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ABSTRACT

Title: Ruminal anaerobic
microorganism recovery using an
experimental oro-ruminal probe

Ruminal microbial ecosystem studies have
traditionally required the use of canulado
animals. The high cost of animal surgery and
their maintenance has limited many labora-
tories having easy access to rumen samples
and exploring their microbial diversity.
Methods like using oro-ruminal probes have
been traditionally used for transfaunactions
from healthy animals to others having diges-
tive disorders and metabolic diseases; they
have also been used in diagnosing several
diseases: abomasum reflex syndrome, acute
lactic acidosis, chronic-latent acidosis, putre-
faction and microbial inactivity. The earliest
oro-ruminal probe was used by Pounden in
1954, consisting of a simple tube descend-
ing from the mouth or nose to the rumen. A
large syringe was included later on for suc-
king up the flow of ruminal liquid.
Perforated metal suction accessories have
sometimes been used. Another technique
has allowed small quantities of ruminal fluid
to be obtained by caudo-ventral aspiration
of the rumen using a simple syringe. Even
though rumenocentesis (as this process is
known) leads to the risk of producing loca-
lized peritonitis in an animal, it is currently
one of the most used methods on large-
scale production dairy farms for monitoring
abrupt and frequent changes in ruminal pH
which are usually associated with lactoacido-
sis. This study proposes using an oro-rumi-
nal probe for obtaining samples of ruminal
content from non-canulado animals and its
use in isolating customary anaerobic micro-
organisms. Evaluating and implementing
the oro-ruminal probe methodology became
necessary due to the growing need for further
studies orientated towards gaining know-
ledge of microorganisms from the gastrointes-
tinal tract and increasing Corro1ca’s germo-
plasm bank collection of ruminal bacteria and
fungi from Colombian creole breeds.
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Sonda oro-ruminal experimental como
alternativa para la obtencion de microorganismos

anaerobicos del rumen

INTRODUCCION

Los ESTUDIOS DEL ECOSISTEMA microbia-
no ruminal han requerido tradicionalmen-
te la utilizacién de animales canulados
(Wallace et al.1992). Los elevados costos
de la cirugia y del mantenimiento de los
animales han limitado a muchos laborato-
rios para acceder con facilidad a las mues-
tras de rumen y explorar la diversidad
microbiana que se encuentra en ellas.

Meétodos como la utilizacién de son-
das oro-ruminales han sido empleados
para hacer transfaunaciones de anima-
les saludables a otros con desdrdenes
digestivos y enfermedades metabdlicas
(Dirksen, 1986). También han sido utili-
zadas en el diagndstico de varias enfer-
medades como el sindrome de reflujo
del abomaso, la acidosis lactica aguda, la
acidosis crénico-latente, la putrefaccion
y la inactividad microbial (Radostitis et
al., 2002). El dispositivo reportado mas
antiguo en sondas oro-ruminales fue
usado por Pounden en 1954 y consistia
en un tubo simple que atravesaba desde
la boca o la nariz hasta el rumen. Poste-
riormente se incluyd una jeringa grande
para succionar el flujo de liquido rumi-
nal, algunas veces utilizando aditamen-
tos de succién perforados y fabricados
en metal. Otra técnica que ha permitido
obtener pequefas cantidades de fluido
ruminal es la aspiracién caudo-ventral
del rumen mediante la utilizaciéon de
una jeringa simple. Aunque la rumeno-
centesis, como se conoce este procedi-
miento, conlleva riesgos de producir en
el animal una peritonitis localizada (Hol-
berg, 1984), es actualmente uno de los
métodos mas utilizados en hatos leche-
ros de alta producciéon para monitorear
los cambios bruscos y frecuentes de pH
usualmente asociados con lactoacidosis
(Radostitis et al., 2002).

En este estudio se propone la utiliza-
ci6én de una sonda oro-ruminal para obte-
ner muestras de contenido ruminal de
animales no canulados, y su utiliza-cién
en el aislamiento de microorganismos
anaerobios obligados. A fin de continuar
los estudios orientados al conocimiento

de los microorganismos del tracto gastro-
intestinal e incrementar la coleccion de
bacterias y hongos ruminales de las razas
criollas colombianas del Banco de Ger-
moplasma de CORPOICA se creyd nece-
sario disefiar, probar e implementar esta
sonda oro ruminal.

Materiales y métodos

Diserio y construccion de la sonda. La
implementacion de una sonda oro-rumi-
nal como herramienta para obtener mues-
tras de contenido ruminal de bovinos,
incluyd los siguientes elementos: 3 m de
manguera con un didmetro externo de
una pulgada y 3 mm de pared, una man-
guera interna rigida de 2,7 m que evita el
colapso de la manguera externa. Fueron
realizados varios agujeros en la parte
distal de la sonda (altimos 30 cm) donde
ya no hay manguera interna. Un tapén se
colocd en la punta de la manguera exter-
na y una cubierta de plastico. La sonda
fue conectada a un recipiente de toma de
muestra y a una bomba de succién a tra-
vés de acoples herméticos (Figura 1).

Animales y toma de muestras. Dos vacas
Holstein de 450 kg, de 4 y 6 afios de edad
y fistuladas, fueron las donantes de con-
tenido ruminal. Los animales fueron esta-
bulados y alimentados con heno de avena
durante un periodo de acostumbramiento
de 15 dias, y otros nueve dias de muestreo
subsiguiente. Los animales se mantuvie-
ron en ayuno desde la tarde anterior a
la toma de muestra. A las 8:00 a.m. del
dia de muestreo se alimento a uno de los
animales y a los 10 minutos al otro, ambos
tuvieron acceso al alimento durante una
hora. Se condujo al primer animal a un
brete para ser tranquilizado con una dosis
de Xylasine equivalente a 0,01 mg-kg"' de
peso vivo, y 10 minutos después se hizo lo
mismo con el otro animal.

Inicialmente se tom¢é fluido ruminal
via canula, en condiciones anaerdbicas,
con una manguera de 90 cm de largo
con perforaciones en el extremo que fue
introducido en el saco ruminal. El extre-
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Figura 1: Montaje y sonda utilizados en
la recuperacion microbial: 1) Recipiente
de recoleccion, 2). Conexion a la sonda a
introducir en el rumen, 3) Sonda (va al rumen),
4) Cubierta pldstica temporal, 5) Agujeros, 6)
Tapén, 7) Soporte interno de la sonda y 8)
Conexion a la bomba de succion.

mo opuesto se conectd con el recipiente
tradicional de toma de muestra, el cual
a su vez fue conectado a una bomba de
succién (Figura 1). El recipiente (montaje
de toma de muestra) se colocd en hielo
para facilitar el transporte de la muestra
en refrigeracion y el desprendimiento
subsiguiente de las biopeliculas bacteria-
nas adheridas a las particulas de forraje
por efecto del enfriamiento. La muestra
destinada para la siembra de hongos fue
colocada en tubos Hungate en un termo
con agua a 39 °C.

Después de cerrar la canula del ani-
mal se introdujo un abrebocas metalico
cubierto con una banda de caucho para
evitar laceraciones y/o fracturas bucales,
se paso la sonda por el tubo metdlico v,
cuando se introdujeron aproximadamen-
te 60 cm, se retird la cubierta plastica sin
retroceder la sonda hasta llegar al rumen
(Figura 2, pagina opuesta). La sonda fue
luego conectada al recipiente de toma de
muestra, y éste fue llenado mediante el
vacio generado. Un doblez en la sonda
fue inmediatamente aplicado después del
llenado del recipiente de toma de muestra
con el fin de evitar el reflujo hacia el pul-
moén. La sonda fue extraida rdpidamente
y el abrebocas fue retirado (Figura 2). Las
muestras fueron procesadas y cultivadas
anaerdbicamente tal como fue descrito
para los animales canulados.

Recuentos microbianos. Las poblaciones
de bacterias y hongos ruminales fueron
cuantificadas en muestras de contenido
ruminal obtenido por dos vias: canula y
sonda oro-ruminal. Los medios de cul-
tivo y las condiciones de procesamiento

anaerobico han sido previamente descri-
tos (Mojica, 1993; Ospina y col., 1994).
En el laboratorio se realizo la siembra
de los hongos a partir de 1 ml del fluido
ruminal. Se diluyé la muestra 1/10 y
1/10.000 y se inoculd por triplicado en
medio agar celobiosa-glucosa al 1,33%.
Los tubos fueron llevados a rolling para
formar las peliculas de agar y finalmente
fueron incubados a 39 °C. El conteo de
unidades formadoras de talo (UFT-ml")
fue realizado a las 72 horas.

El cultivo y recuento de bacterias
ruminales se realizé6 después de man-
tener la muestra durante 4 horas a 4 °C,
se licué durante un minuto a velocidad
media, se filtré con gasificacion continua,
y del filtrado se tomo 1 ml para iniciar las
diluciones y llevarlas hasta 10°. La siem-
bra se realizé por triplicado en medio de
agar celobiosa, se incubd a 39 °C durante
48 horas y se hizo el conteo de unidades
formadoras de colonia (UFC-ml").

Los datos obtenidos fueron sometidos
a un analisis de varianza utilizando el
paquete estadistico SAS® y de acuerdo
con el siguiente modelo estadistico:

Yijk= u+A+ Bj + ABi]. uo~ donde

Y = UFC y UFT p = media poblacio-
nal, A = animal, B = via toma de muestra
AB = interaccién, m = error experimen-
tal, i = animal 1, 2, j =sonda, canula; k =1,
2,3,....18.

Resultados y discusion

Mediante la utilizacién de la sonda
oro-ruminal se recuperaron 9,37 x 10’ a
UEC: ml y 9,63 x 10’ UFC ml fueron

recuperados via canula (Tabla 1), lo cual
no representa diferencias significativas (P
> 0,05) entre los dos sistemas empleados.
Con base en estos resultados se puede
inferir que la toma de muestra de fluido
ruminal no se ve afectada por la utiliza-
cion de la sonda oro-ruminal. No obstan-
te, fue notorio el efecto del animal sobre
los recuentos poblacionales, encontran-
dose diferencias estadisticamente signifi-
cativas en los dias 2, 3 y 8 del recuento de
las bacterias celuloliticas, lo que se explica
por las diferencias metabodlicas que se
pueden presentar entre animales.

No se encontraron diferencias signi-
ficativas entre los conteos de hongos obte-
nidos por cada una de las dos vias de
muestreo (P > 0,05). Recuentos microbia-
les de 3,06 x 10'UFT'ml fueron obtenidos
por la via de la sonda y 3,22 x 10'UFT- ml’
por la via de la canula (Tabla 2). Resulta-
dos similares (3,0 x 10' UFT-ml ) fueron
reportados por Hespel et al. en 1997, y
en trabajos previamente realizados en el
Laboratorio de Microbiologia Molecular
de Corroica (Programa de Fisiologia y
Nutricién Animal). Ospina y col. (1994)
reportaron una recuperacion de 4.6 x
10" UFT- ml via canula, mientras Jimé-
nez y col. (1999) encontraron una pobla-
cién de hongos de 3,09 x 10' UFT'ml en
animales suplementados con frutos de
Pithecellobium saman y Sapindus saponaria
y muestreados ruminalmente a través
de la canula. Esto resultados confirman
los beneficios de utilizar la extraccién
de muestras de fluido ruminal por via
oro-ruminal, pues permiten sobrepasar

Tabla 1. Conteo de bacterias celuloliticas recuperadas de fluido ruminal de vacas Holstein

obtenido mediante cdnula o sonda oro-ruminal.

ANIMAL Y METODO

PROMEDIO DIARIO DE UFC'mI*x10°

Dia 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 Sonda 33 48 87 115 119 9.8 121 9.3* 102

Canula 2.8 51 91 120 M6 102 112 95 117
2 Sonda 2.4 9.2* 129 93 9.3 16 101 127 106

Canula 35 8.8 137 104 9.2 122104 121 1141

* Diferencias significativas a P > 0,05 entre animales.

Tahla 2. Conteo de hongos recuperados de fluido ruminal de vacas Holstein obtenido medainte

canula sonda oro-ruminal.

ANIMAL Y METODO

PROMEDIO DIARIO DE UFC'ml*x10*

Dia 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 Sonda 285 2585 314 307 297 343 319 290 346
Cénula 3586 272 260 344 327 382 327 307 272
2 Sonda 273 375 318 280 328 314 307 273 290
Cénula 332 373 320 345 367 277 315 316 320
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Figura 2. Proceso de toma de muestra via oro-ruminal: a) Introduccion de la sonda a través del abrebocas metalico. b) Dispositivo de recoleccion
de contenido ruminal completo. ¢) Contenido ruminal en la sonda. d) Transporte de muestras bajo condiciones de anaerobiosis para ser procesadas
en el laboratorio.

las dificultades que conlleva canular el
animal para obtener dichas muestras.

Para lograr éxito en la toma de fluido
ruminal por via oro-ruminal y obtener
una recuperacion satisfactoria de micro-
organismos ruminales, la sonda debe
reunir ciertas caracteristicas:

1) Tener un grosor en la pared adecua-
do para que con el vacio no se colapse e
impida el paso del fluido hacia el reci-
piente de recoleccién.

2) La sonda interna no debe ser igual,
ni en calibre ni en longitud, a la externa
para permitir una succion adecuada.

3) Los agujeros de la parte distal de
la sonda no deben ser de un didmetro
menor a 0,7 mm para que puedan pasar
particulas del alimento, principalmen-
te porque en éstas hay bacterias que
podrian ser recuperadas en el momento
de la siembra.
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La sonda debe también estar protegida
con una cubierta plastica de forma tempo-
ral en el extremo que se va ha introducir en
el animal para evitar la contaminacion con
la saliva. También es importante tomar en
cuenta las sefales que indican que sé esta
introduciendo la sonda por via esofagica
y no pulmonar, lo que podria causar dafo
al animal. Para esto lo mas aconsejable es
tener la cabeza del bovino por debajo de
la altura de su propio lomo e introducir el
abrebocas por el lado izquierdo de laboca'y
rapida e inmediatamente después la sonda.
En caso que el animal presente sintomas
de ahogo es mejor retirarla rapidamente
tomando la precaucion de doblar la sonda
en forma de U y hacer presiéon empufiando-
la fuertemente con el objeto de no permitir
el paso de algtin liquido al pulmén. Si la
sonda estuvo en el rumen no permitir que
al retirarla valla fluido por via pulmonar.

En caso que al tomar la muestra de
fluido ruminal se observe presencia de
saliva es mejor desechar la primera toma
y sin retirar la sonda utilizar el aspira-
do producido después de la salivacion.
Segun Dirksen 1996 para obtener una
cantidad adecuada de fluido ruminal
utilizable sin contaminacion de saliva es
importante aspirar el fluido de la bolsa
ventral del rumen. Por consiguiente, la
sonda para la coleccién del fluido del
rumen de bovinos adultos debe ser por
lo menos de 2.3 m. Algunas veces no
se produce un flujo continuo del fluido
al recipiente donde se recolecta y ello
es debido a que parte de la sonda en la
que no hay manguera interna esta contra
una de las pareces del rumen, o se ha
doblado sin permitir el paso del fluido,
inconvenientes que se pueden superar
sacando un poco la sonda.
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Impacto tecnolégico
del muestreo oro-ruminal

Esta metodologia hace posible incre-
mentar las unidades experimentales uti-
lizadas en los procesos de investigacién
y que estdn encaminados al conocimien-
to del ecosistema ruminal en el trépico,
y especificamente al estudio en areas
como ecologia microbiana, genética
molecular, enzimologia, biotecnologia
y nutricién animal. Con la utilizacién
de la sonda se facilita la obtencién de
microorganismos del ecosistema rumi-
nal sin recurrir a técnicas potencial-
mente nocivas para el animal. De igual
forma, el sondeo oro-ruminal disminu-
ye costos extras en la investigacion, ya
que no hay que incurrir en la fistulacién
y canulacién de los animales.

Esta metodologia abre la posibilidad
de explorar la diversidad microbiana
de un mayor nuimero de ejemplares y
razas bovinas. Ademas permite conti-
nuar con los estudios de caracterizacion
adelantados en el Laboratorio de Micro-
biologia Molecular (Martin et al., 2003;
Rodriguez y Martin, 2005). El objetivo
es llegar al desarrollo y formulacién
de productos microbiales como extrac-
tos enzimaticos, probidticos y aditivos
microbiales basados en microorganis-
mos ruminales con aplicaciones indus-
triales y agropecuarios como los pro-
puestos por Bhat y Hazlewood, 2001;
Michelet et al., 2002).
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