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INTRODUCCION

LLa reciente prohibicion del uso de antibidticos como promotores del crecimiento ha
generado un especial interés en el estudio de los efectos de la dieta sobre la
microflora y la salud intestinal. En el estudio de la ecologia intestinal, el uso de
técnicas microbioldgicas tradicionales es en ocasiones complicado debido a la
laboriosidad de dichos métodos y a la necesidad de analizar las muestras en pocas
horas tras el muestreo.

El desarrollo en los ultimos anos de la PCR cuantitativa a tiempo real aparece como
una posible alternativa a los métodos tradicionales debido a la rapidez en la
obtencion de resultados y a la posibilidad de la conservacion de las muestras.

No hemos encontrado trabajos que evallen la utilidad de esta técnica en muestras
de contenido digestivo. Por ello el objetivo de este experimento fue la comparacion
de resultados obtenidos mediante PCR cuantitativo con otro método utilizado para
la cuantificacion del total de la poblacién microbiana como la técnica de tincion por
DAPI.

MATERIAL Y METODOS

Diserio experimental: se utilizaron 32 lechones cruzados (Landrace x Large White) x
Pietrain recién destetados (20 + 2 dias) con un peso inicial de 6,0 + 04 kg
seleccionados de un total de 200.

Se utilizé un disefio en bloques al azar para comparar 4 tratamientos (control, CTRL;
acidificante (Gustor®), ACID; antibidtico (Maxus®), ATB y un aditivo comercial a
base de extractos de plantas, Xtract®). Dichos aditivos se afnadieron a una dieta
pre-estarter comercial (60% cereales, 20% productos lacteos, 8% soja y 5% pescado
LT) en las siguientes concentraciones: ACID: 3kg/tm, ATB: 0,4 kg/tm y Xtract® 300
ppm. Todas las dietas fueron subministrados ad libitum. Tras el sacrificio a los 42
dias de vida, se extrajo el tracto gastrointestinal y se recogié contenido de yeyuno
distal de cada uno de los animales. Para la tincién con DAPI las muestras (1g MF)
se conservaron en formaldehido y para la PCR se diluyé 1 g MF con 3 mi de etanol
96 %.

Tincion DAPI: los contajes totales se determinaron tras la filtracion por membrana y
tincién con 4, 6 diamindino-2-fenilindol (DAPI) (Porter y Feig 1980).

PCR cuantitativo: tras la centrifugacion de 2 ml de la suspensién etandlica de las
muestras (5 min. 13.000 x g) se procedid a la extraccion y purificacion del DNA del
precipitado mediante el kit QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

Se amplifico un fragmento de 315 pares de bases del gen de la subunidad 16S del
ribosoma bacteriano utilizando el sistema SyBr Green ( cuantifica la cantidad total de
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DNA bicatenario amplificado). Se utilizaron los  primers (F-tot
GCAGGCCTAACACATGCAAGTC y R-tot CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT)
adaptados de Marchesi et al. (1998) y Amann et al. (1995) para adecuarlos a las
condiciones necesarias a su uso con SyBr Green, utilizando el Software Primer
Express de Applied Biosystems.

La amplificacién se llevé a cabo con ABI 7900 HT Sequence Detection System
(Perkin Elmer) utilizando el SyBr Green Core kit en un volumen final de 25 pl. Se
emplearon para cada reaccion: 2,5 ul de buffer SyBr Green 10x, 3 ul de MgCl, (25
mM), 2 pl dNTPs (2,5 mM), 0,25 ul amperasa (AmpErase UNG® 1 U /ul), 0,125 pl de
AmpliTag Gold® (5 U/ul),1 ul primer forward (12,5 pM), 1 pl primer reverse (12,5
uM), 2 ul DNA (dilucién 1/10). Las condiciones de la amplificacion fueron 2 min.
50°C, 10 min. 95°C seguido de 40 ciclos de 15 seg. 95°C y 1 min. 60°C. La
especificidad del producto amplificado se evalué mediante el analisis de curvas de
disociacion una vez finalizada la reaccion de PCR.

Para el calibrado se utilizaron como estadndares concentraciones conocidas del gen
completo del 16S rRNA obtenido mediante PCR a partir de cultivos puros de
Escherichia coli (CECT cepa: 515NT). Se incluyeron patrones con 10, 102, 10°, 10* y
10° copias por reaccion.

Los datos se analizaron estadisticamente mediante el procedimiento GLM y REG de
SAS (1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

La especifidad de los primers se comprobd constatando la ausencia de amplificacion
con DNA extraido de plasma porcino. El producto obtenido no fue superior (289 +
79.5) al detectado en las muestras control a las que no se afnadi6 DNA (239 : 543
copias/reaccion). Valores similares de amplificacién en la muestras control han sido
descritos por otros autores (Suzuki et al., 2000; Nadkami et al., 2002) y son
atribuibles a la presencia DNA residual de E. coli en los reactivos utilizados para la
amplificacion. La ausencia de sustancias inhibidoras en el DNA extraido se evalud
testando diferentes diluciones de algunas de las muestras. Para diluciones de 1/10,
1/100 y 1/1000 los resultados fueron de 2,6x10%, 2,0x10% y 3,6x10? copias/reaccion
respectivamente.

Figura 1. Regresion entre tincion DAPI

(bacterias/g MF) y PCR (copias 16S rDNA/gr MF).

" y =55 (£ 0,54) + 0,26 (+ 0,06) x
R?=046 DER=0,22

Log (N° bacterias / g MF) (DAPI

Log (N°copias /g MF) ( PCR)
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El valor medio de la tincién DAPI fue de 7,8 (DER 0,37) log bact./g MF y el de PCR de
9,2 (DER 0,78) log copias/g MF. Diferencias de dos 6rdenes de magnitud han sido
descritas por otros autores comparando resultados entre PCR y contajes
tradicionales (Bach et al.,, 2002, Nadkarni et al., 2002). Esta diferencia podria
explicarse, al menos en parte, por la multiplicidad de copias del gen 16S rDNA por
célula bacteriana que, aunque variable, se sitia entre 1-10 (Fogel et al., 1999). En la
Fig. 1 se muestra relacion existente entre el numero de bacterias/g MF
contabilizadas por la tincion DAPI (log10) y el de copias/g MF determinado mediante
PCR (log10). Ambos parametros mostraron una relacion significativa (p < 0,001) con
un coeficiente de regresiéon r* de 0,46. El rango de distribucién de los valores fue
superior con PCR (7,7 a 10,6 log copias/g MF) que con DAPI (7,0 a 8,3 log bact./g
MF).

Por otra parte no se detectaron diferencias en los recuentos totales entre los
diferentes tratamientos con ninguno de los dos métodos (Tabla 1).

CTRL ACID XTRACT ATB RSD SIGNIFICACION
DAPI 7.88 7.59 7.85 7.80 0,366 NS
PCR 9.43 9.25 9.04 8.89 0,775 NS

Tabla 1. Valores medios (log10) obtenidos mediante DAPI (n°de bacterias/ml contenido
intestinal) y PCR (n® de copias del gen 16S/g MF contenido intestinal) (NS: P>0.1)

De estos resultados podemos concluir que la cuantificacion del total de bacterias en
el contenido yeyunal mediante PCR mostré una correlacion significativa con el
contaje por DAPI y el mayor rango de distribucion de los valores con la técnica PCR
indicaria una mayor sensibilidad en la deteccion de diferencias en el crecimiento
microbiano intestinal.
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