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m INTRODUCCION

El principal problema del sector cunicola desde 1997 es la incidencia de la enteropatia mucoide (EM).
Esta enfermedad ha condicionado tanto al sector productivo como a los grupos de investigacion, en especial,
a patdlogos y nutricionistas. La limitacién impuesta por la Unién Europea para la utilizacién de sustancias anti-
microbianas nos ha obligado a los investigadores a incluir entre nuestros objetivos prioritarios la busqueda
de soluciones a este problema.

Desde un punto de vista de la nutricién la situacién de partida era (y sigue siendo) complicada debido
al desconocimiento del agente causante de la enfermedad. Este hecho implicaba (e implica) ‘andar un tanto a
ciegas’ a la hora de disefar los experimentos e interpretar los resultados. La situacion es diferente en aves y
porcino donde los agentes patégenos estan mejor identificados [13,18], lo que facilita el disefio de los expe-
rimentos y la elaboracién de conclusiones mas ajustadas.

Inicialmente, el Unico indicador de enfermedad era la sintomatologia externa, es decir, las observacio-
nes de morbilidad y mortalidad. Estos son parametros muy variables, sobre los que influyen un gran nimero
de factores.Asi, se ha observado que animales alimentados con el mismo pienso pueden mostrar mortalida-
des desde el 0 hasta el 70% dependiendo del periodo del afio, granja, etc., y por supuesto en funcién de que
se medique o no.

En relacién con la mortalidad, era y es comtn observar como no todos los animales de una granja afec-
tada padecen la enfermedad, asi como que no todos los animales enfermos fallecen en el proceso (aunque
sus rendimientos productivos quedan seriamente mermados). Ademas, la mayor incidencia de mortalidad se
concentra en el periodo post-destete, en el que generalmente la medicacién permite controlar la enferme-
dad. La alimentacién, sospechosa inicial de ser la responsable, no parece ser el factor determinante de la mor-
talidad debida a EM, si bien, parece existir una interaccién entre ambas.

A partir de estas circunstancias se formularon las siguientes hipétesis de partida:

a. La enfermedad tiene un origen multifactorial en el que estd implicada alguna bacteria (lo que se
deduce del efecto positivo de los antibiéticos).

b. Los animales disponen de algunos mecanismos de defensa frente a la EM (dado que algunos anima-
les son capaces de superar la enfermedad).

Planteadas estas hipétesis se analizé cédmo podia la nutricion mejorar la salud del animal. De acuerdo
con lo realizado en otras especies [| I] se plante6 el estudio de las siguientes estrategias para tratar de redu-
cir la incidencia de EM:

I.  En primer lugar, favorecer los mecanismos de exclusién competitiva entre bacterias para controlar
el crecimiento de potenciales patégenos mediante:

a. El tipo de sustrato que llega al ciego y que pudiera promover o no el desarrollo de la EM. Para
lo cual es necesario la identificacién y cuantificacién de los sustratos (fibra, almidén, proteina,
etc.) a nivel de ileon terminal.

b. La limitacién del tiempo de acceso de la microbiota a los sustratos con el fin de dificultar la pro-
liferacion de patogenos, es decir, evitar la acumulacién excesiva de alimento en el ciego.
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Il. En segundo lugar, identificar qué factores de la racién afectan a los mecanismos de defensa de la
barrera intestinal del animal, con el fin de dificultar su colonizacién por las bacterias patogenas y/o
la absorcién de toxinas.

Dado que la incidencia de la EM es mayor tras el destete se decidi6 estudiar estas estrategias en ani-
males recién destetados. En nuestro caso, el destete lo realizamos a los 25 d de edad con el objeto de redu-
cir la duracién de la lactacién y la movilizacién de las reservas corporales de las conejas, y asi mejorar su
productividad [14], resultados que también ha sido confirmados recientemente por investigadores italianos
[19]. Sin embargo, los gazapos destetados a los 25 d se encuentran en pleno desarrollo y su tracto digesti-
vo, sistema inmunologico, etc., no han madurado completamente. Este hecho también sucede, pero en
menor medida, en los animales destetados a los 35 d de vida [9]. Esto se traduce en una capacidad enzima-
tica limitada, que unido al cambio de alimentacién, repercute en una mayor incidencia de problemas diges-
tivos, en especial, cuando se les suministra un pienso de cebo. Estas circunstancias que afectan a los gazapos
tras el destete podrian ser la causa por la que estos animales son mas susceptibles a la EM. Por ello, el perio-
do post-destete es ideal para estudiar las estrategias nutricionales para prevenir la EM.Ademas, parece reco-
mendable disefar un pienso especifico para este periodo que se adapte a las necesidades de los gazapos, y
que permita una transicion adecuada entre la ingesta de leche y pienso, que realizan al final de la lactacion,
al pienso de cebo.

m CRITERIOS PARA ESTUDIAR EL EFECTO DE LA NUTRICION SOBRE LA
ENTEROPATIA MUCOIDE

El valor de la mortalidad es un indicador clave y muy interesante para evaluar las distintas estrategias,
pero para poder concluir adecuadamente a partir de este dato es necesario tener en cuenta otros factores
(ya comentados) que le afectan diferentes a la alimentacién.

Siendo importante, la mortalidad no aporta toda la informacién necesaria para poder responder por
qué los animales alimentados con un pienso determinado son menos susceptibles a la enfermedad. Para ello
se requiere de mediciones adicionales que nos permitan verificar las hipotesis planteadas anteriormente,
como son:

a. La digestibilidad ileal de los nutrientes, que nos permitira conocer la composicién quimica del sus-
trato que aprovecha la microbiota en el ciego.

b. La composicién de la microbiota intestinal y la determinacién en cada caso de cual es la prevalen-
cia de los diferentes microorganismos. Esta informacién es clave para tratar de identificar el tipo de
sustrato que pueda favorecer el crecimiento de los distintos grupos bacterianos. Estos andlisis los
realiza el CReSA utilizando la técnica RFLP.

c. La evaluacién del efecto barrera que debe realizar la mucosa intestinal, dado que cualquier dete-
rioro de la misma podria facilitar la accion del agente patégeno. Para ello se ha estudiado la mor-
fologia (longitud de las vellosidades y la profundidad de las criptas) y la funcionalidad (actividad
enzimatica) de la mucosa intestinal.

d. La respuesta inmune del animal cuya interaccién con la alimentaciéon puede marcar las pautas para
mejorar las defensas del animal por medio del pienso.

Estas determinaciones se han ido implementando a lo largo del tiempo. Algunas (no mencionadas) han
sido abandonadas por no aportar informacién relevante, mientras que las nombradas anteriormente nos han
permitido obtener los resultados que se muestran a continuacién.

m RESULTADOS: NUTRICION

Los factores nutricionales que mas se han relacionado con la incidencia de trastornos digestivos son
el nivel y tipo de fibra y el nivel de almidén [12]. Recientemente, en nuestro Departamento hemos determi-
nado que las necesidades de fibra neutro detergente de los gazapos tras el destete son inferiores a la de los
animales de cebo (30 vs 33%) y que tanto un aumento como una disminucion de este nivel implica una mayor
incidencia de mortalidad [9,15] (Figura 1).

En el primer experimento en el que se analizé la composicion de la microbiota intestinal por parte del
CReSA, Nicodemus et al. [16] estudiaron la posibilidad de reducir el nivel de fibra (FND) desde un 30% hasta
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Figura |. Efecto del nivel de fibra sobre la mortalidad en gazapos destetados a 25 dias

Figura 1. Efecto del nivel de fibra sobre la mortalidad

20 - en gazapos destetados a 25 d

N

e

< 151

<

=

= 10 -

S

= 37

0 v 7 .
25% FND 30% FND 36% FND

un 25%. En este ensayo, ademas de reducir el nivel de fibra se estudié el efecto del tamafio de particula (nor-
mal ‘N’ vs largo ‘L) de las principales fuentes de fibra (heno de alfalfa y paja). En este experimento la reduc-
cion del nivel de fibra duplicéd la mortalidad (8 vs 17%) mientras que el tamafo de particula no la modifico.
En cuanto al perfil microbiano (Figuras 2a y 2b) se puede observar como el nivel de fibra tuvo mayor efecto
sobre la frecuencia de deteccién en el ciego de distintos microorganismos/géneros, mientras que, curiosa-
mente, el grado de molienda de la fibra afecté mas a la microbiota a nivel ileal. En este experimento la fre-
cuencia de deteccién de C. perfringens fue baja (2,5% en el ileon y no se detectd en el ciego) y no se obser-
vo6 efecto alguno de los tratamientos.

Figura 2a. Efecto del nivel (30 vs 25 % FND) y tamafio de particula de la fibra (largo ‘L’ vs
normal ‘N’) sobre la frecuencia de aparicion de bacterias en ileon en animales de
40 d de edad medicados (Bacitracina Zn + Apramicina)
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Figura 2b. Efecto del nivel (30 vs 25 % FND) y tamaio de particula de la fibra (largo ‘L’ vs
normal ‘N’) sobre la frecuencia de aparicion de bacterias en ciego en animales de
40 d de edad medicados (Bacitracina Zn + Apramicina)

En la Figura 3 se muestra el grado de biodiversidad (nimero de bacterias diferentes en ileon/ciego),
observandose como el efecto de los diferentes tratamientos fue diferente en ileon respecto al ciego, resul-
tando este Ultimo mas homogéneo que el primero. Esta mayor homogeneidad de la microbiota del ciego con-
cuerda con que los flujos ileales diarios de almidén y proteina no variaron entre tratamientos. La menor bio-
diversidad del pienso bajo en fibra pero con fibra larga (25 L) podria deberse a la menor disponibilidad de
sustrato (fibra) por el mayor tamano de particula de la misma con respecto al mismo pienso con tamafio de
particula normal (25 N). De hecho, esta menor biodiversidad va acompafada de una reduccién del 20% en
la cantidad de FND digerida diariamente por estos animales. Por el contrario, en este experimento la biodi-

Figura 3. Efecto del nivel (FND) y del tamafo de particula (TP) de la fibra sobre el grado
de biodiversidad en el ileon y en el ciego de animales de 40 d de edad.
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versidad a nivel ileal estd afectada tanto por el nivel como por el tamafio de la fibra y muestra valores mas
elevados que la cecal. El efecto del nivel de fibra puede explicarse por la mayor cantidad de almidon digeri-
do en el intestino delgado en los piensos bajos en fibra (26 vs 19 g/d) de la que una parte podria haber sido
utilizada por la microbiota, mientras que el efecto del tamafio de particula de la fibra se explicaria por el
menor aprovechamiento ileal de la fibra molida groseramente (no determinado). No hubo correlacién algu-
na entre la biodiversidad y la mortalidad.

Estos primeros resultados pusieron de manifiesto que los cambios que se produzcan en el pienso, por
inocuos que puedan parecer (como la modificacion exclusivamente del grado de molienda de las fuentes de
fibra), influyen sobre la composicién de la microbiota intestinal y que, por tanto, disponemos de la posibilidad
de cambiar el perfil microbiano del intestino a través del pienso.Ademds, hay que poner de manifiesto el enor-
me potencial que tiene la técnica de RFLP, la cual genera una gran cantidad de informacién. La dificultad radi-
ca, a dia de hoy, en interpretar adecuadamente los resultados, dado que las interacciones que pueden existir
entre distintos microorganismos entre si y entre estos y los distintos componentes del pienso no lo facilitan.

Una vez fijado el nivel de fibra insoluble (FND) se planteé estudiar en un segundo experimento qué
efecto ejercia el nivel de fibra soluble sobre el estado sanitario de los animales, dado que es la fraccion fibro-
sa mas fermentable y que es mas susceptible de ser altamente degradada entre el ileon [1] y el ciego [5]. Para
ello se disefiaron tres piensos que contenian, respectivamente, cascarilla de avena, heno de alfalfa y una mez-
cla de pulpa de remolacha y pulpa de manzana, de tal manera que se incrementé el nivel de fibra soluble desde
un 7.2 hasta un 12.0%, respectivamente.

El incremento del nivel de fibra soluble redujo linealmente la mortalidad (Figura 4), efecto también
observado por Soler et al. [I7]. En parte, este efecto podria estar relacionado con que la mucosa de los ani-
males alimentados con mayor nivel de fibra soluble mostraron la mayor longitud de las vellosidades intestina-
les y la menor profundidad de las criptas (Figura 4), lo que se reflejé en una mayor actividad sacarasica y diges-
tibilidad del almiddn en el intestino delgado, asi como en un menor flujo ileal de almidén hacia el ciego [7].

Por otra parte, la frecuencia con que se detecta la presencia en el ciego de C. perfringens y bacterias
del género Campylobacter aumenta en los animales alimentados con menor nivel de fibra soluble (6 vs 18%
y 14 vs 33%, respectivamente). La mayor presencia de estas bacterias junto con la peor integridad de la muco-
sa cuando se reduce el nivel de fibra soluble podria favorecer la traslocacién de bacterias y/o toxinas a tra-
vés de la mucosa intestinal, que explicaria el tipo de respuesta inmune observada en estos animales [8], asi
como el incremento de la mortalidad.

Figura 4. Efecto del nivel de fibra soluble (FS) sobre la mortalidad y la morfologia de la
mucosa intestinal en animales medicados
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En este trabajo también se estudio la interaccién entre la fibra soluble y la medicacion (Apralan (apra-
micina) y Tylan (tilosina)) sobre la biodiversidad de la microbiota intestinal.A diferencia del experimento ante-
rior, la biodiversidad en el ciego fue mas parecida (numéricamente incluso superior) a la observada en el ileon.
Como era de esperar, el suministro de los antibiéticos redujo la biodiversidad de la microbiota en un 60 y
un 30% en el ileon y ciego, respectivamente (Figura 5). También se detectd una interaccidn entre la medica-
cién, el pienso y el tramo del tracto digestivo, fenédmeno que se observa para varios microorganismos como
por ejemplo C. perfringens. Finalmente, en este experimento se detectd una gran influencia de la camada sobre
la frecuencia de aparicién de un nimero importante de bacterias y/o géneros bacterianos.

En definitiva, tanto el nivel de fibra insoluble como el de fibra soluble influyen sobre la incidencia de
mortalidad y alteran sensiblemente la composicién de la microbiota intestinal, recomendandose unos niveles
del 33 y 13%, respectivamente (sobre MS).

Figura 5. Efecto del nivel de fibra soluble (FS), segmento intestinal y medicaciéon sobre la
biodiversidad intestinal en animales de 35 d de edad
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Otro factor importante que ya se ha observado que puede incidir sobre la mortalidad es el nivel de
proteina de la racion y su flujo diario hacia el ciego [3,10]. La actividad proteolitica es importante en el ciego
[4] y. de hecho, el flujo ileal de proteina esta positivamente correlacionado con el pH cecal [6], por lo que
este sustrato podria afectar decisivamente a la composicion de la microbiota intestinal. Recientemente, se ha
realizado un experimento en nuestro Departamento en donde se han formulado dos piensos en los que se
redujo el nivel de proteina de un 18,8 a un 16,2% (A y B, respectivamente) y otros dos con un |16% de pro-
teina en los que se incrementd progresivamente la digestibilidad de la misma (C y D, respectivamente) [2].
La reduccion del nivel de proteina del 18,8 al 16,2% supuso una reduccién del 20% en el flujo de proteina
hacia el ciego que se reflejé en una reduccién de la mortalidad del 75% en el caso de animales medicados y
del 36% cuando no se medicé (Figura 6). Este efecto parece estar relacionado con variaciones en la presen-
cia de ciertas poblaciones de bacterias proteoliticas a nivel ileal. Asi, en animales no medicados la frecuencia
de deteccion de Clostridium perfringens en el ileon se incrementé al hacerlo el nivel de proteina (27.1 vs
77.8%), si bien, esto no sucedid en los animales medicados.

El incremento de la digestibilidad de la proteina en los piensos con el 16% de proteina supuso una
reduccién del flujo ileal del 12% pero que no redujo significativamente la frecuencia de deteccion de
Clostridium perfringens y tampoco fue efectiva a la hora de reducir mas la mortalidad. De nuevo, al igual que
en el experimento anterior cuando se medicé a los animales se observé una reduccion del 60% en la biodi-
versidad a nivel ileal. Igualmente se volvié a observar una influencia importante del efecto camada sobre el
perfil microbiano.

Dada la importancia que hemos observado del efecto camada sobre la composicidon de la microbiota
intestinal hemos tratado de profundizar en el estudio de este efecto. Para ello se realizé un experimento para
estudiar cudl era la evolucion de la microbiota intestinal durante la lactacion y qué relacion existia entre la
microbiota de hermanos y entre la de la madre y su camada. Para ello, se sacrificaron dos gazapos por cama-
da (17 camadas en total) a los 16,26 y 32 d de edad, periodo en el que los animales estaban en lactacion
dado que el destete se realizaba a 35 d, y se recogié muestra en el ileon (salvo a los animales de 16 d, que
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no hubo) y en el ciego. Al final de la lactacién las madres también fueron sacrificadas para recogerles mues-

tras intestinales.

Figura 6. Efecto del nivel de proteina y de su digestibilidad sobre el flujo ileal de proteia y la
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En la Figura 7 se muestra la biodiversidad intestinal de estos animales. En las madres la biodiversidad
fue mayor en el ileon que en el ciego, mientras que en los gazapos lactantes la biodiversidad resulté ligera-
mente mayor en el ciego. La biodiversidad en el ciego de los gazapos de 16 d de edad es similar a la de las
conejas (lo que no significa que compartan las mismas poblaciones microbianas), si bien se observa una reduc-
cién importante a los 26 d de edad (momento en el que cambia el sustrato que recibe la microbiota, dado
que aumenta significativamente el consumo de pienso en detrimento de la leche) para volver a recuperarse
a los 32 d de edad (es decir, parece que la microbiota se ha adaptado al pienso). A nivel ileal se observé la
misma tendencia, si bien la biodiversidad de las madres fue superior a la de los gazapos.

Figura 7. Efecto de la edad y del tramo digestivo sobre la biodiversidad de la microbiota
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Cuando se compara el grado de similitud de la microbiota cecal de la madre con la de la camada se
observa bastante variabilidad y un parecido muy reducido (hasta un minimo de solo un 10% de similitud), lo
que podria deberse al diferente sustrato que recibe la microbiota en un caso y en otro. Sin embargo, cuan-
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do comparamos el grado de similitud de la microbiota cecal de todos los gazapos entre si, se observa en un
39% de los animales que el animal que posee la microbiota mas parecida a la suya es un hermano suyo de la
misma edad. Este parecido es mas notorio a los 16 d de edad (47% de los animales) que a los 26-32 d de
edad (35 % de los animales). Este hecho podria deberse a que a los 16 d todos los animales ingieren leche
exclusivamente mientras que entre los 26 y 32 d de edad se estd produciendo el cambio de leche a pienso,
proceso que puede ser heterogéneo entre hermanos, y que puede hacer que su microbiota se diferencie.

Un tema de gran interés en relacién con el efecto camada es estudiar cédmo y qué microorganismos
transmite la madre a su descendencia. A titulo de ejemplo se muestran los resultados obtenidos con dos
microorganismos: C. perfringens (sobre el que se detecté un importante efecto camada en los experimentos
anteriores) y E. coli (poco afectada por el efecto camada), bacteria habitual en gazapos jovenes pero no asi en
animales adultos.

En lo que ser refiere a C. perfringens, de 17 conejas Gnicamente en 5 no se detecté C. perfringens ni en
ileon ni en ciego. En el resto se detect6 este microorganismo en ileon (5 conejas), en ciego (5 conejas) y en
ileon y ciego (2 conejas). Nuestro interés mas inmediato era contestar qué proporcién de gazapos de estas
conejas tenian C. perfringens en el intestino. Como puede observarse en la Tabla | la ausencia de C. perfrin-
gens en la madre no reduce el porcentaje de gazapos que poseen esta bacteria, si bien, de momento desco-
nocemos su importancia cuantitativa en uno y otro caso. Esto puede significar que puede haber otras vias de
transmisién, ademds de la materno-filial, como podria ser a través de la manipulacién de los animales por
parte del granjero.

Tabla I. Proporciéon de gazapos que poseen C. perfringens dependiendo de su presencia o no
en la madre (%)

perfringens (5 perfringens (12

16 d — 30,0 — 29,2
26 d 20,0 10,0 83 29,2
32d 20,0 40,0 37,5 37,5

N° camadas libres de esta bacteria | |

En lo que se refiere a E. coli, de 17 conejas en |3 no se identificé este microorganismo. En el resto uni-
camente se detectd esta bacteria en 4 conejas (2 en el ileon, | en el ciego y en otra en ileon y ciego). De nuevo
estudiamos qué sucede con esta bacteria en las camadas de estas conejas a diferentes edades (Tabla 2).

Otra vez se observa que la ausencia de E. Coli en la madre no impide que en estas camadas se detecte la
presencia de esta bacteria en una proporcién muy similar a aquellas en donde las madres ya eran portadoras.

Tabla 2. Proporciéon de gazapos que poseen E. coli dependiendo de su presencia o no en la
madre (%)

| van [ “ma
coli (1 3) coli (4)

16 d — 23,7 — 25,0

26 d 19,2 3,8 12,5 12,5

32d 15,4 46,1 12,5 62,5
N° camadas libres de esta bacteria | 0

m CONCLUSIONES

En primer lugar, resulta evidente que la nutricion no permite curar la enteropatia mucoide. Sin embar-
go, una formulaciéon adecuada del pienso puede limitar los dafios causados por esta enfermedad. Asi, se ha
demostrado que tras el destete el tipo de pienso afecta tanto a la integridad de la mucosa intestinal como a
la composicion de la microbiota intestinal, lo que se refleja en la mortalidad durante el periodo de cebo.
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En segundo lugar, los primeros resultados del estudio del efecto camada muestran como los gazapos
lactantes pertenecientes a una misma camada son bastante parecidos entre si desde un punto de vista micro-
biano, pero tienen poca similitud con la madre.

Finalmente, para llegar a estos resultados ha sido fundamental la puesta a punto de nuevas técnicas (de
mayor complejidad) que aportan mas informacién sobre esta enfermedad, y que probablemente a corto plazo
sea necesario seguir implementandolas con algunas técnicas adicionales para mejorar nuestro conocimiento
de la enfermedad.
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