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ABSTRACT

An experiment consisting of two periods (P1 and P2) was conducted to determine the
effect of adding a probiotic of bacterial strains of Bacillus subtilis and B. licheniformis to a
basal diet of low quality grass hays and a moderate supplementation with concentrates on
voluntary consumption (VC) and digestibility, utilizing 10 Creole lambs (11.2 kg initial live
weight, LW). The animals were randomly assigned to one of two treatments; control (without
additive) or probiotic (additive in diet). The basal diet consisted of a daily forage offering
equal to 4% of LW on a dry matter (DM) basis. The forage offered was 50% native grass hay
(71.7% NDF, 4.9% CP in P1 and 71.2% NDF, 5.4% CP in P2) and 50% of Hyparrhenia rufa
hay (78.8% NDF, 3.5% CP in P1 and 75.6% NDF, 5.5% CP in P2). The lambs were
supplemented with 225 g daily of commercial concentrate (CC). The additive was fed in
mixture with the CC to supply 1.33 X 10%cfu/head daily during the first 49 days (P1). From
day 50 to 84 (P2), the probiotic addition was suspended to determine possible residual
effects. The lambs were weighed weekly during the whole experiment. The VC and
digestibility of DM, NDF and CP were determined from day 42 to 49 in P1 and from day 77
to 84 in P2. The variables related to parasitism and anemia: fecal eggs count (FEC),
FAMACHA"® index score and packed cell volume (PCV) were determined every 21 days.
Data from each experimental period were analyzed according to a completely randomized
design with 5 replicas per treatment. During P1, the daily LW gain of the lambs was 23 vs. 20
g and total LW gain was 1.14 vs. 1.00 kg for control and probiotic treatments, respectively.
The dietary addition of probiotic increased (p<0.05) total DM intake (445 vs. 484 g/d), DM
intake as a percentage of LW (2.04 vs. 2.37) and forage DM as a percentage of total DM
intake (54.77 vs. 59.42). The digestibility coefficients of DM (59.98 vs. 62.62%) and CP
(59.35 vs. 61.76%) did not differ between treatments, but there was a tendency (p=0.09) to
improve NDF digestibility (58.71 vs. 62.48%) with probiotic addition. The FEC observed in
the control and probiotic groups were 820 vs. 1380 epg initially and increased more in the
control (p<0.05) to 2390 vs. 2780 epg at day 21, then decreased less in this group to 1830 vs.
1480 epg at day 42. The PCV values changed between days 0 and 42 from 24.4 to 17.9% in
the control and from 20.6 to 22.6 in the probiotic group, but without significant effects
(p>0.05). The anemia level according to FAMACHA®™ score differed little between
treatments and did not exceed a maximum of 2.6. During P2, the LW gain of the lambs of
both groups was 48 g/d upon comparing the control and previous probiotic treatments. Total

DM intake was 587 vs. 562 g/d and the digestibilities were: DM (58.46 vs. 57.59%), NDF
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(57.50 vs. 56.85%) and CP (60.78 vs. 62.11%) without significant differences (p>0.05). The
FEC decreased progressively to respective final values at 84 days of 1230 vs. 440 epg, while
the PCV increased to 23.4 vs. 25.1% at day 84 without significant differences. The maximum
FAMACHA® score was 2.8 vs. 2.2 in the two respective treatments. In summary, the addition
of probiotic in the diet improved VC by the lambs and tended to increase NDF digestibility,
did not affect growth, but showed some signs of benefiting animal health. After suspending

additive inclusion in the diet, no residual effect on the evaluated variables was observed.
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RESUMEN

Se realiz6 un experimento de dos periodos (P1 y P2) para determinar el efecto de la
inclusion de un probiodtico aportador de las bacterias Bacillus subtilis y B. licheniformis en
una dieta basada en henos de gramineas de baja calidad y un modesto suplemento de
alimento concentrado sobre el consumo voluntario (CV) y digestibilidad utilizando 10 ovinos
criollos con un peso vivo (PV) inicial promedio 11.2 kg. Estos se asignaron aleatoriamente a
uno de dos tratamientos, sin (control) o con el probiotico dietético. La dieta basal constd de
un ofrecimiento diario de forraje igual al 4% del PV en base seca. El forraje consistié de 50%
de heno de gramineas tropicales naturalizadas (71.7% FDN, 4.9% PB en P1 y 71.2% FDN,
5.4% PB en P2) y 50% de heno de Hyparrhenia rufa (78.8% FDN, 3.5% PB en P1 y 75.6%
FDN, 5.5% PB en P2). Todos los ovinos se suplementaron con 225 g diarios de concentrado
comercial (CC). Los ovino recibieron el aditivo en mezcla con el CC para suplir 1.33 X 10°
ufc/animal diariamente durante los primeros 49 dias (P1). Del dia 50 al 84 (P2) se suspendio
el ofrecimiento del aditivo para determinar posibles efectos residuales del mismo. Se pesaron
los corderos semanalmente durante todo el experimento. El CV y digestibilidad de la MS,
FDN y PB se determin6 del dia 42 al 49 en P1 y del dia 77 al 84 en P2. Las variables
indicativas de parasitismo y anemia; conteo de huevos en las heces (CHH), valor asignado
por el método FAMACHA® y el hematocrito se determinaron cada 21 dias. Los datos por
periodo experimental se analizaron segin un disefio completamente aleatorizado con 5
repeticiones por tratamiento. Durante el P1, la ganancia en PV de los ovinos fue de 23 vs. 20
g/dia y 1.14 vs. 1.00 kg en total para los tratamientos control y con probiotico,
respectivamente. La adicion dietética del probidtico aumentd (p<0.05) el consumo total de
MS (445 vs. 484 g/d), dicho consumo como porcentaje del PV (2.04 vs. 2.37) ademas del
consumo de MS de forraje como porcentaje del consumo de MS total (54.77 vs. 59.42). La
digestibilidad porcentual de MS (59.98 vs. 62.62) y de PB (59.35 vs. 61.76) no difirié entre
tratamientos, pero hubo tendencia (p =0.09) a mejorar la digestibilidad de FDN con el
probiotico (58.71 vs. 62.48). Por otro lado, el CHH de los respectivos grupos testigo y con
probiotico fue 820 vs. 1380 h/g inicialmente y aumenté mas (p<0.05) en el testigo a 2390 vs.
2780 h/g al dia 21 y luego bajar menos a 1830 vs. 1480 h/g al dia 42. El hematocrito cambio
entre los dias 0 y 42 de 24.4 a 17.9 en el testigo y de 20.6 a 22.6 en el grupo con probiotico,
pero sin efectos significativos (p>0.05). El nivel de anemia estimado segun el método
FAMACHA® difirié6 minimamente entre ambos tratamientos y no pasé de un valor méximo

de 2.6. Durante el P2, la ganancia en PV de los ovinos de ambos grupos (testigo y
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previamente con el probiodtico) fue 48 g/dia. Al comparar estos dos respectivos grupos el
consumo de MS fue 587 vs. 562 g/dia y las digestibilidades fueron: MS (58.46 vs. 57.59%)),
FDN (57.50 vs. 56.85%) y PB (60.78 vs. 62.11%) sin diferencias (p>0.05). E1 CHH baj6
progresivamente a respectivos valores finales a los 84 dias de 1230 y 440 h/g, mientras el
hematocrito subi6 a valores de 23.4 y 25.1% a los 84 dias, sin diferencias (p>0.05). El valor
maximo de FAMACHA® fue 2.8 y 2.2 en los dos respectivos tratamientos. En resumen, la
adicion del probiotico a la dieta de los ovinos mejord el CV y tendido a aumentar la
digestibilidad de FDN, no afecto el crecimiento, pero dio ciertos indicios de favorecer la
salud animal. Después de suspender el aditivo, no se observd ningun efecto residual del

mismo sobre las variables evaluadas.
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1.0 INTRODUCCION

Los altos costos de la alimentacion han llevado a los productores pecuarios a buscar
optimizar sus sistemas de produccion. Los forrajes representan el modo de alimentacién mas
economico (Bargo et al., 2003), por lo que suelen constituir una alta proporcion de la dieta de
pequefios rumiantes (Giraldo et al., 2008). En climas tropicales y subtropicales como el de
Puerto Rico y sur este de los Estados Unidos de América, la produccion y calidad de los
forrajes, principalmente gramineas, se ven afectadas por condiciones climaticas (sequias) y
de manejo (fertilizacion). El aumento en los costos de alimentacion (i.e. granos) y el interés
que ha despertado la crianza de pequefios rumiantes en los ultimos afios, ha agudizado la
necesidad de mejorar la utilizacion de los forrajes de mediana a baja calidad, lo que a su vez
ha guiado a los investigadores a buscar practicas aptas para tal propdsito (Burke et al., 2007).
El mejoramiento del valor nutritivo de estos forrajes permite aumentar la productividad de los
animales (Giraldo et al., 2008). Ademas, ha surgido el problema que terrenos cultivables han
quedado invadidos por especies invasoras como la maleza Hyparrhenia rufa (hierba Jaragua),
la cual compite con otros cultivos presentes (Rivera, 2012). Una alternativa potencial para el
control biologico de H. rufa es la inclusion de esta hierba en la dieta de pequefios rumiantes
(Rivera, 2012).

Se ha convertido en préactica comun el uso de diversos aditivos en la alimentacion
animal. Los antibidticos y otros estimulantes de crecimiento se utilizan rutinariamente en
dietas para monogastricos y también en especies rumiantes como vacunos, Ovinos y caprinos.
La preocupacion sobre el uso excesivo de éstos con efectos secundarios negativos ha llevado
a los investigadores a estudiar otros tipos de aditivos dietéticos como los probidticos
(Laborde, 2008). Existe un genuino interés actualmente por estudiar el efecto de diversos
probioticos sobre la salud y desarrollo de los animales (Krehbiel et al., 2003; Hong et al.,
2005), si bien esta idea no es nueva. La adicion de probidticos a la dieta ha sido estudiado
desde el afio 1908, cuando por primera vez Metchnikoff propuso el consumo de probidticos
para prevenir enfermedades causadas por enteropatogenos (Krehbiel et al., 2003; Laborde,
2008). Ya para el afio 1920 en Japon existian alimentos que incluian probioticos (Krehbiel et
al., 2003; Musa et al., 2009). En los ultimos afios se ha intensificado el estudio de los
probiodticos en las dietas de animales domésticos de produccidon para mejorar su salud y
rendimiento (i.e. porcinos, aves, rumiantes). Bacterias del género Bacillus han sido uno de los
microorganismos mas utilizados como probidticos en la dieta de operaciones pecuarias (Musa

et al., 2009). Este género tiene la capacidad de producir esporas que le permiten resistir



condiciones ambientales adversas. Ademas, ha demostrado la capacidad de producir
proteinas cristalinas que resultan toxicas para nematodos parasiticos, lo que promete ser una
alternativa para su control (Wei et al., 2003). Sin embargo, los efectos positivos de
probioticos dietéticos sobre el rendimiento productivo y salud ha sido estudiado mucho
menos en pequefios rumiantes que en porcinos y aves (Kritas et al., 2006). Se precisa mas
evaluacion de la adicion de probioticos en la dieta de ovinos en crecimiento y su efecto sobre
la salud y desempefio productivo. Asi mismo, el efecto residual de la utilizacion de estos

aditivos biologicos en dietas para pequefios rumiantes debe ser investigado.



2.0 OBJETIVOS

Evaluar el efecto de la adicidon dietética de un probidtico aportador de cepas de
Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis sobre el consumo y digestibilidad de la dieta basada
en henos de baja calidad sobre el crecimiento y salud en corderos

Determinar el efecto residual de la inclusiéon del probidtico sobre las mismas
variables.

Evaluar la inclusion de la invasora Hyparrhenia rufa en forma de heno en la dieta de

corderos destetados.



3.0 REVISION DE LITERATURA

3.1 Factores que Afectan el Crecimiento de Ovinos Destetados

En climas tropicales la pobre calidad y estacionalidad del forraje disponible con que
se alimentan los rumiantes destetados suele ser uno de los factores que afectan su
crecimiento, debido al consumo inadecuado de nutrientes digeribles (Ramos et al., 1998).
Otro factor negativo es la resistencia que han desarrollado algunos parésitos gastrointestinales
a los diferentes tratamientos antihelminticos usados con los ovinos y caprinos (Whitley et al.,
2009b). Ademas, las condiciones climaticas severas de temperatura, radiacion solar, humedad
y viento pueden ser factores adversos adicionales al desarrollo de pequefios rumiantes
(Acero, 2007).

3.1.1 Calidad del Forraje

La calidad del forraje disponible para el consumo animal en climas tropicales puede
verse afectada por la especie, fertilidad del suelo, asi como la edad o madurez de la planta
(Mas y Garcia, 2006). Las gramineas tropicales (GT) mas utilizadas en Puerto Rico incluyen
las especies estrella (Cynodon nlemfuensis), pangola (Digitaria decumbens), merker
(Pennisetum purpureum), buffel (Cenchrus ciliaris), signal (Brachiaria brizantha) y guinea
(Megathyrsus maximus) (Mas y Garcia, 2006). Existe una relacién inversa entre edad de
cosecha y calidad de las GT, ya que al madurarse estas plantas se lignifican y se vuelven
menos digeribles en el sistema digestivo de los rumiantes. En areas tropicales las gramineas
presentan un bajo contenido y digestibilidad de nitrogeno mayormente en épocas seca
(Ramos et al., 1998). Por contraste, en el noreste de Estados Unidos los forrajes que se
describen como de buena calidad pueden tener una composicion quimica de 18-25% de PB y
40-55% de FDN (Bargo et al., 2003).

3.1.1.1 Hyparrhenia rufa

En algunas regiones de la isla se ha propagado la hierba invasiva Hyparrhenia rufa
conocida como “jaragua” o “cola de caballo”. Esta hierba se caracteriza por su agresividad
comparada con muchas otras GT y ha colonizado diferentes areas de la isla mayormente
fincas abandonadas, orillas de carreteras y areas de cultivos (Mas y Garcia, 2006).
Nutricionalmente no es de alta calidad ya que contiene una alta proporcion de paredes
celulares (aprox. 78%), las cuales contienen mucha lignina. Frente al problema de la invasion
de esta especie se ha evaluado recientemente métodos quimicos y de control bioldgico,
incluyendo el uso de hongos fitopatégenos (Rivera, 2012), el pastoreo por pequefios

rumiantes (Martinez et al., 2013) y su uso como heno para alimentar caprinos (Rivera, 2012).



Bajo condiciones de pastoreo se observo un mayor consumo de esta especie invasora por
ganado caprino que ovino (Martinez et al., 2013). Al evaluar el uso de esta hierba en forma
de heno para alimentar caprinos se demostrd que es posible su inclusion en la dieta en niveles
de hasta 10% del total de forraje ofrecido, sin afectar el consumo y digestibilidad (Rivera,
2012).

3.1.2 Disponibilidad del Forraje

En diversos paises la disponibilidad de tierras para la produccién de forrajes ha
mermado rapidamente en los ultimos afios principalmente por la presion poblacional y el uso
de terrenos agricolas para urbanizacion y desarrollo industrial (Salem y Smith, 2008). Las
empresas pecuarias, especialmente las de produccion extensiva, que utilizan el pastoreo como
la principal fuente alimentaria a un bajo costo, son las mas impactadas (Bargo et al., 2003).
La ganaderia extensiva es de modesta productividad por tener que usar cargas animales bajas
(Salem y Smith, 2008), si bien en producciones ovinas y caprinas el requerimiento de area
superficial por unidad animal es s6lo una fraccion de lo que es para ganado vacuno.

3.1.3 Suplementacion

Una practica comun en sistemas extensivos de pastoreo es suplementar la dieta con
alimentos altos aportadores de energia o proteina, especialmente en regiones tropicales
donde las gramineas presentan bajo contenido de estos nutrientes. Durante las épocas secas se
utilizan diversas estrategias de suplementacion para sostener la produccidon animal (Aranda et
al., 2001). Segun Bargo et al. (2003), una combinacion de pastos y suplementacion con
granos u otras fuentes alimentarias es necesaria. Ademas, animales en crecimiento son mas
exigentes en sus requerimientos nutricionales de lo que aportan, en muchos casos, dietas
basadas en forrajes solamente. El objetivo principal de suplementar la dieta es aumentar el
consumo de materia seca (MS) y de energia digerible (ED) (Bargo et al., 2003). Suplementar
para corregir el bajo contenido de proteina en las GT de baja calidad puede aumentar el
consumo y la digestibilidad de la dieta (Salem y Smith, 2008).
3.2 Microflora del Sistema Digestivo

Los microorganismos vivos presentes en los diferentes sitios del tracto
gastrointestinal (GI) de los herbivoros les permite utilizar el material vegetativo como fuente
de energia (Dehority, 2002). Los herbivoros se pueden dividir en aquellos que llevan a cabo
fermentacion pre gastrica y aquellos cuya fermentacién es post gastrica. A lo largo de la
evolucion, los rumiantes han desarrollado un estomago con multiples compartimientos que
facilita la fermentacion microbiana pre gastrica (Dehority, 2002).

3.2.1 Microorganismos Ruminales



La microflora y su actividad ruminal pueden ser alteradas por cambios en pH, tipo de
dieta y disponibilidad de nutrientes presentes en la misma, entre otros factores. Por ejemplo,
la degradacion de celulosa en el rumen por parte de las bacterias celuliticas se inhibe cuando
el pH del contenido ruminal se encuentra por debajo de 6 (Russell y Wilson, 1996). La
cantidad de bacterias presentes en el contenido del rumen es de aproximadamente 10'a 10"
células por gramo, con representacion de aproximadamente 250 especies diferentes, mientras
los protozoarios presentes son menos numerosos con poblaciones de entre 10°a 10° células
por gramo y 28 especies diferentes (Peede, 1997). La sobrevivencia de algunos
microorganismos en el rumen no es de larga duracion (Wells y Russell, 1996). En un
experimento se identificaron 83, 62 y 370 cepas de bacterias diferentes en animales
alimentados con concentrado, con heno de baja calidad y con una mezcla de harina de
pescado, miel y urea, respectivamente (Elias, 2004). Las bacterias encontradas se mostraron
variables en cuanto a morfologia (cocos o bacilos) y reaccion a tintura Gram (negativa o
positiva) y las proporciones de éstas se vieron afectadas por la dieta. Entre los protozoarios
que se han encontrado en el rumen de novillos, el mas predominante es Enfodinium
(Ghorbani et al., 2002). La poblacion total de protozoarios tiende a disminuir con dietas altas
en granos y al contrario aumentar con la suplementacion de Propionilbacterium. Este ultimo
efecto puede ayudar a prevenir la acidosis ya que Entodinium juega un papel importante en la
utilizacion de acido lactico (Ghorbani et al., 2002).

3.2.2 Microorganismos Intestinales

En el intestino es posible encontrar poblaciones bacterianas que algunas veces afectan
la salud animal como cepas de Escherichia coli y Salmonella. Se ha encontrado poblaciones
de bacterias intestinales de 4 x 10’ células/g, con un total de 48 diferentes cepas, siendo la
mayoria Gram positiva (Nicoletti et al., 1984). En un estudio, el nimero de células viables
presentes bajo condiciones anaerdbicas en la digesta del intestino vari6 de 5 x 10*hasta 7 x
10° por gramo, mientras que en el tejido intestinal los limites fueron entre 2 x 10” hasta 4 x
10*; bajo condiciones aerdbicas los niimeros correspondientes fueron de 10*a 5 x 10°y de 5
x 10 a 6 x 10* celulas/g en la digesta y el tejido (Nicoletti et al., 1984). Se ha identificado
unas 50 cepas de las encontradas entre el tejido y la digesta, siendo la mayoria estreptococos
y morfoldgicamente similares a Propionilbacterium (Nicoletti et al., 1984). La mayoria de las
bacterias presentes en la digesta intestinal no crecen en condiciones aerobicas, en cambio las
asociadas al tejido intestinal crecen bajo ambas condiciones, por lo que se puede concluir que
pequefias cantidades de oxigeno pueden pasar a través de los capilares y llegar al tejido

epitelial (Nicoletti et al., 1984).



3.3 Probidticos

La utilizacion de probidticos en la dieta para fortalecer la alimentacion tiene una larga
historia, pero ha aumentado el interés por su estudio recientemente (Hong et al., 2005). Un
probidtico puede ser definido de varias maneras, como por ejemplo, microorganismos
disponibles en suficiente cantidad para alterar la microflora del tracto digestivo del animal
hospedero (Kritas et al., 2006). Otros investigadores lo definen como microorganismos vivos
que al consumirse le brindan algin beneficio al hospedero por mejorar el balance de
microorganismos en el intestino (Krehbiel et al., 2003; Hong et al., 2005; Taras et al., 2006);
o bien se describa como la alimentacion directa de microorganismos (Ghorbani et al., 2002).
Otro enfoque es definir este concepto como el uso de cultivos vivos en la dieta para sustituir
la inclusion de antibidticos y otros quimicos (Musa et al., 2009). A nivel comercial la
Administracion de Drogas y Alimentos (Food and Drug Administration; FDA, en inglés)
obliga a los manufactureros de estos productos a llamarlos “Direct Feed Microbials” (DFM)
y los mismos deben cumplir con los requisitos de ser especificos para un hospedero dado,
resistir destruccion en las regiones del tracto GI, mostrar estabilidad genética y ser seguros o
no patdgenos (Krehbiel et al., 2003).

Los probioticos no solamente se utilizan en animales de produccion pecuaria como
aves, porcinos, peces, bovinos y conejos, sino también en la alimentacion humana. Incluso,
productos para consumo humano conteniendo probidticos del género Lactobacillus se
mercadearon tan temprano como la década del 1920 en Japon (Musa et al., 2009).

3.4 Probiotico vs. Antibioticos

El empleo excesivo de antibioticos de importancia para usos médicos para fines no
terapéuticos en las operaciones pecuarias ha permitido que algunas bacterias desarrollen
resistencia a los mismos. Esto puede representar un riesgo tanto a la salud animal como a la
humana y por tal razon se ha considerado la eliminacion o substitucion de antibioticos usados
en la produccion animal (Bhandari et al., 2008). Los probidtico podrian representar la
alternativa a tal uso de antibioticos (Fleige et al., 2009). Aunque, no se pretende que los
probioticos sustituyen a los antibioticos para curar enfermedades severas, si podrian mejorar
la eficiencia de la alimentacidon animal y promover la salud animal.

La diarrea es uno de los problemas de salud que mas afecta el crecimiento post destete
de diversas especies animales y es comunmente tratada con antibidticos (Al-Saiady, 2010).
Ademas de la resistencia que pueden adquirir las bacterias a los antibidticos, sustituir el uso
de estos por el uso de probioticos reduciria el riesgo de contaminacidon con antibidticos en

productos para consumo humano (Bhandari et al., 2008).
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3.5 Probioticos en Produccion Animal

Los probidticos han sido menos estudiados en los rumiantes que en los no rumiantes
mamiferos y aviares. Sin embargo, experimentos en becerros lactantes, corderos y toretes
para engorde indican que, tal como los antibiodticos, los probidticos mejoran el desempefio
productivo y reducen la incidencia de diarrea (Kritas et al., 2006). El concepto original de
anadir probidticos a la dieta del ganado vacuno era principalmente obtener efectos
beneficiosos post ruminales mediante el establecimiento de una microflora deseable
(Ghorbani et al., 2002; Krehbiel et al., 2003). En otros estudios relacionados, la
suplementacion con probidticos en caprinos para carne ha disminuido las poblaciones de E.
coli 'y Salmonella en las heces (Whitley et al., 2009a).

Existen indicaciones de que los probioticos pueden producir beneficios ruminales
también (Krehbiel et al., 2003). Uno de los desordenes ruminales mas comunes es la acidosis.
Para lograr el efecto deseado se precisan bacterias capaces de competir con o complementar
la actividad de las bacterias productoras de acido lactico en el rumen y asi disminuir la
concentracion de este acido y prevenir o aminorar la acidosis. Por ejemplo, los bovinos que
consumen dietas bien altas en granos experimentan con frecuencia acidosis ruminal
subaguda, pero si se anade bacterias utilizadoras de acido lactico, como Propionilbacterium
0 una combinacion de ésta con otras cepas, se puede evitar esta condicion (Ghorbani et al.,
2002). Megasphera elsdenii es otra especie que ayuda a prevenir la acumulacion de acido
lactico y reducir la incidencia de acidosis (Krehbiel et al., 2003).

3.5.1 Microorganismos Utilizados Como Probidticos

Existen diferentes microorganismos que se prestan para ser utilizados como
probioticos los cuales incluyen bacterias, levaduras y hongos. La efectividad relativa de uno y
otro depende de la especie animal a la que se destina. En aves, porcinos y otros no rumiantes
han resultado més efectivos los probiodticos conteniendo bacterias, mientras que en rumiantes
adultos las levaduras y los hongos son preferibles (Musa et al., 2009). Entre las bacterias mas
utilizadas como probioticos se hallan Lactobacillus acidophilus y L. casei, aunque otras
especies pertenecientes a los géneros Estreptococcus, Enterococcus, Bacillus, Clostridium y
Bifidobacterium asi como E. coli son comunmente utilizadas (Krehbiel et al., 2003; Musa et
al., 2009). Muchos de los probioticos utilizados hoy dia constan de bacterias formadoras de
esporas como las del género Bacillus (Hong et al., 2005). Especies del género Lactobacillus
pueden sobrevivir el paso por el sistema digestivo y adherirse a la pared del intestino e

incluso colonizarla lo que resulta beneficioso a la salud animal y humana (Al-Saiady, 2010).



Las levaduras y hongos madés utilizadas en probidticos para rumiantes son
Saccharomyces cervisiae y Aspergillus oryzae (Laborde, 2008). Ciertas combinaciones de
diferentes especies de microorganismos pueden mostrar efectos sinergisticos en beneficio por
ejemplo de la ganancia en peso diario (GPD) y la eficiencia de conversion alimentaria en
caprinos (Whitley et al., 2009a). El uso de productos conteniendo levaduras (Aspergillius
oryzae), bacterias productoras de acido lactico (L. acidophilus y E. faecium), y enzimas
(amilasas y proteasas) como probiodticos ha mejorado la GPD y la eficiencia de conversion en
caprinos (Whitley et al., 2009a).

3.5.2 Mecanismo de Accion de los Probidticos

Los probidticos pueden trabajar en el sistema GI de diferentes maneras. Pueden
competir por las fuentes de nutrientes o por lugares de colonizacion con los patogenos;
pueden inhibir la produccion de toxinas de otras bacterias; pueden sintetizar sustancias
antimicrobianas; y pueden inmunomodular el hospedero (Krehbiel et al., 2003; Musa et al.,
2009). Ademas, pueden promover la proliferacion de otros microorganismo beneficiosos y
restringir la adhesion de patdgenos en la mucosa intestinal. Aunque se conoce la existencia de
estos mecanismo, la accion exacta de muchos de estos probioticos utilizados en la
alimentacion animal queda por delucidarse y por ello se necesita mayor estudio sobre los
diferentes mecanismos de accion (Krehbiel et al., 2003).

3.5.2.1 Colonizacién

Para que los probidticos puedan ejercer un efecto beneficioso sobre el animal
hospedero se requieren varias condiciones, pero la de mayor importancia es la capacidad de
los microorganismo de adherirse a las paredes y colonizar el tracto GI (Krehbiel et al., 2003).
La mayoria de la microflora se encuentra adherida a la mucosa epitelial del tracto o a las
particulas de la digesta y las esporas de diferentes cepas pueden diferir en sus mecanismos de
adhesion, lo que puede afectar el tiempo de su paso a través del tracto (Hong et al., 2005).
También se requiere que haya disponible sustratos especificos utilizables por las bacterias
para promover la sobrevivencia de las usadas como probioticos; estos sustratos pueden estar
presentes naturalmente o ser afiadidos a la dieta (Fleige et al., 2009). En ciertos experimentos
se observo que una sola dosis de esporas de B. subtilis persistieron en forma viable hasta 36
dias en el intestino de aves y 15 dias en ratones (Hong et al., 2005).

3.5.2.2 Sintesis de Sustancias Antimicrobianas

El principal mecanismo que se asocia a la inhibicién de microorganismos patégenos

que causan infecciones en el tracto GI es la produccion de sustancias antimicrobianas (Hong

et al., 2005). Los compuestos antimicrobianos sintetizados por los microorganismos
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probidticos incluyen acido lactico, 4cido acético, perdoxido de hidrogeno, -
hidroxypropionaldehido y péptidos, entre otros (Al-Saiady, 2010). Otras sustancias
antimicrobianas incluyen bacteriocinas, sustancias inhibidoras (subtilisina) y antibidticos
(surfactina). Hay productos comerciales que contienen cepas de B. subtilis y B. licheniformis
productoras de antibiodticos activos contra Heliobacter pylori llamados aminocoumacinas,
también pueden actuar en contra de S. Aureus, E. faecium, Camphylobacter jejuni, Candida
albicans y B. clausi y sus antibioticos tienen actividad en contra de levaduras en el intestino
(Hong et al., 2005). La produccion de estos compuestos por los probidticos les permite
competir con los microorganismos intestinales (Al-Saiady, 2010).
3.5.2.3 Inmunomodulacion del Hospedero

Un mejoramiento en respuesta del sistema inmune innato y adquirido de un animal
puede resultar del uso de probidticos. Dicha inmunoregulacion puede reducir la incidencia de
enfermedades y ocurrir de varias formas (Fleige et al., 2009). Por un lado la presencia del
probiodtico puede aumentar la fagocitosis y la actividad de las células asesinas del cuerpo
(linfocitos); por otro lado puede aumentar la produccion de inmunoglobulinas mejorando asi
la respuesta inmune (Krehbiel et al., 2003). La produccion de inmunoglobulinas es
promovida por las citoquinas. Citoquinas inflamatorias pueden interaccionar con las células
epiteliales del intestino y reducir la sintesis de moléculas que tienen efectos inflamatorios
(Fleige et al., 2009). Aunque los mecanismo de accidon no estan muy claros, probablemente
una combinacion de los efectos de la adhesion, colonizacion y estimulacion del sistema
inmune ocurre para favorecer la salud en los animales que consumen probidticos (Krehbiel et
al., 2003).
3.6 Bacillus

Las bacterias del género Bacillus producen esporas lo que les permite resistir
condiciones ambientales adversas que pueden incluir la ausencia de sustratos durante el
trayecto por el tracto GI, para luego germinar o eclosionar y proliferar bajo condiciones
favorables y al completar su ciclo de vida llegar a la re-esporulacion nuevamente (Hong et
al., 2005). Entre las especies de este género se destacan B. subtilis, B. cereus, B.
licheniformis, B. clausii, B. pumilus y B. coagulans. Estas especies son Gram-positivas y
normalmente se encuentran en el suelo, en el agua y en el aire. Son de posible uso para
inhibir infeccion GI en los animales por mecanismos como sintesis de sustancias
antimicrobianas ¢ inmunomodulacion (Hong et al., 2005). Por otro lado, se observo que
nematodos parasiticos presentes en el intestino de ratas presentaron susceptibilidad a las

proteinas cristalinas producidas por las bacterias Bacillus thuringiensis (Wei et al., 2003).
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Estas bacterias no se consideran como parte natural de la microflora GI (aloctonas), pero
irobnicamente su presencia puede proveer algin beneficio.

Los Bacillus pueden servir para la prevencion de desordenes o infecciones y también
como suplementos para restablecer un buen balance de la microflora en el tracto GI. Varias
empresas en paises asiaticos como China, India, Corea y Japon han desarrollado productos de
esta indole (Hong et al., 2005).

Hay otras especies del mismo género que son patdgenos, notoriamente B. anthracis y
B. cereus que atacan humanos y animales y también se asocian con la intoxicacion
alimentaria.

3.6.1 Localizacion de las Bacillus

Aunque no se consideran bacterias autdctonas se ha encontrado bacterias del género
Bacillus en el sistema GI animal (Hong et al., 2005). Este hallazgo puede deberse a que
cepas presentes en el suelo y agua han sido ingeridas por los animales. Presumiblemente las
esporas consumidas pueden atravesar todo el sistema GI sin alterarse ya que las esporas son
resistentes a la accion enzimatica del estdbmago y el intestino. La mayoria de las bacterias del
género Bacillus son aerdbicas facultativas y tedricamente no podrian proliferarse en
ambientes anaerdbicos como el GI (Hong et al., 2005). Sin embargo, se ha observado que
bajo condiciones apropiadas ciertas bacterias aerdbicas facultativas si se pueden proliferar en
ambientes anaerobicos pero para ello deben ser capaces de utilizar nitrato o nitrito (Hong et
al., 2005). Asi mismo, en estudios in vitro se ha encontrado que algunas cepas son tolerantes
a las sales biliares pero sensitivas a los jugos gastricos mientras otras son resistentes a ambos
(Hong et al., 2005). Aunque las bacterias de este género no son autoctonas en el sistema GI y
son anaerObicas facultativas, pueden tolerar ambientes anaerdbicos y por lo tanto ser
utilizadas como probidticos.

3.6.2 Bacillus licheniformis

Esta especie crece a pH entre 5 y 10 y es utilizada en fermentaciones industriales ya
que produce varias enzimas como amilasas, proteasas y altos niveles de celulasas. Estas
bacterias son reductoras de nitratos y pueden crecer en soluciones salinas a concentraciones
hasta de 3.5%. Por el lado negativo, existen reportes que asocian esta especie de bacteria con
abortos esporadicos en el ganado que ocurren tarde en la gestacion (Scott, 2008). No hay un
mecanismo exacto asociado, sin embargo para que esto ocurra, el microorganismo debe tener
un efecto sobre la regresion del cuerpo luteo. Ademas, controlar esto es muy dificultoso ya
que el microorganismo se encuentra en el ambiente.

3.6.3 Bacillus subtilis
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Varias especies del género Bacillus como B, subtilis, B. licheniformis y B. pumulis
estan altamente relacionadas y es dificil distinguir entre ellas. La especie B. subtilis puede
crecer a pH entre los amplios limites de 4.5 y 10 y es capaz de producir altos niveles de
enzimas como amilasas, proteasas, lipasas, celulasas y xilanasa. También produce
compuestos antifungicos. Tanto B. licheniformis como B. subtilis son bacterias productoras
de acido lactico. Ciertas cepas producen sustancias con actividad antiviral y contra tumores,
otras cepas tienen propiedades de probioticos, al estimular el sistema inmune y actividad
contra el cancer (Hong et al., 2005).

3.7 Efecto de la Adicion de Probioticos Sobre el Valor Nutricional de la Dieta

3.7.1 Consumo de Alimento

Aunque un aumento en la tasa de ganancia en el peso vivo (PV) se relaciona
generalmente con un mayor consumo de MS, al investigar el efecto de adicionar probioticos a
la dieta sobre su consumo voluntario no se ha verificado una relacion positiva entre estos dos
factores (Krehbiel et al., 2003; Whitley et al., 2009a). Con la adicion de probidticos en la
dieta se puede ver un efecto positivo sobre el PV sin afectar el consumo de MS. Whitley et
al., (2009a), realizaron cuatro experimentos con ganado caprino para evaluar la adicion de
probidtico en la dieta y en tres de ellos no observaron un aumento en el consumo de MS.
Krehbiel et al. (2003) tampoco observaron un mayor consumo de MS en becerros
alimentados con un probidtico. Posiblemente este patron de resultados puede reflejar una
mejor eficiencia de utilizacion de los nutrientes dietéticos por parte de los animales
alimentados con el probidtico.

3.7.2 Digestibilidad

En animales rumiantes la digestion de carbohidratos, proteinas y lipidos y la sintesis
de aminodcidos y vitaminas son en gran parte funciones de los microorganismos presentes en
el rumen (Peede, 1997). Esto imparte a los rumiantes la capacidad de digerir y utilizar la
fraccion fibrosa de los alimentos que ninguna enzima producida por los mamiferos es capaz
de degradar. Una poblacion optima de bacterias ruminales promueve la digestion de la MS y
mejora el metabolismo de los compuestos nitrogenados (Salem y Smith, 2008). Muchas
veces las enzimas producidas por los microorganismos utilizados como probidticos estimulan
el crecimiento de otras bacterias en el rumen y la actividad fermentativa, también ayudan a
mantener un pH 6ptimo y aumentar el flujo saliente del rumen con efectos positivos sobre la
digestibilidad (Laborde, 2008). Sin embargo, en las investigaciones realizadas no se obtiene
siempre estos efectos positivos. Por ejemplo Whitley et al. (2009 a), no observaron mejor

digestibilidad de la MS, materia organica, fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente
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acido (FDA) y proteina bruta (PB) de la dieta en caprinos suplementados con un probiotico
que contenia una mezcla de diferentes microorganismos.

3.7.3 Ganancia en Peso Diario

Krehbiel et al., (2003) verificaron un efecto cuadratico sobre la GPD de terneros
alimentados con tres dosis escalonadas de un probidtico conteniendo L. acidophilus. En uno
de cuatro experimentos donde se evalué la GPD de caprinos, se observo una GPD mayor en
aquellos caprinos que consumieron el probidtico que en los animales testigos (Whitley et al.,
2009a). Sin embargo, el PV en los caprinos que consumieron el probiotico no se vid afectado
en los otros tres experimentos (Whitley et al., 2009a). También se reportd que becerros
alimentados con bacteria acido lactico (BAL) no obtuvieron una GPD significativamente
mayor que los becerros testigos (Krehbiel et al., 2003). En otro estudio, los PV de becerras
que consumieron probioticos conteniendo L. acidophilus o una combinaciéon de L.
acidophilus y L. plantarum superaron el PV de animales sin recibir el probiodtico (Al-Saiady,
2010). Otros experimentos relacionados han mostrado inconsistencia y variacion entre
especies animales y entre etapas de crecimiento al utilizar probidticos dietéticos en rumiantes
(Whitley et al., 2009 a).
3.8 Efecto de la Adicion de Probioticos sobre el Manejo de Residuos Organicos

Los problemas relacionados con el manejo de estiércol en las operaciones pecuarias
incluyen los malos olores que se generan, la acumulacion excesiva de solidos organicos en
los corrales, la formacion de amoniaco y la proliferacion de moscas. Los malos olores y la
acumulacion de solidos son el resultado de una inadecuada descomposicion microbiana del
estiércol. Muchas dietas formuladas para los animales de finca contienen antibidticos que
pueden afectar negativamente el crecimiento bacteriano necesario para la descomposicion de
los desperdicios (Davis et al., 2008). La adicion en la dieta de bacterias del género Bacillus
seleccionadas para acelerar la descomposicion del estiércol podria ser un método efectivo
seglin un experimento realizado por Davis et al. (2008). Luego de consumir semejante dieta
los cerdos en crecimiento mejoraron su eficiencia de conversion alimentaria y se redujo el
tiempo requerido para descomponer el estiércol. Las bacterias seleccionadas del género
Bacillus son ideales para este proposito ya que producen enzimas que ayudan a descomponer
el estiércol y sus esporas sobreviven la actividad enzimatica, la acidez y la alcalinidad y el
calor del sistema digestivo (Hong et al., 2005).
3.9 Efecto de la Adicion de Probioticos en la Dieta sobre la Salud en Pequefios

Rumiantes
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Las consecuencias para la salud animal de la utilizacion de probidticos ha sido
evaluado en vacunos, no rumiantes mamiferos y aves (Kritas et al., 2006). Sin embargo, su
efecto sobre la salud de los caprinos y ovinos ha recibido menos atencion.

3.9.1 Parasitos Internos

En ovinos, el nematodo parasitico de mayor importancia econémica es Haemonchus
contortus (Alba et al., 2010; Leask et al., 2012). Este nematodo puede estar presente en forma
viable en las pasturas durante varias semanas, principalmente en lugares de clima humedo y
lluvioso (Burke et al., 2009). Los huevos de este nematodo presentes en las heces fecales
caen al suelo en las pasturas, donde en condiciones ideales se desarrolla la larva que puede
moverse a diferentes partes de la planta y ser consumida por el animal nuevamente. La etapa
adulta de este nematodo se encuentra en el tracto GI de los pequefios rumiantes,
particularmente en el abomaso (Mandal y Sharma, 2008). De hecho, se ha verificado que en
el abomaso de corderos, la inica especie parasitica presente es H. contortus (Burke et al.,
2009). La etapa adulta es capaz de producir miles de huevos diariamente y cada nematodo
individual puede consumir hasta 200 ul de sangre (Acero, 2007). El mismo afecta tanto
animales jovenes como adultos siendo los recién destetados los mas susceptibles (Burke et
al., 2009). Un control adecuado para evitar infecciones parasiticas es esencial para mejorar la
salud y productividad de los animales luego del destete (Mandonnet et al., 2005). El principal
efecto de H. contortus es causar anemia en los animales al alimentarse de la sangre, lo que
reduce el vigor y productividad y puede causar hasta la muerte (Burke et al., 2007). Otros
sintomas de parasitismo incluyen retraso en el crecimiento, baja eficiencia de conversion
alimenticia y aspecto desmejorado del animal (Alba et al., 2010). Otros neméatodos
gastrointestinales ademas de H. contortus, como Strongyloides, Trichuris 'y
Oesophagostomum, también tienen un impacto econémico negativo en la crianza de ovinos
(Mandal y Sharma, 2008). En otros rumiantes como becerras, especies de nematodos de los
géneros Cooperia y Ostertagia son los mas abundantes y en menor grado especies de
Trichostrongylus y Haemonchus (Yaswinsky et al., 2009).

El control convencional de H. contortus depende de la utilizacion de antiparasitarios o
compuestos quimicos aunque seria preferible el controlar de forma biolodgica u orgénica
(Burke et al., 2009). El control del nematodo mediante practicas orgénicas y sin la utilizacion
de compuestos quimicos es dificultoso pero se puede lograr utilizando métodos de pastoreo
rotacional sistémico, razas de animales resistentes como la Katahdin y una buena nutricion
(Burke et al., 2009). Asegurar una buena nutricion para ayudar al control de neméatodos

parasiticos dependeria de la suplementaciéon cuando la dieta basal es de forrajes de baja
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calidad. El pastoreo rotacional efectivo, en lo que respecta a la nutricion, dependeria del
consumo rapido de las plantas de cada predio en etapa inmadura (forrajes cortos) para que
sean mas nutritivas, pero esto a su vez expondria los animales a una mayor infeccion de los
nematodos en su etapa larval debido al consumo mas cerca del suelo (Burke et al., 2009).

La utilizacion de otros tipos de forrajes como leguminosas con altas concentraciones
de taninos se ha postulado como otra alternativa (Whitley et al., 2009b). Sin embargo, el
hecho que la implementacion de métodos organicos o biologicos es tan complicada,
contribuye a la utilizacion descontrolada de antihelminticos que lleva bastante tiempo
vigente. La utilizacion excesiva y frecuente de los mismos antihelminticos como tratamiento
antiparasitico ha permitido que los nematodos GI desarrollen resistencia en sus poblaciones
(Burke et al., 2007; 2009; Alba et al., 2010; Leask et al., 2012). El problema de la resistencia
a los antihelminticos ha impactado las explotaciones de pequefios rumiantes en regiones de
todo el mundo (Mandal y Sharma, 2008; Whitley et al., 2009b). Paises en Africa, Asia, las
Américas e incluso Puerto Rico son afectados actualmente.

3.9.2 Método FAMACHA®

FAMACHA® es un sistema practico utilizado para clasificar la severidad de anemia
en pequefios rumiantes, que se desarrollo en Sur Africa como una herramienta para manejar
eficientemente la haemoncosis (Leask et al., 2012). El mismo consiste en asignar un nivel de
anemia al animal de acuerdo con el color o la intensidad en la coloracion de la membrana
ocular. Este sistema se utiliza en diferentes partes del mundo incluyendo Puerto Rico (Burke
et al., 2007). Su utilizacion en los hatos de ovinos y caprinos es de gran ayuda para mejorar la
eficiencia de los tratamientos contra infecciones de Haemonchus contortus ya que permite
reducir los costos por concepto de los antelminticos que no se aplican a animales que no los
necesiten (Burke et al., 2007; Leask et al., 2012). Experimentos recientes han demostrado que
no hay diferencias significativas en la productividad animal entre la utilizacion del sistema
FAMACHA® vs. rutinas convencionales en que se desparasita el rebafio independientemente
del nivel de anemia en animales individuales (Leask et al., 2012).

3.9.3 Conteo de Huevos en las Heces y Volumen de Células Rojas en la Sangre

El “Packed Cell Volume” (PCV) o hematocrito y el conteo de huevos en las heces
(CHH) (“Fecal Eggs Count”; FEC) se correlacionan con la coloracion de la membrana ocular
(Burke et al., 2007). Whitley et al. (2009b), observaron una reduccion en la poblacion de
nematodos en caprinos tratadas con taninos a la par con una reduccion en CHH y un aumento

en hematocrito. En otro estudio relacionado, se observo una ldgica correlacion negativa entre
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las variables hematocrito y la escala del método FAMACHA® en corderos inoculados con
larvas (etapa L3) de H. contortus que mostraron un mayor grado de anemia y una
disminucién en el hematocrito comparado con los animales testigos (Alba et al., 2010). En
ovinos, al aumentar el CHH el nivel de anemia segin FAMACHA® también aumenta (Burke
et al., 2007). El hematocrito se puede utilizar para detectar resultados falsos negativos cuando
se compara con la coloracion de la membrana ocular (Burke et al., 2007). Actualmente Burke
et al. (2009) recomiendan desparasitar cuando el hematocrito sea < 20% y el CHH sea >
5,000 huevos/g. Otros criterios mas liberales permiten no desparasitar hasta que el
hematocrito sea < 15%, aunque asi se tolera cierto grado de anemia si se considera a 19%
como el punto determinante (Burke et al., 2007). La condicién corporal (“Body Condition
Score”’; BCS), tiene relacion con el hematocrito y CHH pero no es en si un buen indicador de
anemia (Burke et al., 2007). El peso corporal tampoco es un buen indicador del estado de
infeccion de nemdatodos porque si una infeccion con H. contortus se desarrolla rapidamente
no hay tiempo suficiente para que el animal la muestre por una reduccion tan rapida en peso y
condicion corporal (Burke et al., 2007).
3.10 Enzimas Exogenas: Alternativa para Mejorar la Digestibilidad de los Alimentos
Una de las grandes limitantes en la alimentacion de los ovinos es el uso de forrajes de
baja degradabilidad en el sistema GI. Se ha investigado el uso de enzimas fibroliticas
producidas por microorganismos para ayudar a solucionar este problema. Algunos
investigadores justifican la utilizacion de enzimas fibroliticas exdgenas capaces de degradar
fibra con el potencial de mejorar la utilizacion de esta fraccion de los forrajes (Beauchemin et
al., 2003; Giraldo et al., 2008). La celulosa y la hemicelulosa son los principales
carbohidratos estructurales presentes en los forrajes. Las enzimas celulasas, hemicelulasas y
xilanasas que se obtienen de bacterias y hongos son las mas usadas en rumiantes con miras a
aumentar la digestibilidad de la MS y la fibra en los alimentos (Beauchemin et al., 2003). En
la naturaleza existen endocelulosas y exocelulosas capaces de hidrolizar la celulosa. Otras
enzimas como amilasas, proteasas y pectinasas producidas por los microbios son de posible
uso en la alimentacién animal (Beauchemin et al., 2003). A diferencia de los probidticos,
tales productos enzimaticos usualmente no contienen células vivas. El estudio de las enzimas
en la alimentacién animal empez6 mucho después que €l de los probidticos y aunque su
mecanismo de accion sea en teoria mas claro que el de los probiodticos, su uso en las
industrias pecuarias no es extenso debido a sus altos costos comparado con los de los
probioticos (Beauchemin et al., 2003). Algunos estudios aportan evidencia que la adicion de

enzimas a la dieta de rumiantes mejora la digestibilidad de la fibra pero existe mucha
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inconsistencia en los resultados, dependiendo de las condiciones experimentales en cada caso
(Beachemin et al., 2003). Ademas de aumentar la actividad fibrolitica en el rumen, la adicion
de enzimas, puede ejercer efectos sobre las poblaciones microbianas y la razon

acetato:propionato entre los acidos grasos volatiles presentes (Giraldo et al., 2008).
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4.0 MATERIALES Y METODOS

El experimento se realiz6 en el Proyecto de Pequefios Rumiantes localizado en la
Finca Alzamora de la Universidad de Puerto Rico, Recinto de Mayagiiez, UPRM. El objetivo
fue determinar el efecto del suministro de un probidtico en la dieta y su efecto residual sobre
el consumo y digestibilidad de la dieta y el crecimiento y salud en corderos machos
destetados. El aditivo en cuestion constd de dos bacterias productoras de esporas del género
Bacillus; B. subtilis y B. licheniformis. El experimento se llevd a cabo entre los meses de
septiembre y diciembre del afio 2011 y tuvo una duracion de 84 dias en adicion a 7 dias

preliminares de adaptacion de los animales al manejo y a la dieta experimental (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama del itinerario del experimento

4.1 Animales y Dieta

Se evaluaron dos tratamientos dietéticos con o sin adicion del probiotico utilizando
diez corderos criollos recién destetados con un peso promedio inicial de 11.2 kg. Los
animales fueron desparasitados antes del comienzo del experimento con una dosis oral del
antihelmintico de amplio espectro, Valbazen® y se permitieron acostumbrarse a las
instalaciones fisicas y la dieta experimental sin probidtico durante 7 dias (Figura 1). Los
animales se alimentaron con cantidades equivalentes al 4% del PV en base seca diariamente
con una dieta basal de 50% heno de gramineas tropicales y 50% heno de la especie invasora
Hyparrhenia rufa. El heno de GT se obtuvo de un proveedor comercial y consté de una
mezcla de especies botdnicas como Panicum maximum, Sorghum halapense y Digitaria

decumbens. La hierba H. rufa se cosecho en la EEA-Lajas y se deshidrato al sol para luego
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ser picada y ofrecida como heno. Ademas se ofrecio a cada ovino 210 g al dia de concentrado
comercial (CC) peletizado. Los animales tuvieron libre acceso al agua de tomar. Muestras de
los henos y el concentrado comercial fueron colectadas y analizadas en triplicado en el
laboratorio de Nutricion Animal de la Universidad de Puerto Rico para determinar su
contenido de MS secando las muestras a 65°C durante 48 horas; ademas fueron analizadas en
un laboratorio comercial para determinar el contenido de PB, FDN, y FDA utilizando
métodos estandares (AOAC, 1990; Van Soest, 1991).
4.2 Detalles del Procedimiento

Los 10 corderos criollos se asignaron aleatoriamente a uno de los dos tratamiento. Los
animales permanecieron en jaulas individuales de dimensiones (1.52 m x 1.22 m x 1.30 m)
provistas con un comedero doble para el ofrecimiento de los dos tipos de heno y uno sencillo
para acomodar el CC (Figura 2). El disefio experimental fue completamente aleatorizado
(DCA) con cinco repeticiones por tratamiento. Un tratamiento fue el control (sin aditivo) y el
otro incluy6 el aditivo de las dos cepas de bacterias Bacillus subtilis y B. licheniformis
(probiotico). La adicion del probiotico se realizd durante los primeros 49 dias del
experimento propio (Figura 1) y luego se suspendi6 dicha adicion para determinar el efecto
residual de la misma. En el aditivo las bacterias existieron en mezcla con carbonato de calcio
y dioxido de silicio que sirvieron de relleno y portador. Se incorpor6 el aditivo en los 210 g

de CC ofrecidos diariamente para asi proveer 1.33 X 10° ufc/g y 1.33 X 10% ufc/animal.
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Figura 2. Jaulas de ovinos con camada y comederos
4.3 Peso Vivo y Ganancia en Peso
Durante ambos periodos, los corderos se pesaron semanalmente antes de ser

alimentados usando una romana colgante en que se suspendia el animal por dos cuerdas, una
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pasando por el area toracica y la otra por el area inguinal (Figura 3). Los datos semanales de
PV permitieron calcular la ganancia en peso que se expreso por semana, también por dia y en

total.
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;%‘ﬁﬁ
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Figura 3. Pesaje de los ovinos

4.4 Variables de Salud

Durante ambos periodos del experimento se determino cada 21 dias el efecto del
suministro del probiotico y luego su efecto residual sobre la salud de los ovinos. Se evaluaron
los cambios en el nivel de anemia utilizando como indicadores el método FAMACHA®y el
hematocrito, y el grado de parasitismo GI por el CHH.

4.4.1 FAMACHA®

Se observo la coloracion de la membrana ocular de cada cordero a intervalos de 21
dias para asignarle un valor segin el sistema FAMACHA® al comparar la coloracion
observada con los colores estandares expuestos en la tarjeta disefiada para dicho propdsito
(Figura 4). La tarjeta tiene una escala de 1 a 5, donde 1=06ptimo; 2=aceptable; 3=dudoso

(“borderline”); 4=peligroso y 5=fatal con respecto al nivel de anemia en los ovinos.
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Figura 4. Tarjeta de FAMACHA®, utilizada para determinar el nivel de anemia

4.4.2 Conteo de Huevos en las Heces

Para determinar el efecto de la adicion del probidtico sobre el CHH, especificamente
los huevos de H. contortus, se tomaron las muestra de heces directamente del recto de cada
ovino. Para su cuantificacion se utiliz6 la técnica de conteo McMaster (Moore et al., 2008).
Las muestras obtenidas se llevaron al laboratorio, donde se prepar6 y utilizd una solucion
salina saturada (28 ml) y 2 g de heces. Se efectud una flotacion con la mezcla de la solucion
salina colocandose posteriormente las heces en las dos cdmaras de 0.3 mL que tiene la
laminilla McMaster para contar los huevos utilizando el objetivo 10X del microscopio.

4.4.3 Volumen de Células Rojas en la Sangre (Hematocrito)

Se colectd una muestra de sangre a cada cordero de la vena yugular utilizando una

Y2y un tubo Vacutainer ™ para hematologia de plastico con K, EDTA

aguja de 20 x 1
pulverizado en las paredes para evitar la coagulacion de la sangre. Las muestras de sangre se
colocaron inmediatamente en hielo hasta ser analizadas para determinar el por ciento por
volumen de células rojas (hematocrito). Se llen6 un tubo capilar con sangre de cada ovino y
se centrifugd a 16,000 rpm durante 120 segundos con una centrifuga (StatSpin® MP
Multipurpose Centrifuge). Los valores se leyeron con un lector de hematocrito digital.
4.5 Consumo y Digestibilidad

El consumo de alimentos y la digestibilidad de MS, PB y FDN de la dieta se
determino en dos periodos de siete dias de duracion durante el transcurso del experimento. El
primero de los dos periodos fue durante la semana seis de P1 al finalizar la evaluacion de la
adicion del probiotico en la dieta (dias 42-49 del experimento) y el segundo durante la ultima
semana de P2 (dias 78-84 del experimento) para evaluar el efecto residual del aditivo. El

consumo de cada alimento se determind por diferencia al cuantificar lo ofrecido y lo

rechazado. Para determinar la digestibilidad se usaron bolsas recolectoras de heces ajustadas
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a los animales (Figura 5). Diariamente durante los 7 dias de recoleccion de datos
comparativos, las heces se pesaron en su totalidad y se tomaron muestras de los dos henos
ofrecidos y rechazados y una alicuota de las heces (10%). Posteriormente, muestras
compuestas de los forrajes ofrecidos y rechazados y las heces por ovino individual se
analizaron para determinar los contenidos de MS y las fracciones PB y FDN (AOAC, 1990;
Van Soest et al., 1991).
4.6 Analisis Estadistico

Para determinar el efecto del suministro del probidtico y luego su efecto residual
sobre CV, digestibilidad de materia seca (DMS), digestibilidad de proteina bruta (DPB),
digestibilidad de fibra detergente neutro (DFDN), PV, GPD, FAMACHA®, hematocrito y
CHH los datos se analizaron para P1 y P2 aparte seguin un DCA con 5 repeticiones por
tratamiento. Se utilizé para el andlisis el modelo lineal general de SAS (1990).

FEl modelo estadistico utilizado fue:
Yi=p+ote
Donde:

Y ; = variable dependiente (ie. CV, DMS, DPB, DFDN, PV, GPD,
FAMACHA®, hematocrito y CHH)

p = media general estimada

a; = efecto de tratamiento (sin aditivo y con presente o previo recibo de

éste)

& = error experimental
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Figura S. Bolsas recolectoras de heces para determinar digestibilidad de MS, PB y FDN.
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Composicion Quimica de los Alimentos Utilizados

La composiciéon quimica de los henos utilizados en este experimento llenaron las
expectativas para este tipo de forrajes (Cuadro 1). En ambos periodos experimentales el heno de
la especie invasora Hyparrhenia rufa (HHR) y el de gramineas tropicales naturalizadas (HGT)
presentaron valores de PB menores a 6% y de paredes celulares (FDN) y su fraccion ligno
celulolitica (FDA) altos; mayores de 75% y 47% en el HHR y mayores de 71% y 37% en el
HGT, respectivamente. En un experimento relacionado Rivera (2012), también reportd que ésta
especie invasora se caracteriza por su bajo contenido de PB y alto de paredes celulares, donde el
contenido vari6 a través del afio (3.12% a 7.90% de PB, 68.67% a 78.26% de FDN y 41.97% a
55.22% de FDA). Curiosamente, el HGT tuvo un menor contenido de PB en periodo 1 (P1) que
en periodo 2 (P2) (4.9 vs. 5.4%) pero su contenido de FDA no guard6 una relacion inversa con
el de PB al subir de 37.2% en P1 a 43.1% en P2. En cambio, el contenido de FDN se mantuvo
casi constante en los dos sucesivos periodos (71.7 y 71.2%). Esta composicion de GTN se
asemeja a las observadas en estudios previos donde el % de PB, FDN y FDA fue 6.05, 69.58 y
51.82, respectivamente (Rosario, 2012). El contenido de proteina del concentrado comercial
(CC) coincide con el minimo garantizado por su manufacturero (14% de PB).

Cuadro 1. Composicion quimica de los alimentos utilizados durante ambos periodos
experimentales

Periodo 1 Periodo 2

Componente (%)] HGT HHR CcC HGT HHR CC
MS 95.1 96.1 96.4 93.7 94.9 93.6
PB’ 4.9 3.5 15.9 5.4 5.5 16.9
FDN* 71.7 78.8 38.0 71.2 75.6 35.5
FDA? 37.2 47.1 15.7 43.1 53.0 17.0

' Media de 3 repeticiones

? Base seca

5.2 Consumo Voluntario

El consumo voluntario (CV) de MS total fue mayor (p<0.05) en animales que consumieron el
probidtico que en aquellos alimentados sin el aditivo (484 vs. 445 g/d, Cuadro 2). Esta
diferencia de 39 g representa una ventaja relativa de 9% a favor del tratamiento con probiotico.
Los corderos que recibieron probidtico en la dieta consumieron 5 g¢ menos de MS en forma de
concentrado (196 vs. 201 g/d) pero 44 g mas en forma de forraje henificado (288 vs. 244 g/d), lo
que resulté en una mayor (p<0.05) proporcion de la MS total consumida en forma de forraje
(59.42 vs. 54.77%) relativo al testigo sin probiotico. La diferencia entre tratamientos en

consumo diario de MS en forma de forraje como porcentaje del PV fue a favor del uso de
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probiodtico, por un margen de 0.33 punto de porciento (2.37 vs. 2.04), que también resultd
significativa (p<0.05). El consumo diario de MS total como porcentaje del PV tendid (p<0.10) a
favor del uso del probiodtico (4.00 vs. 3.72). En los restantes criterios de CV incluidos en el
Cuadro 4, la diferencia entre tratamientos fue p>0.05 y en solo un caso hubo un relativo
acercamiento a diferencia significativa (p<0.11) en la proporcion de heno GTN consumido
como porcentaje del mismo heno ofrecido (49.62 vs. 45.71). Esta diferencia entre tratamientos
de 3.91 puntos de porciento fue semejante a la diferencia analoga del heno HR de 3.65 puntos de
porciento (10..30 vs. 6.65), pero sin acercamiento a la significacion estadistica en este segundo
caso (p<0.27). Los corderos que recibieron el probidtico incluyeron una proporcién mayor de
heno HR y menor de GTN en el consumo total de forraje (16.47% vs. 12.27% y 83.53% vs.
87.73%, respectivamente), siendo la diferencia de 4.2 puntos de porciento en ambos casos. Estas
diferencias entre tratamientos quedaron lejos de la significacion estadistica (p<0.40) bajo las
condiciones presentes, pero aun asi el mayor CV relativo del heno HR en presencia del
probiodtico constituye una tendencia que podria merecer investigacion adicional en relacion al
combate de la especie invasora Hyparrhenia rufa por medios no quimicos. El consumo de PB
no se vio afectado por los tratamientos (42 vs. 43 g), sin embargo un mayor pero no significativo
consumo de FDN (283 vs. 248 g) favorecio a los animales suplementados con el probiodtico
relaciondndose con un mayor consumo de forraje. El consumo de PB observado en este
experimento se encuentra notablemente por debajo de los requerimientos nutricionales de ovinos
destetados ofrecidos por el National Research Council (NRC), edicion de 1985 (Cuadro 4).

El efecto positivo del probidtico bacteriano en promover el CV que se observd en el
presente estudio es consono con los resultados de algunos otros investigadores pero en
desacuerdo con otros. Khalid et al. (2011) observaron un efecto positivo en ovinos y postularon
que la adicién de probidticos en la dieta pueda tener un efecto benéfico sobre el pH ruminal,
mejorando asi la degradabilidad de la fibra y facilitando un aumento en el CV. Hillal et al.
(2011) también observaron un mayor CV de MS en ovinos que recibieron probidticos en una
dieta con alta proporcion de granos cereales relativo a los del testigo sin el aditivo. Sin embargo,
en un estudio con ganado vacuno confinado y alimentado con altas proporciones de granos, la
suplementacion con probidtico no afect6 el consumo de MS (Khalid et al., 2011).

En estudios con otros tipos de aditivos relacionados, Rojo et al. (2005) afiadieron
amilasas producidas por Bacillus licheniformis y Aspergillus niger a la dieta de ovinos en
crecimiento y observaron decreciente CV segiin aumento el nivel de enzima en la dieta. Miller et
al. (2008) no observaron un efecto de la adicion dietética de xilanasas sobre el CV de ovinos.

Haddad y Goussous (2005) suplementaron la dieta de ovinos con cultivos de levaduras
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Saccharomyces cerevisiae sin observar un efecto sobre el CV. Es evidente que con respecto al
CV, existe gran variabilidad en la respuesta animal a dietas con adiciéon de probidticos o las
enzimas producidas por algunas de estas cepas microbianas. Entre las causas de esta variabilidad
tienen importancia la naturaleza de la dieta ofrecida y de los microorganismos o sus enzimas
utilizados.

Durante el P2 que evalud el efecto residual del probiodtico, el CV de MS no se vio
afectado (p>0.05) por los tratamientos previos, siendo la diferencias de 24 g/d a favor del testigo
(587 vs. 563 g/d, Cuadro 3). Tampoco se detectd efecto residual significativo del suministro
previo del probiodtico sobre los otros criterios de consumo considerados en el experimento,
aunque se llegd cerca (p<0.10) en el caso del consumo de heno GTN como porcentaje del
mismo ofrecido, no obstante la pequenia diferencia media de 1.39 puntos de porciento (49.73 vs.
48.34) entre los dos tratamientos previos. A diferencia de lo observado en P1, los corderos que
habian recibido el probidtico comieron en P2 una menor proporcion de heno HR y mayor de
heno GTN que los animales testigos (20.85% vs. 27.08% y 79.15% vs. 72.92%,
respectivamente). Ambos grupos consumieron mas heno HR en P2 que previamente. También la
proporcidén de concentrado en la MS total consumida bajé entre P1 y P2, pero mas en el grupo
testigo (45.23% a 36.58%) que en el grupo con probidtico (40.58% a 37.12%). El consumo de
PB (57 vs. 57 g) y de FDN (336 vs 328 g) fue similar para ambos grupos de animales. Aunque
el consumo de PB en P2 fue mayor que en P1, sigue siendo un valor inferior al requerido en
ovinos destetados (Cuadro 4). Estos resultados demuestran que la adicion dietética del
probiotico sobre el CV de corderos en crecimiento no perdurd como efecto residual en P2.

Cuadro 2. Efecto del suministro de Bacillus subtilis y B. licheniformis sobre el consumo en
base seca de corderos alimentados con henos de GTN y de H. rufa (Periodo 1).

Tratamiento

Variable Control  Probidtico = EEM' p

Consumo de materia seca total (g/d) 445° 484 ° 9.83 0.03
Consumo de PB (g/d) 42 43 1.46 0.47
Consumo de FDN (g/d) 248 283 23.07 0.31
Consumo de Concentrado/Consumo Total (%) 45.23 40.58 3.06 0.31
Consumo de Forraje/Consumo Total (%) 54.77° 59.42° 1.00 0.03
Consumo Heno GTN/Consumo Forraje (%) 87.73 83.53 3.30 0.40
Consumo Heno HR/Consumo Forraje (%) 12.27 16.47 3.30 0.40
Consumo Heno GTN/Heno GTN Ofrecido (%) 45.71 49.62 1.55 0.11
Consumo Heno HR/Heno HR Ofrecido (%) 6.65 10.30 2.17 0.27
Consumo diario de forraje en relacion al PV (%) 2.04° 237° 0.08 0.02
Consumo diario de MS en relacion al PV (%) 3.727 4.00” 0.09 0.07

"EEM= Error Estandar de la Media,
“>—Medias en la misma fila con letras diferentes difieren (p<0.05),
Y= Medias con letras diferentes en la misma fila difieren (p<0.10).
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Cuadro 3. Efecto residual del suministro de Bacillus subtilis y B. licheniformis sobre el
consumo en base seca de corderos alimentados con henos de GTN y de H. rufa (Periodo 2).
Tratamiento Previo

Variable Control ~ Probiotico ~EEM' p

Consumo de materia seca total (g/d) 587 563 18.74 0.39
Consumo de PB (g/d) 57 57 1.88 0.92
Consumo de FDN (g/d) 336 328 20.94 0.79
Consumo de Concentrado/Consumo Total (%) 36.58 37.12 1.98 0.85
Consumo de Forraje/Consumo Total (%) 63.42 62.88 1.38 0.50
Consumo Heno GTN/Consumo Forraje (%) 72.92 79.15 3.74 0.28
Consumo Heno HR/Consumo Forraje (%) 27.08 20.85 3.74 0.28
Consumo Heno GTN/Heno GTN Ofrecido (%) 48.34Y  49.73" 0.45 0.06
Consumo Heno HR/Heno HR Ofrecido (%) 19.08 13.28 3.26 0.24
Consumo diario de forraje en relacion al PV (%) 2.77 2.56 0.15 0.39
Consumo diario de MS en relacion al PV (%) 4.36 4.07 0.18 0.30

' EEM=Error Estandar de la Media
Y= Medias con letras diferentes en la misma fila difieren (p<0.10)

Cuadro 4. Requerimientos nutricionales de corderos destetados segiin el NRC (1985).

PV Ganancia en peso/d MS/animal PB

(kg) (kg) (kg) (% PV) (2

10 0.20 0.5 5.0 127

20 0.25 1.0 5.0 167
5.3 Digestibilidad

La adicion dietética del probiodtico conteniendo B. subtilis y B. licheniformis mostrd
cierta tendencia a favorecer la DMS y DPB (p<0.14) y mas asi la DFDN (p<0.09) en los
corderos (Cuadro 5). Durante P2, las pequefias ventajas en DMS y DFDN a favor del testigo y
en DPB a favor del tratamiento con probidtico quedaron lejos de la significacion estadistica
(Cuadro 6). Al comparar los resultados de los dos periodos lo mas notable es el descenso en
DMS y DFDN entre P1 y P2 en el tratamiento con probiotico. Este descenso en DMS y DFDN
puede ayudarnos a evidenciar indirectamente que las bacterias no colonizaron el tracto. En
ausencia de un efecto residual de la adicion previa del probidtico, se puede considerar que en P2
ambos grupos de corderos estuvieron sometidos al mismo tratamiento; y esto aplica
aproximadamente al grupo testigo en Pl. Los tres valores de DMS correspondientes son
consistentes (59.98 en P1 y 58.46 y 57.59 en P2) o 58.68 para los tres en promedio. Lo mismo
aplica en el caso de DFDN, siendo los valores correspondientes de 58.68 en P1 y 57.50 y 56.85
en P2, para un promedio de 57.68. La consistencia entre los tres valores en el caso de DPB es
solo un poco menos (59.55 en P1 y 60.78 y 62.11 en P2) 0 60.81 en promedio. Estos resultados
de digestibilidad y los de CV indican que con el suplemento de alimento concentrado que hubo

(210 g/d) la dieta basal fue de una calidad nutricional razonable. Cassida et al. (1994)
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observaron que en ovinos la DMS de dietas compuestas 100% de forrajes esta cerca de 55. En
cambio este valor puede acercarse a 84 si la dieta basal estd constituida por granos cereales
(Hillal et al., 2011). Jones et al. (1972) encontraron DMS entre 51 y 54 para una alimentacion
basada 100% en heno de alfalfa sin suplementacion, lo que es inferior a los valores del presente
estudio.

Cuadro 5. Efecto de suministro como parte integral de la dieta de Bacillus subtilis y B.
licheniformis sobre la digestibilidad en corderos alimentados con Henos de GTN y de H.
rufa (Periodo 1).

Tratamiento
Digestibilidad Aparente (%) Control  Probidtico ~ EEM' p
MS 59.98 62.62 1.17 0.14
Ofrecido (g) 662 678 53.02 0.79
Rechazado (g) 218 194 16.74 0.32
Excretado (g) 178 182 12.45 0.89
PB 59.55 61.56 1.01 0.14
Oftrecido (g) 50 51 1.75 0.79
Rechazado (g) 8 8 0.80 0.45
Excretado (g) 17 17 1.36 0.87
FDN 58.687 62.51" 1.35 0.09
Ofrecido (g) 425 437 31.37 0.79
Rechazado (g) 178 155 13.09 0.25
Excretado (g) 102 105 8.98 0.82

"EEM=Error Estandar de la Media
Y= Medias con letras diferentes en la misma fila difieren (p<0.10)

Cuadro 6. Efecto residual de suministro como parte integral de la dieta de Bacillus subtilis
y B. licheniformis sobre la digestibilidad en corderos alimentados con Henos de GTN y de
H. rufa (Periodo 2).

Tratamiento Previo

Digestibilidad Aparente (%) Control  Probidtico ~ EEM' p
MS 58.46 57.59 1.07 0.58
Ofrecido (g) 764 780 67 0.45
Rechazado (g) 179 215 22.13 0.31
Excretado (g) 243 242 12.57 0.89
PB 60.78 62.11 1.25 0.48
Oftrecido (g) 66 67 2.23 0.78
Rechazado (g) 9 9 1.65 0.78
Excretado (g) 22 22 1.30 0.77
FDN 57.50 56.85 1.08 0.69
Oftrecido (g) 481 494 29.97 0.78
Rechazado (g) 145 165 19.07 0.47
Excretado (g) 143 141 8.67 0.83

TEEM=Error Estandar de la Media
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Referente al efecto de los probidticos sobre la digestibilidad, en otras investigaciones la
adicion de probidticos en la dieta ha logrado una respuesta positiva (Khalid et al., 2011). Hillal
et al. (2011) encontraron que corderos suplementados con un probiodtico aportador de cepas de
Lactobacillus 'y Pediococcus digirieron la PB en mayor grado que los animales no
suplementados con las bacterias. En otro experimento relacionado, ovinos suplementados con
cultivos de levaduras y no con microorganismos vivos, lograron mayor digestibilidad de MS
(63.2 vs. 67.6 %), de PB (58.9 vs. 65.3 %) y de FDN (52.1 vs. 56.1 %) que aquellos sin
suplementacion (Haddad y Goussous, 2005). El posible efecto benéfico de la suplementacion
con probidtico podrian involucrar un mejoramiento en la salud del tracto GI, estabilizacion del
pH ruminal y la interaccion con bacterias utilizadoras de acido lactico (Hillal et al., 2011). Se ha
sugerido que el efecto del probiotico sobre la digestion de la fraccion fibrosa puede ser mas
eficaz en ovinos que consumen dietas altas en concentrado (Khalid et al., 2011). Wang et al.
(2009) encontraron que el producto comercial BioPlus 2B®, el cual contiene cepas de Bacillus,
no alterd la digestibilidad aparente de MS en cerdos en crecimiento. Coincide con esto los
hallazgos de Kornegay y Risley (1996) que en cerdos la digestibilidad no se vi6 afectado por la
adicion dietética de productos conteniendo Bacillus.

Wang et al. (2009) senalan que las especies de Bacillus no son parte de la microflora
intestinal autdctona, por tanto no colonizan el tracto GI. La poca capacidad colonizadora que
tienen las bacterias del género Bacillus habia sido confirmado por Kornegay y Risley (1996).
Los resultados del presente experimento apoyan el supuesto que las bacterias del género
Bacillus necesitan una continua adicion a la dieta para ser efectivas. En general y aunque los
resultados entre experimentos varian mucho, la adicion de probiodticos en dietas de ovinos
podrian ser una alternativa para mejorar la digestibilidad (Khalid et al., 2011).

5.4 Ganancia en Peso

En este experimento se evalud en P1 el efecto del suministro en la dieta de un probiotico
y en P2 el efecto residual del mismo sobre las ganancia en peso de ovinos criollos recién
destetados.  Durante la adicion dietética del probidtico por los primeros 49 dias de
experimentacion, la ganancia en peso total de los ovinos tendi6 (p=0.07) a ser menor en aquellos
que consumieron el probiotico que en el grupo control (1.14 vs. 1.00 kg) a pesar de la pequena
magnitud de la diferencia. Las correspondientes ganancias expresadas por semana y por dia
fueron 0.162 vs. 0.143 kg y 0.023 vs. 0.020 kg (Cuadro 7). Las curvas representando los PV a
través del tiempo muestran en general patrones similares entre ambos grupos de animales

(Figura 6). Los dos grupos perdieron peso durante la primera semana, luego a partir de la
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segunda semana (grupo testigo) y tercera semana (grupo con probidtico) ganaron peso durante el
resto de P1.

Durante P2, no hubo indicios de un efecto residual del probidtico sobre la ganancia en
peso total y los cambios en PV de los dos grupos de animales a través del tiempo siguieron
siendo muy semejantes (Cuadro 8, Figura 7). Ambos grupos ganaron peso en todos los cinco
intervalos semanales entre pesajes sucesivos y en total su GPD fue mas del doble de lo que
habia sido en P1.

En la presente prueba se sometieron cinco corderos a recibir un probidtico en la dieta
durante 49 dias, lo que constituye pocas unidades experimentales y poco tiempo de observacion
relativo a lo que se necesitaria para una evaluacion rigurosa del posible efecto del probidtico
sobre el crecimiento (formacion de tejido corporal) del animal. La conversion de los alimentos
en tejidos corporales depende de la cantidad de alimentos consumidos, lo extenso de su
digestion y la utilizacion posabsortivo de los nutrientes aportados. Si los efectos positivos del
probiotico dietético sobre el CV y la digestion de la fibra, tal como se observo en el presente
caso, se quedasen comprobados por investigacion adicional, seria de esperar un efecto positivo
también sobre el crecimiento animal en ausencia de otros factores complicantes. Resultados
negativos referentes a un efecto del suministro de un probidtico sobre el crecimiento han
caracterizado algunos otros experimentos. EI PV de caprinos no se vid afectado por la adicion de
un probiodtico dietético conteniendo diferentes bacterias y enzimas producidas por Bacillus
subtilis durante 56 dias (Whitley et al., 2009a). Terneros alimentados con un sustituto de leche
conteniendo un probidtico aportador de Bacillus subtilis no difirieron de los controles en
ganancia en peso (Jenny et al., 1991). Existen ejemplos de esto en experimentos con animales no
rumiantes también. Dos productos basados en Bacillus anadidos a la dieta de cerdos durante 10
dias no afecto6 el PV de los animales relativo al grupo control (Kornegay y Risley, 1996). Cepas
de B. subtilis y B. licheniformis fueron evaluadas en la dieta de cerdos durante 60 dias sin
observar efecto en la ganancia en peso (Davis et al., 2008). También existen casos de la
situacidn contraria en que otros investigadores han obtenido mejores ganancias en peso de los
animales alimentados con probidtico. Haddad y Goussous (2005) reportaron una GPD mayor en
ovinos alimentados con una dieta alta en granos con adicion de levaduras que en los que
recibieron la dieta control (0.266 vs. 0.212 kg). Dichas GPD superaron por mucho los
observados en el presente experimento de 0.023 y 0.020 kg/dia sin y con el probidtico en la
dieta basada en henos de gramineas tropicales y poco CC, respectivamente. Como posibles
mecanismos explicativos del efecto positivo de la adicion de levadura sobre el crecimiento

animal se postulé una mayor sintesis ruminal de proteina microbiana y una mejor utilizacion de
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la fraccion fibrosa en la dieta. También, se ha observado aumentos en el CV en animales con
dietas altas en granos en conjunto con una mejor actividad celulolitica y degradacion de fibra
dietética (Khalid et al., 2011). Sun et al. (2010), observaron que la adicion de B. subtilis en la
dieta de becerros antes del destete mejord la GPD (0.310 vs. 0.350 kg/d). La GPD de porcinos
suplementados por 35 dias con B. subtilis y B. licheniformis, mostrd tendencia ascendiente
seguin aumentaba el nivel del probiotico en la dieta (Wang et al., 2009).

Por otro lado, un aumento en la digestibilidad de MS no necesariamente resulta en un
aumento en el peso de ovinos (Crosby et al., 2006). En el presente experimento, la digestibilidad
de la dieta en los ovinos que consumieron el probidtico fue numéricamente de 3 a 4 unidades
porcentuales mayor que aquellos sin el aditivo, pero no se observé diferencias en la ganancia en
peso. Posiblemente la dieta ofrecida no provey6 todos los nutrientes requeridos para lograr una
mayor ganancia en peso a pesar de aumentar levemente el consumo y la digestibilidad de la
misma. A propodsito, como se observa en el Cuadro 4, el requerimiento de PB de corderos
destetados con un PV de 10 kg para ganar 0.2 kg/d es de 127 g, valor que estd muy por encima
del consumido por ambos grupos en el presente experimento (42 y 43 g en P1 y 57 g en P2).
Aunque los animales hubieran tenido la capacidad de consumir la dieta ofrecida en su totalidad
(Cuadro 5y 6), ésta no aportaria la cantidad de proteina requerida tedricamente.

Cuadro 7. Efecto de suministro como parte integral de la dieta de Bacillus subtilis y B.
licheniformis sobre la ganancia en peso total, semanal y diaria de corderos alimentados con
henos de GTN y de H. rufa (Periodo 1).

Tratamiento
Variable Control Probiotico EEM' p
Peso inicial (kg) 11.07 11.57 1.09 0.09
Peso final (kg) 12.17 12.5” 0.95 0.06
Ganancia total (kg) 1.1° 1.0 0.36 0.07
Ganancia semanal (kg) 0.162 7 0.143” 0.052 0.07
Ganancia diaria (kg) 0.023° 0.020” 0.007 0.07

' EEM= Error Estandar de la Media
Y= Medias en la misma fila con letra diferente difieren (p<0.10)
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Figura 6. Efecto del suministro como parte integral de la dieta de Bacillus subtilis y B.
licheniformis sobre el cambio en PV de corderos alimentados con henos de GTN y de H.
rufa.

Cuadro 8. Efecto residual de suministro como parte integral de la dieta de Bacillus subtilis

y B. licheniformis sobre la ganancia en peso total, semanal y diaria de corderos
alimentados con henos de GTN y de H. rufa (Periodo 2).

Tratamiento Previo

Variable Control Probiotico EEM' p

Peso inicial (kg) 12.1 12.5 2.1 0.81
Peso final (kg) 14.5 14.8 23 0.83
Ganancia total (kg) 24 2.4 0.6 1.00
Ganancia semanal (kg) 0.338 0.338 0.036 1.00
Ganancia diaria (kg) 0.048 0.048 0.005 1.00

"EEM= Error Estandar de la Media
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Figura 7. Efecto residual del suministro como parte integral de la dieta de Bacillus subtilis
y B. licheniformis sobre el cambio en PV de corderos alimentados con henos de GTN y de
H. rufa.

5.5 Conteo de Huevos en Heces

Un conteo mayor de 800 h/g se considera un grado de infestacion alto (Morales et al., 2010).
Durante el transcurso del P1 los CHH se mantuvieron siempre por encima de dicho nivel
(Cuadro 9). No resulto significativa (p>0.05) la diferencia en el conteo inicial, siendo mayor en
el grupo destinado a recibir el probidtico (1380 vs. 820 h/g). Después de 21 y 42 dias del
experimento se observo en ambos grupos primero un aumento y luego una reduccion en los
conteos (Cuadro 9). Sin embargo, el cambio en el CHH del dia 0 al 21 fue menor (p<0.05) en
los animales que consumieron el probidtico que en aquellos sin consumirlo (1400 vs. 1570 h/g).
A pesar de una mayor diferencia entre ambos tratamientos en los respectivos cambios del dia 21
al 42 (1300 vs. 560 h/g) esta no alcanzé significacion estadistica (p>0.05). Del dia 0 al 42 el
aumento neto en CHH fue notablemente menor en el grupo con probidtico (100 vs. 1010 h/g),
pero otra vez sin diferencia significativa (p>0.05). Sin embargo, a los 42 dias el tratamiento
testigo habia pasado a ser el de mayor CHH (1830 vs. 1480 h/g). Durante el P2 se observo un
progresivo descenso en los CHH en ambos grupos, pero més acelerado en los corderos con
probidtico previo, hasta terminar a los 84 dias con conteos satisfactorios en este grupo (440 h/g),
mientras que el grupo testigo termin6 el experimento con un conteo de 1230 h/g (Cuadro 10).
Ninguna de estas diferencias alcanzaron un nivel significativo (p>0.05). Al observar la
tendencia en CHH a lo largo de los dos periodos, es alentadora la disminucion marcada en
ambos grupos de animales después del dia 21 y también el posible rol facilitador del probiotico.

La informacidn publicada sobre un posible efecto de adicionar probidtico en dietas para

corderos sobre el parasitismo GI es limitada. No se ha definido un mecanismo de accion de las
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cepas de bacterias del probiotico relativo a la posible reduccion en el CHH. El nematodo H.
contortus en su etapa adulta se aloja en el abomaso. Los probidticos pueden verse afectados por
el bajo pH en este 6rgano. Las esporas de Bacillus son capaces de resistir bajos pH pero no
proliferar ni colonizar este compartimiento (Hong et al., 2005). Una sugerencia es que la
modulacion del hospedero por parte del probidtico previene o amortigua la inflamacién del
tracto digestivo o partes del mismo (Soccol et al.,, 2010). Otra postulacion es que ciertas
proteinas cristalinas producidas por bacterias del género Bacillus, que se esta utilizando para el
control de nematodos, afecta la constriccion y el adelgazamiento de las células del intestino de
los gusanos por lo que éstos muestran apariencia degenerativa cuando consumen estas bacterias
(Weit et al., 2003). Semejante efecto nematicida podria resultar en una disminucion en el CHH.
Es claro que se precisa mas investigaciones para delucidar los mecanismos de accion de cepas
bacterianas que componen el probiotico y su posible efecto antiparasitico.

Cuadro 9. Efecto de suministro como parte integral de la dieta de Bacillus subtilis y B.
licheniformis sobre CHH en corderos alimentados con henos de GTN y de H. rufa (Periodo
1).

Tratamiento

Dia Cambio Control Probidtico EEM p
0 820 1380 340 0.28
21-0 1570 * 1400 ° 531 0.05
21 2390 2780 611 0.20
42-21 -560 -1300 601 0.76
42 1830 1480 467 0.28
42-0 1010 100 603 0.32

' EEM=Error Estandar de la Media
= Medias con letras diferentes en la misma fila difieren (p<0.05)

Cuadro 10. Efecto residual de suministro como parte integral de la dieta de Bacillus
subtilis y B. licheniformis sobre CHH en corderos alimentados con henos de GTN y de H.
rufa (Periodo 2).

Tratamiento Previo

Dia Cambio Control Probidtico EEM' p
42 1830 1480 467 0.28
63-42 -560 -470 1085 0.89
63 1270 1010 1275 0.76
84-63 -40 -570 1017 0.43
84 1230 440 1042 0.27
84-42 -600 -1040 761 0.38

TEEM=Error Estandar de la Media

5.6 Volumen de Células Rojas en la Sangre
La adicion del probidtico a la dieta no tuvo efecto sobre el hematocrito en los ovinos

en crecimiento (Cuadro 11). Los valores iniciales del grupo testigo y el destinado a consumir
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el probiodtico fueron 24.4 vs. 20.6%, respectivamente. A los 21 dias el valor testigo siguid
inalterado a 24.4% mientras que el grupo tratado con probidtico habia subido a 23.2%.
Durante el proximo intervalo el grupo testigo evidencioé una reduccion apreciable a 17.9% y
el grupo con probiotico un leve descenso a 22.6%. Los cambios en el hematocrito del dia 0 al
42 y del dia 21 al 42 tendieron (p<0.10) a disminuir mas en los animales testigos que en
aquellos que consumieron el probidtico. Ninguna de estas diferencias alcanzo la significacion
estadistica (p>0.05) pero tanto el aumento durante los 42 dias como el valor final
favorecieron el uso del probiotico. Durante el P2 el grupo testigo recuper6 un buen nivel de
hematocrito pero el grupo con probidtico previo siguid llevando cierta ventaja aunque no
significativa (p>0.05). A los 63 dias esta ventaja se habia acercado a la significacion (p<0.07)
(26.5% vs. 20.3%) pero luego se redujo en las cifras finales (25.1% vs. 23.4) Al igual que en
el caso del CHH, existe poca o ninguna investigacion previa publicada sobre efectos
favorables de los probidticos en la hematologia de ovinos. En el presente estudio, la adicion
del probidtico a la dieta mostrdé tendencias favorables pero no significativas referentes al
CHH y al hematocrito. Estas dos variables estan correlacionadas ya que los huevos fecales
provienen de nematodos GI los cuales se alimentan de sangre y causan pérdida de células
rojas del hospedero. Al-Saiady (2011) evalu¢ la adicién diaria de un probiodtico conteniendo
bacterias del género Lactobacillus en la alimentacion de terneros recién nacidos y observo un
aumento en el volumen de células rojas. Coment6d también que esto se habia observado
anteriormente en infantes humanos y pavos suplementados con probidticos.

Cuadro 11. Efecto de suministro como parte integral de la dieta de Bacillus subtilis y B.
licheniformis sobre hematocrito en corderos alimentados con henos de GTN y de H. rufa
(Periodo 1).

Tratamiento

Dia Cambio Control Probidtico EEM' p
0 24.4 20.6 3.0 0.77
21-0 0 2.6 2.0 0.82
21 24.4 23.2 1.8 0.21
42-21 -6.5 -0.6 1.9 0.06
42 17.9 22.6 2.2 0.18
42-0 -6.5 2.0 2.9 0.07

TEEM=Error Estandar de la Media
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Cuadro 12. Efecto residual de suministro como parte integral de la dieta de Bacillus
subtilis y B. licheniformis sobre hematocrito en corderos alimentados con henos de GTN
y de H. rufa (Periodo 2).

Tratamiento Previo

Dia Cambio Control Probidtico EEM' p
42 17.9 22.6 2.2 0.18
63-42 24 3.8 4.6 0.64
63 20.3 26.5 4.6 0.07
84-63 3.1 -1.4 6.3 0.29
84 23.4 25.1 5.6 0.65
84-42 55 2.5 8.1 0.57

TEEM=Error Estandar de la Media
5.7 FAMACHA®

Durante todo el experimento ninguno de los ovinos participantes mostrd niveles de
descoloracion de la membrana ocular mayores de 3 en la escala FAMACHA®, donde valores
de 4 y 5 son indicativos de un estado anémico en pequefios rumiantes. Los valores
observados segun el método de FAMACHA® no difirieron (p>0.05) entre los grupos con o
sin la adicion del probiotico a la dieta (Cuadro 13). Los niveles inferidos de anemia a los dias
0,21 y 42 fueron 2.4 vs. 2.2, 2.6 vs. 2.4 y otra vez 2.4 vs. 2.2 para los tratamientos control y
probiotico, respectivamente. Por lo tanto, estos valores promedio de ambos grupos mostraron
exactamente el mismo patron de cambio con el tiempo en P1 (Cuadrol3). Los valores
registrados a los dias 63 y 84 fueron 2.8 vs. 2.2 y 2.4 vs. 1.8, para el control y tratamiento
previo con probidtico, respectivamente, mostrando una diferencia aunque no significativa
(p>0.05) a favor del segundo. Al igual que el hematocrito, el nivel de este otro indicador de
anemia esta correlacionado con el parasitismo por nematodos en el tracto GI y con el CHH.
No se conoce la existencia de investigaciones previas pertinentes que se hayan publicado para
poder hacer contrastes pero en el presente trabajo el probidtico puede haber sido levemente
beneficioso para contrastar la anemia en los corderos.

Cuadro 13. Efecto de suministro como parte integral de la dieta de Bacillus subtilis y B.
licheniformis sobre nivel de anemia segiin el método FAMACHA® en corderos
alimentados con henos de GTN y de H. rufa (Periodo 1).

Tratamiento

Dia Cambio Control Probidtico EEM' p
0 2.4 2.2 0.2 0.40
21-0 0.2 0.2 0.3 1.00
21 2.6 24 0.2 0.33
42-21 -0.2 -0.2 0.3 1.00
42 2.4 2.2 0.4 0.13
42-0 0 0 0.4 1.00

TEEM=Error Estandar de la Media
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Cuadro 14. Efecto residual de suministro como parte integral de la dieta de Bacillus
subtilis y B. licheniformis sobre el nivel de anemia segiin el método FAMACHA® en
corderos alimentados con henos de GTN y de H. rufa (Periodo 2).

Tratamiento Previo

Dia Cambio Control Probidtico EEM' p
42 2.4 2.2 0.4 0.13
63-42 0.4 0 0.3 0.14
63 2.8 2.2 0.9 0.36
84-63 -0.4 -0.4 1.0 1.00
84 2.4 1.8 0.7 0.22
84-42 0 -0.4 0.9 0.52

TEEM=Error Estandar de la Media

37



6.0 CONCLUSIONES

Efecto de la Adicion Dietética del Probiotico (Periodo 1)

El efecto de la adicion del probidtico conteniendo cepas de las bacterias Bacillus
subtilis y B. licheniformis en corderos alimentados con heno de GTN y heno de
Hyparrhenia rufa y un suplemento de alimento concentrado sobre el crecimiento de
los ovinos no pudo ser evaluado adecuadamente por lo corto del periodo de
suministro y los pocos animales utilizados.

Durante la adicion del probiotico, los ovinos que lo recibieron tuvieron un mayor
(p<0.05) consumo diario de MS total (en términos absolutos y como porcentaje del
PV) y de MS en forma de forraje vs. concentrado proporcionalmente.

La digestibilidad de la fraccion fibrosa del alimento aument6 (p<0.05) en los animales
durante el consumo del probidtico y la tendencia fue asi pero (p>0.05) también para la
digestibilidad de MS y PB

La adicion del probiodtico en la dieta no mejord significativamente los parametros
indicativos de parasitismo y anemia; conteo de huevos en las heces, hematocrito y
severidad de anemia seglin el método FAMACHA®, pero las tendencias observadas le

fueron favorables.

Efecto Residual del Probiotico (Periodo 2)

No se observo un efecto residual sobre la ganancia en peso de los ovinos luego de
haber suspendido el suministro del aditivo en la dieta.

El consumo de MS total no se vio afectado por la adicion previa del probiodtico en la
dieta si bien se detectd una pequena pero casi significativa (p<0.10) tendencia en la
proporcion del heno GTN consumido como porcentaje del mismo heno ofrecido
favorable al uso previo del probiotico.

Las diferencias entre los dos grupos en digestibilidad de MS, PB y FDN fueron
pequefias y no significativas (p>0.05).

Se notd una tendencia favorable al uso previo del probidtico para reducir el conteo de
huevos de parasitos en las heces pero no el hematocrito ni los valores de

FAMACHA®
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7.0 RECOMENDACIONES
En este experimento se observo varios beneficios al suministrar el probidtico durante
49 dias, pero sin efectos residuales notables o significativos sobre ninguna de las variables.
Por lo tanto, afirmamos que para obtener beneficios relacionados al probidtico se debe
suplementarlo diariamente en la dieta de los animales. Para evaluar adecuadamente el efecto
del probiodtico sobre parametros de crecimiento se precisa suministrar el probidtico por un

periodo de tiempo mayor de 49 dias.
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8.0 IMPLICACIONES

La posible utilizacion de aditivos bacterianos conteniendo cepas, como las de Bacillus
subtilis y B. licheniformis, para mejorar el rendimiento productivo de rumiantes pequefios no
admite conclusiones firmes al presente y merece mayor estudio. La magnitud de los
beneficios obtenidos en este estudio, al adicionar el probidtico a la dieta de henos de baja
calidad y un modesto suplemento de concentrado, en el consumo de MS y digestibilidad de la
fraccion fibrosa no se traducirian necesariamente en significativo valor practico en
operaciones pecuarias. Se ha sugerido que la utilizacion de dietas mas altas en contenido de
nutrientes digeribles podria maximizar los efectos positivos esperados. Sin embargo, en el

tropico el alto costo de los concentrados puede hacer inaplicable esta estrategia.
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