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Resumen

Resumen
El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto probidtico de los
bioproductos PROBIOLACTIL® y SUBTILPROBIO® asi como su mezcla en
indicadores productivos y de salud en cerdos lactantes y en preceba. Para ello,
se elaboraron los biopreparados y se comprobd la calidad microbioldgica de los
mismos a través de técnicas de conteo bacteriano, segun las normas
establecidas. Se desarrollaron dos experimentos en las categorias de lactancia y
preceba con un disefio completamente aleatorizado, donde se evaluaron
indicadores productivos y de salud, en el que se incluyeron cuatro tratamientos:
|. Dieta basal (Control); Il. Dieta basal + PROBIOLACTIL®; IIl. Dieta basal +
SUBTILPROBIO® y IV. Dieta basal + Mezcla de ambos biopreparados. Por
ultimo, se realizd un analisis preliminar de la factibilidad econémica del uso de
estos productos. Como resultado, se comprob6 que los aditivos y su mezcla
mejoraron todos los indicadores, expresandose mayores efectos en los cerdos
que consumieron el PROBIOLACTIL®. Los biopreparados evaluados produjeron
beneficios en los animales, ya que mejoraron la eubiosis del tracto
gastrointestinal, lo cual contribuyd a incrementar (P<0,05) el peso vivo y la
ganancia de peso diaria de los animales. Por otra parte, mejord la conversion
alimenticia y disminuy6 la incidencia de diarreas en los animales tratados. La
aplicacion de los biopreparados le confiri6 a la crianza de los animales
beneficios econdmicos por concepto de mejora de los indicadores productivos y
la disminucion de los gastos en medicamentos. Los resultados confirman el
potencial probidtico que tienen estos biopreparados cuando se aplican a cerdos

durante la lactancia y la preceba.

Palabras clave: Probidticos, cerdos, Lactobacillus salivarius, Bacillus subtilis y
aditivos nutricionales.



Resumen

Abstract
The objective of this study was evaluate the effect of probiotics

PROBIOLACTIL® and SUBTILPROBIO® and its mixes on productive and
health indicators in lactating and pre-fattening pigs. To do this, the biological
preparations were made and the microbiological quality of them through
techniques bacterial count was found, according to established standards. Two
experiments were developed in the categories of breastfeeding and pre-
fattening with a completely randomized design, where production and health
indicators were evaluated. The experiments included four treatments: |. Basal
diet (Control); Il. Basal diet + PROBIOLACTIL®; IIl. Basal diet +
SUBTILPROBIO® and IV. Basal diet + Mix both Biopharmaceuticals. Finally, a
preliminary analysis of the economic feasibility of using these products are
made. As a result, it was found that additives and mixing all indicators
improved, expressing greater effects in pigs fed The PROBIOLACTIL®.
Biopharmaceuticals produced benefits evaluated in animals since improved
eubiosis in the gastrointestinal tract, which helped increase (P < 0.05) live
weight and daily weight gain of the animals. Moreover, it improved feed
conversion and reduced the incidence of diarrhea in animals treated. The
application of biological preparations conferred to raising the economic benefits
by way of improving production indicators and decreasing drug expenditures
animals. The results confirm the probiotic potential of these nutritional additives

when applied to pigs during lactating and pre-fattening.

Keywords: probiotics, pigs, Lactobacillus salivarius, Bacillus subtilis, nutritional
additives.
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Introduccién

INTRODUCCION

La explotacion animal moderna se caracteriza por una alta intensidad
productiva, cualquiera que sea la especie. Esto somete a los animales, durante
el proceso productivo, a constantes situaciones estresantes que pueden traer
como consecuencia mayor frecuencia en la aparicion de enfermedades y
disminucion de los niveles de produccion.

La produccion porcina intensiva en Cuba comenz6 desde el triunfo de la
Revolucion, para la cual se trazé la politica de mejoramiento genético desde los
afios fundacionales. En los 80 se consolidé el sector (mas de102 400 t al afo),
pero el periodo especial lo impacté fuertemente y se generé una contracciéon
productiva de mas de 102 400 t a unas 15 000 en el afio 93. El pais
paulatinamente comenzé a recuperarse, aunque aun no se satisfacen las
demandas. Las cifras asi lo ilustran, de unas 65 000 t en 2005, hoy se
producen mas de 130 000 y para 2020 se pretenden alcanzar las 220 000 t
(Orta, 2014). Sin embargo, la mortalidad durante los ultimos cinco afos se
mantuvo entre 12 y 25%, dado fundamentalmente por la incidencia de factores
estresantes que producen desequilibrios de la microbiota intestinal, la
presencia de enfermedades y la inmunodepresion (Grupor, 2013).

Para contrarrestar esta situacion se utilizaron por mucho tiempo a los
antibioticos; sin embargo, diferentes autores refieren que el uso indiscriminado
de estos antimicrobianos, tanto en el hombre como en los animales, provoca
resistencia microbiana, de ahi la necesidad de sustituir a estas sustancias
como promotores del crecimiento en la produccion animal, por otros aditivos
alternativos que sean compatibles con el medio ambiente y eviten efectos
negativos en la salud humana, tales como los probioticos (Tim et al., 2006;
Lopez et al., 2008; Sulabo et al., 2010).

Durante la década del 90 del siglo pasado se desarrollaron los PROBIOTICOS,
conjunto de productos que no crean problemas de resistencia microbiana o
efecto residual que producen los antibidticos, los cuales se elaboran a partir de

microorganismos, principalmente bacterias lacticas, hongos y levaduras, que
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Introduccién

contribuyen a mantener el equilibrio ecoldgico favorable en el intestino y el

buen funcionamiento del sistema inmune (Ferreira, 2003; Rondédn et al., 2013).

Dentro de los productos que presentan actividad probidtica se encuentran los
cultivos de Lactobacillus spp. y Bacillus spp. Procedentes del tracto digestivo
de los animales y el hombre, los cuales se destacan por su efectividad en la

mejora de los indicadores productivos y de salud (Milian, 2009 y Ojito, 2012).

Estos productos ejercen su efecto probiodtico, principalmente por la accién
antimicrobiana frente a microorganismos patdgenos, el estimulo a la respuesta
inmunoldégica y la prevenciéon de enfermedades infecciosas en los animales y el

hombre, entre otros (Bocourt et al., 2002).

Se sabe que la actividad probidtica es multifactorial y puede estar compuesta
por la accion directa del preparado bioldgico sobre el ecosistema intestinal o la
accion indirecta apoyada por la estimulacion de la respuesta inmune animal
(Milian, 2009; Rondén, 2009; Laurencio, 2010).

En el mundo se comercializan productos con efecto probidtico, entre los que se
destacan con demostrada eficiencia el Biomin® y el Protexin en el ganado
porcino (Terzolo, 2009).

La Universidad de Matanzas y el Instituto de Ciencia Animal (ICA) ejecutaron
diferentes proyectos de investigacion para el desarrollo de productos
economicamente viables que mejoran el rendimiento productivo y la salud de
los animales (Pérez, 2000; Milian, 2009; Rondon, 2009; Laurencio, 2010). Entre
los probidticos que se obtuvieron estan el SUBTILPROBIO vy el
PROBIOLACTIL, los cuales se evaluaron en aves y terneros con excelentes
resultados en el incremento de peso, el mejoramiento de la conversién

alimenticia y la disminucion de la aparicion de enfermedades.
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Problema:

La crianza porcina actual de cerdos comerciales en Cuba esta afectada por
constantes situaciones de estrés que producen con frecuencia, desbalances en
la microbiota intestinal, trastornos entéricos, insuficiente conversion de los
nutrientes, retardo en el crecimiento, inmunosupresion y presencia de

enfermedades.

Hipotesis:

La aplicacién de los aditivos probiéticos PROBIOLACTIL® y SUBTILPROBIO®
en la dieta de cerdos, durante las etapas de lactancia y preceba, permitiran

mejorar la respuesta productiva y la salud de estos animales, con ventajas

econdmicas para los sistemas de produccion intensivo.

Para desarrollar en la practica esta hipdtesis se definieron los siguientes

objetivos:
Objetivo general

Evaluar el efecto probidtico del PROBIOLACTIL®, el SUBTILPROBIO® y su
mezcla en indicadores productivos y de salud en cerdos durante las etapas de

lactancia y preceba.

Objetivos especificos

Comprobar la calidad microbiolégica de los aditivos probidticos
SUBTILPROBIO® y PROBIOLACTIL®
Evaluar el efecto probistico del SUBTILPROBIO®, PROBIOLACTIL" y su

mezcla en indicadores productivos y de salud de cerdos en las etapas de
lactancia y preceba.
Determinar los beneficios econdmicos del uso de los aditivos probidticos en

cerdos durante la etapa de preceba
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NOVEDAD CIENTIFICA

Por primera vez, se realiza en Cuba, la evaluacion de la actividad probidtica de
la mezcla de los aditivos PROBIOLACTIL y SUBTILPROBIO en cerdos durante

las etapas de lactancia y preceba.
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CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA

[.1 Contexto actual de la produccidn porcina a nivel mundial y en Cuba.

La produccién de cerdos en el mundo alcanzé en el 2011 un volumen total de 100
millones de toneladas. Hoy es la carne que mas se produce, para un 43% de la
producciéon mundial, la cual supera a la produccién aviar en 76,7 millones de

toneladas y a la produccion vacuna en 56,8 millones de toneladas (Ayala, 2014).

Del total de la produccion mundial, el 45% se ubica en China, seguida por la Unidn
Europea, EEUU, Brasil y Rusia. Estos paises son también los principales
consumidores de carne de cerdo en el mundo, aunque Rusia supera en consumo a
Brasil. Sin embargo, China destina practicamente 100% de la produccion al
consumo interno. Los principales importadores son Japén (sexto consumidor del
mundo y octavo productor), Rusia, México y Corea del Sur, mientras que los
principales exportadores son los que conforman la United Status Departament of
Agriculture and Forming Agricultural Service (USDA-.FAS), los cuales son: EEUU,
la Unién Europea, Canada y Brasil (USDA-.FAS, 2009).

Segun la Food Agricultural Organization (FAO, 2014), la carne mas consumida
entre los principales productores de cerdo (China, Japén y algunos paises de la
Union Europea) es la porcina, mientras que en Canad4, Rusia y Estados Unidos, el
consumo de la carne de cerdo es inferior a la carne aviar y vacuna, pero con

niveles relativamente altos.

Segun los reportes de la FAO (2014), se estima que la poblacién mundial de cerdos
es de 907 millones de cabezas, distribuidas como sigue: 534 millones en Asia, 204
millones en Europa, 73 millones en América Latina y el Caribe, 72 en EE.UU y

Canada, 19 millones en Africa y cinco millones en Oceania.

La elevada poblacion de cerdos en el continente asiatico es un indicador de la
importancia de estos animales para la alimentacion de la poblacién en esta region.
En China se presenta la mayor masa porcina del mundo (437 millones) y los cerdos

estan generalmente incorporados en sistemas integrados a la agricultura. Lo mismo
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ocurre en Vietnam, donde la mayor parte de los 19 millones de cerdos también
estan en sistemas tradicionales de produccién. Sobresale en importancia numérica
las razas MongCai y ThoucNhieu, con un total de 2,5 millones y 500 000 cabezas
respectivamente y la raza Ba Xuyen con 300 000 ejemplares. Se estima que en
1993, en Indonesia existian 8,6 millones de cerdos y que los cerdos locales
representaban mas del 95% de la poblacion (FAO, 2012).

América Latina cuenta con una poblacion significativa de cerdos locales,
provenientes de los cerdos introducidos por Colén en su segundo viaje al Nuevo
Continente en 1493 y de otros que se introdujeron posteriormente, a medida que se
generalizé la conquista. Lamentablemente, no existen datos precisos sobre la
poblacion de cerdos locales en cada uno de los paises y los datos oficiales
generalizan, cuando sostienen que estas poblaciones son mayoritarias. La
poblacion de cerdos tiende a incrementarse en casi todos los paises de América
Latina como resultado de los cruzamientos entre las poblaciones de razas ibéricas

y las razas modernas (FAO, 2012).

La produccion porcina en Cuba esta basada en dos sistemas, el estatal, que puede
ser altamente especializado, y el privado, que se basa en sistemas mas
tradicionales, los cuales sufrieron en general, transformaciones considerables en
los ultimos afos. En 1989, el 78% de la produccion nacional provenia del sector
estatal especializado, pero ante la situacion de la caida del campo socialista
europeo y las consiguientes afectaciones econdémicas, en Cuba se produjo un
incremento importante en el numero de cerdos en el sector no especializado y
sobre todo en los productores particulares. Una de las primeras reacciones a esta
situacion fue el incremento de la crianza de cerdos en viviendas urbanas y peri
urbanas, lo cual derivo en los ultimos afos a una via de oficio estable de muchas

personas, asi como una fuente de ingreso permanente (Olazabal, 2000).

Ortiz (2015) destacé como crecio la producciéon de carne de cerdo en Cuba en los
ultimos afios (800 t). Sin embargo, el crecimiento aun es insuficiente a pesar del

desempefio de los integrantes del movimiento vanguardista de las 100 o mas
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toneladas de carne, que impulsa la Asociacion Nacional de Agricultores Pequefios
(ANAP). Este autor también sefalé que por tres anos consecutivos, la economia
cubana dejo de importar carne de cerdo, aunque se conoce que todavia no se
satisface la demanda de la poblacion.

Las condiciones actuales de cria intensiva de los cerdos favorece la alteracion de la
flora intestinal. Asi, los destetes excesivamente tempranos, la crianza artificial, el
estrés e inconfort, la escasa limpieza-higiene y/o vacio sanitario o el sistema de
primerizas nodrizas, esta impidiendo una total colonizacidn de la biota saprofitica,
por lo que el lechdon no es capaz de mantener un equilibrio biota saprofitica/biota
patdgena, dando lugar a patologias digestivas, principalmente diarreas (Quiles y
Hevia, 2016).

I.2 Ecologia del tracto gastrointestinal del cerdo.

El conocimiento de la ecologia microbiana del tracto gastrointestinal (TGI) de los
cerdos es objeto de estudio de diferentes investigadores y entre los aspectos que
mas se analizan estan los microorganismos presentes y su actividad fisioldgica, las
relaciones que se establecen entre los mismos y con el hospedero y los factores

que afectan a la poblacion microbiana de este ecosistema (Ojito, 2012).

En la figura 1 se presenta un esquema del sistema digestivo de los cerdos, el cual
cuenta con modificaciones anatomicas complicadas que incluyen la boca, el
esotfago, el estbmago, el intestino delgado, el intestino grueso y el ano (Taverner y
Campbell, 1988).

La mucosa del tracto gastrointestinal es la segunda superficie mas extensa del
organismo (250 m?) y constituye la principal zona de contacto y defensa frente a
diferentes agentes externos como bacterias, virus, toxinas y alérgenos (Sanz et al.,
2004).
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Figura 1. Tracto digestivo de cerdos. Tomado de Flores y Escobar (2012).

La poblacion microbiana del TGl es el conjunto de microorganismos que conforman
uno de los ecosistemas mas interesantes del Reino Animal; un ecosistema, cuya
estructura depende de la carga inicial de microorganismos, de la composicion de
nutrientes presentes en las materias primas que se utilizan en la alimentacién de
los animales, del estado fisioldgico del animal y de la presentacién de problemas
patoldgicos, en especial de aquellos que afectan al sistema digestivo. Ademas,
asociado a éste, se encuentra todo un conjunto de células de defensa, que
constituyen el componente mayoritario del sistema linfoide con el que
interaccionan, muchas veces de forma sinérgica, los microorganismos presentes en

el tracto digestivo (Pérez de Rosas et al., 2003).

Cada especie animal tiene una microbiota intestinal caracteristica y esta mantiene
su equilibrio bacteriano en funcién de distintos factores, pero fundamentalmente de
la alimentacion. No obstante, existen diferentes tipos de microorganismos que
resultan beneficiosos para cualquier especie animal. Uno de ellos son los
Lactobacillus, que se encargan de descomponer los nutrientes que no se digirieron
en otras partes del tubo digestivo. Un segundo grupo estaria formado por las
bifidobacterias, responsables de la sintesis de vitaminas, sobre todo las del grupo
B, las levaduras encargadas del mantenimiento de la estabilidad intestinal y otras
bacterias pertenecientes a varios géneros que intervienen en el mantenimiento de

la integridad de la mucosa intestinal. Junto a estos microorganismos destaca la

-8-



Capitulo I. Revision Bibliogrifica

microbiota subdominante, compuesta por Enterobacterias, Enterococcus, E. coli y
gérmenes oportunistas. Y finalmente, hay un tercer grupo de microorganismos
fluctuantes con potencial patégeno, formado por Clostridium spp. Proteus spp,

Staphylococcus spp, Psudomonas spp. (Quiles y Hevia, 2016).

I.3 Desarrollo morfolégico del tracto gastrointestinal (TGI) en los cerdos.

La digestion de los diferentes componentes alimenticios y la posterior absorcién de
nutrimentos ocurren principalmente en la parte superior y media del intestino
delgado. La absorcion de nutrientes del intestino delgado ocurre a través de
numerosas vellosidades microscopicas que lo cubren. La mucosa intestinal del
lechéon recién destetado, pasa de ser una superficie con vellosidades largas y
delgadas, donde supone una amplia superficie de absorcién, a otra bien distinta,
con vellosidades recortadas y mas gruesas que se traducen en una marcada
disminucion de la superficie de absorcién, y conforme avanza la edad, éstas se van
engrosando y presentan al final del dia 49, una apariencia en forma de lengua
(Moran, 2002).

Tras el destete, la morfologia del epitelio intestinal cambia. Al microscopio se
aprecia una pared recubierta de células epiteliales dafadas como consecuencia de:
cambios en la poblacién microbiana, erosion resultante del consumo de alimento
seco y por reacciones alérgicas. Si las vellosidades se deterioran, disminuye la
secrecion de enzimas digestivas, lo que causa dafios en la absorciéon de
nutrimentos y por ende el crecimiento de los cerdos (Li et al., 1990).

Gomez et al. (2008) y Wall et al. (2012) plantearon que cuando el destete ocurre a
los 35 dias, la altura de las vellosidades se reduce de 410 a 299 ym en tan solo tres
dias después del destete. Esta situacion no es tan dramatica como la que ocurre
cuando se desteta a los 21 dias, donde la altura de las vellosidades se reduce
drasticamente de 527 uym a 183 um. Esta reduccion en el tamafo de las
vellosidades produce una disminucién en el area de superficie para la absorcién de
los nutrientes de 7 dias a 14 dias post-destete y corresponde al tiempo en que se
presenta el problema llamado “caida del destete” caracterizado por deficiencias en

la absorcion de nutrimentos, problemas de deshidratacion y diarreas.
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La microbiota a nivel del intestino desempefia una funcién importante de proteccion
para mantener la integridad de su mucosa. La disfuncion de la barrera intestinal
conduce al aumento progresivo de la permeabilidad de la mucosa, lo que facilita la
infeccion por patogenos (Lambert, 2009). La pérdida de la integridad estimula la
proliferacidon de bacterias intestinales patogenas. Por lo tanto, la inclusion en la
dieta de bacterias beneficiosas puede revertir la situacion de la integridad intestinal,
mejorar la salud a este nivel, lograr una mayor disponibilidad de nutrientes y
absorcion (Awad et al., 2009 y Knap et al., 2011).

I.4 Cambios fisiol6gicos del TGl de los cerdos.

Easter (1995) establecio que el cerdo esta capacitado fisiolégicamente para utilizar
la leche de la madre como fuente primaria de nutrimentos en las primeras semanas
de vida y no esta preparado para digerir dietas no lacteas basadas en
carbohidratos, proteinas y grasas complejas. El bajo nivel de amilasa limita la
hidrélisis de los almidones. La baja produccion de acido clorhidrico afecta la
digestion de las proteinas. La utilizacion de fuentes de grasa de origen vegetal y
animal se ve disminuida, pues estas grasas complejas forman en el sistema
digestivo gotas grandes, con un area de superficie minima para el ataque
enzimatico. En cambio, la grasa de la leche esta formada de pequefias gotas
recubiertas por una lipoproteina, que permite una adecuada digestion enzimatica.
Los lechones experimentan cambios fisiolégicos, que se presentan en un
determinado orden y que no pueden acelerarse. Ellos nacen con menos de 1,5 %
de grasa corporal, la cual en su mayoria es estructural y no puede utilizarse como
energia. La principal fuente energética es el glucogeno acumulado en higado y
musculo (10% y 7%, respectivamente), que sélo permite una sobrevida de 36 a 48
h en ayuno (Herpin et al., 1996). Esto se agrava en los lechones mas pequenos
donde la reserva energética es mucho menor, dandose una estrecha relacion entre
peso al nacimiento y supervivencia (English et al., 1985).

|.5 Desarrollo del sistemainmune en el TGl de cerdos.

Desde las diez primeras semanas de nacidos, los cerdos sufren cambios en su

sistema inmunitario. El cerdito al nacer depende de la inmunidad pasiva
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suministrada por la madre. Desde las primeras horas de vida recibe
inmunoglobulinas a través del calostro, que son capaces de atravesar la pared
intestinal. Posteriormente el animal recibe leche materna, que bafa las paredes
intestinales y proporciona cierta inmunidad local a través de la IgA (Hester et al.,
2012).

Morilla (1991) y Quiles (2008) informaron la existencia de bajas concentraciones de
linfocitos T y B, asi como elevados niveles de sustancias inmunosupresoras
durante la etapa de lactancia. Dicha inmunosupresién comienza a revertirse a partir
de los 28-35 dias de edad, momento en que el animal es capaz de producir su
propia actividad inmunologica en cantidades adecuadas. Por tanto, cualquier
estrés, ya sea digestivo, de manejo o combinado, va a afectar al lechén en
momentos criticos desde un punto de vista inmunoldgico (Gatnau et al., 1995).

Al llegar el momento del destete, en el cual la dieta liquida se sustituye por alimento
seco, la falta de capacidad digestiva y el cambio a menor frecuencia de
alimentaciéon y en mayor cantidad, empeora la digestién del alimento y gran
cantidad de éste pasa sin digerir al intestino grueso, fermentandose, lo cual causa
desbalances microbianos y por ende problemas entéricos. Esta situacion hace que
muchos porcicultores, eviten los problemas de diarrea con la reduccion del
consumo de alimento al momento del destete o la aplicacion de aditivos probidticos

(Campabadal y Navarro, 1994).
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.6 Los Probiéticos. Su historia.

Los estudios cientificos de los probiéticos se remontan al ano 1905, cuando el
famoso cientifico ruso Elie Metchnikoff (2009) se convirtié en el primero en escribir
sobre los beneficios de éstos durante la época que estuvo trabajando en el Instituto
Pasteur de Paris, Francia. El habia observado que los agricultores bulgaros
tomaban grandes cantidades de leche agria, una forma primitiva de yogurt y
gozaban de vidas largas y saludables. Por sus estudios posteriores sobre el sistema
inmunolégico, este cientifico fue galardonado con el Premio Nobel en 1908 (Sigrid y
Green, 2009).

Las anteriores observaciones le permitieron descubrir unas bacterias unicas,
capaces de transformar la lactosa, presente en la leche, en acido lactico y que dicha
acidez conferia un ambiente hostil para las bacterias patdégenas, lo cual traeria
beneficios para la salud. Metchnikoff se volvié un firme defensor del concepto de
que la dieta podia proteger el organismo humano de la invasion de patdégenos y en

consecuencia mejorar y prolongar la calidad de vida (Sigrid y Green, 2009).

Contemporaneo con Metchnikoff, Henry Tissier, un médico pediatra franceés,
observo que los nifios con diarrea tenian una baja cantidad de bifidobacterias en
sus heces. Estas bacterias, por el contrario, eran abundantes en los niflos sanos.
Tissier postuld que la administracion de bifidobacterias a pacientes con diarrea
podria ayudar a restaurar su microbiota intestinal (Lopez-Brea y Domingo, 2007;
Sigrid y Green, 2009).

Lilly y Stilwell (1965) utilizaron por primera vez el término “probiético” para
representar a “sustancias secretadas por un organismo y capaces de estimular el
crecimiento de otro”. Nueve afos después, Parker (1974) describio a los probiéticos
como “organismos y sustancias que contribuyen al balance microbiano intestinal”.
Quince afios después, Fuller (1989) postulé que los probiodticos eran “suplementos
microbianos que influyen beneficiosamente en el animal huésped al mejorar su

balance microbiano”. Tiempo después, Salminen (2004) definié a los probidticos
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como “alimentos que contienen bacterias vivas, las cuales son beneficiosas para la
salud”.

Este concepto evoluciona y cambia en el transcurso de los afos de forma
significativa. Garcia (2011) y Arng et al. (2013) indistintamente definieron a los
probidticos como aditivos compuestos por microorganismos vivos, que cuando son
suministrados en cantidades adecuadas, confieren un efecto beneficioso en la
salud del hospedero. Actualmente esta definicibn es la mas aceptada por la
comunidad cientifica, porque ademas del mejoramiento del balance microbiano
intestinal, se incluyen otros efectos que influyen en el estado de salud del

hospedero.

[.6.1 Criterios de seleccion de los microorganismos probidticos.
Un probiético debe reunir las siguientes caracteristicas (Sorrondegui, 2012):
o Las cepas utilizadas no deben ser patdgenas, solamente se utilizaran las

consideradas GRAS (Cepas generalmente reconocidas como seguras)

o No ser sensibles a las enzimas proteoliticas.

o Deben ser estables frente a acidos y bilis, y no conjugarse con las sales
biliares.

o Tener capacidad para adherirse a las superficies epiteliales y colonizar las

células de la mucosa intestinal.

. Mostrar resistencia a las enzimas liticas de la saliva y a las enzimas
digestivas.

o No degradar la mucina.

o Sobrevivir en el ecosistema intestinal.

o Ser capaces de producir componentes antimicrobianos.

o Deben crecer rapidamente en las condiciones del ciego.

o Provocar la inmunoestimulacién, pero sin efectos proinflamatorios.

o Mejorar el rendimiento productivo de los animales.
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[.6.2 Modo de accion de los probiéticos.

Los trabajos para esclarecer los modos de accion de los probidticos en el
hospedero son numerosos (Marteau et al.,, 1997 y Taranto et al., 2000). Los
probidticos cuando se ingieren de manera adecuada regulan el ecosistema de
microorganismos intestinales y se logra un efecto benéfico en el mismo, lo cual
repercute de manera positiva en el estado de salud de los animales (Fuller, 1999 y
Lata et al., 2006).

Dentro de los principales mecanismos de accion propuestos para los probidticos

estan:
o Mejoramiento de la actividad metabdlica del TGI

Los probidticos, una vez que se suministran, desarrollan en el TGl numerosos
mecanismos a través de los cuales contribuyen al balance de los microorganismos
intestinales y proporcionan una mejora en los procesos digestivos en el hospedero
(Patterson y Burkholder, 2003).

Diferentes microorganismos probiéticos producen a través de procesos
fermentativos los AGCC en el TGlI, los cuales se metabolizan en la mucosa y son
transportados eficientemente, por lo que cantidades considerables pueden llegar a
la sangre para su utilizacion posterior. Se considera que el aporte de los AGCC es
de 25-30% para los requerimientos energéticos del mantenimiento en cerdos, 50%
en conejos y 17% en pollos (Kolb, 1976 y Savon, 2005). De manera que si se
produce en el intestino un incremento de los AGCC, habra mayor biodisponibilidad

de estas sustancias como fuentes de energia (Rondon et al., 2008).

Existen evidencias de que al utilizar los probiéticos, fundamentalmente cepas de
Lactobacillus, ya sean monocultivos o mezclas, se incrementa la retencién de los
nutrientes incluidos en la dieta. La retencion aparente de nutrientes (cantidad de
nutrientes consumidos menos la cantidad de nutrientes excretados) se favorece
cuando se utilizan probiéticos, fundamentalmente por la retencién de N, P y Ca
(Angel et al., 2005).
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El efecto de los probidticos ha sido probado in vitro e in vivo. Ellos tienen una
marcada incidencia sobre la actividad metabdlica intestinal y pueden producir
enzimas que destruyen sustancias cancerigenas (Pérez et al., 2007 y Milian et al.,
2008). Ademas, son capaces de sintetizar vitaminas u otros nutrientes ausentes o
presentes en la dieta en cantidades insuficientes (Nomoto, 2000 y Metges, 2000) y
ejercer un efecto hipocolesterolémico (Eamon et al., 2005).

. Actividad antimicrobiana

Los probioticos suprimen la accion de los microorganismos patdogenos mediante la
competencia que se establece por los nutrientes o los sitios de adhesién. Por otra
parte, en el organismo animal se producen metabdlitos toxicos que crean en el
intestino condiciones adversas para el desarrollo de los no beneficiosos. Estos
aditivos microbianos permiten la formacion de una pelicula biolégica que evita la
adherencia de los microorganismos indeseables en la pared intestinal (Cross, 2002
y Coppola et al., 2004).

Las bacterias con actividad probidtica se caracterizan por producir un amplio grupo
de sustancias que inhiben el desarrollo de microorganismos patégenos (Ma et al.,
2004). Dentro de estos compuestos se incluyen las bacteriocinas, los acidos
organicos de cadena corta (acético, propidnico, butirico, isopropionico, isobutirico y

el acido lactico) y sustancias quimicas como el peréxido de hidrégeno.

Tsai et al. (2005) comprobaron que las cepas LAP5 y LF33, aisladas de cerdo y
pollo respectivamente, fueron capaces de inhibir in vitro a Escherichia coli,
Salmonella  typhimurium,  Staphylococcus aureus 'y Bacillus cereus,
fundamentalmente por la produccion de acido lactico. Esta sustancia disminuye el
pH intestinal a niveles tan bajos que se hace imposible la supervivencia de
microorganismos tan peligrosos corno E. coli, Pseudomonas sp., Proteus sp.,
Salmonella sp. y Staphylococcus sp. Estos autores comprobaron in vivo que cuando
se aplicd un probidtico (constituido por BAL) a ratones, no se observo la presencia
de Salmonella en el higado y el bazo, después de desafiar a los animales con este
microorganismo, en cambio en el control (animales no suplementados) se detectd

Salmonella en estos 6rganos.
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Por otra parte, un aspecto que cobra gran importancia en la actualidad es la
produccién de bacteriocinas (Aymerich et al., 2009 y Powell et al.,, 2007).
Tradicionalmente, se consideré a las bacteriocinas como péptidos bioloégicamente
activos que tenian propiedades bactericidas contra otras especies estrechamente
relacionadas con la cepa productora; sin embargo, este concepto se modifico, ya
que se encontraron también acciones bactericidas frente a cepas distanciadas
filogenéticamente (Sablon et al., 2000).

Por lo general, las bacteriocinas destruyen la integridad de la membrana
citoplasmatica a través de la formacion de poros, lo que provoca la salida de
compuestos pequefios o altera la fuerza motriz de protones necesaria para la
produccién de energia, sintesis de proteinas o acidos nucleicos (Chikindas et al.,
1993). En la figura 2, se presenta un esquema que explica los mecanismos de
accion de los distintos tipos de bacteriocinas en la membrana citoplasmatica y
pared celular de las bacterias patdgenas.

o Estimulacién del sistema inmune

En la figura 3 se presenta un esquema que explica como ocurre la activacion del
sistema inmune a partir de la aplicacion de probidticos. A través de la
inmunomodulacién se protege al huésped de las infecciones, donde se induce a un
aumento de la produccién de inmunoglobulinas. La ingestion de probioticos
especificos estimula la fagocitosis y las células inmunes competentes del intestino
asociadas al tejido linfoide con incremento de la activacion de las células
mononucleares y de los linfocitos (Gibson y Roberfroid, 2008). Por lo tanto ocurre
una estimulacion de la respuesta inmune en el hospedero, y a su vez, ejerce un

control sobre la composicion de la microbiota (Tsai et al., 2008).
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Figura 2. Mecanismos de accién de las bacteriocinas a nivel de la pared celular y la
membrana citoplasmatica (Tomado de Chikindas et al., 1993).
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Figura 3. Propuesta de interacciones entre los productos de exclusion competitiva,
probidticos o inmunoestimulantes en la inmunidad intestinal de los animales. SIgA= IgA
secretada; CE= exclusién competitiva; IEC= célula intraepitelial; IEL= linfocito intraepitelial
intestinal; LPL= linfocito de la lamina propia (linfocito T activado); célula dendritica o
macréofago= células antigeno presentes (APC); LB = linfocito B; LT= linfocito T; células M=
células para el transporte de antigenos desde el lumen intestinal hacia el tejido linfoide
asociado al intestino; SC= el componente secretor; endocitosis= proceso en el cual una
sustancia logra pasar al interior de la célula sin atravesar la membrana celular;
transcitocis= proceso de transporte de sustancias a través de una capa de epitelio, que se
realiza por un lado de la célula epitelial, dentro de una vesicula revestida, que puede
entonces ser dirigida a través de la red trans-Golgi y transportada al lado opuesto de la
célula.

Mecanismos propuestos. Captacion del antigeno: 1. El antigeno puede reconocerse
directamente por el IEL y se envian sefiales a los LT en la lamina propia, 2. Cuando el
antigeno es captado por las células de M se utiliza el proceso de transcitosis, hay 2
mecanismos posibles para estimular la respuesta inmune: a) el antigeno es captado
directamente por macréfagos o células dendriticas, las que son capaces de procesar y
presentar a los LT en la lamina propia, o b) el antigeno activa las células B, las que
estimulan a los LT en la lamina propia. 3. La captacion del antigeno puede hacerse por las
IEC que usan el proceso de endocitosis. Las IEC son capaces de actuar como APC y
procesar el antigeno, entonces el antigeno es presentado a los LT en la Iamina propia.
Produccién de SlgA: Los LT (LPL) activados producen citoquinas que estimulan la
activacion de los LB, e inmediatamente las células plasmaticas producen IgA. La IgA
adquiere el componente secretorio (SIgA) en las IEC y se interna en estas células para
finalmente estar disponible en el lumen intestinal y asi ejercer la proteccion de superficie
(Tomado de Revolledo et al., 2006).
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Los microorganismos probidticos crean un complejo con las bacterias propias del
animal para favorecer los mecanismos de defensa, la produccion de sustancias
antimicrobianas, la disminucién del pH intestinal, la reduccion del crecimiento de
patdgenos, la estimulacion de la actividad de macréfagos vy linfocitos, lo que influye
en mejores rendimientos productivos ( Smolander et al., 2004 y Milian, 2009).

A través de la inmunomodulacién se protege al huésped de las infecciones, donde
se induce a un aumento de la produccion de inmunoglobulinas. La ingestion de
probidticos especificos estimula la fagocitosis y las células inmunes competentes
del intestino asociadas al tejido linfoide con incremento de la activacién de las
células mononucleares y de los linfocitos (Gibson y Roberfroid, 2008 y Tsai et al.,
2008).

[.6.3 Microorganismos empleados como probioticos en la produccion animal.
Los principales microorganismos que se utilizan como probidticos, se muestran en
la tabla 1.

Tabla 1. Microorganismos que se usan como probidticos (Alvarez-Olmos y
Oberhelman, 2001 y Escalante, 2001).

Lactobacillus Bifidobacterium Lactococcus Streptococcus Enterococcus Bacillus y
otras
especies
L. acidophilus B. bifidum L. cremoris S. thermophilus | E. faecium B. subtilis
L. bulgaricus B. infantis L.diacetylactis | S. lactis E. faecalis B. coagulans
L. rhamnosus GG B. lactis L. lactis S. cerevisiae
L. casei B. adolescentis S. boulardii
L. kefir B. breve Leuconostoc
L. brevis B. longum
L. reuteri
L. helveticus
L. plantarum
L. johnsonii
L. salivarius

A partir de la informacién anterior se reconoce que dentro de las bacterias que mas

se utilizan como probidticos estan Bacillus subtilis y Lactobacillus salivarius. A

continuacion se presentan las caracteristicas de estas bacterias.

° Bacillus subtilis
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Segun Stanier (1996) y Buchanan y Gibbons (1997), las bacterias del género
Bacillus son generalmente gram positivas, aunque algunas especies presentan
reaccion variable a esta técnica de tincion. Estas bacterias tienen forma de
bastoncillo, se agrupan en cadenas, son maétiles con flagelacion peritrica, forman
endosporas, son aerobias, anaerobias facultativas y aerotolerantes. Por otra parte,
no son adherentes, son productoras de sustancias antimicrobianas y producen
enzimas hidrolasas. Tienen reaccion positiva a la catalasa, hidrolizan la gelatina,
fermentan algunos azucares y en ocasiones producen gas. Usualmente
descomponen las proteinas para producir amonio. Generalmente crecen a 37 °C, la
mayor parte son saprofitas y estan presentes, comunmente en el suelo e incluso en

el conducto intestinal de los animales, asi como en algunos alimentos.

La especie Bacillus subtilis se reconoce como GRAS en la alimentacién animal
(EFSA, 2007). Es catalogada como promotora del crecimiento e
inmunoestimulante, ya que los componentes de la pared celular de esta especie
estimulan el sistema inmunolégico a través de la activacion de anticuerpos
especificos que son sumamente eficaces contra virus, hongos y bacterias
patdogenas. También estan consideradas como agentes de exclusion competitiva,
ya que favorecen la integridad intestinal e incrementan la eficiencia en la utilizacién
y absorcion de los nutrientes (Knap et al., 2011). En la figura 4 se presenta una
microfotografia electronica de Bacillus subtilis E-44, cepa empleada en el presente

trabajo.

Esta especie produce enzimas como proteasas, amilasas, manosidasas Yy
glucosidasas, las cuales descomponen las complejas moléculas presentes en los
alimentos y las transforman en nutrientes mas simples, los que se absorben por el
animal o pueden emplearse por otras bacterias beneficiosas para el establecimiento

de una microbiota intestinal balanceada (Pérez, 2000 y Zoek, 2005).
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Figura 4. Microfotografia electronica de la morfologia bacteriana de la cepa Bacillus
subtilis E-44 (Tomado de Milian, 2009).

° Lactobacillus salivarius

En la figura 5 se presenta una imagen de la especie Lactobacillus salivarius C-65, la
cual se caracteriza por ser una bacteria gram-positiva, no formadora de esporas,
con morfologia bacilar. Es un organismo homofermentativo (s6lo produce un
subproducto del metabolismo, acido lactico) que se encuentra naturalmente en las
cavidades orales de los humanos y animales, los intestinos y la vagina. Se
considera no patdogena y se utiliza a veces para producir acido lactico en los
alimentos fermentados, también se emplea como un probidtico para ayudar a

prevenir las infecciones por otros microorganismos (Riboulet et al., 2012).
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Figura 5. Microfotografia electronica de la morfologia bacteriana de la cepa
Lactobacillus salivarius C-65 (X4000) (Tomado de Rondon, 2009).

El género Lactobacillus es miembro de las bacterias acidas lacticas e incluye un
grupo diverso de bacterias que comprenden actualmente 174 especies (Sang el al.,
2011). Los lactobacilos son objeto de estudios de muchos autores, debido a su
importancia para la produccion de alimentos fermentados (Tannock et al., 2004),
ademas, son microorganismos empleados como probioticos, ya que son capaces
de reducir los niveles de bacterias patogenas en el tracto intestinal de los animales
(Neville y O' Toole, 2010).

L. salivarius también produce una enzima llamada lactasa, asi como bacteriocinas,
proteinas o peéptidos que son téxicos para algunos otros tipos
de bacterias. Se conoce que es un desafio cultivar a L. salivarius en un medio de
cultivo con fines de produccion; sin embargo, es un microorganismo muy prolifico
en el intestino, por lo que es capaz de competir con muchas otras bacterias, entre
las que se incluyen los patégenos (Riboulet-Bisson et al., 2012).

L. salivarius se caracteriza por ser una bacteria probiética muy eficaz, ya que
desarrolla un papel muy importante en el mantenimiento del sistema digestivo de
forma saludable. Entre sus efectos estd mantener el balance microbiano de manera
correcta en el intestino, atacando a muchas de las bacterias perjudiciales (Avram,
2010).

I.6.4 Resultados del uso de probidticos con Lactobacillus spp. y Bacillus spp. en
cerdos.

En la literatura se refiere que desde hace afios se emplean cepas de lactobacilos y
bacilos en monocultivos o en mezclas de ellos, o bien en combinaciones con otros
microorganismos de diferentes géneros, para comprobar el efecto de estos
productos en diferentes indicadores productivos y de salud en la cria de cerdos.
Faria et al. (2006) y Quintero y Huerta (2010) plantearon que el uso de probidticos
en cerdos se dirige a mejorar los sintomas de estrés y a actuar como promotores
naturales del crecimiento, ya que incrementan la produccién y mejoran el estado

general de salud de los animales.
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Una alternativa al uso de antibidticos, es la utilizacién de microorganismos vivos con
caracteristicas probidticas en la dieta. En este sentido De Angelys (2007) empled
una cepa de Lactobacillus plantarum para el control de bacterias entéricas e influir

beneficiosamente en las comunidades gastrointestinales de cerdos.

Marin et al. (2007) informaron que cuando se suministré a cerdos una crema de
biomasa proteica, con un cultivo mixto de levaduras y bacterias lacticas
(Lactobacillus acidophilus), se produjo el incremento de la ganancia de peso y la

disminucion de la mortalidad y la incidencia de diarreas.

Se plantea que los lactobacilos son altos productores de acido-lactico y con la
ayuda de las enzimas proteoliticas pueden aumentar la digestion de nutrientes en el
tracto gastrointestinal (Cho et al., 2011). En este sentido, estos autores demostraron
que la eficiencia alimenticia era significativamente mayor en los cerdos
suplementados con 3 mL de una mezcla probidtica de L. amylovorus y E. faecium

(108 UFC.mL™), en comparacion con los cerdos del tratamiento control.

Ojito (2012) y Rondon et al. (2013) aplicaron un probiético a base de Lactobacillus
salivarius en cerdos comercial Yorkshire - Landrace x L35, una dosis de 5 mL (10°
UFC.mL™) por kg de alimento. Como resultado se mejoré el estado de eubiosis del
tracto gastrointestinal, lo cual contribuy6 a incrementar (P<0,05) el peso vivo de los
animales a las cinco semanas y la ganancia de peso diaria. Por otra parte se mejoré
la conversion alimenticia y disminuy6 la incidencia de diarreas en los animales
tratados con el biopreparado.

El género de Bacillus subtilis se cita dentro de las bacterias de mayor importancia
para su empleo como probiotico en los animales Entre estas investigaciones se
encuentra la realizada por (Milian, 2009), quien utilizé6 un preparado probidtico que
contenia una mezcla de Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis, la cual adicion6 en
el alimento de cerdas y cerdos lactantes en dosis de 0,03 y 0,02%,
respectivamente. Este autor concluyé que este producto tenia un efecto positivo en
la velocidad de crecimiento (17%), eficiencia de utilizacion del alimento (7%) y en el

equilibrio de la microbiota intestinal, con reduccion de las poblaciones de
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microorganismos patdégenos como E. coli y el incremento de Lactobacillus spp., con
efectos marcados en la salud de los cerdos que consumieron el preparado en
comparacion con el grupo donde se incluyé la virginiamicina como APC.

Ayala (2010) estudio el efecto de un aditivo alimentario en cerdas y sus crias
durante la lactancia y en cerdos destetados, divididos en dos grupos
experimentales: un control sin aditivo y uno donde se incluyé Bacillus subtilis en la
alimentacion de las categorias en estudio. Se obtuvieron incrementos de peso de
5% en las crias que consumieron el esporulado y en los cerdos posdestete se
alcanzé 8,6%, con respecto al control.

Jiraphocakul et al. (1999) y Cortés et al. (2000) informaron que las endosporas
viables de Bacillus subtilis incluidas en el alimento son estables a la acidez gastrica
y actuan contra patdégenos especificos en el intestino, tales como E. coli. Su uso
incrementd los conteos de Lactobacillus en este ecosistema y mostré efecto
promotor del crecimiento.

Estudios realizados por Jorgensen y Curti (2003) demostraron que el suministro de
Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis a las cerdas gestantes dos semanas antes
del parto y durante la lactacion, puede reducir la mortalidad predestete, mejorar la
funcionalidad intestinal de los lechones y por consiguiente, un mayor peso al
destete (en torno al 7%).

A consecuencia del estrés que se produce después del destete, el empleo de los
probidticos es una opcion para mejorar esta situacion. Al respecto, Yang et al.
(2003) evaluaron un probidtico a base de Bacillus y sus esporas, solo o en
combinacion con antibidticos, en dietas de cerdos posdestete. Estos autores
refieren que se produjo la mejora de la ganancia media diaria y el indice de
conversion en los cerdos que consumieron 1,1 x 10° esporas.g'1 con respecto al
control sin aditivo. Se evidencid, que desde el punto de vista practico, éste es un
momento clave en la vida del lechén y que su empleo va a provocar una mejora en
los indices técnicos durante el periodo de transicion.

Link y Kovac (2006) estudiaron la influencia del preparado probiético BioPlus 2B,

conformado por Bacillus subtilis en una concentracion 3.2 X 10° ufc.kg’ de
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alimento, en cerdos de 42 dias. Los resultados mostraron mejor eficiencia en la
utilizacion del alimento en los grupos de animales donde se suministro el probiético.
Asimismo, al estudiar los indices metabdlicos, se encontraron diferencias (P< 0,05)
al incrementarse los niveles de proteinas totales en los sueros de los cerdos
tratados con el probidtico.

Chiquieri et al. (2013) determinaron el efecto de tres aditivos: probidtico, prebidtico y
antibidtico, sobre el desempefio y la altura de las vellosidades intestinales de
lechones destetados a 21 dias de edad. Estos autores informaron diferencias en la
altura de las vellosidades duodenales, encontrandose un aumento significativo en
los tratamientos con probidtico, en comparacion con los restantes grupos

experimentales.

Wall et el. (2012) desarrollaron un experimento con el objetivo de controlar la
infeccion por Salmonella spp. en cerdos. Para ello evaluaron la inclusién de una
mezcla de Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis en el agua de bebida de lechones
en crecimiento, en comparacién con un antimicrobiano. Estos autores informaron
que se observo resistencia de Salmonella spp. frente al antibiético utilizado en el
ensayo; asi como la no presencia de Salmonella en las heces de los animales que
consumieron los biopreparados probiéticos.

Los cultivos de Bacillus esporulados inducen in vivo la secrecion de IgA e IgG (Nava
y Davila, 2004 y Kaminogawa y Nanno, 2004) y estimulan la sintesis de linfocitos T
y citoquinas, para favorecer la destruccién intracelular de patégenos, tales como

Salmonella spp., E. coli y otros (Hosoi et al., 2000 y Hong et al., 2004).

-25-



Capitulo II. Materiales y Métodos

CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

. Comprobacién de la calidad microbiolégica del SUBTILPROBIO® vy
PROBIOLACTIL®

[1.1.1 Elaboracion de los biopreparados probioticos®
Material biolégico y medios de cultivo

Cepas de Lactobacillus salivarius C-65 y Bacillus subtilis E-44, procedentes del
tracto digestivo de pollos de ceba y jugo de tomate alterado respectivamente.
Ambas cepas se obtuvieron del cepario del Centro de Estudios Biotecnoldgicos
(CEBIO) de la Universidad de Matanzas.

Medios de cultivo

Indculo:
. Para Lactobacillus: Caldo MRS (De Mann et al., 1960) (CONDO, Espana).

o Para Bacillus: Caldo Nutriente (BIOCEN, Cuba).

Medios de cultivo industrial:

o Medio de crecimiento de Lactobacillus salivarius (MCLs), elaborado segun la
metodologia de Rondon (2009)

o Medio de crecimiento de Bacillus subtilis (McBs), elaborado segun la
metodologia de Milian (2009)

La composicion del medio que se disefid para el crecimiento de Bacillus subtilis se

presenta en la tabla 2.
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Tabla 2. Composicion del medio para el crecimiento de Bacillus subtilis (Milian,
2009).

Medio para el crecimiento de Bacillus subtilis (McBs)

Composicién Unidades. L™
Miel final (50% ART) 50 g (25 g ART)
Hidrolizado de levadura (18% NT) 50 mL (0,9 NT)
Peptona bacteriolégica 39 (0,22 NT)
Cloruro de Sodio 59

CaCl, 0,01g

ART, Azucares reductores Totales; NT, Nitrégeno Total.----- pH 7,0 y temperatura de incubacion 37 °C.

La composicion del medio que se disefid para el crecimiento de Lactobacillus

salivarius se presenta en la tabla 3.

Tabla 3. Formulaciéon del medio MCLs

Composicion Unidades.L™
Miel final de cafia (58 % ART) 30g
HELSc (17 % NT) 210 mL
K,HPO, 2 g
Citrato de Amonio 59
Acetato de Sodio 59
MgS0,.7H,0 029
MnSO, H,O 0,02 g

ART, Azucares reductores Totales; NT, Nitrogeno Total. pH 6,5 y temperatura de incubacién 37 °C.

La elaboracion de los aditivos probidticos se realizé de acuerdo a las metodologias
descritas por Ronddén (2009) para PROBIOLACTIL® y Milian (2009) para
SUBTILPROBIO®.

[1.1.2 Andlisis microbiolégico de los biopreparados.

Después de la obtencion de los biopreparados, se procedid al analisis
microbiologico, para lo cual se tomaron 3 muestras de ambos cultivos y se procedi6

a realizar el conteo de células viables y de microorganismos contaminantes.
Conteo de viables

Se efectud el conteo de células viables de Lactobacillus salivarius C-65 y Bacillus

subtilis E-44 a los biopreparados como se describe a continuacion:

Lactobacillus salivarius. Para efectuar el conteo se realizaron diluciones seriadas

de las muestras en una relacion de inoculacién de 1:10 (v/v) en agua de peptona
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(OXOID), desde 10" hasta 10" Las tres ultimas diluciones se inocularon
individualmente (1 mL) a profundidad en placas con agar MRS. Esta operacién se
replicé tres veces y las placas se incubaron a 37 °C en condiciones de anaerobiosis
por 48 h. Posteriormente, el numero de unidades formadoras de colonias (UFC) se

determind bajo lupa por conteo visual de colonias.

Bacillus subtilis: Para efectuar el conteo se realizaron diluciones seriadas de las
muestras en una relacion de inoculacion de 1:10 (v/v) en solucion salina (8% NacCl),
desde 10" hasta 10, Las tres ultimas diluciones se inocularon individualmente
(0,1 mL) en placas, en la superficie del medio agar nutriente, con espatula de
Drigalski. Esta operacion se replico tres veces y las placas se incubaron a 37 °C en
condiciones aerobias por 24 h. Posteriormente, el nimero de unidades formadoras

de colonias (UFC) se determind bajo lupa por conteo visual de colonias.
Conteo de contaminantes en los biopreparados

El conteo se realizé de acuerdo con las normas de Microbiologia de los Alimentos
para Consumo Humano y Animal NC-ISO (Bennett y Lancette, 2007). Se realizaron
diluciones seriadas de las muestras segun NC-ISO 6887:2002. Todos los datos

presentados son valores medios de tres repeticiones por biopreparado (tabla 4).

Tabla 4. Determinacion de microorganismos contaminantes.

Pruebas microbioldgicas Referencia NC- ISO
Recuento de coliformes fecales y totales 4832: 2002
Recuento de Pseudomonas auruginosa 4833: 2002
Recuento de Staphylococcus aureus 6888: 2003
Recuento de Bacillus cereus 4833: 2002
Conteo de Salmonella en 25 mL 6579: 2004
Conteo de Enterobacterias 4832: 2002

[1.1.3 Analisis quimicos
Determinacién del pH: La medicion de los valores de pH a las muestras se realizd

en un pHmetro digital (Sartorius Meter PP-25).
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[I.2 Comprobacion la calidad microbiolégica de los aditivos probidticos
SUBTILPROBIO y PROBIOLACTIL".
En la figura 6 se muestra el diagrama de la Comprobacién la calidad microbioldgica

de los aditivos probioticos SUBTILPROBIO® y PROBIOLACTIL®-

Etapa 1. Comprobacion de Ia calidad
microbiolégica del SUBTILPROBIO®y
PROBIOLACTIL®

Metodologias de Milian

Elaboracion de los (2009) y Rondon (2009
aditivos probiodticos

Analisis microbiolégico [ Analisis Quimico ]

de los aditivos

[

l

Conteo de

[Conteo de viables ]
microorganismos

Normas de Microbiologlia de
los Alimentos para consuma

Métodos de las contaminantes humang y animal (Bennett y
diluciones seriadas y Lancette, 2007).
siembra en placas

(Harrigan, 1968)

Figura 6. Diagrama de la comprobacion de la calidad microbiologica del
SUBTILPROBIO® y PROBIOLACTIL®.

1.2.1 Evaluacion del efecto probiético del SUBTILPROBIO®, PROBIOLACTIL®

y su mezcla en indicadores productivos y de salud de cerdos en las etapas de

lactanciay preceba.

Para evaluar el comportamiento productivo y la salud de los cerdos con la inclusion
de los biopreparados probidticos se desarrollaron dos experimentos, los cuales se

describen a continuacion:

I1.2.2 Experimento 1. Evaluacién del efecto probidtico del SUBTILPROBIO®,
PROBIOLACTIL®

cerdos en la etapa de lactancia.

y su mezcla en indicadores productivos y de salud de
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e Tratamientos y condiciones experimentales

El experimento se desarroll6 en la Unidad Porcina Gelpis (Anexo 1) perteneciente a
las FAR, situada en el Municipio de Matanzas. El experimento se desarrollé durante
33 dias, en el periodo comprendido del 20 de Septiembre al 15 de octubre del
2014. En este periodo la humedad relativa promedio fue de 79% y la temperatura
minima (20 °C) y maxima de (27 °C) segun reporte del Centro de Meteorologia

Provincial de Matanzas (Estacién Meteorolégica, 2015).

Para el desarrollo del experimento se empledé un disefio completamente

aleatorizado, en el que se incluyeron cuatro tratamientos:

o Grupo 1. Control, solamente dieta basal (sin la inclusién de aditivos)
o Grupo 2: Dieta basal + aditivo PROBIOLACTIL®

. Grupo 3: Dieta basal + aditivo SUBTILPROBIO®

o Grupo 4: Dieta basal + la mezcla de los aditivos PROBIOLACTIL® +
SUBTILPROBIO® (50:50).

Se utilizaron 12 camadas de cerditos a partir del primer dia de vida y hasta los 33
dias de edad, del cruce comercial Yorkshire - Landrace x L35 (Anexo 2),
descendientes de cerdas de segundo parto y con camadas ajustadas a un mismo
tamafo (10 crias). En cada tratamiento se emplearon 30 cerditos, los cuales
constituyen repeticiones en cada uno de los tratamientos. Todos los cerditos fueron

pesados en una pesa reloj de 15 kg (precision + 5 g).

Los probidticos se diluyeron en agua antes de usarse (1:3), para aumentar
volumen, lograr una mayor homogenizacion y mezcla con el pienso. Los mismos se
utilizaron en dosis de 5 mL por kg de alimento. Cada uno conté con una poblacion
de 10° UFC.mL™, seguin lo recomendado por Jin et al. (1998) y Griggs y Jacob
(2005). Los biopreparados se mezclaron con el concentrado y se suministraron
desde los siete dias de nacidos hasta el final del experimento. Las camadas de

cada tratamiento se ubicaron distantes unas de otras para evitar la autoinoculacion.
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Ademas de la leche materna, la alimentacion con el concentrado comenz6 desde
los siete hasta los 33 dias de edad, para lo cual se estimo el consumo promedio de
0,06 kg en toda la etapa, segun el Manual de crianza porcina del Instituto de
Investigaciones Porcinas (IIP, 2008). El concentrado se les suministraba tres veces
al dia (en horas de la mafana, al mediodia y en horas de la tarde) y el mismo

cumplia con los requerimientos de la categoria (tabla 5).

Tabla 5. Composicion y aporte en base seca de la dieta consumida por las crias
lactantes.

Ingredientes % de inclusién
Harina de maiz 70,36
Harina de Soya 27,00

Cloruro de sodio 0,50

Carbonato de Calcio 0,50

Fosfato dicalcico 1,00

Premezcla® 0,50

Colina 0,14
Aportes

DM (%) 90,81

CP (%) 19,00

PB (%) 23,22

EM, MJ kg-1 18,97

Ca (%) 0,61

P (%) 0,49

Ash (%) 4,55

1 Premezcla de vitaminas y minerales por kg de concentrado: vitamina A, 12.000 IU; vitamina D, 2,600 IU; vitamina E, 30 IU;
vitamina B1,,12 ug; vitamina K, 3 mg; Pantotenato de calcio 15 mg; Acido nicotinico 40 mg; choline 400 mg; MN 40 mg; Zn 40
mg; Fe 40 mg; Cu 8,8 mg; 1 0,35 mg y Se 0,3 mg.

En la figura 7 se muestra el diagrama de la evaluacion del efecto probiético de los
biopreparados de PROBIOLACTIL®, SUBTILPROBIO® y la mezcla de ambos

productos en cerdos lactantes.
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o Manejo de los animales

Antes que las reproductoras fueran trasladadas a la nave de maternidad se
bafiaron con agua corriente y se desparasitaron de manera externa e interna. La
primera se realiz6 con acaricida (Sebacil) para evitar el contagio de las crias con

ectoparasitos.

Experimento 1. Evaluacién del efecto probiético del SUBTILPROBIO®,
PROBIOLACTIL® y su mezcla en indicadores productivos y de salud de

cerdos en la etapa de lactancia.
|

v
120 cerditos de laraza cruce comercial Yorkshire - Landrace x
L35. Disefio completamente aleatorizado

v

Tratamientos experimentales

v Dosis: 5 mL (10° UFC g de concentrado)
\4 v v *
Grupo | Control Grupo Il Grupo I Grupo IV
Dieta Dieta + Probiolactil Dieta + Subtilprobio Dieta + Mezcla
| ! I [
Indicadores evaluados
MOMENTOS DE
MUESTREOS:
* + Al dia de nacidos, 7, 15, 21 35
*Peso vivo .
*Mortalidad

*Incremento de peso

. s *|ncidencia de diarreas
*Ganancia media diaria

Figura 7. Diagrama de la aplicacion de los probioticos en lactantes.

El parto se realiz6 de manera natural, al finalizar se eliminé la placenta, no hubo
crias muertas, obteniéndose un promedio de 10 cerdos por camada. Las crias
estuvieron alojadas junto a las cerdas en boxer de la nave de maternidad hasta el
momento del destete (treinta y cinco dias de edad). Los biopreparados mezclados
con el pienso de inicio se suministraron en comederos situados en una de las

esquinas traseras del boxer.
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El agua se les ofrecio, tanto a la reproductora como a las crias, en bebederos de
tipo tetinas. El agua proviene de un pozo, al cual estda acoplada una turbina
sumergible, encargada del abastecimiento del tanque principal; este ultimo
abastece a las tetinas por gravedad y a dos tanques, los cuales presentan cada
uno una turbina horizontal de fregado, conjuntamente con una manguera para cada

tanque que son utilizadas para la limpieza a presién de los corrales.

e Esquema de vacunacion
En la tabla 6 se presenta el esquema de vacunacion o los medicamentos
empleados en las camadas experimentales durante la etapa de lactancia. Los
mismos se les suministraron a los cerdos por via intramuscular; en el caso de

Tylosin 20 H se aplicé durante cinco dias en aquellos cerdos que presentaron

diarreas.
Tabla 6. Sistema de vacunacién y de medicamentos.
Dias de edad Vacunas y medicamentos Dosis (mL)
1-3 Dextrana con hierro 2
33 Colera 2
- Tylosin 20 H 1/ kg de peso
o Indicadores productivos y de salud

Semanalmente se registraron los indicadores productivos, peso vivo (PV),
incremento de peso (IP) y ganancia media diaria (GMD); asi como los indicadores
de salud, incidencia de diarreas y mortalidad. Los muestreos se realizaron a los 7,
15, 21 y 33 dias de edad. Los parametros se calcularon segun las formulas
descritas en la tabla 7 (UCAN- IIA, 1998). Para determinar el peso final de cada
una de las crias se empled una balanza digital que puede pesar hasta 15 kg con
una precision de +5 g.

Tabla 7. Formulas empleadas para la determinacion de indicadores productivos
(UCAN- lIA, 1998).

Indicadores Formula
Incremento de peso (IP) IP = PF - PI
(PF: Peso final; Pl: Peso inicial)
Ganancia media diaria GMD = PF - P1/ 33 dias
(GMD) (PF: Peso final; PI: Peso inicial)
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La mortalidad (M) y la incidencia de diarreas (ID), fueron los parametros de salud

que se evaluaron a partir de las observaciones diarias.

1.2.3 Experimento 2. Evaluacién del efecto probiético del PROBIOLACTIL®,
SUBTILPROBIO® y su mezcla en indicadores productivos y de salud en

cerdos durante la etapa de preceba.
o Tratamientos y condiciones experimentales

El experimento se llevé a cabo en la Unidad Porcina Gelpis. Se emplearon 80
cerdos de la raza Mestiza (Anexo 3), desde los 34 hasta 76 dias (42 dias), en el
periodo comprendido del 20 de noviembre al 15 de diciembre del 2014. En la
etapa, las temperaturas que se registraron fueron: Maxima absoluta promedio 29 +
7 °C, minima absoluta promedio 16 £+ 5 °C y media promedio 21 + 4 °C. La
humedad relativa promedio estuvo en 81%, segun reporte del Centro de
Meteorologia Provincial de Matanzas (Estaciéon Meteoroldgica, 2015). Se empled
un disefio completamente aleatorizado, en el que se incluyeron 4 tratamientos. Los
muestreos se realizaron a los 34, 45, 60 y 76 dias.

o Grupo 1: Solamente dieta basal (sin aditivos)

o Grupo 2: Dieta basal + aditivo PROBIOLACTIL®.

o Grupo 3: Dieta basal + aditivo SUBTILPROBIO®.

o Grupo 4: Dieta basal + la mezcla de los aditivos PROBIOLACTIL® +
SUBTILPROBIO® (50:50).
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e Condiciones de manejo y alimentacion

Las naves donde se alojaron las camadas se sometieron a una habilitacion
sanitaria segun lo establecido por el Instructivo Técnico (1998) para la crianza de
los cerdos. El suministro de agua fue similar al experimento 1 y el consumo de
alimentos fue restringido, con una dieta similar a la utilizada en el experimento

anterior (tabla 5).

En la tabla 8 se presenta el suministro de alimento a los animales durante todo el

experimento.

La dosis de los aditivos Subtilprobio® y Probiolactil® que se suministraron a los
animales fue de 10° UFC. mL, mezclandose 5 mL.kg" de concentrado. Cada

tratamiento presenté 20 repeticiones (cerditos).

Tabla 8. Suministro de alimentos durante el experimento.

Semanas Consumo de alimento por Consumo de alimento
animal al dia (kg) total por corral al dia (kg)

Semana 1 0,2 4

Semana 2 0,3 6

Semana 3 0,4 8

Semana 4 0,5 10

Semana 5 0,6 12

Semana 6 0,7 14
Suministro total de 18,9 kg por cerdo 378 kg por corral
alimento durante el

experimento

o Esquema de vacunacién
En la tabla 9 se presentan las vacunas y medicamentos que se utilizaron durante
el experimento. A los animales se les vacund contra la Peste Porcina Clasica
(Célera), aplicada a los 45 dias de edad segun el Instructivo Técnico para la
crianza porcina y en aquellos cerdos que presentaron diarrea se les suministro

Tylosin 20 H durante cinco dias.
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Tabla 9. Sistema de vacunacién

Dias de Vacunas y medicamentos Dosis (mL)
edad
45 Coélera 2
- Tylosin 20 H 1/ kg de peso

En la figura 8 se muestra el diagrama de la evaluacion del efecto probidtico de los

biopreparados

de PROBIOLACTIL®, SUBTILPROBIO® y la mezcla de ambos

productos en cerdos en la etapa de preceba.

Experimento 1. Evaluacion del efecto probidtico del
SUBTILPROBIO®, PROBIOLACTIL® y su mezcla en indicadores
productivos y de salud de cerdos en la etapa de preceba.

v

80 cerdos de la raza mestiza
Disefio completamente aleatorizado

| Tratamientos experimentales F
v Dosis: 5 mL (10° UFC g™ de concentrado)
A 2 v \4 v
G'“p‘[’).' ?O”"O' J Grupo Il Grupo Il Grupo IV
e Dieta + Probiolactil Dieta + Subtilorobio Dieta + Mezcla
L I 1 I
v
[ Ilndicadores evaluados MOMENTOS DE
+ MUESTREOS:
34,45,60y 76 dias.
Productivos Salud
_ v
*Peso vivo
. *Mortalidad
*Consumo de alimentos
Y ®|Incidencia de diarreas

*Conversion alimenticia
condémicos
®Incremento de peso

v
®Ingresos
*Costo por peso
*Ganancia
*Costos totales
*Rentabilidad

Figura 8. Diagrama de la secuencia del experimento 2.
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. Procedimiento experimental para el analisis de las muestras

El procedimiento para evaluar la actividad bioldgica, en cada uno de los muestreos,

se describe a continuacion:
. Indicadores productivos:

En la tabla 10, se muestra como se midi6 el peso vivo (PV), el incremento de peso,
la conversion alimenticia (CA) y la ganancia media diaria (GMD) de los cerditos
para la etapa de preceba, los cuales fueron determinados segun las siguientes
férmulas (UCAN- [IA, 1998).

Para determinar el peso final de cada una de las camadas se emple6 una balanza

de gancho.

Tabla 10. Formulario para determinar los indicadores productivos

Indicadores Formulas
Peso vivo (PV) En cada momento de muestreo
CA=CallP
Conversion alimenticia (CA) Ca=consumo de alimento
IP=incremento de peso
Incremento de peso (IP) IP =PF -PI
(PF: Peso final; PI: Peso inicial)
Ganancia media diaria (GMD) GMD = PF - Pl / 42 dias
PF= peso final
Pl= peso inicial

= Indicadores de salud

La mortalidad (M) y la incidencia de diarreas (ID), fueron los indicadores de salud
que se evaluaron, donde se realizé la observacion diaria para verificar la existencia

0 no de tales indicadores.
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[I.3 Evaluacion preliminar de la Factibilidad econémica del empleo de los

biopreparados en cerdos durante la preceba.

Para determinar los beneficios econémicos que aporta la aplicacién de los aditivos
zootécnicos en estos animales se procedié a la busqueda de la informacion
econdmica necesaria para cada uno de los elementos o componentes que

intervienen en el proceso.

Para calcular los costos de produccion se tuvieron en cuenta: el costo del
biopreparado, de los cerdos al destete, del concentrado, salario de los
trabajadores, precio de los kg de peso vivo, precio de vacunas y antibiéticos que se

utilizaron.
Se calcularon ademas los siguientes indicadores (Vega et al., 2001):
Ingresos = Peso vivo X precio de venta

Costo por peso = Costo total
Ingresos
Ganancia = Ingresos — Costos totales

Costos Totales = costos fijos + costos variables
Rentabilidad = Ganancia x 100

Costo total
[I.4 Procesamiento estadistico.
En el experimento se realizé un disefio completamente aleatorizado. Las variables
peso vivo inicial y final (PV inicial y PV final), incremento de peso vivo (IPV),
ganancia media diaria (GMD) y conversién alimenticia (CA), fueron estudiadas
mediante la aplicacion de un modelo de analisis de varianza simple, previa
comprobacion de la distribucion normal de los datos y de la homogeneidad de
varianza. Donde existio diferencia estadistica significativa se aplicd la docima de
comparacion de Duncan, (1955). Todas las pruebas fueron realizadas mediante el
Software estadistico Statgraphics Version 5.1 (2002).
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CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

1.1 Comprobaciéon de la calidad microbiolégica del SUBTILPROBIO® vy
PROBIOLACTIL®.

Los resultados de la caracterizacion microbiolégica de los cultivos aparecen en
la tabla 11. Se puede apreciar que los preparados biolégicos alcanzaron altos
niveles de lactobacilos y bacilos, sin presencia de contaminantes. Las
condiciones de asepsia a nivel de laboratorio y la produccion de sustancias
antimicrobianas (acidos y probablemente bacteriocinas) favorecieron la no
proliferacion de agentes microbianos extrafos durante todo el periodo de
conservacion. Estos resultados coinciden con lo descrito por Milian (2009) y
Rondén (2009), quienes elaboraron la metodologia para la obtencién de estos

productos.

Tabla 11. Caracterizacion microbioldgica de los biopreparados probidticos.

Microorganismos | Probiolactil® | Subtilprobio®
Poblacién microbiana
Lactobacillus 12 Log UFC. mL™ -
salivarius
Bacillus subtilis - 12,8 Log UFC. mL™
Microorganismos contaminantes
Coliformes totales [ <10 UFC. mL™ <10 UFC. mL™
Coliformes fecales | <10 UFC. mL" <10 UFC. mL™
Hongos <10 UFC. mL™ <10 UFC. mL™
Levaduras <10 UFC. mL" <10 UFC. mL"
Salmonella negativo negativo
Staphylococcus <10 UFC. mL™ <10 UFC. mL™
Bacillus cereus <10 UFC. mL™ <10 UFC. mL™

Se comprobd que el pH de los aditivos elaborados se comporté de acuerdo a
las normas de calidad que se establecen en las metodologias descritas por
Milian (2009) y Rondén (2009). Para el Subtilprobio® se observé un pH de 7,2
(DE: 0,96) y para el Probiolactil® se manifesté un pH de 3,8 (DE: 0,83).

Se comprobdé que los dos biopreparados estan libres de contaminantes,
aspecto que debe ser confirmado antes de suministrar estos aditivos a los

animales, no solo por un problema de bioseguridad, también para que no exista
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interferencia microbiana en los efectos que éstos puedan causar en el tracto

digestivo.

.2 Determinacién del efecto probidtico del PROBIOLACTIL®,

SUBTILPROBIO® y su mezcla en cerdos en la etapa de lactancia.

En la figura 9 se aprecia que los cerdos al nacer no manifestaron diferencias en
el peso vivo; sin embargo, los pesajes que se realizaron a los 7, 15, 21 y 33
dias muestran diferencias entre el peso de los animales del grupo control y los
tratamientos donde se aplicaron los biopreparados. EI mejor comportamiento
se manifestd en el tratamiento 2 (Probiolactil®), seguido por el grupo donde se

suministré el Subtilprobio® y la mezcla.

1 7 15 21 33 dias
O Control O Probiolactil O Subtilprobio 0O Mezcla

abc Columnas con letras diferentes difieren para P<0,05 (Duncan, 1955).
(7 dias, EE: 0,036; 15 dias, EE: 0,044; 21 dias, EE: 0,046 y 33 dias, EE: 0,063).

Figura 9. Efecto de la actividad probidtica del Probiolactll®, Subtilprobio® y su
mezcla, en el comportamiento del peso vivo de cerditos lactantes
durante las primeras cinco semanas de vida.

Los microorganismos que residen en el TGI interacttan con el animal

hospedero, esta microbiota varia con la especie animal, el sitio del TGl donde

se aloja, la edad del animal, la dieta que éste recibe y el ambiente.

-40-



Capitulo I11. Resultados y discusion

Segun Yeo y Kim ( 1997) y Patterson y Burkholder (2003) los animales
saludables mantienen una poblacion microbiana balanceada, lo que se
corresponde con el estado eubidsico del ecosistema gastrointestinal. Se
conoce que esta condicion se relaciona estrechamente con la productividad y la
salud de los animales.

Se comprobd que todos los biopreparados ejercieron su efecto en este
indicador, al mejorar el equilibrio de la microbiota del TGl con la colonizacidn
por microorganismos beneficiosos que actuan en los diferentes procesos
digestivos. Se conoce que los cerdos al nacer presentan un sistema digestivo
poco desarrollado y que durante las tres primeras semanas de vida la
produccién de enzimas digestivas estd destinada especialmente a digerir la
leche materna, principalmente enzimas proteoliticas (pepsina, tripsina y
quimiotripsina) encargadas de hidrolizar la fraccién proteica del alimento. La
microbiota del intestino de un cerdo lactante se compone con el ingreso de
bacterias provenientes de la interrelacion con su medio, bacterias del epitelio
de la glandula mamaria, bacterias del ambiente depositadas por las heces de la
madre, etc., las cuales si son perjudiciales o estan en numero elevado y
encuentran un sistema inmune débil, podrian producir cuadros diarreicos e
inclusive mortalidades importantes en la zona de maternidad (Hester et al.,
2012).

Se evidencio que desde la primera semana se produjo una mejora del peso de
los animales que consumieron los probioticos. En este sentido, Fuller (1989)
refirid que si se provee a los animales de cepas autoctonas del TGI, mediante
el uso de probidticos desde las primeras horas de su nacimiento, estas
bacterias colonizaran la mucosa intestinal y la protegeran de forma natural
contra el crecimiento de otros microorganismos, especialmente de aquellos que
son dafinos o indeseables.

Los microorganismos que residen en el TGl interacttan con el animal
hospedero. Esta microbiota varia con la especie animal, el sitio del TGl donde

se aloja, la edad del animal, la dieta que éste recibe y el ambiente. Los
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animales saludables mantienen una poblacion microbiana balanceada, lo que
se corresponde con el estado eubidsico del ecosistema gastrointestinal. El uso
de probidticos en cerdos esta dirigido a mejorar los sintomas del estrés, ya que
actuan como promotores naturales del crecimiento, aumentan la produccion y
mejoran el estado general del animal (Quintero y Huerta (2010) .

Se comprobd que el biopreparado Probiolactil® fue el que causo efectos
superiores en este indicador. La adicion de este biopreparado, que contiene
Lactobacillus salivarius, debié aumentar la poblacion de estos microorganismos
en el TGI, los cuales forman parte de la microbiota nativa de este ecosistema.
De acuerdo con autores como Piper et al. (2006), en los cerdos, las especies
Lactobacillus salivarius, L. fermentum y L. acidophilus son los lactobacilos mas
abundantes de la comunidad microbiana del ileon durante el periodo del
destete.

Estos resultados pueden estar dados porque los lactobacilos, a diferencia de
Bacillus, tienen la capacidad de colonizar y adherirse a la mucosa intestinal,
inhibiendo a los microorganismos potencialmente patégenos, también producen
acidos organicos, mantienen la integridad de las células epiteliales y pueden
multiplicarse en condiciones anaerobias (Cross, 2002 y Coppola, et al. 2004).
Rondén et al. (2013) emplearon la cepa L. salivarius C65 como aditivo y
demostraron que provoca efectos positivos en los indicadores productivos y de
salud en cerdos lactantes. Esta cepa se seleccion6 como probidtico por poseer
potencial para mejorar los indicadores fisioldgicos, productivos y de salud en
pollos de ceba (Ronddn, 2009).

Martinez (2011) describe que después de los 21 dias de lactancia la
produccion lactea de la cerda disminuye y por su parte los lechones tienen
mayor tamafo. En este sentido plantea que los animales al demandar mas
nutrientes, lo llevan a consumir el alimento de la madre que esta disponible y
también pequefias porciones de concentrado, el cual mezclado con el aditivo

microbiano, favorece la colonizacion por estos microorganismos y el desarrollo

-42-



Capitulo I11. Resultados y discusion

de un aparato inmune mas fuerte, con una mejor respuesta ante determinadas

situaciones.

Estos resultados pudieran atribuirse al papel que desarrollan las bacterias
acido lacticas en el TGl de los cerditos jovenes, ya que el acido lactico
producido por estos microorganismos provee la acidez necesaria para los
procesos digestivos, sobre todo en los primeros dias, debido a que la secrecién
de acido clorhidrico comienza a ser mayor después de la tercera o cuarta
semana de vida. Estas condiciones del estdmago en los cerditos también juega
un papel muy importante en el control de los gérmenes patdgenos y en la
actividad de las enzimas, como la pepsina, cuyo rango de pH 6ptimo esta entre
2y 4 (Mejia et al., 2007).

Segura y De Bloss (2000) obtuvieron como resultado que diferentes BAL fueron
capaces de fermentar los carbohidratos provenientes de la dieta y produjeron
altos niveles de acido lactico y acético que inhibieron el crecimiento de E. coli,
Salmonella thyphimurium y Clostridium perfringens, lo cual aporté beneficios en
el incremento de peso al disminuir la incidencia de enfermedades diarreicas.
Por su parte Milian et al. (2013) informaron que la inclusion de B. subtilis en la
dieta de pollos de ceba desencadena diferentes mecanismos de accion que
traen como consecuencia el desarrollo de un mejor proceso de digestion y
absorciéon de los nutrientes. Al parecer, en el presente estudio este
microorganismo también influyé en la utilizacion eficiente de los alimentos, ya
se produjo un aumento del peso vivo de los animales que consumieron este
aditivo en relacion al grupo control.

Por su parte Ayala (2014) informé que uno de los posibles mecanismos de
accion del B. subtilis cuando se incluyéo en la dieta de cerdos estuvo
relacionado con un mejor proceso de digestion y absorcion de los nutrientes. Al
parecer, en el presente estudio este microorganismo, también, influyé en la
utilizacion eficiente de los nutrientes presentes en el concentrado.

En la figura 10 se grafican los resultados de la ganancia media diaria, donde se

observa, que existen diferencias entre el grupo control con respecto a los
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demas tratamientos, con un aumento notable de este indicador en los cerditos
que consumieron el biopreparado PROBIOLACTIL®. Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Giang et al. (2011), quienes informaron que al
suministrarle en el concentrado una mezcla de probiéticos (E. faecium, 3x10"
ufc.kg”; L. acidophilus, 4x10° ufc.kg™ y L. plantarum, 2x10° ufc.kg”) a los

cerditos obtuvieron mejores resultados en el aumento de peso diario.

Ganancia

Media Diaria
@) 250+ a

200+ C
150+

100+

501

Control Probiolactil Subtilprobio Mezcla

ab< Columnas con letras diferentes difieren para p<0,05 (Duncan, 1955). EE: 1,83.

Figura 10. Efecto de la actividad probidtica del PROBIOLACTIL®,
SUBTILPROBIO® y su mezcla, en la ganancia media diaria de
cerditos lactantes durante las primeras cinco semanas de vida.

Estos resultados coinciden con los observados por Marin et al. (2007), quienes
desarrollaron dos experimentos con el objetivo de estudiar el efecto probiotico
de un cultivo mixto de levaduras y bacterias lacticas (Lactobacillus acidophilus).
Este biopreparado se suministré a crias porcinas lactantes directamente en el
pienso, lo cual mejoré el incremento de peso y la ganancia media diaria,
ademas disminuyd la incidencia de diarreas y no se presentaron muertes por

trastornos digestivos.

Se conoce que los lactobacilos liberan enzimas que mejoran la capacidad

digestiva de los animales, inactivan eficazmente los metabolitos toxicos de la
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biota perjudicial y hacen que se incremente el proceso de absorcion debido al
mejoramiento del estado celular de las vellosidades. También incrementan la
sintesis de vitaminas e inhiben a los enteropatégenos por aumento de la
secrecion de sustancias bacteriostaticas y bactericidas como las bacteriocinas
(Segura y De Bloss, 2000). Ademas, se sabe que la actividad probidtica es
multifactorial y puede estar dada por la accién directa del preparado biolégico
sobre el ecosistema intestinal, o la accidn indirecta ejercida por la estimulacion
de la respuesta inmune animal y también por la activacion de la biota benéfica

presente en el TGl (Manosa et al., 2009).

Otra actividad que debi6 ejercer su influencia en el tracto gastrointestinal de los
cerditos es la adherencia de estos microorganismos a la mucosa intestinal de
los animales. ifiiguez et al. (2011) plantearon que bacterias de la especie
Lactobacillus salivarius se adhieren a los carbohidratos de la mucosa intestinal
a través de proteinas denominadas lectinas presentes en la superficie celular.
Otros autores confirman que esta caracteristica contribuye a la proteccion de la
mucosa Yy a la estimulacion de la actividad inmune del organismo (Guerin et al.,
2001 y Zhang et al., 2011).

Ganuza (2012) mencion6é que la presencia de L. salivarius en el intestino
delgado podia asegurar la absorcién de proteinas, al hacer mas eficiente la
capacidad digestiva. Este incremento de la disponibilidad proteica le brinda al
organismo los elementos necesarios para producir las hormonas y las enzimas,

ademas de contribuir a la integridad nutritiva de los animales.

Segun estudios realizados por Guarner 2007 y Nazef et al 2008 Cada vez es
mayor el empleo de los probidticos en la crianza intensiva de cerdos, por la
amplia diversidad de ventajas que ofrece su uso, en este sentido se determiné
que Lactobacillus salivarius puede eliminar a las bacterias dafinas, debido a
los efectos que causan en el tracto gastrointestinal como son: el descenso de
pH, la formacion de agregados con otras bacterias que son eliminadas,
compitiendo por las proteinas y otros alimentos y por la produccion de

bacteriocinas.
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Simon et al. (2003) y .Nazef et al. (2008) manifiestan que el efecto en las
mejoras de los procesos digestivos del hospedero, son reflejados en los
resultados positivos de los probidticos en el TGI, ya que hacen que disminuya
el desarrollo de las bacterias patdgenas, lo que contribuye al balance de los
microorganismos intestinales, proporcionando mejoras en la ganancia de peso
vivo y conversion alimenticia.

En la figura 11 se observa como se comportd el incremento de peso en los
cerditos durante el experimento. Se comprobd6 que en el tratamiento donde se
suministro el Probiolactil®, las crias presentaron mayor incremento de peso

(P<0,05) que el resto de los animales.

Incremento
de peso

O P N W b 01 OO N ©

Control Probiolactli Subtilprobio Mezcla

Columnas con colores diferentes para p<0,05 (Duncan, 1955). (P<0,05, EE + 0,26)
Figura 11. Incremento de peso de los cerditos durante el experimento.

Otros autores coinciden en manifestar que los lactobacilos provocan el
incremento de peso debido a que estos microorganismos aumentan la
disponibilidad de aminoacidos y mejoran la eficiencia en la utilizacion de
energia y otros componentes de la dieta como la fibra (Mroz et al., 2000).

Al proliferar en el TGI los microorganismos probiéticos como los lactobacilos,
se acentua la produccién de acidos organicos, seguida por la disminucion del

pH. Esta situacion provoca el aumento de la actividad enzimatica y absortiva
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por parte del hospedero y el control en potencia de enteropatdgenos. La
acidificacion del lumen también propicia el efecto solubilizador de los minerales
con su consecuente biodisponibilidad y mayor aporte nutricional (Nomoto,
2005).

Los productos finales de la fermentacion, como acido lactico y los acidos
grasos volatiles (AGV) (principalmente los acidos acético, propiénico y butirico)
provocan una disminucion del pH intestinal y por este mecanismo se inhibe el
crecimiento de bacterias patdgenas, las cuales compiten por nutrientes y sitios
de adhesion en la mucosa (Mcdonald et al., 2006; Seifert y Watzl, 2007). Por
otra parte, con el aumento de los AGV se produce un incremento del butirato.
Este es el 4cido graso que constituye la principal fuente energética para los
colonocitos. Hay autores que proponen que este aumento es la clave de los
efectos positivos para el funcionamiento y la salud intestinal (Roberrfroid,
2007).

Estos resultados pronostican resultados positivos en la produccion final de los
cerdos. En este sentido Casas (2008) planted, que los incrementos de peso
que se obtengan desde el nacimiento hasta el destete (33 d) ayudan a reducir

el tiempo necesario para que los animales alcancen su peso final.

En la tabla 12 se muestran los resultados de la actividad probidtica del
PROBIOLACTIL®, el SUBTILPROBIO® y la mezcla de ambos productos en los
indicadores de salud de los cerditos lactantes, manifestandose el mejor

comportamiento en el tratamiento 2.

Los resultados obtenidos concuerdan con Cajarville et al. (2011), quienes
refieren que la aplicacion de los probidticos en las explotaciones porcinas
contribuye a la reduccién considerable de trastornos gastrointestinales, menor
gasto de medicamentos, especialmente antibidticos, disminucion de la
mortalidad debido a diarreas, mejor conversion alimentaria y disminucion del

periodo de engorda.
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Tabla 12. Incidencia de diarreas y mortalidad en la etapa experimental

Incidencia de diarreas (%) Mortalidad (%)
Tratamientos Prop +ES Sig Prop +ES | Sig
Control 0,94° 0.04 ** 0.05° 0.01 .
Probiolactil® 0,04° 0.00? '
Subtilprobio® 0,22° 0.01?
Mezcla 0,20° 0.012

Proporciones con diferentes en la misma columna difieren para p<0.0,05 segun Duncan (1955)

Otros autores como Casey et al. (2007) refirieron que el suministro de una
mezcla de Lactobacillus murinus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus
pentosus, Bacillus subtilis y Pediococcus pentosaceo a lechones destetados,
produjo menor incidencia, severidad y duracion de diarreas cuando fueron
desafiados oralmente con una cepa de Salmonella typhimurium. Por su parte
Rondén et al. (2013), disminuyeron la incidencias de diarreas al incluir un

probidtico elaborado con Lactobacillus salivarius en la alimentacién de cerdos.

Ojito (2012) al usar Lactobacillus salivarius en cerdos lactantes, demostré que
la ganancia media diaria y el incremento de peso fueron unos de los
indicadores con mejor respuesta del efecto probiotico, ya que desde los 28 dias
se observaron diferencias (P<0,05) entre el grupo control y el tratado con
probidticos. Segun indican Milian et al. (2013), los probidticos generan un
balance microbiano beneficioso que se convierte en una mejor salud y en la
estimulacion de la respuesta inmune del animal, lo que se confirma en esta
investigacion, al disminuir la incidencia de diarreas y la disminucion de los
animales enfermos.

Riboulet-Bisson et al. (2012), obtuvieron resultados similares, donde evaluaron
el efecto de la bacteriocina Abp, producida por Lactobacillus salivarius en la
microbiota intestinal de ratones y cerdos. Estos autores comprobaron que esta
bacteriocina inhibe el desarrollo de diferentes bacterias gram-negativas, como
E. coli.
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Segun Trevisi et al. (2011) el ambiente materno es el factor que mas influye en
la microbiota del TGl de los lechones neonatos. En este sentido, Jurado-
Gamez et al. (2013) también refieren que las diarreas en crias y precebas
provocan el incremento del porciento de mortalidad las unidades porcinas, lo
cual se constato en el grupo control de la presente investigacion.

También se obtienen diferencias en la incidencia de diarreas entre los
tratamientos donde se aplicd el Probiolactil® y el control. De igual manera Kritas
et al. (2006) observaron la disminucion de este indicador en crias lactantes

suplementadas con Bacillus subtilis de manera directa en el alimento.

1.3. Experimento 3. Evaluacién del efecto probiético del PROBIOLACTIL®,
SUBTILPROBIO® y su mezcla en cerdos de preceba, en indicadores

productivos y de salud.

En la figura 12 se muestra el comportamiento del peso vivo en los animales
que se evaluaron, con el uso del Probiolactil®, el Subtilprobio® y su mezcla
durante la preceba. Se observo el incremento del peso vivo (P< 0,05) en los
cerdos que se trataron con los biopreparados en relacién con el grupo control.
Este aumento se observé a partir de los 11 dias de aplicado, lo cual se
corresponde con los 45 dias de nacidos. Se comprobd que a partir de esa edad
hasta los 76 dias, se produjo el aumento del peso en todos los tratamientos
donde se aplicaron los biopreparados en relacién al grupo control. Sin
embargo, los mejores resultados se obtienen con la aplicacion del Probiolactil®,
seguidos por los obtenidos en los animales que consumieron el Subtilprobio®y

la mezcla de ambos.
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peso
Vvivo

30 a
251
20+
151 c @b b
10+
5 ﬂ
0.

34 45 60 76

dias

O control O probiolactil O subtilprobio O mezcla

EE 34 dias: 0,048; EE 45 dias: 0,001; EE 60 dias: 0,001 y EE 76 dias: 0,001 para P< 0,001.
Figura 12. Comportamiento del peso vivo durante toda la etapa experimental.

En Cuba se elaboraron biopreparados con Lactobacillus por Rondén (2009)
con efectos positivos en los indicadores productivos de cerdos y aves. El mejor
tratamiento resulté donde se aplico L. salivarius. Este microorganismo se
encuentra en el tracto digestivo de diferentes animales de interés zootécnico.
En este sentido, Iiiguez-Palomares et al. (2007) aislaron ocho cepas de
Lactobacillus del TGI de cerdos que poseian potencial probidtico debido a la
resistencia de las mismas a las barreras del transito gastrointestinal,
propiedades de adherencia y efecto antagodnico frente a microorganismos
patdgenos. Sin embargo, L. salivarius fue la especie que cumplié con todos los
criterios para ser seleccionada como un probidtico potencial para aplicarse en
cerdos recién destetados.

Jurado-Gamez et al. (2013) refieren que con el uso de probidticos a base de
Lactobacillus plantarum en cerdos durante la etapa de preceba, no se
presentaron episodios de diarrea y mostraron mayor ganancia de peso vivo
final. Estos autores plantean que estos resultados pueden estar dados porque

los lechones tratados con probidticos asimilan mayor cantidad de nutrientes y
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aumentan su peso vivo mas que aquellos que no se trataron. Ademas, mejoran
la absorcion de nutrientes, la produccion de vitaminas y acidos grasos de
cadena corta, que adicionalmente acidifican el lumen intestinal, todo lo cual
mejora la digestibilidad de los alimentos.

Rodriguez (2014) suministré biopreparados con Lactobacillus salivarius vy
Bacillus subtilis a cerdos durante la preceba y comprobé que el
PROBIOLACTIL® fue el que produjo mayores efectos, ya que mejord el estado
de eubiosis del tracto gastrointestinal, lo cual contribuy6 a incrementar (P<0,05)
el peso vivo y la ganancia de peso diaria de los animales durante la preceba.
Por otra parte se produjo la mejora de la conversion alimenticia y la disminucion
de la incidencia de diarreas en los animales tratados. Con estos resultados se
confirma el potencial probiético que tiene este biopreparado para provocar

efectos beneficiosos en el rendimiento productivo de los cerdos.

Cernauskiené et al. (2011) concluyeron que el producto probiético que contiene
Enterococcus faecium DSM 7134 (nombre comercial "Bon Vital") mejora los
parametros de rendimiento de acabado en cerdos. Suitso et al. (2014),
manifestaron que endosporas B. smithii TBM12 son seguras para cerdos en
crecimiento, ya que su ingestibn no causa cambios significativos en la
microbiota o dafa la biodiversidad del tracto gastrointestinal. Ihara et al. (2013),
determinaron que una nueva cepa probiotica, E. faecium NHRD IHARA, puede
tener efectos beneficiosos sobre el crecimiento porcino mediante la induccion
de la produccion de IgA y la reduccion de las tasas de colonizacion de
patdgenos en el cuerpo.

Segun Nagqid (2015), el uso de L. plantarum B2984 es importante como
estrategia para contribuir a la proteccidn de los lechones destetados de

patégenos bacterianos zoondéticos, como Salmonella.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con otros autores
que sugieren que la adicion a la dieta de Bacillus spp determina un incremento

en el rendimiento del crecimiento y la salud de los cerdos. Giang et al. (2011),
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mediante la combinacién adecuada de cepas probidticas de Bacillus,
Saccharomyces y bacterias acido lacticas, obtuvieron efectos positivos en el
incremento de peso, conversion alimenticia y digestibilidad, en cerdos de
engorde. Davis et al. (2008), encontraron que la dieta con adicion de un
complejo de Bacillus mejoré la ganancia de peso diaria y la conversion
alimenticia en el periodo de terminacion de cerdos (de 64 kg de peso corporal

al peso de mercado).

Huang et al. (2004) plantean que con la adicién de un complejo de BAL a la
mezcla de Bacillus y Saccharomyces (dieta BAL) aumenté la ganancia de peso
diaria (5,9%) y mejoré la conversion alimenticia (5,9%) en comparacion con el
control, a pesar de que el consumo diario no fue diferente. A su vez, Chen et al.
(2006) determind un incremento del 0,2% de la ganancia de peso diario en
cerdos en crecimiento que consumieron dietas suplementadas con complejos

probidticos (Lactobacillus acidophilus, Saccharomyces cerevisiae y B. subtilis).

Una evaluacion de alimentacidon con probioticos en cerdos de engorde, llevada
a cabo por Freitag et al. (1998), mostraron un incremento del 6,7% para las
ganancias diarias de peso y un decremento de 1.4% para la conversion de

alimento, en comparacion con el grupo control sin suplementos probioticos.

En un estudio realizado por Simon (2001), determiné que hubo un incremento
en la ganancia diaria de peso, una disminucion en la tasa de conversion
alimenticia._JereSiunas et al. (2006) observaron una mejora del 6% en las
ganancias de peso diarias y una reduccion del 12% en la conversion
alimenticia.

En la figura 13 se observan los resultados de la conversién alimenticia, donde
se aprecia que existen diferencias entre el grupo control con respecto a los
demas tratamientos, con una mejora notable de este indicador en los cerdos
que se trataron con el biopreparado PROBIOLACTIL® y los tratados con la

mezcla de ambos productos. Estos resultados demuestran el efecto de los

-52-



Capitulo I11. Resultados y discusion

aditivos en la fisiologia digestiva de los animales, ya que es evidente, que se

produce un mejor aprovechamiento de los nutrientes de la dieta.

Conversion

Alimenticia 41
4 c d
3,94
3,84

3,7
3,6
3,51

3,41
3,3

control Probiolactil Subtilprobio Mezcla

a,b,c, Columnas con letras diferentes difieren para p<0,05 (Duncan, 1955). EE: 0,04

Figura 13. Comportamiento de la conversion alimenticia en el experimento.

Los efectos de los probidticos en el TGl hacen que disminuya el desarrollo de
las bacterias patdgenas, mejoran al balance de los microorganismos
intestinales, proporcionan mejoras en los procesos digestivos del hospedero,
los cuales se reflejan en los resultados zootécnicos, tales como ganancia de
peso vivo y conversion alimenticia (Simon et al., 2003 y Nazef et al., 2008).

Festim y Etleva (2013) evaluaron el efecto de una mezcla probiética (1x10°
ufc.kg™ de E. faecium DSM7134 y 2x10° ufc.kg™ de S. cerevisiae E1703) que
se suministré en una dieta basal (dosis: 1g.kg” de alimento) a cerdos. Estos
autores observaron que la aplicacion del probidtico combinado mejor6 la
ganancia de peso diaria (2,7%) y la conversion de materia seca (4,4%) en los
animales. Chang et al. (2001), manifestaron que la inclusion de L. reuteri
BSA131 en una dosis de 2x10° UFC.g™" en lechones destetados mejord la
ganancia de peso, la conversion alimenticia y disminuyé el numero de

enterobacterias en las heces.

-B3-



Capitulo I11. Resultados y discusion

Por otra parte, Ayala et al. (2010), al emplear un aditivo probidtico en la dieta
de cerdos en crecimiento mejord los indicadores morfométricos y con ello se
logré una mayor eficiencia productiva. Previamente, Alexopoulos et al. (2004),
manifestaron que el peso vivo se incrementd asi como mejord el indice de
conversion y calidad de la canal en cerdos tratados con un probidtico (2B
BioPlus), en comparacion con los controles, mientras que los efectos
beneficiosos de los probidticos fueron mas pronunciadas cuando se utilizaron
en dosis medias y altas. Ademas estos aditivos pueden producir cambios
morfométricos vy fisioldgicos, asi como incidir en la calidad de la carne.

A consecuencia del estrés que se produce después del destete, el empleo de
los probidticos es una opcion para hacer frente a esta situacion. Al respecto
Yang et al. (2003) evaluaron un probiético a base de Bacillus y sus esporas
solo y en combinacion con antibidticos en dietas de cerdos posdestete. Estos
autores encontraron una mejora en la ganancia media diaria y el indice de
conversion en los cerdos que hicieron consumo 1,1 x 10° esporas.g-' con
respecto al control sin aditivo. Se evidencidé, que desde el punto de vista
practico, éste es un momento clave en la vida del lechén y que su empleo de
va a provocar una mejora en los indices técnicos durante el periodo de
transicion.

Segun Wang et al. (2009), al utilizar L. reuteri 15007 en una dosis de 2 x 10°
ufc/d en lechones destetados aumentd la ganancia de peso y la conversion
alimenticia; se produjo la disminucion de la aparicion de diarreas. Esta situacion
se incrementa a medida que se incrementa la adicion del preparado microbiano
y puede deberse a que las bacterias acido lacticas producen una serie de
sustancias antimicrobianas como el peroxido de hidrogeno, acidos organicos
como el lactico y el acético, que reducen el pH intestinal, lo que evita la
proliferaciéon de microorganismos patdgenos.

En la figura 14 se muestra el aumento (P<0,05) de la ganancia media diaria

(GMD) en el tratamiento donde se aplicd el Probiolactil® con respecto al resto
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de los tratamientos, seguido por los resultados del Subtilprobio®y la mezcla de

ambos biopreparados en relacién al grupo control.

GMD R
(@ 250 b b

.

200+

150

100

50

Control Probiolactil Subtilprobio Mezcla

a,b,c, Columnas con letras diferentes difieren para p<0,05 (Duncan, 1955). EE: 0,003

Figura 14. Comportamiento de la ganancia media diaria por tratamientos.

Estos resultados coinciden con los observados por Marin et al. (2007), quienes
desarrollaron dos experimentos con el objetivo de estudiar el efecto probiotico
de una crema de biomasa proteica, obtenida por via simplificada del cultivo
mixto de levaduras y bacterias lacticas (Lactobacillus acidophilus). Este
biopreparado se suministré a crias porcinas lactantes directamente por via oral
0 en el pienso y se observd la mejora del incremento de peso y la ganancia
media diaria, ademas disminuy¢ la incidencia de diarreas y no se presentaron
muertes por trastornos digestivos, lo cual ratifico el efecto beneficioso del uso
de este cultivo mixto de levaduras y bacterias lacticas como probiético.

Autores como Milian (2009) y Garcia (2011) informaron que los aditivos
probidticos al estabilizar la microbiota a nivel del TGI, mejoran la digestibilidad
de los nutrientes, incrementan el rango de absorcion, renuevan los procesos
anabdlicos, con incrementos en la ganancia de peso, como resulté en el

presente estudio.
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Tabasum et al. (2014) indicaron que la suplementacion de la dieta con
probidticos a base de especies de Lactobacillus incide positivamente en la
ganancia de peso, mientras que el indice de conversibn se mejora con
probidticos basados en Bacillus. Sin embargo, en el presente trabajo estos
indicadores se comportaron mejor en el grupo de animales tratados con el
Probiolactil®.

Suo et al. (2012) encontraron mejores valores para la ganancia diaria de peso y
conversion alimenticia por efecto de L. plantarum ZJ316. Mientras que Garcia
et al. (2014) determinaron que la adicidon del probidtico (NEUTRO) en la dieta
para lechones post-destete no afecté el comportamiento productivo o el peso al

sacrificio.

Vrotniakiené y Jatkauskas (2013), manifestaron que los animales tratados con
probidticos fueron capaces de defenderse contra E. coli y las diarreas, asi
como producir mayor tasa de crecimiento y eficiencia de la alimentacion, que
los animales que no eran tratados. Segun Price et al. (2010), la adicion de
Saccharomyces cerevisiae (producto Diamoud V original XPC) a los cerdos
destetados resultaron en mayor ganancia de peso después de la infeccion con

Salmonella que en los cerdos alimentados con dietas convencionales.

Por otra parte, Suo et al. (2012) informaron que el % de lechones con diarreas
disminuy6 a 7,06% con el uso de un antibidtico y a 2,17% por efecto de la
utilizacion L. plantarum ZJ316. Al igual que Giang et al. (2012), demostraron
que la adicion de S. boulardii Sb provocé menor incidencia de diarreas.

En la figura 15 se muestra que la presencia de diarreas fue menor en el grupo
tratado con PROBIOLACTIL®, tratamiento donde solamente se presentaron
cerdos enfermos durante la primera semana de aplicacion del biopreparado,
mientras que el grupo control mostr6 mayor numero de cerdos con diarreas y

de manera repetitiva durante las primeras semanas del experimento.
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incidencias
de diarreas 0.9
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Control Probiolactil Subtilprobio Mezcla

EE: 0,05 para P< 0,05.

Figura 15. Incidencia de diarreas en los animales por tratamientos.

Segun Hu et al. (2015) las especies de Lactobacillus son consideradas
bacterias beneficiosas del tracto gastrointestinal de los cerdos destetados y su
presencia es importante para mantener una microbiota intestinal equilibrada,
debido a sus efectos como promotores de la salud, en la prevencion de
diarreas e infecciones intestinales.

Jurado-Gamez et al. (2013) informan que cuando se aplicaron probidticos
elaborados con L. plantarum, se obtuvieron efectos favorables en la salud de
los lechones, ya que no se presentaron casos de diarrea durante el
experimento, debido a que los probidticos poseen actividad inhibitoria frente a
bacterias patogenas, refuerzan la inmunidad mucosal y disminuyen el pH en el
ciego, incrementandose los Lactobacillus. Resultados similares se obtuvieron
en el presente experimento cuando se le incluyd en la dieta a los cerditos el
Probiolactil®. Estos autores también consideran que cuando el destete ocurre a
los 35 dias, las vellosidades se reducen de 410 a 299 ym en tan soélo tres dias
y resulta mas dramatica cuando se desteta a los cerditos a los 21 y 28 dias. De
modo que esta situacién puede ocasionar la pérdida de area de superficie para

la absorcion de nutrientes. En tal sentido indican que estos trastornos podrian
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ser contrarrestados con la aplicacién de indculos probidticos de L. plantarum en
la racién de iniciacion.

Otros autores como Rio-Pérez y Rodriguez-Membribe (2000) sostienen que el
efecto de los probidticos se da principalmente a nivel de ileon, con un
incremento del numero de BAL y en menor proporcion, a nivel de ciego y colon

proximal.

Thirabunyanon y Thongwittaya (2012) reportaron que una cepa probidtica de
Bacillussubtilis, NC11, tiene una actividad protectora contra la infeccion por S.
enteritidis y es capaz competitivamente de excluirlo en su sitio original del
tracto gastrointestinal.

Otros autores como Rio-Pérez y Rodriguez-Membribe (2000) sostienen que el
efecto de los probidticos se da principalmente a nivel de ileon, con un
incremento del numero de BAL y en menor proporcion a nivel de ciego y colon
proximal.

Bocourt et al. (2002), Brizuela (2003) y Ayala et al. (2012) informaron la
disminucion de diarreas cuando emplearon en la dieta microorganismos
probidticos con cepas de Lactobacillus y Bacillus. Lo cual indica que con el
empleo de estos biopreparados se logra mantener equilibrada la microbiota del
TGl con un nivel inmunolégico superior y un mayor control de los
microorganismos patdégenos. Esto demuestra que una alternativa para
disminuir este indicador lo constituye sin dudas, el uso de los aditivos
probidticos de manera preventiva o profilactica.

También Liu et al. (2014) demostraron que la manifestacién de diarreas fue
menor en los lechones alimentados con L. reuteri 15007 en comparacion con el
tratamiento control. Por su parte, Vrotniakiené y Jatkauskas (2013) expresaron
que los animales tratados con probidticos fueron capaces de defenderse frente
a E. coli y las diarreas, asi como producir mayor tasa de crecimiento y
eficiencia de la alimentacion, que los animales que no se trataron.

Otros trabajos demuestran que cuando se utilizan bacterias acido lactico se

mejoran los indicadores fisioldgicos y de salud. Recientemente Zhao y Kim
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(2015) refirieron que al utilizar una mezcla de L. reuteri y L. plantarum en una
concentracion de 10° ufc/g en cerdos se aumentd la digestibilidad total de
nitrégeno, la energia bruta, se produjo mayor tasa de crecimiento y se elevo la
eficiencia alimentaria. Por otra parte, la concentracidon de Lactobacillus
disminuy6 la emision de gas fecal, la incidencia de diarrea y la concentracion
de E. coli en comparacién con los animales que no eran tratados o grupo

control.

Ricca et al. (2010), determinaron que E. faecalis LAB31 beneficié el equilibrio
de las comunidades del TGl al estimular el crecimiento de microbios
beneficiosos. Una vez que se mejora la salud intestinal, la incidencia de diarrea
se reducira y mejora asi, el desempefio del crecimiento del huésped. El destete
es un periodo estresante en la vida de los lechones, que se asocia con

cambios en la dieta, el medio ambiente y la morfologia intestinal.

Pluske (2013), manifesté que luego del destete, los cerdos son altamente
susceptibles a enfermedades entéricas y las causadas por E. coli (la diarrea
post-destete) son responsables de considerables pérdidas econdmicas en la

industria porcina.

En la tabla 13 se exponen los valores de la mortalidad durante el experimento.
Se aprecian valores inferiores en los tratamientos donde se aplicaron los

aditivos, mientras que el grupo control fue el mas afectado.

Tabla 13. Comportamiento de la mortalidad.

Indicador Tratamientos EE
Control PROBIOLACTIL® | SUBTILPROBIO” Mezcla +Sign
Mortalidad 0,06 0,00 0,01 0,00 0,02
(F=3,85)

En estudios anteriores se plantea, que los biopreparados probidticos de
Lactobacillus y Bacillus utilizados en el presente trabajo, contribuyen a

disminuir la incidencia de enfermedades en los animales por la estimulacion del
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sistema inmune (Milian, 2009 y Ronddn, 2009). En este sentido Kunavue y Lien
(2012) reportaron incrementos de las IgG en el suero de cerdos posdestete que
consumian una dieta que contenia un cultivo de B. subtilis (10° UFC.g™"). Otros
autores como Aly et al. (2008) informaron cambios en las células humorales
que median la respuesta inmune, cuando usaron especies de Bacillus y

Lactobacillus solas o combinadas en peces y cerdos.

Marubashi et al. (2012) determinaron el efecto de un aditivo probidtico para
piensos (Calsporin®) en lechones destetados y comprobaron que la mortalidad
era normal dentro de los modelos experimentales utilizados y no se vio

afectada por el tratamiento.

Riboulet-Bisson et al. (2012) obtuvieron resultados similares al presente
trabajo, donde evaluaron el efecto de la bacteriocina Abp, producida por
Lactobacillus salivarius, en la microbiota intestinal de ratones y cerdos. Estos
autores comprobaron que esta bacteriocina inhibe el desarrollo de diferentes

bacterias gram-negativas, como E. coli.

I11.4 Determinacién de los beneficios econdmicos del uso de los aditivos

probidticos en cerdos durante la etapa de preceba.

Valoracién de la factibilidad econémica del empleo de los biopreparados

en cerdos.

En el presente trabajo se realiz6 la determinacion del costo de produccion, de
los biopreparados a escala de laboratorio. En las tablas 14 y 15 se presenta
una actualizacién de los recursos necesarios y el costo de producciéon para el
PROBIOLACTIL® y el SUBTILPROBIO® en condiciones de laboratorio.

Como se puede apreciar, los medios de cultivo empleados inciden en los bajos
costos de los biopreparados. El costo para producir 1 L de PROBIOLACTIL®
fue de 2,28 CUP y 0,63 CUC y el SUBTILPROBIO® fue de 2,34 CUP y 0,54
CUC a escala de laboratorio. Estos valores son bajos, ya que los medios de

cultivo para ambos biopreparados se formulan con componentes nacionales y
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de bajo costo de produccion. En estos medios se sustituye la glucosa, la
peptona, el extracto de levadura y el extracto de carne, que son productos mas
costosos y de menor disponibilidad por miel final de cafna de azucar y levadura
procedente de la destilacion de alcohol (Pérez, 2000; Rondon, 2009; Milian,
2009 y Laurencio, 2010).

Tabla 14. Costo de produccion del PROBIOLACTIL® a escala de laboratorio

(5L).
Descripcion UM | Precio Precio Cantidad UM Importe | Importe
CUP CucC CUP CcucC
Componentes de los biopreparados
Miel final 1000 kg 60,00 - 0,15 kg 0,009 -
HELSc 1 L 0,03 0,05 1,050 L 0,031 0,0525
Fosfato de potasio 500 g - 2,79 10 g - 0,061
Citrato de amonio 500 g - 2,79 25 g - 0,153
Acetato de sodio 1 kg - 1,27 0,025 kg - 0,034
Sulfato de 1 kg - 0,66 0,0010 kg - 0,0007
Manganeso
Sulfato de 1 kg - 0,62 0,00020 kg - 0,00013
Magnesio
TOTAL 0,04 0,30
Elementos del proceso

Energia - - - - - - 0,83
Salario - - - - - - 9,52
Depreciacion - - - - - - - 0,33
Seguridad social - - - - - - 1,02
Total (5L) - - - - - - 11,41 0,63
Total (1 L) 2,28 0,13

Unidad de medida, UM; Moneda Nacional, CUP; CUC.
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Tabla 15. Costo de produccion del SUBTILPROBIO® en condiciones de
laboratorio (5 L).

Materias primas y elementos UM Precio | Precio | Cantidad | Importe Importe
MN uUsD MN usD

Componentes del biopreparado

Miel final 1000 kg | 60,00 - 0,225 kg 0,072 -

Hidrolizado de levadura 1L 0,03 0,05 0,225 L 0,036 0,06
Cloruro de calcio 500 g - 12,50 0,149 - 0,071
Peptona bacterioldgica 500 ¢g - 24,22 18 g - 2,325
Costo - - - - 0,11 2,46

Elementos del proceso

Energia - - - - 1,07 -
Salario - - - - 9,52 -
Depreciacion - - - - - 0,28
Seguridad social - - - - 1,02 -
Total (5L) 11,71 2,73
Total (1L) 2,34 0,54

UM: unidad de medida; precio en MN: precio en moneda nacional de los reactivos utilizados; precio en USD: precio en
dolares estadounidenses de los reactivos utilizados; cantidad: la cantidad de kg, L y g que se usaron para los 5L;
importe en MN y USD: precio total para cada reactivo usado en la elaboracién de los 5 L de biopreparados.

En la tabla16 se muestra un resumen de los aspectos que se tuvieron en
cuenta para la determinacion de los costos fijos, los costos variables, los
ingresos y la ganancia total que se produjo en cada uno de los grupos de
animales, mientras durd el experimento. Se puede apreciar que durante las
seis semanas, con la aplicacion de los probidticos, se obtuvieron mayores

ingresos con estos tratamientos.
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| Grupos | Control | POBIOLACTIL | SUBTILPROBIO | Mezcla
COSTOS FIJOS
. Precio | Importe . Precio | Importe |Cantidad |Precio Importe |Cantidad [Precio Importe
Conceptos UM Cantidad CUP cUP Cantidad cup CUP cup
Cerdos
. u 20 110,5 2210 20 110,5 2210 20 110,5 2210 20 110,5 2210
Ubicados
Consumode| | 2646 05 133 378 05 189 359,3 05 17965 | 378 05 189
Alimentos
Probidtico
) 2 2.41 4,82 2 234 468 2 241+2,34| 475
(5mL/kg/alim
Vacuna mL 80 0,87 69,6 80 0,87 69,6 80 0,87 69,6 80 0,87 69,6
Salario CuP 1 330 330 1 330 330 1 330 330 1 330 330
Total de 2742,6 2803,42 2793,93 2803,35
costos fijos
COSTOS VARIABLES
Antibidticos | mL 85 0,35 29,75 15 | 035 5,25 25 [ 035 8,75 20 0,35 7
Total de
costos cup 29,75 5,25 8,75 7
variables
TOTAL 2772,35 2808,67 2802,68 2810,35
INGRESOS
Peso Vivo
Promedio kg 24,82 8,5 210,97 | 27,21 8,5 23128 | 2596 8,5 22066 | 26,01 8,5 221,08
por animal
Pefgt;/l'vo kg 347,48 85 | 295358 | 5442 85 46257 | 49324 85 | 419254 | 5202 8,5 44217
[Totalde CcuP 2953,58 4625,7 419254 44217
Ingresos
Ganancia 125,23 1817,43 1380,51 1611,35
(Ingresos-
Costos
totales)
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Estos resultados indican que seria factible emplear estos productos en las
granjas porcinas de la provincia y de todo el pais. Se puede estimar que los
costos variables estan en correspondencia con la cantidad de antibidticos que
se aplico a los animales que presentaron diarreas en cada tratamiento. Se
observa que el grupo control fue el mas afectado, por lo que el costo por
concepto de utilizacidon de medicamentos fue superior a los restantes, donde se
aplicaron los biopreparados. Sin embargo, los costos totales del grupo control
son mas bajos, por una disminucion de los costos por utilizacion de alimentos,

debido a la muerte de los animales en la primera semana, después del destete.

En la figura 16 se presentan los resultados de los ingresos que se obtuvieron
en cada uno de los tratamientos. Se puede observar que el valor mas bajo se
presentd en el grupo control, debido a que en este tratamiento se presentaron 6
muertes y la ganancia de peso fue inferior a los grupos tratados con los

probidticos.

INGRESOS $

4625,7
4192,54 44217

5000+
40001 2953,58
3000+
2000+

1000+

CONTROL PROBIOLACTIL SUBTILPROBIO MEZCLA

Figura 16. Total de ingresos que se obtuvieron en el experimento.

En la figura 17 se observan los resultados del calculo del costo por peso en
cada tratamiento. Se comprobd que los mejores resultados se corresponden
con los obtenidos con el biopreparado Probiolactil®, ya que se necesita gastar

0,61 CUP para obtener 1 CUP. Estos resultados, aunque preliminares,
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demuestran que podra producirse un mejor comportamiento de estos

indicadores econdmicos en la etapa final de la crianza.

COSTOS x PESO (CUP)

0,96

0,67 0,64
0,61

CONTROL PROBIOLACTIL SUBTILPROBIO MEZCLA

Figura 17. Costo por peso de cada uno de los tratamientos empleados en el

experimento.

En el grupo control, de los 20 cerdos iniciales terminaron el ciclo 14, para un
70% de viabilidad, mientras que en los tratamientos que incluian el uso de los
aditivos, este indicador se comporté entre un 95 y 100%. Los animales que
mueren inciden directamente en el resultado econémico de la produccion total.
Con estos resultados no soélo se afectan los gastos, sino que al perder
animales, los ingresos previstos disminuyen y hacen que la pérdida sea
superior, con afectaciones en la rentabilidad del sistema. Estas
consideraciones se aprecian en los resultados del calculo de la rentabilidad
(figura 18), donde se observa que en el grupo control este indicador alcanzé
solamente el valor de 4,43, mientras que en los tratamientos, donde se

suministraron los biopreparados fue superior.
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Figura 18. Rentabilidad de cada uno de los tratamientos empleados en el
experimento.

Estos resultados tienen gran importancia desde el punto de vista econdmico y
social, ya que se produce un aumento de la produccion, que propicia mayor
fuente de ingresos para la entidad porcina, pero ademas aportan alimento de

gran valor proteico para la poblacion.

En el grupo control, de los 20 cerdos iniciales terminaron el ciclo 14, para un
70% de viabilidad, mientras que en los tratamientos que incluian el uso de
aditivos, este indicador se comporté al 100%, excepto para el grupo que
consumio Bacillus subtilis, donde hubo una muerte. Los animales que mueren
inciden directamente en el resultado econémico de la produccién total. Este no
solo se afecta en los gastos, sino que al perder animales, los ingresos previstos
disminuyen y hacen que la pérdida sea superior con afectaciones en la
rentabilidad del sistema. Resultados similares fueron obtenidos por Lopez
(2014), quien refiere que cuando ocurre la muerte de los animales en la
categoria de lactante se producen pérdidas econdmicas irreversibles. Por otra
parte, también inciden los beneficios que se obtienen por el aumento del peso

vivo en los animales que consumieron los biopreparados.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Los aditivos probiéticos SUBTILPROBIO® y PROBIOLACTIL® mantienen
su estabilidad en los indicadores microbiolégicos, al contener alta
viabilidad de los microorganismos probidticos y ausencia de
contaminantes.

Los aditivos zootécnicos PROBIOLACTIL®, SUBTILPROBIO® y su
mezcla mejoraron los indicadores productivos y de salud de cerdos
durante las etapas de lactancia y preceba, expresandose mayores
efectos en los cerdos que consumieron el biopreparado a base de
Lactobacillus salivarius.

La aplicacion de los biopreparados SUBTILPROBIO® PROBIOLACTIL®
en cerdos durante la etapa de preceba le confieren a la crianza de los
animales beneficios econdmicos por concepto de mejora de los
indicadores productivos y la disminucion de gastos en medicamentos.

Los resultados positivos del consumo de estos biopreparados por los
cerdos en lactancia y preceba, avala su utilizacion como probiético en la

crianza de estos animales.

-67-



Recomendaciones

RECOMENDACIONES

Evaluar diferentes dosis del PROBIOLACTIL® para optimizar la

aplicacion del biopreparado.
Evaluar el efecto de los biopreparados en indicadores inmunolégicos.

Proponer que el biopreparado probiético PROBIOLACTIL® se emplee en

la crianza de cerdos para mejorar los indicadores productivos y de salud.

Desarrollar un experimento donde se evaluen los indicadores
productivos, de salud y econdémicos, con la aplicacion del aditivo desde

las cerdas gestantes hasta la ceba.
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ANEXOS

Anexo 1

Figura 19. Entrada del centro Porcino Integral Gelpis (Granja Matanzas de
la Empresa Agropecuaria FAR).

Anexo 2

Figura 20. Cerdos en lactancia utilizados durante el experimento.
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Anexo 3

Figura 21. Cerdos en preceba utilizados durante el experimento.
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