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RESUMEN

Las bacterias patdégenas entéricas, capaces de causar intoxicacion alimentaria en
humanos, estan incrementando su importancia en la salud publica. El rumiante
juega un papel muy importante en la transmision de estos patdgenos, por ser
hospedador natural. Probiéticos basados en levaduras (Saccharomyces cerevisiae)
se utilizan ampliamente en las dietas de los rumiantes para mejorar su produccion y
su sistema inmune. Ademas, se ha reportado que son capaces de reducir cargas de
bacterias patogenas en el rumen. El presente trabajo examind el efecto de la
suplementacion de dos dosis de levadura Saccharomyces cerevisiae (SC) en
corderos de engorda sobre los parametros productivos, asi como su presencia en el
tracto digestivo y tejido linfoide. Se emplearon 12 corderos Blackbelly de 29 kg,
mediante un diseiio completamente al azar se formaron tres grupos y se les asigno
uno de los tres tratamientos durante 8 semanas: 1) Dieta comercial + Levadura 2.5
g/cordero/dia; 2) Dieta comercial + Levadura, 5 g/cordero/dia; 3) Dieta comercial
(tratamiento testigo). Las variables de respuesta analizadas fueron consumo diario y
total de MS, ganancia diaria de peso, peso final eficiencia alimenticia, peso al
sacrificio, peso y rendimiento de la canal. Al momento del sacrificio se obtuvieron
muestras de liquido luminal del rumen, yeyuno e ileon y placas de peyer, para la
extraccion de ADN e identificacion de la levadura suplementada por medio de PCR.
La inclusion de dos dosis de levadura viva SC no tuvo efecto significativo (P>0.05)
sobre los parametros productivos y el rendimiento en canal en ovinos de engorda.
La levadura suplementada no fue identificada en la muestras del tracto digestivo y
tejido linfoide. Se concluye que la inclusién de cultivos de levaduras vivas de SC no

mejoro los parametros productivos de ovinos de engorda.

(Palabras clave: Levaduras, Saccharomyces cerevisiae, ovinos, Blackbelly, PCR)



SUMMARY

Enteric pathogenic bacteria capable of causing food poisoning in humans, are
increasing their public health importance. The ruminant plays an important role in the
transmission of these pathogens, being natural host. Based probiotic yeast
(Saccharomyces cerevisiae) are widely used in ruminant diets to improve their
production and immune system. Furthermore, it has been reported that are capable
of reducing pathogenic bacteria loads in the rumen. This study showed the effect of
supplementation of two doses of yeast Saccharomyces cerevisiae (SC) on fattening
lambs on performance, as well as its presence in the digestive tract and lymphoid
tissue. 12 lambs were used Blackbelly of 29 kg, using a completely randomized
design formed three groups and assigned one of three treatments for 8 weeks: 1)
commercial diet + yeast 2.5 g / lamb / day, 2) commercial diet + yeast, 5 g / lamb /
day, 3) commercial diet (control treatment). Response variables analyzed were total
daily consumption and MS, daily gain, feed efficiency final weight, weight at
slaughter weight and carcass yield. At the time of sacrifice luminal fluid samples
obtained rumen, jejunum and ileum and Peyer's patches, for DNA extraction and
identification of yeast supplemented by PCR. The inclusion of two doses of live yeast
(SC) had no significant effect (P> 0.05) on performance and carcass yield in sheep
fattening. Supplemented yeast was not identified in the samples of the digestive tract
and lymphoid tissue. It is concluded that the inclusion of live yeast cultures of SC did

not improve growth performance of fattening sheep.

(Keywords: yeast, Saccharomyces cerevisiae, sheep, Blackbelly, PCR)
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I. INTRODUCCION

El empleo de antibidticos en dietas para animales con la finalidad de promover su
crecimiento, es una practica realizada de forma comun en algunas regiones del
planeta desde mas de la mitad del siglo pasado (Dibner y Richards, 2005).
Recientemente, la comunidad cientifica estda cuestionando la utilizacion de
antibiéticos con esta finalidad, debido al riesgo que podria representar esta practica
en la generacion de bacterias patdgenas con genes de resistencia cruzada hacia
antibidticos empleados en terapéutica humana (Witte, 1996). Aunado a esto, la
percepcion del consumidor adquiere otro peso importante, ya que actualmente
existe una creciente preferencia por los productos de origen animal de forma
natural, y de mayor calidad. La prohibicion al uso de antibiéticos como promotores
del crecimiento (APC) en dietas para animales, ocurrida dentro de la Union Europea
(UE) el pasado 1 de Enero del 2006 (Regulacion No. 1831, 2003), dio origen a la
oportunidad de investigar y desarrollar nuevas substancias naturales que puedan
ser empleadas para mejorar la salud intestinal y la productividad animales en la
ausencia de APC (Brufau, 2000; Halfhide, 2003). La levadura Saccharomyces
cerevisiae (SC), se ha empleado en la alimentacién animal y humana desde hace
varias décadas (Lesson y Summers, 2001), pueden ser utilizadas como aditivos
alimenticios ya que por si mismas podrian ejercer efectos similares a bacterias
probioticas (Buts, 2005). En la alimentacién animal, las levaduras fueron utilizadas
en un principio debido a sus propiedades nutricionales (Lesson y Summers, 2001),
en la actualidad este tipo de aditivos son utilizados en alimentacion de rumiantes por
sus efectos positivos sobre la modificacion del microambiente del trata digestivo
(Newbold y Wallace, 1996). En el caso de sus componentes, las paredes celulares
de levaduras (PCL) estan constituidas por polisacaridos de tipo (1,3/1,6) B-glucanos
y manano-proteinas, de estas estructuras se menciona que pueden ejercer efectos
de fijacion de bacterias patégenas digestivas (Spring, 2000), micotoxinas (Ringot,
2005) y de estimulacion del sistema inmune (Castro y Rodriguez, 2005); los
extractos de levadura pueden servir como fuentes de nutrientes, nucledtidos vy
péptidos (Oriol, 2004). Aparentemente, las caracteristicas de las levaduras y de sus
componentes podrian sugerir que este tipo de substancias pueden ser utiles para
promover la salud digestiva y favorecer el crecimiento animal. No obstante, debido a

que la industria de la produccién de levaduras genera diversos productos (levaduras



activas, extractos y paredes celulares), que pueden ser originados a partir de
diferentes procesos de fabricacién y de diferentes cepas industriales (panaderia,
cerveceria, vino o pecuario). Muchos de estos productos pueden mostrar cambios
en su estructura y su origen, difiriendo en sus caracteristicas o efectos nutricionales
en el animal. El estudio de las mejores aplicaciones y efectos, ademas del
establecimiento de controles de calidad para estas nuevas sustancias destinadas
para un uso especifico en alimentacién animal, sigue representando una gran area
de estudio. Basados en estos antecedentes, se realizé un experimento con corderos
de engorda de raza Black Belly empleando levaduras activas en dos niveles de

inclusion (2.5 y 5 g/d) y un tratamiento control (no inclusién de levadura).
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2. REVISION DE LITERATURA
2.1Situacion de la ovinocultura en México y en el mundo

Los nuevos sistemas de produccion ovina, al igual que de otras especies, tienen que
ir adaptandose a las crecientes demandas de una poblacion cada vez mas critica
hacia los productos de origen animal. La prohibicion de antibiéticos promotores de
crecimiento (APC) en la Unién Europea (UE) impacté indirectamente en los
sistemas de produccién animal de paises que pretenden exportar productos a la UE,
como es el caso de México. Bajo este eSCenario, los sistemas de produccion ovina
deben adaptar esquemas de alimentacion sin empleo de APC (Russell y Rychlik,
2001; Morales, 2007).

Los sistemas de producciéon ovina son clasificados de acuerdo al objetivo de
producciéon y pueden ser de lana, carne, leche, o mixtos. La produccion mundial de
carne de cordero estan decreciendo y el sector se enfrenta a una grave crisis. El
comercio en México esta dominado por las importaciones de Nueva Zelanda (Pierre,
2010), puesto que se sigue sin satisfacer la cada vez mas grande demanda de
carne de esa especie (SAGARPA, 2012).

Esta situacién puede corroborarse con los inventarios nacionales, en los cuales se
informan aumentos que van de 6.0 millones de cabezas en 1999, 6.8 para el 2003
(Arteaga, 2005) y 7.8 millones en el 2010 (Arteaga, 2010). De esta poblacion, el
55% se encuentra en el centro del pais, el 23% en la zona norte y el 16% en la zona
sur. El dato mas importante es el consumo promedio anual de carne en México
donde Soto et al. (2006), reporta es de 99,000 toneladas y la produccion de carne
ovina tan solo de 38,000 toneladas, lo cual hace referencia al déficit de 61,000
toneladas. Para el 2009 se sefiala un consumo promedio de carne ovina de 76,300
toneladas, de las cuales se produjeron 53,462 toneladas, reportando un déficit de
23,838 toneladas (Arteaga, 2010), a pesar de lograr una produccién de 56 mil
toneladas de carne de ovino para el 2011.

Estos antecedentes representan una gran area de investigacion, debido a que la
oportunidad de buSCar alternativas tecnoldgicas para lograr una mayor eficiencia en

la produccidén, especialmente en el rubro alimenticio, donde se incluye hasta un 70%



los costos de produccion (Meléndez y Alonso, 2001) puesto que con dichos avances
en el pais existe la posibilidad de buSCar mercado en China, India y Medio Oriente
(Arteaga, 2012), por lo que la preocupacion en la busqueda de dichas alternativas
va en aumento. Una alternativa es la implementacién de sustancias que nos brinden
las mismas y mejores ventajas que con la utilizacion de APC, que sean naturales y
permisibles. Las sustancias alternativas que se destacan como principales opciones
son los acidificantes, las enzimas, los extractos vegetales, los probidticos y los
prebioticos (Turner et al., 2002; Doyle, 2001). No obstante, la eSCasa asistencia
técnica proporcionada a los productores, el ovinocultor carece de informacion
actualizada que le permita crecer con adecuados sistemas de manejo, sanitarios,
reproductivos y sobre todo alimenticios (Acero, 2002), esto se debe a que la
tecnologia para una produccion de ovinos mas eficiente se ve limitado por la
eSCasez de literatura internacional ocasionada principalmente por el numero

reducido de trabajos de investigacién (Torres, 1997).
2.2 Anatomia y fisiologia del tracto digestivo de los Ovinos

El ovino (ovis aries) es un animal mamifero, artiodactilo, biungulado y herbivoro
rumiante de la familia de los bévidos, de tamafio mediano, cuerpo cubierto de un
pelo espeso o rizado y suave (lana) (SChaller, 1977). Su clasificacién taxondmica de

los ovinos es la siguiente:

Reino Animalia
Filo Chordata
Clase Mammalia
Orden Artiodactyla
Suborden Ruminantia
Familia Bovidae
Subfamilia Caprinae
Tribu Caprimi
Género Ovis
Especie Aries

(SChaller, 1977)



Se caracterizan por su capacidad para alimentarse de pasto o forraje (Russell,
2002). Esta caracteristica se basa en la posibilidad de poder degradar los hidratos
de carbonos estructurales del forraje, como celulosa, hemicelulosa y pectina, muy
poco digestibles para las especies de estomago simple, por lo que la fisiologia

digestiva del rumiante adquiere caracteristicas particulares (Relling y Mattioli, 2003).

Una de las caracteristicas del aparato digestivo de los rumiantes es que el
estomago se compone de cuatro compartimentos — el reticulo (red o redecilla), el
rumen (panza), el omaso (librillo) y el abomaso (cuajar)- por lo que el contenido
alimenticio pasa sucesivamente (Dyce, 2002). Las proporciones de los

compartimentos gastricos de los ovinos se deSCriben en el Cuadro 2.1.

Cuadro 2.1 Proporcién de los compartimentos gastricos de los Ovinos

Compartimento Proporcién (%)
Rumen 75
Reticulo 8
Omaso
Abomaso 13

(Dyce, 2002)

En el rumen y el reticulo los hidratos de carbono estructurales del forraje son
reducidos y convertidos en aprovechable por medio de procesos de fermentacion
microbiana. Por esta razén Hungate (1966) menciona que los rumiantes ofrecen a
los microorganismos un habitat apto para su crecimiento, mientras estos le proveen

acidos, proteina microbiana y vitaminas, existiendo una simbiosis entre ambos.

Los microorganismos actuan en sistemas cooperativos dentro de un complejo
ecosistema, cuya accion de cada especie depende de las condiciones que
establecen en conjunto toda la biomasa, como es el pH, donde algunas bacterias
productoras de acido lactico provocan declives y por lo tanto inestabilidad e incluso
la muerte del animal (Owens et al., 1998). Existe una amplia variedad de éstos y en

diferentes cantidades Cuadro 2.2.



Cuadro 2.2 Tipo y Cantidad de Microorganismos ruminales.

Microorganismos Cantidad
Bacterias 1010 y 1011 /g de liquido ruminal
Protozoarios 10% a 10%/ml de liquido ruminal
Hongos 8% de la biomasa ruminal

(Relling y Mattioli, 2003).

Las bacterias ruminales se pueden agrupar en base a los sustratos que empleany a

los productos finales de su fermentacion (Cuadro 2.3), cuyos productos finales son

utilizados posteriormente para diversos procesos (Russell, 2002).

Cuadro 2.3 Clasificacion funcional de las Bacterias Ruminales.

Grupo de Bacterias

Caracteristica funcional

Principales Productos finales

de su metabolismo

Celuloliticas

Amiloliticas

Sacaroliticas

Lactoliticas

Lipoliticas

Proteoliticas

Metandgenas

Ureoliticas

Fermentan hidratos de Carbono
estructurales de la pared celular
(celulosa, hemicelulosa y pectinas)
Fermentan hidrato de reserva de
granos (almidén)
Fermentan hidratos de carbono
simples (azucares vegetales)

Metabolizan El lactato

Metabolizan las grasas

Degradan las proteinas
Producen Metano

Hidrolizan La Urea

AGV (especialmente acetato)

AGYV (especialmente propionato)

AGYV (especialmente butirato)

AGV(especialmente propionato)

Acidos Grasos Libres y AGV

(especialmente propionato)
AGV y Amoniaco (NHs)

Metano (CH.)
CO; y NH3

(Russell, 2002).

Las bacterias pasan con el quimo hacia el intestino y alli son digeridas,

representando una importante fuente de proteinas para el rumiante. Las bacterias



poseen entre 30 y 50 % de proteina verdadera, con 70 a 75 % de digestibilidad y un
valor biologico (indicador de calidad) aceptable (70 %), aportando los 10

aminoacidos considerados esenciales para los tejidos de mamiferos (Church, 1988).

Los protozoarios representan la microfauna ruminal, tienen mayor tamafio por lo
tanto la masa es semejante a la bacteriana. Los protozoarios se diferencian de las
bacterias por poseer una menor capacidad celulolitica (5 al 20 % del total) y son
incapaces de sintetizar proteinas a partir de NNP (Church, 1988). Son beneficiosos
al moderar la fermentacion amilolitica, debido en parte a que consumen
preferentemente bacterias amiloliticas, engloban trozos de almidéon que pasan al
intestino dentro del protozoario y evitan la fermentacion ruminal, proveyendo de esa
forma una fuente directa de glucosa para el animal (Cunningham, 1994; Church,
1988)

Los hongos poseen una importante actividad celulolitica, en especial cuando el
rumiante consume forrajes demasiado maduros o encafados. No predominan en el
rumen debido a su baja tasa de multiplicacién en comparacion con las bacterias,
algunas de las cuales a su vez reprimen su crecimiento, como el Ruminococcus

spp. (Cunningham, 1994).

El omaso esta ocupado por unas 100 laminas, con forma de media luna. Su funcién
es exprimir el contenido digestivo para extraer los liquidos del bolo alimenticio y éste

siga moviéndose de manera continua hacia el abomaso (Dyce, 2002).

El abomaso de los ovinos es relativamente mas grande y tiene contacto directo con
el higado a diferencia de los bovinos. Esta revestido por una mucosa glandular de
color rosaceo, cubierta de una mucosa fluida (Dyce, 2002), que tienen una funcion
muy similar al estbmago de un monogastrico, contiene glandulas peptidicas

verdaderas que segregan moco y otras enzimas digestivas (Relling y Mattioli, 2003).

El intestino se divide en delgado y grueso, la primer parte a su vez tiene tres
secciones, el duodeno, el ileon y el yeyuno Una de las funciones del intestino es la
adsorcion de nutrientes, principalmente en el intestino delgado, la cual disminuye en

el intestino grueso, por lo que velocidad del contenido intraluminal del intestino



delgado disminuye en la medida que se avanza desde el duodeno hasta el ileon
(Savage, 2005).

En cuanto a la microflora intestinal, se sabe que los dos tercios superiores del
intestino delgado, el duodeno y vyeyuno, tienen baja concentracion de
microorganismos, mientras que la del ileon se asemeja en su gran mayoria a la del
colon, debido al paso de microorganismos del ciego a través de la valvula ileocecal
causando un aumento en la carga bacteriana (Cebra et al., 2005). Multiples estudios
han mostrado que las bacterias predominantes aisladas del intestino delgado fueron
estreptococos facultativos, gran positivos y un aislado en forma de bacilo parecido a
Propionibacterium (Blanco, 1999). Especies gran positivos como Streptococcus son
predominantes en la microflora, mientras que en zonas mas distales los anaerobios

y gran negativos son los predominantes (Ouwehand, 2006).

La zona terminal del intestino delgado ocurre una disminucién en la velocidad del
transito intestinal y de la acidez, lo cual hace de la flora ileal un ecosistema mas
diverso que el del resto de porciones del intestino delgado (Aziz, 2005). Mas del
99% de esta microflora estd compuesta por bacterias que mantienen una relacion
de simbiosis con el animal (Pai et al., 2008). Las bacterias pueden deSCubrirse
asociadas con particulas de alimentos, libres en la luz intestinal, o fijadas a la capa
intestinal y a la capa mucosa. Sin embargo, el uso de herramientas de biologia
molecular, esta demostrando que la cantidad de proteina protozoaria que pasa al
intestino es mayor, (Relling y Mattioli, 2003), es por eso que se sabe del gran

porcentaje de proteina microbiana pasa al intestino.

El intestino grueso se divide en ciego y colon (Dyce, 2002), sirve para el proceso de
absorcion de agua y electrolitos, lugar de formaciéon y acumulacion de las heces. El
ciego cumple la funcion de realizar una digestion adicional de algunos alimentos. A
este nivel ocurre una gran absorcion de lignina y en rumiantes se produce la
metanogénesis. En ovejas se comprobd que el 12% de la produccién total de CH,
lugar en el intestino grueso (Blanco, 1999). En corderos hasta los 28 dias de edad
es el intestino el principal érgano donde se realiza la fermentacion. A partir de esta
edad el reticulo — rumen es el principal lugar de produccién de &acidos grasos
volatiles (Blanco, 1999).
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2.2.1 Sistema inmunitario de la mucosa del intestino

El sistema inmune de mucosa del intestino presenta propiedades unicas como estar
expuesto a una gran variedad y cantidad de antigenos, desarrollar una actividad
inmunologica permanente y mantener un microambiente fisioldgicamente desviado
hacia respuestas antiinflamatorias (Porporatto et al., 2007). El intestino es el 6rgano
linfoide mas grande del cuerpo por el numero de linfocitos y la cantidad de

inmunoglobulina que produce (Zaldivar, 2002).

La superficie mucosa en el intestino esta cubierta por una capa unica de células,
entre las que se encuentran las células absortivas (enterocitos), que son muy
numerosas y cubiertas por mucos y glicocolyx, las Globet cells que sintetizan el
mucus, las Paneth cells localizadas en el intestino delgado, y que presentan en su
citoplasma granulos secretorios que contienen lisozimas, IgA, IgE, asi como también
células entero endocrinas, situadas a todo lo largo del tracto gastrointestinal, cuya
funcidn principal es liberar hormonas al tejido conectivo en respuesta a cambios en

el ambiente exterior (Hathaway y Kraehenbuhl, 2000).

El Tejido linfoide asociado al intestino (TLAI) esta compuesto por foliculos linfoides
que se disponen en toda la longitud del tubo digestivo. La mayor parte se
encuentran aislados, sin embargo en el ileon forman agregados linfoides que se

conocen como placas de Peyer (Alzola, 2002).

Los foliculos linfoides de las placas de Peyer estdn compuestos por células B
rodeadas por una region mas laxa de células T y numerosas células presentadoras
de antigenos. Aunque el ileon esta revestido por epitelio cilindrico simple, las zonas
inmediatamente adyacentes a los foliculos linfoides estan revestidas por células de
tipo eSCamoso, conocidas como células M (células de los micropliegues), que se
encuentran esparcidas por todo el epitelio mucoso (Hathaway y Kraehenbuhl, 2000).
La funcion principal de esta célula M es la absorcion de particulas desde la luz
gastrointestinal transportandola hacia la region vasolateral rica en linfocitos y otras
células inmunes. Ademas, debido a su bajo contenido en lisosima, pueden
transportar antigenos con una casi nula degradacion enzimatica. Su superficie
contiene receptores especificos para la region Fc (Fragmento cristalizable) de la

IgA, por lo que puede fijar y transportar complejos antigenos anticuerpos. Las
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células M pueden transportar particulas y macromoléculas, tales como la ferritina, la
peroxidasa, las toxinas del colera y particulas del latex, asi como bacterias,
parasitos y virus, presentando epitopos a los linfocitos de las placas de Peyer
(Mayer, 2000).

Las placas de Peyer no poseen vasos linfaticos aferentes pero si cuentan con
drenaje linfatico eferente. Reciben pequenas arteriolas que forman un lecho capilar
drenado por vénulas revestidas por endotelio alto (VRE). Los linfocitos destinados a
entrar en las placas tienen receptores locales dirigidos que son especificos de las
VRE del tejido linfoide asociado al intestino (Alzola, 2002).

Cuando existe una infeccion en las mucosas producida por patégenos
intracelulares, se induce la inmunidad mediada por células (Van Ginkel et al., 2000),
como la que se pone de manifiesto en las células T tipo 1 (CD4 +, CD8+) y en los
linfocitos citotoxicos con funciones regulatorias y de memoria (Porporatto et al.,
2007). Estas respuestas a la estimulacion antigénica local son acompanadas por la
sintesis de IgA secretoria (s-lgA) por células plasmaticas que se encuentran
ubicadas en la submucosa. La sintesis de IgA secretoria (s-IgA), provee una primera
linea de defensa muy importante contra la invasién de agentes patégenos hacia los
tejidos (Corthés y Spertini, 1999).

La IgA es una inmunoglobulina predominante en las secreciones externas, que
brinda una proteccién inmunoldgica especifica para todas las superficies mucosas,
al producir un bloqueo ante la penetracion al organismo de agentes patogenos
(Corthés y Spertini, 1999; Zaldivar, 2002; Braathen et al., 2007).

El modo de accion mas importante de la IgA, consiste en evitar la adherencia de las
bacterias y de los agentes virales a las superficies epiteliales (Tizard, 2002). Inhibe
la adherencia bacteriana y la neutralizacion de enzimas, virus y toxinas. Puede
unirse de forma especifica a moléculas presentes en la superficie bacteriana
mediadora de la unién de esta célula epitelial, aumentando la afinidad de este
complejo a la mucina, facilitando la inmovilizacion del microorganismo a la capa

mucosa Y la consiguiente eliminacién (Salvi y Holgate, 1999).
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En el organismo la s-IgA constituye mas del 80 % de todos los anticuerpos
producidos por el MALT, predomina en la saliva y secreciones intestinales en forma
de s-IgA. Ademas, los anticuerpos de s-IgA no solo estan presentes en las
secreciones externas, sino también ejercen propiedades antimicrobianas a las
células epiteliales durante su transporte a través del epitelio (Corthés y Spertini,
1999).

2.3Prebidticos y probiéticos.

La alimentacion, es un rubro dentro de la produccién animal que tiene un importante
impacto para las empresas pecuarias. Una de las alternativas de manejo mas
importante para reducir costos de alimentacion y obtener mejores resultados en el
aprovechamiento de nutrientes, es la utilizacion de aditivos. En la nutricion actual y
moderna, la investigacion sobre el empleo de nuevos aditivos naturales que pueden
ejercer efectos de mejorar la salud y productividad animal genera muchas
expectativas ante la ausencia de APC, o por la simple razén de los problemas de
estrés y la exposicion a patégenos que desencadenen problemas de
inmunodepresion, enfermedad y pobre productividad. Algunos ejemplos de dichos

aditivos son los probidticos y los prebidticos.
2.3.1 Definicién de Prebidticos

Se denominan alimentos prebidticos aquellos que estimulan el desarrollo de las
poblaciones bacterianas intestinales beneficiosas. Normalmente estos alimentos
contienen azucares complejos que no son digeridos en la parte superior del intestino
y llegan a la regién del colon donde alimentan estos tipos de bacterias. Son
sustancias no digeribles que brindan un efecto fisiolégico beneficioso al huésped,
estimulando selectivamente el crecimiento favorable o la actividad de un numero

limitado de bacterias autdctonas (Guarner et al., 2008).

Los prebidticos afectan benéficamente al huésped mediante una estimulaciéon
selectiva del crecimiento y/o la actividad de una o un limitado grupo de bacterias en
el colon (Gibson y Roberfroid, 1995) y potencializan el efecto de los probidticos. Los
carbohidratos de cadena corta como los mananooligosacaridos (MOS) y los fructo

oligosacaridos (FOS) son componentes de cultivos de levaduras y de plantas,
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respectivamente. Los prebioticos sirven como alimento (substrato) para que los
organismos probidticos estimulen su crecimiento, proliferacion y exclusion
competitiva de patdégenos. Los prebidticos se encuentran en diferentes
presentaciones y marcas comerciales, conocidas en la Comunidad Econdmica
Europea, como Elix'or® (galato-oligosacaridos en polvo), Frutafit® HD (inulina en
polvo), los cuales estimulan el metabolismo y la produccién de Bifidobacterium (Park
et al.,, 2007; Rioux et al., 2005; Walker, 2001), Lactulosa (lactulosa en polvo),
Raftilosa® P95 (fructo-oligosacaridos en polvo), Solufiber® (goma guar hidrolizada
en polvo), entre otras (Mitterdorfer et al., 2001). En general los prebioticos deben
cumplir tres condiciones para que tengan una accion efectiva (Collins y Gibson,
1999):

1. Deben permanecer estables bajo las condiciones acidas del estomago y las

secreciones del intestino delgado.

2. Deben transferirse intactos al coldn.

3. Deben tener un metabolismo selectivo.

Aunque no es el tema de esta revision, vale la pena nombrarlos, ya que son motivo
de multiples estudios en la actualidad y pueden ser el futuro en la prevencion y
tratamiento de patologias gastrointestinales de alta prevalencia y con un porcentaje

importante de morbimortalidad en la poblacion (Gémez y Acero, 2011).
2.3.2 Definicion de Probiodticos

El término probidtico fue utilizado por primera vez por Lilly y Stillwell (1965) para
deSCribir sustancias secretadas por un microorganismo el cual estimula el
crecimiento de otros. Parker (1974) fue el primero en utiliza el término probidtico en
el contexto para deSCribir organismos y sustancias las cuales contribuyen al
equilibrio microbiano intestinal, sin embargo, al emplear la palabra sustancias,
también se hace referencia a los antibiéticos. Fuller (1989) mejoré la idea de Parker,
planteé la siguiente definicion: Un suplemento alimenticio de microorganismos vivos,
el cual afecta benéficamente al hospedero animal al mejorar su balance microbiano

intestinal, por lo que se introduce el aspecto de un efecto benéfico sobre el
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hospedero y se enfatiza el requerimiento de viabilidad para los probioticos
(SChrezenmeir y de Vrese, 2001). Samudio y De Leon (2002) denominaron
probidticos a aquellos alimentos que contienen bacterias cuya presencia en el
intestino es beneficiosa porque favorecen la digestion de alimentos y eliminan
competidores, propusieron ingesta de ciertas bacterias como Lactobacillus y
Bifidobacterium tiene efectos particularmente favorables para la salud. Sanders et
al. (2003) llevaron a cabo una revision, donde la definicion mas reciente fue
publicada en un encuentro de Expertos Consultores de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), los cuales definieron a los probidticos como
microorganismos vivos que al ser administrados en cantidades adecuadas,

confieren un beneficio saludable al hospedero.

Finalmente la FAO (2006) define que los probidticos son aquellos que contienen
microorganismos Vvivos principalmente bacterias y levaduras que son utilizados
como suplementos alimenticios que regulan el proceso digestivo alterando o
modificando la microbiota gastrointestinal y que pueden ejercer efectos beneficiosos

para la salud.

Estudios cientificos recientes sobre las propiedades y la funcionalidad de
microorganismos vivos en los alimentos sugieren que los probidticos desempeiian
un importante papel en las funciones inmunitaria, digestiva y respiratoria, y que
podrian tener un efecto significativo en el alivio de las enfermedades infecciosas
(FAO, 2006).

Un probidtico debe sobrevivir a la accion de acidos gastricos y jugos gastricos en el
estomago, colonizar el tracto intestinal ademas de agruparse y formar colonias que
se adhieres a las células del intestino (tejido epitelial) gracias a mecanismos
bioquimicos basados en la produccion de acidos lacticos y bacteriocinas, promover
la buena digestion mejorando la funcion intestinal, mejorar las defensas naturales
del organismo. Se dice que en monogastricos alivia infeccion de ulcera y gastritis

provocadas por infeccion de la bacteria Helicobacter pylori (Chenoll et al., 2010).

El comportamiento animal en respuesta a la adicion de probidticos esta influenciado

por multiples factores, entre los cuales se encuentran la dosis utilizada, edad, raza,
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tipo de explotacion, uso de antibidticos, estrés y el ambiente de la crianza. Por esta
razon es muy comun encontrar respuestas variables al uso de probidticos, por lo
que considerar estos factores es un punto critico antes de utilizar estos productos
(Fox, 1994).

Dentro de los grupos de los probidticos se encuentra los cultivos de levaduras, la
sean deshidratados que retienen la capacidad de fermentaciéon o de levaduras
inactivas que se considera una fuente de células viables (Miles, 1994). Los cultivos
de levaduras utilizados ya de manera comercial y en la alimentacion animal
pertenecen principalmente a las especies de Aspegillus oryzae (AO) vy
Saccharomyces cerevisiae (SC). Estos han sido utilizados en rumiantes para
proveer la utilizacion de nutrientes, caracteristicas de fermentacion ruminal,
produccion de leche y ganancia de peso (Patra, 2012). AO, es un hongo que se
caracteriza por la produccion de hifas especializadas denominadas conidiéforos El
color es la principal caracteristica macroSCopica para la identificacion de los grupos
de aspergilos (Kozakiewicz 1989). Se emplea en la fermentacién de alimentos, de
manera que resulten mas asimilables y nutritivos y se conserven mucho tiempo. En
cuanto a su empleo en nutricion animal, Beharka et al. (1991), fueron capaces de
adelantar con todas las garantias una semana la edad al destete de jévenes
terneros consumiendo extractos de AO a través del alimento, viendo que tanto la
poblacién de bacterias ruminales como la concentracion de acidos grasos volatiles
en el rumen aumentaron en comparacion con animales control. Jouany et al. (1998)
en un estudio con SC y AO en ovejas defaunadas y refaunadas encontraron que la
digestibilidad aparente de las paredes celulares de las plantas fue similar en ovejas
defaunadas, pero se incrementdé con la adicion de SC (mas 16%) en ovejas
refaunadas. Simultdneamente, el efecto de SC o AO en la digestion in situ de FDA
no fue significativo y negativo en animales defaunadas, mientras que fue positivo en

el rumen de ovejas refaunadas después de un tiempo de 12 h.

En el caso concreto del empleo de levaduras, son substancias que tienen grandes
posibilidades para ser empleados como aditivos naturales por sus efectos de poder
mejorar la salud y productividad animal. Los resultados reportados en la literatura
especializada son limitados para las levaduras aunque se podrian plantear para

estas substancias que serian: eficaces como promotores de crecimiento de los
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distintos productos generados en la industria fermentadora (Castro y Rodriguez,
2005).

2.3.21 Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras son microorganismos eucariotas y sus propiedades son
completamente diferentes a las de las bacterias. Por ejemplo, las levaduras son
resistentes a los antibidticos, sulfamidas y otros agentes antibacteriales. Esta
resistencia es genéticamente natural y no es suSCeptible a ser modificada o
transmitida a otros microorganismos. El tamafno de las levaduras varia alrededor de
5 x 10 ym y es también significativamente mayor al de la bacteria (0.5 x 5 um)
(Auclair, 2001; Lazaro et al., 2005).

Los SC son cultivos de levaduras vivas, son unicelulares ovoides u elipticos, no
moviles, que crecen a temperaturas de 25 a 40 °C. Pueden tolerar un pH de 3.5
(Flores, 2000). Esta habilidad parece estar relacionada con su destreza para
disminuir las concentraciones potencialmente inhibitorias de oxigeno (Folch-Mallol et
al. 2004).

La SC es importante para la industria debido a su habilidad de convertir azucar
(glucosa, maltosa) en etanol y dioxido de carbono (cerveceria, destileria). Posee el
estatus GRAS (reconocimiento de total seguridad) dado por la FDA de los EE.UU
(Auclair, 2001). Algunos de los productos comerciales que contienen cultivos de

levaduras de SC que se encuentran en el mercado se deSCriben en el cuadro 2.4.

Cuadro 2. 4 Productos comerciales con Saccharomyces cerevisiae en el

mercado.

Nombre del producto Estado fisico Cepa Laboratorio
Biosaf Levadura viva SC47 Saf Agri
Diamond V XP Deshidratada Diamond V
Levucell SC Levadura viva |- 1007 Lallemand
Nutri Bio Deshidratada Saf Agri
Selenio Source AF 2000 | Deshidratada Diamond V
Procreatin 7 Levadura viva Pura Saf Agri
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Yea Sac Levadura viva Alltech

(Goémez et al., 1990; Garcia, 2004)

La levadura de SC ha sido considerada como probidtico en especies domesticas. En
algunos trabajos de investigacion se ha demostrado que puede actuar como un
inmunoestimulador e inmunoregulador y puede ademas incrementar la resistencia
inespecifica para un gran numero de bacterias que afectan el tracto respiratorio y
digestivo (Martinez, 2000).

Las paredes celulares de levadura (PCL) son fuentes ricas de polisacaridos
naturales de tipo B-glucanos y manano-oligosacaridos (MOS). Investigaciones en el
area de carbohidratos o polisacaridos (Glicomica), sugieren que este tipo de
moléculas cumplen funciones vitales en los procesos de comunicacion a eSCala
intestinal y del sistema inmunitario (Osborn y Khan, 2000; Kocher, 2005). En el caso
concreto de las PCL, productos derivados de levaduras de SC y que frecuentemente
son definidos como fuentes de polisacaridos naturales de tipo MOS (Hooge, 2004).
De Rosen (2005), hasta la fecha los beneficios observados en la productividad
animal por la suplementacién de MOS en la dieta, muestran ser similares a los
obtenidos con antibidticos promotores del crecimiento; esta situacion podria sugerir
que este tipo de aditivos puede representar una buena herramienta para
incrementar la eficiencia reproductiva cuando los antibidticos promotores del

crecimiento no estén presentes (Ferket et al., 2002).

Algunas de las ventajas de la utilizacion de productos basados en polisacaridos de
PCL, son su gran capacidad para soportar las altas temperaturas que pueden ocurrir
en los procesos de peletizado del alimento de monogastricos, ademas de una gran
capacidad para resistir las condiciones quimicas y fisicas impuestas durante su
trayectoria por el tracto digestivo del animal (Perry, 1995). Por otro lado, buena parte
de la investigacion generada acerca del empleo de polisacaridos provenientes de
PCL en dietas para animales, enfatizan mas en las propiedades de las fracciones de
MOS cuando esta fraccion representa la segunda en importancia dentro de la pared

celular, después de la fraccion de B-glucanos (Aguilar-USCanda et al., 2003).

2.3.2.1.1 Uso de la levadura Saccharomyces cerevisiae en alimentacién animal.
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La preocupacion por la intoxicacién alimentaria causada por bacterias patégenas
entéricas tanto en humanos como en animales es cada vez mayor en salud publica,
es por eso que el empleo de probidticos puede ser una opcion para limitar la
sobrevivencia de microorganismos infecciosos que pueden tener reservorio en el

tracto digestivo principalmente (Olvera-Ramirez et al., 2002).

Actualmente en el mundo existe una tendencia hacia el consumo de animales sin
residuos de antibidticos y de preferencia de animales que no hayan recibido
tratamientos con substancias quimicas, por lo tanto el uso de levaduras para el
tratamiento de ciertas enfermedades incluidas algunas no entéricas es de gran

beneficio para la poblacion (Castro y Rodriguez, 2005; Morales, 2007).

2.3.2.1.1.1 Comportamiento de monogastricos con suplementacion de
Saccharomyces cerevisiae

En cuanto al uso de la levadura en la alimentacién de monogastricos, en particular

(SC) aumenta la inmunidad y de alguna manera se adhiere a las bacterias para

evitar que estas proliferen, y con esto se disminuye el numero de bacterias viables

en el intestino y sobretodo se disminuye el numero de bacterias que se eliminan con

las heces (Castro y Rodriguez, 2005).

Ducluzeau y Bensaada (1982) demostraron que SC solamente era capaz de
multiplicarse en el tracto digestivo de ratones gnotobidticos. La levadura es
drasticamente eliminada del tracto digestivo de ratones normales por efecto
antagonista de la flora intestinal, pues su complejo ecosistema microbiano hace a la

levadura incapaz de competir.

Buts et al. (1986) mostraron que la ingestion oral de SC por humanos y ratas
destetadas produjo marcados incrementos en las actividades especificas y totales
de las disacaridasa, sucrasa, lactasa y maltasa, en las membranas de las
microvellosidades. Esta propiedad puede ser interesante ya que algunas diarreas se
asocian con la disminucion de la actividad de las disacaridasas intestinales. Es
posible que dicha actividad esté mediada por la liberacidon endoluminal de

poliaminas producidas por las levaduras vivas (Buts et al., 1994).
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Gedek (1989) observé que cuando los patdégenos se ligan a la pared celular de la
levadura se induce un efecto protector ya que el complejo SC patégeno es
rapidamente eliminado del tracto digestivo. La frecuencia de colonizacion de
Salmonella typhimurium por ejemplo, se vio significativamente reducida en pollos de
engorde debido al tratamiento con manosa (Oyofo et al., 1989) y levaduras (Line et
al., 1998), aunque la colonizacion de Campylobacter spp. no se afecté por esta

suplementacion.

Otro de los efectos observados por la suplementacion SC en monogastricos son la
inhibicion de la produccion de toxinas, la modificacion de las poblaciones bacteriana,
acidos grasos volatiles y menor colonizacion de bacterias patégenas como Vibrio
choleris (Vidon et al., 1986), Clostridium difficile y E. coli (Massot et al., 1982;
Corthier et al., 1986; Fairchild et al., 2001; Fritts y Waldroup, 2003; Zdunczyk et al,
2005), ademas de efectos favorables en el indice de conversién alimenticia y peso
vivo. Efectos inhibitorios de las levaduras sobre la adhesion de trofozoitos de
Entamoeba histolytica (Rigothier et al., 1994) y de Staphylococcus aureus (Elliot et

al., 1991) en células humanas también han sido demostrados.

Hasta 1994 no se habia reportado que las levaduras indujeran alteraciones
morfologicas en la mucosa intestinal, ni tampoco que influenciaran la deconjugacion
de los acidos biliares o la emulsion y la digestibilidad de las grasas (Buts et al.,
1986; El Hennawy et al., 1994). La capacidad de proteccién ejercida por SC contra
Salmonella typhimurium y Shiguella flexneri fue demostrada en ratones (Rodriguez
et al., 1996). Las cantidades de estos microorganismos se reducen cuando la
levadura ha sido suministrada. Algunas cepas de SC pueden excretar una serina
proteasa que hidroliza la toxina A de Clostridium difficile, la cual es resistente a la
tripsina; ademas, inhibe la adhesion de esta toxina a su receptor de glicoproteina en

la superficie de la microvellosidad (Castagliulo et al., 1996).

En los cerdos se ha visto que el uso de las levaduras como probiotico ha tenido un
efecto positivo en diversos aspectos del desarrollo del animal, participando en

numerosas funciones metabolicas (Castro y Rodriguez, 2005):

e Reducen las diarreas o la severidad de éstas cuando han aparecido
(Bekaert et al., 1996).
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e Fomentan el equilibrio natural de la flora intestinal en los cerdos vy
proporcionan mejores procesos digestivos (Kornegay et al., 1995; Van
Heugten et al., 2003).

e Estimulan el sistema inmunoldgico de los cerdos mejorando su resistencia

a las enfermedades mas comunes (O’Quinn et al., 2001).

Todos estos factores permiten, mejorar la ganancia de peso corporal, el consumo y
la conversion alimenticia. En lechones neonatos se recomienda la administracion de
levaduras a lechones débiles, luego de la deSColmillada y castracién, cuando hay
problemas gastrointestinales y, especialmente, al destete (Jonsson y Conway,
1992). Jurgens et al. (1997) midieron el desempefio de cerdas y cerdos que
recibieron un suplemento de levadura en dietas de maiz y torta de soya. La
suplementaciéon de la levadura seca activa a la cerda y a sus lechones produjo una
mejora en la ganancia de peso y eficiencia alimenticia, pero no afecté el consumo
de alimento. Por otro lado, Cuaron et al. (1998) reportaron que la levadura viva de
SC suplementada de manera permanente a lechones, aumenta la resistencia al
estrés y protegen parcialmente contra algunas de las enfermedades
infectocontagiosas respiratorias y digestivas mas comunes. Ademas, en cerdos en
finalizacion se utiliza para mejorar el estado inmunolégico, pues cuando los cerdos
son transportados de un lugar limpio (condiciones de laboratorio con bajos niveles
de patégenos) a un area sucia (condiciones de campo con altos niveles de
patdégenos) se vio notablemente mejorado en animales tratados con la adicién de
levadura viva, en comparacién con las bajas respuestas obtenidas en animales
control, probablemente por el estrés digestivo inducido por la presencia de altas
cantidades de patdgenos. De igual manera en producciones de cerdos en Sonora
debido a la exportacion de carne hacia Japon no es posible la utilizacion de
antibidticos como tratamiento por lo que se recurre a otros productos como SC (2
kilos por tonelada) (Trujano et al., 2010). Por otro lado, se ha comprobado que los
probioticos reducen el mal olor de las excretas porcinas (Russell et al., 1998; Chang
y Cheng, 2003).

En cuanto a la suplementacion de manano-oligosacaridos (MOS) en dietas para
cerdos y aves, ha reportado beneficios en términos de mejora en los parametros

productivos y de la salud del animal (Pettigrew, 2000; Hooge, 2004).

21



Los efectos observados en pollos de engorde que consumieron MOS en la dieta
fueron: mejoras en los indices productivos, mayor resistencia ante infecciones
bacterianas y coccidias, menores mortalidades y modificaciones de la disposicion de
grasa abdominal en los pollos (Waldroup et al., 2003). Hooge (2004) ha evaluado
conjuntamente 29 pruebas realizadas con la utilizacion de MOS en dietas de pollos
de engorde. Los resultados de este analisis global muestra que la utilizacion de
MOS en pienso representd mejoras respecto a los controles negativos (sin MOS) de
+1.61% en el peso vivo, -1.99 en el indice de conversion alimenticia y de -21.4%

para la mortalidad.

En los estudios de Hofacre et al. (2003) y Sun et al. (2005) se utilizaron en conjunto
MOS vy bacterias lacticas, encontrando efectos de menor mortalidad y mejoras en el

indice de conversiéon del alimento.

2.3.2.1.1.2 Comportamiento de rumiantes con suplementacion de
Saccharomyces cerevisiae
Los efectos beneficiosos y el modo de accion de la levadura como aditivo en la
microbiota del rumen, han sido ampliamente estudiados, principalmente en estudios
in vitro o con modelos animales utilizando ovejas con el rumen canulado o cordero
criado en aisladores estériles y microflora acogida simple (Tripathi y Karim, 2011)
Sin embargo, el rumen albergan un ecosistema microbiano complejo donde el
modo de accién de la levadura y por lo tanto los efectos pueden cambiar por la

interaccion con la microbiota normal del rumen.

La suplementacion de la levadura SC en dietas para la alimentacion de rumiantes,
ha sido para mejorar su producciéon mediante la estimulacion del crecimiento y
actividad de ciertos grupos de microorganismos ruminales, (Olvera-Ramirez et al.,
2002) surgiendo diversos resultados, los principales relacionados al impacto en la
microflora ruminal e intestinal, observando que la fermentacion ruminal podia ser
manipulada para controlar el paso de patégenos como Listeria y ESCherichia coli al
intestino de los rumiantes, que por lo general ingresan por el alimento o al momento
del sacrificio, existiendo la preocupacion por posible transmisién a través de la
cadena alimenticia humana (Wolin, 1969; Wallace et al., 1989), es por eso que
emerge la busqueda de diferentes estrategias para disminuir la prevalencia de

bacterias patdégenas en rumiantes antes del sacrificio (Callaway et al., 2003; Olvera-
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Ramirez, 2007). Sin embargo, no todas las levaduras de género Saccharomyces
forman parte de la flora microbiana del tracto digestivo de animales. Ademas, se
considera que este microorganismo es incapaz de colonizarlo por lo cual transita a
los largo de él pudiendo ejercer un efecto de barrera. De esta forma, la capacidad
de accion de las levaduras en animales estara relacionada con el uso continuo y en
cantidades suficientes (Jonvel, 1993). En ovejas que recibieron levaduras, el
numero de células viables de estos microorganismos declind 30 horas después de
finalizado el tratamiento (Fiems et al., 1993). 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 (Durand-Chaucheyras et al., 1998).

La levadura SC esta adaptada al ambiente con alto contenido de azucar, tiene una
habilidad limitada para multiplicarse en el liquido ruminal, en el cual estimulan el
crecimiento de bacterias celuloliticas y bacteria utilizadoras de acido lactico. Sin
embargo, no todas las cepas de SC son capaces de estimular el crecimiento de las
bacterias ruminales (Newbold et al., 1996). Dawson y Girard (1997) sugirieron que la
estimulacién del crecimiento bacteriano puede estar asociada a la presencia de dos
factores de crecimiento localizados en distintas fracciones celulares de la levadura,
uno de ellos termolabil probablemente de origen lipidico y otro termoestable con un
posible origen peptidico en forma de cadenas cortas. Rossi et al. (2004), aislaron a
partir de SC dos fracciones peptidicas ricas en lisina e histidina, las cuales fueron
efectivas en estimular el crecimiento y la utilizacion de lactato por parte de cierto tipo
de bacteria ruminales (Megasphaera elsdenii). Por lo tanto, una respuesta
comunmente reportada de la inclusion de la levadura en raciones de rumiantes, es
la de incrementar a eSCala del rumen el numero total de bacterias cultivables, la
velocidad de degradaciéon de la fibra y del flujo de proteina microbiana (Martin y
Nisbet, 1992; Chademana y Offer, 1990; Wallace y Newbold, 1992; Dawson y Girad,
1997). Este efecto ha sido atribuido a tres posibles mecanismos, por un lado las
levaduras pueden servir como fuente de vitaminas sobre todo de tiamina, vitamina
capaz de estimular el crecimiento de ciertos hongos presentes en el rumen
(Chaucheyras et al., 1995), por otro favorecen las condiciones de anaerobiosis en el
rumen al eliminar el oxigeno (incremento del potencial Redox), esta condicion
incrementaria la proliferacion de microorganismos de tipo anaerdbicos en el rumen

(Auclair, 2003), y por ultimo crea un proceso de fermentacién, que proporciona una

23



mezcla de micro-nutrientes para estimular bacteriana el crecimiento en el rumen
facilitando de este modo la fermentacion aumentado de fibra y / o utilizacion de
productos finales de la fermentacion de la fibra para evitar su acumulacién en el
rumen (Robbinson, 2010).

Con respecto a las respuestas del rendimiento de los rumiantes, incluyendo
corderos, alimentados con cultivos de levaduras y hongos, han sido variables. En
cuanto a la tasa de crecimiento, eficiencia alimenticia y ganancia de peso fueron
similares o reducidas (Agarwal et al., 2002; Erasmus et al., 2005; Mahender et al.,
2005; Kim et al., 2006; Kawas et al., 2007), mientras que otros estudios han
sugerido mejoria en la ganancia de peso , el consumo de alimento y la eficiencia
alimenticia con la suplementacién con levadura (Williams y Newbold, 1990; Wallace
y Newbold, 1992; Lesmeister et al., 2004; Stella et al., 2007). Kawas et al. (2007) y
Chaucheyras-Durand et al. (2008) sugirieron que la suplementacion y respuesta
variable de levadura dependen de la cepa de levadura, la naturaleza de la dieta, y el
estado fisiolégico de animal. El crecimiento y desarrollo de los animales es la base
para la produccion de carne, mientras que la cantidad y el sitio de grasa en la influye
en la calidad de la canal (Karim et al., 2007; Sen et al., 2004).

Algunas cepas de levadura SC son mas potentes por via sanguinea y con ello se
podia reducir el consumo a base de ionéforos (monensina) (Castillo et al., 2006) y
mantener una mayor pH ruminal (Bach et al., 2007). También ejercen actividad
inhibidora sobre la patogenicidad diferente cepas bacterianas es debido a la
produccion de cualquiera de los dos actividad bacteriostatica o bactericida (Comitini
et al., 2005) debido a ciertos compuestos metabdlicos producido por las levaduras.
Estudios han revelado que la inclusién de levaduras basadas en cepas de SC puede
reducir la sobrevivencia de patégenos en el fluido ruminal de corderos (Haddad y
Goussous, 2005). Se ha reportado en experimentos in vitro que diferentes cepas de
levaduras vivas basadas en SC, son capaces de prevenir la proliferacion de
patdbgenos como E. coli y L. monocytogenens en fermentadores con liquido ruminal
de ovejas. Con la suplementacion de 5 g/d de una cepa de levadura viva de SC en
borregos canulados alimentados en condiciones controladas e inoculados con
bacterias patdégenas, tendié a disminuir el nuUmero en rumen pero no en heces, lo

cual puede estar relacionado con el hecho de que dichas bacterias pueden
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sobrevivir y proliferar en el intestino del rumiante (Olvera-Ramirez, 2007). Se sabe
que enterobacterias como: Salmonella entérica serovar typhimurium, Listeria
monocytogenes, Shigella spp. E. coli O157 y Yersinia spp., tienen tropismo por
placas de peyer (tejido linfoide ampliamente distribuido en intestino) las cuales
juegan un papel muy importante en el sistema inmune del animal (Jensen et al.,
1998; Philips et al., 2000; Vazquez-Torres y Fang, 2000) donde los manano-
oligosacaridos de la pared de la levadura pueden tener un buen papel en rumiantes,
ya que se ha especulado que tienen un efecto en el sistema inmune, principalmente

en placas de peyer (Swanson et al., 2002; White et al., 2002).

2.3.2.2 Mecanismo de accion de las levaduras y paredes celulares de SC

adicionadas en el alimento.

De acuerdo a Cuaron (2000), los efectos de promocién del crecimiento de la
levadura en animales monogatricos, sus efectos podrian explicarse por el control de
patdgenos o efecto profilactico que pueden ejercer las levaduras ante infecciones
subclinicas o desafios inmunolégicos, ya que los desafios inmunoldgicos pueden
alterar de forma directa el consumo voluntario de alimento, la conversién alimenticia,
el crecimiento y la salud animal (Klasing et al., 1987). Respecto a los mecanismos
de accion de la levadura SC reportados en animales monogastricos, sus efectos
podrian agruparse en ftres distintos niveles: 1) exclusion de patogenos y
micotoxinas, 2) estimulacién del desarrollo de la mucosa digestiva y 3) estimulacion

del sistema inmune.

2.3.2.2.1 Exclusion de patégenos y micotoxinas

2.3.2.2.1.1 Propiedades farmacodinamicas de la levadura

De acuerdo a Buts (2005), la levadura Saccharomyces puede generar efectos
farmacodinamicos semejantes a los efectos fisioldgicos observados para la flora
intestinal normalmente equilibrada. Diversos estudios realizados en roedores
alimentados con Saccharomyces boulardii han deSCrito una mayor supervivencia
de estos animales posterior al desafio con bacterias patégenas, por ejemplo:
mortalidad a causa de colitis provocada por Clostridium difficile en hamsteres

(Toothaker y Elmer, 1984); en ratones inoculados oralmente con Clostridium difficile,
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el efecto protector que podria justificar la mayor supervivencia de los animales que
consumieron células de levadura, incluiria el siguiente mecanismo. En modelos de
estudios realizados con asas intestinales de conejos infectados con Clostridium
difficile, fue demostrado que Saccharomyces boulardii produjo una proteasa con un
peso molecular de 54 kDa, que disminuyo las secreciones de liquidos y electrolitos
de la mucosa digestiva (Pothoulakis et al., 1993). Posteriormente, Castagliuolo et al.
(1999), confirmaron que la proteasa parcialmente purificad podia proteolizar
directamente y especificamente la toxina A y destruir parcialmente el area del
receptor en la membrana intestinal (microvellosidad) de la toxina, inhibiendo la

fijacion a los receptores de las toxinas Ay B.

En ratones inoculados oralmente con un toxoide (toxina A), la administracion de
Saccharomyces boulardii permitio amplificar significativamente la respuesta inmune
especifica medida a través de la concentraciéon sérica de la antitoxina A de
anticuerpos secretores IgA e IgM (Qamar et al., 2001). Recientemente, estudios in
vitro mostraron que Saccharomyces boulardii tiene la capacidad de inhibir la
adherencia de Clostridium difficile a las células epiteliales (Tasteyre et al., 2002). La
administracion de Saccharomyces en monogastricos inoculados oralmente con una
suspension de Shigella flexneri o Salmonella typhimurium, mostraron efectos
protectores que representaron una menor mortalidad por Shigella flexneri y menor
severidad de lesiones intestinales a causa de Salmonella typhimurium (Rodrigues et
al., 1996)

2.3.2.2.1.2 Exclusion de bacterias fimbria-1 especificas

El proceso de colonizacion del tracto digestivo por microorganismos potencialmente
patogenos, se lleva a cabo gracias al empleo de un grupo de proteinas y
glicoproteinas bacterianas de superficie denominadas “lecitinas”. Las lecitinas son
glicoproteinas que se caracterizan por tener la capacidad de enlazarse de forma
especifica y reversible a carbohidratos de forma libre o que constituyen estructuras
mas complejas (Hernandez et al., 1999). De tal forma, microorganismos como
Salmonella, ESCherichia coli o Vibrio cholerae que presentan fimbrias tipo-1, utilizan
lecitinas con afinidad por la manosa con el fin de unirse a ciertos carbohidratos de
superficie localizados en las células epiteliales de la mucosa digestiva, para fijarse y

colonizar la mucosa digestiva (Sharon y Lis, 1993).
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Parte de los mecanismos de accion que han sido deSCritos para justificar el efecto
de exclusién de patégenos que pueden ejercer las levaduras y las PCL sobre
bacterias patdgenas, parten del estudio de la sensibilidad de las fracciones D-
manosa y metil-a-D-mandsido para unirse a las lecitinas afines a receptores
presentes en cierto tipo de bacterias que presentan fimbria tipo-1. En estos estudios,
se ha reportado que las fracciones D-manosa y metil-a-D-manédsido pueden ejercer
un efecto de inhibicibn, mayor a 90%, de las adherencias de Salmonella
typhimurium a las células digestivas epiteliales. No obstante, debido al alto costo de
las fracciones de D-manosa, su utilizacidon en condiciones comerciales podria ser

prohibitiva, incluso bajo periodos cortos de administracion (Spring et al., 2000).

2.3.2.2.1.3 Exclusion de micotoxinas

La estructura quimica de las PCL de SC no solo exhibe un alto grado de
antigenicidad debida a sus fracciones de [B-glucanos y manosa. Es estudios
recientes (in vitro), se ha sugerido que esta estructura tridimensional constituida
principalmente por polisacaridos, es capaz de llevar a cabo reacciones de absorcion
para ciertas micotoxinas de tipo zearalenona, aflatoxina y ocratoxina (Yianninkouris
et al., 2003; 2004; Jouany, 2003; Ringot et al., 2005). Las micotoxinas son un grupo
diverso de compuestos quimicos téxicos (metabolitos secundarios) producidos por
una gran variedad de hongos (Aspergillus, Fusarium, Penicilium, Claviceps y
Alternaria). Debido a que los hongos contaminan los cereales frecuentemente en la
mayor parte de los paises, la presencia de micotoxinas en materias primas y
alimentos para animales también llega a ser frecuente (Pier y Richard, 1992; Pfohl-
Leszkowicz, 2000). Algunos ejemplos de micotoxinas identificadas en materias
primas y alimentos contaminados de forma natural son: Aflatoxinas (AF),
ocratoxinas (OA), zearalenonas, toxinas T-2, vomitotoxinas y fumonisinas (Jelinek et
al., 1989). De forma general la intoxicacidon por micotoxinas puede representar
efectos en la salud y productividad del individuo a distintos niveles, por ejemplo:
efectos hepatotoxicos, nefrotdxicos, hepatocarcinogénicos, teratogénicos vy
mutagénicos (Veldman, 2004). Las levaduras basadas en SC y las PCL son tambien
capaces de contrarrestar los efectos toxicos de piensos contaminados con

aflatoxinas suministrados a animales (Santin et al., 2003).

2.3.2.2.2 Efecto tréfico sobre la mucosa digestiva.

27



Los efectos que pueden ejercer las levaduras de Saccharomyces sobre la fisiologia
digestiva de los animales contindan siendo ampliamente deSConocidos. Estudios
realizados en humanos y ratas con levaduras suministradas oralmente, sugieren
que la levadura podria ejercer un efecto tréfico a eSCala de la mucosa digestiva
(Buts et al., 1994). En estos experimentos se encontrd un incremento significativo en
la actividad especifica de enzimas (sucrasa, lactasa, maltasa) de la membrana en
borde de cepillo de las células epiteliales del intestino delgado sin llegar modificarse
la morfologia de la mucosa (Buts et al., 1986). De hecho, en el caso de las ratas, un
estudio posterior sugirio que el efecto trofico sobre la mucosa digestiva podria ser
mediado por el estimulo en la produccion y liberacion endoluminal de espermina y

espermidina por parte de la levadura (Buts et al., 1994).

Zhang et al. (2005), observaron que el empleo de levadura de SC a una dosis
elevada, provocaba un incremento en la altura de las vellosidades y un mayor valor
para la proporcion altura/profundidad de las criptas de las vellosidades del ileon.
Con esto se podria sugerir que las levaduras podrian ejercer un efecto trofico en la
mucosa digestiva ademas de incrementar la actividad enzimatica de la membrana
en borde de cepillo de las células del epitelio y el transporte de aminoacidos a nivel

de la mucosa del yeyuno.
2.3.2.2.3 Estimulaciéon del sistema inmune

Von Dungern (1900) observé que levaduras de SC utilizadas en la industria de
panaderia, interactuaban con las proteinas del complemento del sistema
inmunitario. Pillemer y Ecker (1941) encontraron que el componente activo en la
levadura involucrada en esta reaccion correspondia a la fraccion insoluble de (1-3/1-
6) pB-glucanos, polisacarido presente en mayor concentracion en la PCL,
denominandolo cono “Zimozan”. La administracion de (1-3/1-6) B-glucanos y de
polimeros derivados de PCL de forma experimental a animales mamiferos resulta
en remarcables efectos en el sistema inmunitario, que incluyen estimulacion de las
células del sistema reticuloendotelial, incremento de la resistencia a infecciones y
regresiones de tumores (Brown y Gordon, 2003). EI mecanismo de accién propuesto
es la estimulacion de la inmunidad innata, especificamente a nivel de monocitos y
macrofagos, células que presentan receptores para p-glucanos (Taylor, 2001; Brown

et al., 2002), y que al ser estimulados inducen la produccion de TNF-a, IL-1, factor
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activador de plaquetas y metabolismo de los eicosanoides, conduciendo a un estado

de alerta inmunoldgico (Abel y Czop, 1992).

En humanos, el consumo de levaduras resulté en una serie de cambios a eSCala
celular y humoral en los perfiles sanguineos. Esta serie de cambios incluyeron
incrementos en las células de tipo eritrocitos, leucocitos, células polimorfonucleares,
neutréfilos y componentes del sistema de proteinas del complemento (C3, C5, C3d)
(Macchado-Caetano et al., 1986). En ratas que consumieron Saccharomyces, se
observo un incremento significativo (+57%) en las concentraciones de IgA secretada
en el liquido intestinal y en las concentraciones de la porcion secretora (+63%) de

las células cripticas de la mucosa intestinal (Rodrigues et al., 2000).
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este proyecto fue identificar la levadura suplementada basada
en Saccharomyces cerevisiae en diferentes partes del tracto digestivo y placas de

peyer, y evaluar su comportamiento productivo en ovinos de engorda.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para lograr el objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Efecto de la levadura suplementada sobre los parametros productivos en

ovinos de engorda.
2. Obtener el control positivo de la levadura (S. cerevisiae) suplementada.
3. ldentificar la cepa de levadura suplementada en diferentes secciones del

tracto digestivo del rumiante y en las placas de peyer mediante la técnica

molecular de PCR.
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4. EFECTO DE LA LEVADURA SUPLEMENTADA SOBRE LOS PARAMETROS
PRODUCTIVOS EN OVINOS DE ENGORDA

4.1 INTRODUCCION

Las levaduras basadas en SC son productos microbianos conocidos por promover
el metabolismo ruminal, desarrollo por modulacién de la funcién del rumen vy la
fermentacion, actividad de su microflora, mejorando el rendimiento de la produccién
de los rumiantes. (Tripathi y Karim, 2011). Previos experimentos han demostrado
efectos positivos sobre los parametros productivos en animales en produccién
suplementados con levadura SC (Wiedmeier et al., 1987; Newbold et al., 1990;
Newbold y Wallace, 1992; EI-Ghani, 2004; Kamel et al., 2004; Lesmeister et al.,
2004; Ando et al., 2004; Erasmus et al., 2005; Kritas et al., 2006). Kamel et al.,
(2004) emplearon 11.25 y 22.5 gramos de SC y un grupo control en ovinos
canulados, reportando un incremento de la degradacion de materia organica del
heno. Lesmeister et al., (2004) observaron que la inclusién de SC en una proporcion
del 2% contribuy6 favorablemente al desarrollo del rumen en becerros de engorda,
impulsando un aumento en el consumo de alimento, de las ganancias diarias de
peso y del desarrollo corporal. Ademas, otros autores han reportado un incremento
en la la ganancia de peso , el consumo de alimento y la eficiencia alimenticia con la
suplementacién con levadura (Williams y Newbold, 1990; Wallace y Newbold, 1992;
Lesmeister et al, 2004;. Stella et al,. 2007). Sin embargo, otros autores no han
encontrado tales efectos (Chademana y Offer, 1990; Wohlt et al., 1991; Giger-
Reverdin et al., 1996; Kamra et al., 2002; Yang et al., 2004; Mahender et al., 2005;
Kim et al., 2006 y Kawas et al., 2007), incluso algunos mas observaron que los
resultados en cuanto a la tasa de crecimiento, eficiencia alimenticia y ganancia de
peso fueron similares o reducidas respecto a los animales sin inclusion de levadura
en la dieta (Agarwal et al., 2002; Erasmus et al, 2005; Mahender et al, 2005. Kim et
al, 2006; Kawas et al, 2007). Por lo tanto, en este estudio se investigo el efecto que

tiene la suplementacion de una cepa de levadura viva en los parametros productivos
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tales como consumo diario, ganancia diaria de peso, eficiencia alimenticia y

rendimiento en canal.

4.2 MATERIAL Y METODOS

4.2.1 Lugar experimental

El experimento se llevo a cabo en las instalaciones de la Universidad Autbnoma de
Querétaro Campus Amazcala, ubicado en el municipio de ElI Marqués, Querétaro,
especificamente en la Posta Ovina de la Licenciatura en Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Facultad de Ciencias Naturales. Las instalaciones se ubican a los
20°42°40.8" Ny 100° 15°24.7" O, a una altura de 1,930 metros sobre el nivel medio
del mar. Predomina el clima templado semiseco con una precipitacion anual de 400

a 500 mm? (Gobierno del municipio de El Marqués, 2011).

4.2.2 Animales experimentales

Se estabularon 12 ovinos de engorda de raza Black Belly con un peso promedio
inicial de 29 kg. Se formaron tres grupos al azar, teniendo 4 animales por
tratamiento. De manera individual los animales fueron pesados y desparasitados
con Closantil® al 5% una semana antes de comenzar el experimento.
Posteriormente los animales se estabularon en corraletas individuales para
monitorear el consumo voluntario individual durante el experimento. Cada corraleta
tenia piso de tierra y estaba acondicionada con bebedero y comedero individual
sefalado con un recuadro el numero de animal y su tratamiento respectivo. Cada
dos semanas se monitorearon sus pesos hasta llevarlos al sacrificio, de esta

manera se pudo obtener la ganancia diaria de peso.

4.2.3 Dieta

Los animales fueron alimentados con una dieta de engorda (Cuadro 4.1). La dieta
fue dada una vez al dia ad libitum, retirando el sobrante para pesarlo y determinar el
consumo diario. A la racion se le determiné su contenido de materia seca (MS),
proteina cruda (PC), energia bruta (AOAC, 1990), fibra detergente neutro (FDN) y
fibra detergente acido (FDA) (Robertson y Van Soest, 1981).
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Cuadro 4.1 Ingredientes y composicion quimica de una dieta en engorda

usada en ovinos Black Belly.

Ingredientes %
Heno de alfalfa 20
Maiz rolado 30
Sorgo molido 23
Pasta de soya 14.5
Salvado de Trigo 5
Melaza de cana 5
PMX Ovino Engorda E. 2.5
Total 100

Composicion Quimica

Materia Seca (%) 95.2
Cenizas (%) 10.65
Proteina Cruda (%) 17.398
Energia Bruta (Mcal/Kg) 3.84
Grasa (%) 2.09
Fibra Detergente Neutro (%) 22
Fibra Detergente Acido (%) 8

4.2.4 Tratamientos

Tres tratamientos fueron suplementados durante 8 semanas (Cuadro 4.2), dos
niveles de inclusion de levadura (2.5 y 5 g/d) y un tratamiento control (no inclusion
de levadura). Los tratamientos de inclusion de levadura fueron administrados en top
dressing, después de la semana de acondicionamiento de la dieta, dicho método
consistid en poner la levadura dispersa encima del alimento de tal manera que fuera

lo primero que el animal consumia.
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Cuadro 4.2 Tratamientos suplementados a corderos por 8 semanas

Tratamiento Dosis de Levadura (g/animal)
1 25
2 5
Control No inclusion

4.2.5 Diseno experimental
En este experimento se utilizo un disefio totalmente al azar donde las variables a
analizar fueron: consumo diario y total de MS, ganancia diaria de peso, peso final,

eficiencia alimenticia, peso al sacrificio, peso de la canal, rendimiento de la canal,

4.2.6 Procedimiento de muestreo de tracto digestivo y placas de peyer

Al terminar el periodo de administracién de tratamientos, los animales fueron
sacrificados en el Rastro TIF 412, 5320, ubicado sobre la carretera a
Chichimequillas Km. 8.5 San José EIl Alto, Querétaro, México. Los animales fueron
pesados y llevados al rastro un dia anterior al sacrificio para lo cual se hicieron dos
grupos iguales. Al momento del sacrificio, se separo el tracto digestivo, se midio la
longitud tanto de intestino delgado como del intestino grueso y se conto la cantidad
total de placas de peyer identificando el yeyuno e ileon para recolectar 2 placas de
peyer. Posteriormente, se tomaron muestras de contenido luminal y muestras de
liquido ruminal, yeyuno e ileon en tubos de 1.5 ml libres de ARNasas y ADNasas.
Para la recoleccién de muestras, se desinfecté la mesa de trabajo entre cada animal
con la finalidad de evitar contaminacién. Se tomaron muestras de placas de peyer y
se guardaron en Nitrogeno liquido para su conservacion y transporte. Se
mantuvieron congeladas a -20 °C para la extraccion de ADN. Después se
recolectaron muestras de contenido ruminal y luminal en tubos eppendorf de 2 ml
las cuales se iban colocando en termos con Nitrogeno liquido para conservarlas. Al

final se guardaron en un Revco a -70 °C (Thermo Fhiser SCientific, Asheville, USA).

4.2.7 Analisis estadistico
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Los resultados obtenidos en relacién a los parametros productivos fueron
analizados mediante el software SPPS versidon 16. Las variables fueron analizadas
por un andlisis de varianza utilizando peso inicial como covarianza. Los resultados
fueron considerados significativamente diferentes cuando el valor de P fue

menor o igual a 0.05.

4.3 RESULTADOS

La evaluacion de los resultados de los parametros productivos obtenidos durante la
engorda y la suplementacion de cultivos de la levadura SC se muestran en el cuadro
4.3. No se encontro efecto alguno en relacion con la suplementacion de la levadura,
con el consumo diario y total de materia seca, ganancia diaria de peso, peso inicial,

peso final y eficiencia alimenticia (P>0.05).

Cuadro 4.3 Comportamiento productivo de corderos Blackbelly

suplementados con cultivos de levaduras de SC durante la etapa de engorda.

Levaduras (g/d)
Parametro Control 2.55 Media Desv. Est. P
Consumo Diario de MS (kg) 1.41 1.44 1.33 1.39 0.248 0.585
Consumo Total de MS (kg) 91.5 93.63 86.26 90.46 16.164 0.585
Ganancia Diaria de Peso (kg) 0.24 0.25 0.23 0.23 0.038 0.888
Peso final (kg) 41 42 40 41.05 4.764 0.487
Eficiencia alimenticia 0.34 0.36 0.31 0.33 0.100 0.678

Los consumos de alimento en kilogramos divididos por periodos y por cada grupo de
animales de acuerdo al tratamiento se muestran en el cuadro 4.4. No hubo
diferencia significativa entre el consumo de alimento y los periodos, de la misma
manera no se observo un efecto de la suplementacion de la levadura en la dieta

sobre el consumo de alimento (P>0.05).

Cuadro 4.4 Consumo de alimento (MS) por tratamiento por periodo

Levaduras (g/d)
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Periodo Control 255 Media Desv. Est. P

Dia 1-15 1.46 1.45 1.46 1.45 0.194 0.056
Dia 16-29 1.46 1.58 1.39 1.48 0.212 0.061
Dia 30-43 1.51 1.60 1.38 1.50 0.215 0.062
Dia 44-58 1.84 1.85 1.67 1.78 0.200 0.057

En cuanto a la ganancia diaria de peso deSCrita en el cuadro 4.5, no se observé
ninguna diferencia estadistica entre los tratamientos control y los tratamientos con
suplementados con levadura (P>0.05). Sin embargo, numéricamente en el
penultimo periodo se reflejo la mayor ganancia de peso para los tres grupos de
animales con una media de 215 gramos al dia, siendo el grupo suplementado con
2,5 gramos de levadura el que obtuvo 257 gramos por dia de peso, 242 gramos
para el grupo suplementado con 5 gramos de levadura al dia y 145 gramos para el
grupo control, cuyos resultados no arrojan impacto alguno respecto al tratamiento
que es nuestro campo de estudio, pero si a los diferentes periodos durante la

alimentacion (P<0.05).

Cuadro 4.5 Pesos de los corderos en kilogramos por periodos

Levaduras (g/d)
Periodo Control 255 Media Desv. Est. P
Dia 1-15 34.06 34.65 34.37 34.36 3.83 0.222
Dia 16-29 37.57 36.72 36.23 36.84 4.28 0.545
Dia 30-43 39.60 40.31 39.61 39.84 3.68 0.609
Dia 44-58 43.95 44.06 40.50 42.84 3.58 0.153

Los resultados en cuanto a rendimiento de la canal de los corderos suplementados

con levadura SC se presentan en el cuadro 4.6, los cuales no se presentaron
sobresalientes, ni tampoco se vieron afectados de acuerdo a los diferentes
tratamientos (P>0.05).

Cuadro 4.6 Rendimiento de la canal de ovinos suplementados con dos niveles

de levadura viva

Levaduras (g/d)
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Parametro Control 255 Media Desv. Est. P
Peso al sacrificio (kg) 43.95 44.06 40.50 42.83 3.57 0.153
Peso canal (kg) 22.1 22.1 20.75 21.65 2.490 0.321
Rendimiento de canal (%) 50.03 50.13 51.28 50.48 3.22 0.914
4.4 DISCUSION

La suplementacién de levadura en dietas de corderos de engorda no tuvo ningun
efecto significativo en los diferentes parametros productivos y en el rendimiento de
la canal. Simultaneamente, Giger-Reverdin et al. (1996), Kamra et al. (2002), Yang
et al. (2004), Mahender et al. (2005) y Kawas et al. (2007) tampoco observaron
ningun efecto de la alimentacion con levadura adicionada en el consumo de MS, la
digestibilidad de los nutrientes y el crecimiento. De igual manera otros autores no
han encontrado ningun efecto de la suplementacion de levaduras sobre el consumo
voluntario (Chademana y Offer, 1990; Wohlt et al., 1991; Erasmus et al., 1992;
Mruthunjaya et al., 2003), ganancia de peso (Haddad y Goussous, 2005) eficiencia
alimenticia (Mahender et al., 2005. Kim et al., 2006) y rendimiento de canal (Kawas
et al., 2007).

Contrariamente a esto, varios autores (Wiedmeier et al., 1987; Newbold et al., 1990;
Newbold y Wallace, 1992; EI-Ghani, 2004; Kamel et al., 2004; Lesmeister et al.,
2004; Ando et al., 2004; Erasmus et al., 2005; Kritas et al., 2006) han reportado un
aumento en la ingesta de MS vy los resultados de crecimiento. La respuesta respecto
al consumo de MS con levadura suplementada es causada principalmente por la
naturaleza de la dieta, particularmente sus diferentes contenidos de carbohidratos
facilmente fermentables (Chademana y Oferta, 1990). Beauchemin et al. (2003),
reportaron que el efecto del cultivo de levadura en la alimentacién depende de la
cepa. Los autores mencionan que la falta de respuesta esperada a la
suplementacién con la levadura podria atribuirse al contenido de proteina cruda alta
de la racién, caracteristica comun de las utilizadas en la produccion comercial de
animales de engorda. Ademas, los efectos del cultivo de levadura sobre la
alimentacion de los rumiantes son muy variables, ya que dependen de la cepa de
levadura, la dosis, la naturaleza de la dieta y el estado fisiolégico del animal
(Newbold y Wallace, 1992; Wallace, 1994; Kawas et al., 2007; Durand-Chaucheyras

et al., 2008), factores que pudieron influir en nuestros resultados, no obstante se
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tendria que hacer una evaluacion de dichos factores para encontrar las condiciones

Optimas para obtener resultados positivos.

CAPITULO 5

CONTROL POSITIVO DE LA LEVADURA (Saccharomyces cerevisiae)
SUPLEMENTADA
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5. CONTROL POSITIVO DE LA LEVADURA (Saccharomyces cerevisiae)
SUPLEMENTADA

5.1 INTRODUCCION

Para poder visualizar la amplificacion de los diferentes marcadores genéticos de la
levadura SC, se debe de tener un control positivo que proporciona el patron de la
levadura y asi poder identificar la levadura suplementada en lumen de tracto
digestivo y tejido linfoide (placas de peyer). EI método de basado en PCR has sido
desarrollado para permitir ya sea la diferenciacién intra especies y la identificacion
de aislados de levaduras (De Barros-Lopes et al., 1998). Ademas se ha utilizado &-
PCR para diferenciar probioticos y cepas ambientales de SC en alimentos animales
(Buchl et al., 2010). Por este motivo se realizaron dos experimentos, el primero para
obtener el control positivo y el segundo para observar el patrén comparativo con
levadura inoculada en contenido luminal y tejido linfoide del trato digestivo del grupo

control (animales no suplementados con levadura).

5.2 Experimento 1
Con el fin de obtener un control positivo para obtener un patrén de la levadura y asi

poder amplificar y visualizar los marcadores genéticos de la levadura.

5.2.1 MATERIAL Y METODOS

5.2.1.1 Enumeracion de levadura suplementada (Conteo de levaduras)

La enumeraciéon de unidades formadoras de colonias (UFC) de la levadura
suplementada se realizd para saber cuantas de ellas se suplementaron en cada
tratamiento. Para esto, se utilizé una modificacion del método oficial EU SMT-CT98-
2235 (método oficial para el control de probidticos, comunicacién personal, 2000), el

cual se deSCribe a continuacion.
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5.2.1.2 Obtencién de la UFC patrén de SC para la extraccion de ADN

Para obtener la UFC patron de SC para la extraccion de ADN, se pesaron 0.5 g de
levadura disolviéndola en 1000 ul de diluyente peptona (Cuadro 3), haciendo
diluciones de 10". Se sembraron las diluciones 10*y 10°en cajas de petri con medio
de cultivo solido YPD previamente preparado (Cuadro 5.1), las cuales se dejaron 48
horas en incubacion a 37°C. Una vez crecidas las colonias se hizo el calculo en la

dilucion 10°, la cual tuvo un nimero total de 146 colonias. El calculo fue el siguiente:

1000 pl 1 g Levadura
146 colonias| ------------- 10 = 146 x 106 UFC/g
200 pl 0.5 g Levadura

Por lo tanto, se obtuvo como resultado que cada gramo de levadura tiene 146 x 10°
UFC.

Para la preparacion del medio de cultivo YPD sélido para el crecimiento de SC se
utilizé un fraSCo Duran con 200 ml de agua destilada, para el cual se utilizaron los
componentes deSCritos en el Cuadro 5.1. Una vez preparada, se calentd la solucion
hasta el punto de ebullicion para lograr una solucion completa. De igual manera en
otro fraSCo Duran se prepararon 100 ml obteniendo un medio de cultivo liquido.

Una vez listos, se esterilizaron a 121°C por 15 minutos.

Cuadro 5.1 Componentes para la preparacion del Medio de Cultivo YPD

Componente Cantidad para 200 mi
Bacto-estrato de levadura’(g) 4
Peptona? (g) 8
Dextrosa®(g) 8
Agar* (g) 8
L-Triptéfano® (g) 0.12
Agua destilada (ml) 200

124 Bioxon, México
3 J.T.Baker, México

5Sigma-Aldrich, Japdn.

5.2.1.3 Obtencion de la colonia de la levadura SC
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Para el cultivo de levaduras se coloco el medio de cultivo antes preparado en un
plato caliente para volverlo liquido sin que éste ebullera. Se utilizaron 8 cajas de
Petri desechables de 100 x 15 mm y un asa de vidrio de baston los cuales fueron
expuestos 30 minutos a rayos ultravioleta para asegurar su esterilidad. Se
sembraron por duplicado 200 pl de levadura en cada caja de petri con 20 ml de
medio de cultivo YPD. Se incubaron a una temperatura de 30°C durante 24 horas.
Se tomaron para la dilucion 100 mg de la levadura suplementada que fue diluida en
9.9 ml de buffer salino fosfato (PBS) (Cuadro 5.2).

Cuadro 5.2 Componentes del Buffer Salino Fosfato con pH = 7.3 = 0.2 (PBS)

utilizado en las diluciones de la levadura

Componente Cantidad
Cloruro de Sodio’ (g) 8
Cloruro de Potasio? (g) 0.2
Fosfato disodico hifrogenado® (g) 1.15
Fosfato de potasio dihidrogenado* (g) 0.2
Agua destilada (1) 1

2 J.T.Baker, USA

34J.T.Baker, México

Diluciones de serie de diez fueron hechas con diluyente peptona cuyos (Cuadro 5.3)

y se cultivaron en cajas de petri con agar YPD por duplicado.

Cuadro 5.3 Componentes para la preparacién del Diluyente Peptona

Componente Cantidad para 20 ml
Peptona’ (g) 0.02

NaCl? (g) 0.17

Agua Destilada (ml) 20

'Bioxon, México
2J.T.Baker, USA

Hubo crecimiento en la caja 10° equivalente a 107 colonias y en la caja 10* con 3

colonias.

Calculos
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Los calculos para conocer el numero de levaduras se deSCribe a continuacion:
Dilucion 10%= 1000

Numero de colonias en la caja 10°= 107

Numero de levaduras en la caja 10°= 107 UFC x 1000 = 107 000 UFC en 10
5.2.1.4 Obtencidén del pellet de la levadura de SC

Para obtener un pellet de la levadura SC, se empled una modificaciéon del método
oficial (De Barros et al., 1998) deSCrito a continuacion:

Se aislé una colonia en un medio de cultivo aerobio, suspendiendo 1 g de levadura
seca (Pellet) en 4 ml de agua destilada tomando después 200 ul de la suspension
dispersandolos en los platos de cultivo con el medio YPD utilizando un asa de
bastén. Estas se crecieron a 30°C por 24 horas. Una vez que las colonias crecieron,
se transfirieron a un nuevo plato con YPD, dejandolas crecer a 30°C por 24 horas.
De éste ultimo pase se transfirid una colonia inoculandola en un tubo Falcon con 15
ml de YPD dejandola incubar a 30°C por 48 horas en incubadora estatica. Cada

cultivo se hizo por duplicado.

Calculos
En los tubos Falcon el pellet era de 100 pl
Cantidad de pellet = 91.6 pl

Numero de células en Pellet =

8.9x10levaduras | _ . )
TUEC =(, 87230,68 x 10¢ levaduras

91.6 1( 107,000 UFC)

10ul

Ademas se contaron las levaduras que hay en una colonia mediante una camara de

New Bauer:

Formula: 3,568 levaduras x 1 x 10*x 1 ml = 8, 920,000 levaduras en 1 UFC/ml

4 campos

5.2.1.5 Técnicas moleculares

5.2.1.5.1 Extraccién de ADN de la levadura SC para control positivo
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Para la extraccién de ADN de la levadura obtenida de los pases que previamente se
hicieron, puesto que ésta fungié como el control positivo, se empled la técnica de
extraccion de ADN de levaduras de un protocolo modificado del Kit de extraccion
QIAGEN sin enzima Liasa ni Sorbitol. Se extrajo el ADN de 3 muestras por

separado explicitas en el Cuadro 5.4.

Cuadro 5.4 Muestras de colonias de la levadura Saccharomyces cerevisie para

extraccion de ADN.

Muestra No. De Colonias Caracteristica fisica de la colonia
1 Intacta
4 Intactas
C. 1 Congelada por 15 min y ebullida por
10 min (con choque térmico).

Cada una de las muestras fue suspendida en 180 ul de Buffer ATL (Tissue Lyser) y
20 ul de Proteinasa K, incubandolas 30 min a 56 °C en Termoblot. Al momento de
sacarlas de colocaron en el vortex para homogeneizar y después se les puso 200 ul
de AL (hidrocloruro de guanidina, Etanol), se colocaron en el vortex y 200 ul de
Etanol absoluto (Etoh) colocandose en el vortex nuevamente para después tomar la
mezcla con una pipeta y colocarla en una columna DN Easy Minipintube 2 ml. Se
centrifugd 1 minuto a 8000 rpm para después decantar el sobrenadante, desechar el
tubo y transferir la columna a un tubo nuevo de 2 ml en donde se le adicionaron 200
Ml de buffer AW1 (hidrocloruro de guanidina, Etanol) centrifugando 1 minuto a 8000
rom (revoluciones por minuto) posteriormente. Se transfirié la columna a otro tubo
nuevo de 2 ml adicionando 500 ul de buffer AW2 (acido sdédico, Etanol) para
volverse a centrifugar 3 minutos a 14000 rpm. Por ultima vez se transfiriéo columna a
un tubo nuevo de 2 ml y se le pusieron 200 ul de buffer AE (Tris-Cl, EDTA). Se
incubd 1 minuto a temperatura ambiente, se centrifugd 1 minuto a 8000 rpm y se
colectdé el ADN. Una vez obtenido el ADN, se analizd la pureza en un nanodrop
(NanoDrop 2000c, Thermo SCientific, USA).

5.2.1.5.2 Amplificaciéon del ADN de la levadura SC en el control positivo
mediante PCR
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Para la amplificacion del ADN mediante PCR de la levadura se trabajo en un

Termociclador Punto Final (Bio Rad C1000, Singapure), utilizando una modificacion
del protocolo de ciclado de Bichl et al., (2010) deSCrito en el Cuadro 5.5.

Cuadro 5.5 Protocolo de amplificacion del ADN para identificar la levadura

suplementada

Proceso Numero de Temperatura Tiempo
Ciclos
Desnaturalizacion del ADN 1 95°C 2 minutos
Amplificaciéon 4
Desnaturalizacion 95°C 30 seg
Alineacién de los primers 32°C 30 seg
Extension 72°C 2 minutos
Amplificacién 30
Desnaturalizacion 95°C 30 seg
Alineacién de los primers 35°C 30 seg
Extensién 72°C 2 minutos
Extension final 72°C 10minutos
4°C Hasta recoger

La mezcla de reaccién se realizé con los componentes deSCritos en el cuadro 5.6

siguiendo el protocolo de reaccion para un volumen total de PCR de 50 pl.

Cuadro 5.6 Componentes para la mezcla de reaccion para la amplificaciéon por

PCR
a)Componentes para el PCR mix: 46 ul Volumen( pl)
Master Mix 25
Oligo s (sentido)
Oligo as (antisentido)
H>O estéril 17
b)cDNA
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La secuencia de lo oligonucleétidos utilizados para el PCR se deSCriben en el

cuadro 5.7.

Cuadro 5.7 Oligonucleétidos utilizados para ampliar el ADN de la levadura SC

y las muestras en la mezcla de reaccién

Oligonucledtidos Secuencia de los Oligonucledtidos Orientacion
Oligo s, Forward: 7166 5'CAA AT CACCTACTATTT CTC A3’ Sentido
Oligo as, Reverse: 7167 5°GTG GAT TTT TAT TCC AAC A3’ Antisentido

(Ness et al., 1993)

5.2.1.5.3 Visualizacion de la extraccion del ADN y PCR del control positivo de
la levadura SC en el control positivo
Para visualizar el ADN y PCR se preparé un gel de Poliacrilamida al 10% diluyendo
todos los reactivos (Cuadro 5.8), en bufer TAE (1X). Una vez lista la mezcla, ésta
fue colocada en platos de cristal para geles de Poliacrilacrida (BioRad, Germany)
con su respectivo peine para formar los pocillos. Se dej6é polimerizando de 30 a 40
minutos hasta que solidificara. El gel de Poliacrilamida al 10% listo se colocé en la
camara de electroforesis y se vertio TAE (1X) hasta cubrirlo completamente. Para
cargar el ADN en el gel se prepararon 7 ul de muestra con 3 ul de bufer de carga,
utilizando también 5 pl de marcador molecular (ESCalera) con 3 ul de bufer de
carga en viales de 0.2 ml. Se deposité en cada pocillo el marcador molecular, una
levadura comercial como control (BIOSAF), la levadura SC (Procreatin 7, P7),
siguiendo con las muestras a evaluar. Se corrié en la camara de electroforesis a 75
V por una hora. Posteriormente los geles fueron tefiidos con Bromuro de etidio y se
visualizo la presencia de bandas de amplificacién en el fotodocumentador (Gel Dol

XRSystem, BioRad, Singapore) para su posterior evaluacion.
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Cuadro 5.8 Componentes para geles de acrilamida al 10%

Componente Cantidad para 10 ml
(ml)

TAE 1X’ 3.8

30% Acrilamida mix? 34

1.5 M Tris pH 8.8° 2.6

10% SDS* 0.1

10% Persulfato Amonio® 0.1

TEMED?® 0.004

125 ml de TAE 40X y 975 ml de agua destilada = 1 L de TAE 1X

229.2 g de Acrilamida 100% pura y 0.8 g de Bisacrilamida pura en 100 ml de agua destilada.

39 (PM=121.14 g/mol) = MPML = (1.5 M)(121.14 g/mol)(0.1L) = 18.17 g en 100 ml de agua destilada
45 g de SDS en 50 ml de agua destilada

55 g de APS en 50 ml de agua destilada

& Alicuoar 5 ml

5.2.2 RESULTADOS

En la figura 1 se muestra la eSCalera y el ADN de dos levaduras (Biosaf y P7), en

la figura 2 se muestra la eSCalera y el patron de la levadura (Biosaf y P7).
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Fig.1 ADN de levadura una cepa de levadura control (Biosaf) y la levadura

suplementada (P7)

o
&
o'
o'

Fig.2 Amplificacion de ADN de levadura control (Biosaf) y la levadura

suplementada (P7)

5.3 Experimento 2

Con la finalidad de obtener un patrén comparativo utilizando contenido luminal y
tejido linfoide (placas de peyer) de yeyuno e ileon del grupo control (animales no
suplementados con levadura) inoculado con levadura Saccharomyces cerevisiae
obtenida del control positivo para poder visualizar y comparar la existencia de la

levadura en tracto digestivo y tejido linfoide de los animales suplementados.

5.3.1 MATERIAL Y METODOS

El control positivo de la levadura alicuotada fue adicionada a muestras liquidas de
Yeyuno (muestra Y20) y sdélidas de Placas de peyer de ileon (PY1a-20) de
animales que no fueron suplementados con levadura (Grupo control). Se extrajo
ADN utilizando el protocolo deSCrito en 5.2.1.2.1 en y se realiz6 una visualizacion
por electroforesis vertical mediante geles de poliacrilamina al 10% con la finalidad

de verificar la existencia de ADN en las muestras y poder seguir con los PCR.

5.3.2 RESULTADOS
Como resultado de esto, en la Figura 3 se muestra la amplificacion del ADN tanto

sin y con la levadura Saccharomyces cerevisiae (P7) inoculada en liquido luminal de
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yeyuno de un animal del grupo control (Y20+P7) asi como de la Placa de Peyer
(PY1a-20+P7), con la finalidad de corroborar la existencia de ADN en las muestras y
continuar con el PCR. Se observé que el ADN no se habia degradado durante el

proceso de extraccién para lo cual se continu6 con el PCR.

En la Figura 4 se muestra la amplificacion a partir de ADN de la levadura
Saccharomyces cerevisiae hecha por medio de la técnica de PCR deSCrita en las
técnicas moleculares de material y métodos del experimento 1. Se visualizé un
amplicén en la muestra de liquido luminal de yeyuno (Y20) y de la Placa de peyer
del ileon (PY1a-20) inoculadas con la levadura (P7) de un animal del grupo control,
mientras que para las muestras sin inoculacion de la levadura no se observo

ninguna senal de amplificacion.

Y20+P7
PY1a-20

[
o
+
-
[l
-

P7
[- PY1a-20+P7
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Figura 3. Visualizacion de la existencia de ADN del control positivo del
experimento por electroforesis vertical mediante geles de Poliacrilamina al
10%. P7) Procreatin 7, levadura Saccharomyces cerevisiae; Y20+P7) Contenido
luminal de yeyuno de cordero control adicionado con levadura; PY1a-20+P7)
Placa de peyer de ileon de cordero control adicionada con levadura; Y20)
Contenido luminal de yeyuno de cordero control; PY1a-20) Placa de peyer de

ileon de cordero control.
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Figura 4. Visualizacién de la amplificacién del ADN del control positivo del
experimento mediante PCR por electroforesis vertical con geles de
Poliacrilamina al 10%. P7) Procreatin 7, levadura Saccharomyces cerevisiae;
Y20+P7) Contenido luminal de yeyuno de cordero control adicionado con
levadura; PY1a-20+P7) Placa de peyer de ileon de cordero control adicionada
con levadura; Y20) Contenido luminal de yeyuno de cordero control; PY1a-20)

Placa de peyer de ileon de cordero control.

5.3.3 DISCUSION

En base a nuestros resultados obtenidos, se puedo establecer un sistema de
identificacién de la cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada en el experimento
basandonos en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con lo que se obtuvo
el fragmento de ADN tanto de las levaduras control asi como del control positivo
sola y adicionada a las muestras de los corderos utilizados como grupo control. En
estos experimentos se deSCarto6 la sensibilidad para evitarnos falsos negativos. En
cuanto a los oligos utilizados se pudo apreciar la especificidad con la que se une al
ADN, teniendo en cuenta que si los oligos tuvieran mas de un sitio de unidon se
puedo amplificar mas de un producto. De acuerdo a Buchl et al., (2010), es posible

que la cepa de SC utilizada en este experimento pueda diferenciarse con éxito aun
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en el alimento, siendo el PCR y el PCR los métodos de referencia para llegar a las

técnicas mas rapidas y de bajo costo para la identificacidon de levaduras.
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CAPITULO 6

IDENTIFICACION LA CEPA DE S. cerevisiae SUPLEMENTADA EN
DIFERENTES SECCIONES DEL TRACTO DIGESTIVO DEL RUMIANTE Y EN
LAS PLACAS DE PEYER MEDIANTE LA TECNICA DE PCR.
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6. IDENTIFICACION LA CEPA DE S. cerevisiae SUPLEMENTADA EN
DIFERENTES SECCIONES DEL TRACTO DIGESTIVO DEL RUMIANTE Y EN
LAS PLACAS DE PEYER MEDIANTE LA TECNICA DE PCR.

6.1 INTRODUCCION

Después de obtener el control positivo y saber cdmo debié de apreciarse la
presencia de la levadura en las muestras de tracto digestivo, se prosiguié con la
amplificacion por PCR de muestras del rumen, yeyuno, ileon y placas de peyer de

los tratamientos suplementados y testigo.

6.2 MATERIAL Y METODOS
6.2.1 Extracciéon de ADN de las muestras liquidas (liquido ruminal y contenido
luminal de yeyuno e ileon).

Se llevo a cabo la extraccién de ADN de contenido luminal utilizando un QIAmp mini
kit (QIAGEN Ltd., Crawley, West Sussex, RU). Se tomaron 0.5 ml de fluido ruminal o
contenido luminal de yeyuno e ileon en un eppendorf de 1.5 ml, después se agrego
1ml de PBS (Anexo 1), se agito y se dejéo sedimentar. Se tomé 0.5 ml del
sobrenadante sin detritos. Se agrego 0.5 ml de buffer ATL y se dejé calentando 10
min a 95 °C, se coloco en el vortex por 15 segundos para centrifugarse 1 minuto a
8000 rpm después. Se tomaron 200 ul de sobrenadante con una pipeta y se
colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 ml nuevo en donde se le agregaron 15 pul de
Proteinasa K., se colocé de nueva cuenta en el vortex por 15 segundos y se le
agregaron 200 ul de buffer AL, se lleva al Vortex por 15 segundos y se incubé a 70
°C por 20 minutos. Al momento de sacarlo de la estufa donde se incubd, se le
agregaron 200 ul de etanol y se colocé nuevamente en el Vortex. Se transfirié toda
la mezcla a una columna DN Easy Minipintube 2 ml y se centrifugd 1 minuto a 8000
rom. Se transfirid la columna a un tubo nuevo de 2 ml y se le adicionaron 500 pl de
buffer AW1 centrifugando 1 minuto a 8000 rpm posteriormente. Se transfirid la
columna a otro tubo nuevo de 2 ml adicionando 500 pl de buffer AW2 para volverse
a centrifugar 3 minutos a 14000 rpm. Por ultima vez se transfiri6 columna a un tubo
nuevo de 2 ml y se le pusieron 100 yl de buffer AE. Se incubdé 3 minutos a

temperatura ambiente, se centrifugd 1 minuto a 8000 rpm y se colectdé el ADN. Una
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vez obtenido el ADN, se analizdé la pureza en un nanodrop (NanoDrop 2000c,
Thermo SCientific, USA).

6.2.2 Extraccion de ADN de las muestras sélidas (Placas de Peyer de Yeyuno
e ileon).

Para la extraccion de ADN de las placas de peyer, se lavé la muestra con PBS para
macerarla después con un mortero y pistilo previamente esterilizados. Una vez bien
macerado, se vertié el contenido en tubos eppendorf y se colocé en la centrifuga por
un minuto a 2500 rpm para obtener un pellet. Se desecho el sobrenadante y se le
agrego 180 ul de ATL y 20 pl de Proteinasa K, incubando la mezcla previamente
homogeneizada con vortex por una hora a 56 °C en Termoblot agitando de manera
intermitente cada 15 min. Al momento de sacarla, se colocdé en el vortex
nuevamente por 15 segundos y después se les puso 200 ul de AL, otra vez al vortex
y se le afiadio 200 ul de Etanol colocandose en el vortex una vez mas para después
tomar la mezcla con una pipeta y colocarla en una columna DN Easy Minipintube 2
ml. Se centrifugé 1 minuto a 8000 rpm para después deSCartar el liquido, desechar
el tubo y transferir la columna a un tubo nuevo de 2 ml en donde se le adicionaron pl
de buffer AW1 centrifugando 1 minuto a 8000 rpm posteriormente. Se transfirid la
columna a otro tubo nuevo de 2 ml adicionando 500 pl de buffer AW2 para volverse
a centrifugar 3 minutos a 14000 rpm. Por ultima vez se transfirié columna a un tubo
evo de 2 mly se le pusieron 50 pl de buffer AE. Se incub6 10 minutos a temperatura
ambiente, se centrifugd 1 minuto a 8000 rpm y se colectd el ADN. Una vez obtenido
el ADN, se analiz6 la pureza en un nanodrop (NanoDrop 2000c, Thermo SCientific,
USA).

6.2.3 Amplificacion del ADN de la levadura SC en liquido luminal y placas de
peyer mediante PCR

Para la amplificacion del ADN mediante PCR de la levadura se trabajo en un

Termociclador Punto Final (Bio Rad C1000, Singapure), utilizando una modificacion

del protocolo de ciclado de Buchl et al (2010) deSCrito en el cuadro 5.5. La reaccion

de amplificacion fue de 50 pjl (Cuadro 5.6), utilizando la secuencia de

oligonucledtidos deSCritos en el cuadro 5.7.
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6.2.4 Visualizacidon de la extracciéon del ADN y PCR de la levadura SC, (como
control positivo, en liquido luminal y placas de peyer)

La visualizacion del ADN del las muestras se llevo a cabo por electroforesis vertical

en geles de poliacrilamida al 10% como se deSCribe en el punto 5.2.1.5.3 de

material y métodos del experimento 1 del capitulo 5.

6.3 RESULTADOS

El patron de la levadura suplementada no se observd en las muestras luminales de
yeyuno (fig 5 ) de ileon (fig 6), rumen (fig 7) y placas de peyer (fig 8) en todos los
tratamientos.

A continuacion se presentan los resultados de la amplificacion del ADN mediante la

técnica de PCR de cada tratamiento.

Fig.5 Amplificacion de ADN de levadura en contenido luminal de yeyuno

mediante PCR utilizando geles de Poliacrilamida al 10%

Fig.6 Amplificacion de ADN de Ilevadura en contenido luminal de ileon

mediante PCR utilizando geles de Poliacrilamida al 10%
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Fig.7 Amplificacion de ADN de levadura en contenido luminal del rumen

mediante PCR utilizando geles de Poliacrilamida al 10%

€ (@

Fig.8 Amplificacion de ADN de contenido luminal del rumen mediante PCR

utilizando geles de Poliacrilamida al 10%
6.4 DISCUSION

En cuanto a los resultados de las amplificaciones para observar el patron de bandas
para la levadura SC, no se observd nada respecto a la existencia de la levadura en
liquido o tejido linfoide (Placas de peyer) del tracto digestivo de los corderos de
engorda a los que se les suplementd. Es probable que algunas condiciones hayan
intervenido en los resultados esperados tales como el uso de los oligonucledétidos
empleados y seleccionados basandose en los recomendados en el protocolo de

Ness et al., (1993), pudieron no haber sido los correctos para nuestro bandeo, o
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bien, la posibilidad de que la dosis de levadura suplementada no haya sido la
adecuada o que la cantidad de células viables haya sido baja o en cantidades
irregulares (Tripathi y Karim, 2011). Pudo interferir la viabilidad de las células ya que
algunos autores (Fiems et al.,1993; Durand-Chaucheyras et al., 1998) dicen que
ésta es de tan solo unas horas o se manifiesta en sélo un porcentaje de la
poblacion. Otra posibilidad es que la levadura puede ser degradada en rumen y no
pasar a intestino delgado o pasar en forma de proteina (Martin y Nisbet, 1992;
Chademana y Offer, 1990; Wallace y Newbold, 1992; Newbold et al., 1996; Dawson
y Girad, 1997) y por eso no se pudo amplificar. Estas pueden ser algunos de los

factores por lo cual no se puedo encontrar la levadura.
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CAPITULO 7

DISCUSION GENERAL
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7. DISCUSION GENERAL

La presente tesis examind el efecto de la suplementacion de la levadura SC en
corderos de engorda sobre los parametro productivos asi como de la presencia de

ésta en el liquido luminal y tejido linfoide (placas de peyer) de yeyuno e ileon.

Los resultados respecto a consumo diario y total de MS, ganancia diaria de peso,
peso inicial, eficiencia alimenticia, peso final y rendimiento en canal, no registraron
efectos estadisticamente significativos que hayan impactado sobre los parametros
productivos (P>0.05). Similarmente otros autores no encontraron diferencias o
disminuyeron su efecto en los parametros productivos con la no inclusién de
levadura (Giger-Reverdin et al., 1996; Agarwal et al., 2002; Kamra et al., 2002; Yang
et al., 2004; Mahender et al., 2005; Kim et al., 2006 y Kawas et al., 2007).

El efecto de la levadura tiene que ver con la dosis de inclusion (Galip, 2006; Tripathi
y Karim, 2011). En este experimento se utilizaron 146 x 10°® UFC/g, (8, 920,000
levaduras en 1 UFC), mientras que Galip (2006), evalu6 dos dietas diferentes
adicionando a cada una 4 g de levadura (20.10° UFC/dia), para las cuales obtuvo
resultados positivos con una cantidad mayor de levadura adicionada. Tripathi y
Karim, (2011) utilizaron 60 corderos por un periodo de 91 dias, cuyos cultivos de
levadura contenian 1.5-2.0 x 10° células por ml, alimentando a cada cordero con 1
ml por kilogramo de peso vivo, mejorando significativamente la ganancia diaria de
peso, entre otros elementos evaluados, incluyendo efectos en fermentacion ruminal.
En este experimento en comparacién con los otros dos autores ya deSCritos, solo
se utilizd una dieta comercial con 12 corderos por un periodo de tiempo de
suplementacion de 58 a 64 dia, suministrando 2.5 y 5 g de levadura por animal por
dia (365 x 10° UFC/dia y 730 x 10° UFC/dia, respectivamente), lo cual hace una
diferencia tanto en el periodo de suministraciéon, la cantidad de levadura o del
numero de células viables, e incluso la cantidad de animales que se utiliz6 como
muestra de la poblacion, lo cual pudo haber tenido un impacto en nuestro
experimento, en donde se podrian hacer cambios para evaluarlos en un futuro
analisis. Si bien la cantidad de levadura influye como lo deSCriben algunos autores
ya citados, EI-Waziry and Ibrahim, (2007) suplementando 22.5 g/dia-1 a un grupo de

ovejas y 11.25 g/dia-1 a otro, tampoco obtuvo efecto alguno respecto MS, FDN y
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FDA. Es por eso que Tripathi y Karim, (2011), dejan claro que la cantidad de células

viables varian mucho sobre la cantidad de levadura deshidratada suministrada.

Aunque los resultados no tuvieron un efecto positivo, han existido varios
experimentos in vitro o in vivo que han obtenido y demostrado respuestas favorables
en la digestion ruminal por alimentacion de rumiantes con cultivos de levaduras
estimulando el numero de bacterias totales y celuloliticas (Newbold et al., 1995),
mejorando la degradacién de la materia organica (Kamel et al., 2004), la regulacién
del pH ruminal (Bach et al., 2007), lo cual esta relacionado con el incremento de la
digestibilidad de la materia seca, por un incremento en la degradacion ruminal
(Paryad y Rashidi, 2009; Fadel, 2007; Tripathi y Karim, 2011; Birick y Yavuz, 2001;
Enjalbert et al., 1999; Erasmus et al., 1992; Lynch y Martin, 2002; Miller-Webster et
al., 2002). Se sabe ademas del impacto en la microflora ruminal e intestinal (Haddad
y Goussous, 2005), observando que la fermentacién ruminal podia ser manipulada
para controlar el paso de patdégenos como Listeria al intestino de los rumiantes
(Olvera-Ramirez, 2007).

Como algunos autores lo establecen, no han tenido efectos en los parametros
productivos pero han demostrado que si existe un efecto sobre la microbiota ruminal
(Chademana y Offer, 1990; Martin y Nisbet, 1992; Newbold et al., 1995 ; Dawson y
Girad, 1997; Durand-Chaucheyras et al., 1998; Agarwal et al., 2002; Lila et al., 2004,
Rossi et al., 2004; Erasmus et al, 2005; Mahender et al., 2005; Kim et al., 2006;
Fadel, 2007; Kawas et al., 2007; Olvera-Ramirez, 2007; Paryad y Rashidi, 2009;
Tripathi et al., 2008; Tripathi y Karim, 2011).

Por otro lado, en esta investigacion no se encontrd la levadura en rumen, yeyuno,
ileon y placas de peyer lo cual puede deberse a diferentes factores: 1) que la
levadura no llegue a intestino delgado o llegue en forma de proteina (Martin y
Nisbet, 1992; Wallace y Newbold, 1992; Jonvel, 1993; Dawson y Girad, 1997,
Tripathi y Karim, 2011), o servir como fuente de vitaminas sobre todo de tiamina,
vitamina capaz de estimular el crecimiento de ciertos hongos presentes en el rumen
(Chaucheyras et al., 1995). 2) que la dosis de la levadura suplementada no haya
sido la suficiente por lo que las concentraciones de levadura eran tan pequefias y no
se pudo amplificar.3) Que las células viables haya declinado rapidamente, asi como

lo deSCribe Fiems et al. (1993), donde reportan que el numero de células viables de
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estos microorganismos declind 30 horas después de finalizado el tratamiento en
ovejas que recibieron levaduras suplementadas. Otros investigadores (Newbold et
al., 1995; Durand-Chaucheyras et al., 1998; Fadel, 2007; Olvera-Ramirez, 2007;
Paryad y Rashidi, 2009; Tripathi y Karim, 2011) utilizaron animales canulados con la
opcion de obtener liquido ruminal y duodenal con levadura viva con un periodo de
tiempo mas corto, trabajando las muestras inmediatamente. Durand-Chaucheyras et
al. (1998), observaron que en corderos, entre 17 y 34% de las células de las
levaduras permanecieron vivas durante su transito a través del tracto digestivo.
Dado el caso de que como menciona éste ultimo experimento, y algun porcentaje de
la muestra haya logrado mantener la levadura viable por el tracto digestivo, en
especial en las placas de peyer. 4) Por ultimo puede existir la posibilidad de que los
oligonucledtidos para la cepa empleada y utilizada en el protocolo de Ness et al.,
(1993), quienes los designaron como adecuados para el bandeo de la levadura SCy
en este experimento no fueran los indicados para amplificar la levadura
suplementada en tracto digestivo. Por lo tanto seria indicado revisar otros
oligonucledtidos para la amplificacion de la levadura en tejidos del tracto digestivo
tales como los reportados por White ef al. (1990): NL1 (5
‘GCATTCAATAAGCGGAGGAAAAG 3°) y NL4 (5°GGTCCGTGTTTCAAGACGG 3")
para la region 26S y los oligonucledétidos ITS1 (5" TCCGTAGGTGAACCTGCGG 37)
e ITS4 (5’'TCCTCCGCTTATTGATATGC 37) para a region ITS1-5.8S-ITS2.

Presentadas éstas posibles causas, seria factible analizarla y ejecutar el
experimento con algunas modificaciones que puedan ayudarnos a saber realmente
de que manera actua la suministracién de la levadura SC tanto a nivel produccién
como el papel que juega dentro del sistema inmune del aparato digestivo. Ademas,
a falta de investigacion de cual es el mecanismo de accion de la levadura o el efecto
que ésta tiene sobre el sistema inmune en pequefos rumiantes, termina siendo un
amplio campo de investigacion y sobre todo importante, ya que se sabe que de
alguna manera la suplementacion de levadura en la dieta mejora la productividad
animal ayudando a la eliminacién de antibiéticos promotores de crecimiento (APC)
(Morales, 2007; Russell y Rychlik, 2001), disminuye el numero de bacterias
patégenas que se eliminan con las heces (Castro y Rodriguez, 2005), es capaz de
prevenir la proliferacion de patdogenos como E. coli y L.monocytogenens en

fermentadores con liquido ruminal (Olvera-Ramirez, 2007), las cuales son bacterias
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que tienen tropismo por placas de peyer las cuales juegan un papel muy importante
en el sistema inmune del animal (Jensen et al., 1998; Philips et al., 2000; Vazquez-
Torres y Fang, 2000) donde los manano-oligosacaridos (MOS) de la pared de la
levadura pueden tener un buen papel en rumiantes, ya que se ha especulado que
tienen un efecto en el sistema inmune, principalmente en placas de peyer (Swanson
et al., 2002; White et al., 2002). Por lo tanto, mas investigaciones deben de llevarse
a cabo para ver el efecto de la levadura SC sobre el sistema inmune de las mucosas
intestinales, si se encuentran en placas de peyer, si pasa a intestino delgado o solo
algunas partes de ellas como las paredes celulares de levadura (PCL), las cuales
son fuentes ricas de polisacaridos naturales de tipo [B-glucanos y manano-
oligosacaridos (MOS), moléculas que cumplen funciones vitales en los procesos de
comunicacion a eSCala intestinal y del sistema inmunitario (Osborn y Khan, 2000;
Kocher, 2005).
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8. CONCLUSIONES

1. La inclusion de dos dosis de levadura viva (SC) siendo éstas de 2.5 y 5
g/animal/dia, no tuvo efecto estadisticamente significativo sobre los parametros
productivos y rendimiento en canal en ovinos de engorda de raza blackbelly.

2. El control positivo de la levadura suplementada para su identificacién por la
técnica de PCR fue obtenida.

3. La levadura suplementada no fue identificada en la muestras del tracto digestivo

(contenido luminal de yeyuno, ileon y rumen) y tejido linfoide (placas de peyer).

A falta de literatura respecto al mecanismo de accién de la levadura SC sobre el
sistema inmune en pequefos rumiantes, seguira siendo un amplio campo de
investigacién por lo que debido a los resultados obtenidos en este estudio, algunas
recomendaciones para continuar evaluado este experimento serian: 1) Aumentar la
dosis suministrada de levadura deshidratada tomando en cuenta que mas que eso,
se tiene que valorar lo mejor posible la cantidad de células viables en dicha dosis
haciendo un experimento previo a la suministracién. 2) Evaluar diferentes
oligonucledtidos utilizados para comparar el bandeo de la levadura SC en la
amplificacion. 3) Aunque se sabe que de alguna manera la suplementacién de
levadura en la dieta mejora la productividad animal ayudando a la eliminacién de
antibiéticos promotores de crecimiento (APC), se tiene que demostrar si la levadura
llega a intestino delgado, tomando en cuenta que es posible decline la cantidad en
pocas horas (Fiems et al., 1993) o la cantidad que logra pasar es solo un minimo
porcentaje (Durand-Chaucheyras et al., 1998) o lleguen sélo algunas fracciones de
ésta tales como las PCL u otras, y si éste fuera el caso, continuar investigando si
son éstas las que tienen un efecto sobre el sistema inmune especificamente en
placas de peyer (Osborn y Khan, 2000; Kocher, 2005).
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