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RESUMEN

El manejo sanitario de los sistemas de produccién se realiza con la adicién de
antibiéticos (APC) en el alimento; sin embargo, estas prdcticas han incremen-
tado los problemas de resistencia por parte de las bacterias patégenas. A partir
de esto se evalué el efecto del suministro de L. casei en los pardmetros pro-
ductivos y region gastrointestinal de esta especie. La investigacion se realizé
en las instalaciones y laboratorios de la Universidad de Narifio y se determi-
naron pardmetros zootécnicos, cuadro hemdtico, quimica sanguinea y andlisis
coproldgico. De igual manera, se realizé histologia e inmunohistéquimica del
intestino delgado de los animales. Se encontré que el suministro de la bacteria
mostré pardmetros productivos similares a los obtenidos con los tratamientos
testigos. Los resultados para quimica sanguineay orina presentaron variaciones
en cuanto a los datos de referencia, sin embargo, se debe tener en cuenta que
los animales utilizados para la evaluacion presentan diferencia en cuanto al
manejo, dado que la mayoria de reportes se tienen en animales de laboratorio
y pocos en sistemas de produccion. Ademds, se observo disminucion en la pre-
sencia de lesiones gastrointestinales de los animales con suministro de L. casei.
Los resultados demostraron la viabilidad del suministro de L. casei en cuyes.

ABSTRACT

The sanitary management of the production systems is carried out with the ad-
dition of antibiotics (GPA) in the food. However, these practices have increased
resistance problems on the part of pathogenic bacteria. From this, the effect of
the supply of L. casei on the productive parameters and gastrointestinal region
of this species was evaluated. The research was carried out in the facilities
and laboratories of the University of Narifio. Zootechnical parameters, blood
count, blood chemistry and coprological analysis were determined. Similarly,
histology and immune-histochemistry of the small intestine of the animals was
performed. It was found that the bacterial supply showed productive parame-
ters similar to those obtained with the control treatments. The results for blood
and urine chemistry showed variations in reference data, however, it should be
taken into account that the animals used for the evaluation have a difference
in handling, given that the majority of reports are in animals of laboratory and
few in production systems. In addition, there was a decrease in the presence
of gastrointestinal lesions of animals with a supply of L. casei. The results de-
monstrated the viability of the supply of L. casei in guinea pigs.

RESUMO

O gerenciamento sanitdrio dos sistemas de producdo é realizado com a adicdo
de antibidticos (APC) nos alimentos; No entanto, essas prdticas aumentaram
os problemas de resisténcia por parte das bactérias patogénicas. A partir disso,
foi avaliado o efeito do suprimento de L. casei nos pardmetros produtivos e na
regido gastrointestinal dessa espécie. A pesquisa foi realizada nas instalagées e
laboratérios da Universidade de Narifio. Pardmetros zootécnicos, hemograma,
quimica sanguinea e andlise coprolégica foram determinados. Da mesma for-
ma, foi realizada histologia e imuno-histoquimica do intestino delgado dos ani-
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mais. Verificou-se que o suprimento bacteriano apresen-
tou pardmetros produtivos semelhantes aos obtidos com
os tratamentos controle. Os resultados para a quimica do
sangue e da urina mostraram variagées nos dados de re-
feréncia, no entanto, deve-se levar em consideracdo que
os animais utilizados para a avaliacdo apresentam dife-
rengas no manuseio, uma vez que a maioria dos relatos é
em animais de laboratério e poucos em sistemas de pro-
ducdo. Além disso, houve uma diminuicdo na presenca de
les6es gastrointestinais de animais com um suprimento
de L. casei. Os resultados demonstraram a viabilidade do
suprimento de L. casei em porquinhos-da-india.

INTRODUCCION

El uso indiscriminado de antibiéticos promotores
de crecimiento (APC) en los sistemas de produccién
animal ha incrementado la resistencia de bacterias
patdgenas intestinales, lo que provoca problemas sa-
nitarios [1]. Las bacterias, como todos los seres vivos,
tienen la capacidad de adaptarse a los cambios en el
ambiente para mejorar su supervivencia. Junto a lo
anterior, el ciclo bioldgico de las bacterias es corto,
lo que eleva la probabilidad de presentar mutaciones
que favorecen la resistencia [2]. Por otra parte, se ha
observado que los microorganismos tienen la facul-
tad de transmitir genes resistentes a otras especies
bacterianas, lo que incrementa el problema [3].

Para evitar estas dificultades, las investigaciones se
han enfocado en el uso de microorganismos que crean
antagonismo con bacterias patégenas [4]. Dentro de
este grupo, se encuentran las bacterias acido lacticas
(BAL), que se han estudiado de manera amplia en los
seres humanos y algunas especies animales [5]. Al res-
pecto, Lactobacillus casei ha mostrado efectividad en el
control de bacterias patdgenas y se ha descubierto que
su antagonismo es producto de mecanismos como la
disminucién del pH del ambiente por la produccién de
acido lactico, la produccién de bacteriocinas, exclusion
competitiva, y la estimulacion del sistema inmune del
huésped [4-6]. Todos estos mecanismos demuestran
que L. casei es una bacteria con alto potencial para el
manejo como microorganismo probidtico.

Sin embargo, el estudio de estos microrganismos en
el cuy (Cavia porcellus) es escaso y falta mucho por
comprender sobre la forma como interactian con
esta especie [7]. Al respecto, Aviles-Esquivel et al.
[8] mencionan que el cuy es un animal herbivoro no

rumiante, que se cria en la regiéon andina de américa
del sur como fuente de proteina. Se indica que el cuy
se ha constituido en una especie productiva de alto
rendimiento en los algunos paises suramericanos,
que ayuda a la seguridad alimentaria de zonas margi-
nadas y con alto indice de pobreza [9].

De acuerdo a lo anterior, el objetivo de esta investi-
gacion fue determinar los efectos del suministro de
L. casei en los pardmetros productivos e histolégicos
del cuy (Cavia porcellus).

METODO

Los experimentos fueron aprobados por el comité de
ética de la Universidad de Narifio y los procedimien-
tos se realizaron teniendo en cuenta las normas de
bienestar animal de la Republica de Colombia.

Los andlisis se realizaron en el laboratorio de investigacion
PROBIOTEC-FORAPIS, él area de catedra y servicio
de patologia veterinaria de la clinica veterinaria Carlos
Martinez Hoyos, el bioterio y laboratorios especializados
de la Universidad de Narifio (Pasto, Colombia), situado
entre los 2,500 y 2.800 msnm, tiene una precipitacién
de 980 mm, temperatura de 13,1°C y humedad re-
lativa promedias del 73%, respectivamente. De igual
manera, se utilizo el servicio de microscopia electrénica
de la Universidad Nacional, Sede de Medellin (Colombia).

Se uso la cepa comercial Lactobacillus casei ATCC®
11456. Se ajusto el indculo, y se realizaron pruebas
de resistencia a pH de 7,5y 9, siguiendo los procedi-
mientos descritos por Jurado-Gamez et al.[10].

Para el ensayo in vivo se utilizaron 110 cuyes machos
destetos (14 dias de edad) de linea mejorada prove-
nientes de una explotacién particular tecnificada de
cuyes del municipio de Tuquerres (Narifio, Colombia),
con un peso promedio de 300+ 0,5 g; los animales se
distribuyeron en 4 tratamientos con 10 réplicas por
tratamiento y 3 animales por réplica. Los tratamien-
tos evaluados fueron: T1 alimento balanceado, forra-
jey agua destilada; T2 alimento balanceado, forraje y
L. casei; T3 forraje y agua destilada; T4 forraje y L. ca-
sei. Los animales tuvieron un periodo de adaptacién
de cinco dias, y el ensayo tuvo una duracion de 40
dias. El alimento balanceado no tuvo aditivos promo-
tores de crecimiento y el agua destilada se usé como
excipiente (placebo) en los tratamientos T1y T4.
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El indculo (L. casei) se suministré de forma oral me-
diante un gotero, a razén de 5 mL/animal/dia distri-
buido en dos tomas (2,0 mL cada suministro), la pri-
mera a las 7:00 am y la segunda a las 5:00 pm. Se
utilizé una concentracion de 1 x 107 UFC/mL en el
inéculo. Para la dieta con suplemento se suministré
310 g de forraje y 30 g de alimento balanceado, y
para los tratamientos con solo forraje, este se incre-
mentd 50 g para un total de 320 g dia.

Al final de la investigacion, los animales fueron sa-
crificados mediante la administraciéon intravenosa de
Pentobarbital sédico (390 mg/mL) y difenilhidantoi-
na sédica (50 mg/mL) a una dosis de 1 mL/kg peso.
Se realizé evaluacién macroscépica de los animales
siguiendo la técnica de necropsia estandarizada por
el laboratorio de patologia de la Universidad de Na-
rino [11]. Se tomaron muestras del tracto gastroin-
testinal y se colocaron en formol buferado al 10%
para fijacion por 24 horas, luego se realizé el corte de
duodeno, yeyuno e ileon y se ubicaron en cassettes
para inclusién de tejidos debidamente rotulados; se
les realizé inclusién en parafina y coloracién de he-
matoxilina y eosina. Este procedimiento se realizé en
las instalaciones de la fundacion hospital San Pedro
de Pasto (Colombia). De igual manera, se determind
el contenido de acido lactico en la carne de cuy.

Se determinaron las variables productivas consumo
de materia seca (CMS), ganancia de peso (GP) y con-
versién alimenticia (CA). De las muestras de sangre se
determind cuadro hematico, nitrégeno ureico (BUN)
y creatinina, finalmente, se realizé andlisis coprologi-
co. La muestra de sangre fue obtenida por puncién
intracardiaca y las muestras de heces fueron tomadas
directamente del colon al momento del sacrificio.

Los micropreparados de Hematoxilina y Eosina (H/E)
de rutina se describieron y evaluaron histolégica-
mente mediante visualizacién a través de micros-
copia 6ptica; para esto se tuvo como referencia his-
toldgica a Scundamure [12] y para la descripcion de
alteraciones microscopicas a Jubb et al. [13].

Las tinciones diferenciales fueron Tincién de Gram
para identificacion de bacterias Gram positivas y/o
negativas; y acido peryddico de Schiff (PAS) para de-
teccidén de glucégeno y carbohidratos. Estas laminas
se realizaron en la Corporacién de patologia veteri-
naria Corpavet® en la ciudad de Bogota, Colombia.

Para precisar los hallazgos se emplearon marcadores
monoclonales inmuno-histoquimicos de uso en hu-
manos CD3 y CD7%a a los bloques de parafina del
tracto gastrointestinal de los animales para evaluar la
expresion de linfocitos T y B del tejido linfoide aso-
ciado al intestino GALT.

Las muestras de los segmentos conservadas en glu-
taraldheido al 5% fueron analizadas en el Laboratorio
de Microscopia electrénica de barrido de la Univer-
sidad Nacional, sede Medellin utilizando el protocolo
para el procesamiento de este tipo de muestras defi-
nido por dicho Laboratorio.

La cepa lactica fue microencapsulada de acuerdo con
lo descrito por Rodriguez et al. [14]; para ello, la bac-
teria se suspendié al 20% p/v (60 g de Maltodextrina
y 60 g de Inulina en 280 mL de Inéculo bacteriano
previamente ajustado) en relacion 1:1 p/p la cual se
agité hasta homogenizar.

Se utilizé el equipo de secado por aspersion Secador
Spray Bilon 6000s®, con una temperatura de entrada
de 170°Cy una temperatura de salida en un rango de
65 a 67°C con ciclo completo de 2 horas y 30 minutos.
El material microencapsulado se empaquetd en reci-
pientes oscuros de plastico previamente esterilizados
y se almacenaron a temperatura ambiente (20 £ 2°C).

Las pruebas de resistencia a diferentes pH se evalua-
ron mediante un disefio irrestrictamente al azar. Los
pardmetros productivos, la quimica sanguineay el he-
matocrito fueron analizadas mediante andlisis de va-
rianza con el procedimiento PROC GLM del paquete
estadistico SAS University [15]. El peso inicial se inclu-
y6 como covariable para consumo de materia seca. La
comparacion de medias se realizé con el procedimien-
to LSMEANS a un nivel de significancia del 5%.

Para la caracterizacion microscopica, histoquimica
e inmunohistoquimica del tracto gastrointestinal se
empled estadistica descriptiva y registro fotografico
del proceso.

RESULTADOS

Los resultados mostraron que la bacteria fue resis-
tente a pH basico, con un mayor crecimiento a pH 9
(p< 0,05; figura 1).
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El suministro de agua destilada y el in6culo no mos-
traron problemas al momento de suministrarlos. Los
resultados para consumo, ganancia de peso y conver-
sién alimenticia se pueden observar en el cuadro 1.

Los valores indican que no hay diferencias en el CMS
(p>0,05). La ganancia de peso fue menor para los trata-
mientos T3y T4 (p< 0,05), mientras que la conversion
alimenticia fue mas alta para el tratamiento T3 (p<0,05).

Los resultados del hemograma se observan en el
cuadro 2. No hubo diferencia para el contenido de
hematocritos (p> 0,05), mientras que los leucocitos
y las proteinas totales fueron mayores en el T2 (p<
0,05); en cuanto a las plaquetas, se observa que T2
muestra el menor valor y los tratamientos T1 y T3
los valores mas altos (p<0,05); los neutrdéfilos fueron
menores para el T3 y los linfocitos fueron menores
en el T4 y mayores en el T3 (p<0,05).

En el cuadro 2 se indican los resultados de BUN y
creatinina. Se usaron como referencia los valores de-
terminados por Washington y Van Hoosier [16]. El
valor de creatinina fue diferente para el tratamiento
T2 (p<0,05), tratamiento que presentd valores infe-
riores a los de referencia; los otros valores no difi-
rieron y se encuentran dentro del rango reportado.
En cuanto a BUN, los valores encontrados fueron
similares (p> 0,05), pero mayores a los de referencia.

Las caracteristicas macroscépicas del coprolégico mos-
traron valores normales para la especie con coloracion

marrén oscura, consistencia liquida, presencia de moco
y no se observaron parasitos. Para las caracteristicas
microscopicas (cuadro 2), los resultados fueron positi-
vos para la presencia de Isoporas en los tratamientos

T1y T2y positivo en T3 para tropozoitos ciliados.

Figura 1. Resistencia a diferente pH.

LN UFC/mL

Cuadro 1. Valores de consumo de alimento, ganancia de peso

407
367
327
287
247
20

i

|

10
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pH

y conversion alimenticia en cuyes.

T1 T2 T3 T4
CcMS 19402 | 2011,03 | 21404 | 21485
(@) +2310° | +24,09° | #2299 | #32,5°
GP 397,6 402,4 273,0 311,1
(g) +20,3° +10,4° +15,20 +13,20
A 49 5,01 6,95 6,13
+0,03° +0,04° +0,02? +0,02

CMS: consumo de materia seca, GP:
conversion alimenticia.

Cuadro 2. Hematocrito y Parametros bioquimicos en el cuy.

ganancia de peso, CA:

Analito REF. T1 T2 T3 T4
Hematocrito % 35-45 47,5+1,232 51+1,342 47,5+1,072 55,542,342
Leucocitos x 10% /pL 7-14 3,1+0,45° 11+£1,232 3,15+0,56° 2,1+0,78°
Plaquetas x 10¢/uL 250 - 850 410+16° 103+19¢ 441+252 3091720
Proteinas totales g/dL! 4,6 - 6,2 5,2+0,45° 6,4+0,352 5,4+0,61° 5,5+0,34°
Neutroéfilos seg. % 20 - 60 30+1,23° 29+2,03° 17,3+1,56¢ 32+1,38°
Linfocitos % 30 - 80 65+2,34° 67+3,02° 79,5+3,17° 59,5+3,22¢
Monocitos % 2-20 0,1+0,01° 1,0+0,19° 0,2+0,01° 0,4+0,01°
Eosinofilos % 0-5 0 0 0 0
Basdfilos % 0-1 0 0 0 0
Absoluto (linfocitos) 3000 - 8000 2245b 8260° 2590° 13100
Creatinina (mg/dL) 0,6-2,2 0,7+ 0,01° 0,1+ 0,01° 0,5+ 0,01° 0,5+ 0,01°
BUN 9-32 32,92 51,9 39,22 35,72
Trichomonadida -- N N N N
Isospora spp -- P P N N
Balantidium coli -- N N P N
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Las placas tefiidas no mostraron lesiones representa-
tivas en los tratamientos con L. casef, pero si se obser-
varon lesiones en los tratamientos control (figura 2).

En la Figura 3A se presenta los tejidos de duodeno.
Esta tincion fue positiva para todos los tratamientos
y su capa presentaba mayor grosor y fue mas eviden-
te que en los controles.

En la Figura 3B se indica la marcacién para linfocitos
T (CD3). Inicialmente la imagen (B1) corresponde al
control y la (B2) al segmento ileon del tratamiento 4
con fuerte inmunomarcacion.

En la figura 3C se observa la marcacién de linfocitos
B (CD79). En la imagen (C1) del control positivo y la
(C2) de duodeno, se aprecia fuerte inmunomarcacion
para linfocitos B. Se evidencié la presencia de acido
lactico en la carne de cuyes suplementados con cepas
probidticas, con valores de 0,96y 1,42 mg/g de carne;
mientras que en los animales control no fue detectado.

Otros hallazgos

En la Figura 3E se presenta la morfologia del parasi-
to Balantidium coli, el cual fue observado durante el
andlisis de las laminas de Hematoxilina y Eosina so-
bre todo en el colon. Este parasito se identificd en los
tratamientos 1y 3 los cuales no recibieron Lactobaci-
llus casei. Los resultados de la microencapsulacién se
observa en la figura 3F, lo que indica que la bacteria
fue microencapsulada de manera efectiva.

Los microorganismos candidatos a probiético deben
tener la capacidad de resistir los cambios en el pH
del tracto gastrointestinal [17]. La zona del estémago
presenta pH muy bajo, de alrededor de 3, lo que im-
posibilita el crecimiento microbiano y se constituye
en una barrera efectiva para invasores bacterianos
[18]. Sin embargo, los andlisis realizados en otros
estudios in vitro han demostrado que L. casei tiene
la capacidad de resistir estos pH tan bajos [10]. Al
respecto, Subramanian et al. [19] manifiestan que las
BAL disponen de mecanismos para regular la con-
centracion de hidronios en el interior de la célula,
que les permite disminuir su contenido y con ello
evitar la acidez de su medio intracelular.

Dado que el estémago no es la Unica barrera en el
tracto gastrointestinal, la porciéon del intestino del-
gado presenta valores de pH alcalinos, que alcanzan

Figura 2. Enteritis crénica moderada.

valores de 10; esto se convierte en un problema para
la sobrevivencia de las bacterias probidticas [20]. La
evaluacién de diferentes pH alcalinos demostré buena
viabilidad de L. casei a estas concentraciones. Al res-
pecto, Aliaga et al. [21] indican que el intestino del cuy
llega a presentar un valor de pH alrededor de 8 que es
inferior a pH 10 evaluado en esta investigacion, lo que
posibilita la sobrevivencia de L. casei en esta zona, que
le permitiria competir con otros organismos presentes
en el tracto gastrointestinal del cuy [22]. Liu et al. [23]
indican que un crecimiento de 1 x 10° UFC/mL (20,72
Ln UFC/mL) es adecuado para colonizar el tracto gas-
trointestinal; al respecto, los valores encontrados en
los distintos pH demuestran que la cepa tolera estas
condiciones. Sin embargo, el crecimiento a pH 9 fue
mayor, lo que indica que a estas condiciones, la cepa
tiene mayores probabilidades de sobrevivencia.

En cuanto al consumo, Guevaray Carcelén [24] encon-
traron valores similares con el suministré de Lactoba-
cillus y levadura. Por otra parte, Sdez-Lara et al. [25]
indican que los probiéticos no alteran la ingesta de los
animales, corroborando los resultados encontrados.
Aunqgue en otras especies, se ha observado una mejora
en el consumo de los animales [26, 27], todavia no exis-
te un consenso al respecto, por lo que falta mayor in-
formacion para tener resultados concluyentes [28,30].

Los resultados para la ganancia de peso se deben al
alimento balanceado, ya que los tratamientos T3y T4
recibieron solo forraje. Al respecto, Caicedo et al. [9]
mencionan que el cuy tiene un mayor rendimiento
productivo cuando la dieta de forraje es enriquecida
con el suministro de alimento balanceado, factor que
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Figura 3. Tinciones de inmunohistoquimica, Alcian Blue y diferenciadoras para el intestino delgado; microfotografias del tejido
intestinal de Cavia porcellus; y microencapsulado de Lactobacillus casei.
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B (testigo); C2: marcacion linfocitos B (duodeno T4); D: microencapsulacion; E: parasito Balantidium coli (colon T1); F: tamafio y

forma del microencapsulado.

explica las diferencias encontradas entre tratamien-
tos. Sin embargo, todos los valores son similares a los
reportados por Ramos et al. [31], lo que indica que no
se alter6 de manera significativa el pardmetro bajo
las condiciones evaluadas. Para la conversién alimen-
ticia, los resultados son similares a la GP y se pueden
explicar bajo el mismo fendmeno [32].

Los hallazgos histolégicos muestran que L. casei se
adhirié al tracto digestivo y muestra caracteristicas
de agente controlador de organismos patégenos. Los
trabajos de Gamboa et al. [33] y Santarmaki et al. [34]
mencionan que esta caracteristica es muy importante
para evaluar cepas bacterianas con fines probidticos.
Entre los mecanismos antagénicos se ha observado
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que L. casei produce bacteriocinas que tienen dife-
rentes formas de accién [35], algunas afectan direc-
tamente la membrana celular de otros microorganis-
mo, otras inhiben procesos metabdlicos vitales para
la célulay, en la mayoria de los casos, las BAL pueden
disminuir el pH del medio con la produccién de acido
lactico [36]; todos estos mecanismos pueden regular
el crecimiento de otros microorganismo y crear una
barreras protectoras para el organismo huésped [37].

De igual manera, los hallazgos en el analisis coprolé-
gico mostraron una disminucién de parasitos como
consecuencia de la acciéon inhibitorio de L. casei. Sin
embargo, falta conocer mucho sobre los mecanismos
de accidn con este tipo de parasitos, para identificar
que realmente los efectos observados son conse-
cuencia de los tratamientos evaluados [38].

La inmunomarcacién observada puede ser una res-
puesta al dafio tisular generado por las lesiones en-
contradas en los tejidos, un probable crecimiento
bacteriano o una reaccién con el medio de cultivo su-
ministrado. Estos resultados indican que para el caso
de los cuyes, el suministro de una dieta liquida alteré
las condiciones gastrointestinales de los animales.
Al respecto, los estudios realizados por Bustios et
al. [39] revelan que en especies que tienen un bajo
consumo de agua de bebida y que suplen sus reque-
rimientos de este importante nutriente a través de
los alimentos consumidos, pueden presentar altera-
ciones en el tracto digestivo como consecuencia del
suministro de una sustancia (agua), cuando estos no
se encuentran adaptados a este tipo de suministro.

CONCLUSIONES

El suministro de Lactobacillus casei en cuyes (Cavia por-
cellus) no afecta los parametros productivos de consu-
mo de alimento y ganancias de peso, pero si mejora
la conversion alimenticia de los animales alimentados
solo con forraje; lo anterior demuestra que el sumi-
nistro de la bacteria lactica puede ser una alternativa
al uso de antibidticos en los sistemas de produccion.
La inmuno histoquimica y la tincion Alcian Blue de-
mostraron ser una herramienta Gtil para determinar
lesiones en cuy. Sin embargo, se debe continuar con
la evaluacioén de la cantidad de inéculo a suministrar.
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