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RESUMEN

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la definicién de probidtico
es: Cualquier microorganismo vivo que son suministrados en cantidades
adecuadas y promueven beneficios en la salud del organismo huésped. Es por esta
razén que en la actualidad se estan incentivando el uso de estos microorganismos
en la produccion de diferentes especies animales. Sin embargo, muchos de estos
productos comerciales no contienen los microorganismos que mencionan en su
etiqueta, posiblemente por una inadecuada elaboracion y/o mala transportacion,
ademas, provienen de regiones o paises diferentes, por lo que hay la posibilidad
de infecciones. Con este antecedente, elaboramos probioticos artesanales con
microorganismos de nuestras areas de cultivo a un bajo costo y, se comprobd sus
beneficios en el aumento de peso de los animales de experimentacion.

Se probo tres medios para obtener Lactobacillus sp.: heces, leche recién extraida
y liquido ruminal de ganado caprino. Se us6 como medio de cultivo leche en polvo
en diferentes cantidades con melaza, comprobandose que los microorganismos
que fueron cultivados con el liquido ruminal, son los que se multiplicaron en
mayor cantidad.

Seguidamente establecimos pares de cabras de acuerdo a su semejanza de peso,
de los cuales a siete se les aplicd via oral nuestro probidtico artesanal y obtuvimos
una mayor ganancia de peso en comparacion con la de seis ejemplares usados
como controles.

Estos resultados obtenidos podrian beneficiar en costos de produccion a la

ganaderia del litoral asi como también a nivel nacional.
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SUMMARY

According with World Health Organization, the probiotics definition is any
microorganism that is supplied in adequate quantities and promotes health benefits
in the host organism. At the present is encouraging the use of microorganisms to
produce various animal species. However, in many of these commercial products
contain microorganisms that are not on the label, possibly because of inadequate
elaboration and transportation, moreover, the products come from of different
countries or regions to Ecuador, and is possible that these microorganism produce
infection. For that reason, we elaborate artisanal probiotics with microorganism
of Ecuadorian growing areas, at low cost; and we obtain evidences of weight gain
in the experimentation animals.

We tested three media to obtain Lactebacillus sp.: feces, freshly drawn milk
liquid from the rumen stomach of goats (Rumen Fluid). On the other hand as
medium culture, was used medium whole milk powder in different quantities and
it was mixed with melaza, and we obtained more quantity of microorganism in
culture medium used with rumen fluid.

Then we established pairs of goats according their similar weight, to seven were
orally applied our probiotics and founded greater weight gain compared with six
especimens used as controls.

These results could benefit the weight gain of goats in the Ecuador.

Keywords: Goats, probiotics, Lactobacillus sp., Rumen fluid zootechnical additive.

INTRODUCCION

En los ultimos aflos la industria ganadera del Litoral ha sido afectada por los
altos costos de produccion, especialmente para combatir las enfermedades que
frecuentemente atacan a sus hatos.

Las industrias transnacionales frecuentemente nos invaden con una serie de
productos farmacéuticos como por ejemplo, los antibiéticos, que por su mal uso,
producen bacterias resistentes por lo que su tratamiento es nulo.

La mejor manera de combatir las enfermedades es la prevencion y una de las
alternativas modernas es el uso de probidticos tanto en salud humana como en

salud animal.
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De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS,2005), la definicion
de probidtico es: “Microorganismos vivos que, cuando son suministrados en
cantidades adecuadas, promueven beneficios en la salud del organismo huésped.”,
asi también el concepto de probidticos, se puede definir como: “aquellos
microorganismos vivos, principalmente bacterias y levaduras, que son agregados
como suplemento en la dieta y que afectan en forma beneficiosa al desarrollo de
la flora microbiana en el intestino” (FULLER,2012), tiene ya més de un siglo de
antigiiedad y una definicion més adecuada es: “son cultivos simples o mezclados
con microorganismos vivos que aplicados al hombre o a los animales, benefician
al hospedador mejorando las propiedades de la microflora intestinal original”
(HAVENAAR,1992). Algunos expertos indican que los probidticos, deben estar
en una dosis suficiente para modificar (por implantacion o colonizacién) la
microflora de alglin compartimiento del aparato digestivo del hospedador, lo cual
impide que se establezcan los microorganismos patogenos, VAN EYS y DEN
HARTOG, (2012). Otro autor indica que “los probidticos estan constituidos por
microorganismos capaces de inducir o mantener un equilibrio favorable de la
flora presente” DIBNER y RICHARDS, (2005).

Enlatltimadécada, debidoalaresistenciaque vanadquiriendolos microorganismos
patdgenos a los antibioticos existentes, se desarrollan estudios de aplicacion de
probidticos en los diferentes animales de consumo y acompafiamiento humano,
para obtener ganancia de peso o como una alternativa para evitar enfermedades.

Investigadores que efectian varias pesquisas sobre probidticos usados en
tratamientos de enfermedades, encontraron que son varios “los efectos de
mencionados productos incluyendo la modificacion de la flora, evitando la
colonizacion patogena, la prevencion del desequilibrio de la flora intestinal,
la reduccién de la incidencia y duracion de diarreas, el mantenimiento de
la integridad de las mucosas, la modulacion de la inmunidad al evitar la
translocacion bacteriana, la produccion de vitaminas como la B2, B6 y biotina,
la asimilacion de oligoelementos y la actividad antitumoral” (GOMEZ,2006);
“Una forma de actuar de los probidticos para lograr alcanzar un buen estado de
salud del individuo, es a través de la resistencia otorgada contra la invasion de
microorganismos patogenos, que se logra mediante la generacion de sustancias
antimicrobianas como el cido lactico y otros acidos de cadena corta: metabolitos
como perdxido de hidrégeno, diacetilo y bacteriocinas.” GONZALEZ, GOMEZ
y JIMENEZ, (2003), asi como también otro autor concuerda en que “obtuvieron
incrementos del consumo voluntario y de la ganancia de peso vivo cuando
suplementaron la dieta de los animales con un preparado bioldgico a base de
bacterias lacticas” OJEDA, [et al.], (2008).

Por otro lado se realiz6 una investigacion sobre tratamientos de mastitis bovina
con el uso de probidticos, en donde su objetivo principal fue el de obtener un

Investigacion Te ia e I igacion. 2013. 5(5): 1-12 3




Freire et al.

medio de cultivo sencillo, econdmico y que a la vez permitiera el crecimiento y
desarrollo de Lactobacillus bulgaricus y el Bacillus subtilis para ser utilizados
como Probidticos en el tratamiento de la mastitis bovina. Fueron aisladas las
cepas de Lactobacillus bulgaricus y Bacillus subtilis. Se comprobo la eficacia
del probidtico sobre los microorganismos patogenos productores de mastitis y la
recuperacion de los animales tratados con Probidticos tuvo un tiempo promedio de
16 dias GONZALEZ-SANCHEZ, (1995); en otro estudio se demostro la eficacia
del Probidtico sobre los microorganismos patdgenos productores de mastitis y la
recuperacion de los animales tratados con Probidticos (HAMER, 2013).

La Universidad Nacional del Litoral de Argentina en el 2010 tiene investigaciones
sobre el uso de probidticos, considerando el uno de estos productos unaalternativa
natural para compensar los desbalances intestinales que sufren los terneros en
crianza artificial. En esta linea, los especialistas disefiaron indculos con bacterias
acidos lacticas beneficiosas de origen bovino para prevenir enfermedades en el
crecimiento de terneros.

En nuestro medio, ya existen probidticos comerciales para el uso en vacunos,
pero, provienen generalmente de otros paises, por lo que ya tienen mutaciones,
que de alguna forma pueden afectar el sistema inmunoldgico de nuestros animales,
ademas estos probidticos comerciales son muy costosos y tienen un alto indice
de contaminacion y de pérdidas de efectividad durante su manejo, transporte y
aplicacion.

Por esta razén hemos elaborado técnicas sencillas que permitieron obtener los
Lactobacillus que se encontraron en los animales de la zona de General Villamil
“Playas”, en donde las bacterias acidoldcticas fueron usadas posteriormente como
probidticos y se los aplicd a un hato de ganado caprino con el fin de observar los
beneficios en su produccion.

Seleccionamos el ganado caprino, porque es una buena alternativa para
la produccion de leche y carne de exportacion. Los paises del primer mundo
requieren con avidez la leche y productos lacteos de estos animales porque tiene
una gran similitud con la leche materna humana.

Con nuestra investigacion, estaremos produciendo artesanalmente probidticos que
ayudaran en la ganancia de peso de los caprinos, con lo que estaremos aminorando
costos en la produccion ganadera. Ademas se estara dando una apertura para
futuras investigaciones sobre la produccion de probidticos artesanales y su
aplicacion en el desarrollo de las diferentes ganaderias y produccion de pequefios
animales de nuestro pais.
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METODOS

Se conformaron dos grupos de estudiantes para que realicen la elaboracion de
probidticos en el laboratorio de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootécnica.
Un grupo formado por estudiantes de quinto afio de la Facultad y el otro, por
estudiantes del Colegio Técnico Agropecuario Pablo Weber Cubillo los cuales
fueron capacitados. Los materiales que se utilizaron se detallan a continuacion:
matraces, piola, plastico, agua destilada, leche en polvo, melaza, leche recién
extraida de cabras, heces de cabras, liquido ruminal de cabras, stock de tincion
de gran, asa de platino. Entre los equipos que se utilizaron estan: incubadora,
microscopio, autoclave, balanza electronica, balanza romana de 0-100 kg.
Computadora, impresora, camara fotografica y medidor de Ph.

Elaboracién de probiéticos:
Se probd tres sustancias bioldgicas provenientes de cabras (leche, heces y liquido
ruminal) para la obtencion del Lactobacillus sp.

En la primera prueba se utiliz6 5 ml de leche recién extraida con 300 ml de
melaza; en el segundo experimento se empled 5 g de heces frescas con 300 ml
de melaza; y en el tercer testeo usamos 5 ml. de liquido ruminal de cabras recién
muertas con 300 ml de melaza; ademas a cada testeo se afiadio cinco variantes de
leche en polvo de vaca (50, 100, 150, 200 y 250 gramos).

La melaza y las cinco variantes de leche en polvo de vaca se utilizaron como medio
de cultivo para los tres diferentes experimentos. Estos quince medios de cultivo
fueron colocados en diferentes matrices de 1000 ml y sellados herméticamente
con plastico y piola. Posteriormente estos cultivos fueron incubados a 37°C por 72
horas. Cuando el plastico que sella el matraz comienza a dilatar y el pH mide 4.5, la
formula podra ser analizada por el método de tincion de Gram (figura 1).
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Figura 1. (a) Se utilizaron matraces estériles de 1000 ml, se coloco leche recién extraida,
heces o liquido ruminal de las cabras (b) Se peso leche en polvo de vaca en diferentes
cantidades (c) A continuacion se afiadié melaza (d) Los matraces con todo el contenido
indicado con antelacion, se los cubrié herméticamente con plastico (e) Se realizo la
incubacién. (f) Se evidencié la presencia de gas etano con un pH 4.5, la variacion de
colores se debe a las diferentes sustancias bioldgicas utilizadas: el color amarillento
corresponde a leche de cabra; el color marrén a liquido ruminal y el color café oscuro es
heces de cabras.

Método de tincion de Gram:

Recogimos muestras de cada composicion con el asa de platino.

Hacemos el frotis sobre la lamina porta objeto.

Dejamos secar a temperatura ambiente.

Agregamos 2 ml del colorante de violeta de genciana y esperamos 1 minuto.
Enjuagamos con agua.

Agregamos 2 ml de colorante lugol por 1 minuto.

Enjuagamos con agua.

Agregamos alcohol acetona en forma rapida y enjuagamos con agua.
Colocamos fucsina basica y esperamos 1 minuto.

o
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e Observamos al microscopio 6ptico en 10(ocular) x100 (objetivo) con aceite
de inmersion.

e Detectamos los lactobacillus por su forma y tincion de color azulado. (figura 2)

Repiques:

Figura 2. Observacion de Lactobacillus con tincion de gram. (a) y (b) Bacillus gram
positivos que se observan de color azulado

Se realizaron repiques con la combinacion de liquido ruminal (5 ml.) con melaza
(300 ml.) y leche en polvo (50 g.), manteniendo una constante produccion de
Lactobacillus sp. Cada cuatro dias se realizaban los repiques para mantener las
colonias de Lactobacillus en forma constante durante toda la prueba, porque
después del cuarto dia hay un exceso de colonias y tiende a disminuir la
concentracion de UFC por ml.

Andlisis coproparasitarios:
Al inicio del proyecto se realizd un analisis coprologicos comprobandose la
existencia de parasitos en todos los animales, por lo que se aplico Ivermectina.

Aplicacion en ganado caprino:

Se utilizaron 13 cabras, los mismos que fueron mantenidos en el Colegio Técnico
Agropecuario Pablo Weber Cubillo en estado natural y en condiciones ambientales
propias de la region, alimentandose de la vegetacion nativa (no se dio alimento
balanceado). Se conformo dos grupos de cabras considerando su peso:

1) A7 cabras, se les aplico el probidtico via oral (durante 8 semanas), en dosis de
4 ml. en los adultos y de 1-2 ml. en cabritos recién nacidos

2) Los cabras restantes se los us6 como testigos.

3) Se registro la fecha de aplicacion del probidtico y el peso correspondiente de
cada ejemplar.

Investigacion Te ia e I igacion. 2013. 5(5): 1-12 7



Freire et al.

RESULTADOS

1) Elaboracién de probidticos

Se obtuvo una mayor multiplicacion Lactobacillus sp., en la formula de:
liquido ruminal (5 ml.) con melaza (300 ml.) en las combinaciones de leche en
polvo (50, 100 y 150 g.), en comparacion con las formulas de heces y de leche
de cabras recién extraida. La misma que fue comprobada con el método de
tincion de Gram y observacion al microscopio. Con esta mencionada férmula
logramos obtener probidticos elaborados artesanalmente para ser aplicados en
la produccion ganadera de caprinos. (figura 3).

Cantidad de Unidades
Formadoras de Colonias de
Lactobacillus sp.

%0 10 20 - M Heces Fecales
g Leche recién extraida

Heces  Leche recién  Liquido B Liquido ruminal
Fecales extraida ruminal

Figura 3. Cantidad de unidades formadoras de coloniasde Lactobacillus
sp / campo, en las tres diferentes fuentes.

Repiques:
Con los repique se mantuvo una constante produccion de Lactobacillus para
la aplicacion en los cabras durante el tiempo que dur6 la prueba.

2) Aplicacion en ganado caprino:
Con la aplicacion de estos lactobacillus sp. por via oral, los ejemplares que
los recibieron, tuvieron una buena ganancia de peso en comparacion con
los testigos pares, a los que en ningin momento se les dio los probidticos
(figura 4). Cabe recalcar que todos los ejemplares recibieron los mismos
cuidados médicos veterinarios, realizados por los estudiantes de quinto afio
de la facultad.

8 Investigacion Te ia e Investigacion. 2013. 5(5): 1-12




Elab. ion de probidticos ar les para su apli on en

ganado caprino

Analisis de la ganancia de peso
30,00

25,00
20,00
15,00
10,00
5,00
0,00

Peso en Kg.

| Peso final con probidticos \ Peso final sin probiéticos
B Series! 25,79 1 19,67

Figura 4. Ganancia de peso en parejas con y sin probioticos.
DISCUSION

En el afio 2010, investigadores de la Universidad del Litoral utilizaron los
probidticos para el mejoramiento del crecimiento de los terneros, algo se
realizé con ganado bovino, obteniendo ganancia de peso (MARTINEZ, 2011)
en la presente investigacion se obtuvo probidticos elaborados artesanalmente y
al ser aplicados en los caprinos se comprob6 una buena ganancia de peso en
comparacion a los caprinos de controles.

FREIRE y SAQUICELA(2010), realizaron la “Elaboracién de probiéticos
artesanales para el desarrollo de la ganaderia del litoral ecuatoriano”, con
resultados positivos en la produccion de Lactobacillus, lo que dio origen al
trabajo de tesis realizado Martinez en el 2011. Con nuestra actual investigacion
pudimos elaborar probidticos para ganado caprino obteniendo ademas beneficios
en ganancia de peso al ser aplicados en las cabras.

DIAZ REYES, [et al], (2008), analiz6 el empleo de los Lactobacillus y Bacillus
como probidticos en poligastricos. Se destaca el empleo de levaduras como
activadores de la fermentacion ruminal en terneros y otras categorias bovinos. En
nuestro trabajo, la melaza es parte del medio de cultivo y al mismo tiempo en un
activador de la fermentacion ruminal.

Segun CAJAS, [et al], (2013), entre las acciones emprendidas por la Union
Europea (UE) de la creacion de la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA) destaca la aprobacion por el Concejo de Ministros de Agricultura de
la UE-15, en su reunion del 22/7/2003, para la regularizacion del empleo de
aditivos en la alimentacion animal y la prohibicion del uso de antibidticos como
aditivos en los alimentos. Por tal razon el objetivo del presente trabajo, fue crear
un probidtico artesanal, que permita obtener una ganancia de peso, y siguiendo
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con las observaciones de la EFSA, se debe continuar durante siete afios, con
los estudios de evaluacion de este nuevo aditivo zootécnico para determinar su
eficacia y seguridad (ausencia de riesgos) respecto a la salud humana, animal y
medio ambiente.

En el primer foro sobre ganaderia lechera, de la zona alta de Veracruz (SILVA,
2010) se menciona que existe una poblacion mundial de 720 millones de cabras
(55,4% en Asia, 29,8% en Africa, 7,3% en Sur América, 4,4% en Europa, 3% en
Norte y Centro América y 1% en Islas del Pacifico), en dicho foro promueven
la elaboracion de productos no tradicionales de la leche de cabra como helados
y yogurt por ser alimentos lacteos de probada aceptacion. Segiin la encuesta del
Instituto Nacional Estadisticas y Censos (INEC, 2011), a nivel nacional, hay
112.331 cabezas de ganado caprino, mientras que en el afio 2012, disminuy¢ la
cifraa 108.714, Iss cuales estan distribuidas en: region sierra 89.145; region costa
19.339; y regién oriental 230. Siendo el Municipio de Zapotillo que produce la
mayor cantidad de ganado caprino para la elaboracion de quesos, yogurt, manjares
y carne, estos productos son comercializados en Guayaquil, Quito, Riobamba y
el vecino pais del sur. En esta encuesta no se menciona la cantidad de animales
de la provincia de Santa Elena. Con la existencia de estas estadisticas se debe dar
importancia a estos tipos de proyectos, para respaldar a los ganaderos caprinos en
lo que respecta a la produccion y salud de sus animales.

Teniendo una gran extension de zonas secas en las provincias como: Guayas,
Santa Elena, Manabi, El Oro, Loja y otras, propicias para la cria del ganado
caprino y proporcionando la tecnologia apropiada para la obtencion probidticos
para su aplicacion en la ganancia de peso, estaremos contribuyendo a la mejora
de la economia del pais, el mismo que en un futuro cercano debe mirar a la agro
industria como su principal fuente de ingresos.

Hemos demostrado que podemos artesanalmente elaborar probiéticos a bajo costo
con resultados de ganancia de peso en los caprinos, pero es importante anotar que
los microorganismos deben ser extraidos de la misma area de produccion.

CONCLUSIONES

Mediante este proyecto, se pudo demostrar que es posible obtener probidticos
en forma artesanal, para el uso en ganado caprino, lo que ayudaria a abaratar
costos de produccion, porque con la aplicacion de esta técnica se puede alcanzar
un mayor aumento de peso en las cabras. El liquido ruminal dio una mejor
produccion de Lactobacillus con respecto al uso de leche recién extraida o de
heces de los animales del 4rea en estudio.
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La produccion de probidticos artesanales es de menor costo en comparacion
con los que existen actualmente en el mercado y demostramos que el producto
obtenido cumple satisfactoriamente lo propuesto.
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