,12 + 0,19 unidades en el pH ruminal.
Asimismo, en la revision realizada por Erdman (1988), se observé que en 10 estudios
realizados en vacas lecheras con unas dietas que contenian menos del 30% de forraje
(13,5% fibra &cido detergente, FAD) y un nivel de inclusion de bicarbonato alrededor
del 2,48% MS, el pH ruminal aumenté de media 0,22 unidades en los grupos que
recibieron el bicarbonato comparando con los grupos control (6,53 vs. 6,31,
respectivamente). En cambio, la respuesta del bicarbonato no fue tan positiva en
raciones con mas del 30% de forraje. Asimismo, se analizo el efecto del bicarbonato en
varios tipos de forraje, y se observé que el efecto del bicarbonato era mayor en dietas a
base de ensilado de maiz que en dietas con heno de alfalfa. Ademas de ver efectos
sobre el pH, se observo que la inclusién de bicarbonato en vacas lecheras aumenta el
porcentaje de grasa en la leche entre 0,3 - 0,4 unidades, que se relaciona con el aumento
de la ratio acetato:propionato. La Figura 8 muestra la efectividad del bicarbonato de
sodio en aumentar el porcentaje de grasa de la leche segun el nivel de FAD de la racion.
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Tabla 7. Efecto sobre el pH de la inclusidn de bicarbonato de sodio (B) versus el control (C) en

varios estudios.

Estudios Animal % inclusion C B P-valor®
Erdmany col., 1980 vacas 1,50 6,46 6,52 NS
Russell y col., 1980 terneros 0,90 6,60 6,70 NS
Erdman y col., 1982 vacas 1,00 6,17 6,43 NS
Boerner y col., 1987 terneros - 5,50 5,60 <0,05
Erdman, 1988 vacas 2,48 6,31 6,53 <0,05
Ghorbani y col., 1989 vacas 1,00 6,06 6,24 <0,05
Zinn, 1991 terneros 0,75 5,87 6,23 <0,05
Paton, 2005 terneros 0,70 5,97 5,89 NS

*NS = no significativo (P > 0,05).
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Figura 8. Interaccion del contenido de fibra acido detergente (FAD, %) en la dieta y de la
ingestion de bicarbonato sédico (o: 0 g/d, o: 150 g/d, A: 300 g/d, *: 450 g/d) sobre ¢l contenido

de grasa en la leche (%). Fuente: Erdman (1988).
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Los efectos del bicarbonato son mayores con menores cantidades de FAD. Por ejemplo,
afiadir 44 g de bicarbonato de sodio equivale a aumentar un 1% de FAD en la racion.
Ademas, este autor observé una relacion lineal positiva entre el pH ruminal y el
contenido en FAD de la dieta (pH = 5,34 + 0,056 * FAD%, R? = 0,30). Esto sugiere que
la fibra de la dieta se podria considerar como un “equivalente-tamponante”, porque al
aumentar la cantidad de FAD de la dieta disminuye la digestibilidad de esta dieta y, en
consecuencia, el pH ruminal final es mayor. Por lo tanto, se concluye que los tampones

son mas efectivos en dietas altas en concentrado que en dietas forrajeras.

Existen varias teorias del modo de accion del bicarbonato. Por un lado, existe la teoria
mas tradicional, basada en el efecto tamponante por protonizacion y eliminacion del
dioxido de carbono en exceso. Por ejemplo, el bicarbonato de sodio tiene una capacidad
tedrica de consumo de H* de 12,2 meg/g. Conforme progresa la fermentacion ruminal,
los &cidos que se producen en el rumen consumiran bicarbonato para producir agua y

dioxido de carbono, mediante la siguiente reaccion:
HCO;3; + H & H,CO; = CO, + H,O

El mecanismo de accidon depende de la cantidad de CO; disponible en el rumen. A
menor cantidad de CO, mayor capacidad tampon se consigue en el medio ruminal, ya
que la ecuacion anterior se desplaza hacia la derecha. EI CO, soluble en el rumen pasa a
formar parte del gas ruminal, y el equilibrio de esta reaccion se mantiene en los
rumiantes eliminando el exceso de CO; a través de la eructacion. La cantidad de CO; en
el liquido ruminal depende de la presién parcial de CO, (pCO,) en la fraccion gaseosa
del rumen. EI pH del rumen puede explicarse mediante la ecuacién de Henderson-
Hasselbalch (Kohn y Dunlap, 1998):

pH rumen = 7,74 + log ([HCOs3-]/pCOy,)

Kohn y Dunlap (1998) estudiaron el efecto de afiadir 3,36 g/L de bicarbonato de sodio
en un medio equilibrado a pCO, de 0,7 atm y 37 °C (Tabla 8). Los resultados muestran
que afiadir bicarbonato aumenta el pH, y que el efecto es mayor a pH mas bajos. Russell
y Chow (1993) criticaron esta teoria e indicaron que la inclusion de bicarbonato en el
medio ruminal tiene poco impacto sobre el pH ya que el rumen esta saturado de CO,, y
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proponen otra teoria. Estos autores argumentan que la inclusién de sales tamponantes
aumenta el consumo de agua, lo que se traduce en un aumento del ritmo de paso de la
fraccion liquida. Los CNF son altamente solubles y se encuentran mayoritariamente en
la fraccion liquida, por lo tanto, también aumenta el flujo de éstos desde el rumen al
intestino. En consecuencia, los CNF no son fermentados en el rumen, disminuye la
produccion de propionato, aumenta la proporcion de acetato y, en consecuencia,
aumenta el pH en el rumen. Asi, los bicarbonatos serian méas beneficiosos para los

animales que reciben raciones concentradas que forrajeras.

Tabla 8. Efecto de la adicion de bicarbonato de sodio (3,36 g/L) sobre el pH. Fuente: Kohn 'y
Dunlap (1998).

Efectos de la adicion de NaHCO;,

pH inicial [HCO3-]" esperada pH esperado pH observado®
7,0 0,167 7,12 7,05
6,5 0,080 6,80 6,85
6,0 0,530 6,62 6,64
55 0,044 6,54 6,52
50 0,041 6,51 6,58

'Concentracion de iones en moles por litro.

2Error estandar = 0,024, n = 3.

5.2.2. lonéforos

Durante las Gltimas décadas, los antibioticos ion6foros han sido una de las estrategias
mas utilizadas en produccion animal para la modificacion de la fermentacién ruminal
con el fin de mejorar la eficiencia de utilizacion de los alimentos. Los aditivos
alimentarios antibioticos se clasifican generalmente dentro del grupo de sustancias
utilizadas como promotores del crecimiento, siendo la monensina uno de las mas
estudiados. La monensina, como antibidtico ionéforo que es, es altamente lipofilica y
tiene propiedades antibacterianas que resultan de su capacidad de transportar cationes a
través de su membrana celular (Bergen y Bates, 1984). Esta tiene alta selectividad por el
sodio (Na*), pero también es capaz de translocar potasio (K*) y protones (H") (Russell y
Strobel, 1989).
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En el rumen, el Na* es el cation predominante en el medio extracelular, mientras que la
concentracion de K* es cuatro o cinco veces menor, aunque éste sea el cation
predominante en el medio intracelular. En presencia de monensina, ésta se solubiliza en
la membrana celular y debido al alto gradiente de potasio se observa un movimiento de
iones K" al medio extracelular y una entada a la célula de iones H”, lo que conlleva a
una disminucién del pH intracelular. La actividad ATPasa es insuficiente para mantener
un pH intracelular alcalino. Una vez el pH se ha revertido, la monensina transporta Na*
al interior de la célula y H™ al exterior (Russell y Strobel, 1989. Figura 9). La primera
reaccion se da a mas velocidad que la segunda, por lo tanto la muerte celular suele darse
por acidificacion del citoplasma (Guffanti y col., 1979), aunque también por el desgaste
de ATP (Russell y Strobel, 1989), asi como por la disminucion de la capacidad de

division por falta de potasio para la sintesis de proteina (Davis y col., 1984).

Extracelular Intracelular
(alto Na*, bajo K") (alto K", bajo Na")
ATP
H™ < H < ,
ADP + P
H* = —_—
M
K+ < K+
Na'— - - o o - - - - _l___5 Na*
M
H <+------ R et H <«— Y

Figura 9. Esquema del mecanismo de accion de la monensina sobre las bacterias gram-

positivas ruminales. Fuente: Adaptado de Russell (1987).

Las bacterias gram negativas son, en general, resistentes a los ionéforos, ya que poseen
una membrana externa de lipolisacaridos en la pared que les proporciona una superficie
de proteccion hidrofilica que actla de barrera de moléculas de gran tamafio o lipofilicas,
como es el caso de la monensina (Nikaido, 1994). Por el contrario, la monensina es muy
efectiva frente a bacterias gram positivas debido a la falta de esa membrana exterior
protectora (Figura 10). Estudios in vivo (Nagaraja y col., 1982; Plaizier y col., 2000) e
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in vitro (Dennis y col., 1981; Tung y Kung, 1993) indican que la monensina ayuda a
mantener el pH ruminal inhibiendo la proliferacién de S. bovis y Lactobacillus sp.,
bacterias gram positivas y principales productoras de &cido lactico. Al mismo tiempo,
M. elsdenii y S. ruminantium spp. lactilytica, bacterias gram negativas utilizadoras de
acido lactico para convertirlo en acetato y propionato, son resistentes a la monensina
(Dennis y col., 1981; Nagaraja y Taylor, 1987). Nagaraja y col. (1982) realizaron un
estudio de induccion de acidosis en terneros canulados a los que se les administro
monensina. La induccién de acidosis se realizd6 mediante un ayuno de 24 h seguido por
una infusion intraruminal de glucosa (12,5 g/kg peso vivo - PV), y el antibi6tico (1,3
mg/kg PV) fue administrado juntamente con la solucion de glucosa. Los animales
tratados presentaron un pH ruminal superior y una concentracién de lactato inferior
comparados con el grupo control (P < 0,01). El recuento de S. bovis y Lactobacillus
incremento progresivamente después de la administracion de glucosa, pero el nimero se
redujo en los animales tratados con monensina. No se observaron diferencias entre
tratamientos en el nimero de bacterias utilizadoras de lactato (Tabla 9). Por lo tanto, las
diferencias de sensibilidad entre las bacterias productoras y las utilizadoras de lactato
ante la monensina, resultan en una disminucion del lactato ruminal, lo que conlleva un
incremento en el pH ruminal, siendo una herramienta eficaz contra la acidosis ruminal
(Russell y Strobel, 1989). Sin embargo, existen estudios que no han observado cambios
en el pH ruminal con el uso de monensina (Mutsvangwa y col., 2002; Osborne y col.,
2004). Algunos autores han constatado que algunas bacterias gram-positivas pueden
hacerse resistentes a la monensina, como por ejemplo, alguna cepa de S. bovis (Dawson
y Boling, 1987; Callaway y col., 1999). Como consecuencia, actualmente no estd muy
clara su efectividad contra las bacterias productoras de lactato.

No obstante, la monensina presenta también otro modo de accidén que ayuda a controlar
la acidosis. Se ha observado que la monensina modula la ingesta de alimento,
reduciendo la variacion en los patrones de ingesta, lo que resulta en una reduccién de las
variaciones del pH ruminal (Baile y col., 1979; Stock y col., 1995; Erickson y col.,
2003).

El 1 de enero de 2006 entrdé en vigor la normativa europea que prohibe el uso de
antibiéticos como promotores del crecimiento (Directiva 1831/2003/EC). Por lo tanto,

es necesaria la busqueda de nuevas alternativas, en Europa.
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Figura 10. Morfologia de la pared celular de bacterias gram-positivas (a) y gram-negativas (b).
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Tabla 9. Efectos de la administracion de monensina (1,3 mg/Kg PV) sobre el pH, lactato, conteo de colonias de Streptococcus bovis, Lactobacillus sp. y
bacterias utilizadoras de lactato en liquido ruminal de vacuno inducido a acidosis lactica®. Fuente: Adaptado de Nagaraja y col. (1982).

L(+) Lactato D(-) Lactato Streptococcus bovis Lactobacillus sp. Bacterias utilizadoras

pH (mg/dL) (mg/dL) (x 10%/mL) (x 10%/mL) lactato (x 10%/mL)

Hora Control Monensina Control Monensina  Control Monensina  Control Monensina  Control  Monensina  Control  Monensina

0 6,98 6,94 7,5 6,5 8,6 6,5 0,015 0,005 0,42 0,21 0,89 0,71
4 4,97 5,65 222,8 57,2 42,4 33,3 6,8 0,6 21,2 2,6 13,5 10,4
8 4,33 5,18 406,8 105,3 91,8 40,2 12,0 0,9 82,3 11,5 110,8 34,5
12 4,13 4,82 486,5 119,0 151,8 47,6 2,1 2,1 16,7 6,6 17,3 25,3

? La acidosis fue inducida con la administracion intraruminal de glucosa (12,5 g/kg PV).
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5.2.3. Alcalinizantes

Las sustancias alcalinizantes son una alternativa para la prevencién de la acidosis
ruminal ya que aumentan el pH de una solucién, aunque no tienen la capacidad de
mantener una solucién a un pH constante. EI més destacado en alimentacién de
rumiantes es el éxido de magnesio (MgO). Le Ruyet y Tucker (1992) estudiaron el
efecto de varios tampones y alcalinizantes sobre el pH de liquido ruminal a lo largo de
48 h de incubacion, y observaron que MgO aumentaba el pH del rumen, aunque su
efecto no era inmediato, observando su méaximo después de 24 h de incubacion, eso es
debido a su baja velocidad de disolucion (Figura 11). Ademas, otro efecto positivo de
este compuesto es que al ser rico en magnesio, actia mejorando la digestibilidad de la
fibra al ser un cofactor de las celulasas (Bach, 2002). El principal problema de la
suplementacion con magnesio es la baja palatabilidad, por lo que los niveles
recomendables no son muy altos para no dar descensos en la ingestion de alimentos, y

se recomienda su inclusién alrededor del 0,3 - 0,4% (en base a MS).

7571

pH ruminal

~o 12 24 36 48
Tiempo incubacion (h)

Figura 11. Efecto de distintos tipos de tampones y alcalinizantes (7,1 g aditivo/L) sobre el pH
en liquido ruminal durante 48 h de incubacion (A: control, m: bicarbonato sodico, o:
sesquicarbonato natural sédico, o: mezcla de tampones, ®: Oxido de magnesio). Efectos
significativos (P < 0,05): en cada tiempo de muestreo, a: control versus aditivo, b: tampones
sodicos versus otros aditivos, c: mezcla de tampones versus 6xido de magnesio Fuente: Le
Ruyet y Tucker (1992).
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Cuando el 6xido de magnesio se usa en combinacion con el bicarbonato, sus efectos son
aditivos (Erdman y col., 1980, 1982), ya que el alcalinizante puede aumentar el pH,
pero tiene el inconveniente de que no lo puede mantener. En cambio, el bicarbonato es
una muy eficaz en mantener el pH pero no mucho para aumentarlo. Por lo tanto, una
buena alternativa es usarlos conjuntamente para crear sinergia entre ambos, y se
recomienda la combinacion de bicarbonato y de MgO de 3 a 1, respectivamente (Bach,
2002).

5.2.4. Acidos organicos

Algunos &cidos organicos (AO) han demostrado tener un efecto positivo en la
fermentacion ruminal, y en particular para disminuir la acumulacion de 4cido lactico y
aumentar el pH ruminal. Los AO estan presentes de forma natural en tejidos bioldgicos,
ya que son productos intermedios de algunos ciclos metabolicos. En los rumiantes, se
utilizan &cidos dicarboxilicos (aspartico, fumérico y malico), los cuales son
intermediarios de la via succinica, por la cual el piruvato se transforma en propionato,
evitando la formacién de lactato (Figura 12). Cuando se utilizan como aditivos, los
acidos pueden ser administrados como tales, pero al ser liquidos corrosivos su manejo
es problematico; por ello, resulta més conveniente la utilizacion encapsulados o de sus
sales, que son solidas y més faciles de manipular y dosificar (Caja y col., 2003; Wallace
y col., 2006).

Ce . Lo~
e Ce -C5-C5-Cs -
-Cs -Cs -

Alimento

CHO

Piruvato (C3)
-
]/ﬁ

Malonil- CoA
Propionil-CoA

Snecinate +
Succinil-CoA = Propionato

Figura 12. Esquema de la formacion y metabolismo de los &cidos organicos en el rumen.
Fuente: Caja y col. (2003).
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El modo de accién de los AO no se conoce totalmente. En monogastricos se han
observado modificaciones de la microflora gastrointestinal. Los estudios realizados en
rumiantes se encuentran a partir de la década de los noventa y la mayoria se han llevado

a cabo in vitro.

Estudios in vitro han observado que la adicién de aspartato, fumarato y malato
estimulaban la utilizacion de lactato y la sintesis del propionato por parte de S.
ruminantium, multiplicando por dos su crecimiento (Nisbet y Martin, 1990). Linehan y
col. (1978) hipotetizaron que los acidos dicarboxilicos estimulaban el crecimiento de S.
ruminantium en presencia de lactato porque compensan la deficiencia de oxalacetato
asociado a la gluconeogénesis. Por un lado, el fumarato y el malato se usan
directamente como precursores del oxalacetato y, por otro lado, el aspartato lo puede
reemplazar en la sintesis de glucosa. Asimismo, S. ruminantium no puede fermentar
lactato en presencia de H,, pero si que puede fermentar aspartato, fumarato y malato,
disminuyendo finalmente la cantidad de H, y asi pudiendo fermentar el lactato (Martin,
1998). La administracion de AO en las raciones de los animales podria disminuir las
concentraciones de acido lactico en el rumen, y asi evitar los descensos acusados de pH
y los problemas de acidosis. Otros experimentos también observaron una disminucion
de las concentraciones de lactato y un aumento de los valores de pH (Ldpez y col.,
1999; Martin y col., 1999; Carro y Ranilla, 2003. Figura 13).

pH L-Lactato (mg/L)
6.4 250
200 1
6.3 - O Control
B Malato (4 mM)
= 150 B Malato (7 mM)
6.2 - = Malato (10 mM)
= 100 H
6.1 =
= 50
6 = (] T
Maiz Cebada Trigo Sorgo Maiz Cebada Trigo

Figura 13. Efectos de la adicion de malato sobre el pH y el L-Lactato en condiciones ruminales
in vitro. Fuente: Adaptado de Carro y Ranilla (2003).
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Los estudios realizados in vivo con AO en vacuno se limitan al malato y no son muy
abundantes. En un estudio de 4 terneros canulados realizado por Montafio y col. (1999)
se suplementd una dieta de 77% de copos de avena con 80 g de &cido malico por animal
y dia, y después de 13 dias de adaptacion se hizo una infusién ruminal de glucosa y se
observd la respuesta de los animales. La adicion de &cido malico incrementé el pH
ruminal 2 horas post-infusién de glucosa comparado con el grupo control (5,95 y 5,78,
respectivamente). Martin y col. (1999) estudiaron el efecto de varias dosis de malato (0,
27, 54 y 80 g/animal/dia) en 4 terneros canulados que recibian una dieta 80%
concentrado (75% maiz y 25% trigo). Al analizar el pH ruminal y los productos de
fermentacién a lo largo del dia, el pH ruminal (P < 0,05) y el acetato (P < 0,10)
incrementaron al aumentar la cantidad de malato, mientras que los AGV totales
tendieron a disminuir (Tabla 10). En vacas lecheras los resultados productivos son
heterogéneos. Sniffen y col. (2006) estudiaron el efecto del malato (0 vs. 50 g/d) en 40
vacas lecheras Holstein. Los animales tratados registraron un aumento en la produccion
de leche (39,3 vs. 37,6 + 0,5 kg/d), y en la cantidad de proteina (1,21 vs. 1,15 + 0,02
kg/d) y lactosa (1,90 vs. 1,82 + 0,03 kg/d) sintetizadas por dia comparado con el grupo

Tabla 10. Efecto del DL-malato sobre el pH ruminal y productos finales de fermentacion en

terneros alimentados con una dieta alta en concentrado. Fuente: Martin y col. (1999).

Dosis DL-malato (g/animal/d)

Parametro 0 27 54 80 ESM
pH® 5,77 6,01 6,07 6,15 0,05
Acetato, mM " 51,3 52,8 53,2 53,7 0,86
Propionato, mM 34,9 31,9 32,7 30,2 2,04
Butirato, mM 9,70 10,7 9,90 11,5 1,04
AGYV totales, mM " 159,7 152,5 152,3 1477 3,16
Acetato:Propionato 1,58 1,78 1,70 1,84 0,14
L-lactato, mg/L 14,5 16,9 16,8 16,5 1,64

*Efecto lineal del DL-malato (P < 0,05).

"Efecto lineal del DL-malato (P < 0,10).
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control. Devant y Bach (2004) también registraron aumentos en la produccion de leche
administrando 84 g malato/d, sin observar cambios en la composicion de la leche. Sin
embargo, algunos autores no han encontrado diferencias productivas (Kung y col.,
1982; Vicini y col., 2003). Devant y Bach (2004) registraron mayor ingesta de
concentrado en los animales que recibieron malato, sin ver cambios en el pH ruminal.
En consecuencia, estos autores sugieren que el malato puede ser efectivo en la

prevencion de la acidosis ruminal en vacas lecheras.

5.2.5. Plantas y extractos de plantas

Las plantas sintetizan una amplia variedad de compuestos orgénicos derivados del
metabolismo secundario que parecen no tener una funcion directa, los Illamados
metabolitos secundarios. Durante afios se pensd que estos compuestos eran productos de
desecho del metabolismo primario (Balandrin y Klocke, 1985; Curtin y col., 1991),
aunque mas tarde se ha visto que son responsables del olor, color y sabor de las plantas,
y a menudo, de las propiedades antimicrobianas frente a gran variedad de
microorganismos (Gershenzon y Croteau, 1991). Debido a sus propiedades
antimicrobianas, parecen ser una alternativa natural a los antibidticos para ser usados en
produccion animal. Estos metabolitos son dificiles de clasificar, aunque generalmente se
pueden agrupar en: saponinas, taninos y aceites esenciales (mayoritariamente terpenos y

fenilpropanos).

Las saponinas son compuestos vegetales caracterizados desde el punto de vista
estructural por presentar una genina policiclica con una estructura esferoidal
(tipicamente C27) o triptenoide (C30) adherida a una unidad de carbohidrato enlaces
glicosidos y/o ester entre una genina poco polar y restos glucidicos. Su nombre proviene
del latin “sapo” que significa jabon, porque se caracterizan por formar espuma en
soluciones acuosas. Sin duda, uno de los extractos mas estudiados como aditivo

alimentario en rumiantes es una saponina (Yucca shidigera).
El término tanino proviene del inglés “tanning” que significa “curtido” ya que

originalmente esta sustancia se utilizaba para curtir pieles. Estos extractos son

polimeros polifendlicos producidos en las plantas, los cuales se pueden clasificar en dos
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grupos: taninos hidrolizables (presentes en piel de las plantas y agallas de las plantas) y
taninos condensados (presentes en forrajes, especialmente en leguminosas). Algunos
estudios han observado efectos beneficiosos de administrar concentraciones medias de
taninos condensados en rumiantes, como por ejemplo, disminuir el timpanismo en
terneros en pastoreo (Min y col., 2006. Figura 14). Sin embargo, los taninos a
concentraciones altas pueden ser toxicos y/o tener efectos antinutricionales sobre el

animal (Barry y Duncan, 1984; Min y col., 2003).

Un aceite esencial es la mezcla de metabolitos secundarios que se obtiene al aislar la
fraccion volatil de la mayoria de plantas, mediante destilacion o extraccion con
disolventes organicos (Gershenzon y Croteau, 1991). Muchos estudios han evidenciado
efectos positivos de estos compuestos, como pueden ser propiedades antioxidantes,
antisepticas y antimicrobianas. Gran parte de los componentes antimicrobiales de las
plantas se localizan en la fraccion de los aceites esenciales (Beuchat, 1994; Calsamiglia
y col., 2007). Referente a su utilizacion en la produccion de rumiantes, estudios in vitro
han indicado que el aceite de ajo, el cinamaldehido (componente mayoritario del aceite
de canela), el eugenol (componente activo del clavo), la capsaicina (componente activo
del pimentdn), y el anetol (componente activo del aceite de anis), entre otros, pueden
mejorar el perfil fermentativo, incrementando la produccion de propionato y reduciendo

la de acetato o metano (Calsamiglia y col., 2007).

—e— 0% TC IMS
—m— 1% TC IMS

1040 4 o 2% TC IMS

9otermercs tinpanizados

Estado vegetativo Estado reproductivo

Figura 14. Efecto de los taninos condensados (TC) sobre el timpanismo en terneros que reciben
trigo en pastura durante distintos estadios de crecimiento. Fuente: Win y col. (2006).
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El principal mecanismo de accion de estos compuestos se centra en la membrana
citoplasmatica, ya que los hidrocarburos ciclicos (mayoria de terpenos y fenilpropanos)
son capaces de interactuar con la bicapa lipidica de las bacterias y desestabilizarla
(Sikkema y col., 1994; Griffin y col., 1999). En consecuencia, son mas activos frente a
bacterias gram positivas que frente a las gram negativas (Smith-Palmer y col., 1998,
Chao y Young, 2000), ya que muchos de los componentes de los aceites esenciales son
lipofilicos y no pueden atravesar la membrana externa de los organismos gram
negativos. Sin embargo, algunas moléculas hidrofébicas de bajo peso molecular pueden
atravesarla lentamente a través de proteinas de membrana (Griffin y col., 1999; Dorman
y Deans, 2000), como es el caso del cinamaldehido, timol y carvacrol (Helander y col.,
1998). Ademas, algunas sustancias pueden causar coagulacién de componentes
citoplasmaticos (Burt, 2004), e interactuar con moléculas activas como es el caso de las
enzimas (Juven y col., 1994) o con acidos nucleicos (Prescott y col., 2004).

Los trabajos publicados en los Gltimos afios han estudiado el efecto de gran cantidad de
plantas y sus extractos sobre la fermentacion ruminal. La gran complejidad y
heterogeneidad de estos compuestos conlleva a una gran variedad en su respuesta
(Calsamiglia y col., 2007). La mayoria de los efectos no tienen relacion con la acidosis
ruminal, y ademas existen estudios in vitro con saponinas de Y. shidigera utilizando
raciones altas en concentrados con resultados contradictorios. Por un lado, los
resultados observados por Wang y col. (1999) en un cultivo mixto de bacterias
sugirieron que el extracto de yuca estimulaba las bacterias utilizadoras de almidén,
mientras que impedian la actividad de bacterias involucradas en la degradacion de la
fibra. Al contrario, Wallace y col. (1994) observaron que la adicion de 1% (v/v) de Y.
shidigera en cultivos puros reducian el crecimiento de S. bovis sin afectar a S.
ruminantium (Figura 15). Asimismo, Wang y col. (2000) observaron que la adicion de
250 pg de la saponina esteroidal de Y. shidigera reducia el crecimiento de S. bovis,
Ruminobacter amylophilus y Prevotella bryantii, y estimulaba el de S. ruminantium.
Por lo tanto, estos Ultimos estudios apoyan la teoria de que las saponinas pueden
prevenir la acidosis ruminal, disminuyendo la principal bacteria productora de acido
lactico y en uno de los casos aumentar una bacteria utilizadora de lactico, previniendo
asi la acumulacion de lactato. Sin embargo, debido a sus propiedades espumantes, la
adicion de saponinas en la dieta podria favorecer la aparicion de timpanismo (Cheeke,
1996).
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Figura 15. Influencia del extracto de Yucca shidigera en el crecimiento de Streptococcus bovis
en cultivo puro. Simbolos: o, control; e, 1% extracto de Y. shidigera. Fuente: Wallace y col.
(1994).

5.2.6. Prebidticos y probioticos

En primer lugar, es importante diferenciar entre prebidtico y probidtico, ya que a
menudo se utilizan estos términos errGneamente. Por un lado, un prebidtico es “un
ingrediente no digestible que afecta positivamente al hospedador estimulando el
crecimiento y/o la actividad de una o pocas bacterias beneficiosas propias de la flora
gastrointestinal del hospedador” (Gibson y Roberfroid, 1995). Ademas, para que un
ingrediente sea clasificado como prebidtico tiene que cumplir los requisitos siguientes:
a) no ser hidrolizable ni absorbido en el tracto gastrointestinal superior, b) ser un
sustrato selectivo para una o pocas bacterias beneficiosas en el colon, estimulando su
crecimiento y/o actividad y c) alterar la microflora del colon hacia una composicién méas
saludable (Collins y Gibson, 1999). Y, por otro lado, un probiotico es “un suplemento
alimentario que contiene microorganismos vivos, los cuales pueden mejorar las
propiedades de la flora intestinal” (Fuller, 1989). La confusion existe a menudo, por
ejemplo, en aquellas mezclas que contienen cultivos de microorganismos en las cuales
no se garantiza la supervivencia de los mismos, o que contienen “prebidticos” que si son

degradables, etc., resultando estos productos dificiles de clasificar. Como se puede
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observar, estas definiciones tienen su origen claramente en humana y, por lo tanto, seria
necesario adaptarlos en produccion animal, especialmente en los rumiantes, donde
mayoritariamente el mecanismo de accidn de estas sustancia se desarrolla en el tracto
gastrointestinal anterior y no en el colon. Por consiguiente, seria de utilidad proponer
algun término para englobar a todas esas sustancias. En este apartado de la tesis estan
incluidos algunos aditivos que desde un punto de vista purista no estarian bien
clasificados.

En la mayoria de estudios con prebidticos y probio6ticos en rumiantes se han observado
efectos positivos, como por ejemplo: incrementando la ganancia media diaria (GMD)
en terneros, aumentando la produccion de leche en vacas, mejorando la salud en
terneros jovenes, etc. (Krehbiel y col., 2003). Sin embargo, también existen estudios en
los que no se observa ningun efecto (Raeth-Knight y col., 2007). Entre los grupos de
sustancias mas utilizadas en rumiantes destacan las levaduras, los hongos, y las

bacterias utilizadoras y productoras de lactato.

5.2.6.1. Levaduras

En las Gltimas décadas se han introducido las levaduras como aditivo en la produccion
de rumiantes. En este apartado se incluyen levaduras vivas, muertas, componentes de su
pared, contenidos celulares y medios de cultivo enriquecidos con minerales. Las
levaduras son hongos unicelulares que se pueden clasificar en 2 grupos: aerobios
estrictos y facultativos, siendo estos ultimos los usados como aditivos alimentarios en
animales. La especie mas utilizada es Saccharomyces cerevisiae. Para explicar los
mecanismos de accion es necesario distinguir entre levaduras vivas y cultivos de

levaduras (no se asegura su viabilidad).

Existen varios trabajos y revisiones acerca de los efectos de la inclusion de levaduras
vivas en la racion de rumiantes, y se han descrito varios mecanismos de accion
(Newbold y col., 1996; Chaucheyras-Durand y col., 2008). Por un lado, resulta en un
incremento en el nimero total de microorganismos, el cual se explica por un aporte de
nutrientes (principalmente malato, ademas de aminoacidos, vitaminas B, etc.) por parte
de las levaduras, y al consumo del oxigeno para su respiracion. Este medio mas rico en

nutrientes y a la vez méas anaerdbico, propicia el aumento de bacterias celuloliticas
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como Fibrobacter succinogenes y Ruminococcus albus, el de bacterias utilizadoras de
acido lactico (Nisbet y Martin, 1991; Newbold y col., 1996, 1998. Figura 16), y el de
hongos celuloliticos (Neocallimastix frontalis; Chaucheyras y col., 1995). Ademas, las
levaduras disminuyen la concentracion de lactato: por un lado, parecen estimular la
utilizacion de lactato por parte de S. ruminantium y de M. elsdenii (Chaucheyras y col.,
1996; Callaway y Martin, 1997) resultando en un aumento de propionato (Lila y col.,
2004), y por otro lado, disminuyen la produccién de lactato por parte de S. bovis, ya que
las levaduras compiten con esta bacteria por la glucosa (Chaucheyras y col., 1996). La
disminucidén en la acumulacion de acido lactico incrementa el pH ruminal, favoreciendo
aun més el crecimiento de las bacterias celuloliticas y, con ello, la digestion de la fibra,
la ingestion de MS y la produccién de los animales (Dawson y col., 1990; Yoon y Stern,
1995; Lila y col., 2004). Recientemente, Bach y col. (2007) realizaron un estudio
administrando un producto con levaduras vivas a tres vacas lactantes, y observaron un
aumento del pH ruminal en los animales tratados, como también una disminucion del
intervalo entre comidas. En este trabajo los autores sugieren que el cambio en el patron
de ingesta podria explicar el aumento del pH observado. Sin embargo, otros estudios
con mas animales serian necesarios para validar esta hipétesis. La Figura 17 muestra un

esquema del modo de accion de las levaduras (Yoon y Stern, 1995).

SC viva
B SC muerta

Utilizacién de lactato
nmol/mg/min

O P N W b~ OO

0 x1 Xx2,5 x5 x10

Dosis

Figura 16. Utilizacion del lactato por parte de Selenomonas ruminantium, comparando cultivos
de Saccharomyces cerevisiae (SC) con levaduras vivas y muertas. Fuente: Nisbet y Martin
(1991).
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El mecanismo de accién de los cultivos de levaduras no se basa en los efectos de la

levadura como organismo vivo, Yy es debido a su alto contenido en nutrientes

(betaglucanos, nucleétidos, acidos orgéanicos, aminodcidos y/o vitaminas). Por

consiguiente, se ha observado que estimulan el crecimiento de bacterias celuloliticas y

de bacterias utilizadoras del acido lactico, con el consiguiente descenso de lactato en el
medio (Nisbet y Martin, 1991; Callaway y Martin, 1997).

LEVADURAS

A 4

Utilizan O,

A 4

A 4

Aportan nutrientes

(&c. Dicarboxilicos, Vit. B, AA)

v *~.| Estimulan crecimiento de
S. ruminantium y M.elsdenii

Medio mas anaerdbico

A 4

Estimula consumo de acido lactico

1 Propionato

\ 4
TpH

A 4

Estimulan las bacterias fibroliticas

A 4

1 Digestion fibra

Y
1 Consumo MS

A 4

1 Produccion

Figura 17. Esquema de los efectos de las levaduras (Saccharomyces cerevisiae) en el medio

ruminal. Fuente: Adaptado de Yoon y Stern (1995).
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5.2.6.2. Hongos

En la alimentacién para rumiantes se puede usar algunos hongos. En concreto,
Aspergillus oryzae se encuentra en muchas de las mezclas de “prebioticos-probioticos”.
Estos aditivos contienen cierta cantidad del hongo, medio de cultivo y subproductos de
la fermentacidn, sin garantizar la supervivencia de los microorganismos. Su mecanismo
de accion consiste en estimular la actividad fibrolitica del rumen, principalmente
mediante la estimulacién del hongo fibrolitico N. frontalis (Welch y col., 1996; Schmidt
y col., 2004), ya que este hongo interviene en la “solubilizacién” de la fibra para hacerla
mas accesible a las bacterias (Orpin, 1977; Bauchop, 1979; Wood y col., 1986).
Algunos autores sefialan que al aumentar la digestion de la fibra también se incrementa
la produccion de AGV. Por ejemplo, Beharka y col. (1991) constataron que la
administracion de extracto de fermentacion de A. oryzae a terneras en crecimiento

aumentaba la concentracion total de AGV a partir de la 42 semana de edad (Figura 18).

140

B Control
B 05 g/d

E31 g/d

AGV totales, mM

E233 g/d

Semanas edad

Figura 18. Efectos de la administracion de extractos de fermentacion de Aspergillus oryzae en
terneras en crecimiento sobre la produccion total de acidos grasos volatiles (AGV). Fuente:
Beharka y col. (1991).

Ademas, varios estudios en los que se ha administrado A. oryzae, se ha observado una
estimulacion de bacterias utilizadoras de lactato como S. ruminantium y/o M. elsdenii,
debido a su aporte de nutrientes (Nisbet y Martin, 1990; Waldrip y Martin, 1993;
Beharka y Nagaraja, 1998. Figura 19). En consecuencia, la administracion de este

hongo disminuiria la acumulacion de lactato y aumentaria el pH ruminal favoreciendo el
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crecimiento de las bacterias fibroliticas, actuando de forma similar que las levaduras
(Yoon y Stern, 1995). Sin embargo, pocos estudios han confirmado el incremento de pH

ruminal (Beharka y col., 1991).

0 10 20 40 60 100

Extracto de Aspergillus oryzae, uL/mL

Utilizacion de lactato,
nmol/mg/min

O P N W & 01 O N ©

Figura 19. Efecto de Aspergillus oryzae sobre la utilizacion de lactato por parte de
Megasphaera elsdenii. Fuente: Adaptado de Waldrip y Martin (1993).

5.2.6.3. Bacterias utilizadoras de lactato

En los altimos afios, se han realizado estudios in vivo e in vitro inoculando bacterias
utilizadoras de lactato en liquido ruminal, concretamente de M. elsdenii (Kung y
Hession, 1995; Klieve y col., 2003). Esta estrategia tiene como objetivo prevenir la
acidosis ruminal disminuyendo la acumulacion de acido lactico mediante el aumento de
su metabolizacién por parte de M. elsdenii, la principal bacteria utilizadora de lactato
(Counotte y col., 1981). Kung y Hession (1995) inocularon M. elsdenii en cultivos in
vitro de liquido ruminal de terneros. Utilizaron sustratos rapidamente fermentables y 3
tratamientos (0, 8,7 x 10° y 8,7 x 10° ufc M. elsdenii/mL). Estos autores observaron una
reduccion de la caida del pH y de la concentracion de lactato durante la fermentacion en

los cultivos tratados (Figura 20).
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Figura 20. Efecto de la inoculacién de Megasphaera elsdenii en cultivos ruminales sobre el pH,
el D-lactato y el L-lactato (o: cultivo control; A: cultivo con M. elsdenii 8,7 x 10° ufc/mL; m:
cultivo con M. elsdenii 8,7 x 10° ufc/mL). Fuente: Kung y Hession (1995).

En 1995 se realizd un estudio in vivo inoculando bacterias utilizadoras de lactato en
ovejas sometidas a un cambio brusco de dieta concentrada (Wiryawan y Brooker, 1995).
Un grupo de animales fueron inoculados previamente en el rumen con 1 x 10° ufc de S.
ruminantium subsp. lactilytica (JDB201), otro grupo con una mezcla de 1 x 10° ufc de
S. ruminantium subsp. lactilytica (JDB201) y de 1 x 10° ufc de M. elsdenii (JDB301), y
el resto de los animales fueron el grupo control. EI grupo control tuvo pH inferiores a
5,0, concentraciones de &cido lactico superiores a 100 mM y sintomas de acidosis
evidentes. Los animales inoculados s6lo con S. ruminantium spp. lactilytica
estabilizaron el pH entre 6,3 y 6,5 y no se detect6 lactato en el rumen hasta las 24 h,
mientras que el grupo inoculado con ambas bacterias fue capaz de mantener el pH
estable durante 4 dias. Asimismo, Klieve y col. (2003) realizaron un estudio con 10
terneros, a la mitad de los cuales se les inoculd M. elsdenii YE34 (5,5 x 10** ufc) y
Butyrivibrio fibrisolvens YE44 (3 x 10" ufc). Los animales recibian una dieta forrajera,
y el dia 7 del experimento se les someti6 a un cambio brusco de dieta forrajera a
concentrada. El dia 8 se realiz6 la inoculacion de las bacterias en el rumen. Los
animales no inoculados tardaron entre 5y 7 dias mas para conseguir establecer una
poblacion de M. elsdenii comparable en nimero con los animales inoculados (Figura
21). La inoculacién tiene la ventaja de poder proteger a los animales de la acidosis en el
momento de riesgo, por ejemplo, en un cambio brusco de alimentacién, pero es poco

practico.
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Equivalentes M. elsdenii/ mL

Dia

Figura 21. Densidad ruminal de Megasphaera elsdenii. Tratamientos: animales inoculados con
M. elsdenii 5,5 x 10" ufc (e), animales no inoculados (o). La linea discontinua indica el primer
dia de administracion de concentrado. La flecha indica el dia de inoculacién. Fuente: Klieve y
col. (2003).

En consecuencia, la inoculacién de bacterias utilizadoras de lactato podria ser una buena
alternativa frente a la prevencion de la acidosis, aunque son necesarios mas estudios

para corroborarlo.

5.2.6.3. Bacterias productoras de lactato

Algunas bacterias productoras de &cido lactico se han utilizado como probidtico en
rumiantes, y se ha observado que pueden disminuir el riesgo de acidosis ruminal. No
obstante, muchos de los estudios realizados han utilizado estas bacterias en
combinacion con otras sustancias, principalmente levaduras (Ghorbani y col., 2002;
Nocek y col., 2002; Nocek y Kautz, 2006) y, por consiguiente, al presentar un efecto
confundido no se han considerado en este apartado. Nocek y col. (2000) administraron
una mezcla de Enterococcus faecium y Lactobacillus plantarum a vacas lecheras, y
observaron un mayor pH minimo diario y una menor &rea debajo de la curva de pH por
debajo de 5,5 en los animales inoculados comparando con el control. Aunque todavia no
esta claro su modo de accion, posiblemente la presencia de méas cantidad de bacterias
productoras de lactato con el consiguiente aumento de acido lactico en el medio

ruminal, estimulan la adaptacion de la microflora ruminal, proliferando las bacterias

45



Revision Bibliogréfica

utilizadoras de lactato. Sin embargo, Beauchemin y col. (2003) realizaron un estudio
administrando Enterococcus faecium en terneros de engorde adaptados a una dieta
concentrada y, contrariamente a lo esperado, la Unica diferencia observada fue un menor
pH ruminal minimo en el grupo tratamiento respecto el control (5,03 y 5,15,
respectivamente). Estos autores atribuyeron esta falta de resultados en este experimento
a la severa acidosis que padecian los animales comparada con la de otros estudios

anteriores.

5.2.7. Inmunizacion

En la ultima década, han aparecido varios estudios relacionados con la inhibicién,
mediante vacunacion de los animales, de bacterias involucradas en el desarrollo de la
acidosis ruminal. Shu y col. (1999) realizaron el primer estudio de inmunizacion contra
S. bovis y Lactobacillus (principales bacterias productoras de acido lactico) en terneros
Hereford de 1 afio de edad. El experimento consistié en vacunar a la mitad de los
animales intramuscularmente mediante 5 dosis (de 5 mL cada una) en los dias 0, 30, 44,
59 y 73 de la prueba. Los animales permanecieron alimentados con una dieta 100%
forrajera hasta el dia 90, cuando se produjo el cambio a una dieta con 90% concentrado.
Los niveles de anticuerpos (Figura 22) contra S. bovis y Lactobacillus detectados en
suero y saliva fueron muy bajos en todos los animales antes de la inmunizacion (dia 0) y
en el grupo control durante todo el experimento. En el grupo de animales inmunizados,
la concentracion de anticuerpos en suero fue significativamente superior a partir del dia
44 y 59 en el caso de S. bovis y Lactobacillus, respectivamente, llegando a niveles
maximos el dia 90. Por otro lado, los niveles de los anticuerpos en saliva fueron
significativamente superiores desde el dia 44 hasta al final del experimento
(exceptuando el dia 90 y 91 para S. bovis y Lactobacillus, respectivamente). La
concentracion de lactato fue significativamente menor en el segundo dia del cambio de
dieta en el grupo de los animales vacunados comparados con el control (Figura 23). Al
mismo tiempo, en el grupo tratamiento se observaron menores recuentos de S. bovis
(3,69 vs. 5,68 + 0,36 logio ufc/mL) y Lactobacillus (6,33 vs. 8,23 + 0,40 logio ufc/mL)

en el rumen en el dia 90 y 92, respectivamente, respecto al grupo control.

Gill y col. (2000) realizaron un estudio inmunizando carneros merinos de 2 afios contra

S. bovis. Se utilizaron 20 animales repartidos en 4 grupos: control, inmunizados con
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bacteria viva, e inmunizados con bacteria muerta con y sin adyuvante. Los carneros se
vacunaron intramuscularmente en los dias 0, 28, 42 y 56 del experimento. Los animales
recibieron una dieta 100% forrajera hasta el dia 62, cuando se produjo el cambio a una
dieta concentrada. Los animales inmunizados con bacteria viva presentaron una ingesta
de alimento mayor en el dia 64, un pH ruminal mayor y una concentracion de lactato
menor comparando con el grupo control y los grupos de carneros inmunizados con
bacteria muerta (Tabla 11). Todos los grupos de animales inmunizados presentaron
menor severidad de las diarreas observadas en el periodo posterior al cambio de dieta
respecto al grupo control (Figura 24).

Concentracion anticuerpo contra S. Concentracion anticuerpo contra S.
bovis en suero (Unidades/mL) bovis en saliva (Unidades/mL)
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Figura 22. Concentraciones de anticuerpos contra Streptococcus bovis y Lactobacillus en suero
y saliva de terneros inmunizados contra estas bacterias y en animales control. Las barras

verticales representan el error estandar de la media. Fuente: Shuy col. (1999).
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Figura 23. Concentracion de lactato 24 h después del cambio de dieta forrajera a concentrada
en animales vacunados contra Streptococcus bovis y Lactobacillus y en animales control. o, L-
lactato; m, D-lactato. Las barras verticales representan el error estandar de la media. *P < 0,05.
Fuente: Shu y col. (1999).

Tabla 11. Efecto del cambio de dieta forrajera a concentrada sobre el pH y la concentracion de
lactato en carneros no inmunizados contra Streptococcus bovis (Control), inmunizados con
bacteria viva y adyuvante (Viva + A), bacteria muerta con adyuvante (Muerta + A), bacteria
muerta sin adyuvante (Muerta). Fuente: Gill y col. (2000).

Control Viva+ A Muerta + A Muerta

Dial Media DE? Media DE Media DE Media DE

" 2 728 026 722 047 7,04 030 711 0,36
4 502 031 622 013 538 025 509 0,22

L-Lactato 2 1,04 158 098 124  ND® - ND -

(mmolll) 4  152° 856 2,89 217 ND - ND -

'Dia: Dia post-administracion de concentrado.
’DE: desviacion estandar.
*ND: no determinado.

48



Capitulo 1

Indice diarrea

Dia

Figura 24. Efecto del cambio de dieta forrajera a concentrada sobre el indice de diarreas en
carneros no inmunizados contra Streptococcus bovis (—o—), inmunizados con vacuna con
bacteria viva y adyuvante (—e—), bacteria muerta con adyuvante (—0—), bacteria muerta sin

adyuvante (—A—). Las barras verticales representan la desviacion estandar de la media. *P <

0,05; **P < 0,01 (tratamiento vs. control). Fuente: Gill y col. (2000).

En un estudio realizado por Shu y col. (2000) se compararon 2 vias de administracion
de la vacuna contra S. bovis en carneros: intramuscular (IM) e intraperitoneal (IP). La
concentracion de anticuerpos en la saliva fue superior en los animales del grupo IM que
en los del grupo IP en el dia 75 (224 y 103 + 30 unidades/mL, respectivamente) y 77
(238 y 124 + 67 unidades/mL, respectivamente). Asimismo, el nivel de ingestion y el
pH ruminal fueron superiores en los animales vacunados IM que en los vacunados IP
(Figura 25). En consecuencia, los resultados indican mayor respuesta con la via de
administracion IM comparada con la IP.

Por lo tanto, los estudios referentes a la vacunacion frente bacterias productoras de
lactato indican que disminuyen el riesgo de acidosis en rumiantes. Por un lado,
aumentan la ingestion y el pH ruminal de los animales y, por otro lado, disminuyen la
severidad de diarreas, la acumulacion de lactato y el nimero de bacterias productoras de
lactico en el medio ruminal. EI mecanismo de accion por el que la inmunizacion reduce

la acidosis lactica probablemente esté relacionada con la unién de los anticuerpos con
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Figura 25. Efecto de la via de administracion de una vacuna contra Streptococcus bovis sobre la
ingestion diaria y el pH ruminal en carneros (IM: intramuscular; IP: intraperitoneal). Fuente:
Shu y col. (2000).

los microorganismos (Mathison y col., 1984; Gnanasampanthan, 1993), la cual reduce
su crecimiento y/o interfiere en sus funciones bioldgicas criticas. Gnanasampantham
(1993) sugiri6 que era necesario inducir una respuesta de anticuerpos especifica en la
saliva para controlar los microorganismos ruminales, porque el rumen por si solo tiene
muy poca respuesta inmune ya que el epitelio no es glandular y sus paredes son muy
queratinizadas (Dobson y col., 1956). Ademas, la saliva puede aportar una gran cantidad
de anticuerpos en el rumen puesto que mas del 70% del agua del rumen proviene de la
saliva (Church, 1988).

Recientemente, también es posible la inmunizacidn pasiva, que consiste en administrar
a los animales un aditivo en la dieta que contiene anticuerpos contra bacterias ruminales
involucradas en el proceso de la acidosis ruminal. Estos anticuerpos se obtienen de
huevos de gallinas previamente inmunizadas. Las inmunoglobulinas aviares son una
buena alternativa para usarlas como aditivo alimentario al ser resistentes al calor, a la
digestion &cida y a la proteolisis (Shimizu y col., 1988). DiLorenzo y col. (2006)
realizaron una prueba con 17 terneros cruzados alimentados con una dieta alta en
concentrado. En primer lugar, evaluaron la administracion durante 14 dias de varias
dosis de una preparacion de anticuerpos policlonales contra S. bovis (0, 2,5, 5,y 7,5 mL
PAP-Sb/animal/dia). Comparando el recuento de S. bovis entre el dia 0 y el 14 de
administracion del producto, sélo se consiguié una reduccion significativa con la dosis

mas elevada. Por otro lado, ninguna de las dosis afectaron al recuento de Fusobacterium
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necrophorum (Tabla 12). En segundo lugar, se estudié el efecto de la administracion
durante 29 dias de la dosis de 2,5 mL PAP-Sb/animal /dia, la cual redujo el nimero de
S. bovis (79,2 y 243,3 £ 14,3 millones/mL liquido ruminal) e increment6 el pH ruminal
(6,08 y 5,67 + 0,10) comparando con el control. Los niveles de reduccion de S. bovis
fueron entre el 65% y el 85% con los animales tratados con PAP-Sb, los cuales son
niveles similares a los observados administrando antibidticos ion6foros (Coe y col.,
1999). Por ultimo, se administrd durante 12 dias una preparacion de anticuerpos
policlonales contra F. necrophorum (PAP-Fn, 2,5 mL/animal/dia) que resulté en una
disminucion del namero de dichas bacterias en el rumen (113,7 y 20,8 + 0,12 1000x
NMP/mL liquido ruminal, control y PAP-Fn, respectivamente), sin afectar el nimero de
S. bovis (97,2 y 117,3 + 3,3 10°x NMP/mL liquido ruminal, control y PAP-Fn,
respectivamente) ni el pH ruminal (6,18 y 6,35 + 0,26, control y PAP-Fn,
respectivamente). Posteriormente, DiLorenzo y col. (2008) utilizaron las mismas
preparaciones de anticuerpos (PAP-Sb y PAP-Fn) en engordes de terneros a lo largo de
dos afios (226 y 192 terneros, durante el primer y segundo afo, respectivamente), para
estudiar su efecto sobre los datos productivos, rendimientos de la canal y perfil de
fermentacion. Los tratamientos consistieron en 2,5 mL de PAP-Sb/animal/dia, 2,5 mL
de PAP-Fn/animal/dia y 2,5 mL de PAP-Sb + 2,5 mL PAP-Fn/animal/dia. PAP-Sb
mejord los indices de transformacion (CTR = 5,49 y PAP-Sb = 5,41) y disminuyo el
namero de S. bovis en el liquido ruminal (CTR = 24,0 y PAP-Sb = 6,2 millones/mL).

Tabla 12. Efecto de la administracion de varias dosis de una preparacién de anticuerpos
policlonales contra Streptococcus bovis (PAP-Sb) sobre los recuentos de S. bovis y
Fusobacterium necrophorum por mL de liquido ruminal en terneros alimentados con dietas

altas en concentrado. Fuente: Adaptado de DiLorenzo y col. (2006).

Dosis de PAP-Sb (mL)

0 2,5 5 7,5
Dia 0 14 0 14 0 14 0 14 ESM
S.bovis, ) . .
) 363,1° 977,2° 285,1° 97,6° 409,7° 486,9° 751,6° 29,2* 21,8
millones

F.necrophorum,
| 94,4 69,6 84,6 99,4 97,7 171 489 140 275
miles
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PAP-Fn disminuyo el numero de F. necrophorum y S. bovis en liquido ruminal (CTR =
13,5 y PAP-Fn = 0,4 millones F. necrophorum/mL, CTR = 24,0 y PAP-Fn = 5,5
millones S. bovis/mL), disminuy6 la severidad de los abscesos hepaticos (CTR = 0,267
y PAP-Fn = 0,111) y aumentd el pH ruminal medio (CTR = 5,76 y PAP-Fn = 6,04), sin
embargo, disminuyd el rendimiento de la canal (CTR = 62,7% y PAP-Fn = 62,2%).

La administracion de preparaciones de anticuerpos policlonales contra S. bovis y F.
necrophorum reducen el recuento de dichas bacterias. Streptococcus bovis y F.
necrophorum estan involucradas en el desarrollo de la acidosis ruminal y en la aparicion
de abscesos hepéticos, respectivamente. Por lo tanto, la reduccion de los recuentos de
estas bacterias puede ser efectiva en prevenir este trastorno digestivo y paliar sus
efectos. Ademas, un aditivo en la dieta resulta mas econémico y comodo de administrar
comparado con la vacunacion individual y repetida de los animales. Esta alternativa es
muy innovadora y atractiva, pero es necesario continuar la investigacion en este campo

al haber muy pocos estudios realizados al respecto.
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6. CONCLUSIONES

En esta introduccion se ha constatado la importancia que tiene la acidosis ruminal en el
sector del vacuno, tanto desde del punto de vista econémico como de bienestar animal.
Al mismo tiempo, se ha hecho una revision de las distintas alternativas existentes para
prevenir y/o controlar este trastorno. Y como se ha podido observar, los distintos
aditivos tienen diferentes modos de accidn, pero ninguno de ellos presenta resultados
totalmente satisfactorios. Por lo tanto, existe la necesidad de encontrar nuevas
estrategias efectivas frente a este problema. Por un lado, en primer lugar es necesario
profundizar en el estudio del mecanismo de desarrollo de la acidosis ruminal, ya que los
trabajos existentes en los que se basan son un poco antiguos. Para ello, las técnicas para
el estudio de la microflora gastrointestinal (Anexo 1), que han evolucionado mucho en
los ultimos afios, nos pueden ayudar a progresar en el conocimiento de la acidosis
ruminal. Y por otro lado, seria interesante evaluar algunos de los nuevos aditivos
alimentarios que estan apareciendo en el mercado del vacuno para combatir este

problema.
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7. OBJETIVOS

Los trabajos que se presentan a continucion pertenecen a una tesis doctoral que tiene
como objetivo profundizar en el estudio de la acidosis ruminal, y al mismo tiempo,
evaluar nuevas alternativas para prevenir y/o controlar este trastorno.

Con este fin, se estructuro la tesis en 2 fases:

Fase I: Profundizacién en el estudio de la acidosis ruminal.

- Desarrollo de una técnica que permita la identificacion y cuantificacion de las

princiaples bacterias involucradas en la acidosis ruminal (Capitulo 2).

- Estudio del efecto de administrar una dieta con altos niveles de carbohidratos no

fibrosos en vacas lecheras (Capitulo 3).

- Estudio de los cambios fisiolégicos y de fermentacién ruminal de terneras en
cebo durante una induccion a la acidosis ruminal (Capitulo 4).

Fase I1: Evaluacidn de nuevas estrategias de prevencion contra la acidosis ruminal.

- Estudio de los efectos de administrar una preparacion de anticuerpos
policlonales en terneras en cebo durante una induccion a la acidosis ruminal
(Capitulo 4).

- Estudio de los efectos de administrar un inhibidor de la actividad alfa-amilasa en

vacas lecheras alimentadas con una dieta con altos niveles de carbohidratos no

fibrosos (Capitulo 5).
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Quantification of Streptococcus bovis and Megasphaera elsdenii in ruminal fluid of

cows and heifers by real time PCR technique

ABSTRACT: The objective of this study was to develop a real time PCR assay (Taq
Nuclease Assay) to detect and quantify two rumen bacteria involved in ruminal
acidosis: Streptococcus bovis (a main lactic acid producing bacteria) and Megasphaera
elsdenii (a main lactic acid utilizing bacteria)(Exp.1). The assay for S. bovis and M.
elsdenii had an efficiency of 88% and 99%, respectively. A comparative study of S.
bovis and M. elsdenii rumen populations was conducted using 4 cows and 4 heifers (696
+ 94 kg and 221 = 17 kg BW, respectively) (Exp.2), to prove the specificity and
variability of the previous techniques. At the same time, some ruminal fermentative
parameters were measured in both groups of animals to evaluate the fermentation
profile. Streptococcus bovis was 145-fold higher in cows than in heifers. Megasphaera
elsdenii was 13-fold lower in cows than in heifers. The S. bovis:M. elsdenii ratio
appears not to be a good index to be used as an indicator of the risk of acidosis. The
variability of the technique was different depending on the factor: day, hour or animal.
The coefficients of variation were large and always higher in heifers than in cows (from
45.2% to 156.7% in heifers, and from 25.0% to 94.8% in cows). Although rumen
microbiology ecosystem is very complex and multiple interaction occur, the
quantification of S. bovis and M. elsdenii by real time PCR could help to understand the

changes occurring during the development of rumen acidosis.

Key words: acidosis, Megasphaera elsdenii, real time PCR, rumen, Streptococcus

bovis.

1. Introduction

Ruminal acidosis is one of the most common nutritional disorders in feedlot and dairy
cattle in intensive animal production systems. The increase in the proportion of rapidly
fermentable carbohydrates results in the accumulation of volatile fatty acids (VFA) and
lactate, increasing the risk of acidosis. The economic impact of ruminal acidosis in the
United States has been estimated in 500-1000 million US$ each year (Stone, 1999). It is
apparent that some bacteria involved in the production (Streptococcus bovis) and
utilization (Megasphaera elsdenii, Selenomonas ruminantium) of lactate play a key role
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in the development of ruminal acidosis. For example, the use of specific antibodies
against S. bovis has been shown to control the population of S. bovis, increase ruminal
pH and (or) reduce ruminal lactic acid concentration (Shu et al., 1999; Gill et al., 2000;
Blanch et al., 2006). The addition of M. elsdenii to an in vitro fermentation system as a
probiotic resulted in a reduction in lactic acid concentration and the control of pH (Kung
and Hession, 1995). Quantitative real time PCR (qPCR) may become a powerful and
sensitive method for quantitative detection of these microorganisms (Klieve et al.,
2003).

This paper reports the development and application of gPCR methods for detecting and

quantifying two rumen bacteria involved in ruminal acidosis (S. bovis and M. elsdenii).

2. Materials and methods

Experiment 1

Culture strains

Streptococcus bovis DSM 20480 and Megasphaera elsdenii DSM 20460 were obtained
from DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig, Germany). Streptococcus bovis strain was cultured in a 5% CO;
atmosphere at 37 °C wusing DSM medium 53 [DSMZ List of media
(http://www.dsmz.de/media/med053.htm)]. Megasphaera elsdenii was anaerobically

cultured in reinforced clostridial medium (Oxoid) at the same temperature. The
following bacteria were used as negative controls: Clostridium sticklandi (DSM 519),
Peptostreptococcus anaerobius (DSM 2949), Clostridium aminophilum (DSM 10710),
Butyrivibrio fibrisolvens (DSM 3071), Ruminococcus albus (DSM 20455),
Anaerovibrio lipolyticus (DSM 3074), and Lactobacillus acidophilus (DNA was kindly
provided by Castillo, M., UAB, Barcelona, Spain). Cultures were grown in the Servei d’
Analisis i Aplicacions Microbiologiques (UAB, Barcelona, Spain). Bacterial pellets
were obtained by centrifugation (4,500 x g, 5 min, 6 °C) and frozen at -20 °C until DNA

extraction.
Rumen fluid samples

Rumen fluid was collected from four rumen-cannulated dairy cows and four rumen-

cannulated crossbred heifers (see Exp. 2). Ruminal fluid was strained through 2 layers

58



Capitulo 2

of cheesecloth and 1.5 mL aliquotes were taken in sterile eppendorfs and frozen at -20

°C until analysis.

DNA extraction and quantification

DNA from bacterial cultures and from rumen fluid samples was extracted by physical
disruption using a bead-beating method (Mini-Beater; Biospec Products, Bartlesville,
OK, USA) following the protocol described by Whitford et al. (1998) with some
modifications. The bacterial pellet was suspended in 0.6 ml of TE 1X buffer (TRIS-
EDTA buffer, Sigma® T9285, St. Louis, MO, USA). Bacterial culture or rumen fluid
(0.6 mL) was mixed with an equal volume of pH 8.0 buffered phenol (USB® 75829,
Cleveland, OH, USA) in a 2 mL tube with 0.5 g of 0.1 mm glass beads (Biospec
Products, Inc., Ref. 11079101, Bartlesville, OK, USA). After adding 40 puL of 10% SDS
(Sodium dodecyl sulfate, Sigma® L4522, St. Louis, MO, USA), the tubes were shaken
three times for 2 min on a Mini-Beater (BioSpec Products, Bartlesville, OK). The tubes
were placed on ice for 2 min between each bead-beating step, and then spun at 11,600 x
g for 5 min in a microfuge. The aqueous phase was transferred to a new tube, extracted
with buffered phenol and precipitated with ethanol. Samples were suspended in 100 uL
of TE 0.5X and were treated with RNase (2 uL RNAse A 10 mg/mL, 1 h at 37 °C)
(RNase A, Roche® 0109169000, Sant Cugat del Vallés, Barcelona), re-extracted with
phenol, precipitated with ethanol and suspended in 50-200 pL of TE 0.5X. The DNA
concentration was measured by spectrophotometry  (NanoDrop®ND-1000
Spectophotometer, Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA). The DNA
obtained was stored at -20 °C in aliquots of 100 ng/uL (stock).

Oligonucleotide design

Streptococcus bovis specific primers and probe were designed from 16S ribosomal
RNA sequence available in the GeneBank database (AY442813), in a similar region as
the ones described by Klieve et al. (2003), using the Primer Express'™ Software
(Applied Biosystems, Warrington, UK). BLAST program at the National Center for
Biotechnology Information site (NCBI, http://www.ncbi.nih.gov/) and CLUSTALW

program at the European Bioinformatics Institute site (EBI,

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) were used to ensure specificity of oligonucleotides and
probe. The primers and probe sequences used were: forward primer S.bovis F: 5’-
GATAGCTAATACCGCATAACAGCATT-3’; reverse primer S.bovis R: 5’-

59



Real time PCR of rumen bacteria involved in acidosis

AACGCAGGTCCATCTACTAGTGAA-3’; and  probe  S.bovis P: 5’-
TGCTCCTTTCAAGCAT-3". The S.bovis F and S. bovis R primer set amplify a
fragment of 84 bp. The Tagman probe selected was end labeled at the 5° end with the
fluorescent reporter dye 6-carboxyfluorescein (FAM) and at the 3’ end with the non
fluorescent quencher MGB (minor groove binder). For M. elsdenii, a previously
published primers specific for a 129 bp fragment of the16S ribosomal RNA (Ouwerkerk
et al.,, 2002) were chosen to accomplish specific amplification of M. elsdenii. A M.
elsdenii specific Tagman MGB probe (Melsprobe: 5’-ACTGGTGTTCCTCCTAATA-
3") labeled with FAM at the 5’ end was designed with Primer Express™ Software. The
probe was checked for specificity using the BLAST program. Two PCR primers that
amplify a consensus fragment of 16S ribosomal RNA were designed (based on the
previously published primers EUB008 and EUB338, Hicks et al., 1992) to accomplish
universal bacteria amplification. The primers used were: AdaptedEUBO008 (5’-AGAG
TTTGATCCTGGCTCAGGA-3’) and AdaptedEUB338 (5’-TGCTGCCTCCCGTAG
GAGT-3%). A fragment of 355 bp was amplified when universal bacteria primers were
used in S. bovis. All primers were purchased from Isogen Life Science, S.L. (Barcelona,
Spain) and Tagman MGB probes from Applied Biosystems (Warrington, UK).

Conventional PCR

PCR were performed at a final volume of 20 pL. Each reaction mixture contained 1x
AmpliTaq Gold buffer (Applied Biosystems), 2.5 mM MgCl,; 250 mM dNTPs (each),
300 puM primers (each), 1 U of AmpliTaq Gold (Applied Biosystems), and 2 pL of
extracted DNA (10 or 50 ng/uL). The reaction mixtures were treated according to the
following protocol: 94 °C for 10 min, followed by 40 cycles consisting of 95 °C for 15 s
and 60 °C for 1 min.

Real-time PCR conditions

All samples were run in triplicate for standard curve points or in duplicate for ruminal
samples in a 20 pL reaction volume containing 1x TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems), primers at a final concentration of 900 nM each, 250 nM probe,
and 100 ng of genomic DNA (5 pL of ruminal fluid samples at 20 ng/uL). The PCR
was run in the ABI PRISM® 7900 HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems) using optical grade 96 well-plates using the following amplification
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parameters: 2 min at 50 °C, 10 min at 95 °C, and 40 cycles of 15s at 95 °C and 1 min at

60 °C. Reactions without DNA were always used as negative controls.

Experiment 2

Animals and Housing

Cows. Rumen fluid samples were collected from four fistulated lactating Holstein cows
(average BW of 696 + 94 kg) at the IRTA experimental farm (Monells, Spain) managed
under an intensive production system. The diet consisted of a partial mixed ration
(PMR) ad libitum and 3 kg/d of concentrate during milking. The PMR consisted (DM
basis) of ryegrass silage (60.0%), corn grain (13.1%), alfalfa hay (9.1%), corn gluten
feed (5.7%), whole cottonseed (5.2%), soybean meal (3.7%), citrus pulp (2.6%),
calcium carbonate (0.23%), salt (0.21%), dicalcium phosphate (0.05%) and
micromineral-vitamin premix (0,05%; 4 kg DM of the vitamin and mineral mixture
contained 35 millions IU vitamin A, 3 millions IU vitamin D3, 10g vitamin E (o-
tocoferol), 300g sulfur, 50 g zinc, 10 g iron, 250 g magnesium, 40 g manganese, 5 g
cooper, 0.4 g cobalt, 1.5 g iodine and 0.2 g selenium) (15.6% CP, 4.9% EE, 35.4%
NDF, 20.7% ADF, 0.4% absorbable calcium and 0.3% absorbable phosphorous, DM
basis). The concentrate consisted (DM basis) of corn grain (29.6%), soybean meal
(29.6%), corn gluten feed (16.5%), distillers dried grains (9.9%), soybean hulls (6.6%),
barley (3.3%), molasses (2.0%), sodium bicarbonate (1.6%), salt (0.66%) and
magnesium oxide (0.33%) (25.8% CP, 2.9% EE, 21.7% NDF, 11.2% ADF, 0.2%
absorbable calcium and 0.4% absorbable phosphorous, DM basis) formulated to meet
the requirements of NRC 2001.

Heifers. Rumen fluid samples were collected from four crossbred heifers (average BW
of 221 + 17 kg) fitted with a 1 cm i.d. plastic ruminal trocars (Divasa Farmavic SA, Vic,
Spain). Heifers were individually housed in tie-stalls at the Unitat de Granges i Camps
Experimentals of the Universitat Autonoma de Barcelona (Bellaterra, Spain). The diet
was formulated with a forage to concentrate ratio close to 10:90. Barley straw was the
forage source, and the concentrate consisted (DM basis) of ground barley grain (31.6
%), ground corn grain (28.9%), soybean meal (12.3%), soybean hulls (7.5%), mandioca
(6.5%), corn gluten feed 20% (6.5%), sunflower (4.0%), calcium carbonate (0.7%),
sodium bicarbonate (0.5%), dicalcium phosphate (0.5%), sodium chloride (0.5%) and a

vitamin and mineral mixture (0,5%; 1 kg DM of the vitamin and mineral mixture
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contained 1,5612 K 1U vitamin A; 150 K U vitamin D; 2,500 mg vitamin E; 3,500 mg
zinc; 2,000 mg iron; 400 mg manganese; 250 mg cooper; 50 mg cobalt; 38 mg iodine
and 25 mg selenium). The diet (91% DM, 15.7% CP, 22.3% NDF, and 11.7% ADF,
DM basis) was designed to meet or exceed nutrient recommendations of a 300 kg BW
Holstein heifers with an ADG of 0.89 kg/d (NRC, 1996).

Sampling and Analyses

During five consecutive days, samples of whole ruminal contents were collected at 0, 4,
8 and 12 h after the morning feeding. Rumen pH was measured immediately with a
portable pH-meter (model 507, Crison Instruments SA, Alella, Spain). Ruminal fluid
was strained through 2 layers of cheesecloth and 3 sub-samples of filtrate were taken for
VFA, ammonia N and qPCR analyses.

Volatile Fatty Acids. Total and individual VFA were prepared as described by Jouany
(1982) and analyzed by gas chromatography: 1 mL of a solution made up of 0.2%
solution of mercuric chloride, 0.2% of 4-methylvaleric acid as an internal standard, and
2% ortophosphoric acid, was added to 4 mL of filtered rumen fluid and frozen at -20 °C.
Samples were centrifugated at 15,000 x g for 15 min at 7 °C, and the supernatant was
analyzed by gas chromatography (model 6890, Hewlett Packard, Palo Alto, CA) using
polyethylene glycol nitroterephthalic acid-treated capillary column (BP21, SGE, Europe
Ltd., Buckinghamshire, UK) at 275 °C in the injector and 29.9 mL/min gas flow rate.

Ammonia N. Rumen ammonia N concentration was analyzed as described by Chaney
and Marbach (1962): 4 mL sample of filtered rumen fluid was acidified with 4 mL of
0.2 N HCl and frozen at -20 °C. Samples were centrifuged at 15,000 x g for 15 min, and
the supernatant was analyzed by spectrophotometry (Libra S21, Biochrom Analytical

Instruments, Cambridge, UK).

Real-Time PCR for quantification of Streptococcus bovis and Megasphaera elsdenii.
The rumen fluid samples were aliquoted in sterile eppendorfs of 1.5 mL and frozen at
-20 °C.The protocol for DNA extraction, primers, probes and operating conditions were
the same described in Exp. 1.

Statistical analyses
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The results of the comparative study between cows and heifers were performed using
the PROC MIXED procedure of SAS version 8.2 (SAS Inst. Inc., Cary, NC) for
repeated measures (Littell et al., 1998). The model contained the group (cows or
heifers), hour, day, and the interactions group*hour and group*day. The covariable

structure with the minimum BIC was chosen for each variable.

The variability of the technique was analyzed using the PROC TABULATE of SAS
version 8.2 (SAS Inst. Inc., Cary, NC) to obtain the coefficients of variation.

3. Results and discussion

Experiment 1

Primer specificity

The primer-probe combination for S. bovis did not amplify any of the eight other
ruminal bacterial species tested by gPCR, and only amplified S. bovis DNA, indicating
that it was specific (Table 1), although a BLAST search of S. bovis primers and probe
against the general database showed a high homology with some Streptococci
subgroups (S. infantarius, S. luteciae and S. lutetiensis). However, this should not create
a great problem because only S. bovis (S. equinus) and S. gallolyticus (S. caprinus),
which are closely related, are commonly isolated from the rumen (Brooker et al., 1994;
Osawa et al., 1995).

Standard curves with DNA of pure cultures: limit of detection and PCR efficiency

In order to construct a calibration curve and to determine the PCR efficiency and
sensibility of the S. bovis and M. elsdenii specific qPCR assays, serial dilutions (1/10) of
DNA prepared from bacterial pure cultures were used. Linear range of quantification
was from 10™ to 10* pg of specific DNA in both cases. Slopes of -3.636 and -3.333 for
S. bovis and M. elsdenii, respectively, were obtained (Figure 1). Regression coefficient
was of 0.999 in both cases. The PCR efficiency was 88% for S. bovis and 99% for M.
elsdenii, calculated as described Ginzinger (2002). The Tagman probe designed in this
study for the gPCR of M. elsdenii had an improved efficiency compared with that of
Ouwerkerk et al. (2002).

Standard curves with ruminal fluid DNA
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Serial dilutions (1/10) of ruminal fluid DNA were used to construct calibration curves to
check for similar PCR efficiencies to the standard curves of the pure cultures. Ruminal
fluid had the same pattern in gPCR for S. bovis and M. elsdenni, with a slope = -3.68
and a R?= 0.99 in both cases (Figures 2).

Experiment 2
Comparative study between cows and heifers

The primary objective of this study was the application of the gPCR in ruminal fluid
samples of cows and heifers, and to determine the coefficients of variation of the
technique. But at the same time, a comparative study of the fermentation profile was

conducted to assure that animals had a normal fermentation.

pH, ammonia N, and total and individual VFA concentrations of rumen fluid. Ruminal
pH was not different between cows and heifers and averaged 6.26 + 0.305 (Table 2).
Differences (P < 0.01) were detected for postprandial pH evolution but interaction was
not significant (data not shown). Although heifers and cows were fed different forage to
concentrate ratios, 10:90 and 50:50, respectively, they had a similar pH and pH
evolution. Dairy cows are usually fed with higher forage and fiber diets compared with
beef feedlot cattle, and have a higher dry matter intake which results in a higher total
consumption of non-fiber carbohydrates (NFC) compared to heifers. In the present
report, the dry matter intake (5.78 and 18.0 kg/d, respectively) and total consumption of
NFC (3.12 kg and 6.54 kg, respectively) of heifers was lower (P < 0.01) than cows.
Oetzel (2003a) observed similar ruminal pH values in feedlot steers and lactating dairy
cows when cattle consumed similar total amounts of NFC. Moreover, other studies
recorded similar pH in heifers fed high concentrate diets (Devant et al., 2000; Rotger et
al., 2005). Another hypothesis for the lack of effect of the type of diet on ruminal pH
was suggested by Beauchemin et al. (2003) who argued that the risk of acidosis in steers
decreased as time progressed after the transition from a high-forage into a high-
concentrate diet, because animals adapt to the high-grain diet. In the present study,
heifers were fed the 10:90 forage:concentrate diet since weaning (about 3 months of
age) and, therefore, they were well adapted to the diet.
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Ammonia N concentration was higher (P < 0.01) in cows than in heifers during all day
and averaged 10.7 £ 0.701 and 3.85 + 0.701 mg/100 mL, respectively (Table 2), which
was expected due to the higher total CP content in the cow’s diet. Ammonia N is the
result of protein degradation and ammonia utilization by bacteria. The high-concentrate
diet had lower protein and higher NFC contents compared to high-forage diet, which
results in lower production and higher utilization of ammonia N by bacteria. In addition,
protein degradation is lower in high-concetrate diets than in high-forage diets (Devant et
al., 2000; Rotger et al., 2006; Calsamiglia et al., 2008). Other studies also reported low
ammonia N concentrations in heifers fed 10:90 forage to concentrate diets (Devant et
al., 2000; Rotger et al., 2005).

Total and individual VFA are shown in Table 2. Total VFA (average of 129.6 + 10.6
mM) and branched-chained VFA (average of 2.47 + 0.202 mM) concentrations were not
affected by diet, nor was the molar proportion of butyrate. In contrast, acetate
proportion was higher in cows than in heifers (61.6 + 1.52 and 50.9 + 2.10 %,
respectively), and propionate proportion was lower in cows than in heifers (22.6 + 2.23
and 35.6 + 2.23 %, respectively). Therefore, the acetate:propionate ratio was also higher
in cows than in heifers. The acetate and propionate proportions depend on pH and
substrate of fermentation. Because ruminal pH was the same in both animals,
differences had to be attributed to a diet effect. Calsamiglia et al. (2008) observed that
acetate concentration decreased with decreasing pH, and propionate concentration
increased with decrease of pH, but acetate concentration was higher and propionate
concentration was lower in the 60:40 diets versus 10:90 diets when pH was maintained
similar in both diets. The statistical analysis revealed that diet explained 45% of

propionate variation.

Quantification of Streptococcus bovis and Megasphaera elsdenii of rumen fluid by
quantitative real time PCR. Although some gPCR studies have quantified S. bovis in
cows (Tajima et al., 2001) and steers (Klieve et al., 2003), and M. elsdenii in steers
(Ouwerkerk et al., 2002; Klieve et al., 2003), this is the first study that compares the
quantification of S. bovis and M. elsdenii between cows and heifers by a gPCR assay.
The comparison among studies is difficult because they did not use the same
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quantification units: Tajima et al. (2001) used millimoles of 16S rDNA per milligram of
total rumen DNA, Ouwerkerk et al. (2002) and Klieve et al. (2003) used cell equivalents
per millilitre of ruminal fluid, and in the present study we used pg of 16S rDNA per 100
ng of total rumen DNA. Besides, animals were fed with different types of diets. Other
studies enumerated these bacteria, but they did not use gPCR (Russell et al., 1981;
Krause et al., 2003).

The quantification of S. bovis, M. elsdenii and its ratio are shown in Table 3. The
quantity of the lactic acid producing bacteria S. bovis was 145-fold higher in cows than
in heifers (average of 284.7 + 21.7 and 1.97 £ 21.7 pg S. bovis DNA/100 ng total DNA,
respectively), and agree with Krause et al. (2003), who reported that S. bovis was the
dominant specie in animals fed a high-forage diet compared with animals fed a high-
grain diet (90% and 40% of total bacteria, respectively). Therefore, the higher level of S.
bovis in cows in our study could be attributed to the composition of the diet (60%
ryegrass silage in PMR). Weinberg et al. (2004) indicated that lactic acid bacteria could
pass from silage samples into the rumen fluid and survive there. However, it is unlikely
that this would result in a 145-fold increase in S. bovis. Tajima et al. (2000, 2001) also
studied transitional changes of the ruminal bacterial community structure by cloning
and gqPCR in cows during the transition from a roughage to a high-grain diet. They
observed that the absolute numbers of S. bovis seem to be low during all the study with
the exception of the 3" day after the switch to high-grain diet, where there was a 67-fold
increase of S. bovis. However, on the 28" day of the switch the quantification of S.
bovis was as low as in the beginning of the trial. In contrast, Goad et al. (1998)
compared two groups of steers, one adapted to an 80% alfalfa hay diet and the other
adapted to a mostly corn grain diet. They observed that S. bovis counts were higher in
grain-adapted steers than in hay-adapted steers (158.2 x 10* vs 20.1 x 10%).

Streptococcus bovis is a gram positive bacterium with a strong amylolytic activity.
Initially, we expected that the contribution of S. bovis would be higher in animals fed
the high-concentrate diet compared with animals fed the high-forage diet. However, the
few papers where S. bovis was quantified agree with our results (Krause et al., 2003;
Tajima et al., 2000 and 2001). It is likely that the idea that S. bovis should be in larger
amounts in high-concentrate diets is due to the fact that the majority of studies were
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related to the transition period from high-forage to high-concentrate diets instead of
adapted animals. During the transition period from forage to concentrate diet, most
authors reported an initial increase in amylolytic bacteria as S. bovis (Nocek, 1997;
Goad et al., 1998; Owens et al., 1998; Tajima, 2001) and, at the same time, a gradual
increase of lactate-utilizing bacteria (M. elsdenii and S. ruminantium) (Dehority and
Orpin, 1988; Goad et al., 1998; Tajima et al., 2000). As ruminal pH dropped,
Lactobacillus counts increased and S. bovis counts decreased because of a more
favourable acid environment for lactobacilli (Nocek, 1997; Goad et al., 1998). An
alternative explanation was provided by Krause et al. (2003), who demonstrated that the
diversity of microbial populations in the high-fiber diet was always lower as a
consequence of the dominance of S. bovis. In contrast, the higher microbial diversity in
the high-grain diets resulted from the decline in S. bovis. These authors concluded that
microbial changes that occur during the transition period were due to competition

among bacteria.

The quantification of the lactic acid-utilizing bacteria M. elsdenii was 13-fold lower in
cows than in heifers, although differences were not significant due to the high SEM
(average of 4.04 + 25.4 and 52.7 + 25.4 pg M. elsdenii DNA/100 ng total DNA,
respectively). Goad et al. (1998) observed that grain-adapted steers tended to have
higher lactate-utilizing bacterial (as M. elsdenii) counts than hay-adapted steers.
Moreover, Krause et al. (2003) observed that M. elsdenii was detected in animals fed a
high-grain diet (12% of M. elsdenii) but not in animals fed a high-forage diet (0% of M.
elsdenii). Ouwerkerk et al. (2002) were not able to detect M. elsdenii in the rumen

content from pasture-fed steers by gPCR. These observations agree with our results.

The S. bovis to M. elsdenii ratio was 49-fold higher in cows than in heifers (average of
68.4 + 7.66 and 1.33 + 7.66, respectively). In the present study, we hypothesized that
this ratio could serve as an index to evaluate the risk of acidosis, as the
lactobacilli:enterococci ratio developed for monogastric animals as a health index
(Castillo et al., 2005). The S. bovis to M. elsdenii ratio could estimate the risk of
acidosis because relates lactate producers and users. Therefore, as the ratio increases
there are more producers than user, and the risk of acidosis increases. However, our
results suggest that this ratio was not a good index for the evaluation of the risk of

acidosis, because in spite of observing different ratios between heifers and cows (1.33

67



Real time PCR of rumen bacteria involved in acidosis

and 68.4 £ 7.66, respectively), their pH was similar (averaged 6.26 + 0.305). Further

research inducing acidosis is required to confirm the potential use of this index.

In general, there was no effect in the quantity of bacteria among hours post-feeding.
Nevertheless, S. bovis decreased from Oh to 12h after feeding in cows (from 373.5 to
216.4 pg Sb DNA/100 ng total DNA). This decrease could be the result of the balance
between bacterial growth and the dilution of ruminal contents with feed and water.
Leedle et al. (1982) studied diurnal variation in bacterial numbers in ruminal contents of
steers fed low or high-forage diets. They observed that, regardless of diet, total bacterial
counts remained fairly constant throughout the day. The number of viable bacteria
declined 40 to 60% after feeding and then increased to a maximum at 16h after feeding.

Coefficient of variation of the technique among days, hours and animals. The maximum
coefficient of variation between gPCR replicates that was accepted in this study was
2%. The coefficients of variation of the technique in each group of animals (heifers and
cows) were different depending on the factor: day, hour or animal (Table 4). In heifers,
the coefficients of variation of gPCR of S. bovis, M. elsdenii and its ratio followed the
same pattern: the highest factor was “ANIMAL”, followed by “DAY” and “HOUR”. In
cows, the factor with the highest variation was “DAY”, followed by “HOUR” and
“ANIMAL”. These coefficients of variation were very high, from 45.2% to 156.7% in
heifers and from 25.0% to 94.8% in cows. The coefficients of variation of heifers were
always higher than those of cows. The variation observed in other measures that are
routinely used in ruminal fermentation studies are smaller for VFA (from 2.42% to
13.1% in the proportion of acetic acid, from 10.6% to 38.4% in total VFA
concentration) and within the same range for ammonia N (from 28.3% to 86.9%) (Table
5), but they have been useful to study the profile of fermentation. Therefore, and in spite
of the variation observed, gPCR of S. bovis and M. elsdenii could be useful for the study

of ruminal fermentation.

The coefficients of variation observed in this research should be useful when designing
the sampling protocol to be used when gPCR methods are applied. The factor that had
the lowest variability was “HOUR?”, therefore sampling once a day or pooling samples
from several hours could be enough. These results also suggest that in heifer studies, the
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number of animals is more important than the number of days, and the contrary is true
for cows. However, more studies are necessary to confirm these results in in vivo and in
vitro assays used in our laboratory (dual flow continuous culture, Tilley and Terry, gas

production).

4. Implications

The assay developed in this study provides a tool for quantifying main bacteria involved
in ruminal acidosis, Streptococcus bovis and Megasphaera elsdenii, therefore, it could
allow to advance in the knowledge of ruminal acidosis. Moreover, the comparative
study demonstrated a large individual variation among animals, which requires that

trials use a larger number of animals.
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Table 1. Specificity of the primer-probe combinations (10 ng of each pure culture DNA).

Primer-probe combination

Microorganism Strain S. bovis Ct M. elsdenii Ct
Streptococcus bovis DSM 20480 18.9 -
Megasphaera elsdenii DSM 20460 - 17.6
Clostridium aminophilum DSM 10710 - -
Clostridium sticklandi DSM 519 - -
Peptostreptococcus anaerobius DSM 2949 - -
Butyrivibrio fibrisolvens DSM 3071 - -
Ruminococcus albus DSM 20455 - -
Anaerovibrio lipolyticus DSM 3074 - -
Lactobacillus acidophilus CECT 903NT - -

70



Capitulo 2

Table 2. Effect of the type of animal (heifers vs cows) on pH, ammonia N (NH;3N) and volatile
fatty acids (VFA).

Heifers Cows SEM* P - value®

Observations, n 12 12
pH

6.78 6.61 0.325 NS
4 6.27 6.30 0.325 NS
8 6.03 6.07 0.325 NS
12 6.05 6.00 0.325 NS
Average 6.28 6.24 0.305 NS
Observations, n 12 12
NH;N, mg/100mL?
0 6.82 11.1 1.03 *
4 3.21 10.7 1.04 *x
8 3.26 9.8 1.03 bl
12 2.10 11.6 1.04 *x
Average 3.85 10.7 0.701 **
Observations, n 12 12
Total VFA, mMm®
0 94.0 117.6 14.6 NS
4 138.4 120.0 15.2 NS
8 149.5 120.1 14.6 NS
12 167.1 130.2 15.2 NS
Average 137.2 122.0 10.6 NS
Observations, n 12 12
Acetate, mol/100 mol®
0 52.6 62.6 2.14 *x
4 52.2 61.6 2.15 *x
8 50.6 61.8 2.14 *x
12 48.1 60.6 2.15 **
Average 50.9 61.6 2.10 *
Observations, n 12 12

Propionate, mol/100 mol®

0 321 22.1 2.27 e
4 36.0 22.6 2.28 e
8 36.2 22.4 2.27 e
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12 38.2 23.3 2.28 **
Average 35.6 22.6 2.23 e
Observations, n 12 12

Acetate to propionate ratio

0 1.71 2.86 0.157 **
4 1.53 2.73 0.158 **
8 1.50 2.78 0.157 *x
12 1.31 2.61 0.158 **
Average 1.51 2.75 0.153 e
Observations, n 12 12

Butyrate, mol/100 mol®

0 9.63 11.3 1.16 NS
4 8.75 12.7 1.15 NS
8 9.42 11.9 1.16 NS
12 10.0 12.6 1.15 NS
Average 9.46 121 1.11 NS
Observations, n 12 12

Branch-chained VFA, mM

0 2.77 2.65 0.221 NS
4 2.49 2.45 0.230 NS
8 2.44 2.43 0.221 NS
12 2.21 2.25 0.230 NS
Average 2.48 2.45 0.202 NS
Observations, n 12 12

Valerate, mol/100 mol®

0 2.25 1.45 0.376 NS
4 1.81 1.68 0.376 NS
8 1.86 1.54 0.376 NS
12 1.84 1.66 0.376 NS
Average 1.94 1.58 0.374 NS

! SEM = standard error of the means.
2NS =P >0.05, * P < 0.05, ** P < 0.01.

* Type*hour interaction (P < 0.05).
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Table 3. Effect of the type of animal (heifers vs cows) on quantification of Streptococcus bovis,

Megasphaera elsdenii and their ratio.

Heifers Cows SEM* P - value®
Observations, n 20 20
Megasphaera elsdenii, pg/100 ng total DNA
0 60.9 4.08 27.7 NS
4 48.2 4.59 27.7 NS
8 44.1 3.76 27.7 NS
12 57.5 3.72 27.7 NS
Average 52.7 4.04 25.4 NS
SEM 39.1 0.618
P - value NS NS
Observations, n 20 20
Streptococcus bovis, pg/100 ng total DNA?
0 1.31 373.5 27.9 **
4 1.22 318.0 27.9 **
8 1.07 230.8 27.9 **
12 4.27 216.4 27.9 *x
Average 1.97 284.7 21.7 *x
SEM 2.26 39.4
P - value NS *
Observations, n 20 20
S. bovis to M. elsdenni ratio’
0 0.429 86.0 8.74 *x
4 1.84 74.7 8.74 wx
8 1.14 58.7 8.74 *x
12 1.89 54.3 8.74 *x
Average 1.33 68.4 7.66 e
SEM 0.830 12.3
P - value NS *

! SEM = standard error of the means.
NS =P >0.05,* P <0.05, ** P < 0.01.

% type*hour interaction (P < 0.05).
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Table 4. Coefficients of variation (%) of real-time PCR of Streptococcus bovis, Megasphaera elsdenii, and their ratio.

Heifers Cows
Day Hour Animal Day Hour Animal

M. elsdenii Mean 79.6 45.2 156.7 37.1 26.6 34.6
Interval 31.1-171.1 11.3-92.9 114.6-199.5 17.5-62.0 8.2-55.8 12.8-66.4

S. bovis Mean 96.6 70.1 138.2 94.8 34.5 25.0
Interval 60.7-157.2 16.9-166.3 69.1-193.1 68.0-117.5 14.0-68.5 6.74-43.7

S. bovis to M. elsdenii ratio  Mean 83.1 67.9 110.7 85.6 37.4 37.2
12.6-53.7

Interval 20.0-164.6 32.5-166.5 7.96-172.0 54.9-114.7 20.3-75.0




Table 5. Coefficients of variation (%) of the determination of total volatile fatty acids (VFA, mM), acetic acid (mol/100 mol) and ammonia N (mg/100 mL).

Heifers Cows
Day Hour Animal Day Hour Animal
Total VFA Mean 15.0 22.2 38.4 10.6 14.6 13.8
Interval 2.16-52.0 1.75-51.0 22.3-49.8 1.53-19.6 5.92-28.1 7.24-24.7
Acetic acid Mean 5.58 5.95 13.1 2.69 2.42 2.73
Interval 1.80-11.7 3.99-9.82 9.27-14.6 0.92-6.28 0.58-4.43 2.20-4.27
Ammonia N Mean 78.0 86.9 82.3 28.3 29.3 29.9

Interval 20.4-171.2 14.1-193.4 22.3-133.4 8.65-71.9 13.8-68.1 10.8-56.0
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Figure 1. Standard curves of Streptococcus bovis (a) and Megasphaera elsdenii (b) from pure

cultures.
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Figure 2. Serial dilutions (1/10) of ruminal fluid DNA with Streptococcus bovis (a) and
Megasphaera elsdenii (b) primers.

Standard curve S. bovis with ruminal fluid

a
35
[y |
33 \ Slope = -3.677876
31 R”=0.9988 |
5 \\
= \
27 \-
25
1.0E+03 1.0E+04 1.0E+05
Quantity (pg)
Standard curve M. elsdenii with ruminal fluid b
40 ~

s \ Slope = -3.681871

\ R®=0.9976
G \-\
25

\-

20

1.0E+01 1.0E+02 1.0E+03 1.0E+04 1.0E+05
Quantity (pg)

7






CAPITULO 3

Experimento 2:
Effects of two dietary non-fiber carbohydrate levels on ruminal fermentation and

animal metabolism of lactating cows.






Capitulo 3

Effects of two dietary non-fiber carbohydrate levels on ruminal fermentation and

animal metabolism of lactating cows.

ABSTRACT: Sixty-two lactating Holstein cows (BW = 654 + 14 kg, DIM = 186 + 6.8,
40 multiparous and 22 primiparous), fitted with rumen cannulas (5 multiparous and 3
primiparous) were used to study the effects of two dietary non-fiber carbohydrates
(NFC) levels on ruminal fermentation and animal metabolism following a cross-over
design with 2 periods of 30 d each. Treatments were: a traditional ration (TR, 16.1%
CP, 35.9% NDF, and 40.5% NFC, DM basis), and a high NFC ration (HC, 17.6% CP,
28.3% NDF, and 46.5% NFC, DM basis). Milk yield and feed intake were recorded
daily and milk composition biweekly. The incidence of lameness and diarrhea were
scored once a week. Animals were blood sampled to determine blood glucose, insulin,
and urea concentrations within the first hour after the morning feeding in 2 separate
days in each treatment. Faecal samples were taken 1 d in each treatment within the first
hour after the morning feeding to determine total tract starch digestibility using lignin as
an internal marker. Samples of ruminal contents were collected during 3 d in each
treatment at 0, 4 and 8 h post-feeding to determine volatile fatty acids and ammonia N
concentrations, and quantification of protozoa, Streptococcus bovis and Megasphaera
elsdenii. Rumen pH was recorded electronically at 22-min intervals during 6 d in each
treatment. Milk yield was greater (33.7 and 31.5 kg/d), milk protein content was greater
(3.33 and 3.21%), milk fat content was lesser (3.07 and 3.66%), and concentrate intake
at the milking unit was lesser (2.62 and 3.73 kg/d) in HC compared with TR. Blood
glucose and insulin concentrations were lesser in TR compared with HC (3.42 and 3.67
mmol glucose/L, and 0.582 and 0.849 ng of insulin/L, respectively), and HC resulted in
a lesser total tract starch digestibility (94.6 and 96.0% for HC and TR, respectively).
Rumen pH of HC cows fell below 5.6 for longer periods of time than that of TR cows
(7.34 and 1.32 h/d, respectively), and mean pH of HC was lower compared with TR
(5.85 and 6.28, respectively). Animals that received HC diet had four times more risk of
lameness than TR group; however, no effects of treatment were observed in incidence
of diarrhea. These results indicate that feeding high NFC diets to dairy cows for short
periods of time may increase milk yield but may have negative effects on animal health
and well-being.
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Key words: dairy cows, non-fiber carbohydrates.

1. Introduction

High producing dairy cows require large amounts of high energy feeds to meet
nutritional requirements for maintenance, milk synthesis, and reproduction. These
energy requirements are often met by increasing non-fiber carbohydrates (NFC) in the
diet. Non-fiber carbohydrates include starch, sugars, pectins, and pB-glucans (Van Soest
et al., 1991). However, changes in NFC are usually associated with an opposite change
in NDF concentration. It is not really clear if the effects observed in rumen fermentation
are due to the increase in NFC or the decrease in NDF content. Therefore, there are
different acceptable alternatives to express the balance of carbohydrates in the diet:
NFC content, NDF content, and NFC to NDF ratio.

Most studies have been conducted with levels of NFC between 20 and 40%. Dry matter
intake (MacGregor et al., 1983; Batajoo and Shaver, 1994), milk yield (Minor et al.,
1998; Schwab et al., 2006) and milk protein content (Sarwar et al., 1992; Batajoo and
Shaver, 1994) increased when NFC levels increased. The NFC is a highly digestible
energy source and its fermentation could accumulate acid in the rumen leading to a
reduction of ruminal fluid pH (Sievert and Shaver, 1993a; Batajoo and Shaver, 1994)
and milk fat content (Sievert and Shaver, 1993a; Schwab et al., 2006). However, other
studies reported no differences (Sarwar et al., 1992; Sievert and Shaver, 1993b). Milk
production has been reported to be optimal when cows fed diets containing about 40%
NFC (Nocek and Russell, 1988), but the optimal concentration of NFC is not well
defined (NRC, 2001). Few studies with NFC levels greater than 40% have been
conducted and the results have been inconsistent. Minor et al. (1998) observed an
increase in milk yield and milk protein content when NFC increased from 41.7 to 46.5%
with no changes in DMI, but with a reduction on milk fat content. Other authors did not
find changes in milk yield or composition (Harmison et al., 1997; Rabelo et al., 2003).
Only two studies evaluated the response to different NFC levels above 40% in rumen
fermentation: Rabelo et al. (2003) reported a decrease in ruminal pH and
acetate:propionate ratio with an increase in NFC from 41.1 to 47.2%; in contrast,
Beckman and Weiss (2005) compared three NFC concentrations (40.4, 43.7, and 48.3
%) and reported a quadratic increase in total volatile fatty acids (VFA) concentration.
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Consequently, more studies are necessary to clarify the effects of feeding high levels of
NFC to lactating dairy cattle. The objective of the present study was to evaluate the
effects of two levels of NFC above 40% during a short period of time in lactating dairy

cows on production, ruminal fermentation, and animal metabolism.

2. Materials and methods

Animals and treatments

A total of 62 lactating Holstein dairy cows (BW = 654 + 14 kg; DIM 186 + 6.8; 40
multiparous, 22 primiparous), 8 of them fitted with a rumen cannula (5 multiparous and
3 primiparous), were used over a period of 2 months. All cows were kept at the
experimental research farm of the Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries in
Monells (Girona, Spain) in loose housing conditions evenly distributed in 2 symmetrical
pens, each containing 28 feeding places, 2 waterers (200 x 60 cm and 140 x 45 cm),
and a robotic milking unit. Cows were on straw bedding (replaced every 2 d) and
milked with an automatic milking system (AMS: VMS, DelLaval, Tumba, Sweden).
Animals were maintained and handled under the supervision of the Animal Care
Committee of the Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries. All cows had free
access to the AMS 22.5 h/d (a total of 1.5 h was dedicated to the cleaning of the
system). Cows were granted milking permission after 6 h from previous milking, unless
a milking failure occurred, in which case cows would be granted permission to be
milked again immediately. The milking status of each cow was checked at 0700, 0900,
1230, and 2030 h daily. Cows with more than 12 h since last milking were fetched and
forced to visit the AMS at these times only.

Treatments were applied following a cross-over design with 2 periods and 2 treatments.
Each period lasted 30 d. Treatments consisted of two partial mixed rations (PMR) with
different levels of NFC: a traditional ration (TR) and a high NFC ration (HC) (Table 1).
All cows received the same concentrate at the AMS (50% corn and 50% corn gluten
feed, 54.9% NFC, 22.6% NDF, 16.7% CP, 7.78% ADF, 3.85% EE, and 1.77 Mcal of
NE_/kg, DM basis). Cows were fed the PMR twice daily.

Measurements and sample collection
Individual milk production was recorded at each milking by the AMS, and milk
composition (fat and protein) was determined biweekly at an official laboratory
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(ALLIC, Cabrils, Spain). Individual eating behaviour (time spent feeding and eating)
and feed consumption were continuously monitored throughout the study using a
computerized system (Bach et al., 2004). Feed and refusal samples were collected daily
and analyzed for DM to determine DMI. The incidence of lameness and diarrhea was
scored once a week by the same observer. Lameness was assessed through locomotion
score (Sprecher et al., 1997). Cows with locomotion scores > 4 were considered lame.
Diarrhea was assessed through fecal consistency, with a tail scoring system (scale 1-3),
score 1 when firm, 2 when soft, and moderate consistency, and 3 when diarrhea; cows

with wet and dirty tails (fecal score > 2) were considered to have diarrhea.

Animals were blood sampled to determine blood glucose, insulin, and urea
concentrations within the first hour after the morning feeding in 2 separate days in each
period. Fecal samples were taken 1 d in each period within the first hour after the
morning feeding to determine apparent total tract starch digestibility using lignin as an
internal marker. Samples of ruminal contents were collected from the 8 rumen-
cannulated cows during 3 d in each treatment at 0, 4 and 8 h post-feeding. Ruminal fluid
was strained through 2 layer of cheesecloth, and 4 sub-samples of filtrate taken for the
determination of VFA, ammonia N, enumeration of protozoa, and DNA extraction for
quantitative real time PCR (qPCR) of Streptococcus bovis and Megasphaera elsdenii.

Rumen pH was recorded electronically at 22-min intervals during 6 d in each treatment.

Chemical analyses

Feed DM was determined by oven drying at 105 °C for 24 h (AOAC, 1990; ID 950.01)
and ashes by heating the feed at 550 °C for 4h (AOAC, 1990; ID 942.05). The NDF and
ADF contents of the diet were analyzed by the detergent system, using the sequential
procedure of Van Soest et al. (1991), with sodium sulfite, a thermostable amylase, and
correcting for ashes.

Enzymatic determination of serum glucose was conducted following the HK/G-6-PDH
method (Burrin and Price, 1985). Serum insulin was determined using ELISA
(Mercodia, Uppsala, Sweden).

Total starch of faecal samples was measured by the method of Theander (1991). The
lignin content of the faecal samples was determined by the detergent system, using the
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sequential procedure of Van Soest et al. (1991), with sodium sulfite, a thermostable

amylase, and correcting for ashes.

Total and individual VFA were prepared as described by Jouany (1982) and analyzed
by gas chromatography: 1 mL of a solution made up of 0.2% solution of mercuric
chloride, 0.2% of 4-methylvaleric acid as an internal standard, and 2% ortophosphoric
acid, was added to 4 mL of filtered rumen fluid and frozen at -20 °C. Samples were
centrifuged at 15,000 x g for 15 min at 7 °C, and the supernatant was analyzed by gas
chromatography (model 6890, Hewlett Packard, Palo Alto, CA) using polyethylene
glycol nitroterephthalic acid-treated capillary column (BP21, SGE, Europe Ltd.,
Buckinghamshire, UK) at 275 °C in the injector and 29.9 mL/min gas flow rate.

Ammonia N concentration was analyzed as described by Chaney and Marbach (1962): 4
mL sample of filtered rumen fluid was acidified with 4 mL of 0.2 N HCI and frozen at
-20 °C. Samples were centrifuged at 15,000 x g for 15 min, and the supernatant
analyzed by spectrophotometry (Libra S21, Biochrom Analytical Instruments,
Cambridge, UK).

For enumeration of protozoa, 1 mL of filtered rumen fluid was mixed with 9 mL of
methyl green:formaldehyde (38% wt/wt) solution. Entodiniomorphs and holotrichs were
identified (Dehority, 1993) and counted as described by Veira et al. (1983) using a
Neubauer Improved Bright-Line counting chamber (Hauser Scientific Partnership,
Horsham, PA). Protozoal counts were transformed to a base 10 logarithm before

statistical analysis.

For DNA extraction, rumen fluid samples were aliquoted in sterile eppendorfs of 1.5
mL and frozen at -20 °C. Deoxyribonucleic acid from rumen fluid samples was
extracted by physical disruption using a bead-beating method (Mini-Beater; Biospec
Products, Bartlesville, OK, USA) following the protocol described by Whitford et al.
(1998) with some modifications (Blanch et al., 2007). For gPCR, primers and probes
used in this trial are listed in Table 2. All samples were run in triplicate for standard
curve points or in duplicate for ruminal samples in a 20 pL reaction volume containing
1x TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), primers at a final
concentration of 900 nM each, 250 nM probe, and 100 ng of genomic DNA (5 puL of
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ruminal fluid samples at 20 ng/pL). The PCR was run in the ABI PRISM® 7900 HT
Sequence Detection System (Applied Biosystems) using optical grade 96 well-plates
using the following amplification parameters: 2 min at 50 °C, 10 min at 95 °C, and 40
cycles of 15s at 95 °C and 1 min at 60 °C. Reactions without DNA were always used as

negative controls in each run.

Statistical Analyses

Intake and milk yield data were summarized by week. For milk composition and blood
metabolites (insulin, glucose and urea), the average within period was used for the
analysis. For rumen data (VFA, ammonia N, gPCR and protozoa counts), the average
among days at each sampling time was used for the analyses. For rumen pH, the
average of each day was used for the analyses. For apparent total tract starch
digestibility, only one measurement within period was used. All statistical analyses
were conducted using PROC MIXED of SAS (SAS Inst., Inc., Cary, NC, USA, version
8.2). Period was considered a random effect in all analyses. The degrees of freedom
were corrected by Satterth’s optimization. The statistical model included treatment,
sequence in the cross-over, stage of lactation, parity, and the interactions of treatment
with parity and treatment with stage of lactation (the last one only if it was significant).
The stage of lactation of each cow was classified as a 4-class ordinal variable using the
quartiles of the DIM distribution as cutoffs when the interaction treatment by stage of
lactation was significant. Intake, milk yield, and all rumen data were analyzed using
PROC MIXED for repeated measures (Littell et al., 1998) using the Compound
Symmetry structure. A mixed-effects logistic regression model was used to determine
the impact of treatment on lameness and diarrhea occurrence. The model accounted for
the random effect of cow, and the fixed effects of the relationship between samplings
across time within cow, sequence in the cross-over, period, and treatment (NFC level)
using STATA program (Stata Corporation, College Station, Texas, USA).

3. Results and discussion

Most studies that compare different levels of NFC used concentrations below 40%,
similar to NRC (2001) recommendations (Sarwar et al., 1992; Schwab et al., 2006).
Because effects may be different in diets with NFC content below or above 40%, the
discussion will be limited to studies that compared NFC levels above 40% (Batajoo and
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Shaver, 1994; Harmison et al., 1997; Minor et al., 1998; Rabelo et al., 2003; Beckman
and Weiss, 2005).

No differences in total and PMR intakes were observed, in agreement with some earlier
studies (Minor et al., 1998; Beckman and Weiss, 2005), although a greater (P < 0.05)
concentrate intake was observed in cows that received the TR diet (Table 3). The
concentrate was offered at the AMS and a greater milking frequency in the TR group
was observed compared with the HC group (2.32 and 2.01 + 0.057 milks/d,
respectively). Therefore, the final nutrient content of the consumed diet was affected by
the proportions of concentrate and PMR intakes. Consequently final nutrient contents of
the consumed diets were (DM basis) 42.9 and 47.4% NFC, 33.8 and 27.5% NDF, 19.6
and 14.8% ADF, 16.2 and 17.4% CP, 4.14 and 3.96% EE, 1.64 and 1.68 Mcal of
NE_/kg net energy for TR and HC diet, respectively.

Milk yield and composition are shown in Table 3. An increase in dietary NFC increased
milk yield by 2.2 kg/d, and this agrees with Minor et al. (1998), but other studies did not
observe any response (Harmison et al., 1997; Rabelo et al., 2003; Beckman and Weiss,
2005). The HC diet resulted in an increase in plasma glucose (3.67 and 3.42 + 0.04
mmol/L, HC and TR, respectively, P < 0.001). A greater availability of glucose to the
mammary gland has an important impact on milk yield because lactose is the major
osmoregulator in mammary secretion of water (Lemosquet et al., 2004). Milk protein
content was 0.12 percentage units greater for cows fed HC compared with those fed TR,
as other authors have previously reported (Batajoo and Shaver, 1994; Minor et al.,
1998), and could be explained by an increase in aminoacid (AA) supply to the
mammary gland in animals receiving greater levels of NFC. One explanation for the
increase in AA supply with HC diet could be an increase in microbial growth and
protein synthesis in response to an increase in ruminally available carbohydrates (Stern
et al., 1978; Russell et al., 1992); another possible justification could be a decrease in
the utilization of AA for gluconeogenesis, because we observed a numerical decrease in
ammonia N and branched chain VFA in the diet with the high level of NFC. However,
some studies have not found changes in milk protein content (Harmison et al., 1997;
Beckman and Weiss, 2005). Milk fat content was about 0.59 percentage units lower
with the HC compared with the TR diet. This classic pattern of depressed milk fat

content with elevated NFC in the diet has been extensively reported (Minor et al., 1998;
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Beckman and Weiss, 2005), although other studies have not observed changes
(Harmison et al., 1997; Rabelo et al., 2003). In the present study, milk fat depression
could be explained by different theories: gluconeogenic-insulin theory, due to the
greater glucose and insulin plasma contents in HC compared with TR (0.849 and 0.582
+ 0.047 pg insulin/L, HC and TR, respectively, P < 0.001); and by the acetate to
propionate ratio theory, supported by the lower acetate to propionate ratio and acetate
proportion in diets with a greater level of NFC (Table 4). A third theory could be the
trans fatty acids one (Bauman and Griinari, 2003), but could not be supported because
the fatty acids profile was not determined in the present trial.

Apparent total tract starch digestibility decreased as the NFC content of the diet
increased (96.0 and 94.6%, TR and HC, respectively, P < 0.001), because starch intake
increased as NFC content increased. However, total starch intake and digested was
greater (P < 0.001) in HC compared with TR (9.81and 7.61 kg/d, and 9.28 and 7.31
ka/d, respectively). This result agrees with other studies (Batajoo and Shaver, 1994,
Beckman and Weiss, 2005). Nocek and Tamminga (1991) reported that as starch
delivery increased, starch digestion, as a percentage of that entering the small intestine,
decreased. Nevertheless, other studies did not observe differences (Harmison et al.,
1997; Schwab et al., 2006). Animals who received HC diet had four times more risk of
lameness than the TR group (odds ratio = 4.03, 95% confidence interval = 1.84 - 8.85, P
< 0.001); however no effects of treatment were observed in diarrhea (odds ratio = 0.753,
95% confidence interval = 0.200-2.84, P > 0.05). Laminitis and diarrhea are often

associated with ruminal acidosis (Owens et al., 1998).

Ruminal fermentation data are shown in Table 4. No significant treatment per hour
interaction was detected. Acetate proportion was lesser in HC compared with TR diet.
TR diet had more fiber content that stimulate fibrolytic bacteria which most of them are
acetate producers; conversely, HC cows consumed a greater content of starch in the diet
that stimulate amilolytic bacteria that are propionate producers. Moreover, ruminal pH
affects ruminal fermentation, and acetate concentration decreased with decreasing pH.
Calsamiglia et al. (2008) reported that ruminal pH was the major determinant of the
concentration of acetate. The acetate to propionate ratio tended (P < 0.10) to be lower in
HC compared with TR. The decrease in acetate to propionate ratio in HC diet was a

consequence of the decrease in acetate and the numerically increase in propionate.
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Calsamiglia et al. (2008) reported that propionate concentration resulted from the
combined effects of pH and diet, which contributed 55 and 45% of the variation,
respectively. Total VFA, propionate and butyrate proportion, branched-chain VFA and

ammonia N concentrations in the rumen were not affected by treatment.

The HC diet decreased the average ruminal pH and increased the number of hours with
a pH below 5.6. There was a significant interaction between treatment and number of
hours at pH below 5.6, and primiparous cows were more hours with suboptimal pH than
multiparous cows in the HC diet. The increased accumulation in total VFA and the
reduction in ruminal pH were expected because of the increase in rapidly fermented
carbohydrates (Owens et al., 1998; Coe et al., 1999). Although the increase in total VFA
concentration was not significant, it could explain the decrease in pH in HC diet
because pH and total VFA concentration were highly correlated (R = 0.65). Moreover,
eating rate was greater (P < 0.05) and the time spent eating was lesser (P < 0.001) in
HC compared with TR (294.3 and 229.9 + 17.6 g PMR/min, 156.2 and 200.0 + 5.92

min/d, respectively), which may be also related to a reduction in pH.

The quantification of S. bovis and M. elsdenii, main lactic acid producer and user,
respectively, suggested that lactic acid accumulation was not responsible of the decrease
in pH, because S. bovis quantification was lower (P < 0.01) in HC than in TR (31.6 and
86.1 + 8.50 ng DNA/mL ruminal fluid, respectvely). Moreover, S. bovis to M. elsdenii
ratio was not different between treatments (41.2 and 38.6 + 22.0, TR and HC,

respectively).

In our experiment, protozoal counts were in the same range as other in vivo experiments
(Nagaraja et al., 1992; Cardozo et al., 2006), and no differences were observed between
treatments (averaged 5.46 logiy and 3.65 logip counts/mL, entodiniomorphs and
holotrichs, respectively). Previous works using high-grain diets observed decreases in
protozoa counts when pH decreased (Slyter et al., 1970; Hristov et al., 2001), while
others reported increases of entodiniomorphs, because these protozoa phagocyte starch
very rapidly (Williams and Coleman, 1988) and compete with amylolytic bacteria for
their substrate (Newbold, 1987; Owens et al., 1998) avoiding declines in pH.
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Nevertheless, in this study we observed a decrease in pH without changes in protozoa

counts.

4. Conclusions

The present study compared two levels of NFC in the diet of dairy cows, one in the high
limit (42.9%) of the NRC (2001) recommendations, and the other one, well above this
limit (47.4%). Results indicate that it was possible to exceed NRC recommendations for
a short period of time, increasing milk yield, but this would incur in negative effects on

animal health.
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Table 1. Ingredient and nutrient composition of the experimental diets (TR = traditional ration,

HC = high NFC ration).

TR HC
Ingredient composition, % DM
Alfalfa hay 13.0 -
Corn silage 51.5 50.3
Barley 6.61 -
Corn 6.61 23.7
Wheat 1.43 -
Whole cotton seed 5.72 3.08
Soybean meal 5.09 11.7
Corn gluten feed 2.29 2.46
Soybean hulls 2.86 4.62
Wheat midds 4.29 3.29
Calcium carbonate 0.14 0.34
Magnesium oxide 0.11 0.12
Salt 0.17 0.18
Vitamin-mineral premix* 0.14 0.15
Nutrient composition

CP, % 16.1 17.6
NDF, % 35.9 28.3
ADF, % 21.8 15.8
NFC, % 40.5 46.5
EE, % 4.19 3.99
Net energy, Mcal of NE, /kg 1.61 1.68

'Composition: 3.750 klU/kg of vitamin A, 750 kIU/kg of vitamin D, 2.5 mg/kg of vitamin E,
2.5 g/kg of Fe, 12.5 g/kg of Zn, 1.25 g/kg of Cu, 10 g/kg of Mn, 0.1 g/kg of Co, and 0.4 g/kg of
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Table 2. Primers, Tagman probes-MGB, and PCR conditions used in this study.

Target Sequence (5°3°) Ann.T® Fw’uM RV uM  Probe uM Reference
Fw. GATAGCTAATACCGCATAACAGCATT Blanch et al., 2007
Streptococcus
bovi Rv. AACGCAGGTCCATCTACTAGTGAA 60 0.9 0.9 0.25 Blanch et al., 2007
ovis
P TGCTCCTTTCAAGCAT Blanch et al., 2007
Fw. GACCGAAACTGCGATGCTAGA Ouwerkerk et al., 2002
Megasphaera
Isdenii Rv. CGCCTCAGCGTCAGTTGTC 60 0.9 0.9 0.25 Ouwerkerk et al., 2002
elsdenii
P. ACTGGTGTTCCTCCTAATA Blanch et al., 2007

LAnn. T2 = annealing temperature.
2Fw = forward primer.

’Rv = reverse primer.

‘P = prove.
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Table 3. Effect of non-fiber carbohydrate level of the ration on feed intake, and on milk yield

and composition.

TR HC® SEM® P-value*
Concentrate, kg/d 3.73 2.62 0.150 fale
PMR, kg/d 19.3 19.0 0.891 NS
Total, kg/d 23.0 21.7 0.925 NS
Milk yield, kg/d 315 33.7 1.30 *
Protein, % 3.21 3.33 0.029 *
Fat, % 3.66 3.07 0.087 ok

TR = traditional ration.

HC = high NFC ration.

SEM = standard error of the means.

“NS = P > 0.05, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.
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Table 4. Effect of non-fiber carbohydrate level of the ration on ruminal parameters.

TR HC? SEM® P-valug®

Total VFA, mM 132.6 141.6 9.05 NS
Acetate, % 64.1 58.6 1.53 *
Propionate, % 20.3 24.8 2.01 NS
Butyrate, % 11.8 12.9 0.702 NS
Acetate:Propionate 3.26 2.52 0.270 f
Branced-chain VFA,% 2.38 2.15 0.190 NS
Ammonia N, 12.8 11.4 1.20 NS
pH<5.6, h/d

Primiparous 1.66 9.72 0.891 el

Multiparous 0.972 4.95 0.680 *x
Auverage pH 6.28 5.85 0.035 Fxk

TR = traditional ration.
HC = high NFC ration.

3SEM = standard error of the means.

‘NS =P >0.05"P<0.10, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.
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Physiological changes in rumen fermentation during acidosis induction and its

control using a multivalent polyclonal antibody preparation in heifers

ABSTRACT: Physiological changes in rumen fermentation during acidosis induction
and its control using a multivalent polyclonal antibody preparation (PAP) in heifers
were studied in a completely randomized experiment using 12 crossbred heifers (452 +
20 kg BW). Treatments were control (CTR) or PAP. The acidosis induction protocol
composed 3 periods: 3 mo of 100% fescue hay feeding ad libitum, 10 d (from d 1 to 10
of the experiment) of adaptation to the treatment (100% forage feeding + 10 mL/d of
PAP top-dressed to the treatment group) and 5 d (from d 11 to 15 of the experiment) of
transition that consisted of increasing 2.5 kg/d of concentrate (16.5% CP) up to 12.5 kg,
fescue ad libitum and 10 mL of PAP in the treatment group. Concentrate feeding level
at 12.5 kg/d was mantained until heifers developed acidosis (from d 16 to 22 of the
experiment). When an animal was considered acidotic it was changed to a 50:50
forage:concentrate diet, monitored for 4 d and taken out of the experiment. Samples of
ruminal fluid were collected at 0 and 6 h post feeding to determine pH, volatile fatty
acids (VFA), lactate, protozoa counts, and DNA extraction for quantitative real time
PCR (gPCR) and denaturing gradient gel electrophoresis analyses (DGGE). Only
samples collected during adaptation to the treatment, 3 and 1 d before acidosis, acidosis
day, and 1 and 4 d after acidosis day, were analyzed. Data were analyzed using PROC
MIXED of SAS. Differences were declared at P < 0.05. Animals (83.3% in CTR and
50.0% in PAP) entered into acidosis 5.25 + 0.17 d after the start of transition. However,
the fermentation profile of animals with acidosis was similar between treatments. From
3 d before acidosis to acidosis day, a decrease of pH and acetate to propionate ratio, and
an increase in total VFA, butyrate and entodiniomorph counts was observed. However,
the greatests levels of Streptococcus bovis and Megasphaera elsdenii (78.5 + 53.9 and
104.1 £ 72.6 ng DNA/mL ruminal fluid, respectively) and a decrease in DMI (10.6 vs
6.46 kg, respectively) were recorded 1 d after acidosis. Heifers fed PAP had greater pH
at 0 h post-feeding ond 6 (6.70 vs 6.11), 8 (6.54 vs 5.95) and 9 (7.26 vs 6.59) after the
start of the feeding challenge compared with CTR. Heifers fed PAP tended to have
greater total VFA concentration than CTR (124.4 and 114.3 + 3.96 mM, respectively).
These results indicate that PAP may be effective in controlling acidosis of heifers

during a rapid transition to a high-concentrate diet.
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Key words: acidosis, antibody, microbial profile, rumen fermentation.

1. Introduction

Ruminal acidosis is one of the most common nutritional disorders in feedlot and dairy
cattle, and it is the result of the intensification of animal production systems. The
increase in the proportion of rapidly fermentable carbohydrates results in the
accumulation of volatile fatty acids (VFA) and lactate, thereby increasing the risk of
acidosis. The economic impact of ruminal acidosis in the US was estimated to be 500 to
1,000 million US$ each year (Stone, 1999). However, there is limited research
describing the physiological changes occurring in the rumen during the development of
acidosis in beef cattle (Goad et al., 1998; Coe et al., 1999; Bevans et al., 2005).

lonophores have been used in animal feeds because of their ability to reduce the risk of
acidosis and bloat (Chalupa et al., 1980; Bergen and Bates, 1984). However, EU
legislation banned the use of antibiotics in animal feeds in January 2006 (OJEU, 2003).
For this reason, the dairy and beef industries in the EU are actively searching for
alternative acidosis-reduction strategies. Novel strategies against acidosis are focussing
on the control of bacteria involved in the production (Streptococcus bovis) and
utilization (Megasphaera elsdenii, Selenomonas ruminantium) of lactate. The addition
of M. elsdenii as a probiotic to rumen fluid in vitro and in vivo resulted in a decrease in
lactic acid concentration and an increase in pH (Klieve et al., 2003; Kung and Hession,
1995). Vaccination against S. bovis was successful in maintaining greater rumen pH and
decreasing L-lactate concentration (Gill et al., 2000; Shu et al., 2000). Similarly,
preparations of polyclonal antibodies against S. bovis (PAP-Sb) or Fusobacterium
necrophorum (PAP-Fn) were successful in reducing rumen concentrations of target

bacteria and increasing pH in steers fed high-grain diets (DiLorenzo et al., 2006, 2008).

The objectives of the present study were to describe physiological changes during an
acidosis induction and to study the effects of feeding a multivalent polyclonal antibody
preparation against several ruminal microorganisms and immunogens (PAP) on

fermentation and microbial patterns during this induction in heifers.

2. Materials and methods
Animals, Housing and Treatments
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Twelve crossbred heifers (average initial BW 452 + 20 kg) were fitted with 1 cm i.d.
plastic ruminal trocars (Divasa Farmavic SA, Vic, Spain). Animals were individually
housed in tie-stalls at the Unitat de Granges i Camps Experimentals of the Universitat
Autonoma de Barcelona (Spain) and were randomly assigned to 1 of the 2 experimental
treatments. All animal housing and handling procedures were approved by the
Institutional Animal Care Committee of the Universitat Autonoma de Barcelona
(Spain). Treatments consisted of top-dressing: no additive (CTR) or 10 mL (5 mL twice
a day) of PAP (RMT Optimize™, CAMAS Inc., Le Center, MN). The commercial
product contains immunoglobulins mainly against S. bovis (ATCC 9809) and less
quantities against F. necrophorum (ATCC 27852), Clostridium sticklandii (ATCC
12662), Clostridium aminophilum (ATCC 49906), Peptostreptococcus anaerobius
(ATCC 49031), and Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43895). Streptococcus bovis is a
main lactic acid producing bacteria, F. necrophorum is involved in the development of
liver abscesses in acidotic animals, C. sticklandii, C. aminophilum and P. anaerobius
are hyper-ammonia producing bacteria, and E. coli O157:H7 is a human pathogen that

develops in ruminants under acidosis.

Acidosis Induction Protocol

The acidosis induction protocol included 3 periods: 100% fescue hay feeding ad libitum
for 3 mo; 10 d (d 1 to 10 of the experiment) of adaptation to treatment (100% fescue
hay feeding and 10 mL/d of PAP top-dressed to the treatment group only); and the high
concentrate feeding challenge, when concentrate feed was increased 2.5 kg/d to reach
12.5 kg/d (d 11 to 15 of the experiment) with fescue hay offered ad libitum, and heifers
in the treatment group receiving 10 mL/d of PAP. Concentrate feeding level was
mantained at 12.5 kg/d until heifers developed acidosis (d 16 up to 22). Acidosis was
declared when rumen pH reached 5.5 and(or) when concentrate intake was decreased
more than 50% compared with the previous day. When an animal was considered
acidotic, diet was changed to 50:50 forage:concentrate, and after 4 d on this diet, the
animal was taken out of the experiment. Animals not declared in acidosis 12 d after the
start of the transition (d 22 of the experiment) were considered acidosis-resistant.

Feeds
Fescue hay (10.6% CP, 59.7% NDF, and 31.6% ADF, DM basis) was the forage source,
and the concentrate (16.5% CP, 17.4% NDF, and 8.32% ADF, DM basis) consisted
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(DM basis) of ground barley grain (38.5%), ground corn grain (29%), soybean meal
(12.3%), soybean hulls (7.5%), corn gluten feed (6.5%), sunflower (4.0%), calcium
carbonate (0.7%), sodium bicarbonate (0.5%), dicalcium phosphate (0.5%), sodium
chloride (0.5%) and a vitamin and mineral mixture (0.5%; 1 kg DM of the vitamin and
mineral mixture contained 1,5612 K IU vitamin A, 150 K IU vitamin D, 2,500 mg
vitamin E, 3,500 mg zinc, 2,000 mg iron, 400 mg manganese, 250 mg cooper, 50 mg
cobalt, 38 mg iodine and 25 mg selenium).

Sample Collection and Analyses

Daily DMI was measured individually. Feed refusals were recorded before the morning
feeding. Refused concentrate and fescue hay were manually separated using a 0.5-cm
screen sieve, and weighed separately. Feed and refusal samples were collected daily and
analyzed for DM to determine DMI. Dry matter was determined by oven drying at 105
°C for 24 h (AOAC, 1990; ID 950.01) and ash by heating at 550 °C for 4 h (AOAC,
1990; ID 942.05). The NDF and ADF content of the diet were analyzed by the detergent
system, using the sequential procedure of Van Soest et al. (1991), with sodium sulfite, a
thermostable amylase, and corrected for ash.

Samples of ruminal fluid were collected at 0 and 6 h after feeding at the end of the
adaptation period (d 10), and daily during the challenge period. However, only samples
taken during adaptation to the treatment, d 3 and 1 before acidosis, the day of acidosis,
and d 1 and 4 after acidosis were analyzed. Ruminal fluid was strained through 2 layers
of cheesecloth, and pH measured immediately with a portable pH-meter (model 507,
Crison Instruments SA, Alella, Spain). Three sub-samples of filtrate were taken for the
determination of VFA and lactate, enumeration of protozoa and DNA extraction for
quantitative real time PCRs (gPCR) and denaturing gradient gel electrophoresis
analyses (DGGE).

Volatile fatty acids and lactate concentrations in ruminal fluid were analyzed by a
modification of the capillary gas chromatography method described by Richardson et al.
(1989). Modifications were applied to the sample preparation and conservation. To
conserve samples, 4 mL of ruminal fluid were added to 1 mL of a solution made up of
1% (wt/wt) mercuric chloride, 2% (vol/vol) orthophosphoric acid, and 0.2% (wt/wt) 4-
methylvaleric acid as an internal standard in distilled water and stored at -20 °C
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(Jouany, 1982). As a pre-analysis treatment, samples were thawed and centrifuged at
15,000 x g for 15 min and diluted 1:1 in distilled water. The supernatant was analyzed
by gas chromatography (model 6890, Hewlett Packard, Palo Alto, CA) using an Agilent
DB-5 column (10m x 100 pum % 0.10 um) fitted to a flame ionization detector (275 °C
injector temperature and 29.9 mL/min gas flow rate).

For enumeration of protozoa, 1 mL of filtered rumen fluid was mixed with 9 mL of
methyl green:formaldehyde (38% wt/wt) solution. Entodiniomorphs and holotrichs were
identified (Dehority, 1993) and counted as described by Veira et al. (1983) using a
Neubauer Improved Bright-Line counting chamber (Hauser Scientific Partnership,
Horsham, PA). Protozoal counts were transformed to base-10 logarithms before

statistical analysis.

For DNA extraction, rumen fluid samples were aliquoted in sterile eppendorfs of 1.5
mL (Deltalab SL, Rubi, Spain) and stored at -20 °C. Deoxyribonucleic acid from rumen
fluid samples was extracted by physical disruption using a bead-beating method (Mini-
Beater; Biospec Products, Bartlesville, OK, USA) following the protocol described by
Whitford et al. (1998) with some modifications (Blanch et al., 2007).

For qPCR, primers, probes, and the PCR conditions used in this trial are listed in Table
1. All samples were run in triplicate in 2 independent experiments. The gPCR was run
in the iCycler iQ thermal cycler (Bio-Rad®, Hercules, CA, USA). Results were analyzed
using the iCycler iQ detection system software (Bio-Rad®, Hercules, CA, USA).

For DGGE analyses, PCR amplification across the 16S rRNA V6 V8 region was carried
out by using the primers F968gc and R1401 for eubacteria (Huws et al., 2007). Sample
DNA (1 ng) was added to a 25 pL reaction mix containing 0.50 uM each primer, 0.20
mM dNTPs, 3.00 mM MgCl;, and 0.05 U Taq DNA polymerase in 10 mM Tris/HCI (pH
9.0). Amplification conditions were 40 cycles with 15 s at 94 °C for denaturation, 15 s
at 56 °C for annealing, and 1 min at 72 °C for extension, except for 3 min denaturation
in the first cycle and 5 min extension in the last cycle. The PCR amplification products
were visualized on 2% (wt/vol) agarose gels before DGGE analysis.
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The DGGE was performed by using the Bio-Rad DCode universal mutation-detection
system (Bio-Rad®, Hercules, CA, USA), following the manufacturer’s guidelines. The
PCR products (5 pL) were loaded onto 6% (wt/vol) polyacrylamide gels in 1 x TAE [40
mM Tris base, 20 mM acetic acid, 1 mM EDTA (pH 8.3)] that contained a 40-60%
denaturant gradient [100% denaturant, 0.70 M wurea, 40% (vol/vol) deionized
formamide]. Electrophoresis was performed at a constant voltage (85 V) and
temperature (60 °C) for 16 h. Gels were then stained for 15 to 30 min with a silver
nitrate solution (0.2%) and the gel image was saved with a Bio-Rad GelDoc 2000 gel-
documentation system (Bio-Rad®, Hercules, CA, USA). The DGGE profiles within the

same gels were compared using similarity trees (Dice).

Statistical Analyses

All statistical analyses were conducted using SAS (SAS Inst., Inc., Cary, NC, USA,
version 8.2). Results were analyzed using PROC MIXED for repeated measures (Littell
et al., 1998) with animal treated as a random effect and using the Compound Symmetry
structure, according to the following models: yik = u + Hi + Tic + (H*T)i + €i, Yjk = p +
Dj + Tk + (D*T)jk + &, and y;; = u + H; + Dj + (H*D);; + &jj, where y was the dependent
variable, u was the mean value, H; was the hour post-feeding effect (fixed factor), Tk
was the treatment effect (fixed factor), D; was the day effect (fixed factor), and & was
the error. Differences were declared at P < 0.05 and tendencies at P < 0.10.

3. Results and discussion
There were no interactions between main factors and, therefore, only main effects are
discussed. The results and discussion will be divided in 2 sections: changes occurring

during the induction of acidosis, and the effects of PAP.

Acidosis induction

There is limited research describing the changes in ruminal fermentation during a rapid
change from a high-forage to a high-concentrate diet in beef cattle (Goad et al., 1998;
Coe et al., 1999; Bevans et al., 2005). For this reason, this type of study is important to
understand the development of ruminal acidosis during this transition period.
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At the end of the adaptation period and just before the start of the feeding challenge,
DMI (9.78 + 0.420 kg), total VFA (109.1 + 5.69 mM), acetate (71.6 £ 0.32 mol/100
mol), propionate (16.9 + 0.36 mol/100 mol), butyrate (9.32 + 0.198 mol/100 mol),
acetate to propionate ratio (4.24 + 0.103) and pH (6.90 + 0.142) were within normal
ranges for a high forage diet (France and Siddons, 1993).

At the end of the acidosis induction protocol in this experiment, 66.7% of animals
developed acidosis, after an average of 5.25 £ 0.17 d. The remaining heifers (33.3%)
did not develop acidosis after 14 d of the challenge with a high-concentrate diet.
Acidosis was diagnosed by a decrease of ruminal pH (62.5%) or a decrease in
concentrate DMI relative to the previous day (37.5%).

Total voluntary and concentrate intake increased over time until the acidosis day,
decreased 1 d after acidosis and recovered to initial levels 4 d after acidosis (Table 2).
The forage intake decreased over time until acidosis day, and then started to increase to
the initial values 4 d after acidosis (Table 2). This response was a direct effect of the

experimental design.

Ruminal pH and fermentation profile. The least square means of ruminal pH and lactate
are shown in Table 3. During the acidosis challenge, ruminal pH declined over time
until acidosis day, reaching a minimum at 6 h post-feeding (5.54). Ruminal pH started
to recover immediately after the acidosis day, reaching values comparable to initial
values by 4 d after acidosis. The ruminal pH at 6 h post-feeding was always lower than
at 0 h post-feeding, except 1 d after acidosis during which there was no significant
difference. Lactate tended to increase over time until 1 d after acidosis and then
decreased. Moreover, there was a large variation in ruminal lactate concentrations (from
0 to 48.3 mM), which suggest that some of the heifers were in acute acidosis, whereas
others were not (Dirksen, 1970; Harmon et al., 1985; Bauer et al., 1995). Volatile fatty
acid profiles are shown in Table 4. Total VFA, propionate (only at 6 h post-feeding) and
butyrate increased over time until acidosis day, and their concentrations started to
decrease back to initial values 1 d after the acidosis day. The increased accumulation in
total VFA and the reduction of ruminal pH was expected because of the increase in

rapidly fermented carbohydrates (Coe et al., 1999; Owens et al., 1998). Acetate and
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acetate to propionate ratio decreased over time until acidosis day, and then increased
until d 4 after acidosis. In most cases, total VFA, propionate, and butyrate were greater
at 6 h than 0 h post-feeding. However, acetate to propionate ratio and acetate
concentration were lower at 6 h than O h post-feeding.

Microbial profile. Lactate-producing bacteria (S. bovis) increased over time, reaching
the greatest level 1 d after acidosis at 6 h post-feeding (78.5 + 53.9 ng/mL ruminal fluid;
Table 5), which could be explained by the low pH recorded the day before (Table 3;
Hungate, 1966; Marounek and Bartos, 1987). During the transition from a forage to
concentrate diet, most authors report an initial increase in amylolytic bacteria, mainly as
S. bovis (Goad et al., 1998; Owens et al., 1998; Tajima et al., 2001). Streptococcus bovis
is considered the major lactate-producing bacteria, which is consistent with the
maximum level of lactate 1 d after acidosis, although differences were not significant.
Numerically, lactate-utilizing bacteria (M. elsdenii) increased 925-fold from d 1 of the
experiment to d 1 after acidosis (0.123 vs 83.0 and 0.087 vs 104.1, at 0 and 6 h post-
feeding, respectively), and then decreased 24-fold from d 1 to d 4 after acidosis (Table
5). It is likely that the large increase in M. elsdenii during the induction of acidosis
explains the lack of significant differences in lactate concentration (Table 3). In the
adaptation to the high-concentrate diet, a large but non-significant increase of M.
elsdenii was also observed (Table 5) and agrees with other authors that reported an
increase in lactate-utilizing bacteria (M. elsdenii and S. ruminantium) during this period
in in vivo experiments (Dehority and Orpin, 1988; Goad et al., 1998; Tajima et al.,
2000).

Protozoa counts are shown in Table 6. Entodiniomorph counts increased until acidosis
day and then decreased 1 d after acidosis, although 4 d after acidosis had similar
numbers to the acidosis day. However, on the acidosis day, entodiniomorph counts were
greater at O h than 6 h post-feeding. The increase of entodiniomorphs could explain the
limited increase in S. bovis during the induction of acidosis, because these protozoa
phagocyte starch very rapidly (Williams and Coleman, 1988) and compete with
amylolytic bacteria for their substrate (Newbold et al., 1987; Owens et al., 1998).
Moreover, because protozoa are butyrate producers, their increase may also explain the
increase in butyrate concentration (Brossard et al., 2004; Hungate, 1966; William and
Coleman, 1988). Furthermore, M. elsdenii, the major producer of butyrate from lactate
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(Counotte et al.,, 1981), increased 1 d after acidosis and remained very low the
remainder of the time, which may also help to explain the increase in butyrate
concentration. On the other hand, Butyrivibrio fibrisolvens, also a major butyrate-
producing bacterium (Stewart et al., 1997), did not bring conclusive results in this

experiment because it had an heterogeneous response (Table 7).

Four days after acidosis most of the fermentation parameters (total VFA, propionate,
butyrate, acetate to propionate ratio, pH), DMI and DGGE microbial profile recovered
to initial values. Cluster analysis comparing the d 10 of adaptation, acidosis day and 4 d
after acidosis generated an UPGMA dendogram (Figure 1) which revealed that the
clusters of d 10 of adaptation and 4 d after acidosis were closer to each other than with
the day of acidosis. This could be explained by the change to a 50:50 forage:concentrate

diet the day after acidosis.

Effects of PAP on ruminal fermentation

During the adaptation period, with a 100% forage diet, no significant differences
between treatments were observed for total VFA (112.1 + 4.11 mM), acetate (71.1 +
0.38 mol/100 mol), propionate (17.1 + 0.47 mol/100 mol), butyrate (9.64 + 0.206
mol/100 mol), acetate to propionate ratio (4.18 + 0.133) and lactate (1.24 + 0.412 mM).
On d 10 of adaptation, heifers fed CTR had greater pH than those fed PAP (7.02 and
6.78 £ 0.063, respectively), but this difference is not relevant in practice. Lack of effect
of treatments during adaptation was expected because S. bovis, the major target bacteria
for the PAP, plays a greater role in high-concentrate diets.

At the end of the induction period 83.3% and 50% of the animals entered into acidosis
in CTR and PAP, respectively, but this difference was not significant perhaps due to the
small number of animals in the experiment. On average it took 5.4 and 5.0 d for heifers

in CTR and PAP, respectively, to enter acidosis.

During the trial, heifers treated with PAP had greater pH values at 0 h post-feeding on
days 6 (6.70 vs 6.11), 8 (6.54 vs 5.95) and 9 (7.26 vs 6.59) after the start of the feeding
challenge compared with CTR (Figure 2). However, total VFA concentration tended to
be greater in PAP-treated heifers (124.4 and 114.3 + 3.96 mM, respectively; Table 4).
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Other studies also observed an increase of ruminal pH in animals treated with passive
(DiLorenzo et al., 2006, 2008) and active immunization (Gill et al., 2000; Shu et al.,
2000). In contrast, DiLorenzo et al. (2005) did not observe effect of PAP on average
ruminal pH. However, these studies were conducted with animals adapted to a high-
concentrate diet instead of a challenge feeding from forage to concentrate diet like the

present study.

There were no differences between treatments in DMI and lactate concentration (Table
2 and 3, respectively). This results agree with those reported by DiLorenzo et al. (2005),
but disagree with some studies with active immunization against S. bovis (Gill et al.,
2000; Shu et al., 2000), which reported an increase in DMI and a lower L-lactate
concentration in vaccinated animals. However, lactate values exceeding 20 mM (n = 2)

were only reported in CTR heifers.

Numerically, the DNA concentration of lactate-producing bacteria (S. bovis) was greater
in CTR than in PAP (91.6 + 53.9 and 49.5 + 10.5 ng/mL ruminal fluid, respectively;
Table 5), but differences were not significant due to large animal to animal variation.
The maximum value of S. bovis DNA concentration occurred 1 and 4 d after acidosis in
CTR and in PAP-treated heifers, respectively (Table 5). In most cases, DiLorenzo et al.
(2006, 2008) observed reductions in S. bovis counts with PAP doses between 2.5 and
7.5 mL per animal and day. It is not clear why in this experiment (10 mL dose) PAP did
not affect ruminal S. bovis DNA content, but it could be due to a phenomenon of
antibody-to-antibody agglutination at greater antibody titers (DiLorenzo et al., 2006).

4. Conclusions

The multivalent polyclonal antibody preparation may be effective in reducing the
incidence of acidosis during transition from a high-forage diet to a high grain diet.
Nevertheless, there were no major differences in fermentation and microbial profile
between acidotic animals in both treatments. Further studies with more animals are

necessary to confirm these results.
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Table 1. Primers, probes and PCR conditions used in this study.

Annealing Fw' Rv® Probe MgCl,

Target Sequence (5’3") T2 UM M uM mM Reference
Egveigtococcus Fw. ATGTTAGATGCTTGAAAGGAGCAA

Rv. CGCCTTGGTGAGCCGTTA 60 1 1 0.25 3 Klieve et al. (2003)
P®. CTCACCAACTAGCTAATACAACGCAGGTCCA

'gf:g:‘rfﬁhaera Fw. GACCGAAACTGCGATGCTAGA
Rv. CGCCTCAGCGTCAGTTGTC 60 025 025 05 3 Ouwerkerk et al. (2002)
P. TCCAGAAAGCCGCTTTCGCCACT
Egﬁ;‘)‘l’\'g;': Fw. TCCGGTGGTATGAGATGGGC
el Rv. GTCGCTGCATCAGAGTTTCCT 55 04 08 02 3 Paillard et al. (2007)
P.
Eg:{;‘)‘l’\'g;': Fw. GCCTCAGCGTCAGTAATCG . 04 04 - Paillard (unpublished
s Rv. GGAGCGTAGGCGGTTTTAC ' ' ' data)
Eg:{;‘)‘l’\'g;': Fw. GACGGTGTATCAAGTCTGAAGTG . 005 0.25 - Paillard (unpublished
Atypical Rv. GCCGGCACTGAAAGACTATGTC ' ' ' data)

'Fw = forward primer.

’Rv = reverse primer.

%P = probe.
“SA = stearic acid producer.

*VA = vaccenic acid producer.



Table 2. Effects around onset of acidosis and treatment with a multivalent polyclonal antibody preparation on voluntary feed intake in crossbred heifers.

Day Treatment® P-value*®
Item 3 d before 1 d before Day of acidosis 1 d after 4 d after CTR PAP  SEM* D T
Concentrate DMI, kg/d 5.40° 9.17° 8.88° 2.76° 4.88" 6.09 635 0580  *** NS
Fescue hay DMI, kg/d 5.17° 3.52° 1.93° 3.72° 5.15° 391 389 0319  *x* NS
Total DMI, kg/d 10.6" 12.7° 10.8 6.46° 10.0° 10.0 10.2  0.639  *** NS
Concentrate, % 50.4° 72.4° 81.0° 38.0° 49.0° 57.7  58.6 377  *** NS

abowithin a row, means without a common superscript letter differ (P < 0.05).
'CTR = control (n = 5); PAP = polyclonal antibody preparation (n = 3).

’D = day effect; T = treatment effect.

NS =P > 0.05, *** P < 0.001.

“SEM = standard error of the means.
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Table 3. Effects around onset of acidosis, hours post-feeding and treatment with a multivalent
polyclonal antibody preparation on ruminal pH and lactate in crossbred heifers.

Hour! Treatment? P-value®*
Item 0 6 CTR PAP SEM® H T
Ruminal pH
3 days before acidosis 7.422 6.25% 6.892 6.782 0.149  *** NS
1 day before acidosis 7.342 6.46° 7.022 6.782 0.063  *** *
Day of acidosis 6.13" 5.54° 5.96° 5.71° 0.127 * NS
1 day after acidosis 6.18" 5.91™ 6.08" 6.01° 0269 NS NS
4 days after acidosis 7.322 6.552 6.882 6.992 0.216 *x NS
SEM 0.165  0.171 0.151 0.191
Lactate, mM
3 days before acidosis 2.29 0.291° 1.01 1.57% 05231 T NS
1 day before acidosis 2.39 0.00° 0.883 1.51° 0.3702  ** NS
Day of acidosis 3.11 3.07* 2.69 3.49% 0889 NS NS
1 day after acidosis 9.06 4.35° 9.90 350 4284 NS NS
4 days after acidosis 2.67 2.87% 1.92 3.62° 0.751 NS NS
SEM 2.748  1.3198 2.1677 0.809

abowithin a column, means without a common superscript letter differ (P < 0.05).

%eWithin a column, means without a common superscript letter differ (P < 0.10).

'0 hand 6 h post-feeding (n = 8).

’CTR = control (n = 5); PAP = polyclonal antibody preparation (n = 3).

3H = hour effect; T = treatment effect.

‘NS =P>0.05"P<0.10, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.

’SEM = standard error of the means.
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Table 4. Effects around onset of acidosis, hours post-feeding and treatment with a multivalent
polyclonal antibody preparation on volatile fatty acids (VFA) in crossbred heifers.

Hour Treatment? P-value**

Item 0 6 CTR PAP SEM® H T

Total VFA, mM
3 days before acidosis 90.4° 140.0° 111.9®  1185° 531  *** NS
1 day before acidosis 92.9° 125.3 102.0°  116.2™ 416  **=* f
Day of acidosis 135.42 163.82 140.62 158.62 7.70 * NS
1 day after acidosis 125.82  132.5™ 119.3°  139.0° 899 NS NS
4 days after acidosis 84.0°  114.8° 97.9° 100.8°  7.38 * NS
SEM 6.88 6.16 5.79 7.18

Acetate, mol/100 mol
3 days before acidosis 71.22 69.82 70.62 70.42 0.40 *x NS
1 day before acidosis 71.82 71.42 71.7° 71.52 0.35 f NS
Day of acidosis 64.7° 61.3° 62.8° 63.1° 1.37 * NS
1 day after acidosis 62.5° 61.5° 63.0° 60.9° 284 NS NS
4 days after acidosis 66.3" 64.7° 66.7° 64.3 1.60 f NS
SEM 1.66 1.00 1.14 2.06

Propionate, mol/100 mol
3 days before acidosis 16.7 17.7° 17.0° 17.4 048  *** NS
1 day before acidosis 16.7 17.2° 16.5° 17.4 0.37 * NS
Day of acidosis 16.9 19.3® 18.0% 18.2 1.08 * NS
1 day after acidosis 19.7 21.12 19.92 20.9 1.97 NS NS
4 days after acidosis 18.9 18.4° 17.9% 194 1.88 NS NS
SEM 1.31 1.02 0.79 2.24

Butyrate, mol/100 mol
3 days before acidosis 9.47" 10.4° 10.0° 9.90°  0.179 * NS
1 day before acidosis 8.88° 9.76° 9.66° 8.98° 0.259 ok NS
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Day of acidosis

1 day after acidosis

4 days after acidosis

SEM
Acetate:propionate ratio

3 days before acidosis

1 day before acidosis

Day of acidosis

1 day after acidosis

4 days after acidosis

SEM

15.52
14.92
11.6°

0.837

4.28
431
3.91
3.52
3.79

0.346

16.62
14.5°
14.0°

0.771

3.96%
4.17°
3.21°
3.09°
3.67%

0.265

16.32
14.3°
12.6°

0.936

4,18
4.36°
3.53
3.31°
3.86%

0.201

15.92
15.12
13.0°

0.479

4.06
4.12
3.58
3.30
3.60

0.555

1.22

1.61

0.63

0.135

0.112

0.269

0.502

0.470

NS

NS

*

**

**

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

abowithin a column, means without a common superscript letter differ (P < 0.05).

%€ Within a column, means without a common superscript letter differ (P < 0.10).

'0 hand 6 h post-feeding (n = 8).

’CTR = control (n = 5); PAP = polyclonal antibody preparation (n = 3).

H = hour effect; T = treatment effect.

‘NS =P >0.05"P<0.10, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.

’SEM = standard error of the means.
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Table 5. Effects around onset of acidosis, hours post-feeding and treatment with a multivalent
polyclonal antibody preparation on quantification of Streptococcus bovis and Megasphaera
elsdenii in crossbred heifers.

Hour? Treatment? P-value®*
Item 0 6 CTR PAP SEM® H T
S. bovis®
100% forage diet’ 16.3 11.3 12.7 15.0° 227 ** NS
Day of acidosis 25.4 28.8 26.8 27.4° 980 NS NS
1 day after acidosis 29.2 78.5 91.6 16.1° 539 NS NS
4 days after acidosis 41.8 33.8 26.2 49.5° 105 NS NS
SEM 8.55 34.57 26.44 10.16
M. elsdenii®
100% forage diet’ ND® ND ND ND - - -
Day of acidosis 13.8 2.27 15.8 0.206 138 NS NS
1 day after acidosis 83.0 104.1 37.2 150.0 726 NS NS
4 days after acidosis 7.60 2.79 0.708 9.69 419 NS NS
SEM 25.1 31.1 14.9 51.7

*ithin a column, means without a common superscript letter differ (P < 0.05).
'0 hand 6 h post-feeding (n = 8).

’CTR = control (n = 5); PAP = polyclonal antibody preparation (n = 3).

*H = hour effect; T = treatment effect.

‘NS =P >0.05, ** P < 0.01.

°SEM = standard error of the means.

® ng DNA/mL ruminal fluid.

'Samples were taken the day 10 of adaptation.

8NID = not detected.
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Table 6. Effects around onset of acidosis, hours post-feeding and treatment with a multivalent
polyclonal antibody preparation on protozoa counts in crossbred heifers.

Hour! Treatment? P-value®*
Item 0 6 CTR PAP SEM®* H T
Entodiniomorphs, logo
100% forage diet® 5.18%  4.85 5.00  5.03™ 0.066 *** NS
Day of acidosis 5.27%  5.24° 518®  533® 0163 NS NS
1 day after acidosis 5.02°  4.82° 4.95% 4.90°  0.199 f NS
4 days after acidosis ~ 5.49° 5.28° 5.32° 5.44*  0.127 * NS
SEM 0.110  0.117 0.100 0.145
Holotrichs, logo
100% forage diet® 404 324 3.87° 342 0.408 NS NS
Day of acidosis 3.70* 398 4.13° 3.56 0.164 NS *
1 day after acidosis 3.60° 3.23 3.37° 345 0.344 NS NS
4 days after acidosis 3.83*  3.67 3.86° 3.65 0.186 NS NS
SEM 0.317  0.360 0.261  0.459

ab&Awithin a column, means without a common superscript letter differ (P < 0.05).
'0 hand 6 h post-feeding (n = 8).

’CTR = control (n = 5); PAP = polyclonal antibody preparation (n = 3).

*H = hour effect; T = treatment effect.

“NS =P >0.05, " P <0.10, * P < 0.05, *** P < 0.001.

°SEM = standard error of the means.

®Samples were taken the day 10 of adaptation.
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Table 7. Effect around onset of acidosis, hours post-feeding and treatment with multivalent
polyclonal preparation on quantifications of three stirpes of Butyrivibrio fibrisolvens (B.f.) in
crossbred heifers.

Hour! Treatment? P-value®*

Item 0 6 CTR PAP SEM® H T

B.f. SA¥

100% forage diet® 277.8° 253.9° 286.0°  2457° 701 NS NS

Acidosis day 519.8" 189.5° 515.1%  194.2°  120.9 " NS
1 day after 342.5° 100.8" 216.0° 2274° 1057 NS NS
4 days after 1378¢  971.22 658.0°  1691* 4004 NS NS
Average 613.0  350.1 429.4 568.4  84.8 " NS
SEM 2048 1384 90.1 300.7

B.f. VA"
100% forage diet® 171 101 16.0° 11.1 455 NS NS
Acidosis day 98.0 241 107.42 14.6 36.2 " NS
1 day after 69.2 16.1 41.0° 44.3 20.8 " NS
4 days after 459 317 24.4° 53.2 159 NS NS
Average 59.4  19.2 42.2 34.4 106  ** NS
SEM 255 111 19.4 17.7

B.f. atypical’
100% forage diet® 34.2°  37.0° 36.0" 35.3° 105 NS NS
Acidosis day 64.0°  8.52° 56.6% 15.9° 14.8 * NS
1 day after 39.9°  8.37° 18.6° 29.7° 10.1 * NS
4 days after 77.6°  60.5° 56.3% 81.72 120 NS NS
Average 68.1  30.3 49.6 48.7 7.02  *** NS
SEM 153  7.03 11.2 13.7

abowithin a column, means without a common superscript letter differ (P < 0.05).

'0 hand 6 h post-feeding (n = 8).

114



Capitulo 4

’CTR = control (n = 5); PAP = polyclonal antibody preparation (n = 3).
*H = hour effect; T = treatment effect.

*NS =P >0.05, TP <0.10, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.
°SEM = standard error of the means.

®SA = stearic acid producer.

" ng DNA/mL ruminal fluid.

8Samples were taken the day 10 of adaptation.

VA = vaccenic acid producer.
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Figure 1. Cluster analysis results of the DGGE profiles demonstrated graphically as an
UPGMA dendogram comparing the day 10 of adaptation, acidosis day and 4 days after
acidosis.
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Figure 2. Ruminal pH at 0 h post-feeding in control (CTR) and multivalent polyclonal
preparation group (PAP) during all the experiment.
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CAPITULO 5

Experimento 4:
Effects of an amylase inhibitor (acarbose) on ruminal fermentation and animal

metabolism in lactating cows fed a high-carbohydrate ration.
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Effects of an amylase inhibitor (acarbose) on ruminal fermentation and animal

metabolism in lactating cows fed a high-carbohydrate ration.

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the effects of an amylase
inhibitor (acarbose, Pfizer Limited, Corby, UK) in dairy cows in a 2x2 cross-over
experiment. Eight Holstein cows fitted with a rumen cannula (milk yield = 24.3 + 2.35
kg/d, BW =622 + 54 kg, DIM = 183 + 67, 5 multiparous and 3 primiparous) were used
to study animal metabolism and ruminal fermentation. Treatments were: control (no
additive, CTR) and amylase and glucosidase inhibitor (0.75 g acarbose-premix/cow/d,
AMI). Animals were fed a high non-fiber carbohydrates (NFC) partial mixed ration
(PMR, 17.6% CP, 28.3% NDF, and 46.5% NFC, based DM) and concentrate during
milking. Animals were blood sampled to determine blood glucose, insulin, and urea
within the first hour after the morning feeding in 2 separate days in each period.
Samples of ruminal contents were collected during 3 d in each period at Oh, 4h and 8h
post-feeding to determine volatile fatty acid and ammonia N concentrations,
quantification of protozoa, Streptococcus bovis and Megasphaera elsdenii. Rumen pH
was recorded electronically at 22-min intervals during 6 d in each period. Data were
analyzed using a mixed-effects model. Differences were declared at P < 0.05. Cows on
AMI treatment spent less hours below pH = 5.6 compared with CTR group (2.44 and
6.47 + 1.113 h/d, respectively) and AMI had greater daily average pH compared with
CTR (6.05 and 5.92 + 0.042, respectively). AMI animals tended (P = 0.09) to have
lower S. bovis to M. elsdenii ratio than CTR (4.09 and 26.8 + 12.0, respectively). These
results indicate that supplementing diets with acarbose to dairy cattle fed high-yielding
rations may be effective in reducing acidosis in lactating cows with no negative effects

on ruminal fermentation and animal metabolism.

Key words: acarbose, amylase inhibitor, dairy cows, ruminal acidosis.

1. Introduction

Ruminal acidosis is one of the most common nutritional disorders in feedlot and dairy

cattle, and its economic impact was estimated to be $US 500 to 1000 million each year
(Stone, 1999). High producing dairy cows require large amounts of high energy feeds to
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meet nutritional requirements for maintenance, milk synthesis and reproduction. These
energy requirements are often met by increasing non-fiber carbohydrates (NFC) in the
diet, which are mainly composed by starch (Van Soest et al., 1991). Starch is highly
broken down by alpha-amylases and the resulting glucose is rapidly fermented by
rumen bacteria increasing the production of volatile fatty acids (VFA) and occasionally
lactate, thereby increasing the risk of rumen acidosis. Alpha-amylase and alpha-
glucosidase inhibitors are used as anti-diabetic drugs in humans because they inhibit
enzymes needed to digest carbohydrates (especially alpha-amylases that hydrolyse
complex starches to glucose). Inhibition of these enzyme systems should lengthen
digestion of complex carbohydrates (Puls et al., 1977). Some studies tested the effect of
different carbohydrase inhibitors on rumen fermentation using in vitro experiments, and
reported that acarbose (an amylase and glucosidase inhibitor) increased pH and
decreased lactate concentration in the media (Speight and Harmon, 2005; Speight et al.,
2007). These results suggested that acarbose could prevent ruminal acidosis and also
increase the amount of starch available in the intestine. The objective of this experiment
was to study the effects of acarbose in preventing ruminal acidosis in lactating cows fed
a high-NFC ration.

2. Materials and Methods

Animals and treatments

Eight lactating Holstein dairy cows fitted with rumen cannula (milk yield = 24.3 + 2.35
kg/d, BW = 622 + 54 kg; DIM 183 + 67; 5 multiparous and 3 primiparous) were used
over a period of 2 mo. All cows were kept at the experimental research farm of the
Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries in Monells (Girona, Spain) in loose
housing conditions evenly distributed in 2 symmetrical pens. Cows were on straw
bedding (replaced every 2 d) and milked with an automatic milking system (AMS:
VMS, DeLaval, Tumba, Sweden). Animals were maintained and handled under the
supervision of the Animal Care Committee of the Institut de Recerca i Tecnologia
Agroalimentaries.

The experiment was a cross-over design with 2 periods (30 d each) and 2 treatments.
Treatments consisted on a partial mixed ration (PMR): with no additive (CTR) or with
0.75 g acarbose-premix/cow/d (AMI, Pfizer Limited, Corby, UK). Acarbose premix

contained 10% of acarbose on a soya bean hull carrier. Acarbose is an amylase and
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glucosidase inhibitor. All cows received the same concentrate at the AMS and were fed
the PMR twice daily. Ingredient and nutrient composition of PMR and concentrate are
shown in Table 1.

Measurements and sample collection

Individual feed consumption was continuously monitored throughout the study using a
computerized system (Bach et al., 2004). Fresh feed and refusal samples were collected
daily and analyzed for DM to determine DMI. Animals were blood sampled to
determine blood glucose, insulin, and urea concentrations within the first hour after the
morning feeding in 2 separate days in each period. Samples of ruminal contents were
collected during 3 d in each treatment at 0, 4 and 8 h post-feeding. Ruminal fluid was
strained through 2 layers of cheesecloth, and 4 sub-samples of filtrate were taken for the
determination of VFA, ammonia N, enumeration of protozoa, and DNA extraction for
quantitative real time PCR (qPCR) of Streptococcus bovis and Megasphaera elsdenii.
Rumen pH was recorded electronically at 22-min intervals during 6 d in each treatment.

Chemical analyses

Feed DM was determined by oven drying at 105 °C for 24 h (AOAC, 1990; ID 950.01)
and ashes by heating the feed at 550 °C for 4h (AOAC, 1990; ID 942.05). Dietary NDF
and ADF contents were analyzed by the detergent system, using the sequential
procedure described by Van Soest et al. (1991), with sodium sulphite, a thermostable

amylase, and correcting for ashes.

Enzymatic determination of serum glucose and urea were conducted following the
HK/G-6-PDH method (Burrin and Price, 1985) and the urease-GLDH method
(Gutmann and Bergmeyer, 1974), respectively. Serum insulin was determined using
ELISA (Mercodia, Uppsala, Sweden).

Total and individual VFA were prepared as described by Jouany (1982) and analyzed
by gas chromatography: 1 mL of a solution made up of 0.2% solution of mercuric
chloride, 0.2% of 4-methylvaleric acid as an internal standard, and 2% ortophosphoric
acid, was added to 4 mL of filtered rumen fluid and frozen at -20 °C. Samples were
centrifuged at 15,000 x g for 15 min at 7 °C, and the supernatant was analyzed by gas
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chromatography (model 6890, Hewlett Packard, Palo Alto, CA) using polyethylene
glycol nitroterephthalic acid-treated capillary column (BP21, SGE, Europe Ltd.,
Buckinghamshire, UK) at 275 °C in the injector and 29.9 mL/min gas flow rate.

Ammonia N concentration was analyzed as described by Chaney and Marbach (1962): 4
mL sample of filtered rumen fluid was acidified with 4 mL of 0.2 N HCI and frozen at
-20 °C. Samples were centrifuged at 15,000 x g for 15 min, and the supernatant
analyzed by spectrophotometry (Libra S21, Biochrom Analytical Instruments,
Cambridge, UK).

For enumeration of protozoa, 1 mL of filtered rumen fluid was mixed with 9 mL of
methyl green:formaldehyde (38% wt/wt) solution. Entodiniomorphs and holotrichs were
identified (Dehority, 1993) and counted as described by Veira et al. (1983) using a
Neubauer Improved Bright-Line counting chamber (Hauser Scientific Partnership,
Horsham, PA). Protozoa counts were transformed to a base 10 logarithm before
statistical analysis.

For DNA extraction, rumen fluid samples were aliquoted in sterile eppendorfs of 1.5
mL and frozen at -20 °C. The DNA from rumen fluid samples was extracted by physical
disruption using a bead-beating method (Mini-Beater; Biospec Products, Bartlesville,
OK, USA) following the protocol described by Whitford et al. (1998) with some
modifications (Blanch et al., 2007). For gPCR, primers and probes used in this study are
listed in Table 2. All samples were run in triplicate for standard curve points or in
duplicate for ruminal samples in a 20 pL reaction volume containing 1x TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), primers at a final concentration of
900 nM each, 250 nM probe, and 100 ng of genomic DNA (5 pL of ruminal fluid
samples at 20 ng/uL). The PCR was run in the ABI PRISM® 7900 HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems) using optical grade 96 well-plates using the
following amplification parameters: 2 min at 50 °C, 10 min at 95 °C, and 40 cycles of
15s at 95 °C and 1 min at 60 °C. Reactions without DNA were always used as negative

controls in each run.

Statistical Analyses
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Intake data were summarized by week. For blood metabolites (insulin, glucose, and
urea), the average within animal and period was used for the analysis. For rumen data
(VFA, ammonia N, gPCR, and protozoa counts), the average among days at each
sampling time with animal and treatment was used for the analyses. For rumen pH, the
average with animal and treatment of each day was used for the analyses. All statistical
analyses were conducted using PROC MIXED of SAS (SAS Inst., Inc., Cary, NC,
USA, version 8.2). Period was considered a random effect in all analyses. The degrees
of freedom were corrected by Satterth’s optimization. The statistical model included
treatment, sequence in the cross-over, stage of lactation, time, parity, and the
interactions of treatment with parity and treatment with stage of lactation (the last one
only if it was significant). The stage of lactation of each cow was classified as a 4-class
ordinal variable using the quartiles of the DIM distribution as cutoffs when the
interaction treatment by stage of lactation was significant. Intake and all rumen data
were analyzed using PROC MIXED for repeated measures (Littell et al., 1998) using

the Compound Symmetry structure.

3. Results and discussion

Total, PMR and concentrate intake, and milk yield were not affected by treatment
(Table 3). Some authors reported a negative effect of acarbose on DMI in rats, in a
dose-dependent manner, and it was hypothesised that the presence of incompletely
digested food in the digestive tract could inhibit feed intake (Vedula et al., 1991;
Ramirez, 1992). No differences on blood metabolites (glucose, insulin, and urea) were
observed between treatments (Table 3), indicating that AMI did not affect general

animal metabolism.

The hypothetical mechanism of action of acarbose is the lengthening of starch digestion,
decreasing starch digestion in the rumen and increasing starch digested in the intestine
(Speight and Harmon, 2005; Speight et al., 2007). Therefore, if a lesser amount of
starch is digested in the rumen of animals receiving AMI, then a decrease in VFA
production in the rumen of animals receiving AMI compared with CTR could be
expected. However, no changes in total VFA concentration and VFA profile were
observed between treatments (Table 4). Despite the lack of differences in VFA,
acarbose increased ruminal average pH and decreased the number of hours at pH below
5.6 compared with control (Table 4). The evolution of rumen pH during the day is
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presented in Figure 1. Changes observed in pH were likely related to a modification in
the microbial profile. The decrease in pH could be a consequence of lactate
accumulation in the rumen. Streptococcus bovis is a starch utilizer and a main lactic
acid producer in the rumen, and M. elsdenii is a main lactic acid utilizer (Counotte et al.,
1981). No changes in S. bovis quantification were observed between treatments, but M.
elsdenii quantification tended (P = 0.12) to increase with AMI, and the S. bovis to M.
elsdenii ratio tended (P = 0.09) to be lower in AMI compared with CTR (Table 5).
These results indicate that a decrease in lactic acid concentration as a consequence of an
increase of lactate uptake by M. elsdenii could be responsible for the increase in rumen
pH observed with AMI. Moreover, rumen entodiniomorphs and holotrichus counts
tended (P = 0.12 and P = 0.06, respectively) to be lower in AMI compared with CTR.
Protozoa phagocyte starch very rapidly (Williams and Coleman, 1988) and compete
with amylolytic bacteria for their substrate (Newbold et al., 1987; Owens et al., 1998),
thus a decrease of protozoa counts suggests that acarbose might also inhibit the amylase

activity of protozoa in the rumen.

4. Conclusions

The decrease in the number of hours at ruminal pH below 5.6 and the increase in the
average rumen pH in the cows that received an amylase inhibitor indicated that acarbose
could be a potential alternative against ruminal acidosis.
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Table 1. Ingredient and nutrient composition of the experimental diet.

PMR* Concentrate”
Ingredient composition, % DM
Corn silage 50.3 -
Corn 23.7 50.0
Whole cotton seed 3.08 -
Soybean meal 11.7 -
Corn gluten feed 2.46 50.0
Soybean hulls 4.62 -
Wheat midds 3.29 -
Calcium carbonate 0.34 -
Magnesium oxide 0.12 -
Salt 0.18 -
Vitamin-mineral premix* 0.15 -
Nutrient composition
CP, % 17.6 16.7
NDF, % 28.3 22.6
ADF, % 15.8 7.78
NFC, % 46.5 54.9
EE, % 3.99 3.85
Net energy, Mcal of NE, /kg 1.68 1.77

'PMR = partial mixed ration.

“Concentrate offered during milking.
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Table 2. Primers, Tagman probes-MGB, and PCR conditions used in this study.

Target Sequence (5°3°) Ann.T® Fw’uM RV uM  Probe uM Reference
Fw. GATAGCTAATACCGCATAACAGCATT Blanch et al., 2007
Streptococcus
bovi Rv. AACGCAGGTCCATCTACTAGTGAA 60 0.9 0.9 0.25 Blanch et al., 2007
ovis
P TGCTCCTTTCAAGCAT Blanch et al., 2007
Fw. GACCGAAACTGCGATGCTAGA Ouwerkerk et al., 2002
Megasphaera
Isdenii Rv. CGCCTCAGCGTCAGTTGTC 60 0.9 0.9 0.25 Ouwerkerk et al., 2002
elsdenii

P. ACTGGTGTTCCTCCTAATA

Blanch et al., 2007

LAnn. T2 = annealing temperature.

2Fw = forward primer.

*Rv = reverse primer.

‘P = probe.
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Table 3. Effect of an amylase inhibitor on dry matter intake, milk yield, and blood parameters.

CTR* AMI? SEM® P — value®
Total DMI, kg/d 22.3 21.8 1.38 NS
PMR intake, kg/d 20.7 20.0 1.55 NS
Concentrate intake, kg/d 1.62 1.77 0.224 NS
Milk yield, kg/d 25.5 23.1 2.35 NS
Glucose, mmol/L 3.67 3.65 0.096 NS
Insulin, pg/L 0.869 0.804 0.127 NS
Urea, mg/dL 31.6 32.6 2.69 NS

ICTR = control.
2AMI = amylase inhibitor.
3SEM = standard error of the means.

*NS =P > 0.05.
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Table 4. Effect of an amylase inhibitor on volatile fatty acids (VFA), ammonia N, and ruminal
pH.

CTR AMI SEM® P — valug®

Total VFA, mM 137.0 134.3 5.09 NS
Acetate, mol/100 mol 58.7 59.1 1.46 NS
Propionate, mol/100 mol 25.2 24.2 1.78 NS
Butyrate, mol/100 mol 12.6 125 0.908 NS
Acetate:Propionate 2.47 2.54 0.216 NS
Branched-chain VFA, mM 2.78 3.51 0.370 f

Ammonia N, mg/100 dL 11.6 11.0 0.807 NS
Number of hours pH < 5.6 6.47 2.44 1.113 *x
Auverage pH 5.92 6.05 0.042 *

CTR = control.
2AMI = amylase inhibitor.
3SEM = standard error of the means.

‘NS =P >0.05"P<0.10, * P < 0.05, ** P < 0.01.
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Table 5. Effect of an amylase inhibitor on microbial profile.

CTR* AMI? SEM® P —value®
Streptococcus bovis, ng/mL RF 35.9 63.3 155 NS
Megasphaera elsdenii, ng/mL RF 15.6 312.1 124.9 s
S. bovis to M. elsdenii ratio 26.8 4.09 12.0 f
Entodiniomorphs, log;g 5.44 4.71 0.336 s
Holotrichus, logso 3.59 3.10 0.166 f

ICTR = control.
2AMI = amylase inhibitor.
3SEM = standard error of the means.

‘NS =P>0.05"P<0.10, * P<0.15.
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Figure 1. Ruminal pH evolution during the day in control (CTR) and amylase inhibitor group
(AMI): (---) time of feeding, (*) P < 0.05, () P < 0.10.
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Capitulo 6

1. Introduccién

Este capitulo se estructura en cuatro partes. En primer lugar, se intenta explicar la
motivacion que llevé al presente trabajo y la justificacion cronoldgica de los estudios
presentados. En segundo lugar, se han utilizado los resultados obtenidos en los 4
experimentos para desarrollar ecuaciones de prediccién para conocer los pardmetros que
mas influyen sobre el pH ruminal medio y el lactato. En tercer lugar, se discute sobre las
nuevas alternativas probadas en esta tesis para prevenir la acidosis ruminal. Y
finalmente, se ha introducido un apartado con reflexiones sobre algunos aspectos que
han surgido a lo largo de la tesis. Sin embargo, en esta discusion no se ha querido entrar
en detalles sobre los resultados especificos de cada trabajo porque ya han sido

discutidos ampliamente en los capitulos anteriores.

2. Justificacion del trabajo

La acidosis ruminal es uno de los trastornos alimentarios mas comunes en vacuno, y
causa cada afio importantes pérdidas econdmicas en el sector. Consecuentemente, el
estudio de la acidosis ruminal es una de las principales lineas de investigacion de
nuestro grupo (Servei de Nutricid i Benestar Animal de la Universitat Autonoma de
Barcelona). Los trabajos realizados anteriormente a este proyecto estudiaron el efecto
del pH y sus fluctuaciones sobre la fermentacion ruminal, y para ello se utilizaron
fermentadores de doble flujo continuo (Calsamiglia y col., 2008; Cerrato-Sanchez y
col., 2007a,b, 2008). Con esta tesis, se quiso dar un paso mas adelante, y abordar el
tema desde un punto de vista mas aplicado, es decir, estudiar el proceso de la acidosis in

vivo. El proyecto inicial se estructurd en dos fases:

En la fase | se pretendia profundizar en el estudio de la acidosis ruminal. Para ello, se
propuso poner a punto una técnica que permitiera estudiar las especies bacterianas
involucradas en la acidosis ruminal. Dentro de la gran variedad de métodos que existen
para estudiar la microflora ruminal (Anexo 1), se optd por la reaccién en cadena de la
polimerasa a tiempo real (QPCR), una técnica que permite cuantificar microorganismos
con alta especificidad y sensibilidad. La acidosis es un problema que se presenta tanto
en vacas lecheras como en vacuno de engorde, por lo que, para validar la técnica, se

utilizaron muestras de liquido ruminal de ambos animales. Finalmente, se desarrollaron
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2 gPCR de bacterias involucradas en la sintesis y utilizacién del &cido lactico, una para
Streptococcus bovis y la otra para Megasphaera elsdenii, respectivamente, con unas
eficiencias del 88% y 99%, respectivamente. Esta técnica fue utilizada en todos los
experimentos posteriores. Seguidamente se quiso progresar en algunos aspectos de la
acidosis tanto en vacas en lactacion como en vacuno de engorde. Por un lado, se estudio
el efecto de administrar una dieta con altos niveles de carbohidratos no fibrosos (CNF)
en vacas lecheras, ya que existen muy pocos trabajos que evallen los efectos de niveles
de inclusion superiores al 40% (Minor y col., 1998; Rabelo y col., 2003; Beckman vy
Weiss, 2005). La dieta alta en CNF incrementé la produccion de leche y el contenido en
proteina de ésta, pero resultdé con algunos efectos negativos sobre el animal
(disminucion del contenido de grasa de la leche y del pH ruminal, y un aumento del
riesgo de padecer laminitis). Y, por otro lado, se estudiaron los cambios fisioldgicos y
de fermentacion ruminal durante una transicion rapida de una dieta forrajera a una dieta
concentrada en terneras, ya que existen pocos trabajos descriptivos al respecto (Goad y
col., 1998; Coe y col., 1999; Bevans y col., 2005). Al final de este periodo, el 66,7% de
los animales entraron en acidosis, presentando cambios en el perfil de fermentacion y en
la microflora ruminal, observados en su mayoria el dia de la acidosis y el dia posterior a

ésta, respectivamente.

En la fase Il se evaluaron nuevas estrategias de prevencion de la acidosis ruminal, ya
que ninguna de las alternativas existentes actualmente es completamente eficaz. Y para
ello se probaron dos nuevos aditivos alimentarios y, siguiendo con el esquema anterior
de estudiar la acidosis en lactacion y en engorde, se estudié una de las alternativas en
vacuno de carne (inmunizacion pasiva contra S. bovis) y la otra en vacas lecheras
(inhibidor de la a-amilasa). En la Gltima década, han aparecido varios estudios de
inmunizacién activa, mediante vacunacion frente a bacterias involucradas en el
desarrollo de la acidosis ruminal (Shu y col., 1999; Gill y col., 2000; Shu y col. 2000) v,
mas recientemente, de inmunizacién pasiva mediante preparaciones de anticuerpos
administrados con la dieta (DiLorenzo y col., 2006, 2008). Esta alternativa es muy
innovadora y atractiva, pero la informacién disponible es limitada. El experimento de
inmunizacion de terneras con una preparacion de anticuerpos multivalentes policlonales
aument6 puntualmente el pH ruminal y redujo el nimero de animales que entraron en
acidosis. Por otra parte, la administracion de dietas con altos contenidos en CNF
aumenta el riesgo de acidosis en vacas en lactacién, disminuyendo el pH debido a la

136



Capitulo 6

degradacion répida de estos compuestos en el rumen (principalmente almidon). Los
principales responsables de la digestion del almidon son las o-amilasas. Por
consiguiente, un producto que ralentizara su actividad podria ser eficaz para prevenir la
acidosis, y este es el caso de los inhibidores de las carbohidrasas (Puls y col., 1977).
Speight y Harmon (2005) examinaron in vitro ocho inhibidores de estas enzimas
(acarbose, miglitol, glipizide, trestatin, Alpha-Trim W®, CarboTame®, starch blocker y
wheat amylase inhibitor) sobre la fermentacion ruminal, y sélo acarbose y trestatin
modificaron el pH y los &cidos grasos volatiles, aumentandolo y disminuyéndolos,
respectivamente. Posteriormente, Speight y col. (2007) probaron estos dos productos en
fermentadores de flujo simple, y observaron que la acarbose fue la que presenté mejores
respuestas, aumentando el pH, disminuyendo el lactato y aumentando el flujo de
energia. Estos resultados obtenidos in vitro apuntaron a que la acarbose podia ser un
producto interesante para prevenir la acidosis ruminal y aumentar la cantidad de
almiddn que llega al intestino sin digerir donde su asimilacion es mas eficiente. Por lo
tanto, el siguiente paso necesario era probarlo in vivo, siendo éste el objetivo del cuarto
experimento (Capitulo 5). La administracion de acarbose en vacas lactantes aumento el

pH medio y disminuyé el nimero de horas a pH inferior a 5,6.

3. Pardmetros ruminales que afectan al pH ruminal medio

Cerrato-Sanchez (2007) constatd que el impacto del pH sobre la fermentacion ruminal
depende del pH medio (PHM), del tiempo total por debajo de 6,0 y/o del area bajo la
curva de pH 6,0. Al mismo tiempo, los anélisis de regresion realizados con los tres
pardmetros sobre los cambios de fermentacion ruminal resultaron en coeficientes de
determinaciéon (R?) y errores de estimacién similares. Ademas, los tres parametros
estaban altamente correlacionados entre ellos (Tabla 1). En la presente tesis, se escogio
el PHM para realizar los andlisis de regresion, al ser un pardmetro facil de determinar vy,
ademas, se disponia de este dato en los 4 experimentos realizados. En realidad,
interesaba determinar cuales de las variables ruminales estudiadas en este trabajo eran
las que més afectan al PHM, aportando en los analisis parametros novedosos como son

las cuantificaciones de las principales bacterias involucradas en la acidosis ruminal.
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Tabla 1. Coeficientes de determinacion (R?) entre los parametros estudiados: el pH medio, el
tiempo total por debajo de 6,0 y el area bajo la curva de pH 6,0 (Cerrato-Sanchez, 2007).

Parametros R®
pH medio y area bajo la curva pH < 6,0 0,87
pH medio y tiempo total pH < 6,0 0,82
area bajo la curva y tiempo total pH < 6,0 0,71

Para detectar las variables ruminales que afectan en el PHM se utiliz6 el procedimiento
de regresion Stepwise. Este procedimiento permite seleccionar automaticamente las
variables significativas (P < 0,15), aportando el R* del modelo, como también el R?
parcial de cada una de las variables. EI R? mide la proporcién de variabilidad total de la
variable dependiente (en este caso, el PHM) respecto a su media que es explicada por el
modelo de regresion; normalmente se multiplica este valor por cien y se expresa en
forma de porcentaje. EI R? parcial permite conocer la contribucién parcial de cada una
de las variables incluidas en el modelo. Para el desarrollo de los modelos de regresion
se utilizaron los datos de los cuatro experimentos por separado, debido a las diferencias
existentes entre ellos (tipo de animal, dieta, variables estudiadas, etc.). Asimismo, del
experimento 1 se realizaron 2 modelos de regresién, uno para cada tipo de animal
(vacas y terneras). El tamafio muestral de la base de datos utilizada fue de: n = 48 (Exp.
1 vacas), n = 48 (Exp. 1 terneras), n = 48 (Exp. 2), n = 78 (Exp. 3), n = 96 (Exp. 4).

Los modelos de regresion resultantes y los R? parciales de las variables seleccionadas se
muestran en la Tabla 2 y 3, respectivamente. Por un lado, la Tabla 2 permite conocer
queé variables se han incluido en el modelo y el signo que tienen, lo cual indica si estan
correlacionadas positiva o negativamente con el PHM. Por otro lado, la Tabla 3 muestra
también las variables incluidas en el modelo y el peso especifico de cada una de ellas.
Los R? de los modelos fueron elevados, entre el 0,76 y el 0,88, lo cual significa que las
variables seleccionadas explican en gran medida los cambios del PHM. Como se puede
observar, la concentracién de acidos grasos volatiles (AGV) es la variable que mas
influye en el PHM en todos los modelos, explicando entre el 51,7 y el 74,1% de la

variabilidad, y se observa una correlacion negativa entre ambas variables.
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Tabla 2. Modelos de regresion de pH ruminal medio.

Trabajo Modelo!

Exp. 1 vacas pH =11,0-0,0098 AGV + 1,06 IBUT — 0,055 ACET - 0,029 SB - 0,59 VAL

Exp. 1terneras pH =8,27-0,012 AGV + 0,0026 SB - 0,41 VAL + 0,0041 NH3 -0.53 IBUT

Exp. 2 vacas pH =5,86 — 0,0095 AGV + 0,14 HOL + 0,02 ACET + 0,27 IBUT

Exp. 3terneras  pH =5,47-0,02 AGV - 0,00088 SB + 0,0078 NH3 + 0,52 IBUT - 0,022 LAC + 0,038 ACET

Exp. 4 vacas pH =7,21-0,0098 AGV + 0,81 IBUT - 0,099 IVAL + 0,0074 NH3 - 0,12 VAL - 0,011 BUT + 0,034 HOL

LAGV: 4cidos grasos volatiles (mM), IBUT: isobutirico (mol/100 mol), ACET: acético (mol/100 mol),
SB: Streptococcus bovis (Exp. 1: ng DNA bacteria/100 ng DNA total. Exp. 3: ng DNA bacteria/mL
liquido ruminal), VAL: valérico (mol/100 mol), NH3: nitrégeno amoniacal (mg/100 mL), HOL:
holotricos (logyo), LAC: lactico (mM), IVAL.: isovalérico (mol/100 mol), BUT: butirico (mol/100 mol).

Tabla 3. Coeficientes de determinacion (R?) parciales de las variables incluidas en los modelos
de regresion.

Variable® Exp. 1 terneras Exp. 1 vacas Exp. 2 vacas Exp. 3 terneras Exp. 4 vacas
NH3 0,143 - - 0,036 0,013
AGV 0,741 0,517 0,656 0,734 0,725
ACET - 0,038 0,041 0,011 -
PROP - - - - -
BUT - - - - 0,006
VAL 0,036 0,174 - - 0,006
IBUT 0,009 0,158 0,013 0,027 0,078
IVAL - - - - 0,042
LAC NE3 NE NE 0,022 ND
SB 0,052 0,030 - 0,050 -
ME - - - - -
HOL NE NE 0,084 - 0,006
ENT - - - - -
R? modelo 0,852 0,761 0,794 0,880 0,875

! NH3: nitrégeno amoniacal (mg/100 mL), AGV: acidos grasos volatiles (mM), ACET: acético (mol/100
mol), PROP: propidnico (mol/100 mol), BUT: butirico (mol/100 mol), VAL.: valérico (mol/100 mol),
IBUT: isobutirico (mol/100 mol), IVAL: isovalérico (mol/100 mol), LAC: Il4ctico (mM), SB:
Streptococcus bovis (Exp. 1: ng DNA bacteria/100 ng DNA total. Exp. 2, 3 y 4: ng DNA bacteria/mL
liquido ruminal), ME: Megasphaera elsdenii (Exp. 1: ng DNA bacteria/100 ng DNA total. Exp. 2, 3 y 4:
ng DNA bacteria/mL liquido ruminal), HOL.: holotricos (log;), ENT: entodiniomorfos. (1ogo).

2_: Variable no incluida en el modelo (p-valor > 0,15).

*NE: variable no estudiada en el experimento.
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Muchos autores coinciden con estos resultados, aunque en algunos de estos trabajos
encontraron un R? mucho menor (Tabla 4). Probablemente, el trabajo de Sauvant y col.
(1999) es uno de los més solidos, porque incluye los resultados de 223 publicaciones y
945 lotes de animales experimentales. En este estudio el R? fue muy inferior (0,32) al
obtenido en la presente tesis. El resto de variables incluidas en los modelos tiene una
influencia mucho menor en el PHM, y difiere si se trata de terneras o vacas.

Tabla 4. Coeficientes de determinacion (R?) entre pH y concentracion de acidos grasos volatiles
(AGV) en varios estudios.

Autores N° trabajos R” pH ruminal - AGV
Emmanuel y col., 1969 1 0,96
Burrin y Britton, 1986 1 0,33
Lanay col., 1998 1 0,73
Sauvant y col., 1999 223 0,32
Seymour y col., 2005 20 0,16
Tesis 4 0,71

En terneras, el segundo factor que mas influye sobre el PHM, aunque muy
modestamente, es la cuantificacion de S. bovis. Esta variable aparece en los dos trabajos
con terneras, con unos R? parciales alrededor del 0,05. Su efecto sobre el PHM no esta
muy claro, ya que en un modelo presenta una correlacion positiva y, en el otro,
negativa. En uno de los modelos de vacas (Exp. 4), en el que los animales recibian una
dieta muy concentrada, también se introduce S. bovis, y esta variable presenta una
correlacion negativa. En realidad, biolégicamente se esperaria una correlacion negativa
entre el PHM y S. bovis, al estar esta bacteria supuestamente relacionada con el
desarrollo de la acidosis ruminal en dietas ricas en almidon, pero serian necesarios mas
estudios para corroborar estos resultados. Las otras variables incluidas en el modelo no
tienen mucha transcendencia en el PHM, ya que sus R? parciales son inferiores al 0,05.
Sin embargo, es interesante comentar la presencia del lactato en el unico modelo en el
que se analizé este parametro, aunque con un R? parcial de 0,02. Burrin y Britton (1986)
también observaron una correlacion negativa muy baja entre el pH ruminal y
concentracion de lactato (R? = 0,02). Esta baja relacién entre el lactato y el pH puede
observarse en la Figura 1, donde se representa la relacion entre el pH ruminal y la

concentracion de lactato, y en la cual se observa que no siempre que hay pH < 5,8 se
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encuentran concentraciones altas de lactato (s6lo alrededor del 10%), pero siempre que
hay niveles altos de lactato (> 20mM) hay pH bajos. Huntington y col. (1980)
sugirieron que el descenso del pH ruminal se debe a una acumulacion de &cidos totales
y no al lactato, sobretodo en la acidosis subclinica, y hacen cuestionar la explicacion
tradicional del mecanismo de desarrollo de la acidosis ruminal. La teoria dice que el
lactato empieza a acumularse a pH < 5,5 (Nocek, 1997), y el experimento 3 registro

pocas muestras con estos valores.

Sin embargo, las conclusiones obtenidas de los dos experimentos con terneras en esta
tesis no parecen estar claras, ya que difieren de las derivadas de otro trabajo realizado en
nuestro grupo (Moya y col., 2008), el cual consisti6 en una induccién a acidosis en
terneras donde se obtuvo un total de 177 muestras (con las mismas variables estudiadas,
a excepcion de los de protozoos). Analizando los datos obtenidos en este estudio se
deriva un modelo para la prediccion del PHM con un R® = 0,65, donde el factor
principal es igualmente la concentracién de AGV pero con un R? mucho menor, 0,37,
muy proximo al obtenido por Sauvant y col. (1999). Las siguientes variables en
importancia estan relacionadas negativamente con el PHM vy son el LAC (R? parcial =
0,12) y el VAL (R? parcial = 0,09). EI LAC es un écido graso con un pKa menor (3,9) al
de los AGV (4,7-4,9), por lo que su acumulacion favorece un descenso importante del
pH. El VAL es uno de los principales productos de fermentacion de M. elsdenii en un
medio con lactato y glucosa (Marounek y col., 1989). El resto de variables presentes en
el modelo sélo intervinieron alrededor de un 5% en todo su conjunto (ACET, IVAL,
ME y BUT). Por lo tanto, de este estudio se deriva que el lactato si tiene un papel
considerable en el PHM. Estas diferencias se podrian atribuir a la variabilidad entre
experimentos, ya que en este trabajo se presentaron méas casos con valores de lactato
superiores a 20 mM vy, ademas, éstos fueron superiores a los encontrados en los

experimentos de esta tesis (Figura 1).

En vacas, el isobutirato es el segundo factor en importancia, y explica de media
alrededor del 8% de la variabilidad del PHM, presentando entre ellos una correlacion
positiva. El isobutirato es un AGV ramificado que proviene de la desaminacién de la
valina, y estd documentado que la desaminacion se inhibe a pH bajos (Lana y col.,
1998). Es logico que el isobutirato esté mas relacionado con el PHM de las vacas que

141



Discusion general

con el de las terneras, ya que éste proviene de la desaminacion, y la digestibilidad de la
proteina es més alta en dietas altas en forrajes (Calsamiglia y col., 2008).

El resto de variables incluidas en el modelo no influyen demasiado en el PHM, ya que
sus R? son menores al 0,05. Sin embargo, es interesante comentar la presencia de los
holotricos en los experimentos con vacas en los que fueron analizados. Este resultado es
curioso, porque aungue se sabe que los protozoos pueden tener un papel estabilizador en
el rumen (Yokohama y Johnson, 1988), normalmente se atribuye este efecto a los

entodiniomorfos, los cuales se encuentran en mayor numero.

pH ruminal

4,5 T T T T 1
0] 20 40 60 80 100

Lactato (mM)

Figura 1. Relacién entre pH y concentracion de lactato en liquido ruminal de terneras en dos
experimentos: Exp. 3 de la tesis ([1), experimento de Moya y col. (2008, A). La linea
discontinua muestra pH =5,8.

Los resultados derivados de este estudio de regresion con los datos procedentes de los
cuatro experimentos que componen esta tesis doctoral, indican que la variable ruminal
que mas influye en el PHM es la concentracion de &cidos grasos volatiles, mientras que
el resto de variables juegan un papel muy minoritario. Sin embargo, algunas de las
variables propuestas en este trabajo, como son la cuantificacion de bacterias
involucradas en la acidosis ruminal, el lactato y los protozoos, parecen estar
relacionadas de algiin modo. Por lo tanto, seria interesante realizar mas estudios
analizando estos pardmetros para ampliar la base de datos y poder concluir resultados

mas robustos.
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4. Parametros ruminales que afectan a la concentracion de acido lactico

Tradicionalmente, la acumulacion de lactato (LAC) se ha relacionado con la aparicion
de acidosis ruminal aguda (Nagaraja y Titgemeyer, 2007). Aunque siempre que hay
concentraciones altas de lactato el pH es bajo, no siempre que hay pH bajos (pH < 5,0)
se encuentran niveles altos de lactato (Owens y col., 1998; Figura 1). Ademas, los
estudios que han observado concentraciones medias de lactato altas son escasos
(Dougherty y col., 1975; Brown y col., 2006). Asimismo, en el apartado anterior se
encontré Gnicamente un R® = 0,02 entre el PHM y LAC, aunque este modelo se basaba
en el Exp. 3, en el cual se provoco fundamentalmente una acidosis subclinica. No
obstante, en otro experimento realizado en nuestro grupo se observé un R? = 0,12 entre
PHM y LAC (Moya y col., 2008).

Dada esta confusion acerca del papel que tiene el LAC y su variacidn, en este apartado
se pretende detectar las variables ruminales que se correlacionan con la concentracion
de LAC. Para ello se utiliz6, como en el apartado anterior, el procedimiento de
regresion Stepwise. EI LAC solo fue estudiado en el Exp. 3, con una base de datos de 78

muestras, en los que se utilizaron las variables que se muestran en la Tabla 5.

El modelo de regresion resultante fue:
LAC =41,1 + 0,033 SB - 5,41 VAL + 0,044 ME - 0,35 PROP + 0,13 ACET - 5,13 pH

Tabla 5. Variables utilizadas en el analisis de regresion del lactato.

Variable Abreviacion Unidades

Nitrogeno amoniacal NH3 mg/100 mL

Acidos grasos volatiles AGV mM

Acido acético ACET mol/100 mol

Acido propidnico PROP mol/100 mol

Acido butirico BUT mol/100 mol

Acido valérico VAL mol/100 mol

Acidos grasos volatiles ramificados RAM mM

Streptococcus bovis SB DNA bacteria/mL liquido ruminal
Megasphaera elsdenii ME DNA bacteria/mL liquido ruminal
Entodiniomorfos ENT 10910

Holotricos HOL l0g10
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Los R? parciales se muestran en la Tabla 6. EI R? del modelo fue del 0,54, que significa
que las variables seleccionadas explican solo parcialmente la variabilidad del LAC. La
cuantificacion de S. bovis es la variable que mas influye sobre el LAC. Este resultado es
esperado, ya que S. bovis es una de las principales bacterias productoras de acido lactico
en dietas ricas en concentrado (Nocek, 1997), como es el caso de una dieta de terneras.
Las siguientes variables relacionadas con el LAC son el VAL y M. elsdenii, con unos R
del 0,08 y 0,08, respectivamente. EI VAL esta correlacionado negativamente con el
LAC, puesto que es uno de los principales productos de fermentacion de la utilizacién
del lactato y la glucosa por parte de M. elsdenii (Marounek y col., 1989). No obstante,
es curioso que la correlacién entre LAC y M. elsdenii sea positiva, ya que M. elsdenii es
una bacteria utilizadora de lactato; quizds la presencia de lactato estimula su
crecimiento. El resto de variables presentes en el modelo tienen un papel poco
relevante, con R? inferiores al 0,05. Es interesante comentar la relacién negativa entre
LAC y PROP, debido a que el PROP es un producto de fermentacion del lactato por
parte de M. elsdenii (Counotte y col., 1981; Marounek y col., 1989). EI R* entre el pH y
el LAC s6lo fue del 0,03, ya que, como hemos observado anteriormente, sélo alrededor
del 10% de los casos en que el pH es inferior a 5,8 se encuentran concentraciones de
lactato > 20 mM.

Tabla 6. Coeficientes de determinacion (R?) parciales del modelo de regresion del lactato.

Variable R?

SB 0,276
VAL 0,083
ME 0,077
PROP 0,042
ACET 0,034
pH 0,026
R? modelo 53,7

Por Gltimo, al igual que en el apartado anterior, existe divergencia entre las conclusiones
derivadas del experimento de esta tesis con otro realizado en nuestro mismo grupo

(Moya y col., 2008), en el cual el modelo resultante de la prediccion de la concentracion
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de LAC tuvo un R? del 0,50, coeficiente similar a los resultantes en el Exp. 3, pero en el
que los factores con mas peso fueron el ACET (R? = 0,18), el pH (R? = 0,12) y el VAL
(R? = 0,10), el primero relacionado positivamente y los otros dos negativamente con el
lactato, como era de esperar. Las otras variables incluidas en el modelo no presentaron
mucha relacién con el LAC (R? < 0,05). No obstante, es interesante comentar que M.
elsdenii present6 una relacion positiva con el LAC, como se habia observado en el Exp.
3. Las diferencias entre modelos se podrian atribuir a la variabilidad entre experimentos,
ya que el porcentaje de muestras con pH suboptimo (< 5,8) fue mas del doble en el
estudio de Moya y col. (2008) que en el Exp. 3 de esta tesis (28,3% y 12,3%,
respectivamente), a pesar de que se realizaron en las mismas instalaciones, con unas
dietas muy similares y los mismos métodos de anélisis. Estas diferencias observadas
entre experimentos abre el debate sobre la dificultad de desarrollar un modelo animal

repetible para inducir acidosis en situaciones experimentales.

Por lo tanto, al igual que en el estudio de regresion anterior, para obtener resultados mas
contundentes acerca de los factores que afectan a la variabilidad del lactato, son
necesarios mas estudios, pero los resultados de la cuantificacion de S. bovis y M.
elsdenii parecen importantes.

5. Nuevas estrategias de prevencion de la acidosis ruminal.

Esta tesis ha evaluado dos nuevas estrategias de prevencion de la acidosis ruminal: la
inmunizacion pasiva contra S. bovis y la inhibicion de la actividad amilasa a nivel
ruminal. La comparacion entre las dos alternativas es dificil de hacer, ya que se han
probado en condiciones distintas y extremas, una en terneras de engorde con una
induccion a la acidosis y, la otra, en vacas en lactacion con niveles de carbohidratos no
fibrosos por encima de las recomendaciones de la NRC (2001). Ademas, no es posible
realizar balances econdmicos sobre la utilizacion de estos aditivos ya que la preparacion
de anticuerpos no se comercializa en Europa y, la acarbose todavia no estd
comercializada. Tampoco es posible hacer estudios comparativos de estas sustancias
con otras alternativas existentes en el mercado, ya que estas estrategias son muy nuevas
y existen muy pocos estudios al respecto. Sin embargo, los resultados obtenidos en esta
tesis con ambas estrategias parecen prometedores con la finalidad de disminuir el riesgo

de acidosis ruminal. Las dos alternativas tienen el objetivo comin de disminuir la
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fermentabilidad rapida de los carbohidratos no fibrosos en el rumen, disminuyendo la
actividad amilasa, bien inhibiendo las bacterias que realizan esta funcion (inmunizacién
pasiva contra S. bovis), o bien inhibiendo s6lo esta actividad enzimatica (acarbose). Si la
inhibicién de la actividad amilasa en el rumen es efectiva, ésta tiene que resultar en un
aumento de la cantidad de almidén que llega al intestino delgado y, segin observaron
Nocek y Tamminga (1991), eso se traduciria en una disminucion de su digestibilidad en
porcentaje y, por lo tanto, se perderia eficiencia. Ademas, la adicion de estos aditivos
tiene un coste afiadido a la dieta. Por lo tanto, tal vez seria interesante optar por
disminuir ligeramente el contenido de carbohidratos no fibrosos en la dieta en vez de
afiadir aditivos que lo que hacen es disminuir la digestibilidad de estos por intentar
prevenir trastornos digestivos, ain mas actualmente, con el elevado coste de los

cereales.

6. Reflexiones

En este apartado se ha querido comentar algunas de las percepciones y reflexiones que
han surgido a lo largo del desarrollo de esta tesis.

6.1. Inducir acidosis ruminal en condiciones experimentales

En un apartado anterior de esta discusion, se han evidenciado las diferencias existentes
entre dos experimentos en los que se quiso inducir acidosis ruminal a terneras de
engorde (Exp. 3 de esta tesis y el experimento de Moya y col,, 2008). Ambos
experimentos fueron muy similares (animales cruzados, dietas muy parecidas, mismas
instalaciones, mismos métodos de analisis, etc.). Sin embargo, el experimento de Moya
y col. (2008) registr0 un mayor porcentaje de muestras con pH < 5,8 y con
concentraciones de lactato > 20 mM. La Unica diferencia existente entre los protocolos
experimentales fue que Moya y col. (2008) realizaron una restriccion de alimentacion
de 12 horas durante la noche para forzar la ingestion el dia siguiente. De hecho, esta
restriccion surgio de observaciones resultantes del Exp. 3 de esta tesis, en las que se
observo que los animales regulaban su ingestion cuando se acercaban a una situacion de
acidosis ruminal. Los animales que registraban pH < 6,0 a primera hora de la mafiana
dejaban de comer durante unas horas (probablemente hasta la recuperacion de su pH
ruminal) y luego volvian a ingerir alimento, pero estos cambios en el patron de

ingestion fue una observacién y no se pudieron demostrar, ya que solo se registré la
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ingesta diaria. Por lo tanto, el registro continuo de la ingestion individual podria ser
muy util en futuros experimentos para explicar el comportamiento que tienen los
animales frente a situaciones de riesgo de acidosis. Ademas, es interesante comentar que
el disefio del protocolo del Exp. 3 se podria asemejar méas a la situacion de los animales
dominantes en una explotacién (los cuales comen cuando quieren) vy, el disefio del
protocolo de Moya y col. (2008), se asemejaria mas a la situacién de los animales

sumisos (los cuales comen cuando les dejan).

6.2. Reqistro del pH ruminal

En los experimentos 1 y 3 se registro el pH ruminal con un pHmetro portatil a las 0, 4, 8
y 12 h post-alimentacion (Exp. 1) y a las 0 y 6 h post-alimentacion (Exp. 3). Sin
embargo, en los experimentos 2 y 4 el pH ruminal se registro electronicamente a
intervalos de 22 minutos. Por lo tanto, los datos de los experimentos 2 y 4 permitieron
comparar los pH medios diarios (PHM) obtenidos utilizando los datos cada 22 minutos
(Continuo), los datos cada 4 h durante todo el dia (4h-24) y los datos cada 4 h durante
12 h (4h-12), estos dos ultimos simulando muestreos puntuales. Ademas, en los
experimentos 2 y 4 también se tomaron los pH manualmente mediante un pHmetro
portétil a las 0, 4, 8 y 12 h post-alimentacion, aprovechando los muestreos de liquido
ruminal para analizar otros pardmetros. Los datos obtenidos manualmente y los datos
derivados del registro electronico cada 4h durante 12 h permitieron comparar ambas
metodologias.

Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras 2 y 3. En primer lugar, si se
comparan los PHM obtenidos con distintas frecuencias de muestreo utilizando los datos
del registro electrénico, se observa que disminuyendo la frecuencia de muestreo los
valores medios se van alejando y, al mismo tiempo, los errores estandares aumentan, lo
que puede repercutir en el poder estadistico del ensayo. Y en segundo lugar, si se
comparan los valores obtenidos cada 4 h durante 12 h utilizando el registro electronico y
manual, se observa que el método puntual presenta errores estandares mas grandes vy,
ademas, los valores del pH son superiores. Estas diferencias entre el pH registrado
automaticamente y el manual se pueden deber a distintos factores: temperatura del
liquido ruminal (el método continuo se encuentra in situ, lo que permite una lectura del
pH inmediata y con la temperatura corporal del animal), zona de muestreo del liquido

ruminal, calibracién de los aparatos, etc. Por lo tanto, para aumentar la precision seria
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conveniente aumentar la frecuencia de muestreo e, idealmente, hacer un registro
continuo del pH, ya que un registro manual muy seguido es inviable. Sin embargo, el
método continuo tiene algunos inconvenientes: mayor coste, mayor tamafio, pérdida de

datos por entrada de liquido dentro del aparato, etc.

pH ruminal medio diario

Continuo 4h-24h Manual

Figura 2. pH ruminal medio diario en el experimento 2 entre tratamientos (TR: traditional
ration, HC: high NFC ration) utilizando los datos de pH cada 22 minutos (Continuo), cada 4 h
durante todo el dia registro electrénico (4h-24h), cada 4h durante 12 h registro electrénico (4h-
12h), cada 4h durante 12 h registro puntual (Manual). *P < 0,05; ***P < 0,001.

pH ruminal medio diario
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Figura 3. pH ruminal medio diario en el experimento 4 entre tratamientos (CTR: control, AMI:
acarbose) utilizando los datos de pH cada 22 minutos (Continuo), cada 4 h durante todo el dia
registro electronico (4h-24h), cada 4h durante 12 h registro electronico (4h-12h), cada 4h
durante 12 h registro puntual (Manual). *P < 0,05.

148



CAPITULO 7

CONCLUSIONES GENERALES






Capitulo 7

The results obtained in this thesis allow to conclude that in our experimental
conditions:

- Real time PCR is an effective tool to quantify Streptococcus bovis and
Megasphaera elsdenii in ruminal fluid of cows and heifers, and this method may
help to better understand the changes in microbial populations associated to

ruminal acidosis.

- In lactating dairy cows, diets containing 47.4% of non-fiber carbohydrates
(NFC) compared with a 42.9% may increase milk yield and milk protein
percentage; however, some negative effects such as milk fat depression,

decrease of ruminal pH and increase of lameness risk, may occur.

- In lactating dairy cows fed a high-concentrate ration (47.4% NFC), the addition
of an amylase inhibitor (acarbose, 0.75 g/animal/d) increases average ruminal
pH and decreases the number of hours at suboptimal pH (pH < 5.6) without

modifying general ruminal fermentation pattern and animal metabolism.

- Incrossbred heifers, inducing acidosis by increasing 2.5 kg concentrate/d up to
12.5 kg concentrate/d is resulted in 67% of animals with acidosis.

- Acidotic animals recovered most of the initial rumen fermentation values four
days after acidosis after shifting to a 50:50 forage:concentrate diet the day after

acidosis diagnosis.

- In crossbred heifers, the addition of a multivalent polyclonal antibody
preparation (RMT Optimize™, CAMAS Inc., MN, 10 mL/animal/d) may be
effective in reducing the number of heifers that developed acidosis during
transition from a high-forage diet to a high-grain diet. However, the
fermentation and microbial profile of acidotic animals was not affected by the

antibody preparation.

- Total concentration of volatile fatty acids is the ruminal variable most related

with average ruminal pH, explaining between 52% and 74% of its variability.
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Anexo 1

METODOS DE ESTUDIO DE LA MICROFLORA RUMINAL

1. Introduccién

La comunidad bacteriana residente en el rumen se caracteriza por su alta densidad,
diversidad y complejidad de interacciones. Hasta hace pocos afios, la identificacion y
clasificacion de microorganismos (sobretodo bacterias) se basaba en caracteristicas
fenotipicas (morfologia celular, presencia de estructuras, productos de fermentacion,...).
La dificultad de cultivar muchos microorganismos ruminales ha llevado a algunos
autores a la conclusion errénea de que la diversidad microbiana ruminal es limitada,
pero en la actualidad se considera que en habitats naturales, el conteo cultivable es de 10
a 100 veces inferior al conteo total (Brock, 1987). Ademas, el cultivo de
microorganismos ruminales tiene la dificultad afiadida de que la mayoria son anaerobios
estrictos y las necesidades de los medios de cultivo son con frecuencia desconocidas.
No obstante, los métodos moleculares aplicables a microbiologia desarrollados en los
ultimos afios, sobretodo a partir de la década de los 80, han supuesto un avance muy

importante en el conocimiento de la microflora ruminal.

Aunque se sigan utilizando algunos métodos tradicionales para el estudio de la
microbiota ruminal, a continuacion se explican con més detalle algunas de las técnicas

mas empleadas actualmente basadas en estudios moleculares.

2. Técnicas moleculares

Las nuevas técnicas moleculares desarrolladas en los dltimos afios han permitido un
enorme avance en el conocimiento de la microflora ruminal. En especial, los métodos
basados en el andlisis de la secuencia de acidos nucleicos (DNA o RNA) proporcionan
la caracterizacion molecular que permite determinar las relaciones filogenéticas entre
microorganismos (Woese, 1987). Al mismo tiempo, también permiten la identificacion
de nuevas especies que antes no habian podido ser cultivadas, hasta poder llegar a una

descripcion completa del ecosistema (Raskin y col., 1997; Mackie y col., 1999).

Al principio se disefiaron experiencias basadas en la hibridacion de oligonucle6tidos
complementarios a secuencias concretas (Amann y Kuhl., 1998; Raskin y col., 1997;
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Mackie y col., 1999). Sin embargo, donde se ha visto el gran poder de los métodos
moleculares ha sido a partir del andlisis de las secuencias 16S rRNA/DNA. La
subunidad pequefia del ribosoma bacteriano (30S) contiene 21 proteinas y el fragmento
16S rDNA. Este ultimo, contiene regiones altamente conservadas y algunas variables
que permiten establecer las relaciones filogenéticas, asi como también puede usarse
como oligonucle6tido para la amplificacion mediante la técnica de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). Por esta razon, es actualmente la molécula mas utilizada,

aunque no la Unica.

En ecologia molecular es importante diferenciar entre identificacion, cuantificacion y
monitorizacion de la actividad o funcién. El tipo de informacion obtenida depende
mucho del tipo de diana de acido nucleico utilizada y del disefio de la técnica
experimental. Principalmente, se pueden dividir entre métodos basados en DNA y
métodos basados en rRNA/rDNA (Mackie y col., 2000).

2.1. Estudios basados en DNA y rRNA/rDNA en el ecosistema ruminal

2.1.1. Estudios basados en DNA en el ecosistema ruminal

Los primeros estudios basados en el analisis de acidos nucleicos fueron con DNA hace
dos décadas (Attwood y col., 1988), y consistieron en clonar un fragmento de una cepa
de Bacteroides ruminicola para ver la supervivencia de esta bacteria una vez introducida
en el rumen. En general, estos métodos presentan alta especificidad y sensibilidad. Se
han utilizado para estudiar algunas especies en el tracto gastrointestinal como
Butyrivibrio fibrisolvens (Mannarelli y col., 1990), Fibrobacter succinogenes (Koike y
Kobayashi, 2001) y Selenomonas ruminantium (Ning y col., 1991). Tienen el
inconveniente de que requieren cultivos puros y que no son tan adecuados para la

caracterizacion detallada de un ecosistema como lo son las técnicas con rRNA/rDNA.
2.1.2. Estudios basados en rRNA/rDNA en el ecosistema ruminal
Los principios y la puesta en préctica de métodos basados en 16S rRNA han sido

extensamente revisados (Pace y col., 1986; Raskin y col., 1997; Mackie y col., 1999),
pero su aplicacion en microecologia gastrointestinal se ha consolidado sobretodo en la
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ultima década. Estos estudios consisten en hacer analisis comparativos de las secuencias
de 16S rRNA en el que se puedan diferenciar microorganismos si hay regiones que
difieren en la secuencia conservada. Estos métodos también son aplicables al fragmento
23S rRNA, pero su uso es aun limitado por la menor disponibilidad de secuencias. Sin
embargo, seria una buena alternativa en un futuro ya que contiene mas informacion que
el fragmento 16S rRNA (3000 pares de bases comparado con 1500; Mackie y col.,
2000).

Stahl y col. (1988) demostraron por primera vez su aplicacion al estudio de la
microflora gastrointestinal, y trabajaron con cepas de F. succinogenes y Lachnospira
multiparus de rumen de vacuno. Posteriormente, han aparecido muchos estudios que
hacen referencia a grupos especificos de bacterias mediante la utilizacién de
oligonucleétidos grupo-especificos: metanogénicas (Lin y col., 1997; Whitford y col.,
2001), fermentadoras obligadas de amino&cidos (Krause and Russell, 1996; Attwood y
col., 1998), celuloliticas o proteoliticas (Reilly y col., 2002), etc. Por el contrario, existe
un ndmero limitado de estudios con métodos basados en el uso de rRNA sobre
protozoos y hongos ruminales. La mayoria de trabajos estudian la simbiosis entre
protozoos y bacterias metanogénicas (Finlay y col., 1994; Sharp y col., 1998; Sylvester
y col., 2004; Sylvester, 2005), pero no los detectan individualmente. Al mismo tiempo,
se han hecho estudios filogenéticos usando la secuencia 18S rRNA,; por ejemplo, se han
estudiado los protozoos Entodinium, Epidinium y Polyplastron (Wright y col., 1997),
asi como Neocallimastix spp. y otros hongos ruminales (Doré y Stahl, 1991; Thill y
col., 1997).

Sin embargo, desde el punto de vista funcional no nos interesa tanto clasificar los

diferentes métodos segun los acidos nucleicos diana, sino mas bien en cuantitativos y

cualitativos segln sea nuestro objetivo de estudio (Tabla 1).
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Tabla 1. Métodos moleculares mas usados para el estudio de la microflora gastrointestinal.

CUALITATIVOS CUANTITATIVOS

PCR convencional R
Hibridacion in situ (FISH)

Clonacion y secuenciacon o
Dot-blot Hybridization

DGGE/TGGE

PCR a tiempo real
T-RFLP

2.2. Métodos moleculares mas usados para el estudio de la flora gastrointestinal

Los métodos moleculares los podemos clasificar en cualitativos y cuantitativos

dependiendo del objetivo de estudio.

2.2.1. Métodos cualitativos

Las técnicas moleculares cualitativas en el estudio de la microflora ruminal se usan
cuando el objetivo es estudiar el perfil de un ecosistema, o bien cuando lo que interesa
es la presencia 0 no presencia de un determinado microorganismo o molécula. La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR convencional) es la base de todas estas
técnicas. Entre los métodos méas usados estan: clonacion-secuenciacion, electroforesis
en gradiente desnaturalizante (DGGE) y T-RFLP.

2.2.1.1. PCR convencional/a tiempo final

La reaccion en cadena de la polimerasa fue inventada por Kary B. Mullis en 1985, el
cual fue condecorado con el Premio Nobel de Quimica en 1993. Al principio, esta
técnica era completamente manual y muy laboriosa, pero cada vez se ha ido
automatizando més el proceso. Ademads, la PCR convencional o a tiempo final es la
base de muchas otras técnicas moleculares, como por ejemplo, la clonacion-

secuenciacion y la DGGE.

Esta técnica consiste en la amplificacion secuencial in vitro de un fragmento de acidos

nucleicos especifico, por lo que es necesario conocer, al menos parcialmente, la
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secuencia de éste. Para llevar a cabo la reaccion, debemos disponer de: el ADN en
estudio, los primers (oligonucledtidos complementarios a cada uno de los extremos 3’
de la regién a amplificar), desoxirribonucle6tidos trifosfato (ANTP: dATP, dGTP, dTTP
y dCTP, en una mezcla equimolar de cada uno de ellos), enzima polimerasa y otros
(agua miliQ, tampodn, cloruro de magnesio). Una vez se dispone de todos los
componentes en el tubo de reaccién, tenemos que favorecer la sintesis de DNA, la cual

consta de 3 pasos controlados por la temperatura (Figura 1.a.):

1. Desnaturalizacion del DNA.
2. Alineamiento de los primers (apareamiento con su region complementaria).

3. Extensidn (sintesis de DNA por parte de la polimerasa).

Estos tres pasos constituyen un ciclo, y es necesaria una repeticion secuencial de ciclos
(30-40) para hacer una amplificacién exponencial, obteniendo asi 2" copias del
fragmento de interés (Figura 1.b.). Finalmente, para detectar el producto amplificado, se
realiza una electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida, donde se afiade bromuro
de etidio que se intercala en la doble cadena de DNA y se visualiza mediante un

transiluminador de radiacién ultravioleta.

1. Desnaturalizacion (1 minuto 94°C) a o = APLIFCACON | b
"HI» *ﬂh»«‘l"’ ﬁ“” "llb'llls Fagnenoaampificr =\ __ = EXPONENCIAL
T ALY — -

g g g gt M _\_=§

2. Alineamiento (45 segundos 54°C)

WWWWWWWWWWWMM g || =—— T e 3040 cilos
3 ") 3 (i1}l 5+ — A E—
My R 3 =< —
3 UL Ly i M 1 [ — s
3. Extension (2 minutos 72°C) Ireiclo=2! Nee =< =
> T 000 30 Ty TIP3 L S —— n=n°ciclos
S e o e WIS Pider — <= 2= total de copias
' -\.[\\//‘--|‘\__,\/ 7 - .
. o« 1.1l Jciclo=2*  efc.
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Figura 1. a. Fases de la reaccién en cadena de la polimerasa. b. Amplificacion exponencial de

la reaccion en cadena de la polimerasa (Andy Vierstraete, 1999).
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2.2.1.2. Clonacién y secuenciacion

La clonacion consiste en insertar copias del fragmento 16S RNA previamente
amplificados por PCR (a partir del DNA de las muestras) en un vector, generalmente
un plasmido, de tal manera que este material se mantendra y se replicara dentro de la
celula bacteriana. A partir del cultivo de las bacterias clonadas se extrae y se secuencia
el DNA. Es una técnica que permite obtener informacion de la secuencia nucleotidica de
bacterias no cultivables, como pueden ser muchas de las que se encuentran en el medio
ruminal. Aunque es un método valido, actualmente no se usa mucho porque es muy
laborioso y no permite su utilizacién rutinaria en estudios de microbiologia

gastrointestinal.

2.2.1.3. DGGE (Electroforesis en gradiente desnaturalizante)

La electroforesis en gradiente desnaturalizante se basa en la migracion de moléculas de
DNA a través de geles de poliacrilamida que contienen concentraciones crecientes de
agente desnaturalizante, como formiamida y urea; en ocasiones también se han
utilizado gradientes de temperatura de forma satisfactoria, en cuyo caso la técnica pasa a
nombrarse TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis).

La separacion de fragmentos de DNA por DGGE se basa en las propiedades de fusion
del DNA de doble cadena. Una molécula de DNA se desnaturalizard en regiones
discretas llamadas dominios de fusion, y cada uno desnaturalizard a una temperatura
concreta, llamada temperatura de fusién o Tm (temperatura a la que cada par de bases
de DNA duplex esté en equilibrio 50 a 50 entre estado helicoidal y el desnaturalizado).
La Tm de un DNA concreto es enormemente dependiente de la secuencia de
nucledtidos que se desplaza a través de un gel en gradiente desnaturalizante; en el punto
donde la concentracion del agente desnaturalizante iguala a la Tm de su dominio de
menor temperatura de fusion, causara una desnaturalizacion parcial y un retraso en la
movilidad electroforética que podra distinguirse visualmente. EI método permite la
separacion de fragmentos de DNA que difieren en un solo nucle6tido. Cuando se
combina con PCR, la DGGE es uno de los métodos de eleccidn para la deteccion de
mutaciones puntuales de DNA.
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Esta técnica permite obtener un perfil global de la diversidad microbiana de un medio,
motivo por el cual ha sido muy utilizada en ecologia microbiana. Los primeros trabajos
que usaron la electroforesis desnaturalizante para estudiar la microflora ruminal se
realizaron a finales de la década de los noventa (Kocherginskaya y col., 1997).
Posteriormente, también se ha usado para estudiar grupos concretos de la poblacion del
rumen como, por ejemplo, el género bacteriano Oscillospira (Mackie y col., 2003,
Figura 2) o los ciliados (Regensbogenova y col., 2004).

?‘N

e.n
'I?E-l

Figura 2. DGGE con amplificacion previa con PCR de un fragmento del 16S rRNA de
Oscillospira. La figura muestra la separacion por DGGE del patrén de fragmentos de la PCR
obtenidos de renos noruegos (columnas 1 a 4), de vacas (columnas 5 y 6), y de ovejas
(columnas 7 a 12). Las letras (a-g) indican las bandas representativas de DNA, las cuales
pueden extraerse para posterior clonacion y secuenciacion. Segun Mackie y col. (2003).

2.2.1.4. T-RFLP

La técnica del T-RFLP (Terminal-Restriction Fragment Length Polymorphism, Figura
3) consiste en usar una PCR universal de bacterias para amplificar una secuencia de la
region 16S rRNA del DNA total, pero con alguna particularidad. Uno de los dos
primers se marca fluorescentemente en el extremo 5°. El producto de la PCR se digiere
mediante enzimas de restriccion, y los fragmentos terminales marcados se pueden
analizar en geles de poliacrilamida de alta resolucion mediante un secuenciador
automatizado de DNA. Se obtiene un patron de bandas de cada muestra, que dependera
de la diversidad microbiana en aquella muestra, ya que cada secuencia nucleotidica

propia de una bacteria resulta en un fragmento terminal diferente.
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Esta técnica no permite secuenciar directamente las bandas, ya que éstas son fragmentos
de restriccion. Sin embargo, es posible hacer una inferencia a través de las bases de
datos disponibles en la red, segin los oligonucleétidos disefiados para la PCR vy los
enzimas de restriccion utilizados permiten hacer una prediccion de cada especie
bacteriana segun el tamafio de fragmentos que se obtendrian. Los programas disponibles
en lared (T-RFLP Analysis Program en: www.rdp.com) estan disefiados para facilitar el
analisis comparativo de la comunidad bacteriana que estamos analizando y para

proporcionar el punto filogenético de la referencia.

La T-RFLP es una herramienta potente para estudiar la diversidad de comunidades
bacterianas complejas y para una rapida comparacion entre la estructura y diversidad de
distintos ecosistemas. En realidad, se puede considerar como una técnica semi-
cuantitativa, ya que permite estimar, de forma relativa, la cantidad de un determinado

microorganismo, segun la altura de su pico en el electroferograma (Figura 3. n°5).
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Figura 3. Esquema de la técnica de T-RFLP: 1) Extraccion de DNA de la muestra, 2) PCR con
oligonucledtidos marcados en el extremo 5°, 3) Digestién con enzimas de restriccion del
producto amplificado mediante PCR, 4) Separacion de los fragmentos en un gel secuenciador,
5) Electroferograma: Reconocimiento de los fragmentos marcados.
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Originalmente fue desarrollada con el fin de diferenciar entre distintas especies de
micobacterias (Avaniss-Aghajani y col., 1996), y su primera aplicacion para estudiar la
diversidad de 16S rRNA en muestras ambientales fue en 1997 (Liu y col., 1997).
Asimismo, también se ha utilizado en distintas ocasiones para el estudio del ecosistema
ruminal (Attwood y col., 1998; Tokuray col., 1999).

2.2.2. Métodos cuantitativos

Actualmente, existen métodos moleculares que permiten al mismo tiempo tanto el
estudio cualitativo como cuantitativo de los ecosistemas. Entre las técnicas mas usadas
estan: la hibridacion fluorescente in situ, la PCR a tiempo real, y, en menor medida, la
hibridacion Dot-blot.

2.2.2.1. FISH (Fluorescent in situ hybridation)

La hibridacion fluorescente in situ utiliza moléculas fluorescentes (p.ej. biotina o
fluoresceina) para localizar fragmentos concretos de DNA. La técnica consiste en
preparar secuencias cortas de DNA de una sola hebra (sondas) que corresponden a las
secuencias complementarias de DNA que se quieren marcar y examinar. Las sondas se
marcan con las moléculas fluorescentes y se unen al DNA complementario, lo cual
permite localizar las secuencias en las que se encuentran mediante contaje directo con
microscopio de fluorescencia. Dependiendo de si el objetivo de estudio es contaje total
o0 especifico, las sondas que se utilicen pueden ser mas o menos selectivas. En el primer
caso seran complementarias a regiones universales bacterianas y, en el segundo caso,
seran regiones especificas del grupo en cuestion. Es una técnica bastante comun para el
estudio de ecosistemas, como es el caso del rumen (Brookman y col., 2000; Yanagita y
col., 2000; Mackie y col., 2003, Figura 4).

2.2.2.2. Dot-blot HYBRIDIZATION

La técnica de hibridacion dot-blot utiliza sondas marcadas que se hibridan con &cidos
nucleicos, y permite hacer una cuantificacion relativa de una bacteria concreta respecto
al total de bacterias. Para ello, es necesario el uso de dos sondas nucleotidicas (dentro

del fragmento 16S rRNA): una sonda especifica del grupo a estudiar y otra sonda de
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bacterias universal. Consiste en extraer el RNA bacteriano muestra, a continuacion
fijarlo a una membrana y, por Gltimo, hibridar las sondas. Se ha usado para cuantificar
microorganismos ruminales (Michalet-Doreau y col., 2002; Galbraith y col., 2004),

aungue no con mucha frecuencia.

Figura 4. Hibridacion fluorescente especifica para Oscillospira en
liquido ruminal de ganado vacuno en lllinois. Figura A muestra la
morfologia caracteristica de Oscillospira, figura B con una espora en
su interior, figura C muestra una morfologia septada (atipica). Segun
Mackie y col. (2003).

2.2.2.3. La PCR a tiempo real

La PCR a tiempo real (qQPCR) es un sistema basado en la deteccion y cuantificacién on
line del producto amplificado, en el que los procesos de amplificacién y deteccion se
producen de manera simultdnea. La deteccién se consigue mediante la adicion de
fluorocromos (Tabla 2). La fluorescencia que emiten se registra en cada ciclo de
reaccion, y su sefial incrementa proporcionalmente a la cantidad de producto de PCR.
La técnica permite monitorizar toda la reaccion y correlacionar durante la fase
exponencial la emision de fluorescencia con un nimero de copias inicial de la muestra.

Para ello sera necesario construir una curva patrén utilizando estandares con numero
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conocido de copias del DNA que queremos cuantificar. Con la PCR convencional s6lo

se puede hacer una deteccion a punto final, cuando la reaccion ya esta saturada.

Tabla 2. Fluorocromos mas usados en PCR a tiempo real (A: longitud de onda).

Fluorocromo A Excitacion (nm) A Emision (nm)
DABCYL 453 -
6-FAM 492 515
SYBR® Green | 497 520
TET 521 536
JOE 527 548
HEX 535 556
TAMRA 555 580
ROX 575 602
VIC® 538 554

Existen dos tipos de sistemas de deteccion por fluorescencia:
1) agentes intercalantes

2) sondas especificas marcadas con fluorocromos

1) Los agentes intercalantes son unos fluorocromos que, como su nombre indica, se
intercalan en la doble hélice de DNA de nueva sintesis y al unirse aumentan
notablemente su emisién de fluorescencia, la cual es captada por el lector. EI mas
utilizado es el SYBR Green | (Figura 5).

o Prifmer E E Intercalater
1) Desnaturalizacion ——y—7—1~ 2 E {Fluorescent substance)
] | | 1| | 1 1 i 1 1 1 1 111
2) Annealing Polymerase B (€
g — p E
L]
SN NN L1
3) Extensién
— —_—— 1 —_—
£ B~ B —®— Ll L1

SYBR Green | Method

Figura 5. Agente intercalante SYBR Green I.
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2) Las sondas de hibridacion especificas estdn marcadas con dos tipos de fluorocromos:
un donador y un aceptor. Este sistema se basa en la transferencia de energia fluorescente
mediante resonancia entre ambas moléculas. EI donador (extremo 5°) emite
fluorescencia al ser excitado, y el aceptor (extremo 3’) absorbe y anula la fluorescencia
emitida por el donador, pero para que esto ocurra tienen que estar proximas en el
espacio. Existen varios subtipos, siendo las sondas Tagman los méas utilizados (Figura
6).

Las sondas Tagman son oligonucleétidos complementarios a un segmento de la regién
que queremos amplificar, donde en el extremo 5’ tiene el donador y en el extremo 3’
tiene el aceptor. Cuando donador y aceptor estan cercanos no emiten fluorescencia.
Durante la amplificacion de DNA la sonda se hibrida con su cadena complementaria, la
DNA polimerasa empieza a desplazarse a lo largo de la cadena en su accion de sintesis,
y en el momento que llega a la sonda hidroliza el extremo 5’ liberando asi el
fluorocromo donador. A partir de este momento, como donador y aceptor estan

espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el primero es captada por el lector.

1) Desnaturalizacion

huw

- @ & 2) Annealing

P

S °
3) Extension

Figura 6. Sondas Tagman.
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Interpretacion de los resultados en equipos de gPCR para la cuantificacion del DNA o

RNA diana en la muestra:

Mediante esta técnica es posible cuantificar la concentracion inicial de DNA (0 RNA)
diana de la muestra. Para ello es necesario construir una curva/recta patron afiadiendo
unos controles externos con concentraciones conocidas y decrecientes (diluciones 1/10)
de nuestro DNA diana en la tanda de amplificacion. La pendiente de la curva patron
muestra la eficiencia de la PCR, siendo la pendiente de -3,32 cuando la eficiencia de la
PCR es del 100%, aunque se puede admitir una pendiente de hasta -4,00 (Ginzinger,

2002). Asimismo, es necesaria una correlacion minima de 0,97.

En la gPCR el programa informéatico va registrando el incremento de fluorescencia
(proporcional al aumento de DNA o RNA) en cada ciclo, y esta informacion se refleja
graficamente en curvas de cinética de la reaccion para cada una de las muestras y
controles en el Amplification plot (Figura 7), el gréfico de fluorescencia versus el ciclo
de PCR. Para cada muestra, el programa informatico calcula el nimero de ciclo a partir
del cual el lector empieza a detectar un incremento de fluorescencia significativo con
respecto a la sefial base o ruido de fondo (Baseline). El ciclo en el que se empieza a
detectar el aumento de fluorescencia se denomina ciclo umbral (Ct, de threshold cycle)
y es inversamente proporcional a la concentracion inicial de DNA diana presente en la
muestra. Con las concentraciones previamente conocidas de los controles externos y sus
Ct correspondientes se dibuja una curva patron. La concentracion de DNA inicial de
cada muestra problema se puede inferir interpolando en la curva patron el valor de Ct.

Aplicacion de la gPCR en microbiologia gastrointestinal:

En los Gltimos afos, los avances en biologia molecular han permitido conocer mejor la
diversidad real de la microflora gastrointestinal, siendo ésta mucho mas compleja de lo
que se habia pensado durante muchos afios. Esta falta de conocimiento se atribuye
principalmente a la incapacidad de muchos microorganismos de crecer en medios de
cultivo. Asimismo, estas técnicas, y en especial las cuantitativas, proporcionan unas

ventajas respecto a los métodos tradicionales, entre las que destacan:
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la caracterizacion de un mayor nimero de especies

la cuantificacion de los microorganismos

la posibilidad de establecer relaciones filogenéticas y estudios evolutivos
la reduccion del tiempo para procesar las muestras y obtener un resultado

la conservacion de las muestras congeladas hasta su analisis

Rn

~ Rn+: Fluorescencia
Muestra
Threshoald
et - LT T ———iT == =M Rn-: Referencia pasiva
Baszeline
W
u] 5 10 15 20 25 30 as 40
Ct

Figura 7. Amplification Plot.

En el caso de la gPCR encontramos ventajas afiadidas:

la gran rapidez de obtencidn de resultados (no es necesario un procesamiento
posterior a la PCR), entre 40 minutos y 2 h dependiendo del equipo utilizado

el andlisis de un gran nimero de muestras a la vez, entre 32 y 384 dependiendo
del equipo utilizado

la  posibilidad de analizar en una misma placa distintos
microorganismos/fragmentos de acidos nucleicos en estudio

la disminucidn del riesgo de contaminacion al tratarse de un sistema cerrado

la posibilidad de cuantificar la concentracion inicial de &cidos nucleicos
presentes en la muestra de forma mas sencilla, mas precisa y con un rango

mayor (5-6 log) que los métodos convencionales (2-4 log)
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Aunque los equipos para gPCR tienen un costo inicial elevado, se pueden rentabilizar
gracias a su rapidez y a su gran capacidad de procesado de muestras. Ademas, en un
mismo instrumento se pueden llevar a cabo distintos tipos de ensayos: cualitativos,
cuantitativos, determinacion de mutaciones, PCR mdaltiples..., mientras que para los

procedimientos tradicionales es necesario la utilizacion de varios equipos.

A consecuencia de su gran nimero de ventajas, la qPCR se esta aplicando en numerosos
estudios de la microflora gastrointestinal, siendo de especial importancia en este campo,
donde gran parte de microorganismos son totalmente o en parte anaerobios, factor que
dificulta mucho su cultivo. Ya se han realizado estudios que cuantifican los grupos
bacterianos mayoritarios de la microflora gastrointestinal de humano (Requena y col.,
2002, Gueimonde y col.,, 2004, Haarman y Knol, 2005), de grupos bacterianos
especificos en cerdos (Konstantinov y col., 2005, Castillo y col., 2005) y de la

microbiota ruminal (Tabla 3).
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Tabla 3. Estudios de microflora ruminal mediante la técnica de PCR a tiempo real.

Microorganismo ruminal Referencia
Hongos Denman y McSweeney, 2006
Protozoos Skillman y col., 2006; Sylvester y col., 2004
Archaea/Metanobacterias Yuy col., 2005; Sundset y col., 2008
Eubacterias Denman y McSweeney, 2006; Yu y col., 2005
Anaerovibrio lipolytica Tajima y col., 2001
Butyrivibrio fibrisolvens Klieve y col., 2003; Paillard y col., 2007; Stevenson y Weimer, 2007
Eubacterium ruminantium Tajima y col., 2001; Stevenson y Weimer, 2007
Fibrobacter succinogenes Tajima y col., 2001; Denman y McSweeney, 2006; Stevenson y

Weimer, 2007

Megasphaera elsdenii Ouwerkerk y col., 2002; Stevenson y Weimer, 2007
Prevotella spp. Stevenson y Weimer, 2007
Prevotella albensis Tajima y col., 2001
Prevotella brevis Stevenson y Weimer, 2007
Prevotella bryantii Tajima y col., 2001; Stevenson y Weimer, 2007
Prevotella ruminicola Tajima y col., 2001; Stevenson y Weimer, 2007
Ruminobacter amylophilus Tajima y col., 2001; Duval y col., 2007; Stevenson y Weimer, 2007
Ruminococcus spp. Weimer y col., 2008
Ruminococcus albus Stevenson y Weimer, 2007
Ruminococcus flavefaciens Shinkai y Kobayashi, 2007; Stevenson y Weimer, 2007
Selenomonas ruminantium Tajima y col., 2001; Stevenson y Weimer, 2007
Streptococcus bovis Tajima y col., 2001; Klieve y col., 2003; Stevenson y Weimer, 2007
Succinivibrio dextrinosolvens Tajima y col., 2001; Stevenson y Weimer, 2007
Treponema bryantii Tajima y col., 2001
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Anexo 2.1.

Extraccion del DNA de bacterias ruminales CAA/TA/0026-00

1. INTRODUCCION
Este documento describe el procedimiento normalizado de trabajo (PNT) para la
extraccion de DNA en muestras de liquido ruminal (LR).

2. AMBITO DE APLICACION
La metodologia descrita es la que se realiza con muestras de liquido ruminal en el
Departamento de Ciencia Animal y de los Alimentos de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad Autonoma de Barcelona (UAB).

3. DEFINICIONES
SDS: Sodio dodecil sulfato.
LR: Liquido ruminal.

TE: TRIS-EDTA buffer.

4. CUALIFICACION DEL PERSONAL
El personal del Departamento de Ciencia Animal y de los Alimentos que tenga como
minimo el nivel de cualificacion D segun la clasificacion descrita en el capitulo 6 del
Manual de Calidad del Departamento, que haya sido debidamente entrenado y figure
como personal autorizado en la libreta de los equipos correspondientes.

5. RESPONSABILIDADES
a. Los usuarios que realicen esta técnica son responsables de leer este PNT
y firmar en el registro de lectura de éste, trabajar correctamente y con

precaucion.

b. El responsable de esta técnica ha sido asignado por el jefe del servicio o
proyecto y se le reconoce el conocimiento del método y la
responsabilidad de elaborar este PNT. Ademas debe procurar que el
personal que la realice esté capacitado y conozca el PNT.

c. Elresponsable del proyecto o servicio es el responsable de la aprobacién
de este PNT y de su difusion entre los miembros del grupo que vayan a
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seguirlo. Ademas es el responsable de asignar un responsable de la

técnica y de colaborar con él en mantener el PNT actualizado.

d. La Unitat de Garantia de Qualitat es responsable de verificar el

cumplimiento de este PNT.

6. NIVEL DE RIESGO
Existe riesgo bioldgico debido a la manipulacion del liquido ruminal, que contiene
elevada carga microbioldgica, por lo que es preciso utilizar guantes para proteger

posibles heridas que puedan entrar en contacto con el liquido.

Existe riesgo quimico asociado al uso de fenol. Este producto es toxico por inhalacion,
ingestién o por contacto con la piel, por lo que el usuario debe utilizar guantes, gafas o
pantalla protectora y realizar las manipulaciones en la campana de extraccion de gases.
El polvo del SDS es nocivo por lo que su pesada debe realizarse con mascarilla o en

campana de extraccion.

7. DESCRIPCION DEL PROCESO
a. Material y equipos
- Minibeadbeater
- Glass beads 0,2mm de didmetro
- Eppendorfs de 1,5 mly de 2 ml
- Ultracentrifuga refrigerada para eppendorfs
- Micropipetas (20-200 pl y 200-1000 pl)
- Puntas de pipeta esterilizadas
- Estufa (37 °C)
- Cabina de flujo laminar
- Trozos de cheesecloth

I.REACTIVOS Y PREPARACION DE SOLUCIONES

- SDS 10% (Sodio Dodecil Sulfate, Sigma L4522 o similar)
- TRIS-EDTA Buffer 100x (Sigma T9285 o similar)
- Fenol pH 8 (USB 75829 o similar)
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- Etanol 70% (v/v)

- Etanol absoluto

- NaCl2N

- RNAsa A (Roche 0109169000 o similar)
- Agua destilada milliQ

1. Preparacion de TE 0,5 X:
e TRIS-EDTA Buffer 100x 1ml

e Agua milliQ enrasar a 200 ml

2. Preparacion de TE 1 X:
e TRIS-EDTA Buffer 100x 1ml

e Agua milliQ enrasar a 100 ml

3. Preparacion de RNAsa A (10mg/ml):
e RNAsa A 10 mg

e Agua milliQ 1ml
Preparar eppendorfs de RNAsa A de 20 — 50 ul aproximadamente, y
guardar a -20 °C.

b. Procedimiento
Durante todo el procedimiento es preciso trabajar con guantes de latex.

|. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS DE LR
a) Filtrar liquido ruminal a través de 2 capas de cheesecloth.
b) Colocar 1 ml de LR filtrado en 3 eppendorfs identificados y etiquetados.
c) Conservar en congelacion (-20 °C).

1. EXTRACCION DE DNA

a) Descongelar las muestras a temperatura a temperatura ambiente.

b) Si el técnico lo estima oportuno, clarificar el LR, para ello:
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I. Centrifugar a 600 g durante 10 minya 4°C

ii. Recuperar sobrenadante en eppendorf
c) Poner en otro eppendorf de 2 ml:

I. 0,6 ml LR (clarificado o no)

ii. 0,6 ml fenol pH 8

iii. 0,5 g de glass beads

iv. 40 ul SDS 10%

v. Agitar las muestras en el minibeadbeater a maxima velocidad durante 2

minutos

vi. Dejar enfriar en hielo picado durante 2 minutos

vii. Repetir el ciclo 2 veces mas
d) Centrifugar las muestras a 11600 g durante 5 minutos y a temperatura ambiente.
e) Recuperar con sumo cuidado la fase acuosa y transferirla a un nuevo eppendorf

(aprox. 0,6 ml).

Nota: La cantidad que se recupera es la que se utilizara para calcular el volumen

de los reactivos que se tienen que utilizar.

f) Afadir un volumen de fenol (la misma proporcion que se recuperd en el paso
“e”).
g) Agitar 1min (manualmente).
h) Centrifugar a 11600 g durante 10 min y a temperatura ambiente.
i) Recuperar el sobrenadante (aprox. 0,5 ml).
j) Proceder a la precipitacion del DNA con etanol absoluto:
i. Afadir una décima parte (1/10 vol) respecto al sobrenadante de NaCl
2N (‘aprox. 50 ul)
ii. Afadir 2 partes (2 vol) respecto al sobrenadante de etanol absoluto
(aprox. 1 ml)
iii. Agitar por inversion
iv. Someter a -20 °C durante un minimo de 2 h
v. Centrifugar a 15000 g durante 30 miny a4 °C
vi. Desechar el sobrenadante
k) Lavar el pellet con etanol 70% de la siguiente forma:
I. Afadir 500 ul etanol 70%

178



Anexo 2.1.

Centrifugar a 15000 g durante 10 miny a 4°C

iii. Eliminar sobrenadante

iv. Secar el precipitado colocando el eppendorf invertido con el tapon

abierto sobre un papel secante y a temperatura ambiente

I) Resuspender el precipitado:

Anadir 100 pul TE 0,5 X + 2 ul RNAsa (10mg/ml)
Incubar 1 hora a 37 °C

iii. Agitar el eppendorf golpeando con el dedo

m) Después de la incubacion proceder a una Re-extraccion con fenol:

Anadir 300 ul TE 0,5 X
Anadir 400 pl fenol

iii. Agitar 1 min (manualmente)

iv. Centrifugar a 11600 g durante 10 min y a 20 °C

n) Recuperar sobrenadante (aprox. 0,4 ml).

0) Precipitar de nuevo con etanol absoluto de la siguiente forma:

a.

Afadir una decima parte (1/10 vol) respecto al sobrenadante de NaCl
2N (aprox. 40 ul)

Afadir 2 partes (2 vol) respecto al sobrenadante de etanol absoluto
(aprox. 0,8 ml)

Agitar por inversion

Someter a -20 °C durante un minimo de 2h

Centrifugar a 15000 g durante 30 miny a4 °C

Desechar el sobrenadante

p) Lavar el pellet con etanol 70% de la siguiente forma:

a.
b.
C.
d.

Afadir 500 pl etanol 70%

Centrifugar a 15000 g durante 10 miny a 4°C

Eliminar sobrenadante

Secar el precipitado colocando el eppendorf invertido con el tapén
abierto sobre un papel secante y a temperatura ambiente

q) Repetir el lavado del precipitado con etanol al 70 %.

r) Resuspender el precipitado en 50 ul H,O milliQ o TE 0,5 X. (para cultivo puro)
0 100 - 200 pl deTE 0,5 X (para LR).
s) Conservar congelado a -20 °C.
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8. RESIDUOS
Los residuos que se generan contienen fenol y por ello deben de ser eliminados en
envases debidamente identificados.

9. REFERENCIAS
No aplica.

10. ESQUEMA
No aplica.
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Cuantificacion de Streptococcus bovis y Megasphaera elsdenii mediante PCR a
tiempo real CAA/TA/0031-00 (En revision)

1. INTRODUCCION

Este documento describe el procedimiento normalizado de trabajo (PNT) para la
cuantificacion de las bacterias ruminales Streptococcus bovis y Megasphaera elsdenii
mediante PCR a tiempo real. La amplificacion por PCR a tiempo real del DNA extraido
de la muestra mediante primers y sonda TagMan-MGB especificos de Streptococcus
bovis y Megasphaera elsdenii permite detectar la presencia de material en las muestras.
Los disefios especificos se han realizado mediante la secuencia de 16S DNA ribosomal,
disponible en la base de datos del GeneBank, y los fragmentos amplificados son de 84 y
129 pb (pares de bases), respectivamente.

2. AMBITO DE APLICACION
La metodologia descrita es la que se realiza con muestras de DNA de liquido ruminal en
el Departamento de Ciencia Animal y de los Alimentos de la Facultad de Veterinaria de

la Universidad Autonoma de Barcelona (UAB).

3. DEFINICIONES
gPCR: PCR a tiempo real.

4. CUALIFICACION DEL PERSONAL
El personal del Departamento de Ciencia Animal y de los Alimentos que tenga como
minimo el nivel de cualificacion D segun la clasificacion descrita en el capitulo 6 del
Manual de Calidad del Departamento, que haya sido debidamente entrenados y figure
como personal autorizado en la libreta de los equipos correspondientes.

5. RESPONSABILIDADES
a. Los usuarios que realicen esta técnica son responsables de leer este PNT
y firmar en el registro de lectura de éste, trabajar correctamente y con
precaucion.
b. El responsable de esta técnica ha sido asignado por el jefe del servicio o
proyecto y se le reconoce el conocimiento del método y la
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responsabilidad de elaborar este PNT. Ademas debe procurar que el
personal que la realice esté capacitado y conozca el PNT.

c. Elresponsable del proyecto o servicio es el responsable de la aprobacion
de este PNT y de su difusion entre los miembros del grupo que vayan a
seguirlo. Ademas es el responsable de asignar un responsable de la
técnica y de colaborar con él en mantener el PNT actualizado.

d. La Unitat de Garantia de Qualitat es responsable de verificar el
cumplimiento de este PNT.

6. NIVEL DE RIESGO
La realizacion de este proceso no supone ningun riesgo especial para el individuo, salvo

el riesgo fisico que supone el uso de aparatos eléctricos..

Seré necesario usar guantes para evitar la contaminacion de las muestras. También con
la finalidad de prevenir la contaminacion de las muestras con DNA, las reacciones de
gPCR se haran en un laboratorio diferente al usado para la extraccion de DNA.

7. DESCRIPCION DEL PROCESO:

a. Material y reactivos
I. EQUIPAMIENTO
- Vortex
- Microcentrifuga
- Centrifuga de placas
- Termociclador (ABI PRISM 7900 HT: Sequence Detection System, Applied
Biosystems)
- Pipetas de gPCR
- Gradilla de eppendorfs
- Gradilla negra para placa de 96 pocillos
- Rotulador permanente So L

Il. MATERIAL FUNGIBLE
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- Tubos estériles de 1,5 ml (tipo Eppendorf)

- Puntas con filtro (anti-aerosoles) estériles libres de RNasas y DNasas de 100 pl
y 200 ul

- Placas 6pticas de 96 pozos (Applied Biosystems)

- Film adhesivo (Optic adhesive cover, Applied Biosystems)

I1l. REACTIVOS

- Primers y sonda TagMan-MGB especificos de Streptococcus bovis:
=S.bovis F (forward): 5’-GATAGCTAATACCGCATAACAGCATT-3’
=S.bovis R (reverse): 5’-AACGCAGGTCCATCTACTAGTGAA-3’
=S.bovis P (TagMan-MGB): FAM-5’-TGCTCCTTTCAAGCAT-3’

- Primers y sonda TagMan-MGB especificos de Megasphaera elsdenii:
= MelsF (forward): 5’-GACCGAAACTGCGATGCTAGA-3’
= MelsR (reverse): 5’-CGCCTCAGCGTCAGTTGTC-3’

= Melsprobe (TagMan-MGB): FAM-5"-ACTGGTGTTCCTCCTAATA-3’

- TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)
- Agua milliQ estéril

IV. PREPARACION DE SOLUCIONES

. Mix Real-Time PCR (20 ul de mix por reaccion):

(x1 muestra)

TagMan Universal PCR Master Mix (2X) 10 pL
Tagman probe 5 uM (20x) 1uL
Primer forward 9 uM (10x) 2 uL
Primer reverse 9 uM (10x) 2 uL
volum final 15 uL
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El volumen de mix a preparar se tiene que determinar cada vez en funcion del
nimero de reacciones a realizar, se tiene que tener en cuenta que es necesario

preparar en exceso (aproximadamente un 10% en exceso).

. Concentracion final de los reactivos en las PCR:
TagMan Universal PCR Master Mix 1x, primers 900 nM (cada uno) y sonda
TagMan-MGB 250 nM.

b. Procedimiento

I.OBSERVACIONES PRELIMINARES
- Utilizar siempre guantes (limpios y nuevos!).
- No exponer ninguna parte del cuerpo a la luz UV, ni tampoco los reactivos o el
DNA.
- No hablar cuando se trabaja en la cabina de flujo para no contaminar.
- Utilizar siempre puntas con filtro.

I1.PREPARACION DEL MATERIAL
a) Limpiar la campana con alcohol y papel trapicel.
b) Colocar el material encima la campana:
= (Cajas de puntas abiertas.
= Bote de tubos eppendorfs medio desenroscado.
= Pipetas colocadas con la punta hacia arriba.
= Placas de 96 pozos dentro de su bolsa.
= Gradillas limpias con alcohol y papel.
c) lrradiar con luz UV durante unos 10 min.
d) Apagar laluz UV.
e) Preparar los reactivos siguientes:
» Descongelar los Primers Forward y Reverse 9 uM que estan en el
congelador
= Descongelar la Sonda Tagman 5 uM (congelada y protegida de la
luz)

= Descongelar la curva estdndard de DNA (congelador)
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= Descongelar las muestras de DNA de liquido ruminal (20 ng/uL,
congelador)
= Recoger H,0 milliQ autoclavada
f)  Hacer pico de centrifuga — vortex — pico de centrifuga con cada uno de estos
materiales.
g) Guardarlos en la nevera hasta su uso, cuando se utilicen volver a hacer vortex y

pico de centrifuga.

[11.PREPARACION DE LA REACCION Y DE LAS PLACAS
a) Rotular los eppendorfs con el n° de pocillos que corresponden
a. NC°eppendorfs =1 NTC + 7 curva std + N° muestras DNA LR +
1 MIX
b. ¢Cuantos pocillos por muestra?
I. LosNTCy lacurva std siempre por triplicado
ii. Muestras DNA: duplicado o triplicado. Si se hacen por
duplicado caben un maximo de 36 muestras por placa, y Si
se hacen por triplicado 24.
b) Preparar la MIX:
La Mix se prepara como esta descrito en el apartado 7.1.4.a. El volumen de
MIX a preparar se determina en funcion del nimero de pocillos a utilizar,
siempre preparar en exceso con un margen de seguridad (+10-15%).
a. Un vez preparada la MIX hacer pico de centrifuga — vértex — pico
de centrifuga!!!
b. Repartir la MIX en los eppendorfs sin cambiar de punta:
I. Muestras triplicadas: 49,5 uL/eppendorf
Ii. Muestras duplicadas: 33 pL/eppendorf
c) Repartir los DNA en los eppendorfs que correspondan, cambiando las puntas:
a. Muestras triplicadas: 16,5 pL/eppendorf (5 uL x 3 + margen de
seguridad)
b. Muestras duplicadas: 11 uL/eppendorf (5 uL x 2 + margen de
seguridad)
c. Hacer de cada eppendorf: pico de centrifuga — vortex — pico de

centrifugal!!!
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d) Rellenar la placa de 96 pozos y colocarla con mucho cuidado y s6lo tocando la
parte inferior encima la gradilla negra de 96 pocillos para dar estabilidad.

a. Es necesario poner 20 pL del contenido del eppendorf en cada
pocillo (15 pL MIX + 5 uL DNA)).

b. Cada vez que cambiamos de eppendorf tenemos que cambiar de
punta.

e) Sellar la placa utilizando la pelicula adhesiva, pasar la “lengua de plastico”
para marcar filas y columnas 2 veces.

f)  Centrifugar la placa utilizando la opcion “short” hasta unas 1000 rpm. Mirar si
queda alguna burbuja (no puede quedar!). Para eliminar las burbujas desacerlas
agitando el pocillo con los dedos.

g) Volver a centrifugar.

h) Colocar la placa en el ABI Prism como estd descrito en VGM/EQ/0006
ABIPRISM 7900 HT: Funcionamiento y preparacion de muestras.

i)  Sitardamos mucho en colocar la placa en el equipo guardar la placa de la luz
con papel trapicel y ponerla en la nevera. Antes de colocarla en el aparato hacer
un pico de centrifuga.

c. Real-Time PCR
Las reacciones de gPCR se realizardn con 100 ng de DNA de la muestra extraida
como se describe en CAA/TA/0026- Extraccion de ADN en liquido ruminal.

Realizaremos cuatro tipos de reacciones diferentes:

e NTC (Non Template Control) o control negativo de PCR: no contiene DNA, se
realiza con agua milliQ.
e  Curva estandar: 100000, 10000, 1000, 100, 10, 1, 0.1 y 0.01 pg de DNA.

e  Muestras a analizar: 100 ng de DNA de la muestra.
Las reacciones de amplificacion se preparan como se describe en la tabla siguiente y

usando la Mix de Real-Time que se detalla en el apartado 7.1.4.a. El volumen final

de reaccion es de 20 pL:
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agua DNA DNA Vol.
Mix DNA DNA DNA DNA DNA DNA DNA X
milliQ muestra (0.002 final
(n) (20ng/ul)|  (2ng/pl) | (200pg/pl)|  (20pg/nl) | (2pg/ul) | (0.2pg/ul) | (0.02pg/ul)
(uh) (2 ng/ul) pg/ul) (1)
NTC 15 5 20
C. estandar
100000 pg Sh/Me 15 - - 5 20
10000 pg Sh/Me 15 - - - 5 20
1000 pg Sh/Me 15 - - - - 5 20
100 pg Sh/Me 15 - - - - - 5 20
10 pg Sh/Me 15 - - - - - - 5 20
1 pg Sh/Me 15 - - - - - - - 5 20
0.1 pg Sb/Me 15 - - - - - - - - 5 20
0.01 pg Sb/Me 15 5 20
Muestras 15 - 5 20

Las reacciones con el NTC y la curva estandar se hardn por triplicado, y las
muestras se haran por duplicado.

Las reacciones se montan en placas épticas de 96 pozos. Para tener lugar la
reaccion, la placa, previamente centrifugada, se introduce en un termociclador que
permite detectar la aparicién de amplificacion a tiempo real y como se describe en el
procedimiento VGM/EQ/0006- ABI PRISM 7900 HT: preparacion de muestras y
funcionamiento . El perfil térmico de las PCR ser el siguiente: 50 °C 2 min, 95 °C
10 min, 95 °C 15s - 60 °C 1min (40 ciclos).

Resultados
Para el analisis de los resultados usaremos el software SDS. Las reacciones de PCR
realizadas vendran caracterizadas por su valor de Ct como se describe en
VGM/EQ/0006.

8. RESIDUQOS

Los residuos sélidos generados se tiran en la basura de deshechos.

9. REFERENCIAS

No aplica.

10. ESQUEMA

No aplica.
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