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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la suplementacion
de un probiético (Saccharomyces cerevisiae) sobre la excrecion de
enteropatdgenos ambientales y la respuesta productiva en cabritos durante la etapa
de crianza. Dicho estudio se realizo en la unidad de produccion caprina “Granja del
Carmen”, Municipio de Tequisquiapan, Qro. En el experimento se utilizaron 24
cabritos raza Alpino Francés y Toggenburg, de tres a cuatro dias de edad,
previamente calostrados, los cuales fueron separados en 2 tratamientos alojados
en corrales grupales: Dieta basal (n=12), y ii. Dieta basal+levadura liofilizada (0.5
g/dia equivalente a 1.25x10%? UFC; n=12) por un lapso de 70 dias, administrado a
los animales mediante dosificadores individuales. Durante el experimento, la
variable productiva evaludada fue la ganancia diaria de peso. Para determinar el
efecto de la levadura sobre enteropatdgenos ambientales (familia
Enterobacteriaceae, Salmonella enterica, Escherichia coli, coccidias), se tomaron
muestras semanales de heces al dia 01, 07, 35 y 70 experimental, mientras que la
duracién, prevalencia y severidad de diarreas fue evaluada por semana. La
extraccidon de DNA de las muestras se realiz6 por medio de kit comercial, y el
namero de copias de gen para enterobacterias y E. coli se cuantificaron mediante
PCR en tiempo real. La deteccién de Salmonella enterica y coccidias se realizé por
PCR punto final. El efecto del probidtico sobre el pH ruminal fue evaluado mediante
la toma de muestras de liquido ruminal por sondeo esofagico a los dias 56 y 70.
Para la evaluacion del efecto probidtico sobre las excreciones de oocistos de
Eimeria spp., se tomaron muestras de heces grupales, se identificaron especies y
cuantifico la excrecion de oocistos por pruebas de parasitologia (Técnica de
flotacion, Técnica de McMaster). Los resultados indican que la suplementacion de
la levadura no tuvo efecto sobre la GDP, el pH ruminal, y el peso vivo al final del
experimento, las excreciones de enterobacterias, E. coli, la prevalencia de
Salmonella spp., y la severidad y duracion de las diarreas (P>0.05); sin embargo,
se observo una disminucion de las poblaciones cuantificadas hacia el dia 70 de
muestreo en ambos grupos y de E. coli al dia 07 en el grupo suplementado con el
probiotico (P<0.05). Respecto a la excrecion de oocistos de Eimeria spp., hubo una
disminucion significativa sobre la excrecion en diferentes semanas de la lactancia
(P<0.05) en los cabritos con probidtico. Sin embargo, no se observo efecto sobre la
prevalencia de coccidias (P>0.05). En conclusién, la suplementacion de la levadura
no modificé la ganancia diaria de peso, el pH ruminal en los cabritos, ni influy6 en la
duracién, en la severidad y la prevalencia de diarreas, asi como enteropatdégenos
durante la lactancia. No obstante, se observaron efectos variables sobre la carga
bacteriana y parasitaria, al reducir la excrecion de oocistos por corral de Eimeria
spp., y de E. coli en diversos dias del experimento.

Palabras clave: Enteropatégenos, Saccharoyces cerevisiae, cabritos, crianza
artificial.



SUMMARY

The aim of this work was to evaluate the effect of the supplementation of a
probiotic (Saccharomyces cerevisiae) on the excretion of environmental
enteropathogens and productive parameters in kid goats during the breeding stage.
This study was realized in the caprine production unit "Granja del Carmen",
Tequisquiapan, Qro. 24 Alpine and Toggenburg kid goats breeds were used, with
an average of 3+1 days old, they were previously supplemented with maternal
colostrum; separated in 2 treatments: Basal diet (n = 12), and ii. Diet / lyophilized
yeast (0.5 g / day equivalent to 1.25x1012 CFU, n = 12) for a period of 70 days,
administered by individual doses. The animals were housed in group pens. During
the experiment, the performance variable evaluated was the daily gain weight. To
determine the effect of the yeast on environmental enteropathogens
(Enterobacteriaceae family, Salmonella enterica, Escherichia coli and coccidia),
weekly stool samples were taken at different experimental days (01, 07, 35 and 70).
The duration, prevalence and diarrhea severity was evaluated per week and a DNA
extraction from the faecal samples was done by a commercial kit. The copies
obtained from the gene of enterobacterias and E. coli were quantified by real-time
PCR, whereas for the detection of Salmonella enterica and coccidia, endpoint PCR
was performed. Ruminal fluid samples were taken by esophageal probe on days 56
and 70 to evaluate the effect of the probiotic over the ruminal pH. For the evaluation
of the probiotic effect on the excretions of oocysts of Eimeria spp., faecal samples
were taken from each group of animals. Eimeria species were identified and
excreted oocyst were quantify by parasitology tests (Flotation Technique, McMaster
Technique). The results indicate that yeast supplementation had no effect on daily
gain weight, ruminal pH, body weight at the end of experiment, Enterobacterias and
E. coli excretions, Salmonella spp. prevalence nor severity and duration of diarrhea
(P> 0.05). However, there was a decrease in quantified populations by day 70 in
both treatments; E. coli population decrease as well by day 07 in animals
supplemented with probiotic (P <0.05). There was a significant decrease of oocysts
of Eimeria spp., excreted during the lactating period in kid goats treated with
probiotics (P <0.05). However, no effect was observed on the prevalence of coccidia
(P> 0.05). In conclusion, yeast supplementation did not modify the daily weight gain,
ruminal pH in kid goats, nor did it influence duration, severity or prevalence of
diarrhea, as well as enteropathogens during lactation. However, variable effects on
bacterial and parasitic load were observed by reducing the excretion of oocysts of
Eimeria spp., and E. coli in each pen on different days of the experiment.

Key words: Enterophatogens, Saccharomyces cerevisiae, kid goats, artificial

breeding.
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|. INTRODUCCION

La mortalidad neonatal es uno de los problemas mas importantes en la
produccion de pequefios rumiantes en México. La mayor parte de las muertes en
los cabritos ocurren durante las primeras semanas de vida (Cruz-Lopez, 2015),
ocasionando pérdidas econdémicas por la disminucién de animales tanto para venta
como cabrito como para pie de cria (Gomez, 2001; Méndez et al., 2015). Entre las
principales causas de mortalidad neonatal se encuentran las asociadas al estado
nutrimental de las madres al momento del parto, la desnutricion del cabrito, falta de
manejo durante el parto de las cabras y enfermedades infecciosas que afectan al
cabrito (Palacios-Toro, 2008).

En México, alrededor de 15 a 20% de las pérdidas neonatales en cabritos
en la crianza son debido a enfermedades infecciosas; siendo las entéricas y
neumonicas las que causan mayor mortalidad (Macedo et al., 2010; Ramirez-
Bribiesca et al., 2001). Las enfermedades infecciosas entéricas en la etapa de
crianza en los pequefios rumiantes ocasionan tasas de morbilidad y mortalidad del
10 hasta el 50% dependiendo de la gravedad de la enfermedad, causando un
retraso en el desarrollo corporal tanto en cabritos como en corderos (hasta un 40%)
(Espinosa, 2004; Méndez et al., 2015). Las diarreas neonatales pueden ser
causadas por mas de un agente patdégeno, convirtiéndose en un sindrome diarreico
neonatal (SDN) (Correal et al., 1994). Los microorganismos involucrados pueden
ser de tipo bacteriano (Clostridium spp., Salmonella spp., Escherichia spp.), virales
(rotavirus y coronavirus) y parasitarios (Criptosporidium spp, Eimeria spp.) (Méndez
et al., 2015).

Diferentes antibidticos han sido utilizados para la prevencién y tratamiento
del sindrome diarreico neonatal (SDN); los cuales pueden ser adicionados al
alimento del animal incluyéndose como medida preventiva, sin que se tenga
identificado el agente causal (Cid et al., 1996). Sin embargo, se ha demostrado que
el uso prolongado de antibidticos puede incrementar la resistencia bacteriana
(Heuer, et al., 2011). Por este motivo el empleo de antibidticos en la alimentacion

animal como promotores del crecimiento ha sido prohibido en la Unién Europea
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desde el afio 2006 (Briz, 2006), y su uso ha sido limitado solo por médicos
veterinarios en animales enfermos con fines terapéuticos tanto en Europa como
Estados Unidos (Schneider, 2015). Como una alternativa para la sustitucion de los
antibioticos como aditivos en la dieta de los animales, se ha propuesto el uso de los
prebioticos y probidticos. Los cuales pueden beneficiar la salud en los animales (Hill
et al., 2014) y mejorar el rendimiento productivo de los animales (Jung et al., 2008).
Los prebidticos mas utilizados son los fructooligosacéridos, debido a que previenen
la adhesion de enterobacterias patdgenas en el epitelio intestinal y minimizan los
desordenes intestinales causadas por dichas bacterias (Benyacoub et al., 2008;
Hartemink et al., 1997).

Los probidticos pueden ser de tipo bacteriano o levaduras. Dentro de los
organismos bacterianos mas utilizados como probiéticos en la produccion animal se
encuentran Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Enterococcus spp., en
animales monogastricos y prerumiantes (Gaggia et al., 2010), mientras que en
rumiantes adultos, se ha reportado el uso de Megasphera eldesnii y
Propionibacterium spp., para la prevencion de desordenes en el rumen por el uso
de dietas altas en concentrados (Krehbiel et al., 2002). Respecto al uso de
levaduras, est4d Saccharomyces cerevisiae variedad boulardii y cerevisiae
(Guevara, 2011). Saccharomyces cerevisiae variedad cerevisiae se utiliza en la
produccion de rumiantes principalmente por el efecto directo que tiene sobre la
microbiota y fermentacion ruminal, teniendo un efecto positivo sobre los parametros
productivos en animales adultos alimentados con dietas que promueven un pH del,
rumen bajo (Lesmeister et al., 2004). En animales jovenes, la mayoria de los
estudios con levadura se ha realizado principalmente en becerros neonatos y
jovenes. Los cuales reportan que la inclusion de levadura disminuye la prevalencia
de enfermedades diarreicas durante la etapa de crianza y los dias posteriores al
destete (Galvdo et al., 2005), asi como disminuye la incidencia de cuadros
neumonicos (Campos-Granados y Augusto, 2015). Ademas se ha demostrado que
disminuye la excrecion de ciertas bacterias enteropatégenas como Salmonella spp.
(Brewer et al., 2014). Respecto a la estimulacion inmune, se ha reportado que la

adminisitracion de S. cerevisiae aumenta las concentraciones de inmunoglobulinas
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en sangre de corderos y becerros suplementados con la levadura (Ma\laczewska et
al., 2010; Tao et al., 2015). Sin embargo, hasta el momento no se han realizado
trabajos que evallen los mismos efectos de S. cerevisiae durante la etapa de

crianza de los cabritos.

Este trabajo tiene como finalidad evaluar el efecto de la suplementacion de
un probidtico a base de levadura (S. cerevisiae) sobre la excrecion de
enteropatdogenos ambientales y el desempefio productivo en cabritos bajo un

sistema de crianza artificial.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Situacion actual de la produccién caprina

2.1.1. Contexto internacional de la Produccién caprina

La cabra fue uno de los primeros animales en domesticarse, segun
evidencia arqueoldgica, la relacion simbidtica entre esta especie y los seres
humanos datan de los 10,000 afios, cuando se domesticO en la Antigua
Mesopotamia (Aziz, 2010). Después del perro, la cabra es el animal doméstico
mayormente distribuido en el mundo, debido a que tiene una gran adaptabilidad a
las diversas condiciones ambientales y nutrimentales a las cuales son sometidas.
Demostrando asi su utilidad a la humanidad debido a su productividad, pequefio
tamafo y por la falta de competencia por la comida con el humano (Aréchiga et al.,
2008).

Aunque en los ultimos afios dicha especie ha sido relegada, la cabra es
una especie domeéstica con un gran potencial productivo y reproductivo. Ademas, la
produccion caprina tiene las siguientes ventajas: las cabras requieren menos
espacio en instalaciones comparado con los bovinos, son animales faciles de
manejar y eficientes en la utilizacion de forrajes de bajo contenido nutricional, tienen
una mayor adaptabilidad en zonas aridas y semiaridas en comparacion a los ovinos
y bovinos. Por otro lado, las propiedades de la leche de cabra, es mas digerible que
la leche de vaca y causa menor porcentaje de alergias (Boza-Lopez et al., 2006).
Aunado a esto, en el mercado se tiene una alta demanda de carne de caprino (birria,
barbacoa y cabrito), la cual hace sea una especie productiva de interés (Aréchiga
et al., 2008; Aziz, 2010).

La poblacion caprina a nivel mundial es de 1011,251,833 animales (FAO,
2014f), de los cuales Africa tiene una poblacién de 374,380,445 animales; Asia tiene
580,703,222 cabras, América concentra 35,640,927 cabezas, Europa 16,534,309
caprinos, y Oceania 3,992,930 animales. De la poblacion total de la poblacién
caprina panamericana, los paises con mayor poblacién caprina en el continente son
Brasil (8,851,879 cabezas), México (8,724,946 cabezas) y Argentina (4,400,000
cabezas) (CNPC, 2014; FAO, 2014).



En la produccion de leche de cabra a nivel mundial, los paises con mayor
produccion de leche, son principalmente europeos, asiaticos y africanos, algunos
de los cuales se ubican en la zona del mediterraneo (India con 4, 831,477.5 Ton;
Bangladesh con 2, 578,000 Ton; Sudan con 1, 524,500 Ton; Pakistan con 769,500
Ton y Mali con 706,712.75 Ton (FAO, 2014), mientras que México se ubica en el
lugar 21 de produccion lechera caprina (187,869 Ton). En cuanto a la produccién
de carne, a nivel mundial se producen 5, 372, 407 Ton, sin embargo, nuestro pais
esta en el sitio 20 de produccion, con 39, 656 Ton al afio (CNPC, 2014; FAO, 2014).

2.1.2. Contexto nacional de la produccion caprina.

Los sistemas productivos de leche y carne caprinos en México se
caracterizan por ser referentes en el uso de recursos naturales de baja
productividad, como son los agostaderos de las zonas aridas y semiaridas
(Guerrero-Cruz, 2010). De acuerdo a lo reportado por la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), en el afio 2015 la
poblacion caprina en México fue alrededor de 8,724,946 cabezas. Los sistemas de
produccion caprina del pais se caracterizan por ser en su mayoria de tipo extensivo
(pastoreo en las zonas aridas). Estos sistemas se presentan principalmente en las
comunidades rurales, donde prevalece la marginacion y la pobreza, siendo la
produccion de carne, con cabrito lechal, chivo castrado y cabras adultas la fuente
de subsistencia para muchas familias (Gomez et al., 2009; SPC, 2014). Sin
embargo, en las ultimas décadas, se ha visto un incremento en los sistemas de tipo
semi-intensivo, donde los productores van emigrando de la ganaderia social a
formas semi-tecnificadas con el objetivo principal de la venta de leche y
subproductos, ya sean quesos o0 dulces. Las cabras se mantienen estabuladas o
semi-estabuladas y hay practicas de manejo tendientes a mejorar la produccion.
Esta ganaderia se aprecia en unidades de produccién encaminadas a la produccion
de leche (Gémez, et al., 2009). Los sistemas intensivos se caracterizan por ser
mucho mas organizados, con objetivos claros de produccién, mas eficientes,
negocios rentables y estan encaminados principalmente a la produccion de leche
(Rojas, 2014). Entre las caracteristicas mas sobresalientes de los sistemas
intensivos son: los rebafios son grandes de razas bien definidas (Toggenburg,

5



Saanen, Anglonubia y ocasionalmente animales negros criollos de origen Murciano-
Granadino), tienen muchas aplicaciones tecnolégicas en la nutricion, la sanidad, la
genética, la reproduccioén e instalaciones. En la produccion de carne se utiliza el
morfotipo pastorefio criollo blanco de la region de la Mixteca, aunque en los afos
recientes, se han introducido cruzamientos con otras razas carnicas, principalmente
la raza Boer (Rojas, 2014). En cambio, en la produccion de leche se utilizan equipos
de ordefa y la refrigeracién para la conservacion de la leche y sus derivados. Los
sistemas intensivos de la produccion lechera principalmente se encuentran en la

region del Bajio y La Comarca Lagunera (SPC, 2014).

2.2. Lamortalidad neonatal en pequefios rumiantes

La mortalidad neonatal es uno de los problemas mas importantes en la
produccion de pequefios rumiantes tanto a nivel mundial y como en México (Gomez,
2001; Méndez et al., 2015). La muerte de un cabrito o cordero implica pérdida de
dinero, ya sea por pérdida de un animal para venta como cabrito destetado o
engordado, o por perdida de animales de pie de cria (Palacios-Toro, 2008). Las
muertes peri-natales en cabritos varian desde 15 hasta el 95%, las cuales ocurren
durante las primeras 72 horas de vida, o durante la primera semana de vida (Cruz-
Lopez, 2015). Entre las principales causas de mortalidad neonatal se encuentran
las asociadas al estado nutricional de las madres al momento del parto, la
desnutricion del cabrito, la falta de manejo durante el parto de las cabras y las

enfermedades infecciosas que afectan al cabrito (Fernandez, et al., 2001).

El estado nutricional de las madres puede ocasionar problemas como el
sindrome de inanicién-exposicion, debido a que el recién nacido no logra realizar el
vinculo con la madre durante los primeros 30 minutos posteriores al nacimiento
(Macedo et al., 2010). También existen problemas relacionados con la deficiencia
de minerales en la dieta de la madre durante la gestacion (Ramirez-Bribiesca et al.,
2004). Por ejemplo, la deficiencia de yodo en la dieta en la madre ocasiona el bocio
en los neonatos, mientras que la deficiencia de cobre provoca el nacimiento de los
corderos o cabritos con lesiones en sistema nervioso central, presentando paralisis
parcial o total de los miembros posteriores dificultando su movimiento y su repentina
muerte por inanicion. En cambio la deficiencia de selenio se presenta entre la

6



tercera y octava semana de edad y presentan signos clinicos similares a los de la
deficiencia por cobre, pero a la necropsia se encuentra lesiones de distrofia
muscular (Palacios-Toro, 2008; Ramirez-Bribiesca et al., 2001). La desnutricion del
cabrito es ocasionada por la insuficiente produccion de leche de la madre y/o
ingestion de calostro, en aquellos cabritos que nacen débiles por bajo peso (Nowak
y Poindron, 2006), lo cual esta fuertemente relacionado con la falta de manejo
durante el parto (Cruz-Lépez, 2015; Salcedo et al., 1994).

Las enfermedades infecciosas son otra causa principal de mortalidad
neonatal. En los sistemas productivos de cabras en México, se reporta que
alrededor del 15 al 20% de las pérdidas neonatales son debidas a enfermedades
infecciosas; siendo las entéricas y neumaonicas las que causan mayor mortalidad en
cabritos en crianza entre 8 a 30 dias de edad (Macedo et al.,, 2010; Ramirez-
Bribiesca et al., 2001). Las enfermedades infecciosas entéricas en la etapa de
crianza en los pequefios rumiantes ejercen una repercusion econdmica
preocupante, no sélo por las tasas de morbilidad y mortalidad que ocasionan (del
10 a 50% dependiendo la gravedad de la enfermedad), sino por el retraso en el
desarrollo corporal tanto en cabritos como en los corderos (que puede ser hasta de
un 40%), asi como los gastos en los tratamientos veterinarios (Espinosa, 2004;
Méndez et al., 2015).

2.2.1. Sindrome diarreico neonatal en los pequefios rumiantes

Las enfermedades infecciosas del sistema digestivo en los neonatos
rumiantes se pueden agrupar dentro de un complejo denominado sindrome
diarreico neonatal (SDN) (Méndez et al., 2015). Los factores asociados a la
aparicion, difusién y evolucion de los procesos diarreicos son las condiciones medio
ambientales adversas y las deficiencias en el manejo de los animales (Vazquez y
Dolores, 2002). Ademas, la fisiologia intestinal del neonato (factores enddgenos)
como son: la hipomotilidad intestinal (debilidad peristaltica), la falta de acidez
gastrica, el escaso poder enzimatico (enzimas pancredticas), y la escasa
competencia de la microbiota intestinal (Gémez et al., 2009), permiten que los
agentes patdégenos crezcan y permanezcan en el tracto digestivo del neonato. En
estas circunstancias, al presentarse en conjunto con factores exdégenos, como la
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sobrecarga de indigestion, el frio, el hacinamiento, la mezcla de animales de
diferentes edades, fallos en la lactancia artificial, un calostrado de baja cantidad de
inmunoglobulinas y mala higiene en la unidad de produccion, predisponen a la
presentacion del SDN (Gémez et al., 2009; Méndez et al., 2015). Los agentes
infecciosos involucrados en el SDN en pequefios rumiantes pueden ser de tipo
bacteriano (Clostridium spp., Salmonella spp., Escherichia spp.), virales (rotavirus y
coronavirus) y parasitarios (Criptosporidium spp., Eimeria spp.) (Méndez et al.,
2015).

En México, los indicadores de mortalidad asociada al SDN en cabritos y
corderos de 0 a 5 dias de nacidos oscilan entre 33 al 50% de las muertes en esta
etapa productiva, representando del 70 al 80% de las pérdidas economicas, ya sea
por la muerte de los animales o por la disminucién de peso o ganancia nula (Cruz-
Lépez, 2015). Los agentes bacterianos que se han relacionado con el SDN son
Escherichia coli enterotédxicas, que han sido aisladas a partir de heces de corderos
(Zamora et al., 1997), Salmonella enterica, principalmente el serotipo tiphimurium y
S. dublin (Ja et al., 1981) y Clostridium perfringens (Méndez et al., 2015).

2.2.2. Agentes causales bacterianos y parasitarios del Sindrome Diarreico

Neonatal en pequefios rumiantes

2.2.2.1. Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo,
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae (Rodriguez-Angeles, 2002)
colonizador habitual del intestino de mamiferos y aves, de la poblacion de este
género bacteriano, solamente una pequefia fraccién son poseedores de factores de
virulencia que causan patogenicidad, y causan tres sindromes clinicos generales: i.
infeccidon de vias urinarias; ii. Sepsis y meningitis, y iii. Infecciones enterodiarréicas
(Kolenda et al., 2015). La serotipificacion de E. coli se basa en la clasificacion de
Kauffman-White, basado en los perfiles de los antigenos de superficie somaticos
(O), flagelar (H) y capsulares (Edwards y Ewing, 1962; Lior, 1994). Un total de 170
antigenos O, cada uno conocido como serogrupos, son reconocidos actualmente
(Nataro y Kaper, 1998). Escherichia coli cepas diarreogénicas se clasifican en seis

serotipos (Croxen et al., 2013): i. E: coli enterotoxigénicas (ETEC); ii. E. coli
8



enteropatogénicas (EPEC); iii. E. coli productora de toxina shiga (STEC), que
incluye a E. coli enterohemorragica (EHEC); vi. E. coli enteroagregativa (EAEC); v.
E. coli difusoadherente (DAEC); y vi. E. coli enteroinvasiva (EIEC) (Kolenda et al.,
2015). Muioz et al. (1996), mencionan que las cepas de E. coli enterotoxigénicas
(ETEC) son los principales agentes causales al detectarlas en el 23% de cabritos
con diarreas, las cuales contaban con al menos un factor de virulencia, el antigeno
fimbrial F5 (K99), mientras que Cid et al. (1996) reporta una baja prevalencia de E.
coli cepas F5y F41. Sin embargo, Duhamel et al. (1992) en un cabrito de dos meses
de edad con diarrea severa de duracion de dos meses, reportaron el aislamiento de
la cepa O103:H2, productora de toxina similar a la toxina Shiga (SLT) y de
verotoxina. La enfermedad causada por este agente suele afectar a cabritos en las

primeras semanas de vida.

Los factores de virulencia que E. coli ETEC utiliza para la colonizacion y
sobrevivencia en el TGI son las adhesinas y la produccion de enterotoxinas (Nagy
y Fekete, 2005). Las adhesinas son lectinas (proteinas con afinidad a carbohidratos)
gue conforman un apéndice en forma de pili o fimbria, y su funcion es la adherencia
a receptores de membrana de las mucosas (Paton y Paton, 1998). Estas fimbrias
se han identificado como antigenos K, los mas importantes en las cepas ETEC en
rumiantes son los antigenos K88 y K99, se sabe que estos receptores tienen una
alta afinidad por receptores especificos del epitelio intestinal. K99 tiene afinidad
hacia el gangliosido glicolipido (NeuGc-GM3) del intestino delgado en los neonatos,
mientras que K88 tiene afinidad hacia los receptores de sialoglicoproteina tipo

mucina en las vellocidades intestinales (Smit et al., 1984).

Las enterotoxinas son péptidos o proteinas secretadas reguladas por
plasmidos secretadas por las bacterias ETEC que acttan en el epitelio intestinal
(O’brien y Holmes, 1996). Las principales enterotoxinas producidas por las cepas
ETEC son: i. Enterotoxina termolabil de gran peso molecular (88 kDa) (LT); vy ii.
Enterotoxina termoestable de peso molecular pequefio (ST) (Hirst et al., 1998). La
enzima LT tiene un mecanismo de accién similar a la enterotoxina LT de V. cholerae,
la cual activa la enzima adenilato ciclasa y eleva los niveles intracelulares de AMPc
por medio de un proceso de ADP ribosilacién; ocasionando el aumento de la
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secrecion de Na* y Cl"y H20 hacia el lumen intestinal, provocando asi disminucion
en la absorcién de liquidos, deshidratacién y acidosis (O’brien y Holmes, 1996)
Existen 2 grupos de LT, 1) LT-I, que es expresado por cepas de E. coli que son
patdogenas para humanos y animales; y 2) LT-Il que ha sido identificada
principalmente en cepas que son patégenas en animales, raramente en las cepas
patdgenas de humanos, pero que no ha sido asociada con el desarrollo de la
enfermedad (Nataro y Kaper, 1998). La enterotoxina ST son producidas por E. coli
ETEC, asi como otras bacterias gram negativas incluidas Yersinia enterocolitica y
Vibrio cholerae (Savarino et al., 1996). La actividad biologica de la enterotoxina ST
comprende la estimulacion del sistema guanilato ciclasa, disminuyendo la
acumulacion intracelular de GMPc y la reduccidn de agua y electrolitros (Na* y CI)
en la zona apical de las vellocidades (Forte et al., 1992). La toxina ST incluye dos
clases: STa, asociada a las enfermedades en humanos; y STb, que se ha
relacionado con los cuadros clinicos en animales. Ambas enterotoxinas se

diferencian en su estructura molecular y modo de accion (Kaper et al., 2004).

La patogenia de E. coli ETEC se caracteriza por la ausencia de la
produccion de lesiones patoldgicas y de alteraciones morfologicas en la mucosa.
Una vez que ingresa al organismo via oro-fecal, comienza a colonizar las ultimas
porciones del intestino delgado, a nivel de la valvula ileo-cecal y de aqui se propaga
hacia las porciones anteriores en forma muy rapida. La bacteria se adhiere al
enterocito por medio de los factores de colonizacion fibrilar (FCs) y comienza a
producir enterotoxinas, ya sea la produccion solamente de ST, de LT o la produccién
simultdnea de ambas (Spangler, 1992). La toxina LT, conformada por una
subunidad A y cinco subunidades B, éstas ultimas se unen a los receptores de los
gangliosidos de superficie celular GM1 y GD1b, mientras que la subunidad A es la
responsable de la actividad enziméatica de la toxina (Nataro y Kaper, 1998). La toxina
LT tiene actividad ADP ribosil transferasa, transfiere un radical AP-ribosil del NAD a
la subunidad a de la proteina G estimulante, encargada de regular la Adenilato
ciclasa. El resultado permanente de la activacion de la Adenilato ciclasa es el
aumento de los niveles de cAMP intracelular, la activacion de cinasas cAMP
dependientes, y la activacion del canal principal canal de cloruro de las células
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epiteliales: el regulador de conductancia transmembranal de la fibrosis quistica
(CFTR). El resultado de la fosforilacion del CFTR es el aumento de la secrecion de
Cl de las células secretoras de la cripta (Spangler, 1992). LT tiene también la
capacidad de estimular la sintesis de postaglandina y del sistema nervioso entérico,
gue conduce a la estimulacion de la secrecién y la inhibicién de la absorcién del
lumen intestinal (Kaper et al., 2004). La toxina STb, asociada a la enfermedad en
animales, contiene dos puentes disulfuro. Esta toxina estimula la secrecion a nivel
citosélico de Ca?*, estimula la liberacion de postaglandina E2 y estimular la
liberacion de serotonina. (Fujii et al., 1986; Hitotsubashi et al., 1992). Dichos
mecanismos producen un aumento de la secrecion intestinal, repercutiendo asi en
una disminucién de la absorcion de Na*, H20, pérdida de NaHCO3,Na*, K* y CI;
ocasionado deshidratacion, acidosis, shock hipovolémico y muerte del animal
(Arevalo, 1995).

Los signos clinicos que presentan los animales son debilidad, diarrea
acuosa color blanco a amarillo profusa, caquexia y deshidratacion. A la necropsia,
el animal puede presentar congestionamiento de intestino, con hemorragias de tipo
petequial, con contenido amarillo espeso acompafiado de coagulos de sangre
(Moxley y Smith, 2010). A nivel histoldgico, las secciones de intestino delgado
presentan severa deplecion linfoide difusa de placas de Peyer con necrosis
multifocal y una marcada hiperplasia del epitelio de las criptas con fusion y atrofia
de vellosidades; con un gran nimero de bacilos gramnegativos adheridos al epitelio
del intestino, ciego y del colon (Duhamel et al., 1992). Las tasas de mortalidad son
proximas al 50%; si los animales no son sometidos a un tratamiento adecuado y

precoz, pueden morir a las 12 horas de iniciado el proceso (Méndez et al., 2015).

2.2.2.2. Salmonella spp.

Salmonella spp. es un bacilo Gram negativo, no esporulado, no capsulado,
anaerobio facultativo clasificado en la familia Enterobacteriaceae (Gene, 2002). Se
clasifican de acuerdo al esquema clasico de Kauffman-White, el cual es basado en
antigenos somaticos, flagelares y ocasionalmente capsular (Vi). las salmonelas se
clasifican en méas de 2,500 serotipos, que pueden ser méviles o inmoviles (Ochoa y
Rodriguez, 2005).
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Los principales serotipos que ocasionan la enfermedad en cabritos y
corderos son S. enterica serovariedad typhimurium y S. enteritidis, aunque en
algunos casos se han aislado otros serovares atipicos (Diaz-Aparicio et al., 1987).
Se ha reportado una prevalencia que va desde el 2 al 16% en los cabritos enfermos
de diarrea (Saha et al., 2013).

Salmonella enterica cuenta con cinco islas de patogenicidad: SPI-1, SPI-2,
SPI-3, SPI-4 y SPI-5. Las cuales contienen varios genes involucrados en la invasion,
apoptosis de macrofagos y activacion de cascadas de fosforilacion. Asi como los
que regulan la supervivencia, replicacion bacteriana en los compartimientos
intracelulares de fagocitos y células epiteliales, y los que provocan la secrecién
fluida y reaccion inflamatoria en la mucosa intestinal. Por lo que su mecanismo de

patogenicidad esta muy bien descrito (Ochoa y Rodriguez, 2005).

La patogenia de Salmonella enterica es la siguiente: una vez ingerida la
Salmonella por el huesped se inicia el ciclo de infeccion a través del tejido linfoide
asociado al intestino (GALT), incluyendo las placas de Peyer. Ahi, la bacteria se
adhiere a las células epiteliales del intestino delgado y a las células M (Kernéis et
al., 1997). La unién a las células M esta medida por las fibrinas especificas de
especie. En la adhesion a las células M, Salmonella spp. logra inducir la
reorganizacion del citoesqueleto en la superficie apical de las células M que resulta
en la internalizacion de las bacterias (Salcedo et al., 1994). Posteriormente, la
enterobacteria invade las células del hospedador mediante un mecanismo conocido
como de disparo y envia sefalizaciones a las células epiteliales que inducen
modificaciones del citoesqueleto, formando ondulaciones para el contacto (Galan,
1996).

Salmonella spp., cuenta con dos sistemas de secrecion de tipo Ill. Los cuales
son son un grupo de organelos especializados de bacterias Gram negativas que
introducen proteinas efectoras al citosol de las células eucariotas, desequilibrando
la funcion celular (Herrera y Jarib, 2015). Estos sistemas intervienen en la invasion
inicial de la mucosa intestinal (isla de patogenicidad 1 de Salmonella SPI-1) y la

enfermedad sistémica posterior (SPI-2). El sistema de secrecion SPI-1 introduce las
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proteinas de invasion secretadas por las bacterias (Sips 0 Ssps) en las células M,
lo que da lugar a una reorganizacion de la actina de la célula hospedadora con la
consiguiente formacion de ondulaciones en la membrana (Groisman y Ochman,
1997). La bacteria se encuentra dentro de las células M después de la infeccion a
los 5 min. Su internalizacién es seguido por el transporte de las bacterias a las
células linfocitica subyacente, que son los macrofagos (Murray et al., 2015).
Salmonella spp., puede entrar en los macréfagos mediante fagocitosis
mediada por la célula huésped, o por invasion SPI-1 dependientes. Después de un
periodo de adaptacion de 3-4 horas, Salmonella spp., tiene la capacidad de
replicarse dentro de las células fagociticas y no fagociticas (SCV), que se
caracterizan por tener concentraciones limitadas de Mg?* y Fe?* y un pH &cido, la
acidificacion dentro del fagosoma es necesaria para la supervivencia y replicacion
intracelular. Las SCV son espaciosas, lo cual permite que los productos
antibacterianos se diluyan, se expresen genes que aumentan la supervivencia
intracelular y sus productos neutralicen péptidos catidnicos (Ochoa y Rodriguez,
2005). Una proporcion significativa de macrofagos sufre apoptosis después de la
invasion, situacion contraria se observa en células epiteliales (Finlay y Falkow, 1997;
Sirard et al., 1999). La biogénesis de las SCV se caracteriza por una pérdida rapida
de marcadores endociticos tempranos EEA1l y receptor de transferrina (TfR),
enriquecimiento progresivo de ATPasa vacuolar (involucrada en la acidificacion del
fagosoma) y de algunas glicoproteinas lisosomales (Lgps) de manera Rab7
dependiente, sin interactuar directamente con lisosomas. Las SCV adquieren
marcadores lisosomales LAMP1 y LAMP2 (proteinas membranales asociadas a
lisosomas) y fosfatasa &cida lisosomal (LAP), aunque carecen de marcadores
lisosomales cuyo blanco depende de sefiales de manosa 6-fosfato (la mayoria de
las enzimas lisosomales), asi como del propio receptor M6PR, lo cual sugiere que
no existe relacion entre las SCV y los compartimentos endosomales tardios (Gorvel
y Méresse, 2001). Los marcadores lisosomales se localizan en extensiones
filamentosas, microtubulo- dependiente, que se conectan a las SCV; una funcion
potencial de estas estructuras es proveer de nutrimentos a las bacterias
intracelulares (Ochoa y Rodriguez, 2005). Al no ser degradada Salmonella spp., en

los macroéfagos, se inhibe el procesamiento y presentacién de sus antigenos.
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Salmonella spp. expresa enzimas que inactivan directamente radicales
reactivos de oxigeno y nitrdgeno; como la homocisteina (gen metL), que antagoniza
al 6xido nitrico y superéxido dismutasa (sadCll) (Ohl 'y Miller, 2001). Otras proteinas
gue son necesarias para sobrevivir bajo estrés oxidativo son la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, codificada por zwf. Dps, agente quelante del Fe?*, evitando su
participacion en la formacion de los radicales reactivos del oxigeno. Finalmente
proteinas efectoras codificadas en la SPI-2 se consideran involucra en la proteccién
al estallido respiratorio al prevenir la unién de las vesiculas que contienen NADPH-
oxidasa con las SCV (Vazquez-Torres y Fang, 2001).

Las células M no se recuperan de estos reordenamientos y son destruidas,
dando lugar a la diseminacion de Salmonella spp. a los enterocitos adyacentes
(Chenetal., 1996; Monack et al., 2000). Las membranas onduladas rodean la pared
celular bacteriana, o que permite su replicacion intracelular en el fagosoma con
posterior lisis de la célula anfitriona y extensién a células epiteliales adyacentes
(Cotter y DiRita, 2000). La respuesta inflamatoria limita la infecciéon al aparato
digestivo, interviene en la liberacién de prostaglandinas y estimula la secrecion de
AMPc, el cual a su vez provoca secrecion de liquidos e iones a la luz intestinal e
impide su absorcidén. Una vez que atraviesan la mucosa, alcanzan los ganglios
mesentéricos, invaden rapidamente el torrente circulatorio y originan asi bacteriemia
(Ochoa y Rodriguez, 2005).

Los mecanismos de produccion de diarrea de Salmonella spp., no han sido
descritos detalladamente, pero parece ser un fendmeno complejo que involucra
diversos factores de virulencia. Se ha demostrado la presencia de enterotoxina en
S. enterica serovar Typhimurium y S. enterica serovar Typhi similar a las
enterotoxina de Vibrio cholerae (CT) y toxina termolabil (LT) de E. coli (Ochoa y
Rodriguez, 2005). La proteina efectora SopB/SigD tiene actividad de inositol fosfato
fosfatasa, por lo que genera una gran cantidad de fosfolipidos de inositol e inositol
fosfato con capacidad de sefalacion, que ademas de participar en los rearreglos del
citoesqueleto, se encuentra involucrada en la estimulacién de secrecion de CI
(Hong y Miller, 1998). La proteina efectora SopD, trabaja en conjunto con SopB, las
cuales tienen actividad de inositol fosfato fosfatasa. Estas proteinas generan

fosfolipidos de inositol e inositol fosfato con capacidad de sefializacion, que ademas
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de relacionarse con la modificacion del citoesqueleto, se involucran en la secrecién
de fase fluida al estimular la secrecién de cloro (Zhang et al., 2003).

La proteina PipA contribuye a la secrecion fluida y reaccién inflamatoria en
la mucosa intestinal, su mutacion muestra marcada disminucion de la respuesta
inflamatoria al observarse el cuadro clinico en bovinos (Cotter y DiRita, 2000). La
enterobacteria induce la migracion de neutréfilos y macréfagos (PMN) asi la
liberacion de citocinas proinflamatorias como IL8, GM-CSF, IFNy, TNFa, GCP-2
(proteina 2 quimiotéctica de granulocitos), GRO-a (gen a relacionado a crecimiento),
GRO-B y GRO-y; las cuales reclutan células fagociticas que estan involucradas en
la diarrea. También se habla de una quimiocina, aun no caracterizada, conocida
como PEEC (Quimioatrayente epitelial asociado a patdégenos), en la cara apical y
lateral de los enterocitos se expresa la ICAM-1, que colabora en el movimiento
fagocitico de los neutrofilos (Withanage et al., 2004).

El incremento de la permeabilidad vascular que acompanfa la inflamacion
junto con la perdida de la integridad epitelial de la mucosa intestinal provoca la
diarrea, al verse incrementada la salida de liquidos y electrolitos al lumen intestinal
(Ochoa y Rodriguez, 2005). Los primeros indicios de enfermedad suelen ser la
muerte repentina sin signologia clinica previa en cuadros sobreagudos, en otros
casos, se ha reportado en cabritos experimentalmente infectados la presentacion
de disnea, debilidad, anorexia y pirexia, y pérdida de peso durante el transcurso de
la infeccién (Sharma et al., 2001). Ademas, se observa una diarrea amarilla-verdosa
gue en ocasiones se tifie de sangre. El curso de la enfermedad es breve ya que la
muerte sobreviene en 24 horas tras iniciados los signos (Méndez et al., 2015). A la
necropsia se aprecia la region perineal teflida de diarrea amarillenta, con congestion
y engrosamiento de la pared intestinal, con enteritis enterohemorragica, linfonodos
mesentéricos congestionados. El higado cominmente muestra ictericia, con la bilis

espesa turbia con focos necréticos al igual que en los rifiones (Wray y Davies, 2000).

2.2.2.3. Clostridium spp.

Clostridium perfringens es un bacilo Gram positivo, anaerobio, formador
de esporas perteneciente a la familia Clostridiaceae (Petit et al., 1999), se clasifica
en cinco tipos toxicoldgicos, alpha (CPA), beta (CPB), tipo C, delta (CPD) y epsilén
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(ETX) (Songer, 1996). En cabras, se ha reportado enterotoxemias asociadas a los
tipos A, Dy E (Kim et al., 2013; Uzal y Songer, 2008), que es un agente ocasional
de enterotoxemia y se caracteriza por ocasionar signos clinicos tanto digestivos,

respiratorios y nerviosos de presentacion aguda a sobreaguda (Uzal y Kelly, 1996).

C. perfringens A esta implicado en cuadros de enterotoxemia en ovinos en
algunas regiones del mundo. Ocasiona la enfermedad del cordero amarillo en
corderos, produciendo toxina alfa (CPA), aunque también podria producir toxinas E
y B2 (Uzal y Songer, 2008). La estructura cristalizada de la toxina alfa de C.
perfringens muestra que la proteina esta organizada en dos dominios, el amino
terminal, que contiene la actividad, y el carboxilo terminal de unién que es
dependiente de calcio. Dependiendo de la composicion de los lipidos de la
membrana celular, la toxina alfa puede ser hemolitica en presencia de calcio
(Nagahama et al., 1997). La hidrdlisis de fosfolipidos de membrana resulta en la
acumulacion de diacilglicerol, compuesto que puede activar vias celulares que
contribuyen al efecto citotoxico observado, como la via del &cido araquidonico. Esta
acumulacion actia como activador de la proteina-kinasa C, enzima que a su vez
puede activar las fosfolipasas C y D de las células eucarioticas (Fujii et al., 1986;
Titball, 1993). Asimismo, la activacion de esta via deriva en la produccion de
tromboxano A2, un mediador de la respuesta inflamatoria (Uzal et al., 2008). C.
perfringens tipo B es responsable de algunas enfermedades de origen intestinal en
rumiantes, principalmente ovejas, aunque también se han aislado cepas en
animales clinicamente sanos (Uzal y Marcellino, 2002). En ovinos, la disenteria del
cordero y la enteritis hemorragica ocurren en animales de menos de 3 semanas de
vida, si bien también pueden observarse en animales de mayor edad. El resultado
de la infeccion es una enterotoxemia acompafada de enteritis, hemorragia profusa
y ulceracién del intestino delgado (Songer, 1996). La prototoxina B comprende una
secuencia de 336 aminoacidos con una secuencia sefial de 27 aminoacidos que se
eliminan en la secrecion, resultando en una secuencia madura de 35 kDa (Songer,
1996). La toxina B es causante de disenteria hemorragica principalmente en los
ovinos, con enteritis hemonecrdticas, muerte subita con signologia nerviosa
(Shepard et al., 2000; Songer, 1996).
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C. perfringens tipo C ha sido causante de infecciones en cerdos, ganado,
ovinos, equinos, humanos y perros, siendo los animales neonatos los mas
susceptibles, si se presenta una deficiencia en la colonizacion temprana de la
microbiota intestinal por microorganismos benéficos, y la alteracion de la microbiota
por cambios subitos de la dieta (Timoney et al., 1988). Hasta el momento, se sigue
investigando sobre el mecanismo molecular de accién de C. perfringens tipos B y
C, no obstante, algunos estudios indican que la toxina beta (producida por ambos
tipos de Clostridium) forma poros en membranas de células de tipo leucocitario,
endotelial y epitelial (Nagahama et al., 1997). Estos poros inducen el flujo de K*:
Caz*, Na* y ClI~ que produce cambios en la osmolaridad de la célula y posterior lisis.
Se ha reportado la estimulacién en la secrecion de TNF-a, y la activacion de
receptores NK-1 de taquicinina por un mecanismo desconocido (Nagahama et al.,
2003, 1997), produciendo alteracion morfolégica y desprendimiento de la mucosa
intestinal, enteritis necrético hemorragica difusa o multifocal principalmente en ileon,
con exceso de liquido seroso en la cavidad abdominal que puede deberse a la
degeneracion endotelial y necrosis vascular en las fase aguda de la infeccién
(Miclard et al., 2009; Uzal y Songer, 2008).

Los animales enfermos presentan depresion, diarrea hemorragica,
congestion intestinal, acumulacion de gas y distencion intestinal, con muerte subita
(Cho et al., 1991). C. perfringens tipos D y E ocasionan enterotoxemia en ovinos,
caprinos, bovinos y conejos. C. perfringens tipo D produce signos agudos
subagudos 6 crénicos en los ovinos a partir del tercer mes de vida, mientras que en
los caprinos son mas susceptibles los animales jovenes no vacunados. Los signos
clinicos de tipo neurolégico que se presentan son ceguera, opistotonos,
convulsiones; espuma en la boca, balidos y postracion en decubito, muerte subita,
0 signos respiratorios (Timoney et al., 1988). C. Perfringens tipo E ocasiona
enterotoxemia en corderos, becerros y conejos (Songer, 1996). La toxina epsilén
(ETX) es el principal factor de virulencia de C. perfringens tipos B y D. Esta toxina
ocasiona elevaciéon de la presion arterial, vasoconstriccion, aumento de la
permeabilidad, mientras que en sistema nervioso central ocasiona edema cerebral

y en térax edema pulmonar, en cabras y ovejas se presenta un cuadro de colitis
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fibrinonecrética. ETX es secretada como prototoxina (32.98 KDa), y se convierte en
una enzima totalmente activa al activarse por accion de proteasas tales como
tripsina, quimotripsina, y la produccion de una metaloproteinsasa llamada toxina
lambda producida por C. perfringens. Bhown y Habeeb (1977). La internalizacion en
la célula blanco se da por endocitosis mediada por receptores, que después de
entrar al citosol, la toxina sufre modificaciones que permiten la formacién de poros
para salir de las vesiculas endociticas. Bachmeyer et al. (2001). Los efectos mas
destacados de ETX en la célula afectada incluye la despolimerizacién de filamentos
de actina y un aumento de mondémeros de G-actina, dando una desorganizacion de
los filamentos intermedios del citoesqueleto, y el cambio de morfologia hacia una
forma redondeada con alteracion de las uniones celulares, la activacion de los
leucocitos, la inhibicion de la contraccion muscular lisa y la pérdida total de la funcién

del epiteilo intestinal (Verschueren et al., 1995).

La enfermedad conocida como “disenteria de los corderos” o “diarreas de
las parideras del invierno”, causa enterocolitis hemorragica durante los primeros
dias de vida. En las formas de evolucién subaguda, predominan los cuadros
diarreicos (heces fluidas, oscuras y malolientes) (Méndez et al., 2015; Uzal y Kelly,
1998). Los signos clinicos que el animal presenta son depresion, anemia, ictericia y
hemoglobinuria (Uzal y Songer, 2008). A la necropsia, las lesiones macroscopicas
consisten en una enterocolitis multifocal fibrinonecrética, pulmones edematosos, y
el exceso de liquido pleural. Histolégicamente, se pueden encontrar zonas de
necrosis fibrinonecrotica multifocal con ileitis y colitis ulcerativa, edema de la serosa

del colon, y edema intersticial proteico de los pulmones (Uzal et al., 2008).

2.2.2.4. Eimeria spp.

Eimeria spp., es un agente parasitario protozoo pertenecientes al Phylum
Apicomplexa, de la familia Eimeriidae (Woods et al., 2000). Las especies mas
frecuentes reportadas en cabras son E. ninakohlyakimovae, E. arloingi y Eimeria
alijevi (Ruiz et al., 2006).

EL ciclo de vida de Eimeria spp., en pequefios rumiantes se caracteriza por

ser homogéneo, al requerir solamente un hospedador. Su ciclo comprende dos
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fases, una fase exdgena, en la que se lleva a cabo la maduracion de los oocistos
fuera del hospedador, y una fase enddgena, donde parasita el hospedero teniendo
una primera replicacion asexual, seguida de una reproduccion sexual (Soulshy et
al., 1968). El potencial proliferativo en el hospedador es alto, pues un oocisto
ingerido podria originar 3x10° ooquistes que se excretan en las heces (Gregory y
Catchpole, 1987). Los oocistos que salen con las heces no estan esporulados, los
esporocistos se forman de 2 a 7 dias post excrecion de acuerdo a la especie de
Eimeria spp., y las condiciones ambientales, siendo la humedad, temperatura y el
oxigeno los mas influyentes (Chartier y Paraud, 2012). Los oocistos esporulados
son resistentes al ambiente exterior (sobreviven varios meses a 1 afio). Sin
embargo, ambientes secos, la exposicion directa al sol y las temperaturas inferiores
a -30°C y superiores a 63°C limitan la supervivencia (Foreyt, 1990). Los oocistos al
ser ingeridos por el hospedador, experimentan un proceso de exquistacion. La
pared del oocisto es degradado por los jugos gastricos, y los espozoitos son
liberados para penetrar las células epiteliales de la mucosa intestinal del intestino
delgado para transformarse en esquizonte. Ocurren entre uno o dos ciclos de
replicacion asexual (esquizogonia) dependiendo la especie, en el epitelio intestinal.
Finalmente, los trofozoitos penetran el epitelio del intestino grueso (fase sexual o
gametogonia), para producir gamontes, gametos y posteriormente esporocistos no

esporulados que se liberan en las heces (Foreyt, 1990).

Los signos clinicos que se presentan en los animales son a menudo
minimos y en la mayoria de los animales suelen ser inaparentes. En algunos casos,
se puede presentar anorexia, reduccion en la ganancia diaria de peso o pérdida de
peso provocando que los animales se estanquen en su crecimiento (Foreyt, 1990).
Hay presencia de diarrea, la cual es ligeramente suave debido a que las heces no
sedimentan (Andrews, 2013). En casos de infestacion masiva, la diarrea es de
consistencia acuosa con moco, y cambios de color de color marrén a amarillo
(Koudela and Bokova, 1998). En ciertas condiciones, la coccidiosis puede
caracterizarse por una mortalidad repentina y sin precedentes signos digestivos, en

particular entre los animales jovenes entre 2 y 4 meses de edad (Chartier, 2009).
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Las lesiones que se presentan en los animales asociadas a Eimeria spp.
Se concentran principalmente en el ciego, sin embargo, también el intestino delgado
pueden verse también afectados (Khodakaram, Tafti y Mansourian, 2008). El cuadro
patolégico general en los pequefios rumiantes es una enteritis de tipo catarral en
yeyuno, ileon, ciego y posiblemente colon proximal, los cuales estan
congestionados y puede presentarse zonas de hemorragias acompafadas de moco
y fibrina (Koudela y Bokova, 1998). La presencia de nédulos de color blanco
grisaceo incrustados en la mucosa es caracteristico de la enfermedad (Koudela y
Bokova, 1998). Las lesiones histopatoldgicas, consisten en la pérdida del epitelio
superficial con atrofia de las vellosidades con destruccion de las criptas o hiperplasia

asociados con los estadios infectivos del parésito (Taylor et al., 2003).

2.2.3. Tratamiento del SDN en pequefos rumiantes.

El tratamiento del SDN es mediante suministro de antibiéticos tales como
ampicilina, estreptomicina, tetraciclina, neomicina y cloranfenicol (Tadich, 1988).
Los antibidticos han sido utilizados para la prevencion y tratamiento de
enfermedades, asi como promotores del crecimiento durante la etapa de
crecimiento en los animales. Sin embargo, se ha derivado con problemas de
resistencia microbiana debido a la exposiciéon continua a dichos farmacos (Heuer
et al., 2011). Las bacterias resistentes incluyen tanto los agentes patdgenos y los
organismos comensales, este Ultimo actia como un reservorio potencial de
elementos de resistencia moéviles (Shoemaker et al., 2001). Las bacterias adquieren
resistencia por medio de mutaciones de genes que codifican aspectos relacionados
con el metabolismo del microorganismo, como son las bombas de flujo en
membranas, enzimas degradadoras, enzimas o proteinas alternativas, subunidades
ribosomales (Knapp et al., 2008). Se ha demostrado que la transferencia horizontal
de genes se produce incluso entre diferentes especies bacterianas y los animales
de produccion se consideran un importante reservorio para la aparicion vy
persistencia de cepas resistentes hacia los antibidticos (Khachatryan et al., 2004),
ocasionando el riesgo de transferencia de bacterias resistentes a antimicrobianos o
de genes de resistencia a baterias patdgenas que afectan a los humanos,
convirtiéndose en un problema de salud publica (Orden-Gutiérrez y De La Fuente-
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Lépez, 2001) . Por lo tanto, en algunos paises, como los integrantes de la Unidn
Europea (EU), han prohibido el uso total de antibidéticos como aditivos en la
alimentacion animal desde enero del 2006 (Briz, 2006). Como alternativa para la
sustitucion de los antibidticos como aditivos en la dieta de los animales, se ha

propuesto el uso de los probidticos, prebidticos y simbidticos.

2.3. Uso de probidticos en la salud y produccion en pequefios rumiantes

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO) define a los probidticos como “microorganismos vivos, que
administrados en cantidades adecuadas, confieren un beneficio en la salud en el
hospedero” (Hill et al., 2014).

Los probidticos son clasificados por su composicién en aquellos basados
en bacterias o en levaduras (Rai, et al., 2013). Los microorganismos bacterianos
mas utilizados como probioticos en la salud de animales son las bacterias acido
lacticas de los géneros Lactobacillus spp., Propionibacterium spp., Streptococcus
spp., Bifidobacterium spp., y Enterococcus spp., las cuales son consideradas de uso
benéfico en el hospedador (Guevara, 2011). También se ha reportado el uso de
bacterias utilizadoras de acido lactico, como Megasphaera elsdenii y Selenomonas
ruminantium, que tienen capacidad de convertir el acido lactico en acidos grasos

volatiles (AGV’s) para ser absorbidos en el rumen (Nagaraja y Titgemeyer, 2007).

Se ha observado que los probiéticos bacterianos en humanos y animales
monogastricos disminuyen los contajes viable de patégenos debido a diferentes
factores: produccién de compuestos antimicrobianos, competencia por nutrientes y
por sitios de adhesiéon (Yang et al., 2009), alteracién del metabolismo microbiano
incrementando o disminuyendo la actividad enzimética (Jung et al., 2008) y por la
estimulacion del sistema inmune (Teo y Tan, 2007; Tripathi y Karim, 2011). En el
caso de los rumiantes, algunos probioticos bacterianos tienen efecto sobre el medio

ruminal, y otros tienen efecto en el tracto intestinal (Elghandour et al., 2015).

En el medio ruminal, los probioticos bacterianos tienen efecto sobre el pH.
Se ha reportado que al suplementar cepas de Propionibacterium spp., L. plantarum

y L. rhamnosus en ovinos se mantiene estable el pH evitando la presentacion de
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acidosis ruminal (Lettat et al., 2012). Este efecto podria deberse a la facilitacion del
crecimiento de poblaciones microbianas, con adaptacién al acido lactico y la
estimulacién de las bacterias utilizadoras de lactato, y el mantenimiento de
poblaciones celuloliticas como Ruminococcus flavefaciens, el aumento de la
poblacion de protozoarios y una disminucién de poblaciones amiloliticas y de
Streptococcus bovis, principalmente en animales con acidosis ruminal subaguda,
en vacas lecheras con acidosis ruminal subaguda inducida, suplementadas con
Prevotella bryantii 25, y en novillos de engorde a los que se les administré en la
dieta Propionibacterium spp. cepa P15 con Enterococcus faecium
EF212 (Chiquette et al., 2012; Ghorbani et al., 2002). Por otro lado, se ha propuesto
el metabolismo del lactato en &cidos grasos voléatiles (AGV's) (Seo et al., 2010). Se
ha reportado in vitro que en contenido ruminal de ganado de engorde, la inoculacién
de Propionibacterium freudenreichii aumenta la concentracion de propionato, con
una reduccion de la produccion de metano y un aumento de la proteina microbiana

en los cultivos ruminales (Meale et al., 2014).

En el tracto intestinal, se han propuesto algunos modos que los probiéticos
bacterianos ejercen en los rumiantes (Seo et al., 2010). Uno de los mecanismos de
accion mas propuestos es la capacidad de prevenir e inhibir el establecimiento de
enteropatdgenos en la mucosa gastrointestinal, a través de la interacciéon de la
pared celular de la bacteria con los receptores de membrana de los enterocitos, y la
produccion de endotoxinas que puedan inducir a diarreas en los animales
(Elghandour et al., 2015). Tabe et al. (2008), en ganado de engorde reportaron que
la administracion de Lactobacillus acidophilus (LA 51) y P. freudenreichii (PF 24) en
la dieta de finalizacion disminuyé la excrecion fecal de E. coli O157:H7 en un 66%
con respecto al grupo control, sin embargo, no detectaron un efecto de reduccién
en la excrecion de Salmonella spp., no obstante, disminuyé la presentacién de
nuevas infecciones causada por el enteropatégeno en un 32% en los animales. En
otro estudio similar, se observé que la suplementacion de Lactobacillus acidophilus
NPC 747 en bovinos de engorde disminuyo la excrecion de E. coli O:157 H7 en las
heces de los animales (Brashears et al., 2003). El efecto reductor del probidtico
sobre las excreciones de E. coli cepas productoras de toxina shiga se ha observado
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también en ovinos, al suplementarles Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus lactis, Streptococcus
thermophilus y Enterococcus faecium (Rigobelo et al., 2014). Maragkoudakis et al.
(2010) demostraron que la suplementacion de Lactobacillus plantarum (PCA 236)

en cabras lecheras disminuy6 las excreciones fecales de Clostridium spp..

Otro mecanismo de accion propuesto de los probidticos bacterianos es la
produccion de compuestos antimicrobianos, como el peroxido de hidrogeno, con
capacidad de oxidar la pared celular bacteriana, y la destruccion de la estructura
molecular de las proteinas celulares (Suskovi¢ et al., 2010). La produccién de
bacteriocinas por bacterias productoras de acido lactico ejercen una accion contra
las bacterias gram positivas, patdégenos alimentarios como Listeria monocytogenes,
al regular la actividad enzimatica, la inhibicion de la formacién de esporas y la
formacion de poros en la pared celular, ocasionando la lisis de la bacteria (Nader-
Macias et al, 2015; Mendoza et al., 2015).

En rumiantes, los probidticos bacterianos también son utilizados para
mejorar el desempefio productivo de los animales (Elghandour et al., 2015). En
cabras, ovejas y vacas lecheras, el uso es para mejorar la produccion al incrementar
la ingesta diaria de alimento, la produccion de leche, el porcentaje de grasa y
proteina principalmente en la fase de lactancia temprana (Seo et al., 2010).
Maragkoudakis et al. (2010) en cabras lecheras observaron que Lactobacillus
plantarum (PCA 236) aumenta el porcentaje de acidos grasos poliinsaturados en
leche. Sin embargo, el porcentaje de grasa total y el porcentaje de proteina no
fueron diferentes respecto al grupo control. Stein et al. (2006) reportaron en vacas
lecheras suplementadas con Propionibacterium spp., cepa P169 aumenta la
produccion diaria de leche en un 8.5%, aumenté el porcentaje de grasa, lactosa y
de solidos no grasos. Sun et al. (2013), observaron que la suplementacion de
Bacillus subtilis en vacas lecheras incrementa la produccion diaria de leche, la grasa
en leche, el porcentaje de proteina y de lactosa. También se observd una
disminucién de células soméaticas en leche, y en el medio ruminal el probiético
aumento la concentracién de AGV'’s, disminuyo la concentracion de &cido acético y
aumento la concentracion de acido propionico y valérico. No obstante, el pH ruminal
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disminuy6. El aumento de la produccion de leche, de grasa y proteina también se
ha reportado en ovejas lecheras, cuando se suplemente Bacillus licheniformis y
Bacillus subtillis (Kritas et al., 2006).

En ganado de engorde y ovinos, los probioticos bacterianos ejercen un
efecto en la prevencion de la acidosis ruminal asociada a el alto contenido
concentrados en la dieta (Ghorbani et al., 2002), y en la produccién de carne,
mejoramiento del crecimiento y la eficiencia alimentaria (Elghandour et al., 2015).
En ovinos, la suplementacion de Enterococcus faecium cernelle aumentd la
ganancia diaria de peso (Abas et al., 2007). En corderos lactantes, la
suplementacion de Bacillus licheniformis y Bacillus subtillis disminuy6 la mortalidad
asociada a enfermedades digestivas y respiratorias de un 13 a 7% (Kritas et al.,
2006). En corderos en engorda, Lactobacillus acidophilus cepa BT-1386 mejoré la
conversién alimenticia, sin embargo, no se observo efecto sobre el rendimiento en

canal y la ingesta diaria de alimento (Stephens et al., 2007).

2.4. Saccharomyces cerevisiae

El uso de levaduras vivas o liofilizadas como aditivo en las dietas de
rumiantes se ha ido incrementando debido a que tiene efectos benéficos en la
produccion animal (Chaucheyras-Durand et al., 2008). El principal motivo por el que
se recurre a la suplementacion con estos organismos es para prevenir desérdenes
en la microbiota ruminal de los animales causado por el consumo de concentrados
con alto contenido energético (carbohidratos solubles) (Sales, 2011). Este tipo de
productos se caracterizan por tener alta concentracion de células viables (>10

billones de UFC/g), siendo la especie mas usada S. cerevisiae.

Algunos cultivos o productos de levaduras han sido registrados como
aditivos en alimentos de origen microbiano en Europa (EU Regulacion1831/2003);
mientras que en los Estados Unidos de Norte América se han registrado en la lista
de aditivos alimentarios generalmente reconocidos como seguros (GRAS). En los
afos recientes, el nimero de consumidores, conscientes de la seguridad, calidad y
de que se elaboren de forma sustentable productos de origen animal, han

encausado al uso de estos aditivos; aunque se ha demostrado que algunas veces
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no ayudan a la productividad, pero si disminuyen el riesgo de transmitir
microorganismos zoonaticos. Asi, se disminuye el uso de antibiéticos y la posible
aparicion de resistencia de las poblaciones bacterianas a tratamientos
antimicrobianos, limitando ademas la excrecion y diseminacion hacia otros animales
(Chaucheyras-Durand et al., 2008; Tripathi y Karim, 2011).

2.4.1. Efectos de S. cerevisiae sobre la produccion en pequefios rumiantes

El uso de S. cerevisiae como probiotico en los pequefios rumiantes se
caracteriza para mejorar la produccion y la salud de los animales (Desnoyers et al.,
2009; Elghandour et al., 2015; Khalid et al., 2011); no obstante, existe variabilidad
en sobre sus efectos. En cabras y ovejas lecheras, se ha reportado que la
suplementacion con levaduras en la dieta de los animales aumenta la produccion
diaria de leche (EI-Ghani, 2004; Stella et al., 2007; Zabek et al., 2014). Sin embargo,
son inconsistentes los datos que evallan los efectos sobre la composicién quimica
de la leche. Stella et al. (2007) reportaron que al suplementar un producto comercial
de levadura (Levucell SC 20 Lallemand, Francia) a cabras Saanen durante la etapa
de lactancion se observd un aumento de la produccion diaria de leche, y la
disminucién del porcentaje de grasa. Hadjipanayiotou et al. (1997) en cabras y
ovejas lecheras no observaron efectos sobre la produccion y composicion de la
leche al suplementar cultivo vivo de levadura (Yea-sacc®?!’, Altech, USA). Gomez
et al., (2014) en cabras Saanen suplementadas con una cepa comercial inactiva de
S. cerevisiae concluyeron que la suplementacion del probidtico no tuvo un efecto
sobre la produccion diaria y composicion de la leche, mientras que la ingesta diaria
de alimento, la degradacion total de nutrientes, la degradacion de proteina cruda y
de fibra detergente neutra fue mayor en las etapa post parto, en el pico de lactancia
y en la lactancia tardia. Zabek et al. (2014) reportaron que la administracién de
levadura liofilizada (Interyeast, Leiber GmbH, Polonia) aumento la produccién diaria
de leche de las ovejas en un 16%, sin embargo, los porcentajes de proteina, grasa,
lactosa y solidos totales no fueron modificados. No obstante, se observé una
disminucién significativa del conteo de células somaticas en la leche. Ademas
Zaleska et al. (2015) evaluaron el efecto de la suplementacién de levadura liofilizada

(Interyeast, Leiber GmbH, Polonia) y de un extracto de -glucanos de levadura
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(Leiber Beta-S, Leiber GmbH, Polonia) sobre la produccién y calidad de la leche y
parametros reproductivos en ovejas. Reportando que la suplementacién de la
levadura aumenté la prolificidad en un 31.66%, y un aumento en el nimero de
corderos nacidos vivos entre un 30 a 35%. La produccion diaria de leche fue mas
alta en los grupos suplementados con la levadura liofilizada y el extracto de B-
glucanos, con un aumento entre 4 a 7% de solidos totales y 12 a 23% en el
porcentaje de grasa, siendo mas alto los valores en el grupo suplementado con el

extracto de levadura.

En ovinos jovenes, Hernandez-Garcia et al. (2015), observaron gque la
ingesta de una cepa de levadura (S.cerevisiae) con una mezcla de minerales
(selenio y cromo) durante la etapa de engorde aumenta la ingesta diaria de alimento,
sin embargo, el peso vivo, la ingesta diaria de alimento, la ganancia diaria de peso,
la conversién alimenticia y los parametros de fermentacién del rumen no fueron
diferentes al grupo control. Estos resultados son similares a los obtenidos por
Tripathi y Karim (2011), quienes establecen que la suplementacion de cultivos de
levaduras vivas (Kluyveromyces marximanus NRRL3234, Saccharomyces
cerevisiae NCDC42 y Saccharomyces uvarum ATCC9080) mejoran la ingesta diaria
de alimento entre un 8-26%, y una disminucion de la cantidad total de AGV'’s en el
rumen. En contraste, Malekkhahi et al. (2015) reportaron que la suplementacion
de levadura viva comercial (Yea-Sacc 1026; Alltech, USA) en la dieta de los
animales no afectod la ingesta diaria de alimento, la conversion alimentaria, y los
parametros ruminales. Sin embargo, observaron que el probidtico aumentd el
coeficiente de degradacion de la fibra detergente neutra en el medio ruminal.
Zaleska et al. (2015) en corderos lactantes suplementados con levadura liofilizada
(Interyeast, Leiber GmbH, Polonia) y de un extracto de B-glucanos de levadura
(Leiber Beta-S, Leiber GmbH, Polonia), reportaron un aumento del peso vivo al final
del experimento, de la ganancia diaria y la tasa de crecimiento en los animales
suplementados con el extracto de levadura, sin observarse en el grupo

suplementado con levadura.

En caprinos se han realizado pocos estudios con la suplementacion de
levadura en la etapa de crianza. Bugdayci et al. (2016) y Oguz et al. (2015) en
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cabritos de 1 y 2 meses de edad respectivamente, determinaron que la
suplementacién de S. cerevisiae (Rumisacc, Integro food Industry and Trade Co,
Turquia) no tuvo efecto significativo sobre la ganancia diaria de peso, la ingesta
diaria de alimento, la conversion alimentaria, la calidad y tamafio de las papilas del
rumen. Estos resultados podrian estar relacionados con factores asociados a la
cepa, ya que se ha reportado que no todas las cepas de levadura son capaces de
estimular un efecto probiodtico en los animales. Estas diferencias aparentemente no
estdn relacionadas con el numero de células de levadura viables en las
preparaciones, si no con su actividad metabdlica (capacidad de consumir O2 y
factores de crecimiento bacteriano) (Newbold et al., 1995). Atasoglu et al. (2010),
en cabritos Saanen de 13 dias de edad durante 103 dias, determinaron que la
suplementacion de Kefir, un producto probiético que contiene poblaciones de
Lactobacillus spp. (108 UFC/mI), Lactoccocus spp (108 UFC/mI) y de levaduras (102
UFC/ml) y un probidtico comercial compuesto de las poblaciones microbianas
Lactobacillus plantarum (1.26x107 ufc/kg), L. delbrueckii (2.06x107 ufc/kg), L.
acidophilus (2.06x107 ufc/kg), L. rhamnosus (2.06x107 ufc/kg), Bifidobacterium
bifidum (2.00x107 ufc/kg), Streptococcus salivarius (4.10x107 ufc/kg), S. facium
(5.90x107 ufc/kg), Aspergillus oryza (5.32x107 ufc/kg) y Candida pintolopesii
(5.32x107 ufc/kg) (BiyoteksinTM L, Novartis) no tuvo efecto sobre la ganancia diaria
de peso, el peso vivo; la ingesta diaria de dieta liquida (hasta el dia 45 de vida) y de

dieta solida.

2.4.2. Modo de accion de S. cerevisiae en rumiantes
2.4.2.1. Efectos de S. cerevisiae sobre la fermentacién ruminal y las
poblaciones microbianas
En primer lugar conviene destacar que las levaduras tipo S. cerevisiae no
son organismos autdctonos del tracto digestivo de rumiantes, como puede ser el
caso de algunas bacterias empleadas como probioticos. Dentro de los mecanismos
de accion principales propuestos es que las levaduras vivas en el medio ruminal a
través de su respiracion aerobia permiten eliminar el pequefio porcentaje de oxigeno
(1%) que entra al rumen que el animal ingiere en los alimentos junto con el bolo

alimentario y en la saliva, facilitando asi el crecimiento de los microorganismos
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anaerobios mas estrictos como bacterias celuloliticas y hongos (Newbold et al.,
1996). Sin embargo, también se ha propuesto que su efecto se debe a la
estimulacién de la poblacién microbiana ruminal por la liberacion al medio de
sustancias que favorecen su crecimiento conocidos como “factores de crecimiento”,
entre los que destacan el &cido malico, vitaminas (especificamente tiamina) y
péptidos. Al estimular el crecimiento de las bacterias ruminales celuliticas
(Fibrobacter spp. y Ruminococcus spp.) y utilizadoras del acido lactico (como
Megasphaera elsdenii y Selenomonas ruminantium), las levaduras pueden provocar
un aumento del flujo duodenal de proteina microbiana y con ello una mayor
disponibilidad de aminoacidos para el animal hospedador (Carro, 2014;

Chaucheyras-Durand et al., 2008; Diaz-Plascencia et al., 2013).

Riyanti et al. (2016) evaluaron el efecto de un cultivo de levadura
(S.cerevisiae cepa NRRL 12618) en liquido ruminal a nivel in vitro y encontraron
que la levadura aumento las poblaciones microbianas, mantuvo constante el pH del
cultivo ruminal, aumento la concentracion de amoniaco y de AGV'’s totales. Sin
embargo, la suplementacion de levadura no modifico la concentracién molar del
propionato, lactato y acetato, mientras que la concentracion de isovalerato aumento.
Pinloche et al. (2013), analizaron el efecto de suplementacion de S. cerevisiae Sc47
(Lesaffre Feed Additives, Marquette-Lez-Lille, Francia) en vacas lecheras Holstein
canuladas con dieta altas en concentrado sobre la microbiota ruminal, confirmando
que las poblaciones bacterianas celuloliticas (Fibrobacter spp. y Ruminococcus
spp.) y las utilizadoras de acido lactico (Megasphaera spp; Selenomonas spp.)
aumentaron en las vacas suplementadas y se detectaron cantidades bajas de
Prevotella spp. y de Mitsuokella spp.; los cuales son géneros bacterianos
encargados de la degradacion del almidén, por lo que sus poblaciones estan
aumentadas en los animales cursan con acidosis clinica y subclinica, concluyendo

que la levadura S. cerevisiae es util al revertir la acidosis ruminal.

En cambio, Beauchemin et al. (2003) al analizar en liquido ruminal de
novillos canulados el efecto de S. cerevisiae sobre las poblaciones microbianas
intestinales, observaron que la levadura no ejercio efecto en el nimero de UFC de
bacterias generales, utilizadoras de lactato y de bacterias amiloliticas (P>0.05).
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Kumagai et al. (2004) analizaron el efecto de S. cerevisiae sobre las poblaciones
microbianas en heces en ovejas Suffolk canuladas alimentadas con una dieta alta
en concentrados y otra baja en concentrado; en donde detectaron que en los
corderos suplementados con la levadura, aumentaron la poblacién de bacilos
significativamente (P< 0.05) en la dieta alta en concentrado, mientras que en las
cantidades de enterobacterias no se encontraron diferencias significativas (P> 0.05)
entre los grupos de tratamientos, pero si entre dietas (P< 0.05). Los autores
explicaron que este efecto puede deberse a que el ambiente con los dos tipos de
dietas varia entre la dieta alta en heno y la alta en concentrado, lo cual favorece o
disminuye la variabilidad de desarrollo de esta familia bacteriana en el intestino (ya
gue determinaron que el pH intestinal es mayor en animales con concentrado con
respecto a los alimentados con forraje). Mosoni et al. (2007) al determinar el efecto
de S. cerevisiae sobre poblaciones celuloliticas ruminales en corderos canulados
con dietas con 50% de concentrado, no detectaron efecto alguno sobre la poblacién
total de baterias degradadoras de celulosa, especificamente en los tres géneros
que detectd por medio de técnicas moleculares: Fibrobacter succinogenes,

Ruminococcus albus y Ruminococcus flavefaciens.

Chaucheyras-Durand y Fonty (2002) en corderos neonatos evaluaron el
efecto de S. cerevisiae sobre el desarrollo de la microbiota ruminal, y observaron
que en los corderos suplementados con la levadura se establecieron en mayor
cantidad las poblaciones celuloliticas a partir del segundo y tercer dia en
comparacion con los corderos no suplementados. Sin embargo, a partir del cuarto
dia, encontraron similares cantidades de bacterias celuloliticas en ambos grupos,
por lo que concluyen que la suplementacion de la levadura en los corderos tiende a

aumentar la colonizacién de las bacterias celuloliticas en el nacimiento.

2.4.2.2. Efectos de S. cerevisiae sobre enteropatégenos y diarreas en
rumiantes

Existen trabajos que reportan que S. cerevisiae reduce el crecimiento de
microorganismos patdégenos, preserva la funcion de la barrera gastrointestinal y la
disminucién de la colonizacibn con alteracion de algunos microorganismos

patégenos como E. coli, Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica, Shigella
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flexnerii, Clostridium spp. y Vibrio cholerae en monogastricos (Pérez, 2008). La
posible accion reductora de S. cerevisiae sobre enteropatdégenos podria deberse a

su metabolismo.

En ensayos in vitro en contenido ruminal se ha detectado cantidades altas
de etanol y de AGV’s, principalmente lactato, dando como resultado la disminucién
de las cantidades de E. coli que pudieran estar en las particulas de alimento, y este
efecto puede mejorar en condiciones de pH bajo. Sin embargo, las concentraciones
de etanol de AGV’s en contenido ruminal in vivo pueden ser distintas por su
absorcion por el epitelio ruminal (Chaucheyras-Durand et al., 2010; Chaucheyras-
Durand et al., 2008). No obstante, alin se desconoce si Saccharomyces spp., ejerce
una accion similar de reduccion de bacterias en el intestino de rumiantes como en
monogastricos. Esta accion se debe a la conformacion de la pared celular, formada
por un complejo de mananoproteinas (aproximadamente 25-50 %) que corresponde
a una asociacion de polisacaridos de a-D-manosa con proteinas (manano-
oligosacaridos, MOS). Estas se unen a través de extremos no reductores en forma
directa con los 1-3 B-glucanos o, indirectamente, con los 1-6 B-glucanos. Los MOS
contienen abundantes polipéptidos glucosados (50-95 %) que salen como fimbrias
fuera de la pared celular, que tienen la capacidad de aglutinar las micotoxinas
presentes en el tracto intestinal animal. Las levaduras, al contrario de otros
microorganismos con potencial probiotico, tienen una limitada capacidad para
colonizar el tracto gastrointestinal del animal que las recibe, pues se han realizado
experimentos en ovejas, las cuales recibieron levaduras, el numero de células
viables de estos microorganismos declin6 30 horas después de finalizado el
tratamiento; En otros experimentos realizados con corderos, entre 17 y 34% de las
células de las levaduras permanecieron vivas durante su transito a través del tracto
digestivo (Castro y Rodriguez, 2005). Esto se debe a, como se ha sefialado
previamente, el ambiente anaerobio-reductor del tracto digestivo no es el natural

para su crecimiento.

Liou et al., (2009) reportaron en un experimento in vivo que después de 11
dias de inoculacion de E. coli 0:157H7 disminuye su excrecion en heces en vaquillas
charolais suplementadas con S. cerevisiae (Original XP yeast culture, Diamond V
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Mills, USA) En cambio, Ghazanfar et al. (2015) establecen que la suplementacion
de S. cerevisiae en la dieta de vaquillas aumenté el numero de unidades formadoras
de colonias (UFC) de lactobacilos en heces, mientras que en el caso de coliformes
totales (en los cuales se incluyen géneros de enterobacterias) no se detecto
diferencias significativas de UFC con respecto a las vaquillas control, solamente se
detectd un aumento significativo en los primeros dias de experimentacién en
animales no tratados debido a que éstas cursaron con cuadros fuertes de diarrea
por cambios bruscos de dietas, mientras que las suplementadas no mostraron este
signo clinico. Aun asi, en los dias posteriores a la presentacién de diarrea la
cantidad de UFC de coliformes en ambos grupos no fue significativamente diferente,
concluyendo que la levadura regula la cantidad de estos microorganismos en el
tracto intestinal, evitando su excesiva replicacion. Por otro lado, Brewer et al. (2014)
reportaron un efecto reductor de S. cerevisiae sobre Salmonella typhimurium en
becerros neonatos, a los que desafié con el enteropatdgeno y se les suplementé la
levadura en leche y alimento, observandose al sacrificio una reduccion del patégeno
en aquellos animales alimentados con la levadura al realizar el conteo en placa,
ademas de que presentaron un mayor crecimiento de las papilas del rumen, lo que
se vio reflejado en una mayor ganancia de peso (23.8 % en contra de 17.2,
respectivamente), y una disminucién de la presentacién de diarreas y pirexia en los
animales con la suplementacion del probidtico. Sin embargo, Eicher et al. (2010) al
suplementar distintas dosis de B-glucanos derivados de levadura en becerros
neonatos con largos periodos de trasporte, no detectaron efecto alguno sobre las

excreciones de E. coliy S. typhimurium.

En pequefios rumiantes, Olvera-Ramirez (2007) reportd que la
suplementacién de una levadura viva (Biosaf, Phileo, Lessafre Animal Care,
Francia) no influyé sobre el flujo de L. innocua en rumen, duodeno o en heces, en
ovinos canulados, bajo condiciones controladas, y alimentados con una dieta a base
de 50% de concentrado y 50% de forraje. De la misma manera, Garcia-Trejo (2015)
observd que la suplementacion de levadura viva (Procreatin 7, Phileo, Lessafre
Animal Care, México) en la dieta de los animales no tuvo influencia sobre las UFC

de la familia bacteriana tanto en rumen como en heces en corderos de engorda,
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pero si observo una diferencia en las cantidades de bacterias cuantificadas entre
dias, siendo menores las UFC en el Ultimo dia de experimento, Mientras que
Ramirez-Ramirez (2015) con los mismos animales, reportd que la suplementacion
de S. cerevisiae. (Procreatin 7, Phileo, Lessafre Animal Care, México), y la
inoculacion de Listeria innocua no afecté la ganancia diaria de peso, la eficiencia
alimenticia y el pH ruminal de los corderos. Por otro lado, Kumagai et al. (2004),
observaron que la suplementacion de un probidtico compuesto de Lactobacilos,
Bacilos, estreptococos, y de levaduras Saccharomyces spp., y Candida spp., no
tuvo efecto sobre las canticades de enterobacterias en heces en corderos canulados
con dietas altas en concentrado y forraje. Sin embargo, se detectd una diferencia
en las excreciones de las bacterias al comparar a los animales por dieta
experimental, al ser menor la cantidad de UFC en los animales con la dieta alta en
concentrado. Stella et al. (2007), detectaron un aumento de UFC de S. cerevisiae
en las muestras de heces en cabras Saanen inoculadas con la levadura, en cambio,
las cabras no suplementadas mantuvieron cantidades bajas de levadura durante
todo el experimento, confirmando en este ensayo que la levadura podria atravesar
todo el tracto digestivo; esto concuerda con la disminucion del enteropatégeno

ambiental desafiado (Escherichia coli) en las cabras tratadas.

2.4.2.3. Efectos de S. cerevisiae sobre la respuesta inmune en pequefios
rumiantes

Con respecto al efecto de la suplementacion de S. cerevisiae var.,
cerevisiae sobre la respuesta inmune en rumiantes, existen estudios enfocados
principalmente a evaluar la respuesta inmune de tipo humoral. Tao et al. (2015),
establecen que la suplementacién de diferentes dosis de [B-glucanos de S.
cerevisiae (25, 50, 75, 100 y 200 mg) no tuvo efecto sobre las concentraciones
tisulares de IgA de becerros durante la crianza, pero las concentraciones
plasmaticas de IgG e IgM aumentaron significativamente con respecto a los
becerros no suplementados. Magalhdes et al. (2008) observaron que la
suplementacion de una cepa comercial de S. cerevisiae (Diamond V XP Yeast
Culture, Diamond V Mills Inc, USA) en becerros neonatos en la dieta no indujo a un

aumento de las concentraciones de anticuerpos en los becerros durante el proceso
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experimental (70 dias). No obstante, al evaluar la actividad fagocitica de los
neutréfilos, la levadura tendid a aumentar la fagocitosis de bacterias. Campos-
Granados y Augusto (2015) reportaron una mayor concentracion de
inmunoglobulinas en el calostro en vacas proximas al parto que fueron
suplementadas 21 dias antes del parto con una dosis de 40 g de pared celular y
producto de fermentacion de levadura (Celmanax, Church y Dwight Co., USA). Sin
embargo, no se observo diferencias significativas en los niveles sanguineos de IgG
de las becerras en ambos grupos. En corderos, Ma\laczewska et al. (2010)
evaluaron el efecto inmunoestimulador de una cepa de Saccharomyces cerevisiae
en la respuesta inmune especifica y no especifica en corderos de 30 dias.
Reportando un aumento en las concentraciones de gamma globulinas totales en
sangre de los animales con la levadura a mediados y finales del proceso
experimental (del dia 30 al 65) con respecto a los animales control. Aunado a esto,
observaron una mayor actividad y proliferacion de linfocitos en los corderos que se
suplementaron con la levadura dias después de iniciado el experimento; sin
embargo no se encontraron diferencias en la actividad fagocitica de los neutrofilos.
(Hussein, 2014) al suplementar un probiotico que contiene S. cerevisiae cepa SC-
47,y Lactobacillus sporogenes (BIOVET- YC, Wockhardt Limited, India) en corderos
de tres semanas de edad, observé un aumento de globulinas totales en sangre, asi
como un aumento en el conteo total de leucocitos en la sangre de los animales;
similarmente, Milewski et al. (2009) reportaron que la administracion de S.
cerevisiae (Inter yeast, Leiber GmbH, Polonia) en la dieta de corderos tuvo un efecto
significativo en el conteo total leucocitario, como consecuencia del aumento en el

porcentaje de linfocitos.

Zabek et al. (2014) en ovejas lecheras suplementadas con un probi6tico
comercial de levadura liofilizada (Inter yeast, Leiber GmbH, Polonia), observaron un
aumento de la cantidad de globulinas totales, la actividad de la celuloplasmina y
lisozima, de la actividad fagocitica celular y el aumento de la actividad de los

linfocitos T y B.
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Il JUSTIFICACION

Las enfermedades digestivas tienen una alta repercusion economica
durante la etapa de crianza en los pequefios rumiantes, no sélo por las tasas de
morbilidad y mortalidad que ocasionan (que van del 10 al 50% dependiendo la
gravedad de la enfermedad), sino también por el retraso en el desarrollo de los
animales, asi como los gastos en los tratamientos (Espinosa, 2004; Méndez et al.,
2015), aumentando asi los costos de produccion. Aunado a esto puede existir un
incremento en la resistencia microbiana que generan los antibioticos al ser
adicionados en el alimento como tratamiento preventivo para enfermedades. Por lo
que, el uso de antibidticos ha sido prohibidos en paises que integran la Unién
Europea (Briz, 2006), mientras que en los Estados Unidos de Norteamérica los
antibioticos son regulados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA), la cual supervisa que sean utilizados solo por Médicos Veterinarios en
animales enfermos con los tiempos de retiro antes de la matanza de los animales,

prohibiendo su uso como promotores de crecimiento (Schneider, 2015).

El uso de levaduras como probidticos puede ser una alternativa para
mejorar la salud intestinal de los rumiantes. Se ha comprobado que la
suplementacion de la levadura en la dieta disminuye la excrecion y disminucion de
la prevalencia de enfermedades digestivas y respiratorias en becerras (Brewer et
al., 2014; Galvao et al.,, 2005). En cabras adultas se ha reportado que la
suplementacién de S. cerevisiae disminuye la excrecion de E. coli y mejora la
produccion de leche (Stella et al., 2007), mientras que en cabritos jovenes de 4
meses de edad disminuyeron la excrecion de coliformes totales en heces (Ozsoy
et al., 2013). Sin embargo, existen pocos estudios que evallen el efecto probiotico
de Saccharomyces cerevisiae en la etapa de crianza de los cabritos. No obstante,
dichos estudios han demostrado unicamente su efecto en los indicadores
productivos, por lo que su uso podria ser Gtil para reducir los problemas de
mortalidad asociados a las bacterias enteropatégenas ambientales. Ademas, se
sabe que no todas las cepas de levadura tienen la misma respuesta, por lo que la
suplementacién podria también mejorar la respuesta inmune del cabrito como se ha

observado en corderos y becerros (Malaczewska et al., 2010; Tao et al., 2015). Por
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lo tanto, este estudio pretende evaluar la influencia de la suplementacion de
levadura en la reduccion de enteropatdégenos y parametros productivos en los

cabritos.
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IV. HIPOTESIS

“La suplementacion de levadura cambia la excrecion de enteropatdgenos

ambientales y los parametros productivos durante la etapa de crianza”.

V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General
Evaluar el efecto de la suplementacion de un probidtico de levadura
(Saccharomyces cerevisiae cerevisiae) sobre la excrecion de enteropatégenos

ambientales y la respuesta productiva durante la etapa de crianza.

5.2. Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de la levadura sobre la excrecion la familia
Enterobacteriaceae y de enteropatdégenos ambientales (Salmonella spp.,
Escherichia coli, Coccidias y Eimeria spp.) mediante la cuantificacion de UFC
en heces por medio de PCR en tiempo real.

2. Evaluar el efecto de la levadura sobre la excrecion de oocistos de Eimeria
spp. mediante la técnica de McMaster.

3. Evaluar el efecto de la suplementacién de la levadura en la dieta sobre la

ganancia diaria de peso de los cabritos.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Lugar experimental

El experimento se realiz6 en la unidad de produccién caprina “Granja del
Carmen”, ubicada en la localidad de Fuentezuelas, Municipio de Tequisquiapan,
Qro. Las muestras se analizaron en el laboratorio de Microbiologia Veterinaria de la
Facultad de Ciencias Naturales, Campus Juriquilla. El proyecto fue aprobado por el
Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad

Autonoma de Querétaro con la emision de la resoluciéon 53FCN2016 (Anexo 1).

6.2. Disefio experimental y tamafio de muestra

Este trabajo se llevo a cabo bajo un modelo experimental de dos grupos al
azar. La determinacion del tamafio de la muestra se obtuvo de acuerdo a la
ecuacién para comparacion de medias entre dos grupos (Gallego, 2004),

obteniendo una n por tratamiento igual a 12, con valor de a= 0.05.

Z(Za + Zﬁ)zsz
n= d2

Donde:

Zq: valor Z correspondiente al riesgo a fijado
Zp: valor Z correspondiente al riesgo  fijado
S: desviacion estandar

d: valor minimo de la diferencia que se desea detectar

6.3. Tratamientos experimentales

Los tratamientos experimentales fueron: a) Dieta basal (n=12), y b) Dieta
basal + 0.5 g/dia (1.25x10'? UFC) de levadura liofilizada Saccharomyces cerevisiae
(Biosaf, Phileo, Lesaffre Animal Care, México). La levadura fue suplementada desde

el tercer a cuarto dia de edad hasta el dia 70 experimental.

El manejo de administracién de la levadura se llevo a cabo diariamente,
durante todo el experimento la levadura se suplemento diluida en agua con jeringa

dosificadora de acuerdo al protocolo descrito por la FAO (2016). La levadura total
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dosificada previamente fue depositada en un recipiente, y se vertié agua (Volimen
final de 10 ml por dosis), se homogeniz6 la levadura y se depositaron en los
dosificadores orales. Posteriormente, se abrié la boca del animal y se colocé la
canula de la jeringa de forma que se situara por detras de la base de la lengua del

animal. Se presiond lentamente el émbolo para que el animal tomara el liquido.

6.4. Dieta experimental

Los cabritos durante las primeras dos semanas post nacimiento se les
aliment6 con leche de cabra ad libitum, en las cuales los primeros 3 dias fué
mediante biberones individuales de 500 ml (Labelvage, Francia) y se adaptaron los
animales al consumo de leche en cubetas de lactancia de 10 chupones y capacidad
de 18 litros. Durante las primeras semanas de lactancia, a los animales se les ofrecio
tres tomas diarias de leche (2 litros de leche por animal al dia). A partir de la segunda
semana se ofrecio alfalfa henificada con alimento preiniciador (cuadros 2 y 3) una
vez al dia (al amanecer) y consumo de agua ad libidum. Al alcanzar los 7 kg de peso
vivo (PV), las tomas de leche disminuyeron 2 veces al dia (toma matutina y tarde).
Posteriormente, al alcanzar los 12 kg de PV se ofrecié una toma diaria de leche en
la mafiana de 1500 ml de leche por animal. Dias antes del destete, cuando los
animales alcanzaron o rebasaron 13.5 kg de PV (a partir de la semana octava de
edad), se les restringié el consumo de leche a 500 ml diarios por tres dias, mientras
que se aumentd el concentrado preiniciador y el heno de alfalfa. Se tomaron
muestras de los alimentos solidos para el analisis de materia seca (MS), proteina
seca (PC), extracto etéreo (EE), Cenizas, de acuerdo a la AOAC (2000) y
Fracciones de fibra de acuerdo a Van Soest et al. (1991), en el laboratorio de

Nutricion Animal de la FCN.
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Cuadro 1. Composicion quimica del alimento preiniciador utilizado en la lactancia

Composicion Quimica | Cantidad
Materia seca (%) 89.63
Proteina cruda (%) 27.45
Extracto etéreo (%) 6.39
Fibra Detergente Neutro (%) 41.70
Extracto libre de nitrégeno 15.91
Fibra Detergente Acido (%) 11.63

Cuadro 2. Composicion quimica de la leche de cabra

Composicion Quimica | Cantidad
Materia seca (%) 12.24
Proteina (%) 26.67
Grasa (%) 27.12
Extracto libre de nitrégeno 38.77
Cenizas (%) 7.44

Cuadro 3. Analisis quimico de la alfalfa henificada

Composicion Quimica | Cantidad
Materia seca (%) 95.45
Proteina cruda (%) 16.62
Extracto etéreo (%) 1.38
Fibra Detergente Neutro (%) 56.04
Fibra Detergente Acido (%) 32.26
Extracto libre de nitrégeno 16.11
Cenizas (%) 9.85
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6.5. Animales experimentales, corrales y manejo

En el experimento se utilizaron veinticuatro cabritos (hembras y machos)
de razas Alpino Francés y Toggemburg, de tres a cuatro dias de edad, calostrados
naturalmente, con un peso al nacer promedio de 3.7 kg. Previo al experimento, se
auxilio en los nacimientos de los animales de acuerdo a los protocolos establecidos
en la unidad de produccion. Una vez nacidos y calostrados todos los cabritos fueron
separados en 2 corrales grupales contemplando el requerimiento de espacio por
animal en crianza de 0.3 m? hasta el momento del destete de 0.8 m? (FAO, 2017).
Los corrales fueron elaborados a base de malla borreguera, techos de lamina
galvanizada, echaderos con paredes de madera, piso de tierra, bebederos, cubos
de lactancia y comederos. Las instalaciones estaban bien iluminadas, con adecuada
ventilacion y con la capacidad de proteger de las condiciones medioambientales a
los animales. La limpieza de los corrales se realizO diariamente mediante la
remocidn de estiércol, mientras que las mamilas y cubetas se limpiaron
inmediatamente después de alimentar con la leche a los cabritos al lavarlos con

detergente comercial y jabon quirdrgico (Universidad de Hertfordshire, 2011).

6.6. Tomade muestras

Muestras rectales, contenido ruminal se tomaron para evaluar la excrecion
de enteropatégenos y pH ruminal, asi como muestras de sangre y calostro para
evaluar indirectamente la concentracion de inmunoglobulinas; a continuacion se

describe cada uno.

6.6.1. Toma de muestras fecales y evaluacion de diarreas por duracion y

severidad.

Las muestras fecales se tomaron al inicio del experimento y semanalmente
hasta el dia 70 experimental (dia 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70). La toma
de muestra se realiz6 de acuerdo al procedimiento modificado de las operaciones
estandar para la coleccién de muestras en pequefios rumiantes (Department of
Primary Industries NSW, 2015), que se describe brevemente a continuacion:
primeramente se inmovilizo6 a cada animal mediante contencion fisica,

posteriormente se pasé suavemente en la region recto-anal un asa recolectora de
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heces previamente lavada y desinfectada con solucién de hipoclorito de sodio al
10%. Se masaje6 suavemente la pared rectal, para con el asa retirar el contenido
fecal, o en caso de ausencia de heces, estimular la defecacién. Las heces se
depositaron en bolsas transparente estériles, se rotularon en las mismas la fecha
de muestreo, el niamero de identificacion del animal y el tratamiento al que
pertenecia. Después de ser obtenidas se mantuvieron en refrigeracion,
posteriormente se trasladaron al laboratorio de Microbiologia Veterinaria de la FCN,

donde se mantuvieron en congelacion a temperatura de -80°C.

Muestras fecales fueron tomadas por tratamiento para analisis de
parasitologia cada 14 dias a partir del inicio del experimento bajo el siguiente
protocolo: en bolsas de 14x16 cm se depositaron 5 muestras de heces frescas al
azar por cada uno de los corrales, teniendo cuidado de no tomar partes de la
muestra que pudieran estar contaminadas con tierra. Las muestras se conservaron
a 4°C para su posterior uso. Se determind la duracion y severidad de las diarreas
de los animales por semana experimental, de acuerdo a McGuirk (2008). La
severidad fue evaluada acuerdo a la siguiente escala: 0= heces firmes; 1= heces
semifirmes; 2=Heces semiliquidas, y 3=Heces de consistencia liquida y presencia
de malestar en el animal. La duracién fue monitoreada en base a dias durante cada

semana experimental.
6.6.2. Toma de contenido ruminal y medida de pH

La toma de muestras de contenido ruminal de los cabritos se llevo a cabo
al dia 56 y 70 experimental, después del alimento de la mafiana, mediante el uso
de sonda esofégica de acuerdo a lo establecido del manual para el personal auxiliar
de sanidad animal primaria de la FAO (1995) y Ramos-Morales et al. (2014). El
manejo consistio de la sujecidn fisica del animal, de tal forma que la cabeza del
animal quedase angulo hacia arriba. Un pequefio tubo de plastico se colocd sobre
la boca del animal. En la cavidad oral del animal se introdujo una sonda esofagica
de material moderadamente flexible de alrededor de 125 cm de longitud por 6 mm
de diametro interno con punta roma previamente lubricada, la cual fue dirigida por
el esofago hacia el rumen. El flujo de contenido ruminal fue estimulado por presién

negativa, generada por un frasco de polietileno adaptado con un dispositivo
41



(extractor de flemas). El contenido ruminal se deposité primeramente en el frasco,
donde se midié el pH con un potencidémetro portatil (Waterproof Tester, HANNA
instruments, USA).

6.6.3. Toma de muestras sanguineas

Las muestras de sangre a los cabritos se tomaron a las 24 horas de nacidos
mediante venopuncion yugular bajo el protocolo modificado del manual para el
personal auxiliar de sanidad animal primaria de la FAO (2016). La obtencion de
sangre fue mediante la vena yugular externa, la cual se presiono levemente en la
parte inferior del cuello, se desinfecto el sitio de puncion e insertd en un angulo de
45° de la vena la aguja doble (21Gx38mm, Vacutainer, Becton Dickson and
Company, USA) empatada previamente con la camisa vacutainer (Vacutainer,
Becton Dickson and Company, USA). La extraccion de sangre se realiz6 mediante
tubos colectores para serologia (Vacutainer, Becton Dickson and Company, USA).
Los tubos se conservaron en posicion vertical a temperatura ambiente por un lapso
de 30 a 60 minutos para favorecer la coagulacién, y posteriormente se obtuvo suero
sanguineo de acuerdo al protocolo establecido por Johnson et al. (2007). La sangre
se centrifug6 a 3000 rpm por 15 minutos. El suero obtenido se depositd en tubos de

2 ml, y se conservo a temperatura de 4°C para su posterior uso.

6.6.4. Identificacion de especies de Eimeria spp.

La identificacion de especies de Eimeria spp., se realizé mediante la
visualizacion de los oocistos por microspia, por técnica de flotacion. 2 g de heces
refrigeradas se homogenizaron en 15 ml de solucion salina hipersaturada en un
mortero. La mezcla se filtr6 con una capa doble de gasas, y se dejo reposar por 5
minutos. Una gota del sobrenadante se depositd en un portaobjetos. Los oocistos
se visualizaron a 40x en un microscopio Optico con camara digital (Axio Vert.Al,
Zeiis, Alemania). La identificacion de las especies se realiz6 mediante morfologia
de los oocistos, al determinar el tamafio (expresado en um), lay la presencia y forma
del tapén del micropilo, mediante el programa ZEN AxioVision Rel. 4.8.2.-SP2,

(Zeiis, Alemania).
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6.6.5. Toma de muestra de calostro

Las muestras de calostro de las madres fueron tomadas para determinar la
calidad al evaluar de forma indirecta la concentracion de inmunoglobulinas, de la
siguiente manera. Al momento del parto de cada cabra, se desecharon los primeros
tres eyecciones de la glandula mamaria, y se extrajo 25 ml de calostro de cada
medio para completar 50 ml de muestra, colectada en un tubo eppendorf. La

muestra se mantuvo a temperatura ambiente para su inmediato analisis (ver 6.8.2).

6.7. Variables productivas
La variable productiva que se obtuvo fue la ganancia diaria de peso, peso
al nacimiento y peso al final del experimento. La medicién se llevo a cabo realizando

el pesaje de los animales semanalmente, utilizando una bascula digital.

6.8. Anaédlisis de las muestras

6.8.1. Determinacion de proteinas totales a partir de las muestras de suero a
las 24 horas de nacimiento de los animales.

La determinacion de la transferencia de inmunidad pasiva en los cabritos
fue realizada por medio de un refractometro densimetro manual (ATAGO, Co., LTD,
EUA), el cual mide proteinas séricas totales en base a g/dL. La transferencia de
inmunidad pasiva se consideré adecuada cuando los animales obtuvieron cantidad
de proteinas séricas totales igual o mayor a 5.0 g/dL equivalente a 35.5 mg de Ig/ml
(71% del de proteinas totales entre 24 a 48 horas de nacimiento) (Méndez et al.,
2005; Montero y Jimenez, 2005).

6.8.2. Analisis de la calidad de calostro por medio del calostro densimetro.
La determinacién indirecta de la concentracion de globulinas en el calostro
de las madres se hizo mediante un densimetro de calostro (Kruuse Colostrum
Densimeter, Kruuse, Dinamarca), siguiendo las indicaciones del fabricante. En el
cual, en una probeta de 50 ml se colocé la muestra recolectada de las madres al
momento del parto, la muestra se dejé enfriar a temperatura ambiente (20°C). El
densimetro se introdujo en la probeta, el cual se sumergio en el calostro sin rozar
las paredes del recipiente. En el momento en el que el densimetro dejo de

sumergirse en el calostro, se realizé la lectura de la escala del densimetro, y la
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interpretacion de la calidad se hizo de acuerdo a las especificaciones realizadas por

los fabricantes:

e Gravedad especifica (SG) menor de 1035: Calidad inferior (zona roja).
e SG entre 1035-1045: Calidad intermedia (Zona verde claro).

e SG mayor a 1045: Calostro de buena calidad (zona verde oscuro).

6.8.3. Deteccidn de oocistos de Eimeria spp., en muestras de heces.

La técnica de McMaster fue utilizada para la cuantificacién de ooquistes de
Eimeria spp., de acuerdo al protocolo establecido por Whitlock (1948). De las
muestras de heces obtenidas se pesaron 2 gramos de materias fecales frescas y
se colocaron en un mortero, a las cuales se afadieron 28 ml de solucion salina
hipersaturada para disolver la muestra. Posteriormente, la suspension fecal se filtré
con un colador de malla fina (0.5 mm de apertura) y se depositd en un recipiente
limpio. La suspension fecal se dejo reposar por un lapso de 2 minutos. Con una
pipeta Pasteur se tom0 sobrenadante de la mezcla para depositarla en la camara
de McMaster, y se visualizé en un microscopio 6ptico a objetivo de 10x, para realizar
el conteo de oocistos expresado en unidades por gramo de heces. El conteo de

oocistos por muestra se realizo por triplicado.

6.9. Técnicas moleculares

6.9.1. Extraccion del DNA de las muestras

La extraccion de DNA de las muestras de heces se realizo con el kit de
extraccion QlAamp DNA stool mini kit (QIAGEN, Alemania), de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. De cada muestra congelada se pesaron 0.20 g y se
depositaron en un tubo de 2ml. A los tubos se adiciond 1400 pl de buffer ASL
(previamente se verificO que no estuviera precipitado, en caso de precipitacion se
disolvié en bafio Maria a 70°C). Las muestras se mezclaron en el vortex hasta que
estuvieran completamente disueltas en el buffer (en el caso de heces demasiado
sélidas se recurrio a una primera homogenizacion manual con pistilos previamente
esterilizados al momento de agregar esta solucion). Posteriormente, los tubos se
incubaron en un bafio seco FE-401 (Felisa, México) a 70°C por 5 min, y se
homogenizaron brevemente en el vortex por 15 seg para centrifugarse a 20,000xg
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por 2 min. Del sobrenadante se tomé maximo 1200 ul y fueron depositados en un
tubo nuevo de 2 ml. La tableta InhibitEX se adicion6é a los tubos, los cuales se
homogenizaron en vértex por 1 min o hasta que la tableta estuviera completamente
disuelta. Los tubos se incubaron a temperatura ambiente por 1 min. Las muestras
se centrifugaron a 20,000xg por 6 min. El sobrenadante se deposito en tubos nuevos
de 1.5 ml, los cuales se centrifugaron a 20,000xg por 3 min. Del sobrenadante se
tomaron 200 pl y se vertieron en tubos nuevos de 1.5 ml, con 15 pl de Proteinasa
K. A los tubos se afiadio 200 ul de buffer AL, y se homogenizaron por 15 seg en el
vortex. Los tubos se incubaron a 70°C por 10 min en el bafio seco. Posteriomente,
a los tubos se afadié 200 ul de Etanol 96-100% y se homogenizaron brevemente
en el vortex. La mezcla se vertié en columnas QlAamp y se centrifugaron a 20,000xg
por 1 min. Elfiltrado se deseché y la columna se depositd en un tubo colector nuevo
de 2 ml. A las columnas se vertio 500 pl de buffer AW1 y se centrifugo a 20,000xg
por 1 min. El filtrado se desechd y la columna se colocé en un nuevo tubo colector
de 2ml. A las columnas se les afiadié 500 ul de buffer AW2, para centrifugar a
20,000xg por 5 min. El filtrado se desechd y la columna se deposité en un tubo
nuevo de 1.5 ml. A las columnas se les adicion6 100 pl de buffer AE, y se incubaron
a temperatura ambiente por 1 min. Las columnas se centrifugaron a 20,000xg por 1
min. La cantidad y calidad del ADN se determiné mediante un espectofotometro
(Nanodrop 2000c; Thermo Scientific, USA) y por electroforesis utilizando gel de
agarosa al 0.7% a 90v por 30 min. El DNA se mantuvo a -20°C para su posterior

uso.

6.9.2. Cuantificacidon de enterobacterias en muestras de heces por qPCR.

La cuantificacion de UFC de enterobacterias se realiz6 mediante la técnica
de PCR en tiempo real (QPCR). EIl protocolo de amplificacién para la familia
Enterobacteriaceae fue de acuerdo a Castillo et al. (2006). La secuencia de los
oligonucledtidos utilizados para la gPCR se describe en el cuadro 4. El marcador 1Q
SYBR Green super mix # 1708880 (Biorad, EUA), fue utilizado en la mezcla de
gPCR con los reactivos que describen en el cuadro 5 para obtener asi un volumen
total de producto de PCR de 25 pl. El ciclo de la qPCR se realizé en base a las
recomendaciones dadas por los fabricantes (Cuadro 6). Una curva estandar de
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concentraciones conocidas de copias de DNA plasmidico fue utilizada para
determinar la cantidad de nimero de gen en las muestras, la cual fue realizada en
diluciones 1:10 seriadas. El analisis del DNA extraido de las muestras de heces se
realizd por duplicado. El termociclador utilizado para la gPCR fue iCycler iQ Real
Time PCR Detection System #170-8740 (Bio-Rad, USA).

Los datos de las amplificaciones de las muestras en el gPCR se procesaron
en una hoja de célculo de Excel (Microsoft, USA) para su respectivo analisis
estadistico, donde se ordenaron grupo y dia experimental, transformandose a Log1o

para la distribuciéon normal.
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Cuadro 4. Oligonucledétidos utilizados para la Amplificacién del DNA de las
enterobacterias en la mezcla de reaccion.

Oligonucledtido | Secuencia del oligonucleotido | _Orientacion
Oligo Entero sentideo: ATGGCTGTCGTCAGCTCGT Sentido
Oligo Entero Anti CCTACTTCTTTTGCAACCCACTC ~ Antisentido
Sentido: 3

(Castillo et al., 2006)

Cuadro 5. Ciclo de amplificacion qPCR para la cuantificacion de enterobacterias.

Proceso del ciclo Nu(r:rilgg(;de Temperatura Tiempo (min)
Precalentamiento 1 95°C 0:30
Desnaturalizacion o )
inicial del DNA 1 95°C 10:00
Desnaturalizacion del o )
DNA 35 95°C 0:15
All_neaC|on gt_a los 35 60°C 0:20
oligonucleaotidos
Extension 35 72°C 0:30
Analisis de disociacion 40 Gradiente 55-95°C 00:30
Conservacion del 1 4°C Tiempo
producto obtenido indefinido

Cuadro 6. Reactivos utilizados gPCR mix para la cuantificacion de enterobacterias.

Reactivos para la PCR mix (25 ul) | Volumen (ul)
SYBR Green super mix # 1708880 12.5
Oligo Entero Antisentido (100uM) 0.075
Oligo Entero Sentido (100uM) 0.075
H20 Estéril uso molecular 10.35
DNA de la muestra 2

6.9.3. Deteccion de Salmonella spp. PCR punto final.

La deteccion de Salmonella enterica se realizé a partir del DNA extraido de
las muestras de heces mediante la técnica de PCR final. El protocolo de
amplificacion para S. enterica fue de acuerdo a lo establecido por Garrido et al.
(2013). La secuencia de los oligonucleotidos utilizados para la PCR se describe en
el cuadro 7. Las reacciones de PCR se llevaron acabo mediante el kit preparado
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Hot start Maxima mix #1051 (Thermo scientific, USA), y se realiz6 la mezcla para el
PCR con los reactivos que describen en el cuadro 8 para obtener asi un volumen
total de producto de PCR de 12 pl. El ciclo de la gPCR se realiz6 en base a las
recomendaciones dadas por los fabricantes (Cuadro 9). Los productos de la PCR
fueron sometidos a electroforesis de 60 volts por 60 minutos en geles de agarosa al
1.6%. Las muestras se depositaron 6x en el gel con buffer de carga que contenia
marcador gel red en dilucion 1:10000.

Cuadro 7. Oligonucledétidos utilizados para la Amplificacién del DNA de Salmonella
spp. en la mezcla de reaccion.

Oligonucleétido | Secuencia del oligonucleotido |  Orientacién
Oligo Inv A3F AACGTGTTTCCGTGCGTAAT Sentido
Oligo Inv A3R TCCATCAAATTAGCGGAGGC Antisentido

(Garrido et al, 2013)

Cuadro 8. Reactivos para la elaboracion de la PCR mix para la deteccion de
Salmonella spp

Reactivos para la PCR mix (12 pl) | Volumen (ul)
Master mix Thermo Hot start 1051 6
Oligo Inv A3F (10uM) 0.12
Oligo Inv A3R (10uM) 0.12
BSA 1:10 1.8
H20O Estéril uso molecular 1.96
DNA (5ng/ul) 2
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Cuadro 9. Ciclo de amplificacion PCR para la deteccidon de Salmonella spp.

Proceso del ciclo Nu(r:?ggosde Temperatura Tiempo (min)
Desnaturalizacion o _
inicial del DNA 1 9°C 04:00
Desnaturalizacion del o _
DNA 35 95°C 0:30
All_neaC|on gl_e los 35 57°C 0:30
oligonucledtidos
Extensién 35 72°C 0:30
Extension final 1 72°C 05:00
Conservacion del 1 12°C Tiempo
producto obtenido indefinido

6.9.4. Cuantificacién de E. coli por qPCR

La cuantificacion de numero de copias de E. coli spp., se realizd mediante
la técnica de PCR en tiempo real (qQPCR). El protocolo para el ciclo de amplificacién
para E. coli fue de acuerdo a Malinen et al. (2003). La secuencia de los
oligonucleotidos utilizados para la gPCR se describe en el cuadro 10. EI marcador
IQ SYBR Green super mix # 1708880 (Biorad, EUA) fue utilizado para la preparacion
de las reacciones de PCR, con los reactivos que se describen en el cuadro 11, con
volumen final de 25 pl. El ciclo de la gPCR se realiz6 en base a las recomendaciones
dadas por los fabricantes (Cuadro 12). Para la cuantificacion absoluta se utilizé una
curva estandar de concentraciones conocidas de copias de DNA plasmidico, la cual
fue realizada en diluciones 1:10 seriadas. El analisis del DNA extraido de las
muestras de heces se realiz6 por duplicado. El termociclador utilizado para la gPCR
fue iCycler iQ Real Time PCR Detection System #170-8740 (Bio-Rad, USA).

Los datos de las amplificaciones de las muestras en el gPCR se procesaron
en una hoja de calculo de Excel (Microsoft, USA) para su respectivo analisis
estadistico, donde se ordenaron grupo y dia experimental, transformandose a Log1o

para la distribucion normal.
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Cuadro 10. Oligonucledétidos utilizados para la cuantificacién de E.coli en la mezcla

de reaccion.
Oligonucleétido | Secuencia del oligonucleotido |  Orientacién
E. coli F GTTAATACCTTTGCTCATTGA Sentido
E. coliR ACCAGGGTATCTAATCCTGTT Antisentido

(Malinen et al. 2003)

Cuadro 11. Reactivos para la elaboraciéon de la PCR mix para la deteccion de
E.coli mediante gPCR

Reactivos para la PCR mix (25 ul) | Volumen (ul)
SYBR Green super mix # 1708880 12.5
Oligo Antisentido (100uM) 0.075
Oligo Sentido (100uM) 0.075
H20 Estéril uso molecular 10.35
DNA de la muestra 2

Cuadro 12. Ciclo de amplificacién qPCR para la cuantificacion de E. coli

Proceso del ciclo Nu(r:?(c:algc;de Temperatura Tiempo (min)
Precalentamiento 1 95°C 0:30
Desnaturalizacion o )
inicial del DNA 1 95°C 10:00
Desnaturalizacion del o )

DNA 35 95°C 0:15
All'neacmn fjg los 35 60°C 0:20
oligonucledtidos

Extension 35 72°C 0:30
Analisis de disociacion 40 Gradiente 55-95°C 00:30

6.9.5. Deteccion de coccidias en las muestras de heces por PCR punto final
6.9.5.1. Extraccion de DNA de oocistos de Eimeria spp.

La extraccibn de DNA de oocistos de Eimeria spp., se realizd para la
obtencién de un control positivo en la PCR. La purificacion de los oocistos se realizé
mediante la técnica de flotacion modificado de Matos et al. (2009). Primeramente,
A partir de muestras fecales de cabritos con alto conteo de oocistos, se pesaron 2.5

g, Y se homogenizaron con solucién salina saturada en un mortero con pistilo. La
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mezcla se filtré en un embudo con una gasa estéril doblada en dos capas. El filtrado
se deposité en un tubo de ensayo de 15 ml, que se llend hasta que se formara un
borde convexo sobre el borde superior del tubo. En el tubo de ensayo, se colocé un
cubreobjetos y se dejé reposar por 15 min para por medio de capilaridad se
adherieran los oocistos al cubreobjetos. El cubreobjetos se coloc6 en un
portaobjetos y se visualizO en microscopio a objetivo de 40x para verificar la
presencia de oocistos, ambos objetos se enjuagaron con agua destilada que se
deposité en un tubo de 2 ml. El tubo se centrifug6 el tubo a 1000 xg por un lapso de
5 min, el sobrenadante se desecho y se re suspendieron los oocistos en 500 pl de
solucion buffer de fosfatos (PBS) 1x pH 7.4 estéril. Los oocistos se conservaron a

4°C para su posterior uso.

Para la extraccion de DNA de los oocistos, se utilizé el kit DNeasy Blood
and Tissue (QIAGEN, Alemania), de acuerdo a las indicaciones de los fabricantes.
Los oocistos suspendidos en PBS 1X fueron centrifugados a 5,000xg (7,500 rpm)
por 5 min. El sobrenadante se desechd y al tubo se agrego 180 pl de buffer ATL, el
tubo se homogenizé brevemente en vértex. En el tubo se afiadio 20 pul de proteinasa
K, e inmediatamente se homogeniz6 por 30 seg. El tubo se incubd a 56°C en un
bafio seco FE-401 (Felisa, México) por 30 min. En el tubo se agregd 200 pl de etanol
96°, la muestra se homogenizo y la mezcla se depositdé en una columna QIAamp.
La columna se centrifugé a 7,000 xg (8,000 rpm) por 1 min. La columna fue
transferida a un nuevo tubo colector,y se agrego6 500 ul de buffer AW 1.El tubo con
la columna se centrifugd a 7,000 xg por 1 min. La columna se coloc6 en un tubo
colector nuevo, y se afiadié 500 pl de buffer AW2. El tubo con la columna se
centrifugd a 20,000 xg por 3 min. La columna fue transferida a un tubo de 1.5 ml,
para posteriormente agregar 100 ul de buffer AE. La columna se incubd a
temperatura ambiente por 1 min., y se centrifugd a 7,000 xg por 1 min. El DNA se

conservo a -20°C para su posterior uso.

6.9.5.2. Identificacion de coccidias en las muestras de heces por PCR.

La deteccion de coccidias se realizé a partir del DNA extraido de las
muestras de heces mediante la técnica de PCR final. El protocolo para el ciclo de
amplificacion de coccidias fue de acuerdo a lo establecido por Reiman et al. (1996).
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La secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la PCR se describe en el cuadro
13. Para las elaboracion de las reacciones se utilizo el kit preparado Hot start
Maxima mix #1051 (Thermo scientific, USA), la mezcla para el PCR se realizé con
los reactivos que describen en el cuadro 14, para obtener asi un volumen total de
producto de PCR de 12 pl. El ciclo de la PCR se realiz6 en base a las
recomendaciones dadas por los fabricantes (Cuadro 15). Los productos de la PCR
fueron sometidos a electroforesis de 60 volts por 60 minutos en geles de agarosa al
1.6% TAE 1x. Para la electroforesis, el buffer de carga 6X Orange DNA Loading Dye
#R0631 (Thermo Scientific, USA) se utilizo cargando 5 pl de producto de PCR por
1 pl de buffer de carga, y el marcador de peso molecular 100’ GeneRruler 10x Plus
DNA ladder #SM11153 (Thermo Scientific, USA) fue utilizado para determinar el
tamafo del producto de PCR

Cuadro 13. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion del DNA en la
identificacion de coccidia universal

Oligonucleétido | Secuencia del oligonucleétido |  Orientacion
Oligo CYCF1E-F1 TCCCAATGAAAACAGTTT Sentido
Oligo CYCR2B-R1 CAGGAGAAGCCAAGGTAGG Antisentido

(Reiman et al., 1996)

Cuadro 14. Reactivos para la elaboracién de la PCR mix en la deteccion de
coccidia universal.

Reactivos para la PCR mix (12 pl) | Volumen (ul)
Master mix Thermo Hot start 1051 6
Oligo CYCF1E-F1 (10uM) 0.48
Oligo CYCR2B-R1 (10uM) 0.48
BSA 1:10 1.8
H20O Estéril uso molecular 1.24
DNA (5ng/ul) 2
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Cuadro 15. Ciclo de amplificacion PCR para la deteccidn de coccidias y reactivos
para la elaboracion de la PCR mix utilizados en la deteccion de coccidia universal.

Proceso del ciclo N”".’e“’ de Temperatura T'.e mpo
ciclos (minutos)
Desnaturalizacion o _
inicial del DNA 1 9°C 04:00
Desnaturalizacion del o .
DNA 35 95°C 0:30
Alineacion de los 35 53.6°C 0:30
oligonucleadtidos
Extension 35 72°C 0:30
Extension final 1 72°C 05:00
Conservacion del 1 12°C Tiempo
producto obtenido indefinido

6.10. Manejo, desecho de las muestras y material de muestreo

Las muestras y el material utilizado para el muestreo de los animales se
desecharon de acuerdo a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 (de la Federacién, 2003)
que regula el procesamiento y desecho de los residuos quimico-biolégicos. Las
muestras de sangre, una vez centrifugadas y separadas del suero, se inactivaron
con hipoclorito de sodio al 10% y se desecharon en el recipiente de residuos infecto-
contagiosos (recipiente de color rojo) del laboratorio de Microbiologia Veterinaria de
la FCN.

Las muestras de heces, liquido ruminal, y salivales se inactivaron con cloro
al 10%, se almacenaron en bolsas rojas que son las designadas para elementos
patologicos. ElI material que se utilizd para el muestreo (guantes, bolsas, tubos), y
el material desechable utilizado para la realizacion de las técnicas de biologia
molecular y serologia, se desecharon como elementos no anatomicos en la bolsa
roja para desechos biolégico-infeccioso del laboratorio de Microbiologia Veterinaria
de la FCN. En el caso de las agujas para la toma de las muestras de sangre, se
eliminaron en el recipiente rojo para residuos punzocortantes en el laboratorio de
Microbiologia Veterinaria de la FCN. Todas las bolsas rojas se llevaron a su
incineracion por parte de la empresa encargada de proporcionar el servicio a la

Universidad.
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6.11. Analisis estadistico de las muestras

Los datos se analizaron por medio del Software SPSS statistics v24 (IBM,
USA). Se utilizé el andlisis de varianza para la evaluacion del peso al final del
experimento y la ganancia diaria de peso utilizando como covariable el peso al
nacimiento. Para la evaluacion del efecto de la suplementacion de la dosis de
levadura sobre la cantidad de enteropatdgenos (cuantifiacion individual de
Enterobacterias, E. coli; y Eimeria por corral), pH ruminal, la ganancia diaria de
peso, la duracion y severidad de diarreas y se utilizé el modelo estadistico general
de muestras repetidas en el tiempo, con un nivel de confianza del 95% y valor de
a=0.05:

Yikin= + Tj + Ak + Di + TDji + € (ijkiyn
Donde:

Yijkin = efecto de la levadura sobre la cantidad de nimero de copias de
enteropatégenos, pH ruminal, la duracion y severidad de diarreas de los
cabritos en el experimento
p= Media poblacional
Tj= Efecto de la levadura por tratamiento

Ak = efecto de la levadura en los animales entre tratamientos
D= Efecto de la levadura por dia experimental
TDjl= interaccién del efecto entre tratamiento y dias experimentales
€(ijkyn= error aleatorio.

Considerando diferencia estadistica con valores de P<0.05 y nivel de

confianza del 95%.

Las prevalencias de los enteropatégenos por PCR punto final, y las
prevalencias por semana de diarreas fueron evaluadas por el modelo estadistico de
regresion logistica binaria para la comparacion de proporciones de dos poblaciones,

mediante el programa estadistico SPSS statistics v24 (IBM, USA).
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VII. RESULTADOS

7.1. Parametros productivos

Los resultados de las variables productivas se muestran en el cuadro 16.
La suplementacion de la levadura no tuvo efecto significativo en la ganancia diaria
de peso (GDP), el peso a la semana 10 experimental y el pH ruminal al dia 70
experimental (P>0.05). Sin embargo, se observo una diferencia estadistica en el pH
ruminal el dia 56 experimental (P< 0.05).

Cuadro 16. Parametros productivos y pH ruminal de los cabritos suplementados
con el probidtico de levadura.

Parametro Grupo control Grup_q con P
probidtico
Peso final (kg) 14.06+ 1.85 15.52+1.09 NS
GDP (Kg) 0.145+0.03 0.155+0.01 NS
PH rurinal dia 6.89+0.30 6.66+0.11 <0.05
pH ruminal dia
70 6.66+0.05 6.63+0.03 NS

GPD= Ganancia diaria de peso. NS= P>0.05

7.2. Proteinas totales a las 24 horas y efecto del probidtico durante el
proceso experimental
Los niveles de proteinas totales en sangre en los cabritos a las 24 horas
post nacimiento fueron adecuados en ambos grupos antes del experimento
(P>0.05) (Cuadro 17).
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Cuadro 17. Proteinas totales a las 24 horas de nacimiento de los cabritos.

Gr_upo Proteinas totales Error estandar P
experimental (g/dl)
Control 6.11+1.38 0.54 NS
Probidtico 5.45+1.28 0.54
NS= P>0.05

7.3. ldentificacion y cuantificacion de Eimeria spp.

La suplementacion del probidtico de levadura no tuvo efecto sobre la
cantidad de oocistos en las muestras por corral al dia 01, 14 y 70 (P>0.05). No
obstante, en el corral con probiotico las excreciones fueron menores a los dias 28,
42 y 56 (P<0.05). Las excreciones de oocistos fueron diferentes entre los dias de
muestreo, a los dias 01, 14, 56 y 70 (Cuadro 18). Las especies de Eimeria
detectadas por microscopia se describen en el cuadro 19. E. arloingi, E. jolchijevi y
E. ninakohlyakimovae fueron las principales especies identificadas con 24, 20.5 y
16.5% de los oocistos analizados microscopicamente (Cuadro 20, Figura 1).

Cuadro 18. Efecto del probiotico de levadura sobre la cantidad de oocistos de
Eimeria spp., en las muestras fecales por corral durante la etapa de crianza

Logio NUmero de oocistos/g de heces

Dia P

experimental Grupo control Grup_q con
probiotico

012 0.0 0.0

14P 2.70+ 0.867 1.85+0.348 NS

28cd 5.31+ 0.711 3.82+0.552 <0.05

42¢d 5.22+0.225 4.39+0.141 <0.05

56¢°¢ 4.54+0.366 3.38+0.632 <0.05

70 4.46+0.505 3.92+1.002 NS

a | etra distinta indica diferencia significativa (P<0.05). Analisis de medias para varias comparaciones de
Bonferroni. NS: P>0.05
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Cuadro 19. Especies identificadas de Eimeria spp., por microscopia

Especie | Frecuencia (%)
E. aljevi 5.5
E. arloingi 24
E. caprina 16
E. christenseni 12
E. hirci 5.5
E. jolchijevi 20.5
E. ninakohlyakimovae 16.5

* o) . 3 f) ..g)

Figura 1. Especies identificadas de Eimeria spp., en las muestras de heces

experimentales por microscopia (40x). a) Eimeria alijevi; b) Eimeria arloingi; c)

Eimeria caprina; d) Eimeria christenseni €) Eimeria hirci; f) Eimeria jolchijevi; g)
Eimeria ninakohlyakimoae.
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7.4. Prevalencias de Escherichia coli, Salmonella spp., y coccidias, y
cuantificacion de Enterobacterias y E. coli.
Los animales postivos a enteropatogenos se muestran en la Figuras 2 y 3.
La suplementacion de levadura no influy6 sobre la prevalencia de E. coli, Salmonella
spp. y coccidea. (Cuadro 20, P>0.05). Sin embargo la prevalencia de E. coli y
Coccidea fue diferente entre dias (Cuadro 21, P<0.05), observandose menor
prevalencia de E. coli los dias 35 y 70 en ambos tratamientos y una mayor

prevalencia de coccidea conforme fueron aumentado los dias.

En el andlisis de la cuantificacion por medio de gPCR de las muestras de
heces alos dias 01, 07,35y 70 de Enterobacterias y E. coli, se obtuvieron eficiencias
de 92.5 y 98%, valor de R? de 0.9927 y 0.9976 y valor de la pendiente de -3.73 y -
3.42 (Apéndice 2). La cuantificacion de enterobacterias en las muestras de heces
se muestra en el cuadro 22. La suplementacion de la levadura no tuvo efecto sobre
las cantidades de enterobacterias (P>0.05). Respecto a las excreciones de
Escherichia coli, el probiético no tuvo efecto sobre las cantidades de la
enterobacteria en los dias 01, 35y 70 experimentales (P>0.05, Cuadro 22). En las
cuantificaciones de los dos grupos bacterianos, se observé diferencias en la
excrecion por dias, encontrandose una notable disminucién de nimero de copias al

dia 70 con respecto a los muestreos del dia 01, 07 y dia 35 (P<0.05).
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Figura 2. PCR punto final coccidia universal por grupo experimental y dia de muestreo. A)
Dia 01. Izquierda: grupo control; derecha, grupo con levadura. B) Dia 07. Izquierda: grupo
control; derecha, grupo con levadura C) Dia 35. Izquierda: grupo control; derecha, grupo
con levadura D) Dia 70. Izquierda: grupo control; derecha, grupo con levadura. Gel de
Agarosa al 1.6%
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Figura 3. PCR punto final Salmonella spp. por grupo experimental y dia de muestreo. A)
Dia 01. Izquierda: grupo control; derecha, grupo con levadura. B) Dia 07. Izquierda:
grupo control; derecha, grupo con levadura C) Dia 35. Izquierda: grupo control,
derecha, grupo con levadura D) Dia 70. Izquierda: grupo control; derecha, grupo con
levadura. Gel de Agarosa al 1.6%.
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Cuadro 20. Prevalencia de los enteropatégenos durante el experimento

. Grupo control Grupo con probidtico
Dla Animales | Frecuencia| Animales | Frecuencia P
experimental positivos (%) positivos (%)
Salmonella spp.
01 10 83.3 9 75.0 NS
07 4 33.33 7 58.33 NS
35 4 33.33 3 25.0 NS
70 6 50 2 16 NS
Escherichia coli
01 12 100 12 100 -
072 12 100 11 91.7 NS
35P 6 50.0 9 75.0 NS
70P 4 33.33 8 66.7 NS
Coccidias
012 4 33.33 4 33.33 NS
072 6 50.0 4 33.33 NS
350 11 91.7 12 100 NS
700 12 100 10 83.33 NS

NS: P>0.05. Letra distinta indica diferencia significativa (P<0.05). Analisis de medias para varias

comparaciones de Bonferroni.

Cuadro 21. Efecto de la levadura sobre las prevalencias de enteropatdgenos.

Variable | Coeficiente B | eb | P
Escherichia coli
Tratamiento -1.458 0.168 NS
Dia 0.992 0.154 <0.05
Tratamiento*Dia -1.783 2.348 NS
Constante 6.334 543.45 <0.05
Salmonella spp.
Tratamiento -1..098 2.998 NS
Dia -0.411 0.693 NS
Tratamiento*Dia -0.596 0.566 NS
Constante 1.029 7.070 NS
Coccidias
Tratamiento 0.453 1.720 NS
Dia 1.577 4.841 <0.05
Tratamiento*Dia -0.462 0.630 NS
Constante -2.636 0.180 <0.05
NS: P>0.05.
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Cuadro 22. Efecto de la suplementacion de levadura sobre el conteo de
poblaciones bacterianas (Logio) en las muestras de heces de cabritos.

Dia de muestreo

Logio NUmero de copias de
Gen/g de heces

P

Grupo control Grupg con Ent're dias Tratamiento Tratanjiento
probiotico Tratamientos *dia
Enterobacterias
012 6.16+0.69 6.47+0.59 NS <0.05 NS NS
072 6.62+1.14 6.18+0.90 NS
352 5.79+0.70 6.17+0.75 NS
70 4.73+1.01 5.39+0.65 NS
E. coli
012 5.88+0.50 5.96+0.44 NS <0.05 NS <0.05
o7a 6.33+£0.49 5.42+0.72 <0.05
350 2.71+£2.84 4.36%£2.19 NS
70° 1.56+2.34 2.44+2.52 NS

a | etras distintas indican diferencia significativa (P<0.05), analisis de medias para varias comparaciones de Bonferroni. NS:

P>0.05

7.5. Evaluacién de la prevalencia, duracién y severidad de diarreas durante

el experimento.

La suplementacion de la levadura no tuvo un efecto significativo en la

prevalencia, duracion y severidad de las diarreas durante el periodo experimental

(P>0.05). En ambos grupos, se observé una mayor prevalencia de diarreas con

mayor severidad y duracion entre la semana 3, 4 y 5 experimental, disminuyendo

en las siguientes semanas (Figuras 4, 5y 6).
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Figura 6. Prevalencia de las diarreas durante el experimento por semanas.
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VIIl. DISCUSION

La suplementacién del probiético de levadura durante la etapa de crianza
no tuvo efecto en la ganancia diaria de peso y el peso al destete. Estos resultados
son similares a lo reportado por Atasoglu et al. (2010), quienes reportan que la
suplementacién del kéfir (leche fermentada que contiene poblaciones de
Lactococcus spp, Lactobacillus spp, y levaduras) y de un probiético comercial no
influye en la ganancia diaria de peso y el peso vivo en cabritos Saanen antes y
después del destete. Das et al. (2012), utilizé el mismo producto probidtico de Kefir
en cabritos antes y posterior al destete (al dia 45 de edad) y detectaron ausencia de
efecto en los mismos parametros productivos. Bugdayci et al. (2016) en cabritos de
un mes de edad reportaron que la suplementacion de S. cerevisiae no tiene efecto
sobre parametros productivos. Similarmente He et al., (2017) no encontraron efecto
en becerros lactantes Holstein, a los cuales suplementaron un probiotico comercial
basado en S. cerevisiae sub especie boulardii (Levucell SB20 cepa CNCM 1-1079).
No obstante, Kamal et al. (2013) reportan que la suplementacion de una dosis diaria
de 1509 (5.6x10° UFC/g) de producto fermentado de S. cerevisiae cepa NCDC-49
aumento la ganancia diaria de peso, y la conversion alimenticia en cabritas durante
la etapa post-destete. Anandan et al. (1999), observaron en cabritos suplementado
con producto probidtico de Lactobacillus spp., un aumento significativo en la
gananacia diaria de peso, y el peso vivo en cabritos Saanen. En este trabajo, la
dosis suplementada a los animales fue de 0.5 g/dia (1.25x10% UFC), y se realizé
en la etapa de lactancia, por lo que es posible que el efecto del probiético se observe

en la etapa de post destete.

Diversos factores pudieron interferir en la ausencia del efecto en el peso
vivo y la ganancia diaria de peso en este experimento. El efecto de S. cerevisiae
sobre el mejoramiento de parametros productivos en rumiantes en crianza,
principalmente esta asociado al modo de accién que la levadura ejerce sobre la
colonizacion temprana de la microbiota ruminal, promoviendo principalmente el
establecimiento de bacterias celuloliticas (Chaucheyras-Durand y Fonty, 2002). La
cual se debe a la capacidad que tiene S. cerevisiae de reducir las concentraciones

de oxigeno en el medio ruminal, favoreciendo un mejor ambiente de crecimiento y
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de metabolismo para microorganismos en rumen (Chaucheyras-Durand et al., 2008;
Newbold et al.,, 1995); asi como la produccién de ciertos nutrientes (vitaminas,
aminoéacidos y péptidos) que también podrian estimular el establecimiento de
microorganismos en rumen (Chaucheyras et al., 1995). La colonizacion temprana
del rumen favorecida por la levadura ocasiona el establecimiento de la microbiota
ruminal, y favorece la trascisién del consumo de leche a dieta sélida (Chaucheyras-
Durand y Fonty, 2002). Por otro lado, el desarrollo del rumen esta relacionado con
el consumo de alimento sdlido, especificamente por el consumo de carbohidratos
estructurales, lo cuales al ser degradados produciran mayor cantidad de &cido
butirico estimula el desarrollo de las papilas ruminales en los neonatos rumiantes
(Rickard y Ternouth, 1965). Rumiantes neonatos solamente con dietas lacteas,
muestran un desarrollo ruminal limitado en cuanto al peso del rumen, el crecimiento
y grosor de las papilas ruminales, el grado de queratinizacion y desarrollo muscular
(Baldwin et al., 2004). No obstante, en becerrros y corderos lactantes se ha
demostrado que el aumento de consumo de alimento preiniciador resulté en un
aumento de la longitud y grosor de las papilas ruminales, mientras que el desarrollo
muscular del 6rgano es estimulado en mayor medida por el consumo de forraje, con
un mayor crecimiento de los animales durante la lactancia (Gilliland et al., 1962;
Rickard y Ternouth, 1965).

Por otro lado, no se detecto un efecto del probidtico en el pH ruminal al dia
70, mientras que en el dia 56, se detectd una diferencia significativa, con valores
menores para los animales tratados con levadura (de 6.8 grupo control vs. 6.66 para
levadura). No obstante, los animales en ambos grupos y ambos dias mantuvieron
niveles de pH superiores al nivel critico que pudiera afectar a la diversidad de
microorganismos ruminales. Estos resultados son similares a lo reportado a Tripathi
y Karim (2011), en corderos destetados con dietas altas en concentrado, observaron
que la suplementacion de cepas de S. cerevisiae, Kluveromyces spp. y S. cerevisiae
sub especie uvarum disminuyeron el pH ruminal con respecto a los corderos control
los cuales mantuvieron con dietas altas en concentrados. Kamal et al. (2013) no
encontraron efecto sobre el pH de cabritas suplementadas con producto fermentado

de S. cerevisiae. La levadura modifica el pH ruminal al disminuir las concentraciones
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de &cido lactico generado por la alimentacion de los animales con dietas altas en
concentrados, al estimular el crecimiento de poblaciones utilizadoras de lactato
(Selenomonas ruminantuum, Megaesphera eldesnii), y al aumentar las poblaciones
de protozoarios ciliados, quienes regulan el pH al disminur la concentracién de
almidones, ya que compiten por el sustrato con las poblaciones amiloliticas
(Mendoza, et al., 1993). Estos efectos se han visto en animales adultos ya sea en
vacas, cabras y ovejas (El-Ghani, 2004). No obstante, la disminucion del pH del
liguido ruminal en animales con probiético al dia 54, también puede estar asociado
al aumento de consumo de concentrado, el cual ocasiona una mayor produccion de
AGVs como describe Abecia et al. (2014). Otros factores asociados al probiotico,
como la cepa utilizada y la dosis pueden inferir en la ausencia del efecto sobre la
ganancia diaria de peso (Chaucheyras-Durand et al., 2010; Newbold et al., 1996);
no obstante, la dosis utilizada en este trabajo es similar a las utilizadas en otros
trabajos que reportan presencia o ausencia de efecto en la crianza de rumiantes
(Brewer et al., 2014; Chaucheyras-Durand y Fonty, 2002; Kamal et al., 2013).

La suplementacion de levadura durante la etapa de crianza en cabritos tuvo
un efecto en las excreciones de oocistos de Eimeria spp., por corral experimental,
la cual disminuyé en ciertos dias de la lactancia (P<0.05). No obstante, al dia 14 y
70 experimentales, no hubo diferencias significativas en el conteo de oocistos,
mientras que, las prevalencias individuales de coccidia no fue alterado por la
suplementacién del probidtico (P>0.05). Das et al. (2012) en cabritos destetados
suplementados con kéfir, producto probidtico que contiene bacterias probidticas
Lactococcus spp. (10*ufc/g), Lactobacillus spp. (103ufc/g) y levaduras (102 ufc/g),
detectaron una disminucion no significativa de la carga parasitaria en los animales
con el probidtico. Dicho efecto podria relacionarse con la carga parasitaria presente
en el ambiente antes del experimento. Ademas en este trabajo no se monitoreo a
las madres, ni a los neonatos desde los primeros dias de vida; por lo que no se
detectaron excreciones de oocistos y la prevalencia de coccidas fueron bajas al
inicio del experimento, mientras que a las dos semanas siguientes, se detectaron
oocistos en las muestras de ambos grupos, y los porcentajes de animales positivos
a coccidias fueron altas al dia 35 y 70. Esto puede estar relacionado a que los
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animales tuvieron contacto con el parasito durante los primeros dias de vida, como
lo describe Saratsis et al. (2011), quienes observaron en corderos lactantes que al
menos la mitad de los animales fueron positivos a Eimeria spp., entre los 12 a 15
dias de vida. Ademas, el aumento de las excreciones durante el experimento por
corral puede deberse primeramente a que la carga parasitaria de Eimeria spp., suele
ser alta durante los primeros dos meses de vida, aumentando principalmente
cuando el animal estd sometido a situaciones de estrés, como es el destete (Ruiz
et al., 2006). Los animales alrededor del dia 70 estaban en la etapa post destete, lo
que podria explicar el aumento de oocistos y animales positivos en heces en esa
fase experimental. Las excreciones de oocistos fueron aumentando observandose
la excrecion maxima al dia 42 experimental. El grupo suplementado con la levadura,
tuvo una disminucion significativa en tres dias experimentales (dias 28, 42 y 56).
Esto pudiera deberse a un posible efecto del probidtico de levadura a nivel intestinal,
que pudiera ser similar a lo reportado en monogastricos, al tener un efecto
estimulante de la respuesta inmune innata en el tejido linfoide asociado al intestino
(GALT). En pollo de engorde, la suplementacion de levadura, por medio de su pared
celular que contiene polisacaridos  1-3 y 1-6 glucanos estimula la proliferacion de
las células B y T principalmente TH CD4+, quienes secretan citoquinas e INF-Y e
interleucina 22 (IL-22) para la activacion de macrofagos, y las células T CD8+, con
propiedades citotdxicas (Gao et al., 2009), la activacién de estas células inhiben el
desarrollo de esporozoitos durante la infeccion temprana, y la destruccion de las
células infectadas durante la infeccién tardia (Liu et al., 2006). Ademas, la activacion
de las células B por parte de linfocitos TH-2, induce a la produccién de anticuerpos,
los més producidos son la IgA e IgM, y tienen la propiedad de inhibir la union de los
esporozoitos y merozoitos a las células epiteliales, mediante el bloqueo del sitio de
union por la adhesion de las inmunoglobulinas al la superficie del parasito (Rose y
Hesketh, 1987). Los efectos inmunoestimulantes de S.cerevisiae han sido
comprobado en corderos (Ma\laczewska et al., 2010; S. Milewski, 2009; Zabek et al.,
2014). Las especies identificadas de Eimeria spp., por morfologia en este
experimento fueron E. alijevi, E. arloingi, E. caprina, E. christenseni, E. hirci, E.
jolchijevi y E. ninakohlyakimovae, entre las cuales se encuentran las consideradas

mas patdgenas en caprinos (E. alijevi, E. arloingi y E. ninakohlyakimovae). Estas
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especies han sido reportadas por otros autores que han identificado oocistos de
Eimeira spp. en Asia (Das et al., 2017; Faizal et al., 1999); Europa (Ruiz et al., 2013),
y América (Freitas et al., 2005). Respecto a las prevalencias de coccidia, hay que
considerar que los oligonucledtidos detectan no solo Eimeria spp., sino también los
otros géneros que conforman este grupo parasitario, que son Cyclospora spp.,
cryptosporidium spp e Isospora spp. (Reiman et al., 1996). Por lo que es necesario
utilizar o disefar otros oligonucleétidos mas especificos de Eimeria spp., y las
especies que conforman este género, Para revisar las muestras individuales y hacer
la cuantificacion por medio de gPCR especificamente de Eimeria spp., para evaluar

si el probidtico tiene un efecto reductor del parasito.

Respecto a los enteropatégenos bacterianos, la levadura no influyé en las
prevalencias de Salmonella spp., y Escherichia coli, (P>0.05) sin embargo, las
prevalencias fueron altas al inicio del experimento en ambos grupos, y se comenzo6
a observar una disminucion gradual siendo mas bajas al dia 35 y 70 (P<0.05).
Brewer et al., (2014) en becerros infectados experimentalmente con Salmonella
entérica serotipo typhimurium observaron una reduccion de la carga de la
enterobacteria a las 48 horas post-inoculacion. La suplementacién del probiotico no
influy6 en las excreciones de enterobacterias en heces durante el experimento. La
ausencia de efecto de la levadura fue observado también en la cuantificacion de E.
coli en los dias 01, 35y 70; sin embargo, las cantidades de copias de gen rRNA de
E. coli fue menor en el grupo con probiético al dia 07 (P<0.05). No obstante, las
excreciones por dia fueron disminuyendo principalmente al dia 70 (P<0.05). Los
trabajos que han evaluado el efecto de la levadura sobre enterobacterias y E. coli
en rumiantes han reportado resultados inconsistentes. Ghazanfar et al. (2015) en
becerros lactantes suplementados con probiético comercial de levadura,observaron
efecto reductor sobre las cantidades de coliformes totales excretados en heces en
una dia experimental (dia 30 experimental), mientras que en los demas dias de
muestreo no se detectaron diferencias con respecto al grupo control, no obstante,
las excreciones fueron disminuyendo entre los dias de muestreo en ambos grupos.
He et al. (2017) reportaron que la suplementacion de levadura en becerras no tuvo
efecto sobre las excreciones de E. coli en heces, sin embargo, también detectaron
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una disminucion al analizar la excrecion por dias, al ser menor en el dltimo dia de
muestreo. En pequefios rumiantes, Olvera-Ramirez (2007) reportd que la
suplementacion de una levadura viva (Biosaf, Phileo, Lessafre Animal Care,
Francia) no influyo sobre el flujo de L. innocua en rumen, duodeno o en heces, en
ovinos adultos canulados, bajo condiciones controladas, y alimentados con una
dieta a base de 50% concentrado y 50% de forraje. En un trabajo previo, (Garcia-
Trejo, 2015) la suplementacién de una cepa de levadura viva (S. cerevisiae, P7,
Phileo, Lessafre Animal Care, México) no tuvo influencia en la excrecion de la familia
Enterobacteriaceae en corderos de engorde; sin embargo, se observo que el conteo
de excreciones disminuyeron hacia el final del experimento. Stella et al. (2007) no
encontraron diferencias de UFC de enterobacterias en heces en cabras Saanen
suplementadas con levadura, pero si observaron una disminucion significativa de
enterobacterias en los ultimos dias de experimento, y la disminucion de E. coli en el
grupo suplementado con el probidtico. Las poblaciones microbianas fecales pueden
presentar cambios durante la etapa de crianza. Se ha reportado que el porcentaje
de enterobacterias en la microbiota fecal es inferior a 0.8% en becerras en lactacion
a partir de la quinta semana de edad, mientras que a la semana 12 de vida ya no
fue detectable esta poblaciéon microbiana (Khan et al., 2016). La modificacion de la
dieta en las etapas del pre y post-destete influyen también en las proporciones de
la familia bacteriana, ya que la transicion del consumo de leche a dieta solida
modifica las poblaciones microbianas en el tracto intestinal (Uyeno et al., 2010). La
variabilidad en los efectos de la suplementacion con levaduras en animales jovenes
puede explicarse porque en algunos casos los animales son infectados
aritificialmente (Brewer et al., 2014), o asociados a las prevalencias de estos grupos
bacterianos y las condiciones de crianza de cada estudio. El efecto reductor de la
levadura sobre los enteropatégenos bacterianos se ha asociado a un blogueo
competitivo de las lectinas bacterianas, ya que las fimbrias tipo 1 de la superficie de
las bacterias patdgenas reconocen especificamente las glucoproteinas de la pared
celular de la levadura y las aglutinan. Asi se evitaria la adhesion de las bacterias en
la membrana celular de las vellosidades intestinales (Haldar et al., 2011; Pérez,
2009), la produccion de sustancias inhibitorias de crecimiento, y estimulan la

actividad de células fagociticas, principalmente de neutrofilos y de macréfagos
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(Bach et al., 2003; Ma\laczewska et al., 2010). La suplementacion del probioético no
influy6 en la duracién y severidad de las diarreas en ambos grupos (P>0.05), sin
embargo, estos indicadores fueron mas altos durante las primeras 4 semanas
experimentales, disminuyendo en las siguientes 6 semanas en el grupo con el
probiotico. Dichos resultados son similares a lo observado por He et al. (2017),
quienes no detectaron diferencia estadistica en la severidad y duracion de diarreas
al suplementar levadura en becerros lactantes antes y después del destete.
Magalhdes et al. (2008) observaron que la suplementacion de S. cerevisiae a
becerrros en los primeros 70 dias de vida tuvo efecto en la prevalencia de diarreas,
en una disminucion en 15%, y posterior reduccién al 3.1% en el predestete, con una
disminucién de la mortalidad de los animales a partir del dia 13 de vida. Atasoglu
et al. (2010) en cabritos observaron que la suplementacién del kéfir y de probiético
comercial no afect6 la prevalencia de diarreas, las cuales fueron mas altas durante
las semanas 3 a 6 de vida, no obstante, el porcentaje de animales con diarreas
liquidas oscilé entre un 2 a 4% en todos los grupos. En este estudio, se observé una
reduccion de la prevalencia, duracion y severidad de diarreas a partir de la semana
5 experimental en ambos grupos, con los valores menores en el grupo con levadura.
La presencia de diarras estan relacionadas con aspectos relacionados con la
higiene de la unidad de produccion, las condiciones del ambiente, y la presencia de
patégenos en la unidad de produccion (Atasoglu et al., 2010), y la adecuada
transferencia de la inmnunidad pasiva de los animales al nacimiento (Meganck et
al, 2014). El control de las diarreas es importante en la etapa de crianza, ya que
ocasiona la deshidratacion, y la disminucion en la absorcién de nutrientes, por lo
qgue los animales experimentan restraso en el crecimiento y en casos severos, la
muerte (Chartier y Paraud, 2012).

Por lo tanto, es importante realizar futuros trabajos que evalten el efecto
de la levadura sobre indicadores productivos desde la crianza y el post destete,
evaluar el efecto reductor del probidtico sobre Eimeria spp., por técnicas
moleculares a partir de muestras individuales y con oligonucle6tidos mas
especificos, asi como complementar con las cuantificaciones de Salmonella spp..

Ademas, se debe de tener en los grupos experimentales un mayor namero de
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animales para poder determinar si el probidtico, pudiera tener un impacto benéfico

en lo econémico en las unidades de produccion.
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IX. CONCLUSIONES

La suplementacion de Saccharomyces cerevisiae en cabritos durante la crianza
artificial y el predestete no influyd sobre el comportamiento productivo, el pH
ruminal, la prevalencia de enteropatdgenos bacterianos y en la presencia de
diarreas. Sin embargo, el probidtico redujo la excrecion de oocistos de Eimeria spp.,
y Escherichia coli en ciertos dias de lactancia, por lo que la levadura podria generar
algun mecanismo que permita reducir la carga parasitaria y de la enterobacteria en
los animales, como es la estimulacion de la respuesta inmune. La prevalencia de E.
coli y Coccidea fue diferente entre los dias, encontrandose una notable disminucién
de namero de copias de E. coli en el predestete con respecto a la crianza y

aumentado la prevalencia de Coccidea durante la crianza y predestete.

X. RECOMENDACIONES

Se propone desarrollar futuros trabajos con mayor nimero de animales
para poder determinar si la ausencia de diferencias significativas en algunos
parametros tiene relevancias biologicas y econdmcias, y que evalien el efecto del
probiotico, y evaluar el efecto del probidtico sobre la respuesta inmune en los

animales.
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XI. APENDICES

Apendice 1. Carta de aprobacion del proyecto de investigacion por el
comité de Bioética de la FCN

(N,

2 Q - l"‘

LS Universidad Autonoma de Querétaro Facultad de Ciencias Naturales :
@ g ——— e ——————— - -:", ’5‘
Qp' & 7Y

Comité de Bioética

Querétaro, Qro; 06 Junio 2016.

JOSE RICARDO GARCIA TREJO

MAESTRIA EN SALUD Y PRODUCCION ANIMAL SUSTENTABLE
PRESENTE

Estimado: JOSE RICARDO GARCIA TREJO

Nos permitimos hacer de su conocimiento que el Comité de Bioética de la Facultad de

Ciencias Naturales dio la siguiente resolucion del proyecto de Investigacion del cual usted
es responsable:

Titulo Resolucion
“Efecto de la suplementacién de un pro| Aprobado

biético de levadura (Saccharomyces
cerevisiae) sobre la excrecion de entero
patégenos ambientales y la respuesta

inmune humoral en cabritos”
{(53FCN2016).

Sin mas por el momento quedamos a sus ¢rdenes para cualquier aclaracion o duda.

Atentamente

Dra. Maria Concepcién Ménd;ez Gomez Humaran
Comité de Bioética
Facultad de Ciencias Naturales
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Apéndice 2. Curva estandar, de amplificacion y de disociacion gPCR
enterobacterias y E. coli
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Figura 7. Curva estandar gPCR Enterobacterias
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Figura 8. Curva estdndar gPCR Escherichia coli
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Figura 10. Amplificacion gPCR E. coli
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Apéndice 3. Abreviaturas Utilizadas

pl: Microlitro PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

DNA: Acido desoxirribonucleico (siglas en gPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

inglés)

AGV: Acidos grasos volatiles

d: Dia

USA: Estados Unidos de Norte América

FAO: Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura

g: Gramo

GRAS: Aditivos alimentarios
generalmente reconocidos como
seguros

xg: Gravdades

ml: Mililitro

MOS: Manano-oligosacaridos

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

LPS: Lipopolisacarido

pH: potencial de Hidrégeno

PBS: Solucién buffer de fosfatos

PCL: Pared celular de levadura/ proteina
concentrada de levadura

Spp: Especie

UE: Uni6n Europea

en tiempo real
ng: Nanogramos
pmol: Micromoles
ARNmM: Acido ribonucleico mensajero
Xg: Gravedades
Mg: Miligramo
Ig: Inmunoglobulina
UK: Reino Unido
Logio: Logaritmo natural

RPM: Revoluciones por minuto

UFC: Unidades formadoras de colonia
Na*: Sodio

K*: Potasio

Cl:Cloro

NaHCOz3: Bicarbonato de sodio

min: minutos

seg: segundos
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