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INTRODUCCION

1.0 ANTECEDENTES

La preocupacién por el elevado empleo de antimicrobianos como promotores de
crecimiento en la alimentacién animal, la resistencia de ciertos microorganismos patégenos
y la presencia de residuos en productos de origen animal dafiinos para el humano, han dado
la pauta para la creacion de nuevas alternativas que mejoren el crecimiento y desarrollo de
los animales sin consecuencias para el hombre. Los antimicrobianos han sido utilizados
ampliamente como promotores del crecimiento; sin embargo, existen otros productos que
pueden mejorar la eficiencia y salud de los animales, tal es el caso de los probioticos (Bertin

y Tournut, 1994).

1.1 Probidticos.

Son suplementos alimenticios (Lilly y Stillwel, 1965) que pueden ser mono o
mezcla de microorganismos viables, estabilizados y seleccionados por su capacidad de
adhesion y reproduccién en el intestino (Necoechea y Marquez, 1987; Havenaar y Huis in’t
Veld, 1992); tienen como principal objetivo crear una simbiosis entre ¢l huésped y el
hospedador, mejorando el rendimiento productivo (Roques, ef al., 1994) y manteniendo un
balance de la flora intestinal indigena (Parker 1974; Fuller, 1989). En lechones recién
destetados la modificacién de la microflora intestinal a través del uso de probidticos es
importante ya que se establece un tipo de flora capaz de competir con aquellos

microorganismos que normalmente se presentan bajo condiciones de estrés (Collington, er.

al., 1990).

En la Comunidad Econémica Europea, la Comision de Expertos en Nutricion
Animal ha establecido lineamientos en los que se establece, que para que un probidtico sea

considerado como tal, debe cumplir con los siguientes requisitos: La identificacién de la




cepa debe ser confirmada en laboratorios reconocidos en el tratado de Budapest, en donde
las caracteristicas de la cepa se registran y se identifican genéticamente; los
microorganismos utilizados como probidticos deben resistir el almacenamiento por un
periodo minimo de 1 afio en su presentacién comercial y de 2 meses en el alimento
procesado; debe ser estable a 80 °C; la dosis debe ser evaluada mediante pruebas de dosis-
respuesta durante un periodo definido y la cantidad minima de inclusién debe ser de 10°
organismos vivos/g de alimento (Tournut, 1994); no debera ser patégeno y debera resistir
las barreras de defensa del organismo como: saliva, jugos géstricos, biliares, intestinales y
pancredticos; ser genéticamente estable, y estar disponible en cantidades industriales (Snel y

Huis in 't Veld, 1997).

1.2 Mecanismo de accién de los probidticos

Existen varias hipotesis respecto al mecanismo de accién de los probidticos, se cree
que producen enzimas y substancias que actian como antibidticos; que influyen en el
metabolismo de aminoacidos; que favorecen el crecimiento de bacterias anaerobias; que
estimulan la inmunidad local (Tomioka y Saito, 1992; Tournut, 1994; Salminen, et. al,
1996) o bien que compiten por nutrimentos (Hentges, 1992}, que estimulan reacciones
enzimaticas; que disminuyen la produccién de amonia y fenoles, (Muting, et. al., 1968);
que tienen actividad anti-tumoral (Adachi, 1992); que reducen el colesterol sérico
(Fernandes, et. al., 1992); que se adhieren a receptores en la mucosa intestinal (Stavric y
Komegay, 1995); que actian como secuestrantes de oxigeno promoviendo el crecimiento
de bacterias anacrobias deseables (Tournut, 1994), y que favorecen una predigestion de
factores antinutricionales como: acido fitico, glucosionalatos, factores inhibidores de
tripsina y lecitinas (Havenaar y Huis in 't Veld 1992). Estas teorias no estén del todo
comprobadas, ya que aun no se ha demostrado que un probiotico produzca substancias
semejantes a antibiéticos o a enzimas en cantidades suficientes en el lumen intestinal, que
tengan un efecto benéfico significativo. En general los principales reportes sobre los

efectos de los probioticos en animales demuestran que influyen en la microflora intestinal



indigena, resultando en una mejor conversién alimenticia, disminuyen los problemas
gastrointestinales en animales jévenes, estimulan el desarrollo de microflora indigena y la
resistencia a la colonizacién en el intestino (Havenaar y Huis in 't Veld, 1992). Sin
embargo, éste tltimo punto es ain cuestionable, dada la compleja interrelacién de millones

de microorganismos presentes en el intestino (Tournut, 1994).

1.3 Clasificacion de los Probidticos.

Comercialmente los probidticos se han clasificado en dos grupos, el primero
representado por bacterias productoras de 4cido lactico y el segundo grupo de clasificacion
son levaduras, entre las que se encuentra Saccharomyces cerevisiaze (Necoechea y

Marquez, 1987, Hoyos, 1997).

1. 3. 1 Bacterias lacticas
Dentro de las bacterias que mas se han utilizado como probidticos se encuentran:
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus casei
Lactobacillus lactis
Lactobacillus plantarun
Lactobacillus faecium

Streptococcuos

Se ha demostrado que la adicién de cultivos bacterianos vivos de Lactobacillus
acidofilus disminuyen el pH intestinal, creando suficiente sustrato fermentable,
produciendo 4cido lactico, que permite controlar la actividad bacteriana como
consecuencia de la supuesta produccién de antibidticos. Aparentemente a ello se debe el
aumento en la ganancia de peso, misma que se ha llegado a incrementar hasta en un 10%

en lechones destetados (Lessard y Brison, 1987).




1. 3. 2 Levaduras

Las levaduras son hongos que pertenecen a la clase de los Ascomycetos, subclase
Hemiascomycetidae. Estan divididos en dos ordenes: Taphrinales, la cual incluyen
pseudolevaduras que parasitan plantas dafiando sus hojas y Endomicetales, que incluyen
verdaderas levaduras en tres familias. La clasificacion de las levaduras se realiza
identificando sus ascosporas, las caracteristicas de las colonias sirven para distinguirlas en
géneros y sus caracteristicas fisiologicas se determinan dependiendo de la habilidad que

tengan para fermentar azucares, lo cual permite la determinacién de ia especie (Barnet, et.
al., 1983).

Las levaduras son heterotroficas, carecen de clorofila y se caracterizan por su
amplia distribucién en plantas, flores, en la superficie de la piel y el tracto intestinal de
animales de sangre caliente, donde pueden vivir simbi6ticamente. Se reproducen por fisién
o pueden crecer en micelio (Barnet, et. al., 1983).

Por mas de dos décadas Saccharomyces cerevisiae ha sido el modelo para
investigaciones en genética molecular, debido al mecanismo basico de replicacion,
recombinacién, divisién celular y metabolismo, el cual generalmente se conserva entre
levaduras y eucariontes mayores, incluyendo mamiferos.

La clasificacién Taxonomica a la que pertenece Saccharomyces cerevisiae es la
siguiente:

Reino: Fungi

Division: Amastigomicotes
Subdivision: Ascomycotina
Clase: Hemiascomicetidas
Orden: Endomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Saccharomyces

Especie: cerevisiae




Saccharomyces cerevisiae son organismos ligeramente alargados presentan nucleo,
nucleolo y membrana nuclear bien definida y con poros;, mitocondria, citoplasma,
membrana citoplasmatica y pared celular constituida de carbohidratos.

En condiciones de laboratorio su multiplicacién se obtiene a temperaturas de 3 y 40
°C. La esporogénesis se presenta a temperaturas desde 9 a 37 °C; siendo la optima 30 °C
en un tiempo de 40 horas. Los cultivos jovenes son redondos, ovales o uviformes (Barnet,
et. al, 1983).

El tipo de fermentacion que Saccharomyces cerevisiae produce, debe realizarse en
un pH neutro o ligeramente alcalino, los azucares que fermenta son: glucosa, galactosa,
sacarosa, maltosa, ligeramente la rafinosa y de manera nula la lactosa (Barnet, er. al., 1983,
Campbell, 1991).

Los medios de cultivo para levaduras y hongos son complicados por los
requerimientos de cada especie y considerando que se desarrollan mejor en medios de
cultivo naturales; sin embargo también, se cultivan en medios sintéticos como: harina de
maiz agar (HMA), glucosa peptona agar (GAPA), lactosa peptona agar (LPA), lactosa-
extracto de levadura agar (LELA), extracto de malta agar (EMA), malta-sal-agar (MSA),
agar papa dextrosa (APD), papa sucrosa agar (PSA), medio rosa de bengala (MRB-2) y agar
saburo (Campbell, 1991).

Saccharomyces cerevisiae por su interés cientifico y comercial ha sido ampliamente
estudiado. Se emplea en la fermentacion de azicar de arroz, trigo, cebada y maiz. Otro uso
que se le ha otorgado es como suplemento alimenticio, ya que posee 50% de proteina y son
fuentes de vitaminas del complejo B, niacina, y acido félico (Barnet, et. al, 1983). La
suplementacion de Saccharomyces cerevisize como fuente de proteina en cerdos después
del destete ya ha sido evaluada con anterioridad; sin embargo, la inclusién con fines de

probidtico es una técnica que se esta aplicando actualmente.




1.4 Microflora intestinal

En forma genérica la microflora intestinal es llamada indigena y su importancia
como barrera natural de resistencia, en contra de microorganismos patogenos fue
descubierto por Metchnikoff durante sus investigaciones sobre el colera. La manipulacion
de la microflora indigena puede realizarse mediante el establecimiento de un grupo de
bacterias especificas dentro del tracto gastrointestinal mediante la via oral, este método
puede reducir los cambios en la microflora intestinal ocasionados por microorganismos
patégenos que comtnmente se observan bajo situaciones de estrés (Metchnikoff, 1908;
Tannock, 1983). Sin embargo, varios estudios han demostrado que el cambio de
lactobacilos de una especie a otra no colonizan mutuamente (Tannock, et. al, 1982) y que
la normalizacion de la microbiota intestinal no puede ocurrir por inoculacion de complejos
mixtos de microflora de otras especies animales a animales libres de microorganismos
(Koopman, et. al., 1984).

La composicién de la microflora indigena es muy compleja y esta estrictamente
determinada por condiciones medioambientales y locales, determinadas por procesos
multifactoriales entre el huésped y los microorganismos; por lo tanto, la microflora
intestinal es especifica de especie. La densidad en la poblacion de microorganismos varia
de un sitio a otro; sin embargo, se estima que existen 10® bacterias por ml de saliva y 10"

por gramo de contenido intestinal en el intestino grueso (Koopman, et. al., 1984).

1.5 Colonizacién bacteriana

La colonizacién dentro del tracto gastrointestinal esta determinada por las
condiciones que encuentran los microorganismos en las criptas intestinales; sin embargo,
otros los encuentran en el epitelio de las vellosidades intestinales (Lee, 1985; Havenaar y
Huis in 't Veld, 1992). La resistencia a la colonizacién creada por microflora indigena esta

basada sobre la ocupacién de nichos disponibles y factores de regulacién autogénicos



(sintesis de acidos grasos, peroxido de hidrogeno, bacterocinas) otro factor es la
estimulacion inespecifica del sistema inmune (Havenaar y Huis in't Veld, 1992).

Los impedimentos para la colonizacién temprana o maduracién de la microflora
indigena se ve influenciada por varios factores tales como: edad, exposicion del neonato a
su madre, cambios abruptos de alimentacién y factores externos como el ambiente, tipo de
alimento, privacion de agua, practicas rutinarias de manejo, estrés y antibiéticos, (Miller, et.

al., 1986; Havenaar y Huis in’t Veld, 1992).

1. 6 Histologia del intestino delgado del cerdo.

El intestino delgado es una continuacién del tracto digestivo, se encuentra
modificado para secretar y absorber materiales; debido a esto presenta pliegues,
vellosidades y microvellosidades que aumentan la superficie de secrecién y absorcion
(Banks, 1986; Junqueira y Carneiro, 1987).

En la unién gastroduodenal existe un cambio en la membrana de la mucosa. Las
fosas gastricas son remplazadas por proyecciones digitiformes llamadas vellosidades
intestinales, las cuales son mas altas en el duodeno y menos en el ileon. Estas vellosidades
tiene un revestimiento epitelial formado en su mayoria por enterocitos. En la base de las
vellosidades estan las aberturas de las criptas intestinales (Copenhaver y Wood, 1973).

Histologicamente el intestino delgado esta formado de la luz intestina hacia fuera
pOT una mucosa, submucosa, muscular y una serosa.

La mucosa consta de una lamina epitelial formada por tres tipos de células: células
de revestimiento o enterocitos, caliciformes y enterocromafines.

Los enterocitos son las células que revisten las vellosidades intestinales constituyen
un epitelio cilindrico simple, el borde apical tiene microvellosidades dispuestas como borde
estriado. El citoplasma es finamente acidéfilo, granular, presentan un nicleo alargado y
desplazado de manera basal. Estas células tiene participacién activa en el proceso de

absorcién (Banks, 1986).



Las células caliciformes estan dispersas entre el epitelio de las vellosidades y se
incrementan a través del intestino delgado presentandose en mayor numero en el ileon.
(Banks, 1986). Se caracterizan por secretar mucinas, las cuales son glucoproteinas que al
hidratarse forman una sustancia denominada moco. Su naturaleza puede ser acida, neutra o
mezcla de ambas. Las mucinas del tipo 4cidas presentan en su cadena carbonada un residuo
de 4cido sialico y esteres sulfatados (Rhodes, 1989). Se conoce poco sobre su accion y
distribucién en el intestino delgado, se sabe que tiene efecto bacteriostatico (Vigueras, et.
al., 1991), contribuyen en la acidificacion del pH intestinal, sirven como nicho o nutriente
para la microflora intestinal y en algunos casos evitan la adherencia bacteriana (Parson, e,
al., 1989).

Las criptas intestinales son invaginaciones tubulares simples o ramificadas y se
abren en la base de las vellosidades. Su epitelio tiene células de revestimiento cilindricas,
células caliciformes y argentafines. Las células de revestimiento son menos diferenciadas
que las de las vellosidades y existen diversas células en mitosis. Estas células van
migrando a la punta de la vellosidad para formar parte del epitelio de revestimiento y
finalmente son remplazadas por otras en un lapso de tres dias (Banks, 1986).

La mucosa presenta una lamina propia de tejido conjuntivo reticulo areolar, y dentro
de esta lamina se encuentran criptas intestinales y nodulos linfoides. Las criptas intestinales
pueden ocupar casi toda la mucosa.

Los ganglios linfiticos se incrementan en forma caudal del intestino y pueden

ocupar la lamina propia asi como parte de la submucosa (Banks, 1986).

La submucosa presenta glandulas intestinales simples y ramificadas las cuales abren

en las criptas, en ¢l cerdo son del tipo serosas y se encuentran en el duodeno (Banks, 1986).

1. 6.1 Regiones del intestino delgado
El duodeno es la porcién fija del intestino delgado presenta una mucosa con
abundantes pliegues circulares. Las vellosidades intestinales son variables y tienden a ser

regulares, anchas y obtusas. Las criptas intestinales son notorias; existe gran cantidad de



glandulas intestinales en la submucosa y los ganglios linfaticos en esta zona son escasos
(Banks, 1986).

El yeyuno es la region mesentérica del intestino delgado, es parecida el duodeno.
Las glandulas intestinales se limitan a la porcion inicial, las vellosidades son mas angostas y
pequefias y estian en menor cantidad. Los nédulos linfoides se presentan en la mucosa y

submucosa (Banks, 1986).

En el ileon existe un aumento en las células caliciformes y el tejido linfatico es muy
notorio, formando las placas de Peyer. Los nédulos linfaticos pueden ser tan prominentes
que pueden llegar a obliterar la vellosidad intestinal. Las criptas intestinales reciben el

nombre de crateres linfaticos, siendo muy prominentes en el cerdo (Banks, 1986).

1. 7 Uso de Saccharomyces cerevisiae como probiético en cerdos

Para que los cultivos de levaduras sirvan como probi6tico, deben ser seleccionados
para la nutricién animal y conservar su capacidad fermentativa (Lyons, 1987); deben ser
suplementados a una dosis minima de 10° ufc/g de alimento, para asi, obtener una completa
saturacion de la pared intestinal (Bertin y Tournut, 1994).

En la actualidad la importancia que tiene Saccharomyces cerevisiae es en el campo
de la nutricién animal, en donde se ha demostrado que mejora los pardmetros productivos
en animales en crecimiento (Bertin y Tournut, 1994). El empleo de Saccharomyces en las
dietas de las cerdas quince dias antes del parto y durante la lactancia ha tenido efectos

benéficos en los lechones, resultando en un mayor peso corporal al destete (Tournut, 1994).

Bertin y Tournut (1994) incluyeron dos niveles de Saccharomyces cerevisiae 108
ufe/g y 2.5x10° ufc/g de alimento, encontraron que la ganancia de peso fue mayor en 1%
para el primer nivel y en 3% para el segundo. El metabolismo energético aumenté en 2%y

3% respectivamente, y no se presentaron diarreas, lo cual se atribuyo a la adicion de la




levadura. Los cerdos que recibieron la mayor inclusion de levadura en el alimento tuvieron
un incremento en la produccién de bacterias hetero y homofermentativas, siendo
significativo para las tltimas. Las bacterias grampositivas anaerobias se incrementaron
significativamente con la inclusién de 10° ufc/g de alimento, presentando también un

aumento en el nimero de bacterias productoras de 4cido lactico.

1. 8 Efecto del destete en cerdos

Dentro de los beneficios observados con el empleo de probidticos se menciona que
existe una disminucion en la mortalidad, reduccién de problemas digestivos, menor indice
de conversién alimenticia y mayor velocidad de crecimiento corporal (Fuller, 1989); sin
embargo, no se ha estudiado con profundidad la influencia que pueden tener en la
integridad de la mucosa intestinal, en el periodo inmediato al destete de los cerdos
(Nousiainen, 1991). Este periodo es un momento de particular vulnerabilidad, en el que se
presentan diversos trastornos digestivos. Se ha observado que el intestino delgado de
lechones recién destetados sufre cambios en la arquitectura de la mucosa intestinal (Kelly,
et. al., 1991a), observandose un aumento en la velocidad de division celular de las criptas
intestinales, lo que origina una hiperplasia y una atrofia de vellosidades intestinales (Vega y
Stokes, 1994). El resultado de estos cambios esté asociado a una reduccién en la actividad
especifica de la enzima disacaridasa (Miller, ef. al, 1986; Kelly, 1990; Pulske, et. al.,
1996¢) y una reduccion en la capacidad del intestino para absorber xilosa (Miller, et. al.,
1984; Hampson y Kidder, 1986; Hampson y Smith, 1986) alanina (Smith, 1984; Miller, et.
al., 1986) y electrolitos (Nabuurs y Hoogendoorn, 1993). Lo anterior puede explicar la
disminucién en el consumo de alimento frecuentemente observada en el destete (Hampson,
1983). Gay, et. al., (1976) descubrieron que también existe una aparente disminucion de la
actividad enzimatica de la lactasa y sacarasa, atribuible al destete, lo cual fue confirmado
por Miller, et. al., (1986) y refutado posteriormente por Kelly, et. al., (1991 ab).

Existen teorias que tratan de explicar el origen de los cambios morfologicos que

ocurren en la mucosa intestinal después del destete, entre las que se encuentran: incremento
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de la flora intestinal; nivel de consumo y tipo de alimento; antigenos dietarios (Miller, et.
al., 1986); reacciones inflamatorias en respuesta a metabolitos (Kenworthy, 1976),
irritacién de la mucosa intestinal; el retiro de algin “factor intrinseco” como la IgA
(Hampson, 1986; Kelly, et. al, 1991a; Kelly, et. al., 1991b); y la combinacién de factores
nutricionales y ambientales. Asimismo, Hampson {1986) demostré que el trauma asociado
con el cambio fisico de la dieta y el pobre ¢ irregular consumo de alimento, no influyen en
los cambios observados en la estructura de la mucosa intestinal del cerdo recién destetado,
sin embargo, Kelly (1990) demostré que el pobre consumo de alimento después del destete
por si s6lo, tiene un efecto sobre la integridad de las criptas y vellosidades intestinales.
Pulske, et. al., (1996a) encontraron que una dieta liquida a base de leche de vaca
suplementada o con L-Glutamina evita la reduccion en la altura de las vellosidades
intestinales y el aumento en la profundidad de las criptas, en comparacion con lechones
alimentados con dietas secas de iniciacién. Asi sugieren que existe una asociacién entre el
largo de la vellosidad intestinal, nivel de consumo y tipo de alimento, con la ganancia de

peso después del destete.

Nabuurs y Hoogendoorn (1993) realizaron un estudio proporcionando un sustituto
ldcteo desde la primera semana de vida y hasta una semana antes del destete, encontrando
que la adicién de éste evité los cambios histolégicos que se observan comunmente en la
mucosa intestinal, en lechones recién destetados. En varios estudios se ha observado una
posible contribucién del consumo y tipo de alimento sobre estos cambios, ya que tienen un
papel importante en la integridad de la mucosa intestinal, pero se le ha dado muy poco valor
0 no es considerado como una etiologia importante (Pulske, et. al., 1996b), y se espera que
los antimicrobianos usados como aditivos para prevenir enfermedades y estimular el
crecimiento de los animales dejen de ser utilizados en el futuro, ya que el empleo de
probidticos podria tomar ese papel (Lopez y Marquez, 1994).

Komegay, et. al., (1995) suplementaron con 0.75% de inclusion de Saccharomyces
cerevisiae dietas de iniciacién para cerdos con y sin suero de leche deshidratado y

diferentes niveles de fibra; los resultados obtenidos demostraron que Saccharomyces
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cerevisiae no tuvo ningtin efecto sobre el comportamiento productivo de los cerdos y en la
digestibilidad de 1a dieta; sin embargo, existi6 un incremento en la absorcion de fosforo.

La suplementacion con levaduras teéricamente mejora el consumo de alimento, el
indice de crecimiento y la eficiencia alimenticia; sin embargo estos resultados no han sido

constantes (Kornegay, et. al., 1995).

1. 9 Justificacion

Se sabe que los probidticos favorecen el rendimiento productivo de los animales,
pero los efectos que posiblemente tengan sobre la mucosa intestinal atn no se han estudiado
por completo. Por consiguiente, el proposito de éste trabajo consistio en evaluar el efecto
de un cultivo de levadura Saccharomyces cerevisiae empleado como probiodtico, sobre la
integridad de las vellosidades y criptas intestinales, ya que de ello depende una mayor
absorcion y digestién de nutrimentos, asi como, la distribucién de mucinas acidas que

disminuyen el pH intestinal, favoreciendo la digestibilidad de nutrimentos.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.0 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de diferentes niveles de inclusidén del cultivo de levaduras
Saccharomyces cerevisiae empleado como probidtico en dietas de iniciacién, sobre la
integridad de la mucosa intestinal, el tipo de mucina presente, la poblacién bacteriana y la

eficiencia productiva en cerdos recién destetados.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la posible influencia del cultivo de levaduras de Saccharomyces
cerevisige empleado como probidtico, sobre la integridad de vellosidades y criptas
intestinales asi como la distribucién de mucinas en el intestino en cerdos recién destetados

con la finalidad de determinar un posible mecanismo de accién del probiético.

Evaluar la influencia de la inclusién de Saccharomyces cerevisiae sobre la
poblacion de coliformes y lactobacilos totales en cerdos recién destetados asi como evaluar

la presencia de diarreas y la mortalidad.
Evaluar e! nivel de inclusién de Saccharomyces cerevisiae como probiodtico sobre

los parametros productivos: ganancia diaria de peso, conversién alimenticia y consumo de

alimento en cerdos recién destetados.
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2.2 HIPOTESIS

La inclusién de Saccharomyces cerevisiae como probidtico disminuye las
alteraciones morfologicas comunmente observadas en vellosidades y criptas intestinales del
cerdo recién destetado.

La inclusién de Saccharomyces cerevisiae como probidtico en lechones mejorara los
parametros productivos (consumo de alimento, ganancia diaria de peso y conversion
alimenticia) en la etapa de destete.

La inclusién del probidtico disminuye la presencia de diarreas.
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MATERIAL Y METODOS

3.0 Localizacion geografica

El trabajo de investigacién se realizé en una granja porcina de ciclo completo
ubicada en el Centro de Ensefianza, Investigacién y Extension en Produccion Porcina
(CEIEPP.) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootécnia de la UN.AM.
localizado en Jilotepec Edo. de México. El sistema de produccion tiene un manejo de
instalaciones todo dentro-todo fuera, salas de destete con ambiente controlado por
ventilacion natural y calentadores de gas, equipadas con comederos de tolva y bebederos de

chupén.

3.1 Animales

Se utilizaron 96 cerdos de 5 dias de edad con un peso promedio de 2.5 kg producto
del cruzamiento terminal de las razas Landrace-Yorkshire, los cuales correspondian a 12
camadas completas, que fueron asignadas aleatoriamente a uno de tres tratamientos durante
las fase de lactancia, misma que duré 21 dias. La permanencia en la fase de destete fue de 5

se€manas.

3.2 Analisis nutricional

Los analisis de la calidad nutritiva de las dietas (Quimico Proximal) utilizadas en la
presente investigacién fueron determinadas en el Instituto Nacional de la Nutricidn
“Salvador Zubiran” (Subdireccién de Nutricion Experimental y Ciencia de los Alimentos)

(AOAC, 1990).
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3.3 Anilisis histolégicos e histoquimicos

Los estudios morfométricos de las vellosidades y criptas intestinales; asi como, la
determinacion de mucinas se realizaron en el laboratorio de Histomorfologia del Instituto

Nacional de Pediatria (INP) (apéndices I, II).

3. 4 Anilisis microbiolégicos

La cuantificaciéon de bacterias lacticas y de coliformes totales se realizaron en el

Centro de Control Total de Calidades, S.A. de C. V. (apéndice III).

3.5 Asignacion de tratamientos

Noventa y seis cerdos que correspondientes a 12 camadas, fueron asignados
aleatoriamente a uno de tres tratamientos con 4 repeticiones cada uno y con diferentes
niveles de inclusién de un cultivo de levaduras empleado como probidtico Yea-Sacc cepa
1026 de Alitech, Inc.

El primer tratamiento fue un grupo testigo (T1) el cual no tuvo probidtico, el
segundo tratamiento (T2) correspondié a una dieta suplementada con 0.15% de inclusion
del cultivo de levaduras de Saccharomyces cerevisiae, y al tercer tratamiento {T3) se le
adiciono 0.25% del probidtico.

Se excluyo del experimento una camada del grupo testigo debido a que la hembra
presenté problemas de agaclactea y los lechones se encontraban en condiciones
desfavorables para ser considerados dentro dela prueba.

Los animales recibieron todas las medidas biosanitarias y de manejo que se realizan
rutinariamente en la granja, como la aplicacién de hierro, castracién y vacunacion.

Los lechones recibieron las diferentes dietas a los cinco dias de edad con la finalidad

de que se adaptaran al alimento y se observara el efecto del probidtico al momento del
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destete. Se llevaron registros de las variables en estudio: consumo de alimento diario,

ganancia diaria de peso, conversién alimenticia, mortalidad y presencia de diarrea.

3. 6 Variables en estudio

3. 6.1 Consumo de alimento

El alimento se proporciono en la mafiana iniciando con 50 g en la etapa de lactancia
y se incremento segun el consumo de los lechones, se movia varias veces al dia con la
finalidad de estimular el consumo y se sustituia diariamente por alimento fresco. El
desperdicio de alimento se evalio mediante charolas que se colocaron debajo de cada
comedero con la finalidad de que el alimento desperdiciado por los lechones cayera en las
mismas.

En la fase de destete el consumo de alimento fue a libre acceso y el desperdicio fue
recolectado de una charola de concreto que estaba debajo del comedero. El consumo de
alimento en las dos fases se evalio por tratamiento y replica diariamente y acumulandose
semanalmente. El célculo de alimento se realizé por la diferencia entre la cantidad de
alimento ofrecido por la mafiana y la cantidad de alimento rechazado al dia siguiente,

considerando el desperdicio de alimento recolectado de las charolas.

3. 6.2 Ganancia de peso

Se pesaron los animales cada semana, desde el inicio del experimento hasta finalizar
la fase de destete. Se utilizé una béascula de reloj con capacidad de 20 kg realizandose por
la mafiana y a la misma hora, esto fue antes de que se les proporcionara nuevamente

alimento.

17




3. 6. 3. Conversion alimenticia

Se calculé por repeticién y tratamiento, después de haber evaluado el consumo de

alimento y la ganancia de peso.

3. 6. 4. Mortalidad

Se llevaron registros diarios de mortalidad, en el cual se incluy6 la identificacion del

animal y el tratamiento al que correspondia.

3. 6. 5. Presencia de diarrea

Cada lote se evalud diariamente tres veces al dia, con la finalidad de detectar la
presencia de diarreas, se identificaron y se registro a que tratamiento correspondian los
animales afectados.

Se excluyé del experimento, todos aquellos animales que presentaron cualquier
cuadro clinico diferente a uno entérico (respiratorio, locomotor etc.).

Durante todo el experimento el consumo de agua y alimento fue a libre acceso
empleandose dietas isoproteicas e isoenergéticas, que cubrian los requerimientos
nutricionales indicados, por el National Research Council (NRC) (1988) para la etapa de
iniciacion.

Los cerdos no recibieron ningin tipo de medicacion antes y durante el desarrollo del

experimento.
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3.7 Toma de muestras de intestino delgado

Al inicio del experimento se seleccionaron aleatoriamente sin considerar a que
tratamiento pertenecian, tres lechones, los cuales fueron transportados al laboratorio de
Histomorfologia del Instituto Nacional de Pediatria donde se efectio el sacrificio con Coz.
(apéndice 1). Se tomo una segunda muestra de 10 cm de longitud de duodeno, yeyuno e
{leon se transportaron al Centro de Control Total de Calidades, S.A. de C. V. para el
analisis bacteriologico (conteo total de coliformes y lactobacilos), siguiendo las técnicas

descrita en ¢l apartado de microbiologia (apéndice II1 ).

Cuatro dias después del destete (24 dias de edad) momento en el que se observa el
dafio de la mucosa intestinal; y a los 32 dias de edad tiempo en el que la mucosa intestinal
recobra parte de su integridad, se seleccionaron al azar 3 cerdos de cada tratamiento los

cuales nuevamente se remitieron al INP para su sacrificio y toma de muestras.

3.8 Anilisis estadistico
El analisis estadistico del presente trabajo se estudio por separado para las diferentes
variables de respuesta y se propusieron los siguientes modelos experimentales.
Para las variables de respuesta:
Altura de las vellosidades intestinales
Profundidad de criptas intestinales
Coliformes totales
Lactobacilos totales
Se utilizé el disefio de Parcelas subdivididas con 4 repeticiones en donde la parcela
grande estuvo representada por las diferentes dietas, la parcela mediana sera el tiempo de
muestreo y la parcela chica correspondi6 a las diferentes porciones de intestino delgado. La

unidad experimental, observacional y de andlisis fue el cerdo.
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Se analizaron los datos en busca de normalidad realizdndose transformaciones

logaritmicas, para evaluar el conteo de coliformes y lactobacilos totales.

El modelo utilizado fue el siguiente.

Yija= B+ 05 + R+ By (aB) i + (ARPB)g 5+ 1+ (@) i (yBh it (ayBa wH(oy R) gyt (Yo R Bijia+Eijla
1<i<3
1<j<4
1sk=2
1<1<3
Donde:
Yiju= Valor de las variables de respuesta.
p= Efecto de la media general.
ai= Efecto del i-ésimo nivel de Saccharomyces cerevisiae 1 <1< 3.
aRij= Efecto del i-esimo nivel de Saccharomyces cerevisiae en la j-€sima repeticion
anidada en (i).
Bk= Efecto del k-ésimo dia de muestreo 1 <k <3.
(aB)ixk = Efecto de la interaccion entre el i-ésimo nivel de Saccharomyces en el k-ésimo dia.
de muestreo 1 €i<3,1<k<2.
(aRB)aj= Efecto del i-ésimo nivel de Saccharomyces cerevisiae con la j-ésima repeticion
en el k-ésimo dia de muestreo.
v= Efecto del l-ésimo nivel de intestino.
(oy) i 1= Efecto de la interaccion del i-ésimo nivel de Saccharomyces cerevisiae con el 1-
¢simo nivel de intestino.
(yB) 1= Efecto de la interaccién del I-ésimo nivel de nivel de intestino con ¢l k-ésimo dia
de sacrificio.
(cyPYii = Efecto de la interaccién del i-ésimo nivel de Saccharomyces cerevisiae con el 1-

ésimo nivel de intestino y el k-ésimo diade sacrificio.
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(ayR)pj = Efecto de la interaccion del i-ésimo nivel de Saccharomyces cerevisiae con el I-
ésimo nivel de intestino y la j-esima repeticion.

(yaRB)ijw= Efecto de la interaccion del I-esimo nivel de intestino. con el i-ésimo nivel de
Saccharomyces cerevisiae en la j.esima repeticién y en el k-ésimo dia de sacrificio.

Eiu= Efecto del error aleatorio atribuible al experimento

La variables de respuesta:
Conversion alimenticia
Se analizo mediante un Disefio Completamente Aleatorizado.
El modelo experimental fue el siguiente:

Yjj=p +oit E g

Donde:

Yij= Valordela variable de respuesta

p= Efecto de la media general

o;= Efecto de la i-ésima nivel de inclusion del probidtico 1 <i<3

E )= Efecto del error aleatorio atribuible al experimento
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Las variables de respuesta:

Ganancia diaria de peso
Consumo de alimento
Se analizaron mediante un Disefio Completamente Aleatorizado con Covariable

El modelo experimental fue el siguiente:

Yij =p+a; +B(xij-x..) + E (3

Donde:

Yij= Valordela variable de respuesta.

p= Efecto de la media general.

a;= Efecto de la i-ésima nivel de inclusion del probidtico 1 <i<3.

xij-== Valor del peso inicial del cerdo de la j-ésima observacion en el i-ésimo tratamiento.
x.. = Media general de los pesos iniciales de los cerdos.

B= Coeficiente de regresion del efecto del xij-(x..)-

E ;= Efecto del error aleatorio atribuible al experimento.

Los datos obtenidos se evaluaron mediante un Anélisis de Variaza conun o 0.05 y
una prueba de comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (Gill, 1978).
Las variables de respuesta.
Mortalidad
Presencia de diarreas

Se evaluaron mediante un andlisis de J’cuadrada.
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Las variable de respuesta.
Tipo de mucina

Se estudio mediante un analisis de kruskal-wallis

Los resultados de las variables en estudio fueron evaluados mediante ¢l paquete

estadistico SAS (SAS, 1988).y el paquete estadistico Sigma stat (1990).
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RESULTADOS
4.0 Conteo de levaduras

El cultivo de levaduras de Saccharomyces cerevisiae utilizado en la presente
investigacion fue Yea-Sacc, Alltech, Inc. cepa 1026. El certificado del analisis del producto
reporto 5.2x10° ufc/g, con la finalidad de corroborar la concentracién del probidtico se
realizo el cultivo y conteo de las ufc/g del producto comercial empleando la técnica de
Colon y Morales (1993). Los resultados obtenidos mostraron que ¢l producto comercial

contenia 5.4 x10° ufc/g (apéndice IV ).

4.1 Histologia
4.1.1 Altura de vellosidades intestinales
El sacrificio de animales a los cinco dias de edad, permitié conocer las condiciones

histologicas al inicio del experimento, mostrando caracteristicas similares (Cuadro 5).

La suplementacién del probidtico no tuvo efecto significativo (P>0.05) sobre la
morfologia de la mucosa intestinal, presentindose la disminucién en la altura de las
vellosidades intestinales y el incremento en la profundidad de la cripta que comunmente se

observan después del destete (cuadro 6).
4. 1. 2 Profundidad de la Cripta

La profundidad de la cripta tampoco se vio modificada por la inclusion del
probiético; sin embargo existié un incremento significativo (P<0.004) en la profundidad de

la cripta por efecto de la edad (cuadro 6).
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En el duodeno, los amimales del grupo control presentaron un incremento en la
profundidad de la cripta midiendo 189 p en el muestreo realizado a los 4 dias posdestete y
264 p a los 11 dias posdestete; los animales que recibieron el tratamiento con 0.15% del
probidtico mostraron una profundidad de 265 Ly 341 p respectivamente y los animales que
recibieron la mayor inclusién del probidtico se observaron 192 y 222 p, respectivamente

existiendo diferencias (P<0.004) (Cuadro 6).

En el yeyuno, los animales del grupo testigo presentaron una profundidad en la
cripta de 159 1 a los 4 dias posdestete y de 234 p a los 11 dias posdestete (P<0.004). Los
animales que recibieron 0.15% de inclusién del cultivo de levaduras a los 4 dias posdestete
tuvieron una profundidad de la cripta de 192 p la cual continuo incrementandose hasta los
11 dias posdestete en donde se observo 255 p (P<0.004); mientras que los animales que
recibieron la mayor inclusion del probidtico mostraron una profundidad de la cripta menor

166 p a los cuatro dias posdestete y de 247 p alos 11 dias posdestete (P<0.004) (cuadro 6).

Sin embargo en el ileon no se observaron diferencias significativas a través del
tiempo (P>0.05) (cuadro 6). En conjunto se presentd una mayor profundidad en las criptas

intestinales a los 32 dias de edad.

4.2 Resultados histoquimicos

4.2.1 Tipo de mucinas en cerdos lactantes

La suplementacién del probidtico no favorecié la presencia de mucinas 4cidas y no
se presentaron diferencias entre tratamientos (P>0.05). Sin embargo, las diferentes
inclusiones del probidtico tuvieron un efecto sobre el tipo de mucinas presente en las
secciones de intestino delgado.

En los cerdos lactantes el tipo de mucinas que predomino fueron las neutras,

mostrando diferencias (P<0.01) en ¢l yeyuno e ileon (cuadro 7).
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4.2.2 Tipo de mucinas en destete

Entre tratamientos no existieron diferencias (P>0.05). Los animales del grupo
testigo no mostraron diferencias (P>0.05) en el tipo de mucinas presentes en el duodeno;
sin embargo, los animales que recibieron las diferentes inclusiones del probiético,

predominaron las neutras y mixtas (P<0.001) (cuadro 8).

En el yeyuno de los animales que recibieron 0.15% del producto, presentaron mayor
cantidad de mucinas del tipo neutras y mixtas (P<0.007); sin embargo, entre los animales
del grupo que recibi6 la inclusion del 0.25% y los animales del grupo testigo no tuvieron

diferencias en el tipo de mucinas (P>0.05) (cuadro 9).

En el ileon los animales que recibieron 0.25% de inclusion del probidtico
presentaron diferencias (P<0.005) entre el tipo de mucinas, predominando las neutras y
mixtas en comparacion con los animales que recibieron el 0.15% de inclusion, asi como el
grupo testigo los cuales no mostraron diferencias en el tipo de mucinas (P>0.05) (cuadro

10).
4.3 Bacteriologia
4. 3.1 Coliformes totales

La poblacidn de coliformes no se modifico con la suplementacion del probidtico
{(P<0.05) (cuadro 11).

En conjunto se observaron diferencias (P<0.007) en la poblacién de coliformes

totales en el ileon 638 ufc/g de tejido; el duodeno mostré 5.20 ufc/g de tejido y el yeyuno
5.32 ufc/g de tejido sin ser significativo (P>0.05).
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La transformacién logaritmo'® del conteo total de coliformes obtenidos de las
diferentes secciones del intestino mostraron rangos de 3.9 a 7.2 ufc/g de tejido. Los
animales sacrificados al inicio del experimento presentaron en el duodeno 4.8 ufc/g, 4.0

ufc/g de tejido en yeyuno y 3.95 ufc/g de tejido en ileon (cuadro 11).

4. 3.2 Lactobacilos totales

La suplementacién del probiético tampoco tuvo efecto significativo sobre el
incremento de lactobacilos totales (P>0.05). La transformacion logaritmo'® del conteo total
de lactobacilos presento un rango de 5.18 ufc a 7.22 ufc/g de tejido. La poblacion de
lactobacilos presente en el duodeno en los lechones a los cinco dias de edad fue de 4.4 ufc/g
de tejido mientras que en el yeyuno existieron 5.6 ufc y en el ileon existieron 5.82 ufc/g de

tejido (cuadro 12).

4. 4 Presencia de diarreas

La presencia de diarreas durante el tiempo que duro el experimento fue del 42%
(P<0.05) para los animales de! grupo testigo; mientras que, los animales que recibieron la
inclusién de 0.25% del probidtico presentaron 29% de diarreas, siendo este resultado
semejante al de los animales que recibieron 0.15% de inclusion del probiotico, los cuales

presentaron 28%.
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4.5 Parametros productivos

4.5.1 Consumo de alimento maternidad

El consumo de alimento por lechén se comporto de manera lineal en los tres
tratamiento; sin embargo, no fue significativo (P>0.05). El consumo de alimento diario
observado en este trabajo se encuentra por debajo de los parametros estimados por el NRC

(1988) para lechones en maternidad (cuadro 13 y 14).

4.5.12 Consumo de alimento en destete

El consumo de alimento diario, no se modifico por la inclusiéon del probidtico
(P>0.05) (cuadro 15).

En conjunto los animales que consumieron mayor cantidad de alimento en destete
fueron los que recibieron la mayor inclusién del probiético, seguidos del grupo del testigo y
los que recibieron 0.15% de inclusién; sin embargo, estas diferencias no fueron

significativos (P>0.05) (cuadro 16).

4. 5.3 Ganancia de peso en destete

La ganancia de peso disminuyé durante la primer semana posdestete, los animales
del grupo control ganaron 58.5 g por dia por cerdo; mientras la ganancia que para los
animales del T2 fue de 98.7 g y los animales que recibieron la mayor inclusion del
probiético mostraron una ganancia de 29.3 g/dia, siendo esta diferencia significativa

(P<0.0009).
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En la segunda semana el grupo testigo continué presentando una ganancia diaria de
57.1 g, mientras que los animales que recibieron el probiédtico en 0.15% y 0.25 % de
inclusién, tuvieron una ganancia de 71.7 g y de 54.1 g respectivamente estas diferencias no
resultaron ser diferentes (P>0.05).

Durante la tercer semana existid un incremento general en la ganancia de peso
siendo significativo para los animales del grupo testigo 258.4 g (P<0.04) en comparacion
con los animales que recibieron el 0.15% de inclusién fue de 198.0 g y de 199.2 g para los
animales que recibieron 0.25% de inclusion.

La pendltima semana la ganancia de peso fue de 366.2 g, 382.4 gy 3499 ¢
respectivamente sin ser significativa (P>0.05).

En la ultima semana la ganancia de peso para los animales del grupo testigo fue
278.6 g, 388.8 g en los animales que se les incluyo 0.15% del probiético y de 442.1 g para
los animales que recibieron la mayor inclusion del probiético siendo significativo (P<0.002)

(cuadro 19).

En conjunto la ganancia de peso por dia en la fase de destete fue para los animales
del grupo testigo fue 180.3 g/dia mientras que los animales que recibieron 0.15 de inclusion
del probidtico ganaron 227.0 g/dia y para los animales que recibieron la mayor inclusion del
probi6tico la ganancia de peso diaria fue de 215.0 g. El comportamiento observado no

manifesté diferencias estadisticas (P>0.05) (cuadro 20).

4. 5. 4. Conversion alimenticia en destete

Los resultados observados en la conversién alimenticia no mostraron diferencias
(P<0.05). Los animales del grupo testigo presentaron una conversion alimenticia de 2.13,
mientras que los animales del tratamiento que recibieron 0.15% de inclusién del cultivo de
Jevaduras tuvieron una conversion de 1.66 y los que recibieron la mayor inclusion del

probidtico presentaron una conversién de 1.8.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demostraron que Saccharomyces
cerevisiae empleado como probidtico, no tuvo efecto (P>0.05) sobre la integridad de la
vellosidad intestinal en cerdos recién destetados, presentandose la disminucion en el tamafio
de las vellosidades intestinales y aumento en la profundidad de la cripta, fenémenos que
comtnmente se observan al destete. Sin embargo, los animales del grupo testigo
presentaron vellosidades més cortas en comparacion con los cerdos que recibieron las
diferentes inclusiones del probiético, lo que sugiere que Saccharomyces cerevisiae tenga un
efecto indirecto sobre ellas.

Hall y Byrne (1989) encontraron que la disminucién en la altura de la vellosidades
intestinales durante los primeros 3 dias posdestete, es consecuencia de un deficiente indice
mitético en las criptas intestinales, resultando en una disminucién en la vellosidad como en
la profundidad de la cripta intestinal. Estos cambios se generan por una reduccion en el
aporte de nutrimentos hacia la mucosa intestinal, los cuales son utilizados como fuente de
energia o como sustrato para la sintesis celular; resultado de una disminucion parcial en el
consumo de alimento al destete.

Syme (1982) observé que la deficiencia de proteina en la dieta, provoca una
reduccion en el indice de divisién celular a nivel de criptas intestinales. Sin embargo, estos
datos no concuerdan con los resultados obtenidos en la presente investigacion debido a que
existié una disminucion en el tamafio de las vellosidades intestinales y un aumento en la
profundidad de las criptas intestinales, lo que coincide con lo observado anteriormente por
Hampson, 1986; Miller, 1990, y Pulske, et. al. 1996a quienes sugieren que el aumento en la
profundidad de las criptas intestinales observado después del destete, es indicativo de
divisién celular.

El aumento en la profundidad de la cripta observado posdestete, es compatible con
un incremento en la produccién de células, el cual puede ser resultado del cambio de dieta,
aunado a la disminucién en el consumo de alimento, a un incremento en la flora intestinal,

asi, como, a la colonizacién de coliformes, los cuales destruyen la mucosa intestinal.
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Kik (1991) observd que la toxina termoestable de E. coli causa acortamiento de la
vellosidad intestinal y que la irritacién constante de la mucosa intestinal provoca un
aumento en el indice mitético en las células de la cripta. La ausencia de alimento en el
tracto gastrointestinal genera un desbalance de la microflora indigena principalmente en los
coliformes, los cuales aumentan ocasionando dafio a la mucosa intestinal y son la causa de
diarrea.

El tipo de mucina presente en las diferentes secciones de intestino, fueron del tipo
mixtas y neutras, estas mucinas pudieran ser indicador del pH intestinal el cual estar
influenciado por el tipo de dieta asi como la microflora. Larson, 1989 observo que la
poblacién bacteriana y los cambios hormonales afectan la produccién de mucinas, las
cuales son importantes para la microbiota intestinal, ya que sirven como hébitat y como
fuente de nutrientes y evitan la adhesion bacteriana. Se ha observado que animales libres de
patogenos poseen un mayor niimero de células globosas o caliciformes en comparacion con

animales convencionales.

La disminucién de coliformes en la segunda semana posdestete, sugiere ser
resultado de una adaptacién por parte del animal al destete aunado a un consumo regular y
constante de alimento, lo que resulta en una estabilizacion de la microflora intestinal; sin
embargo, no fue significativo (P>0.05). El incremento general en la poblacion de
coliformes que se observo en el ileon (P<0.007) es resultado de la modificacién en la
microflora intestinal, que se presenta de manera natural después del destete, lo que coincide
con Stewart, ef. al, (1993) quienes observaron que la colonizaciéon bacteriana esta
determinada por factores que ciertos microorganismos encuentran en la criptas o en el
epitelio de las vellosidades intestinales o simplemente estan en el lumen intestinal.

Los resultados obtenidos en el presente estudio discrepan con Bertin y Tournut
(1994) quienes encontraron que la suplementacion de Saccharomyces cerevisiae disminuye
la poblacion de coliformes es cerdos recién destetados. Posteriormente Stewart, (1995)
observd que en la composicion de la pared celular de esta levadura contienen mananos

oligosacaridos; son carbohidratos que tienc la habilidad de bloquear ciertas bacterias y de
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esta forma previenen la colonizacion del tracto gastrointestinal evitando que ciertos

microorganismos se establezcan.

Parekh (1993) observé que de manera general, los carbohidratos ademas de ser
fuente de energia o elementos estructurales de células, poseen funciones biologicas

adicionales como la adhesion y que tienen actividad inmunologica.

Posiblemente el mecanismo de accién de Saccharomyces cerevisiae este relacionado
con la composicién bioquimica de su pared celular ya que alin no se conoce si tiene la
capacidad de establecerse en el tracto gastrointestinal; considerando que no es capaz de

adherirse al epitelio y no forma parte de la microflora intestinal indigena.

Existen estudios en los que se ha descrito que la pared celular de Saccharomyces
cerevisiae es estable a la digestion 4cida y fracciones de estas pasan a través del estomago
al intestino delgado, esta habilidad puede ser causa de los componentes de su pared
(Stewart, 1995). De lo anterior se deriva la hipétesis de que Saccharomyces cerevisiae
tenga un efecto en el intestino delgado, comportandose como un microorganismo “alocto”,
los cuales estan presentes en determinando hébitat encontrandose en forma latente; pueden
ocupar un determinando nicho, cuando es dejado libre por la microflora intestinal. Sin
embargo, hasta la fecha no se ha determinado que Saccharomyces cerevisiae s¢ comporte

como tal.

El incremento en la poblacién de lactobacilos que se observo durante la primera
semana posdestete en los tres tratamientos, se presenta de manera natural como resultado
del consumo de leche materna en la etapa de lactancia, lo que favorece el desarrollo de
bacteria lacticas. Sin embargo, la disminucién observada en la siguiente semana y el
incremento en la poblacién de coliformes totales concuerda con Fuller (1989) quien
observé que de manera natural los lactobacilos aumentan después del nacimiento y otros

componentes de la flora intestinal disminuyen. El cambio de dieta posdestete, la
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suplementacién de nutrimentos diferentes a la leche materna y modificaciones en el pH
gastrointestinal son factores que resultan en una disminucién del nimero de lactobacilos y

aumenta la presencia de microorganismos oportunistas como los coliformes.

El bajo consumo de alimento en la etapa de lactancia no concuerda con lo estimado
por el NRC (1988) para lechones de esta edad, en el cual se sugiere un consumo de 200 g/
dia, lo observado es consecuencia dela preferencia por parte de los lechones, al consumo de

leche materna.

La ganancia de peso observada al momento del destete fue similar en los tres
tratamientos, siendo la esperada para lechones destetados a 21 dias de edad. Sin embargo,

estos datos son resultado del consumo de leche materna.

Le reduccién en el consumo de alimento durante la primer semana posterior al
destete fue el resultado del estrés en el que se encontraban los animales por efecto del
destete. Esta disminucién sugiere estar influenciada por del tipo de dieta empleada, la cual
fue basada en sorgo molido, pasta de soya y 16% de inclusion de suero de leche. La
inclusién de materias primas de nueva generacién como, el plasma porcino, aislado proteico
de soya, e hidrolizado de pescado por citar algunos, podrian causar un efecto confundido
que cubriera el efecto del probidtico. Mahan (1993) observé que la disminucién en el
consumo de alimento esta relacionada con la reduccion de la capacidad digestiva del cerdo
a esta edad para digerir carbohidratos y proteinas complejas diferentes a las de la leche

materna, aunado a la gustocidad de la dieta.

El incremento en el consumo de alimento que se present6 en las posteriores semanas
sugiere ser resultado de una adaptacion del animal al ambiente y al tipo de alimento, siendo
los valores observados los recomendado por el NRC (1988) para cerdos con un peso

promedio similar al observado en este trabajo los cuales fueron de 7.1 kg a 144 kg. Sin
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embargo, el empleo del cultivo de levaduras no incremento el consumo de alimento

(P>0.05) lo cual concuerda con investigaciones realizadas por Jungerns, et. al., 1997.

Durante la etapa posterior al destete la ganancia de peso observada estuvo por
debajo de lo esperado para cerdos de edad y origen genético, similares a los empleados en
este trabajo. Los resultados obtenidos en la presente investigacién no concuerdan con
Jungerns, ef. al, 1997 quienes observaron que la suplementacion de Saccharomyces

cerevisiae en dietas de iniciacién mejora la ganancia del peso posdestete.

La conversion alimenticia observada en el presente trabajo esta dentro de lo
establecido para cerdos en esta etapa de desarrollo; pero no coincide con Havenaar y Huis
in 't Veld, (1992) quienes encontraron que el empleo de levaduras resulta en un menor
indice de conversion alimenticia y mayor velocidad de crecimiento corporal. Sin embargo,

estos resultados no han sido constantes (Komnegay, ef. al., 1995).

La presencia de diarrea en los cerdos se redujo significativamente (P<0.05) por la
suplementacién del probidtico lo que sugiere que Saccharomyces cerevisiae haya tenido un
efecto sobre la microflora intestinal; sin embargo, no les permitié mejorar su rendimiento
productivo ya que la ganancia de peso es reflejo de la capacidad del intestino para digerir y
absorber nutrimentos lo cual esta estrechamente relacionado con la integridad de mucosa.

A pesar de la disminucion en la presencia de diarrea en los animales que recibieron
las diferentes inclusiones del probidtico, los parametros productivos fueron similares a los
del grupo testigo, lo que sugiere que la presencia de diarreas fue consecuencia del tipo de

dieta empleada y a una modificacioén de la flora intestinal.

34




CONCLUSIONES

El empleo del cultivo de levaduras de Saccharomyces cerevisiae no tuvo efecto
sobre la morfologia intestinal, la poblacién de coliformes y lactobacilos totales, asi como la
eficiencia productiva en cerdos recién destetados. Sin embargo existié, efecto significativo
(P<0.05) en la presencia de diarreas. Sin embargo, no les permitié mejorar su rendimiento
productivo ya que la ganancia de peso es reflejo de la capacidad del intestino para digerir y

absorber nutrimentos.

Los datos obtenidos en ¢l presente trabajo sugieren que se debe realizar mas estudios
en los que se realicen tinciones especificas que permitan determinar el indice mitético
célular en las criptas intestinales en los primeros dias posdestete; evaluar y cuantificar
poblaciones bacterianas en las diferentes secciones del intestino delgado en animales con y

sin suplementacién levaduras empleadas como probidticos.

Evaluar la suplementacién del cultivo de levaduras a nivel del tracto gastrointestinal,
cuantificando la presencia de estas en el intestino para poder determinar si es capaz de
reproducirse dentro de él o se comporta como un microorganismo de paso. Seria
conveniente determinar cual es la viabilidad de esta levadura en intestino en animales no

rumiantes.

El poder determinar la estabilidad de Saccharomyces cerevisiae en el tracto
gastrointestinal, asi como evaluar de manera méas profunda los componentes de su pared

celular, podian ser indicadores para determinar su modo de accién en animales no

rumiantes.
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Comprendiendo el mecanismo de accion de Saccharomyces cerevisiae se podran
seleccionar cepas especificas para nutricién en cerdos, las cuales puedan ser empleadas para

manipular la microflora intestinal.
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APENDICES

I Técnicas histologicas

Se tomaron muestras de duodeno (parte baja de la curvatura duodenal,
aproximadamente a 5 cm del piloro), la parte media del yeyuno e ileon en su parte terminal,
Las muestras se fijaron por inmersién en una solucién amortiguadora de formol al 10%; y

se procesaron para su estudio histolégico e histoquimico.

Las muestras de tejido fueron retiradas de la soluciéon fijadora y se realizaron
subcortes de 1 cm de longitud, se deshidrataron en un histoquinett para su posterior
inclusién en parafina. Posteriormente se llevaron a cabo cortes de 5 pm de cada bloque
empleando un microtomo, se obtuvieron dos laminillas de cada bloque, una de cllas se tifio
con Hematoxilina-eosina. Se examino bajo un microscopio de luz (Zeiss, modelo BH-12)
equipado con una lente graduada donde se midi6 la altura de las 10 vellosidades con mejor
integridad y la profundidad de las criptas adyacentes a cada una de ellas, siguiendo el

procedimiento descrito por Pekas (1986).

II Técnicas histoquimicas

Para las técnicas histoquimicas se utilizaron las segundas laminillas provenientes de
las porciones de duodeno, yeyuno e ileon que se utilizaron en el estudio histolégico. Se
determino el tipo y distribucién de mucinas en base a la coloracion adquirida por las células
caliciformes. Se realizo la reaccion PAS azul alciano pH 2..5 (Cook, 1976), la cual
proporciona una buena separacion del color de las mucinas acidas.

Técnica. Se desparafinaron las muestras y se deshidrataron hasta agua, se tifieron con la
solucidn azul alciano durante 5 minutos, se lavaron con agua de la llave y agua destilada, se

trataron con la solucion de acido peryddico durante 3 minutos, se lavaron con agua
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destilada y se trataron con el reactivo de Schiff durante 8 minutos, posteriormente se
lavaron con agua de la llave durante 10 min., se deshidrataron, depuraron y se montaron en
resina
Con esta técnica las mucinas acidas adquieren una coloracion azul, las neutras color
magenta y las mixtas color plrpura.
Se determino una escala semicuantitativa del 1 al 5 para cada tipo de mucina
presente en las diferentes secciones de intestino delgado, en cada grupo de estudio.
Escala de clasificacion
1 Ausencia
2 Escasas
3 Pocas
4 Moderadas
5 Abundantes

IIT Técnicas microbiologicas

Se tomaron muestras de duodeno, yeyuno e ileon de aproximadamente 10 cm de
longitud, ligando ambos extremos de cada porcion intestinal; cada muestra se almaceno en
bolsas de polietileno y se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C con hielo seco durante su
transporte al laboratorio de bacteriologia del Centro de Control Total de Calidades, en

donde se realizaron los siguientes estudios bacteriologicos.

1. Diluciones

En condiciones de esterilidad, se pesaron 5 a 10 g del tejido, se colocaron en 100 ml
de una solucién de fosfatos pH 7.2 y se homogeneizaron durante 1 minuto. Se transfiri6 1
ml a un tubo de ensayo que contenia 9 ml de solucion diluyente, esta alicuota fue la primera

dilucién y apartir de esta se realizaron diluciones decuples hasta llegar a la dilucion 10
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2. Cuenta en placa de coliformes

Se transfirié en condiciones de esterilidad 1 ml de cada una de las diluciones a un
tubo de ensayo que contenia 15 ml de agar bilis rojo violeta fundido (45 £ 1 °C) se
homogeneizo durante medio minuto, teniendo cuidado de que no se formara espuma,
posteriormente se vacio a cajas de Petri realizando cada siembra por duplicado. Se dejo
solidificar el agar, se agrego sobre el medio solidificado una sobre capa de 4 ml de agar
bilis rojo violeta fundido, extendiéndolo hasta que cubriera toda la supetficie, se dejo que
solidificaran nuevamente, se invirtieron las cajas y se incubaron a 35 °C durante 24 horas *
2 horas.

Se preparo una caja control con 15 ml de medio de cultivo para verificar la
esterilidad.

Se seleccionaron las cajas de Petri en las que se desarrollaron entre 15 y 150
unidades formadoras de colonias (ufc). Las colonias tipicas fueron de color rojo 0scuro,
generalmente rodeadas de un halo de precipitacién debido a las sales biliares; el cual es de
color rojo claro o rosa, la morfologia de las colonias es semejante a lentes biconvexos con
un diametro de 0.5 a 2 mm.

Se promediaron los dos recuentos duplicados y se multiplicaron por la inversa de la
dilucién para obtener el nimero de ufc por gramo de intestino.

El total de colonias contadas se considero como el total presente en un gramo de la

muestra ( Colon y Morales, 1993).

3. Determinacion de lactobacilos

Qe transfiere en condiciones de esterilidad 1 ml de cada una de las diluciones
iniciales a tubos de ensayo con 15 ml de agar rugosa fundido (45 + 1 °C), se homogeneizd
durante medio minuto, posteriormente se vacio a cajas de Petri realizando cada siembra por
duplicado. Se dejaron solidificar las cajas y se les agrego una sobre capa de 4 ml de agar

rogosa extendiéndolo hasta que cubriera toda la superficie, se espero que solidificaran
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nuevamente, y se colocaron en jarras de anaerobiosis que tenian 95% de Coy, 5% H
atmoésfera y se incubaron a 37 °C durante 3 dias.

Se seleccionaron las cajas de Petri que tuvieron entre 25 y 250 ufc. Se promediaron
los dos recuentos y se multiplicaron por la inversa de la dilucién para obtener el nimero de

ufc por gramo de intestino (Colon y Morales, 1993).

IV Técnica para el conteo de levaduras del producto comercial

En condiciones de esterilidad se tomo 1 g del cultivo de levaduras se le agrego 9 ml
de una solucion de fosfatos pH 7.2 a partir de esta dilucién se realizaron diluciones
decuples, se transfirié 1 ml de cada dilucién a cajas de petri por duplicado y se le agrego 15
m! de agar papa dextrosa fundido y acidificado previamente, se homogeneizo y se dejo
solidificar. Posteriormente se invirtieron las cajas de petri y se introdujo una serie a una
estufa de incubacién a 35 °C durante 48 horas y la otra serie a una estufa de incubacion a 25
°C durante 5 dias.

Se seleccionaron las cajas donde el numero de ufc fue mas elevado y se pudiera
realizar la lectura con la ayuda de un cuenta colonias (Clony counter AQ american Optica®)
y ¢l contador manual.

La dilucién 107 mostré el mayor nimero de ufc contables observandose 540 ufc, este
dato se multiplico por el inverso de la dilucién y de esta forma se obtuvo la cantidad de
ufc/g del producto comercial. Los resultados obtenidos mostraron que el producto

comercial contenia 5.4 x10° ufc/g.
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Cuadro 1 Dieta correspondiente al grupo testigo la cual no contuvo el cultivo de levaduras de

Saccharomyces cerevisiae.

Dieta de iniciacion testigo
Ingrediente Peso
Sorgo, grano 262.700
Suero de leche 80.000
Soya, Pasta 59,183
Aceite crudo 27,798
Pescado hidrolizado 25,000
Soya ¢oncentrado 25,000
Fésforo. VIMIFOS 7,358
Carbonato de Ca. 4,355
L- Lisina, HCL 2,292
NaCl - Iodada 1,800
Vitaminas 1,250
DL- Metionina 869
Minerales 750
L-Treonina 642
Triptosina 70 627
Colina, cloruro 375
Saccharomyces cerevisiae 0.000
Peso: 500.000
Anilisis garantizado

Energia metabolizable 3.320
Proteina cruda (%) 20.000
Lisina (%) 1.400
Lisina digestible 1.220
Treonina (%o) 910
Treonina digestible (%) 793
Metionina + Cistina (%) .840
Metionina (%) 420
Metionina digestible (%) 366
Triptofano (%) .252
Triptofano digestible (%) .220
Calcio (%) -800
Fésforo (%) 700
Lactosa(%) 12.000

41




Cuadro 2 Dieta de iniciacién a la cual se le incluyo 0.15% del cultivo de levaduras de
Saccharomyces cerevisiae,

Dieta de iniciaciéon Tratamiento 2

ingrediente Peso
Sorgo, grano 260.964
Suero de leche 80.000
Soya, Pasta 59.529
Aceite crudo 28.439
Pescado hidrolizado 25.000
Sova concentrado 25.000
Fosforo. VIMIFOS 7.371
Carbonato de Ca. 4.348
L- Lisina, HCL 2.288
NaCl - Iodada 1.800
Vitaminas 1.250
DL- Metionina 871
Minerales 750
L-Treonina 641
Triptosina 70 .624
Colina, cloruro 375
Saccharomyces cerevisiae 750
Peso: 500 kg

Analisis garantizado

Energia metabolizable 3.320
Proteina cruda (%) 20.000
Lisina (%) 1.400
Lisina digestible 1.220
Treonina (%) 910
Treonina digestible (%) 793
Metionina + Cistina (%) .840
Metionina (%) 420
Metionina digestible (%) 366
Triptofano (%) 252
Triptofano digestible {%) 220
Calcio (%) .800
Fosforo (%) 700
Lactosa(%o) 12,000
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Cuadro 3 Dieta de iniciacién a la cual se le incluyo 0.25% del cultivo de levaduras de
Saccharomyces cerevisiae.

Dieta de iniciacién Tratamiento 3

ingrediente Peso
Sorgo, grano 259.806
Suero de leche 80.000
Soya, Pasta 59.760
Aceite crudo 28.867
Pescado hidrolizado 25.000
Soya concentrado 25.000
Fésforo. VIMIFOS 7.379
Carbonato de Ca. 4.343
L- Lisina, HCL 2.284
NaCl - lIodada 1.800
Vitaminas 1.250
DL- Metionina .873
Minerales 750
L-Treonina 641
Triptosina 70 .622.
Colina, cloruro 375
Saccharomyces cerevisiae 1.250
Peso: 500 kg

Andlisis garantizado

Energia metabolizable 3.320
Proteina cruda (%) 20.000
Lisina (%) 1.400
Lisina digestible 1.220
Treonina (%) 910
Treonina digestible (%) 793
Metionina + Cistina (%) .340
Metionina (%) 420
Metionina digestible (%) 366
Triptofano (%) 252
Triptofano digestible (%) 220
Calcio (%) .800
Fosforo (%) 700
Lactosa(%s) 12.000
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Cuadro 4 Anailisis quimico proximal de las diferentes dietas de experimentacién.

Tratamiento Humedad P.C. E.E Cenizas E.M
(%) N x6.25 (%) (%)

Tratamiento (0 %). |6.26+0.007 | 20.17£0.01 | 7.82+0.03 |6.10+£0.003 3043

Tratamiento (0.15%) | 6.4010.0.1 | 20.0+0.002 | 8.35+£0.02 | 5.58%0.01 3078

Tratamiento (0.25%) | 6.1910.02 | 20.70+0.02 | 8.25+0.01 | 6.58+0.01 3045

Cuadro 5. Largo de vellosidades intestinales y profundidad de la cripta en lechones al
inicio del experimento en maternidad.

Variable en estudio Intestino
Largo de vellosidad Duodeno Yeyuno fleon
(1)) (D) (1
6371225 7794101 7091266
Profundidad de la cripta 87132 45+19 54444
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Cuadro 7 Tipo de mucinas presente en lechones a los 5 dias de edad, en las diferentes

secciones del intestino delgado.

Tipo de mucina

Intestino Acidas Neutras Mixtas
Duodeno 2x1.7° 4+17° 3+1°
Yeyuno 2+ 0.5 5+00° 3 +0.5°
fleon 2+0.5° 5+0.5° 2+0.5°

Literales diferentes por renglén (a, b) indican diferencia estadistica (p<0.01).

Cuadro 8 Efecto del probiético sobre el tipo de mucinas presentes posdestete en
duodeno.

Tipo de mucina en duodeno
Tratamiento Acida Neutras Mixtas
0% de inclusién 16+1.2° 28+07" 28+04°
0.15 % de inclusién 1.0+£0.0" 3.5£0.8° 33+05°
0.25% de inclusién 1.0£0.0° 2.7+08° 35+08°

Literales diferentes (a, b) por renglén indican diferencia estadistica (P<0.001).
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Cuadro 9 Efecto del probiético sobre el tipo de mucinas presentes posdestete en

yeyuno.

Tipo de mucina en yeyuno
Tratamiento Acidas Neutras Mixtas
0.0% de inclusioén 1.8+1.3% 2.8+0.4* 3.0+0.0°
0.15 % de inclusién 1.340.8a 2.6+0.8" 3.3+0.5
0.25% de inclusion 1.5£1.2° 2.5£0.54" 2.840.75*
Literales diferentes (a, b) por renglén indican diferencia estadistica (p<0.007)

1 Cuadro 10 Efecto del probidtico sobre tipo de mucinas presentes posdestete en ileon,

Tipo de mucina en ileon
Tratamiento Acidas Neutras Mixtas
0.0% de inclusion 2.3+1.6" 3.510.5" 3.5+0.8"
0.15 % de inclusion 2.3+1.6 3.840.9" 4+0.8*
0.25% de inclusion 1.540.5" 3.3.40.8" 3.8+1.1°

Literales diferentes (a,b) por renglén indican diferencia estadistica (P<0.005)
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Cuadro 13 Consumo de alimento semanal en maternidad en los diferentes
tratamientos.

Tratamiento Primera Segunda Ultimos
semana (g) semana (g) 2 dias (g)
0.0% de inclusién 0.54+.36"° 1.04+.30™ 1.01+.47™8
0.15% de inclusién 0.72128 NS 1.26+.31 78 1.24+.06™
0.25% de inclusién 0.45329 NS 1.59+.93 N8 1.41+1.0™8

Cuadro 14 Consumo de alimento total en maternidad en los diferentes tratamientos.

Consumo diario Consumo total
(2 (g)
0.0% de inclusién 1.14 + 0.45NS 1825+16.6™
0.15% de inclusion 142 +0.27N8 2279 +9.6N
0.25% de inclusion 140 +1.1™8 2432+27.7N8
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Cuadro 16 Consumo de alimento total en destete con las diferentes inclusiones del

probiético.

Consumo diario

Consumo total

(8) (2)
0.0% de inclusién 378.5+17"8 13,248.45+1043 N
0.15% de inclusién 363.9+56.2™ 12,738.75+196 ™%
0.25% de inclusién 410.6+1.2™ 14,373.63+4182 N

Cuadro 17 Ganancia de peso semanal en maternidad con las diferentes inclusiones
del probiotico.

Tratamiento Ganancia de peso diaria

Peso inicial Primera Segunda Ultimos

(kg) semana semana dos dias
& (g) (8

0.0% de inclusién 2.5+.481 300.4£101.2° | 217.4£165.9" | 485.54+288.3"
0.15% de inclusion 2.5£.576 283.4.1483.6* | 247.0473.4* | 59.93+280.1°
0.25% de inclusion 2.2+.644 278.6+.69.5% | 272.8+96.6” 391.5£500*
Literales diferentes (a,b) en una misma columna indican diferencias estadisticas
significativas (P<0.05)

Cuadro 18 Ganancia de peso total en maternidad con las diferentes inclusiones del

probidtico.

Tratamiento Peso inicial Peso final Ganancia de peso
(kg) (kg) total/ dia (g)

0.0% de inclusién 2.5+ .481 7.1£1.3™ 28725+ 71.1 ™

0.15% de inclusién 2.5+ .576 6.4£1.3"° 241.9+.58.7™

0.25% de inclusién 2.2+ 644 6.842.1N 2902, + 113
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Cuadro 20 Ganancia de peso en destete con las diferentes inclusiones del probiético

Tratamiento Peso inicial Peso final Ganancia de peso
(kg) (kg) total/dia (g)
0.0% de inclusion 7.1%1.3 13.4+1.3™N 180.3+.353.3 N
0.15% de inclusién 6.4+ 1.3 14.4+3.0™ 227.0£76.2 N
0.25% de inclusién 6.8+ 2.3 14.3+1.5™ 215.0£77.78
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