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. INTRODUCCION



“Todo individuo, desde su nacimiento hasta su
muerte, coexiste con mads de cien billones de
células bacterianas, diez veces mds que el nimero
de células que habitan en el cuerpo humano”

{Luckey y Floch, 1972)



i. INTRODUCCION

La poblacién bacteriana intestinal alcanza la cifra aproximada de 10"
microorganismos, representados por cientos de diferentes tipos de bacterias.
Estas se multiplican en contacto intimo con el epitelio gastrointestinal, sirviendo
de barrera protectora frente a la invasién de los microorganismos patégenos del
entorno y permitiendo al hombre y a los animales adaptarse a través de la

evolucion de las especies a un mundo poblado de gérmenes.

En los individuos sanos puede considerarse que las poblaciones
microbianas y las células de los tejidos en contacto con estas bacterias, forman
un ecosistema cuyos componentes bidticos estan equilibrados. Sin embargo,
influencias diversas, exogenas o enddgenas, pueden aiterar el equilibrio
microbiano y una determinada flora puede convertirse bruscamente en nociva

para su hospedador.

E! estudio de la flora microbiana y sus relaciones con el organismo que
la hospeda ha sido llevado a cabo mediante modernas técnicas de microbiologia
y experimentacion con animales de flora controlada, lo cual ha servido como
base de los conocimientos actuales sobre las funciones de la microflora
intestinal; conocimientos que han hecho evolucionar las ideas sobre el
diagndstico, tratamiento © prevencién de los trastornos fisiopatoldgicos

relacionados con el desequilibrio microbiano.
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En la década de los 50 se incorporan a ia alimentacién animal los
antibidticos, cuyo espectro y farmacocinética permiten tanto la prevencién o
tratamiento de enfermedades bacterianas, como la mejora del crecimiento y de
la eficiencia nutritiva. Sin embargo, es preciso tener muy en cuenta que
independientemente de su utilizacidn y del modo de administracién, los residuos
antibidticos persisten durante ciento tiempo en el organismo una vez finalizado
el tratamiento, con efectos secundarios negativos al distribuirse en mdsculos,
leche y huevos (Gardner, 1978). Por este motivo, su utilizaciébn ha sido
cuestionada por diversos autores, recomendando una especial mesura en el uso
de dichos farmacos, ya que por consideraciones de orden sanitario y tecnoldgico,

la presencia de antibidticos en los alimentos no esta permitida.

Gustafson en 1991 apuntaba la posibilidad de riesgo para la salud publica,
argumentando que el uso de antbidticos en alimentacidén animal como
subterapéuticos o profilacticos, aplicados a pequenas dosis durante largos
periodos de tiempo, podrian inducir a una pérdida significativa de su eficacia
tanto en el hombre (consumidor) como en el animal, asi como a graves
desequilibrios en [a poblacién microbiana intestinal que se traducirian en cuadros
diarreicos inespecificos al disminuir o desaparecer ia flora protectora {(Gotz,
1979). Por este motivo, la suplementacion con antibiéticos como promotores del
crecimiento a partir de 1969, se ha limitado a aquellos no impiicados en el

tratamiento de enfermedades (Parker, 1974).
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Ante este hecho, es preciso investigar otras alternativas y dentro de ellas

los probicticos adquieren gran interés. Lindgren y Dobrogosz (1990) citan
diversos tipos de bacterias que pueden integrar un probidtico, sin embargo, las
utilizadas con mayor frecuencia son cepas de bacterias acido-lacticas (BAL)
como Lactobaciffus y Streptococcus fundamentalmente, administradas por via

oral 0 anadidas en el pienso de forma individual 6 combinada.

Estas bacterias productoras de acido lactico previenen la colonizacién
intestinal por agentes patdgenos, incrementan la fiora beneficiosa, mejoran la
absorcién del calcio, reducen el pH intestinal e influyen positivamente sobre el
crecimiento y el aprovechamiento de los nutrientes. Su efectividad esta
condicionada a la resistencia a enzimas salivares y digestivas, al pH estomacal
y a las sales biliares, asi como a su capacidad para adherirse a las células de

las vellosidades, mucosa o glicocalix.

Desde el nacimiento, y de modo especial en la etapa de destete, influyen
sobre el animal varios factores estresantes como son el cambio de alimentacion
y de habitat, los cuales predisponen o determinan un desequilibrio microbiano en
el drea intestinal, de modo que al disminuir fa concentraciéon de lactobacilos,
aumenta la de coliformes, desencadenandose asi procesos diarréicos. Si
tenemos en cuenta las importantes perdidas economicas gue originan estas
colibacilosis en las explotaciones animales, es facil evaluar el interés que puede

suscitar su prevencion. En este sentido, numerosas investigaciones parecen
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demostrar la efectividad del aporte por via oral de BAL a los animales antes y
después del destete, con el fin de mantener el complejo y delicado equilibrio de
la flora intestinal y favorecer el crecimiento del animal pese a los contratiempos

que inevitablemente surgen en el entorno productivo.

Nuestra investigacion se ha orientado tanto a la determinacion de su
efecto sobre el crecimiento y la eficiencia nutritiva del pienso, como al
conocimiento de los cambios producidos en la flora gastroentérica cuando se

administran determinadas cepas de BAL a pollos, gazapos y lechones.
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I.1. FLORA BACTERIANA DEL TRACTO DIGESTIVO

"La flora bacteriana es indispensable para la vida". Esta era la teoria
expuesta por Pasteur (1885) a finales del siglo pasado y corroborada por
Metchnikoff (1901}). Sin embargo, durante algun tiempo quedé relegada por
algunos investigadores la importancia de esta afirmacion. Es posible que a este
olvido contribuyera el entusiasmo que en aquella época estaba adquiriendo la
lucha contra las grandes enfermedades infecciosas, en detrimento de los

estudios sobre la flora eubidtica.

En la década de los afios 50 la escuela francesa (Saquet, Ducluzeau y
Raibaud) continta lo que podriamos denominar etapa moderna de la flora
intestinal, dedicandose al estudio de la flora autdctona, lo cual permitio
desarrollar el concepto de lo que se denomina "gnotoxenia" o ciencia que estudia

las relaciones entre los animales y la flora microbiana que albergan.

Dubos y Schaedler (1964) consideraron el tubo digestivo y sus
poblaciones microbianas, como un ecosistema altamente integrado en el que
aparecen multiples interrelaciones. Tan importantes son éstas, que toda
modificacién en uno u otro de sus componentes, es capaz de perturbar el
equilibrio y el funcionamiento del ecosistema en su conjunto. £l conocimiento de

estos hechos, unido a los progresos de la terapéutica y a la aparicion de
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bacterias resistentes a los antibidticos, hicieron que la relacion
hospedador/bacteria adquiriera de nuevo especial interés (Ducluzeau y Raibaud,

1979).

En el organismo existe una flora microbiana de tipo indigena y otra
compuesta por microorganismos que potencialmente pueden comportarse como
patogenos. En términos fisioldgicos se realiza una simbiosis entre el organismo
superior y la flora microbiana indigena, el primero se comporta como hospedador
suministrando a los microorganismos el ambiente para su crecimiento y estos
ultimos, como simbiontes, ponen a disposicion del hospedador su capacidad de
sintesis (proteinas y vitaminas) y de ruptura celular {celulolisis). Sin embargo,
cualquier alteracion del ecosistema microbiano con perdidas de microorganismos
de tipo indigena, implica que microorganismos transeuntes, potencialmente
patégenos puedan tomar posesion de los nichos que dejaron vacios las bacterias

indigenas (March, 1979).

Las acciones beneficiosas que desarrolla la flora en el intestino del
hospedador como resistencia a las infecciones, han sido descritas por varios
autores, denominandose fenémeno de antagonismo bacteriano (Freter, 1956),
interferencia bacteriana (Dubos, 1963), efecto barrera (Ducluzeau et al.,, 1970},
resistencia a la colonizacion (van der Waaij et al,, 1971} y exclusion competitiva
{(Lloyd et al., 1977). Estas interacciones representan la principal funcién de las

bacterias indigenas, las cuales protegen al hospedador frente a la proliferacion
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de bacterias potencialmente patdgenas. La mejor evidencia de este efecto
protector de la flora intestinal, proviene de la cbservacion de que los animales
libres de gérmenes, son mas susceptibles a las enfermedades que los animales
normales con la flora intestinal completa. Por ejemplo, mientras el ratén libre de
gérmenes muere con 10 UFC de Salmonella enteritidis, se requieren 10° UFC
para producir la muerte de un raton normal (Colling y Carter, 1978). En esta
situacién, el hecho mas evidente es el cambio en la relacion
lactobacilos/colibacterias, netamente desviada a favor de los primeros en los
animales sanos (15x10° unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) de
contenido intestinal en ileon, colon y recto) y de los segundos (2-3x10° UFC/g)

en los animales con enteritis (Premi, 1974).

Del mismo modo, la poblacidn microbiana intestinal eubidtica permite que
los alimentos se asimilen en condiciones dptimas, al tiempo que facilita el normal
desarrolio del organismo. Por todo ello es preciso un mejor conocimiento de esa
flora intestinal, de su comportamiento y lo que puede resultar mds importante,

de su posible manipulacién.

I.1.1. Desarrollo de la microflora intestinal

Segun Tissier (1900) el tracto gastrointestinal del feto es estéril, se
encuentra en lo que se denomina estado axénico fisiolégico. Sin embargo, la
colonizacidon microbiana es extremadamente precoz y rapida, de modo que a las

24-48 horas del nacimiento se alcanzan concentraciones de 10°1Q"
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microorganismos/gramo de heces, cifras cercanas a las observadas en el adulto,
detectandose Lactobacillus, cocos gram-positivos, Clostridium perfringens y
Escherichia coli, apareciendo mas tarde cocos gram-negativos y Bacteroides

(Lejeune et al,, 1981; Kenworthy y Crabb, 1963; Savage, 1977).

El desarrollo de la microflora intestinal en las primeras etapas de la vida
es analogo para las distintas especies animales (Smith y Crabb, 1961), siendo
la flora lactica, la que primeramente coloniza el aparato digestivo del lechdn
(Premi, 1974), ternero (Smith, 1967) y poilo (Ochi et al., 1964, Sarra et al., 1992).
Sin embargo, en el gazapo, Gouet y Fonty (1973) indican que el estdmago e
intestino delgado estan libres de microorganismos durante la lactancia,
contrastanto con el ciego y colon que albergan una abundante flora a fa semana
de vida, pero con la ausencia de lactobacilos; también Tacconi et al. (1978),
Penney et al (1986) y Ducha et al (1990) afirman que los lactobacilos
normalmente no forman parte de la microflora intestinal del conejo y su presencia
estd estrechamente relacionada con una serie de factores externos al animal
como puede ser el tipo de alimentacidn, detectandose lactobacilos en los conejos
alimentados con cereales y forraje frente a su ausencia en los que recibian
pienso granulado. Por e! contrario, Straw (1988) v Yu y Tsen (1393) si

observaron lactobacilos en el contenido intestinal del conejo.

Del mismo modo, Schaedler (1973) observo en ratones cémo las primeras

bacterias que se establecian en el intestino después del nacimiento, eran los

11
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lactobacilos y estreptococos anaerobios, aumentando muy rapidamente hasta 10°
UFC/g en el estdbmago y manteniéndose esta cifra durante toda la vida del
animal. En el intestino delgado, estas mismas bacterias representaban el 1/10
de las presentes en el estdmago. Sin embargo, en el intestino grueso la situacion
era mas compleja, los lactobacilos y estreptococos anaerobios aparecian al
segundo dia y persistian durante toda la vida del raton, los enterococos y
coliformes se detectaban en heces hacia el décimo dia y ascendian a 10° UFC/g
hacia el duodécimo, para a partir del decimosexto disminuir drasticamente su
ndmero, siendo sustituidos por una poblacidon muy heterogénea de bacterias
anaerobias estrictas. Hay que sefialar que este cambio coincidia
aproximadamente con el fin de la lactancia. McAllister et al. (1979) observan
como las concentraciones de todos los grupos de bacterias disminuian después

del destete (lactobaciios y clostridios principalmente).

Por otra parte, en estudios analogos llevados a cabo sobre evolucion
microbiana intestinal en cerdos, Smith (1965) y Muralidhara et al (1977)
detectaron lactobacilos en heces a las 4 horas del nacimiento, llegando a
concentraciones de 10* UFC/g, a las 8h de vida aparecian coliformes con una
poblacion de 10° UFC/g y a las 24h ambas especies alcanzaban valores de 10°

y 10° UFC/g respectivamente.

En los animales recién nacidos de mamiferos salvajes, a diferencia de los

domésticos, la flora intestinal procede principalmente de la madre, por rutas

12
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directas o indirectas y del ambiente (Tannock et al., 1990; Pedersen et al, 1992).
Sin embargo, en explotaciones intensivas el destete excesivamente precoz a
veces y la crianza artificial de los mamiferos pueden tener un efecto negativo,
al impedir la total colonizacion microbiana, lo que conlleva a graves
consecuencias ulteriores. En las aves, el pollo €s un buen ejempic de como se
restringe o limita el acceso directo del animal a la madre, supuesto que el huevo
se introduce de modo inmediato en la incubadora, y es a partir de este medio

ambiente del que adquiere su flora intestinal.

I.1.2. Localizacion de la microflora intestinal

Distintas comunidades de microorganismaos pueblan el lumen, el epitelio,
o las criptas de Lieberkiihn en cualquier parte del tracto gastrointestinal segun
las diferentes especies animales (Savage, 1977, 1983, 1989; Lee, 1985). Y
algunos otros microorganismos se hallan en el epitelio columnar del intestino

delgado (Koopman et al., 1987).

El lumen puede colonizarse Unicamente cuando la velocidad de paso de
los alimentos no exceda del tiempo necesario para la muitiplicacion de los
microorganismos. Por el contrario, fa superficie epitelial es asiento de esa
multiplicacién, independientemente del flujo intestinal, ya que los gérmenes se
adhieren a las estructuras del epitelio o bien se encuentran suspendidos en las
secreciones producidas por las células epiteliales (Savage, 1979 y 1980). Asi,

la microflora de un determinado segmento del tracto digestivo puede ser

13
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diferente segun se considere la flora luminal o la flora epitelial, inciuso la flora
que coloniza ciertos nichos ecoldgicos, como por ejemplo las criptas de la

mucosa {(Savage, 1977).

La adhesidn de las bacterias a la superficie intestinal parece proporcionar
un buen sistema para las bacterias entéricas, resistiendo las adversas
condiciones de un medio en movimiento. En el pollo, esta capacidad de los
lactobacilos para establecerse y colonizar el buche, fue ampliamente estudiada
por diferentes autores. Investigadores del Reino Unido demostraron mediante
microscopié electronica la existencia de una capa de lactobacilos aviares
intimamente asociada con las células del buche (Fuller y Turvey, 1971; Fuller,
1973; Brooker y Fuller, 1975) confirmando asi, la observacion previamente hecha
por investigadores japoneses (Morishita et al} en 1971. Mas tarde, se observa
como los lactobacilos no penetran mas alld de la superficie epitelial (Fuller y
Brooker, 1974, 1980), sin alterar |la arquitectura de la mucosa (Savage, 1984).
Otras observaciones hechas por autores americanos (Bayer et al, 1975)
confirman la presencia de bacterias en la pared del buche, revelando también
una densa poblacion microbiana asociada a la superficie en la region mas

cercana al eséfago y un reducido nimero de bacterias en el drea apical.

Estudios realizados también con microscopio electronico, han permitido
observar en diferentes tramos del tubo digestivo del ratén, poblaciones

microbianas intimamente unidas entre si y al epitelio por medio de filamentos

14
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(Savage y Blumershine, 1974). Segun Mackowiak (1982}, la adherencia a la
mucosa intestinal se efectia con la colaboracién imprescindible de las
denominadas adhesinas, estructuras antigénicas de superficie que se presentan
habitualmente en forma de filamentos llamados fimbriae, capaces de unirse a
receptores especificos de las membranas celulares. Sin embargo, para
Ducluzeau y Raibaud (1979), en muchos casos, las bacterias aparecen
simplemente suspendidas en el moco, e incluso no llegan a tener relacion

especial con la mucosa.

Por otra parte, los movimientos peristalticos representan uno de ios
factores mas importantes en el control de la adherencia al epitelio y de la
multiplicaciéon bacteriana. En condiciones fisioldgicas normales, la colonizacién
intestinal es mas importante donde existe periodo de éstasis prolongado (ciego),
y mas débil alli donde la motilidad es mas activa (duodeno-yeyuno) (Donaldson,
1973). Podemos afirmar que entre peristaltismo y flora intestinal existe una
relacion reciproca, de manera que si bien el peristailtismo intestinal s uno de los
factores que controia las poblaciones microbianas, éstas a su vez estimulan la
motilidad intestinal. De este modo, es facil comprender que en el animal axénico,
la velocidad de transito esté disminuida en todos los tramos del tubo digestivo

(Ducluzeau y Raibaud, 1979).

Como podemos observar, la colonizacion intestinal por los llamados

microorganismos indigenas es un procesc complejo, afectado por multiples
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factores, que requiere profundas investigaciones sobre los mecanismos de
adhesidn y los determinantes genéticos {(Lee, 1985). Pedersen y Tannock (1989)
consideran la adhesion epitelial como el factor clave en el éxito de la

colonizacion.

I1.1.3. Microflora de los distintos tramos intestinales

Los alimentos, una vez ingeridos, recorren un largo camino desde el
estdmago al recto a través del duodeno, yeyuno e ileon, llegando al colon
ascendente, transverso y descendente del intestino grueso. Para muchos
microorganismos este largo recorrido constituye un ambiente hostil, donde
factores diversos son capaces de evitar o destruir las bacterias indeseabiles.
Entre estos factores se incluyen: el jugo gastrico, la bilis, los acidos grasos, los

acidos organicos, la lisozima, los antibidticos y el propio peristaltismo intestinal.

De las diversas comunidades microbianas que colonizan el tracto
gastrointestinal, unas son indigenas y habitantes permanentes de una
determinada regién, y otras por el contrario, son transiforias y han sido
vehiculadas hasta el intestino por medio del alimento, yacija 0 cama de los

animaies, o bien a través de las propias heces en los coprofagos.

Las especies numéricamente predominantes en el tracto digestivo son
bacterias anaerobias Gram-, si bien los gérmenes Gram+ alcanzan poblaciones

importantes (Tannock, 1988).
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I1.1.3.1. Estdmago
En el area gastrica, la mayoria de los microorganismos probablemente
tengan caracter transitorio, si bien ciertas clases de gérmenes se consideran
indigenas. Asi, algunas especies de Lactobacillus llegan a alcanzar un alto nivel
de poblacién (10° UFC/g de mucosa), pudiendo observarse microscopicamente
en el epitelio escamoso de las zonas no secretoras (pars oesophagea) del
estomago del raton (Savage, 1979, 1980}, del cerdo (Fuller et al.,, 1978; Tannock
el al,, 1987} y del buche de los polios (Fulier y Turvey, 1971). Levaduras del
género Torulopsis se han aislado del epitelio de las porciones secretoras del
estémago de los roedores, mientras que especies de Candida se encuentran en
el estdmago del cerdo (Savage, 1969). En sintesis, puede indicarse que la
microfiora géstrica de numerosas especies de animales monogastricos esta

compuesta principaimente por levaduras y gérmenes Gram+.

I1.1.3.2. Intestino delgado

Del mismo modo que en el estomago, la mayor parte de las bacterias
presentes en el intestino delgado son transitorias, especialmente en los dos
tercios anteriores donde el peristaitismo es mas rapido que la velocidad de

multiplicacién microbiana (Savage, 1977).

Para la mayoria de los autores (Dickman et al,, 1975; Girard-Papau et al.,

1981) el nimero de bacterias en duodeno y yeyuno no excede, normalmente, de
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10* a 10° UFC/g de contenido intestinal, con predominio de las especies

aerobias-anaerobias facultativas, predominantemente estreptococos.

La flora bacteriana del ileon es mas abundante, 10°-10° UFC/g de
contenido intestinal, existiendo predominio de las especies anaerobias estrictas,
principalmente Bacteroides, identificandose de modo habitual, estreptococos y
enterobacterias (Bjorneklett y Midivedt, 1981). Es probable que los
microorganismos que aparecen adheridos al epitelio del ileon distal sean
endogenos. Por el contrario, los que se hallan en el lumen intestinal son
fundamentalmente transitorios, procediendo tanto de los tramos proximales del
intestino delgado como del intestino grueso, una vez que salvan la valvula
ileocecal (Gorbach, 1971). Hay que tener muy en cuenta que las cifras
observadas por aspiracion luminal son infravaloradas si se comparan con las

obtenidas por biopsia de la mucosa (Bhat et al., 1980).

[1.1.3.3. Intestino grueso

| El paso de la vélvula ileocecal, frontera entre intestino delgado y grueso,
va écompaﬁado de un cambio brusco en la importancia y en la composicion de
la flora, en la que predominan las especies anaerobias estrictas. En general, se
observan diferencias cuantitativas y cualitativas en funcién de la localizacion de

la muestra extraida, especialmente cecal o célica.
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El ciego y colon del cerdo (Allison et al,, 1979; Russell, 1979), de los
roedores (Savage, 1977) y los ciegos de los pollos (Salanitro et al., 1974, 1978)
contienen elevadas cantidades de microorganismos (>10"" UFC/g). Estas
poblaciones estan compuestas fundamentalmente por bacterias Gram+ y Gram-,

predominando estas ultimas en el ciego.

La flora fecal viene a ser reflejo, si bien muy imperfecto, de la flora célica
en los mamiferos y de la cecocdlica en las aves {Leclerc y Moriamez, 1980).
Segun Ducluzeau et al. (1984), el perfil bacteriano normal de la flora fecal en
mamiferos, estd constituido por anaerobios estrictos, anaerobios facultativos y
levaduras. Los anaerobios estrictos estan representados fundamentalmente por
Eubacterium, Bacteroides, Endosporus, Peptostreptococcus, Bifidobacterium,
Plectridium y Clostridium, alcanzando concentraciones de 10°-10"" UFC/g de
heces. Algunas especies como Clostridium perfringens se presenta en gran
numero en carnivoros, no siendo tan usual en animales que consumen dietas a
base de cereales. Dentro de los gérmenes anaerobios facultativos, las
enterobacterias se situan en 10" UFC/g de heces, mientras que estreptococos
y lactobacilos se establecen en una proporcion de 10° UFC/g. Las levaduras

presentan una concentraciéon de 10* UFC/g.

Como hemos expuesto, la fiora que coloniza el estdmago o el buche es

muy distinta de la localizada en la parte final del intestino delgado o del intestino
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grueso. No obstante, puede indicarse que en términos cuantitativos existe, en

general, una graduacion creciente en el sentido oral-anal.

Il.2. BACTERIAS PRODUCTORAS DE ACIDO LACTICO

A pesar de la importancia de estas bacterias, los datos referidos al
numero de BAL que existen en el tracto digestivo no son constantes y varian
extraordinariamente de unos autores a otros. Sin embargo, todos los
investigadores coinciden en sefalar que los lactobacilos no ocupan desde el
punto de vista cuantitativo, un lugar prioritario en el conjunto de la fiora, lo que

sugiere que su actividad es independiente de su valor cuantitativo.

I1.2.1. Descripcion microbiolégica

Los gérmenes del género Lactobacillus son bacterias con forma de varillas
rectas o curvas, de 0,6-0,9x1,5-8um, que se presentan aisladas, por parejas o
en cadenas cortas. Inmoviles y aflagelados. Gram+. Anaerobios 0 anaerobios
facultativos. Homofermentativos. Metabolizan los carbohidratos dando como
producto final acido lactico. Crecen en superficie sobre medio sdlido,
favoreciéndose su crecimiento en anaerobiosis al 5-10% de CO,. El intervalo de
temperatura y de pH éptimo de crecimiento se sitta entre 35-38°C y 5,5-5,8
respectivamente. Los lactobacilos tienen unas necesidades nutritivas complejas
para su crecimiento: carbohidratos, nucledtidos, aminodcidos y vitaminas

(Kandler y Weiss, 1992).
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Las bacterias del género Streptococcus, por el contrario, son
microorganismos con forma estérica u ovoide, de 0,5-1,0um, gue se disponen
principalmente en parejas y ocasionalmente formando cadenas cortas. Gram+.
Anaerobios facultativos. Homofermentativos. Metabolizan la glucosa y el producto
final predominante es el acido lactico. Crecen a una temperatura y pH optimos
de 37°C y 9,6 respectivamente. Poseen unas necesidades nutritivas para el
crecimiento que varian ampliamente entre especies: aminoacidos, péptidos,

purinas, pirimidinas y vitaminas (Hardie, 1992).

11.2.2. Mecanismos de accion de las BAL

Supuesto que estas bacterias ejercen miiltiples efectos beneficiosos en
el organismo, es facil comprender que su mecanismo de accion se establezca
por vias muy distintas y a veces poco conocidas. Segun Fuller (1988), dichos
efectos pueden ser debidos a una accién antagdnica frente a grupos de
microorganismos especificos, a un efecto sobre su metabolismo o a un estimulo

de la inmunidad.

1.2.2.1. Disminucién del niumero de microorganismos

Grossowicks et al (1947) demostraron que las BAL reducian el
crecimiento de gérmenes indeseables en el tracto intestinal. Este efecto seria
consecuencia de la produccion de compuestos antibacterianos, de la acidez

intestinal originada o del antagonismo competitivo.
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A) Produccion de compuestos antibacterianos
Diversos autores han comprobado la reduccion del ndmero de gérmenes
patégenos por las BAL mediante la produccion de compuestos antibacterianos,
los cuales han sido denominados de muy diversa forma por distintos
investigadores: Lactobaciliin (Wheater et al., 1951), Lactolin (Kodama, 1952),
Lactocidin (Vincent et al, 1959), Lactobrevin (Kavasnikov y Sudenko, 1967),

Acidolin (Mikolajcik y Hamdan, 1975) y Acidophilin (Shahani et al,, 1976).

Las BAL pueden también producir sustancias que neutralicen los efectos
adversos de un microorganismo al modificar su metabolismo, sin necesidad de
destruirlo, pero si disminuyendo su poblacién. Por ejemplo, cambios en la
actividad enzimatica como veremos més adelante, no asociados con cambios en

la composicion de la flora intestinal.

B) Productos finales de la fermentacion y acidez intestinal

Las BAL poseen gran capacidad fermentativa, produciendo cantidades
significativas de acidos organicos (acido acético, formico y lactico) a partir de
carbohidratos simples, io cual determina un aumento de la acidez intestinal que
limita el crecimiento especialmente de los gérmenes patégenos Gram- (Ten Brink
et al., 1987). Fuller (1977) demostré que puede detenerse el crecimiento del E.
coli ajustando el pH de un medio de cultivo a 4,5 mediante la adicién de acido
lactico o clorhidrico. Anos mas tarde, este mismo autor {(Fuller et al., 1981}

administrando yogur (leche fermentada por L. bulgaricus y Str. thermophilus) a
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lechones destetados, observd como descendia el recuento de E. coli en
estémago y duodeno, afirmando que el efecto originado por el yogurth podia ser

reproducido por leche acidificada con acido lactico a un pH de 4,2.

C) Antagonismo competitivo

La importancia de la microflora indigena en el intestino como factor de
resistencia natural frente a microorganismos potencialmente patégenos, fue
reconocida a finales de! siglo XIX por Metchnikoff (Bibel, 1988). Esta microflora
indigena bien establecida es muy estable. La penetracion y colonizacion de
microorganismos no indigenas o del medio y/o de otras especies animales es
impedida por las BAL, las cuales compiten con ofras bacterias en la colonizacién

de zonas intestinales y en la utilizacidén de sustancias nutritivas.

La competencia directa de los gérmenes bacterianos por los lugares de
adherencia en la superficie epitelial del intestino, es un factor importante en la
reduccién de los microorganismos al inducir la exclusién de gérmenes patégenos
(Schieifer, 1985; Schneitz et al., 1993). Si los receptores de la superficie epitelial
estan saturados, la colonizacién intestinal de los microorganismos sera inviable.
van der Waaij ef al. (1971) denominé este fenémeno resistencia a la cofonizacion
y Lloyd et al. (1977} le did el nombre de exclusion competitiva. Sin embargo, en
algunas ocasiones, microorganismos potencialmente patégenos son capaces de
penetrar y/o colonizar el intestino, debido al masivo ataque de agentes

patégenos ¢ a una reduccién temporal de dicha resistencia a la colonizacion.
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Este antagonismo ejercido por los microorganismos de la flora frente a
especies patdégenas, es una de las funcicnes mas importantes. Esta accién fue
demostrada por Waksman en 1945. Mas tarde, Freter (1962} y Raibaud et al.
(1977), comprobaron la existencia de un verdadero efecto barrera microbiana en
el tracto digestivo, interviniendo activamente esta barrera en la implantacion y
proliferacion de gérmenes exdgenos. Los resultados experimentales observados
por Tancrede y Raibaud en 1978, permiten esquematicamente distinguir dos
tipos de efecto barrera: efecto drastico, que conduce a la eliminacion total de la
cepa exdgena y efecto permisivo, que si bien permite o posibilita al germen su

implantacion, limita el tamafio de su poblacion.

Para establecerse en el intestino, los microorganismos necesitan poder
utilizar los nutrientes disponibles. El contenido intestinal es una rica fuente de
nutrientes para el crecimiento microbiano, pero la deficiencia en alguno de elios
hace que su crecimiento se vea afectado. Asi las BAL requieren vitaminas, que
en ocasiones se hallan en cantidades muy pequenas, pudiendo influir
negativamente en su proliferacion. En este sentido, en opinion de Wilson y Perini
(1988) la competencia de los gérmenes deseables e indeseables por
carbohidratos especificos, es parcialmente responsable de la eliminacién de

Clostridium en el ciego del ratén.
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H.2.2.2. Alteracién del metabolismo microbiano
La actividad microbiana en el intestino puede ser estudiada
bioquimicamente mediante pruebas de la actividad enzimatica o valoracién de
la concentracidén de productos finales microbianos. En este sentido, se han
investigado enzimas implicadas en la produccién de carcindgenos activos, a

partir de precarcinégenos indcuos presentes en el pienso.

Las BAL pueden alterar el metabolismo microbianc, modificando la
actividad enzimatica en el medio. Goldin y Gorbach en 1384, comprobaron como
algunas especies de Lactobacillus reducian la actividad de B-glucuronidasa,
nitroreductasa y azoreductasa, sin embargo, a los 30 dias de finalizar la
administraciéon de lactobacilos, la actividad enzimatica aumentaba hasta los
niveles previos a la suplementacién. Una reduccidn similar de 3-glucuronidasa
se observd en polios (Cole et al.,, 1984) y en cerdos (Cole et al, 1987) a los que
se les administrd yogur. Asimismo, algunas BAL poseen B-galactosidasa, capaz
de degradar metabdlicamente los galactésidos de las habas y otras leguminosas,
aumentando asi su valor nutritivo especialmente en pollos, por carecer de dicha

enzima.

11.2.2.3. Estimulacion de la respuesta inmunitaria
El tracto gastrointestinal es un importante organo para la defensa del
hospedador frente a microorganismos potencialmente patégenos. La microflora

intestinal ejerce una profunda influencia en el estado inmunoldgico del animal
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hospedador. Segun Bealmear et al. (1984) la actividad fagocitaria y los niveles
de p-globulinas en suero son superiores en los animales con una flora intestinal
compieta frente a los animales libres de gérmenes. Ma et a/. (1990) demostraron
en ratones que los lactobacilos, en particular el L. casei, estimula la actividad
fagocitaria, afirmacion que esta avalada por otros autores: Saito et al,, 1981;

Bloksma et af., 1981; Kato et al., 1983; Perdigdn et al., 1986.

Este efecto estimulante de la inmunidad ha servido para que algunos
investigadores (Reddy et al., 1983; Friend y Shahan, 1984) hayan apuntado la
posible utilizacién de los lactobacilos en la prevencién de tumores. Tanto Fuller
(1989) como Perdigdn et al. (1981) citan al equipo de Bogdanov {1962) como los
primeros investigadores que observaron efectos positivos sobre el desarrolio

tumoral al administrar L. bulgaricus.

Hasta ahora era desconocido el mecanismo de este fendmeno, Havenaar
y Huis (1992) lo describen de la siguiente forma: las BAL o sus productos finales
de fermentacién inducen cambios en la microflora intestinal y sucesivamente en
la respuesta inmunitaria. Esto sugiere que las BAL no solamente poseen la
facuitad de mantener el equilibrio de la flora intestinal sino que también pueden
indirectamente influir en procesos patolégicos (jinfecciones y tumores?) de

tejidos alejados del tracto digestivo (Drasar y Hill, 1972; Gorbach y Goidin, 1990).
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Ii.3. BACTERIAS ACIDO-LACTICAS Y PRODUCCION ANIMAL
11.3.1. Principales etectos de las BAL
En una primera etapa, los investigadores pretendian con la administracion
de BAL simplemente reducir diarreas y mortalidad, justificandose la mayor

ganancia de peso en funcion de esta accion preventiva (Sandine et al.,, 1972).

Los beneficios potenciales derivados del empleo de gérmenes de los
géneros Lactobacillus y Streptococcus, desde el punto de vista nutritivo y
sanitario han sido estudiados por numerosos autores (Poliman et al, 1980a;
Kinsey, 1981; Fuller, 1989; Sissons, 1989; Tannock, 1989, 1992). En la
actualidad, el empleo de BAL esta orientado en un triple sentido: 1) estimulantes
del crecimiento y mejoradores de fa transformacién de los alimentos en
productos ganaderos, 2) control del desequilibrio intestinal en animales jévenes,
mediante el desarrollo de la microflora indigena y la resistencia a la colonizacion
en el intestino y 3) predigestion de factores antinutritivos (Havenaar y Huis,

1992).

11.3.1.1. Estimulantes del crecimiento y de la eficiencia nutritiva

Mollgaard en 1946 demostré que la suplementacion de la racién con
cultivos de lactobacilos daba lugar a mayores concentraciones de acido lactico
en su intestino, favoreciendo asi la absorcion del calcio y una mayor ganancia
de peso. De este modo, las BAL se han empieado en produccion animal como

promotores del crecimiento, sustitdyendo a los antibidticos y suplementos
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quimico-sintéticos, debido a los inconvenientes qQue acompanan a estos

productos, como ya hemos indicado anteriormente.

1.3.1.2. Prevencidn de trastornos digestivos

Elias Metchnikoff (1908) en su libro "La profongacion de fa vida"
recomendd el uso de productos lacteos fermentados que contuvieran L.
bulgaricus, capaces de vivir, crecer y producir efectos favorables en el tracto
digestivo. Posteriormente Rahe (1915) demostrd que los microorganismos
utilizados por Metchnikoff eran cepas de L. acidophilus, cuyo valor terapéutico

fue estudiado en mas profundidad por Retger y Cheplin (1921) y Kopeloff (1926).

Durante los periodos de baja resistencia (estrés) las bacterias indeseables
proliferan en el intestino haciendo dificil el mantenimiento del balance intestinal,
provocando alteraciones en la fisiologia gastrointestinal. Asi, tras numerosas
investigaciones se llegd a la conclusidén de que ciertos microorganismos,
particularmente las BAL ayudaban a mantener un perfil microbiano favorable en
el intestino, al reducir la flora colibacilar. De este modo, si se introducen en el
tracto intestinal suficientes BAL en un momento de estrés, enfermedad (cuando
en el balance de la flora intestinal predominan los gérmenes patégenos), al
nacimiento o después de un tratamiento con antibidticos (cuando estan presentes
un ndmero minimo de BAL) la alteracién del microbismo intestinal puede ser

minimizado o corregido (Gall, 1970; Piva et al., 1979).
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La reduccién de los cuadros de enteritis es interesante en todas las
especies, si bien en los iechones cobra un particular interés, al ser la
colibacilosis una de las enfermedades que mas preocupa en las explotaciones.
Chopra et al. (1963) y Porter y Kenworthy (1969}, reconocieron como agente
causal de la alta mortalidad de los lechones en la etapa post-destete, a cepas
de E. coli que originaban un fuerte desequilibric en la relacion
lactobacilos/coliformes, motivando un incremento en su actividad metabdlica, que
convertia proteinas en aminas, las cuales irritantes y téxicas aumentaban el
peristaltismo intestinal y desencadenaban procesos diarreicos. En este sentido,
Hill et al. (1970) comprobaron que tras la administracion de BAL se reducian las
aminas fecales y la incidencia de diarrea al inhibir el crecimiento de E. coli
Perdigon et al. (1991) admitieron que el L. casei (1,2x10° UFC/animal/dia) tenia
efectos protectores frente a E. cofi, al incrementar el nivel de secrecion de IgA
en el lumen intestinal, asimismo se observé un mayor efecto inhibidor frente a

coliformes por parte del Str. faecium C68 que del L. acidophilus.
Este efecto se manifiesta cuando a criterio de Fuller (1873,1975) la
dosificacion es superior o igual a 107 UFC/ave, considerando una mayor eficacia

cuando el tratamiento es profilactico que cuando es terapeutico.

Multiples estudios realizados entre otros, por Sandine et al. (1972), Sheck

(1976), Shahani y Ayebo (1980) y Sarra et al. (1991) ponen de manitiesto que
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la adicién de L. acidophilus en el pienso o en el agua de bebida de los animales

jovenes modifica su microflora intestinal.

De ellc se deduce ia necesidad de administrar BAL en los primeros dias
de vida del animal, como medida profilactica eficaz. En el periodo inmediato al
destete, el cambio de alimentacion y el estrés determinan una reduccion en &l
ndmero de lactobacilos, unido a un incremento de E. co/i, factores ambos que

predisponen la aparicion de procesos gastroentéricos (McAllister et al., 1979).

En todos estos casos es preciso tener en cuenta el efecto transitorio post-
tratamiento, demostrado por Cole y Fuller (1984). En este sentido, Pedersen y
Tannock (1989) advierten que los lactobacilos administrados, se mantienen en
cantidades dominantes hasta 2 dias después de su administracion, a partir de

cuyo momento decrece el numero y el efecto en todos los tramos intestinales.

I1.3.1.3. inhibicién del efecto negativo de factores antinutritivos de los
alimentos

Algunas cepas de BAL predigieren factores antinutritivos como acido fitico,
glucosinolatos, inhibidores tripsicos, lectinas y polisacaridos no amitaceos (fibra

dietética).
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11.3.2. Caracteristicas que deben reunir los microorganismos utilizables en
produccion animal

Segun Havenaar y Huis (1992), para que un concentrado de BAL pueda
ser utilizado en produccion animal, es imprescindible que redna una serie de
caracteristicas:

a) Supervivencia en condiciones ambientales muy diversas.

b) Proliferacion y/o colonizacion del focus intestinal, donde han de ser

activos

c) Ausencia de reaccién inmunitaria del organismo frente a la cepa

utilizada.

d) Las cepas de BAL no deben provocar reacciones patégenas, toxicas,

alérgicas, mutagénicas o carcinogenicas.

e) Genéticamente estable.

f) Facil reproduccion.

g) Viabilidad estable durante largos periodos de tiempo de

almacenamiento y a nivel de explotacion.

Las BAL para su impiantacién en el tracto gastrointestinal deberan salvar
ciertas barreras limitantes de su supervivencia. Bottazzi et a/. (1981), Gillitand
(1984) y mas tarde Chateau et al. (1994) estudiaron la resistencia de algunas
BAL a la acidez gastrica, lisozima, aniones y cationes, sales biliares, enzimas
pancredticas y a los antibidticos que puedan ser utilizados como agentes
terapéuticos o como promotores del crecimiento, afirmando que en general, el
Str. faecium era mas resistente que el L. acidophilus. Asimismo, Bottazzi et al.
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{1981) hizo hincapié en que la velocidad de crecimiento de las BAL elegidas
constituye un importante elemento de valoracion, si se considera que los
microorganismos administrados deben reproducirse en el tracto digestivo de los
animales. Esta consideracién es valida en modo especial para los pollos y
lechones, en los cuales el tiempo de permanencia del alimento en el tracto

intestinal es breve.

Existe un factor también muy importante en ia supervivencia de las BAL
en el intestino, como es el refacionado con los contenidos en iodo y cobre del
pienso (corrector adicionado). Si bien los datos disponibles en la bibliografia son
escasos, algunas observaciones parecen indicar que algunas cepas de
estreptococos y lactobacilos son las mas resistentes a las concentraciones

normales de iodo y cobre en el pienso.

Por otra parte, la implantacion o adherencia a las células epiteliales dei
intestino es un factor de especial importancia para que la accién de un
concentrado de BAL sea eficaz. Asi, segun Savage y Dubos (1968), ia habilidad
de los microorganismos para colonizar una superficie epitelial puede ser
determinada mas por condiciones nutritivas y ambientales que por la capacidad
de adhesién a una particular superficie epitelial. Barrow et al. (1980) estudiaron
la especificidad del fenédmeno de la implantacién, observando cémo algunas
cepas de Lactobacillus aisladas de cerdos se adherian a células gastricas de la

misma especie, mientras que con pocas excepciones, otras cepas de
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Lactobaciilus procedentes de aves y mamiferos no se implantan. La adhesion de
las BAL a las celulas epiteliales es probablemente un proceso de multiples
factores, desde la fase inicial de atraccién, a la formacion .de fibrillas y
microcapsulas (Fuller y Brooker, 1980). Parece que la adhesion no es solamente
un mecanismo de enlace entre las celulas epiteliales y las bacterias, sino un
activo proceso que probablemente provoca una respuesta metabdlica en ambos

(Hoepelman y Tuomannen, 1992).

Segun Fuller (1992) el concentrado de BAL perfecto seria el integrado por
microorganismos que se establecieran permanentemente en el intestino después
de una dosis unica o de varias dosis. En este momento, como consecuencia del
efecto transitorio que ya hemos mencionado, para asegurar una maxima
efectividad, es preciso administrar las BAL continua o semicontinuamente a
intervalos que dependeran del tipo de BAL, especie animal, alimentacion y

entorno ambiental.
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ii.4. OBJETIVOS
De acuerdo con el estudio bibliografico realizado y las hipdtesis de trabajo
gue el mismo sugiere, se ha realizado la parte experimental de nuestro estudio,

cuyos tres objetivos fundamentales han sido:

1. Determinar los efectos de la administracion de diversas bacterias
productoras de acido lactico (L. casei, L. acidophilus, Str. faecium C68 y CL15
y Str. faecium + L. helveticus + L. casei + L. acidophilus) susceptibles de ser
utilizadas en produccidn animal, para mejorar el crecimiento y la eficiencia

nutritiva en pollos, gazapos y lechones.

2. Analizar los cambios que experimentan las principales agrupaciones

bacterianas consideradas como representativas de [a flora intestinal.

3. Contribuir como base a la industria ganadera en la obtencién de

aditivos de cardcter bioldgico.
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. MATERIAL Y METODOS

Los experimentos llevados a cabo en las tres especies animales en las
gue centramos nuestro trabajo: pollos, gazapos y lechones, se han realizado en
el Instituto de Alimentacién Animal del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas y los analisis microbiologicos de heces y contenido intestinal se
efectuaron en el Departamento de Calidad y Contrastacion de! Instituto Nacional

de Investigaciones Agrarias.

lll.1. DESCRIPCION Y PROCEDENCIA DE LAS BACTERIAS UTILIZADAS
LLas BAL utilizadas en las distintas pruebas experimentales fueron las
siguientes:
1. Lactobacillus casei
Procedencia: Instituto Llorente
Concentracién: 53x10° UFC/ml
2. Lactobacillus acidophilus
Procedencia: Instituto Llorente
Concentracion: 45x10® UFC/ml
3. Lactobacillus acidophilus
Procedencia: Aislado a partir de mucosa de colon de cerdo e identiticado en
el Instituto LLorente.

Concentracion: 1x10° UFC/ml
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4. Streptococcus faecium cepa Cernelle 68 (SF68)
Procedencia: Bioferment, Lugano (Suiza)
Concentracion: 150x10° UFC/g
5. Streptococcus faecium cepa CL15 (SF15) en medio lactico deshidratado
Procedencia: Laboratorios Fatro (ltalia)
Concentracion: 5x10° UFC/g
6. Mezcla de Streptococcus faecium (80%), Lactobaciilus helveticus(12%),
Lactobacillus casei (5%) y Lactobacilius acidophilus (3%)
Procedencia: Industrias BEL (Francia)

Concentracion: 75x10” UFC/g

li.2. ANIMALES, ALOJAMIENTO Y MANEJO

Pollos. Se han utilizado un total de 375 pollos, tipo broiler, sexados
machos, de estirpe Cobb, de 1 y 28 dias de edad. Se instalaron en baterias
provistas de resistencias eléctricas como sistema de calefaccion, las cuales
disponian de comederos y bebederos para el libre acceso del animal durante las
24 horas diarias de iluminacién. Por otro lado, la temperatura de la sala de
experimentacion se reguld a 37-32-29 y 22°C desde la primera a la cuarta

semana, respectivamente, manteniéndose en 22+1°C hasta la octava semana.

Gazapos. Se han empleado 240 gazapos, machos y hembras, de raza
Neozelandesa, de 3 y 4 semanas de edad. Una vez destetados, se dispusieron

en jaulas colectivas con suelo de rejilla y provistas de comederos y bebederos.
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En todos 10s experimentos, la temperatura en el interior de la sala de

experimentacion fue de 20+1°C.

Lechones. Se utilizaron 126 lechones, machos y hembras, de raza Large-
White y con edades de 3, 4 y 5 semanas. Los recién destetados se alojaron en
jaulas individuales, provistas de suelo de rejilla, tolvas de alimentacion y
bebederos automaticos. La temperatura se mantuvo entre 26 y 28°C al inicio del

experimento, descendiendo progresivamente hasta 22+1°C en la 52 semana.

El resto de las condiciones ambientales fueron las consideradas normales

para el crecimiento de cada especie animal.

En las distintas pruebas experimentales los alimentos y el agua de bebida
estuvieron siempre a libre disposicion de los animales, utilizdndose agua
desionizada en los experimentos en los que las BAL se administraban por esta
via {1 y 2 de pollos), con objeto de evitar la accion bactericida del cloro sobre

estos microorganismos.

Asimismo, en todos los experimentos, se procedid a un control individual
del peso de los animales al comenzar y finalizar fas pruebas, y en aquellas que
asi lo exigieron (1 y 2 de polios) este control se hizo semanalmente. Para los
mismos periodos se registré el pienso consumido y se determiné el indice de

transformacion del alimento.
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En todos y cada uno de los experimentos realizados no se apreciaron
sintomas de patologia especifica ¢ inespecifica, ni recibieron los animaies

medicacion alguna antes o durante los experimentos.

L.3. ALIMENTACION

En la formulacion de las raciones se tuvieron en cuenta las necesidades
establecidas para los distintos nutrientes, segun las recomendaciones del NRC
(1984). Las materias primas utilizadas en la elaboracion de los piensos tenian

una procedencia comun, siendo su calidad uniforme.

Pollos. En las pruebas experimentales realizadas con pollos, la
composicién de las raciones de iniciacion (experimentos 1P y 2P) y acabado
(experimentos 3P y 4P), se especifica en las Tablas 1 y 2 respectivamente.

Todas las raciones se administraron en forma de harina.

Gazapos. Se destetaron el mismo dia de iniciarse las pruebas
experimentales. La composicion de la racion basal se especifica en la Tabla 3.

En este caso ios piensos se administraron en forma de granulo.

Lechones. En todos los experimentos permanecieron amamantados por
la madre hasta el momento en el que comenzaron ias investigaciones. En todas
y cada una de las pruebas se administrd la racion que se muestra en la Tabla

4, siendo su presentacion en forma de harina.
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TABLA 1

COMPOSICION DE LA RACION
ADMINISTRADA A POLLOS DE 0-4 SEMANAS DE EDAD
(Experimentos 1P y 2P)

INGREDIENTES %
Harina de maiz 57,15
Harina de soja (PB 44%) 33,00
Manteca de cerdo 4,00
Harina de carne (PB 50%) 4,00
Fosfato bicalcico 1,00
Carbonato calcico 0,20
Cloruro sédico 0,30
DL-Metionina 0,15
Corrector’ 0,20

ANALISIS CALCULADO
E. metabolizable {(kcalkg) 3.057
Proteina bruta (%) 21,09
Calcio (%) 0,81
Fosforo disponible (%) 0,49
Lisina (%) 1,16
Metionina + Cistina (%) 0,83

]

! Cantidad aportada por kg de pienso: 8.000 Ul vit. A; 1.200 Ul vit. Dgi 2 mg
vit. K; 10 mg vit. E; 6 mg riboflavina; 30 mg niacina; 12 mg pantotenato
calcico; 4 mg piridoxina; 1 mg acido f6lico; 0,01 mg vit. By,; 250 mg
cloruro de colina; 70 mg Mn; 40 mg Zn; 26 mg Fe; 0,5 mg [; 11 mg Cu; 0,1
mg Se.
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TABLA 2

COMPOSICION DE LA RACION
ADMINISTRADA A POLLOS DE 4-8 SEMANAS DE EDAD
(Experimentos 3P y 4P)

INGREDIENTES %
Harina de maiz 59,65
Harina de soja (PB 44%) 29,00
Manteca de cerdo 5,00
Harina de came (PB 50%) 4,00
Harina de alfalfa (PB 15%) 1,00
Fosfato bicaicico 0,52
Carbonato calcico 0,19
Cloruro sédico 0,25
DL-Metionina 0,14
Corrector' 0,25

ANALISIS CALCULADO

E. metabolizable (kcal/kg) 3.140
Proteina bruta (%) 19,70
Calcio (%) 0,68
Fésforo disponible (%) 0,41
Lisina (%} 1,08
Metionina + Cistina (%) 0,77

' La cantidad aportada de corrector por kg de pienso es la indicada en la
Tabla 1.
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TABLA 3

COMPOSICION DE LA RACION
EN LOS EXPERIMENTOS REALIZADOS EN GAZAPOS

INGREDIENTES %
Harina de cebada 32,30
Harina de alfalfa 25,00
Harina de soja (PB 44%) 23,00
Salvado 10,00
Harina de maiz 7,00
Fosfato bicalcico 1,00
Carbonato calcico 1,00
Cloruro sédico 0,50
Corrector’ 0,20

ANALISIS CALCULADO
E. metabolizable (kcal/kg) _ 2.025
Proteina bruta (%) 19,16
Calcio (%) 1,12
Fésforo disponible (%) 0,37
Lisina (%) 0,90
Metionina + Cistina (%) 0,62

' Cantidad aportada por kg de pienso: 8.000 Ul vit. A; 1.200 Ul vit. D,; 2 mg
vit. K; 10 mg vit. E; 4 mg riboflavina; 30 mg niacina; 10 mg écido
pantoténico; 4 mg piridoxina; 1 mg 4acido fdlico; 0,02 mg vit. B,,; 200 mg
cloruro de colina; 35 mg Mn; 30 mg Zn; 20 mg Fe; 0,5mg|; 4 mg Cu;
0,16 mg Se.
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TABLA 4

COMPOSICION DE LA RACION
EN LOS EXPERIMENTOS REALIZADOS EN LLECHONES

INGREDIENTES %
Harina de maiz 40,00
Harina de cebada 29,00
Harina de soja (PB 44%) 24,00
Leche en polvo 4,00
Fosfato bicalcico 1,85
Carbonato calcico 0,60
Cloruro sédico 0,30
Corrector’ 0,25

ANALISIS CALCULADO
E. metabolizable (kcal/kg) 2.843
Proteina bruta (%) 18,00
Calcio (%) 0,88
Fésforo disponible (%) 0,42
Lisina (%) 0,95
Metionina + Cistina (%) 0,65

! Cantidad aportada por kg de pienso: 8.000 Ul vit. A; 1.200 Ul vit. D,; 2 mg
vit. K; 10 mg vit. E; 6 mg riboflavina, 30 mg niacina; 12 mg pantotenato
calcico; 4 mg piridoxina; 1 mg acido fdlico; 0,01 mg vit. B,,; 250 mg
cloruro de colina; 70 mg Mn; 40 mg Zn; 26 mg Fe; 0,5 mg |; 4 mg Cu; 0,1
mg Se.
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li.4. DISENO EXPERIMENTAL
Las distintas pruebas experimentales se disefaron siguiendo el modelo de
bloques al azar, con cinco, cuatro y tres repeticiones en los experimentos con

pollos, gazapos y lechones, respectivamente.

I.4.1. Pollos
El esquema del planteamiento y metodologia de las investigaciones

realizadas en pollos se recoge en la Tabla 5.

* Experimento 1P
Finalidad. Determinar la influencia de la administracion de L. casej, L.
acidophilus y Str. faecium C68 sobre el consumo de pienso, crecimiento,

eficiencia nutritiva y flora ileocecal en pollos de 0-3 semanas de edad.

Animales. 100 pollos sexados machos, de 1 dia de vida, se distribuyeron
en cuatro tratamientos (T, LC, LA y SF68) de 25 animales cada uno. El peso
medio de las aves al iniciarse la prueba fue de 42,2 g, con una diferencia

maxima de 0,8 g entre la media de los grupos.

Tratamientos. E! grupo T considerado testigo no recibidé BAL. La

administracion de los microorganismos se hizo diariamente en el agua de bebida,

segun ta siguiente dosificacion y de acuerdo con los distintos grupos:
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TABLA 5

ESQUEMA DEL PLANTEAMIENTO Y METODOLOGIA DE LAS INVESTIGACIONES REALIZADAS EN POLLOS

N2 de repeticiones

5 repeticiones

5 repeticiones

5 repsticiones

|
EXPERIMENTOS 1P 2P 3p 4P
} OBJETIVOS Crecimiento Eticiencia nutritiva Flora intestinal
“ EDAD Y PESO INICIAL 1dia - 42,2 g 1dia - 483 ¢ 28 dias - 1.255 g 28 dias - 1220 g
TRATAMIENTOS T-LC-LA- SF68 T-SF68,-SF68,-8F15,-SF15,| T - SF68 - SF15 T - SF15 - S+
N2 de animales 100 - 25/grupo 125 - 25/grupo 75 - 25/grupo 75 - 25/grupo

5 repeticiones

BAL
Doslficacion
Via administracién

L. cassi (LC)
1%10° UFC/ave/dia
Agua de bebida

L. acidophilus (LA}
1x10° UFCfave/dia
Agua de bebida

Str. faecium C68 (SF68)
13x10° UFC/ave/dia
Agua de bebida

Str. faecium C68 (SF68,)
13x10® UFCfave/dia
Agua de bebida

Str. faecium C68 (SF68B.)
13x10° UFC/ave/dia
Pienso

Str. fagcium CL15 (SF15,)
13x10° UFC/ave/dia
Agua de bebida

Str. faecium CL15 (SF15;)
13x10° UFC/ave/dia
Pienso

Str. faecium C68 (SFEG8)
13x10° UFC/ave/dia
Pienso

Str. faecium CL15 (SF15)
13x10® UFC/ave/dia
Pienso

Str. faecium CL15 (SF15)
13x10° UFCrave/dia
Pienso

Str. tagcium+L . helveticus+1.

casei+lL. acidophilus {S+L)
13x10° UFCrave/dia
Pienso

PERIODO EXPERIMENTAL

0-3 semanas

0-4 semanas

4-8 semanas

4-8 semanas

RECOGIDA DE MUESTRAS
ANALISIS MICROBIOLOGICO

lleon
Ciegos

{leon
Ciegos

lleon
Ciegos

lieon
Ciegos




MATERIAL Y METODOS
-Grupo LC: L. casei
Dosificacion: 1x10° UFC/ave/dia
-Grupo LA: L. acidophilus
Dosificacion: 1x10° UFC/ave/dia
-Grupo SF68: Str. faecium C68

Dosificacién: 13x10® UFC/ave/dia

* Experimento 2P
Finalidad. Comprobar los efectos de dos cepas de Str. faecium (C68 y
CL15), sobre el consumo de pienso, crecimiento, eficiencia nutritiva y flora

ileocecal en pollos de 0-4 semanas de edad.

Animales. 125 pollos de 1 dia, distribuidos en cinco tratamientos (T,
SF6e8,, SFe8,, SF15, y SF15;) integrados por 25 animales cada uno, con un
peso medio por pollo de 48,3 g y una diferencia maxima entre la media de los

grupos de 0,9 g.

Tratamientos. Los animales del grupo T quedaron como testigos, mientras
que a los integrantes de los grupos SF68 y SF15 se les administro diariamente
en el agua de bebida o en el pienso, los microorganismos y dosis que se indican
seguidamente:

-Grupo SF68,: Sir. faecium C68 en agua de bebida

Dosificacion: 13x10® UFC/ave/dia
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-Grupo SF68,: Str. faecium C68 en pienso
Dosificacién: 13x10° UFC/ave/dia
-Grupo SF15,: Str. faecium CL15 en agua de bebida
Dosificacion: 13x10° UFC/ave/dia
-Grupo SF15;: Sfr. faecium CL15 en pienso

Dosificacion: 13x10® UFC/ave/dia

* Experimento 3P
Finalidad. Observar los etectos de dos cepas de Str. faecium (C68 vy
CL15), sobre el consumo de pienso, crecimiento, eficiencia nutritiva y flora

ileccecal en pollos de 4-8 semanas de edad.

Animales. 75 pollos de 4 semanas de edad, distribuidos en fres
tratamientos (T, SF68 y SF15) de 25 animales cada uno, con un pesc medio

inicial de 1.255 g y una diferencia maxima de 47 g entre la media de los grupos.

Tratamientos. Las aves del grupo T no recibieron BAL. Por el contrario,
a los grupos problema se les administraron estas bacterias en €l pienso, segun
se expone a continuacion:
-Grupo SF68: Str. faecium C68
Dosificacién: 13x10° UFC/ave/dia
-Grupo SF15: Str. faecium CL15

Dosificacion: 13x10® UFC/ave/dia
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* Experimento 4P
Finalidad. Conocer los efectos que origina la administracion de Str.
faecium CL15 y la mezcla de Str. faecium + L. helveticus + L. casei + L.
acidophilus, en una proporcion del 80, 12, 5 y 3 % respectivamente, sobre el
consumo de pienso, crecimiento, eficiencia nutritiva y flora ileocecal en pollos de

4-8 semanas de edad.

Animales. 75 pollos de 4 semanas de edad, pasaron a formar parte de
tres tratamientos (T, SF15 y S+L) constituidos por 25 animales cada uno,
partiendo de un peso medio de 1.220 g y una diferencia maxima de 43 g entre

la media de los grupos.

Tratamientos. Los poilos del grupo T no recibieron en ninglin momento
BAL. La administracion de las bacterias se realizé diariamente utilizando como
soporte el pienso, segun la siguiente dosificacion:
-Grupo SF15: Str. faecium CL15
Dosificacion: 13x10° UFC/ave/dia
-Grupo S+L: Sir. faecium (80 %)+L. helveticus (12 %)+L. casei (5 %)+L.
acidophitus (3 %)

Dosificacién: 13x10° UFC/ave/dia

Metodologia. La metodologia seguida en los distintos experimentos

realizados con pollos fue la misma. Todos los pollos se pesaron individuaimente
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cada semana, registrandose la ganancia de peso y la ingestion de pienso. Una
vez finalizada la prueba, se procedid al sacrificio de 4 aves por grupo e
inmediatamente después de la muerte, los pollos se evisceraron y se recogieron
muestras de contenido de ileon terminal y ciegos para realizar su analisis

microbioldgico.

lll.4.2. Gazapos

En la Tabla 6 se expone el planteamiento y metodologia llevados a cabo

en las investigaciones con gazapos.

* Experimento 1G

Finalidad. Determinar la influencia sobre el consumo de pienso,
crecimiento y eficiencia nutritiva, asi como estudiar la evolucion que presenta en
ileon, ciego y colon, la flora intestinal del gazapo de 3 a 6 semanas de edad,

cuando se le suministra L. casei.

Animales. 48 gazapos recién destetados se distribuyeron en dos grupos
homogéneos (T y LC) de 24 animales cada uno, siendo su peso medio de
410 g por animal y teniendo una diferencia maxima de 14 g en el peso medio de

los grupos.

Tratamientos. Al grupo T se le considerd como testigo, no recibiendo

suplemento microbiano alguno. A los gazapos del grupo LC se les administrod
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TABLA 6

ESQUEMA DEL PLANTEAMIENTO Y METODOLOGIA DE LAS INVESTIGACIONES REALIZADAS EN GAZAPOS

EXPERIMENTOS

1G 2G 3G 4G 5G
" OBJETIVOS —[ Crecimiento Eficiencia nutritiva Flera Intestinal
" EDAD Y PESO INICIAL T 3sem. -410¢g l 4 sem. - 680 g 4 sem. - 663 g 4 sem, - 660 g 4 sem. | 627 g
TRATAMIENTOS T-LC T-1C, -LC, T-LC- SFe8 T-L+S, - L+S_ - L+S, T - 8F15
N¢ de animales 48 - 24/grupo 48 - 16/grupo 48 - 16/grupo 64 - 16/grupo 32 - 1p/grupo
N2 de repseticiones 4 repeticiones 4 repeliciones 4 repeticiones 4 repeticiones 4 repeliciones
; - ;
BAL L. casai (LC) L. casei (LC,) L. casei (LC) LC+5F58 (L+S,) Str. faecium CL15 (SF15)
Dosificaclién 9x10® UFCra/d 9x10° UFCra/d 1%10° UFCra/d 9x10°+12x10® UFC/ald 13x10® UFC/a/d
Via administracién Oral en agua Oral an agua Pienso Oral en agua Pienso
L. cassi (LC)) Str. faecium C68 (SF68) LC+SFB8 (L+S))
9x10® UFCra/d 13x10° UFCra/d 9x10°+12x10° UFC/a/d
Oral en leche Pienso Oral en leche
LC+5FB8 (L+S,)
+x10°+13x10° UFCra/d
Pienso
- L
PERIODO
EXPERIMENTAL 3-6 semanas 4-8 semanas 4-8 semahas 4-8 semanas 4-8 semanas
! 1
RECOGIDA DE | weon lieon feon lieon lleon
MUESTRAS ANALISIS Ciego Ciego Ciego Ciego Ciego
MICROBIOLOGICO Colon Colon Colon Colon Colon
!
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diariamente mediante sonda oral un concentrado de L. casei disuelto en agua

desionizada, a una concentracién de 9x10° UFC/animal/dia.

* Experimento 2G
Finalidad. Comprobar los efectos sobre el consumo de pienso,
crecimiento, eficiencia nutritiva y flora del ileon, ciego y colon de gazapos de 4-8

semanas, cuando se les administra un concentrado de L. casel.

Animales. 48 gazapos de 4 semanas recién destetados, se repartieron en
tres grupos (T, LC, y LC,) de 16 animales cada uno, con un peso medio de

680 g por gazapo y una diferencia maxima de 25 g entre la media de los grupos.

Tratamientos. Los conejos del grupo T no recibieron BAL. La
administracion diaria de las bacterias fue oral mediante sonda, una vez
vehiculados en agua desionizada o en leche descremada de vaca, segun la
siguiente dosificacion, de acuerdo con los distintos grupos:

-Grupo LC,: L. casei en agua

Dosificacion: 9x10® UFC/animal/dia.

-Grupo LC,: L. casei en leche

Dosificacién: 9x10® UFC/animal/dia
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* Experimento 3G
Finalidad. Observar la influencia que ejercian el L. caseiy Str. faecium
(C68 sobre el consumo de pienso, crecimiento, eficiencia nutritiva y flora del iteon,

ciego y colon en gazapos de 4-8 semanas de edad.

Animales. 48 gazapos de 4 semanas, recién destetados se distribuyeron
en tres grupos (T, LC y SF68) de 16 animales cada uno, con un peso medio de
663 g por animal y una diferencia maxima en el peso medio de los grupos de

22 g.

Tratamientos. El grupo T no recibié BAL en ningun momento. La
administracion de las bacterias se realizd a través del pienso durante todo el
periodo experimental, correspondiendo la siguiente dosificacion:

-Grupo LC: L. casei

Dosificacién: 1x10° UFC/animal/dia

-Grupo SF68: Str. faecium C68

Dosificacion: 13x10® UFC/animal/dia

* Experimento 4G
Finalidad. Estudiar los efectos derivados de la administracion conjunta de
L. casei + Str. faecium C68 sobre el consumo de pienso, crecimiento, eficiencia

nutritiva y flora del fleon, ciego y colon en gazapos de 4-8 semanas de edad.
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Animales. 64 gazapos destetados a las 4 semanas de vida, se repartieron

en cuatro grupos uniformes (T, L+S,, L+S, y L+S;) de 16 animales cada uno. E
peso medio inicial por animal fue de 660 g, existiendo una diferencia maxima en

el peso medio de los grupos de 24 g.

Tratamientos. Los gazapos del grupo T se mantuvieron sin aporte de BAL.
La administracién de tos microorganismos en 10s grupos problema, se practicd
diariamente por via oral, bien mediante sonda vehiculados en agua desionizada
o leche descremada de vaca, o bien a través del pienso, de acuerdo con los
distintos grupos:
-Grupo L+S,: L. casei + Str. faecium C68 en agua
Dosificacién: 9x10°+12x10" UFC/animal/dia
-Grupo L+S: L. casei + Str. faecium C68 en leche
Dosificacion: 9x10%+12x10° UFC/animal/dia
-Grupo L+S,: L. casei + Str. faecium C68 en pienso

Dosificacion: 1x10%+13x10® UFC/animal/dia

* Experimento 5G
Finalidad. Determinar la influencia de la administracion de Str. faecium
CL15 sobre el consumo de pienso, crecimiento, eficiencia nutritiva y flora del

ileon, ciego y colon en gazapos de 4-8 semanas de edad.
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Animales. 32 gazapos de 4 semanas recien destetados, constituyeron dos
grupos (T y SF15) de 16 animales cada uno, con un peso medio por animal de

627 g y una diferencia maxima en el peso medio de los grupos de 39 g.

Tratamientos. El grupo T no recibié BAL. Sin embargo, a los gazapos del
grupo SF15 se les administré durante todo el periodo experimental Str. faecium
CL15 en el pienso, de manera gue la ingestion correspondiera a una

concentracion de 13x10® UFC/animal/dia.

Metodologia. En todas las pruebas realizadas en gazapos se aplico la
misma metodologia. Al final del periodo experimental se pesaron individualmente
jos animales, registrandose la ganancia de peso y el consumo de pienso. Con
respecto al estudio microbioclégico, se realizé al concluir el periodo experimental,
excepto en el experimento 1G en el que se verifico un estudio semanal para
determinar las variaciones que se originaban en la flora intestinal desde la 42 a
la 62 semana de edad. Asi, en todos los casos, se sacrificaron y evisceraron 4
gazapos por grupo, recogiendo contenido intestinal a nivel de ileon terminal,

ciego y colon proximal.

il1.4.3. Lechones

En la Tabla 7 se presenta el planteamiento y metodologia efectuados en

las investigaciones con lechones.
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TABLA 7

ESQUEMA DEL PLANTEAMIENTO Y METODOLOGIA DE LAS INVESTIGACIONES REALIZADAS EN LECHONES

EXPERIMENTOS

1L 2L 3L 4l 5L
" OBJETIVOS Crecimiento Eficiencia nutritiva Flora intestinal u
EDAD Y PESO INICIAL 3 sem. - 5,68 kg 4 sem. - 6,78 kg 4 sem. - 6,92 kg 3 sem. - 5,50 kg 5sem. -| 8,98 kg
TRATAMIENTOS T-LC,-LC -LC, T-LC T-LA T-LA-SF15 T-LA- $F15
N2 de animales 36 - 9/gtupo 18 - 9/grupo 18 - S/grupo 27 - 9/grupo 27 - Qigrupo
N2 de repeticiones 3 repeticiones 3 repeticiones 3 repeticiones 3 repeticiones 3 repsticiones

Colon

BAL L. casei (LC,) L. casei {(LC) L. acidophilus (LA) L. acidophilus (LA} L. acidophilus {LA)
Dosificaciéon 1x10° UFCra/d 1x10° UFC/a/d 1x10° UFC/a/d 1x10° UFC/a/id 1x10° UFC/a/d
Via administracién Oral en agua Oral en leche Oral en leche Oral en leche Oral en leche

L. casei (LC)) Str. faecium CL15 (SF15) Str. faecium CL15 [SF15)
1x10° UFCra/d 13x10° UFC/ra/d 13x10® UFC/a/d
Oral en leche Oral en leche Oral en leche
L. casei (LCp)
11x10° UFC/a/d
Pienso

PERIODO

EXPERIMENTAL 3-4 semanas 4-6 semanas 4-8 semanas 3-5 semanas 5-9 semanas

RECOGIDA DE Recto Estémago fleon lleon lleon

MUESTRAS ANALISIS lteon Ciego Ciego Ciego

MICROBIOLOGICO Ciego Colon Colon Colon
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* Experimento 1L

Finalidad. Determinar los efectos derivados de la administracion de L.
casel sobre el consumo de pienso, crecimiento, eficiencia nutritiva y flora

bacteriana existente en &l contenido rectal de lechones de 3-4 semanas de vida.

Animales. 36 lechones recién destetados, de 3 semanas de edad, con los
que se formaron cuatro grupos (T, LC,, LC, y LC;) de 9 animales cada uno y
con un peso medio inicial por animal de 5,68 kg, asi como una diferencia

maxima de 168 g en el pesoc medio de los tratamientos.

Tratamientos. Los animales del grupo T no recibieron BAL. La
administracion de los microorganismos a los grupos problema se realizo
diariamente por via oral, bien a través de sonda, vehiculados en agua
desionizada o leche descremada de vaca, 0 bien en pienso, segun el siguiente
esquema de dosificacion de acuerdo con los distintos grupos:

-Grupo LC,: L. caseien agua

Dosificacién: 1x10° UFC/animal/dia

-Grupo LC,: L. casei en leche

Dosificacion: 1x10° UFC/animal/dia
-Grupo LCp: L. casei en pienso

Dosificacién: 11x10° UFC/animal/dia
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* Experimento 2L
Finalidad. Determinar el consumo de pienso, crecimiento y eficiencia
nutritiva y analizar la flora que habita en los distintos tramos intestinales
(estdmago, ileon terminal, ciego y colon) del lechén, de 4-6 semanas de edad,

cuando se le administra L. casei.

Animales. 18 lechones de 4 semanas de edad recién destetados, se
distribuyeron en dos grupos (T y LC) de 9 lechones cada uno, con un peso
medio por animal de 6,78 kg y una diferencia maxima de 179 g en el peso medio

de los dos tratamientos.

Tratamientos. Los animales del grupo T no recibieron BAL en ningun
momento. A los lechones del grupo LC, se les administrd L. casei en leche
descremada de vaca por via oral mediante sonda, a una concentracion de 1x10°

UFC/animal/dia.

* Experimento 3L

Finalidad. Observar los efectos derivados de la administracién de L.
acidophilus aislado a partir de mucosa de colon de cerdo, sobre el consumo de
pienso, crecimiento, eficiencia nutritiva y flora del fleon, ciego y colon en

lechones de 4-8 semanas de edad.
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Animales. 18 lechones de 4 semanas de edad recién destetados, pasan

a formar parte de dos grupos (T y LA) de 9 animales cada uno, con un peso
medio inicial de 6,92 kg y una diferencia maxima de 205 g en el peso medio de

los grupos.

Tratamientos. Los animales del grupo T no recibieron BAL. A los lechones
del grupo LA se les proporcioné por via oral mediante sonda L. acidophilus
disuelto en leche descremada de vaca, a una concentracion de 1x10°

UFC/animal/dia.

* Experimento 4L

Finalidad. Determinar las modificaciones derivadas de la administracion
de L. acidophilus especitico de cerdos y Sir. faecium CL15 en lechones
destetados a las 3 semanas de edad, tanto en el consumo de pienso,

crecimiento y eficiencia nutritiva, como en la flora del ileon, ciego y colon.

Animales. 27 lechones de 3 semanas integraron tres grupos (T, LA y
SF15) de 9 animales cada uno, con un peso medio inicial por animal de 5,50 kg

y una diferencia maxima en el peso medio de los grupos de 174 g.

Tratamientos. El grupo T no recibid BAL. A los grupos problema se les
proporcionaron las bacterias lacticas disueltas en leche descremada de vaca por

vial oral a través de sonda, seguin la siguiente dosificacion:
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-Grupo LA: L. acidophilus
Dosificacion: 1x10° UFC/animai/dia
-Grupo SF15: Str. faecium CL15

Dosificacién: 13x10° UFC/animal/dia

* Experimento 5L

Finalidad. En la presente prueba se persiguid el mismo objetivo que en fa
anterior, llevandose a cabo con idéntico planteamiento experimental, pero
realizada con lechones a los que se destetd a los 35 dias para iniciar el

experimento.

Animales. 27 lechones de 5 semanas se repartieron en tres grupos (T, LA
y SF15) de 9 animales cada uno, con un peso medio de 8,98 kg y una diferencia

méaxima en el peso medio de los grupos de 234 g.

Tratamientos. El grupo T no recibid ningun suplemento bacteriano. Las
BAL se les suministraron a los grupos problema en leche, de igual manera que
en el experimento anterior y segun la siguiente dosificacion:
-Grupo LA: L. acidophilus
Dasificacién: 1x10° UFC/animal/dia
-Grupo SF15: Str. faecium CL15

Dosificacién: 13x10% UFC/animal/dia
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Metodologia: En todas las pruebas realizadas con lechones, se utilizo la
misma metodologia. Al concluir el periodo experimental se pesaron todos los
animales para el control de la ganancia de peso y el consumo de pienso.
Asimismo, en todos los experimentos excepto en el 1L (muestra rectal}, se

sacrificaron 4 animales por grupo.

I.5. OBTENCION DE MUESTRAS DEL CONTENIDO INTESTINAL
En todos los experimentos realizados en las tres especies, los animales
fueron privados de alimento y agua durante un periodo de 12 h antes del

sacrificio.

Los pollos y gazapos se sacrificaron por dislocacion cervical. Los lechones
se sacrificaron por inyeccion de pentobarbital sddico en vena. Una vez
sacrificados los animales, se evisceraron previa laparotomia siguiendo la linea
blanca, procediendo con la maxima asepsia a separar el estdmago en los
lechones, ligando a nivel de cardias y piloro y recogiendo muestra de su
contenido en la zona correspondiente a la pars oesophagea para su examen

bacteriologico.

El ileon en las tres especies se delimité mediante dos ligaduras, una

proximal a nivel del diverticuio de Meckel y otra distal en la unién ileocecal. La

toma de muestra del contenido ileal se etectud en su parte terminal, ligando de

60



MATERIAL ¥ METODOS

nuevo a 30 (pollos y gazapos) y 20 cm (lechones) por encima de la unidn

leocecal.

Los ciegos en las aves se extrajeron previa ligadura a la altura de la
valvula ileocecal. En gazapos y lechones el ciego se ligd a nivel de la union

ileocecal y cecocdlica, para posteriormente recoger su contenido.

El colon en pollos y lechones se definié desde la ligadura en la ampolla
cecal hasta el principio del recto. En los gazapos, las muestras se obtuvieron del
colon proximal {tramo inmediatamente anterior al de formacion de heces duras),

realizando para ello una nueva ligadura a 30 ¢cm de la unién cecocdlica.

Las muestras de recto de los lechones se recogieron por extraccion

manual, utiizando material estéril para evitar la contaminacion.

Los diferentes tramos intestinales, ligados en sus extremos, y las muestras
de heces recogidas, objeto de analisis microbiolégico, se depositaron en placas
de Petri o recipientes estériles de mayor capacidad en el caso del estémago de
ios lechones, manteniéndose en frigorifico entre 0 y 5°C para evitar el desarrolio
bacteriano. En el Laboratorio de Bacteriologia se procedié con sumo cuidado y
medidas estériles a la recogida del contenido intestinal mediante compresion y
raspado de mucosa, depositando aquel en recipientes de cierre hermético para

su posterior analisis.
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Il.6. ANALISIS MICROBIOLOGICO
Serealizaron de forma periodica controles microbiologicos en primer lugar,
de todos los cultivos de BAL utilizados, asi como del pienso cuando incluia estos
microorganismos lacticos, con la finalidad de comprobar su concentracion y
viabilidad, respectivamente. Y en segundo lugar, del contenido intestinal de los
diferentes segmentos objeto de estudio. Para cada una de las muestras se
prepard una dilucidn al 1:10 (peso:volimen)}, afadiendc 9 mi de solucidn salina
fisiolégica (PBS K,HPO,, 0,121 %; KH,PQO,, 0,034 %; NaCl, 0,8 %, pH 7,2) a 1
g de contenido intestinal depositado en tubo de ensayo estéril bien tapado. Una
vez homogeneizada la muestra (Heidolph Reax 2000) se procedid a preparar con
arreglo a la metodologia general diluciones decimales, a partir de las cuales
sembramos por duplicado en los medios de cultivo correspondientes, observando

siempre el maximo cuidado para evitar cualquier tipo de contaminacion.

En todas las muestras se procedio al aislamiento, identificacion y recuento
de coliformes, enterococos, estafilococos, anaerobios sulfito-reductores y BAL,
preparando para ello los medios de cultivo especificos:

Coliformes: Como medio de cultivo diterencial para el aislamiento y
enumeracion de coliformes se utilizé agar MacConkey (pH 7,2) (Oxoid),
sembrando en superficie € incubando aerbbicamente durante 24-48 horas a
37°C, se observaron las colonias tipicas de color rojo intenso y aspecto no

mucoide.
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MATERIAL Y METODOS

Enterococos: Para detectar y cuantificar de forma selectiva enterococos,
empleamos agar Slanetz-Bartley (7,2) (Oxoid). Debido a la presencia de azida
sddica son inhibidos la mayoria de los microorganismos Gram-, permitiendo el
crecimiento de los enterococos. De las diluciones elegidas se siembra en
superficie, repartiendo bien la muestra con ayuda de un asa de Drigalsky. Se
invierten las placas de Petri y se incuban en aerobiosis a 37-45°C durante 24-48
horas, transcurrido este tiempo se cuentan las colonias que presentaran un color

rojo o pardo-rojize con un borde estrecho de tono blanquecino.

Estafilococos. Como medio selectivo para el aislamiento de estafitococos,
utilizamos el agar de Chapman {agar de sal y manitol, pH 7,5) (Oxoid) sobre el
que sembramos e incubamos aerébicamente durante 24-48 horas a 37°C,

observando posteriormente las colonias de color amarillo brillante.

Anaerobios sulfito-reductores: Para el aislamiento de Clostridium y en
general gérmenes anaerobios esporulados, sembramos en profundidad en tubos
de ensayo que contenian agar SPS (pH 7,2} (Difco) e incubamos en jarras
anaerdbicas bajo atmésfera de 90 % de N y 10 % de CO, (GasPack; BBL)
durante 24 horas a 37°C. El agar SPS provee de todos los factores de
crecimiento necesarios para el desarrollo de clostridios y anaerobios
esporulados, conteniendo sulfito que sera reducido en condiciones anaerobias
hasta el nivel de sulfuro que en presencia de una sal de hierro va a originar un

precipitado negro de sulfuro de hierro en todas las colonias.
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BAL: Collins (1978) compar6 distintos medios de cultivo para recuento de

BAL, observando como el mas idoneo era el agar MRS, el cual corresponde a
las iniciales de Man, Rogosa y Sharpe (1960) quienes elaboraron un medio que
favorecia el buen crecimiento de las BAL en general, al contener sustrato
fermentable y factores de crecimiento suficientes. A partir de la muestra diluida
se sembro en placas de Petri estériles, vertiendo a continuacion sobre ella agar
MRS (pH 6,5) (Oxoid) fundido (45°C) y una vez solidificado el medio, se anadio
una segunda capa de agar MRS antes de incubar en anaerobiosis (5 % de CO,
estimula el crecimiento) (GasPack; BBL) a 37°C durante 4 dias. Durante la
incubacion es importante la presencia de una humedad suficiente por encima del
agar, para que el medio no se vuelva inhibitorio al concentrarse los factores
selectivos sobre la superficie. Las colonias sumergidas o superficiales son

pequenas, opacas y blancas.

Transcurrido el periodo de incubacion se efectud el recuento, aislamiento
e identificacion de colonias. Para expresar numéricamente las UFC presentes en
la muestra, se multiplicé el numero de colonias observadas por el reciproco de
la dilucién sembrada. Para su aislamiento, ias colonias se pasaron por caldo
enriquecido, que sometido a centrifugacion se diluyd en solucién salina para a
continuacion proceder a su identificacion mediante examen microscopico (Correct
Binocular SB-TR) y analisis bioquimico. La identificacion bioquimica se baso¢

principalmente en la fermentacién de carbohidratos y el test de IMVIC, que
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consiste en la comprobacion de: produccion de indol, prueba de rojo de metito,

prueba de Voges Proskauer y crecimiento en medio de citrato.

IIl.7. ESTUDIO ESTADISTICO

Los resultados obtenidos en las distintas pruebas experimentaies
efectuadas, se sometieron a andlisis de la varianza (Statgraph 3.0). Cuando los
valores de F fueron significativos como minimo ai nivel de probabilidad del 5 %
(P<0,05) el grado de significacion estadistica de las diferencias entre medias se

establecié siguiendo el método LSD.
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IV. RESULTADOS

IV.1. CONSUMO DE PIENSO, CRECIMIENTO Y EFICIENCIA NUTRITIVA

IV.1.1. Pollos

* L. casei - L. acidophilus - Str. faecium C68 en pollos de 0-3 semanas
(Exp. 1P)

De acuerdo con los resultados de la Tabla 8 y considerados para la
totalidad del periodo experimental, la adicién de L. casei, L. acidophilus, y Str.
faecium C68 al agua de bebida, no supuso aumento en el consumo de pienso,
al contrario, en todos los grupos que recibieron BAL, este consumo fue menor,
y de forma significativa (P<0,01) en el grupc SF68 tanto para la 1% y 22 semanas,
como para el periodo total. La ganancia de peso no se vié afectada al adicionar
dichos microorganismos. El indice de transformacion disminuyd en mayor o
menor grado en los grupos a los que se administrd BAL, apreciandose una
mayor eficiencia nutritiva (P<0,01) en el tratamiento SF68, a lo largo de todas las

semanas estudiadas y para el conjunto del periodo.

* Str. faecium C68 - Str. faecium CL15 en pollos de 0-8 semanas
(Exp. 2P y 3P)

El analisis estadistico correspondiente a las cuatro primeras semanas
{Tabla 9), no puso en evidencia mejoras significativas en el consumo de pienso
0 en la ganancia de peso. Por el contrario, el indice de transformacion para la

totalidad del periodo, fue significativamente menor (P<0,01) cuando se
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TABLA 8
EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEI, L. ACIDOPHILUS Y STR. FAECIUM C68
SOBRE EL CONSUMO DE PIENSO, CRECIMIENTO Y EFICIENCIA NUTRITIVA EN POLLOS DE 0 A 3 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 1P)

—1

TRATAMIENTOS' |

T LC LA SF68 ES’ |
Semanas: 12 107° 108° 100*® g0” 2,602
CONSUMO DE PIENSO ' 2¢ 262" 277" 259° 207" 8,179
(g/ave) 3¢ 442 387 387 378 26,233
: Periodo total 811® 772"8 746 675" 23,573
| Semanas: 1% 79 83 78 82 3,066
GANANCIA DE PESO | 2¢ 161 179 173 166 6,816
(g/ave) 3e 244 217 224 240 14,359
. Periodo total 484 478 475 488 11,690
. Semanas: 12 1,35 1,30% 1,28"° 1,10% 0,057
INDICE DE 2¢ 1,63" 1,55° 1,50° 1,25 0,055
TRANSFORMACION | 32 1,81° 1,78° 1,73 1,58° 0,058
. Periodo total 1,68° 1617 1,57° 1,38* 0,026

T Testigo; LC: L. casei, LA: L. acidophilus, SF68: Str. faecium C68, administrados en agua de bebida.
2 Error estandar,

Los valores con distintas letras exponendiales (A,B; a,b) en la misma fila son significalivamente diferentes (P<0,01; P<0,05, respectivamente).



TABLA 9
EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE STR. FAECIUM C68 Y STR. FAECIUM CL15
SOBRE EL CONSUMO DE PIENSO, CRECIMIENTO Y EFICIENCIA NUTRITIVA EN POLLOS DE 0 A 4 SEMANAS DE EDAD
(Expenimento 2P)

TRATAMIENTOS' \'
T SF68, SF68, SF15, SF15, ES® |
. Semana: 1* 115° 105" 122¢ 1208¢ 1178¢ 1,612
22 290° 222" 260° 245° 2555 5,544
CONSUMO DE PIENSO c N " . N '
(g/ave) 3 445 400 405 425 385 6,497
: 42 665°¢ 530" 529" 575° 565° 6,838
| Periodo total 1515° 1257 1316° 1365° 1322° 10,310
. Semana: 12 92 88 90 88 95 4,347
22 220° 189" 192% 197% 188" 5,964
a ab ab ab b a
GANANCIA DE PESO 32 262 262 259 273 247 7,176
(g/ave) 5 42 331° 2942 314® 307 311% 10,585
. Periodo total 905° 833" 855" 865" 841" 8,700
| Semana: 12 1,25 1,19 1,36 1,36 1,23 0,067
INDICE DE ' 22 1,328 1,17% 1,35° 1,248 1,36" 0,043
TRANSFORMACION 3¢ 1,70° 1,53° 1,56 1,56% 1,56% 0,050
: 4t 2,01° 1,80 1,68" 1,87%° 1,82% 0,065
. Periodo total 1,67° 1,51 1,54" 1,58" 1,57 0,021

' T: Testigo; SF68, y SF6B,: Str. faccium C68, SF15, y SF15,: Sir. faecium CL15, administrados en agua de bebida y pienso, respectivamente.
¢ Error estandar.
L.os valores con distintas letras exponenciales (A,B,C,D; a,b) eni!a misma fita son significalivamente diferentes (P<0,01: P<0,05, respectivamerte).



RESULTADOS
adicionaron Str. faecium C68 y CL15 en el pienso 0 en el agua de bebida.
Considerados los resultados entre la 4% y 8% semana de edad (Tabla 10},
unicamente el Str. faecium CB8 determiné mayor consumo de pienso y ganancia
de peso (P<0,01}. Sin embargo, a diferencia de lo observado en las cuatro
primeras semanas, ninguna de las cepas de estreptococos adicionadas mejoro

la eficiencia nutritiva.

* Str. faecium CL15 - Str. faecium + L. helveticus + L. casei + L.
acidophilus en pollos de 4-8 semanas
(Exp. 4P)
Comparados los resuitados entre el grupo testigo y los grupos problema
(Tabla 11}, se observd que la adicion al pienso de Str. faeciurn CL15 o de una
mezcia de Sir. faecium + L. helveticus + L. casei + L. acidophilus, no determind

variaciones significativas en la ganancia de peso o en la eficiencia nutritiva del

pienso.

lLos efectos de la administracién de las distintas BAL sobre el crecimiento

y ia eficiencia nutritiva en pollos se observan en el grafico 1.

IvV.1.2. Gazapos

* L. casei en gazapos de 3-8 semanas
(Exp. 1G y 2G)

Los resultados de las Tabias 12 y 13 indican que la administracién directa
de L. casei en agua 0 en leche, carecio de efecto sobre el crecimiento y la

eficiencia nutritiva en gazapos entre 3 y 8 semanas de edad.
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TABLA 10

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE STR. FAECIUM C68 Y STR.

FAECIUM CL15 SOBRE EL CONSUMO DE PIENSO, CRECIMIENTO Y

EFICIENCIA NUTRITIVA EN POLLOS DE 4 A 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 3P)

TRATAMIENTOS'
T SF68 SF15 ES?

CONSUMO

DE PIENSQ 144* 1548 141% 1,370
(g/animal/dia)

GANANCIA

DE PESO 61,4" 66,28 60,4" 1,028
(g/animal/dia)

INDICE DE

TRANSFORMACION 2,35 2,33 2,33 0,048

' T: Testigo; SF68: Str. faecium C68, SF15:Str. faecium CL15, administrados
en pienso.

? Error estandar.

Los wvalores con distintas letras exponenciales en la misma fila son

significativamente diferentes (P<0,01).
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TABLA 11

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE STR. FAECIUM CL15 Y STR.
FAECIUM + L. HELVETICUS + L. CASE|l + L. ACIDOPHILUS SOBRE
EL CONSUMO DE PIENSO, CRECIMIENTO Y EFICIENCIA NUTRITIVA
EN POLLOS DE 4 A 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 4P)

TRATAMIENTOS'

T SF15 S+L ES®
CONSUMO
DE PIENSO 140,0 135,0 135,0 1,861
(g/animal/dia)
GANANCIA
DE PESO 60,3 57,5 58,4 1,009
(g/animal/dia)
INDICE DE
TRANSFORMACION 2,32 2,35 2,31 0,053

' T: Testigo; SF15: Str. faecium CL15, S+L: Str. faecium + L. helveticus + L.
casel + L. acidophilus, administrados en pienso.

? Error estandar.

Los valores sin letras exponenciales no son significativos.
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GRAFICO 1
BACTERIAS ACIDO-LACTICAS: CRECIMIENTO
Y EFICIENCIA NUTRITIVA EN POLLOS

20

Crecimiento NN £ficiencia nutritiva

N
.

://///% |

-10
| I ! I ! | I ! I I

LG LA SFE8 SF58 SF68 SF68 SF15 SF15 SF15 S+1L
(A-3) [A-3) (A-3) (A-4) (P-4) (P-8) (A-4) (P-4) (P-8) (P-4)

A:agua; P:pienso, 3, 4,8:5em. de edad



TABLA 12

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEI SOBRE EL CONSUMO
DE PIENSO, CRECIMIENTO Y EFICIENCIA NUTRITIVA
EN GAZAPOS DE 3 A 6 SEMANAS DE EDAD
{Experimento 1G)

TRATAMIENTOS'

T LC ES?
CONSUMO DE PIENSO 63,5 62,8 1,096
(g/animal/dia)
GANANCIA DE PESO 30,6 30,8 1,124
{g/animal/dia)
INDICE DE
TRANSFORMACION 2,07 2,03 0,086

' T: Testigo; LC: L. casei administrado directamente en agua.
? Error estandar,
Los valores sin letras exponenciales no son significativos.
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TABLA 13

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEI SOBRE EL CONSUMO
DE PIENSO, CRECIMIENTO Y EFICIENCIA NUTRITIVA
EN GAZAPOS DE 4 A 8 SEMANAS DE EDAD

(Experimento 2G)

TRATAMIENTOS'

T LC, LC, ES?
CONSUMO
DE PIENSO 85,7 84,3 84,9 0,932
(g/animal/dia)
GANANCIA
DE PESO 37,5 37,3 37,7 0,730
{g/animal/dia)
INDICE DE
TRANSFORMACION 2,28 2,26 2,25 0,046

'T: Testigo; LC, y LC_ L. casei administrado en agua o leche,

respectivamente.
¢ Error estandar.

Los valores sin letras exponenciales no son significativos.
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RESULTADQOS

* L. casei - Str, faecium C68 en gazapos de 4-8 semanas
{Exp. 3G)

Los resultados de la adicién al pienso de L. caseiy Str. faecium C68, se
exponen en la Tabla 14, en la que se observa que tanto el consumo de pienso
como la ganancia de peso aumentaron significativamente (P<0,01) en los
animales que recibieron BAL con el pienso. Las diferencias en los indices de
transformacion, solo alcanzaron significacion estadistica (P<0,01) entre el grupo

SF68 vy el testigo.

* L. casei + Str. faecium C68 en gazapos de 4-8 semanas
(Exp. 4G)

La Tabla 15 corresponde a los datos obtenidos tras la administracion de
una mezcla de L. casei + Str. faecium C68 en agua, leche o pienso. En todos los
casos, la administracion de BAL aumentd el consumo de pienso (P<0,05) y la
ganancia de peso (P<0,01). De igual manera, la eficiencia nutritiva del pienso se

mejoré (P<0,05) por la adicion de BAL.

* Str. faecium CL15 en gazapos de 4-8 semanas
(Exp. 5G)

La incorporacién de Str. faecium CL15 al pienso origind variaciones
favorablemente significativas (P<0,01) en la ganancia de peso y el indice de

transformacion, como se indica en la Tabla 16.

La influencia que ejercen las BAL analizadas sobre el crecimiento y la
eficiencia nutritiva en gazapos, se aprecia en el grafico 2.

76



TABLA 14

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEIY STR. FAECIUM C68
SOBRE EL CONSUMO DE PIENSO, CRECIMIENTO Y EFICIENCIA
NUTRITIVA EN GAZAPOS DE 4 A 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 3G)

TRATAMIENTQS'

T LC SF68 ES?
CONSUMO
DE PIENSO 838" 85,7° 85,5° 0.279
(g/animal/dia) '
GANANCIA
DE PESO 36,3" 37.,6° 38,28 0213
(g/animal/dia)
INDICE DE
TRANSFORMACION 2,308 227" 223" 0,015

' T: Testigo; LC: L. casei, SF68: Str. faecium C68, administrados en pienso.
2 Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01).
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TABLA 15

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEl + STR. FAECIUM C68
SOBRE EL CONSUMO DE PIENSO, CRECIMIENTO Y EFICIENCIA
NUTRITIVA EN GAZAPOS DE 4 A 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 4G)

TRATAMIENTOS'
T L+S, L+S,  L+S, ES®
CONSUMO
DE PIENSO 84,7 85,9° 88,2° 85,8° 0,340
(g/animal/dia}
GANANCIA
DE PESO 36,5 38,08 38,3® 38,18 0,219

(g/animal/dia)

INDICE DE
TRANSFORMACION 2,32° 2,26° 2,25° 2,25 0,013

'T: Testigo; L+S,, L+S,_ y L+S;: L. casei + Str. faecium C68 administrados en
agua, ieche o pienso, respectivamente.

2 Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales (A,B; a,b) en la misma fila son

significativamente diferentes (P<0,01; P<0,05, respectivamente).
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TABLA 16

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE STR. FAECIUM CL15 SOBRE EL
CONSUMO DE PIENSO, CRECIMIENTO Y EFICIENCIA NUTRITIVA
EN GAZAPOS DE 4 A 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 5G)

TRATAMIENTOS'

T SF15 ES®
CONSUMO
DE PIENSO 84 9% 88,78 0,330
{g/animal/dia)
GANANCIA
DE PESO 36,4* 41,18 0,430
(g/animal/dia)
INDICE DE
TRANSFORMACION 2338 216" 0,020

' T: Testigo; SF15: Str. faecium CL15 administrado en pienso.

? Error estandar.

lLos valores con distinas letras exponenciales en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01).
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RESULTADOS
iV.1.3. Lechones

* L. casei en lechones de 3-6 semanas
(Exps. 1Ly 2L)

Las Tablas 17 y 18 muestran los resultados obtenidos por ta adicion de
BAL al pienso ¢ administracion directa (en agua o en leche) de L. casei. De
acuerdo con estos resultados, el L. casei en cualquiera de las formas de
administracion, no determind efecto significativo sobre el consumo de pienso, la

ganancia de peso o el indice de transformacion.

* L. acidophilus en lechones de 4-8 semanas
(Exp. 3L)

La administracion directa de L. acidophilus en leche, supuso un
incremento significativo (P<0,01} en el consumo de pienso y en la ganancia de
peso (Tabla 19). A pesar del descenso observado en el indice de transformacion
de los animales que recibieron L. acidophilus, las diferencias no fueron

significativas.

* L. acidophilus - Str. faecium CL15 en lechones de 3-9 semanas
{Exps. 4L y 5L)

En las Tablas 20 y 21 se exponen los resultados relativos a ios efectos
de la administracién directa de L. acidophilus o Str. faecium CL15 en leche. Si
bien a la 52 semana, las BAL utilizadas incrementaron (P<0,01) el consumo de
pienso y la ganancia de peso, este etecto no se manifestd para el consumao de
pienso a la 92 semana y fue menor para la ganancia de peso, donde unicamente

el Str. faescium CL15 aumenté dicha ganancia de modo significativo (P<0,05). El
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TABLA 17

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEI SOBRE EL CONSUMO
DE PIENSO, CRECIMIENTO Y EFICIENCIA NUTRITIVA
EN LECHONES DE 3 A 4 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 1L}

TRATAMIENTOS
T LC, LC, LC, ES?
CONSUMO
DE PIENSO 366 379 372 365 12,283
(g/animal/dia)
GANANCIA
DE PESO 205 208 213 205 10,793

{(g/animal/dia)

INDICE DE
TRANSFORMACION 1,79 1,82 1,75 1,78 0,085

' T: Testigo; LC,, L.C,_ y LC,: L. casei administrado en agua, leche o pienso,
respectivamente.

? Error estandar.
l.os valores sin letras exponenciales no son significativos.
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TABLA 18

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEI SOB~E EL CONSUMO
DE PIENSO, CRECIMIENTO Y EFICIENCIA NU RITIVA
EN LECHONES DE 4 A 6 SEMANAS DE ECAD
{(Experimento 2L)

TRATAMIENTOS'

T LC ES?
CONSUMO
DE PIENSO 387 375 11,660
(g/animal/dia)
GANANCIA
DE PESO 216 219 6,925
(g/animal/dia)
INDICE DE
TRANSFORMACION 1,79 1,71 0,143

' T: Testigo; LC: L. casei administrado en leche.
? Error estandar.
Los valores sin letras exponenciales no son significativos.
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TABLA 19

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. ACIDOPHILUS SOBRE EL
CONSUMO DE PIENSO, CRECIMIENTO Y EFICIENCIA NUTRITIVA
EN LECHONES DE 4 A 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 3L)

TRATAMIENTOS’

T LA ES?
CONSUMO
DE PIENSO 485" 568° 13,533
{g/animal/dia)
GANANCIA
DE PESO 258" 3178 7,726
(g/animal/dia)
INDICE DE
TRANSFORMACION 1,88 1,79 0,060

' T: Testigo; LA: L. acidophilus administrado en leche.

? Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son
signiticativamente diferentes (P<0,01).
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TABLA 20

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. ACIDOPHILUS Y S§TR. FAECIUM
CL15 SOBRE EL CONSUMO DE PIENSO, CRECIMIENTO Y EFICIENCIA
NUTRITIVA EN LECHONES DE 3 A 5 SEMANAS DE EDAD
{(Experimento 4L)

TRATAMIENTOS'
T LA SF15 ES?

CONSUMO

DE PIENSO 2994 362° 3778 10,244
(g/animal/dia)

GANANCIA

DE PESO 162% 2158 2198 8,440
(g/animal/dia)

INDICE DE

TRANSFORMACION 1,88 1,71 1,74 0,097

' T: Testigo; LA: L. acidophilus, SF15: Str. faecium CL15, administrados en
leche.

2 Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son

significativamente diferentes (P<0,01).
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TABLA 21

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. ACIDOPHILUS Y STR. FAECIUM
CL15 SOBRE EL CONSUMO DE PIENSQ, CRECIMIENTO Y EFICIENCIA
NUTRITIVA EN LECHONES DE 5 A 9 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 5L)

TRATAMIENTOS'
T LA SF15 ES?

CONSUMO

DE PIENSO 574 583 569 11,485
(g/animal/dia)

GANANCIA

DE PESO 302° 3242 335° 10,744
{g/animal/dia)

INDICE DE

TRANSFORMACION 1,90 1,80 1,70 0,074

' T: Testigo; LA; L. acidophilus, SF15: Str. faecium CL15, administrados en
leche.

? Error estandar.
Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son

significativamente diferentes (P<0,05).
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RESULTADOS
indice de transformacion, que tanto a la 52 como a la 92 semana, fue menor en

los grupos problema, no presento diferencias estadisticamente significativas.

En el grafico 3 se observan las modificaciones originadas por la

administracion de BAL sobre el crecimiento y la eficiencia nutritiva en lechones.

IV.2. FLORA INTESTINAL
IvV.2.1. Pollos
* L. casei - L. acidophilus - Str. faecium C68
Flora del ileon y ciegos en pollos de 3 semanas
(Exp. 1P)

De conformidad con los resultados de la Tabla 22, es facil comprobar que
en relacion al testigo, la adicion de BAL en el agua de bebida no supuso
diferencias significativas en el nimero de coliformes, enterococos ni estafilococos
del contenido ileal. Los anaerobios sulfito-reductores aumentaron (P<0,05) por
la adicion de L. casei. Tanto el L. casel, como el L. acidophiius o el Str. faecium
C68 determinaron aumentos significativos (P<0,01) en el numero de BAL del

ileon. La relacién BAL/Coliformes aumentd considerablemente en los grupos

problema respecto al testigo (>4:1).

El anélisis microbioldgico del contenido cecal (Tabla 23) demostro una
disminucién en el numero de coliformes por la adicién de BAL al agua de bebida,
siendo significativas (P<0,01) las diferencias entre el grupo testigo y las

correspondientes al LA y SF68. De modo similar a lo observado en el ileon, no
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GRAFICO 3
BACTERIAS ACIDO-LACTICAS: CRECIMIENTO
Y EFICIENCIA NUTRITIVA EN LECHONES
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TABLA 22

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEIl, L. ACIDOPHILUS Y
STR. FAECIUM C68 SOBRE LA FLORA DEL ILEON
EN POLLOS DE 3 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 1P)

TRATAMIENTOS'
T LC LA SF68 ES?
x10° UFC/g

COLIFORMES 3,0 50 4,0 3,0 0,841
ENTEROCOCOS 15,0 17,0 15,0 13,0 1,736
ESTAFILOCOCOS ND ND ND ND

ANAER. SULFITO

REDUCTORES 1,0° 21" 1,8%° 10 0,291
BAL 12,0% 83,0° 71,0° 82,0% 2528

'T: Testigo; LC: L. casei, LA: L. acidophilus, SF68: Str. faecium C68,
administrados en agua de bebida.

Z Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales (A,B,C; a,b) en la misma fila son

significativamente diterentes (P<0,01; P<0,05, respectivamente).

ND<10%
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TABLA 23

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEI, L. ACIDOPHILUS Y
STR. FAECIUM C68 SOBRE LA FLORA DE LOS CIEGOS
EN POLLOS DE 3 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 1P)

TRATAMIENTOS'
T .C LA SF68 ES?
x10° UFC/g

COLIFORMES 28,0° 23,0M 19,0" 18,0" 1,755
ENTEROCOCOS 29.0 250 29.0 31,0 3,578
ESTAFILOCOCOS ND ND ND ND -
ANAER. SULFITO
REDUCTORES 1,4" 2,5° 2,3% 1,5 0,188
BAL 2240 2850° 293,0° 365,0° 6,950

'T: Testigo; LC: L. casei, LA: L. acidophilus, SF68: Str. faecium C88,
administrados en agua de bebida.

2 Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son

significativamente diferentes (P<0,01).

ND<10°.
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RESULTADOS
se observaron diferencias significativas en el recuento de enterococos ni
estafilococos, y los anaerobios sulfito-reductores aumentaron (P<0,01) en los
tratamientos LC o LA. El numero de BAL se incrementd significativamente en
todos los tratamientos problema (P<0,01). La relacién BAL/Coliformes respecto

al testigo, experimentd un aumento menor al observado en el {leon (>2:1).

* Str. faecium C68 - Str. faecium CL15
Flora del ileon y ciegos en pollos de 4 y 8 semanas
(Exp. 2P y 3P)

4 semanas. Los datos relativos al analisis microbiolégico se recogen en
las Tablas 24 y 25. Tanto en ileon como en ciegos, ninguna de las cepas de
estreptococos adicionadas al agua de bebida o al pienso, dieron lugar a
variaciones significativas en el numero de coliformes, enterococos o en los
anaerobios sulfito-reductores. EI numero de estafilococos en ambos tramos
intestinales, unicamente fue mayor (P<0,01) en los polios cuyo pienso se
suplementé con Str. faecium CL15. Las diferencias encontradas para las BAL
tanto en ileon como en ciegos, sélo alcanzaron significacion estadistica en el
contenido ileal (P<0,01). Sin embargo, la relaciéon BAL/Coliformes se incrementd

apreciabiemente en los segmentos intestinales analizados, al adicionar ambas

cepas de estreptococos (>2:1).

8 semanas. En las Tablas 26 y 27 se observa como la adicién de Str.
faecium CL15 en el pienso, disminuyé significativamente (P<0,05) el nimero de

coliformes tanto a nivel ileal como cecal. En relacién con el grupo testigo,
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TABLA 24

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE STR. FAECIUM C68 Y STR. FAECIUM CL15
SOBRE LA FLORA DEL ILEON EN POLLOS DE 4 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 2P)

TRATAMIENTOS'
T SF68, SF68,, SF15, SF15, ES?
x10°> UFC/g

COLIFORMES 3,0 5,0 4.0 3,0 5,0 0,683
ENTEROCOCOS 2,0% 1,0 2.0% 2,0% 3,0° 0,474
ESTAFILOCOCOS ND ND ND 0,2% 5,08 0,258
ANAER. SULFITO

REDUCTORES 1,0 1,1 1.0 1.2 1,0 0.263
BAL 250" 95,0 84,05 67.0° 115,0° 5.147

' T: Testigo; SF68, y SF68,: Str. faecium C68, SF15, y SF15,: Str. faecium CL15, admjnistrados en agua de bebida ¥ pienso, respectivamente.

? Error estandar.

Los valores con distintas letras exponendiales (A B,C,D; a,b) en la misma fila son significativamente diferentes (P<0,01; P<0,05, respectivamente).
ND<10°.



TABLA 25

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE STR. FAECIUM C68 Y STR. FAECIUM CL15
SOBRE LA FLORA DE LOS CIEGOS EN POLLOS DE 4 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 2P)

TRATAMIENTOS'
T SF68, SF68, SF15, SF15, ES?
x10° UFC/g

COLIFORMES 14,0%° 16,0° 17.0° 8,0% 9,0 2,055
ENTEROCOCOS 3,8% 3,22 5.8° 2.6° 3,9% 0.746
ESTAFILOCOCOS ND ND ND 0,14 4,58 0,290
ANAER. SULFITO

REDUCTORES 12 1,1 1,1 1.3 1.3 0,123
BAL 2320 345,0 318,0 304.0 360,0 69,990

" T: Testigo; SF68, y SF68,: Str. faecium C68, SF1 5, ¥ SF15,: Str. faccium CL15

¢ Error estandar. L
Los valores con distintas letras exponenciales (A,B; a,b) en la misma fila son sign

ND<10°,

administrados en agua de bebida y pienso, respectivamenie.

icativamente diterentes (P<0,01; P<0,05, respectivaments).



TABLA 26

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE STR. FAECIUM C68 Y
STR. FAECIUM CL15 SOBRE LA FLORA DEL ILEON
EN POLLOS DE 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 3P)

TRATAMIENTOS'
T SF68 SF15 ES?
x10° UFC/g

COLIFORMES 1470 17° 12% 1,054
ENTEROCOCOS 1820 20° 128 1,929
ESTAFILOCOCOS g* 124 g3® 4,915
ANAER. SULFITO

REDUCTORES ND ND ND

BAL 29% 350° 420° 10,397

' T: Testigo; SF68: Str. faecium C68, SF15: Str. faecium CL15, administrados en
pienso.

2 Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales (A,B,C; a,b) en la misma fila son

significativamente diferentes (P<0,01; P<0,05, respectivamente).

ND<10.
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TABLA 27

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE STR. FAECIUM C68 Y
STR. FAECIUM CL15 SOBRE LA FLORA DE LOS CIEGOS
EN POLLOS DE 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 3P)

TRATAMIENTOS'
T SF68 SF15 ES?
x10° UFClg

COLIFORMES 27° D520 222 1,374
ENTEROCOCOS 13% 38°¢ 318 1.027
ESTAFILOCOCOS cla 258 75° 1,581
ANAER. SULFITO
REDUCTORES ND ND ND -
BAL 530" 650" 18008 32,337

' T: Testigo; SF68: Str. faecium C68, SF15: Str. faecium CL15, administrados en
pienso.

% Error estandar.

Los valores con distintas [etras exponenciales {A,B,C; a,b) en la misma fila son

significativamente diferentes (P<0,01; P<0,05, respectivamente).

ND<10°%
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RESULTADOS
unicamente en ciegos las BAL utilizadas determinaron un aumento significativo
(P<0,01) de enterococos. De modo sorprendente, en ambos tramos intestinales
observamos un aumento (P<0,01) del ndmero de estafilococos en el grupo SF15,
de dificil explicacién. El nimero de BAL y la relacion BAL/Coliformes, fue
notablemente mas elevada en el tratamiento SF15,, siendo muy significativas las
diferencias (P<0,01) entre este grupo y los restantes por lo que se refiere a las

BAL.

* Str. faecium CL15 - Str. faecium + L. helveticus + L. casei + L.
acidophilus. Flora del ileon y ciegos en pollos de 8 semanas
(Exp. 4P)

En el contenido ileal (Tabla 28), la adiciéon de BAL ai pienso no influyd
sobre el numero de coliformes. Por el contrario, en el grupo SF15 aumentaron
significativamente los enterococos (P<0,05), estafilococos y BAL (P<0,01).
Cuando se utilizd la mezcla de Str. faecium + L. helveticus + L. casei + L.
acidophilus no se observaron diferencias significativas en ninguna de las
bacterias intestinales analizadas. En la relaciéon BAL/Coliformes se aprecio una

diferencia notable en el grupo SF15 con relacidn al resto de los tratamientos

(>5:1).

Los datos relativas al contenido microbioldgico cecal (Tabla 29) pusieron
de manifiesto diferencias significativas entre el grupo testigo y los grupos BAL,
especialmente en el numero de enterococos y de BAL (P<0,01). Al igual que en

el experimento anterior, el aumento (P<0,01) de estafilococos en el tratamiento
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TABLA 28

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE STR. FAECIUM CL15 Y STR.
FAECIUM + L. HELVETICUS + L. CASEl + L. ACIDOPHILUS SOBRE
LA FLORA DEL ILEON EN POLLOS DE 8 SEMANAS DE EDAD
{(Experimento 4P)

TRATAMIENTOS'
T SF15 S+bL ES?
x10° UFC/g
COLIFORMES 147 13 17° 1,224
ENTEROCOCOS 16° 20° 17°® 1,163
ESTAFILOCOCOS 4t 90® 7" 2,571
ANAER. SULFITO
REDUCTORES ND ND ND -
BAL 1000* 5280° 1470% 135,046

" T: Testigo; SF15: Str. faecium CL15, S+L: Str. faecium + L. helveticus + L.
casei + L. acidophilus, administrados en pienso.

2 Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales (A,B; a,b) en la misma fila son

significativamente diferentes (P<0,01; P<0,05, respectivamente).

ND<10%
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TABLA 29

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE STR. FAECIUM CL15 Y STR.

FAECIUM + L. HELVETICUS + L. CASEl + L. ACIDOPHILUS SOBRE

LA FLORA DE LOS CIEGOS EN POLLOS DE 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 4P)

TRATAMIENTOS'
T SF15 S+L ES?
x10° UFC/g

COLIFORMES 25 0" 21,04 29,0° 1,414
ENTEROCOCOS 12,0 27,0° 32,0° 2527
ESTAFILOCOCOS 0,6" 81,0° 12,0* 3,300
ANAER. SULFITO

REDUCTORES ND ND ND

BAL 1200% 5520° 23408 146,595

' T: Testigo; SF15: Str. faecium CL15, S+L: Str. faecium + L. helveticus + L.
casei + L. acidophilus, administrados en pienso.

¢ Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son

significativamente diferentes (P<0,01).

ND<10°.
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RESULTADOS
SF15 (también se corresponde con lo observado en ileon) resulta dificil de
interpretar. La relacion BAL/Coliformes, superior en los grupos BAL respecto al
testigo, fue mas evidente en los animales a los que se administré Str. faecium

CL15 en el pienso (>5:1).

En el grafico 4 se expresa la relacion BAL/Coliformes en el contenido ileo-

cecal de pollos a los que se administro BAL.

IV.2.2. Gazapos
* L. casei
Flora del ileon, ciego y colon en gazapos de 4-6 semanas
{(Exp. 1G)
fleon. Los resultados de ias Tablas 30, 31 y 32 indican que no existen
diferencias significativas entre ambos grupos experimentales, excepto en el
ndmero de BAL, que se incrementan (P<0,01) a la 4? semana. £n las tres
semanas del experimento, y de modo especial en la 4* y 62 la relacion

BAL/Coliformes fue mayor cuando se administro a los gazapos L. caseien agua

(>5:1).

Ciego. En el contenido cecal (Tablas 33, 34 y 35), si se exceptuan los
coliformes cuyo numero fue significativamente menor (P<0,01) a la 52 y 6°
semanas en €l grupo problema, el resto de los gérmenes analizados ofrecio

variaciones similares a las encontradas en el ileon. La relaciéon BAL/Coliformes
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GRAFICO 4
BACTERIAS ACIDO-LACTICAS:
BAL/COLIFORMES INTESTINALES EN POLLOS
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TABLA 30

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASE/ SOBRE LA
FLORA DEL ILEON EN GAZAPOS DE 4 SEMANAS DE EDAD

(Experimento 1G)

COLIFORMES

ENTEROCOCOS

ESTAFILOCOCOS

ANAER. SULFITO
REDUCTORES

BAL

TRATAMIENTOS'

T LC ES?
N
x10* UFC/g

0,10 0,10 0,028
0,10 0,10 0,028
0,10 0,13 0.019

ND ND -
13,00* 75,00° 3,341

' T: Testigo; LC: L. casei administrado en agua.

2 Error estandar.

Los wvalores con distintas

ND<102.

letras exponenciales en
significativamente diferentes (P<0,01).
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TABLA 31

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEI SOBRE LA
FLORA DEL ILEON EN GAZAPOS DE 5 SEMANAS DE EDAD

(Experimento 1G)

COLIFORMES

ENTEROCOCOS

ESTAFILOCOCOS

ANAER. SULFITO
REDUCTORES

BAL

TRATAMIENTOS'

T LC ES?
x10* UFC/g
0,10 0,09 0,010
0,10 0,11 0,020
0,11 70,13 0,021
ND ND -
26,00 29,00 1,957

' T: Testigo; LC: L. casei administrado en agua.

2 Error estandar.

Los valores sin letras exponenciales no son significativos.

ND<102.
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TABLA 32

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEI SOBRE LA
FLORA DEL ILEON EN GAZAPOS DE 6 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 1G)

TRATAMIENTOS'
T LC ES?
x10* UFC/g

COLIFORMES 0,09 0,04 0,021
ENTEROCOCOS 0,13 0,13 0,021
ESTAFRLOCOCOS 0,12 0,13 0,024
ANAER. SULFITO
REDUCTORES ND ND
BAL 2,00 4,00 0,707

" T: Testigo; LC: L. casei administrado en agua.

* Error estandar.

Los valores sin letras exponenciales no son significativos.
ND<10%.
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TABLA 33

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEI SOBRE LA
FLORA DEL CIEGO EN GAZAPQOS DE 4 SEMANAS DE EDAD

{Experimento 1G)

COLIFORMES

ENTEROCOCOS

ESTAFILOCOCOS

ANAER. SULFITO
REDUCTORES

BAL

TRATAMIENTOS'

T LC ES?
x10* UFC/g
0,25 0,20 0,054
0,18 0,18 0,014
0,12 0,13 0,015
0,20 0,10 0,033
20,00% 300,008 9,405

' T: Testigo; LC: L. casei administrado en agua.

2 Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en
significativamente diferentes (P<0,01).
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TABLA 34

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEI SOBRE LA
FLORA DEL CIEGO EN GAZAPOS DE 5 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 1G)

|
TRATAMIENTOS'
T LC ES?
x10* UFC/g

COLIFORMES 0,35° 0,15 0,020
ENTEROCOQCOS 0,12 0,15 0,035
ESTAFILOCOCOS 0,10 0,11 0,028
ANAER. SULFITO
REDUCTORES 0,04 0,02 0,010
BAL 30,00 30,00 3,593

' T: Testigo; LC: L. casei administrado en agua.

? Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01).
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TABLA 35

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEI SOBRE LA
FLORA DEL CIEGO EN GAZAPOS DE 6 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 1G}

TRATAMIENTOS'
T LC ES’
x10* UFC/g
COLIFORMES 0,28° 0,10% 0,016
ENTEROCOCOS 0,10 0,12 0,023
ESTAFILOCOCOS 0,12 0,13 0,021
ANAER. SULFITO
REDUCTORES 4,00 2,50 0,714
BAL 15,00 55,008 2,943
|

' T: Testigo; LC: L. casei administrado en agua.

? Error estandar.

Los wvalores con distintas letras exponenciales en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01).
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RESULTADOS
en las 3 semanas experimentales, indicd aumentos notables en ia 4% y 6¢

semanas (>10:1), de modo semejante a lo observado en contenido ileal.

Colon. Si se exceptua el numero de BAL, mayor (P<0,01) en el grupo LC
en la 42 y 5% semanas, no aparecieron diferencias significativas en los restantes
microorganismos sometidos a estudio (Tablas 36, 37 y 38). La relacién
BAL/Coliformes fue mayor para el grupo problema durante todo el periodo

experimental, si bien de forma mas acusada en la 52 semana (6:1).

* L. casei
Flora del ileon, ciego y colon en gazapos de 8 semanas
(Exp. 2G)

Los resultados de las Tablas 39, 40 y 41 ponen de manifiesto un menor
nuimero de coliformes (P<0,01) en el contenido ileal cuando el L. casei se
administraba en agua ¢ en leche, mientras que tanto en ciego (P<0,05) como en
colon (P<0,01) este efecto sélo se produjo en los gazapos que recibieron L. casei
en leche. En este mismo grupo de animales, se observd un aumento significativo
(P<0,01) de los enterococos en el contenido ileal y cecal. En todos los tramos
intestinales, ei nimero de BAL fue significativamente mayor en los tratamientos

problema (P<0,01), pero especialmente en el que incluia el L. caseien leche. Del

mismo modo, la relacién BAL/Colitormes fue igualmente mas elevada en este

grupo.
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TABLA 36

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEISOBRE LA
FLORA DEL COLON EN GAZAPQOS DE 4 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 1G)

TRATAMIENTOS'
T LC ES?
x10* UFC/g

COLIFORMES 0,15 0,10 0,043
ENTEROCOCOS 0,12 0,15 0,011
ESTAFILOCOCOS 0,10 0,12 0,024
ANAER. SULFITO
REDUCTORES 0,10 0,09 0,020
BAL 100,00* 180,00° 6,177

" T: Testigo; LC: L. casei administrado en agua.

? Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01). '
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TABLA 37

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASE/ SOBRE LA
FLORA DEL COLON EN GAZAPOS DE 5 SEMANAS DE EDAD

{(Experimento 1G})

COLIFORMES

ENTEROCOCOS

ESTAFILOCOCOS

ANAER. SULFITO
REDUCTORES

BAL

TRATAMIENTOS'

T LC ES®
x10* UFC/g
0,20 0,10 0,032
0,09 0,17 0,024
0,09 0,10 0,019
0,02 0,02 0,004
10,00* 30,00° 1,581

'T: Testigo; LC: L. casei administrado en agua.

2 Error estandar.

Los wvalores con distintas

letras exponenciales en

significativamente diferentes (P<0,01).
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TABLA 38

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASE/ SOBRE LA
FLORA DEL COLON EN GAZAPOS DE 6 SEMANAS DE EDAD

(Experimento 1G}

COLIFORMES

ENTEROCOCOS

ESTAFILOCOCOS

ANAER. SULFITO
REDUCTORES

BAL

TRATAMIENTOS’

T LC ES®
x10* UFC/g
0,14 0,12 0,065
0,08 0,11 0,011
0,09 0,12 0,017
1,50 1,00 0,310
15,00 20,00 2,081

' T: Testigo; LC: L. casei administrado en agua.

2 Error estandar.

Los valores sin letras exponenciales no son significativos.
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TABLA 39

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEI SOBRE LA
FLORA DEL ILEON EN GAZAPOS DE 8 SEMANAS DE EDAD
{(Experimento 2G)

TRATAMIENTOS'
T LC, LC, ES?
x10* UFC/g

COLIFORMES 5,00° 0,30% 0,20" 0,528
ENTEROQOCOCOS 0,10% 0,10% 0,30° 0,030
ESTAFILOCOCOS 0,11 0,12 0,11 0,027
ANAER. SULFITO

REDUCTORES ND ND ND -
BAL 0,30" 4,00% 7.00° 0.746

' T: Testigo; LC, y LC_: L. caseiadministrado en agua o leche, respectivamente.
? Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01).

ND<10°%

111



TABLA 40

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASE/ SOBRE LA
FLORA DEL CIEGO EN GAZAPOS DE 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 2G)

TRATAMIENTOS'
T LC, LC, ES?
x10* UFC/g

COLIFORMES 1,00° 0,70%° 0,40 0,181
ENTEROCOCOS 0,15" 0,10" 0,407 0,024
ESTAFILOCOCOS 0,10 0,11 0.10 0,023
ANAER. SULFITO
REDUCTORES 7,00 5,00 5.00 1,054
BAL 6,00" 28,008 54,00° 2.635

'T: Testigo; LC, y LC,: L. casei administrado en agua o leche, respectivamente.
¢ Error estandar.

Los valores con distintas fetras exponenciales (A,B; a,b) en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01; P<0,05, respectivamente).
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TABLA 41

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASE! SOBRE LA
FLORA DEL COLON EN GAZAPOS DE 8 SEMANAS DE EDAD
{Experimento 2G)

COLIFORMES

ENTEROCOCOS

ESTAFILOCOCOS

ANAER. SULFITO
REDUCTORES

BAL

TRATAMIENTOS'

T LC, LC, ES?
x10* UFC/g
0,90° 0,50 0,30" 0,094
0,10 0,20 0,20 0,071
0,12 0,11 0,11 0,028
2,00 4,00 3,00 0,707
5,00* 12,00° 20,00° 1,269

'T: Testigo; LC, y LC,: L. casei administrado en agua o leche, respectivamente.

? Error estdndar.

Los valores con distinias letras exponenciales en

significativamente diterentes (P<0,01).
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RESULTADOS
* L. casei - Str. faecium C68
Flora del ileon, ciego y colon en gazapos de 8 semanas
{(Exp. 3G)
Los datos relativos al estudio microbiolégico de caracter comparativo entre
L. caseiy Str. faeciumn C68, se recogen en las Tablas 42, 43 y 44. En ellas, no
se apreciaron diterencias significativas en el numero de coliformes entre el grupo
testigo y los problema. La concentracidn de enterococos que fue
significativamente menor (P<0,01) en el contenido ileal del grupo LC, no se vid
afectada por este tratamiento ni en ciego ni en colon. Mientras que el SF68 no
parecid influir en el nivel de enterococos del contenido ileal, es en ciego y en
colon donde se obtienen valores significativamente mas elevados (P<0,01).
Ninguna de las BAL utilizadas tuvieron efectoc sobre los estafilococos en los
tramos intestinales analizados. El grupo SF68 en ciego y colon presentd un
aumento significativo (P<0,01) en el nimero de anaerobios sulfito-reductores. El
recuento de BAL dnicamente experimentd un incremento significativo en fleon y

ciego (P<0,01) y en colon (P<0,05) en los gazapos que recibieron Str. faecium

C68, lo cual determind una mejor relacién BAL/Coliformes frente al grupo testigo.

* L. casei + Str. faecium C68
Flora del ileon, ciego y colon en gazapos de 8 semanas
(Exp. 4G)
Las Tablas 45, 46 y 47, reflejan como en relaciéon con el testigo, los
grupos con BAL en agua, leche o pienso, manifestaron una reduccion

significativa en el nimero de coliformes, en ileon (P<0,05), ciego y colon

(P<0,01), observandose en menor concentracion en fos animales gue recibieron
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TABLA 42

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEIY STR. FAECIUM C68
SOBRE LA FLORA DEL ILEON EN GAZAPOS DE 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 3G)

TRATAMIENTOS'
T LC SF68 ES? i
x10* UFC/g

COLIFORMES 0,30 0,30 0,20 0,062
ENTEROCOCOS 0,78°% 0,10% 1,30° 0,064
ESTAFILOCOCOS 0,12 0,10 0,09 0,020
ANAER. SULFITO

REDUCTORES ND ND ND

BAL 5,00" 6,00% 15,00° 1,224

' T: Testigo; LC: L. casei, SF68: Str. fascium C68, administrados en pienso.

2 Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01).

ND<10°.
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TABLA 43

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEIY STR. FAECIUM C68
SOBRE LA FLORA DEL CIEGO EN GAZAPOS DE 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 3G)

TRATAMIENTOS'
T LC SF68 ES®
N
x10* UFC/g

COLIFORMES 0,35 0,30 0,20 0,068
ENTEROCOCOS 0,10" 0,10* 1,007 0,088
ESTAFILOCOCOS 0,12 0,11 0,10 0,017
ANAER. SULFITO

REDUCTORES 10,00" 10,00" 30,00 1,779
BAL 10,00" 8,00% 30,00° 1,666

' T: Testigo; LC: L. casei, SF68: Str. faecium C68, administrados en pienso.

2 Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en

significativamente diferentes (P<0,01).
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TABLA 44

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEIY STR. FAECIUM C68
SOBRE LA FLORA DEL COLON EN GAZAPOS DE 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 3G)

TRATAMIENTOS'
T LC SF68 ES’
x10* UFC/g

COLIFORMES 0,40 0,40 0,20 0,066
ENTEROCOCOS 0,10" 0,10 1.10° 0,047
ESTAFILOCOCOS 0,13 0,12 0,15 0,019
ANAER. SULFITO

REDUCTORES 11,00 10,00 25,00° 1,068
BAL 6,007 5,00° 10,007 1,471

|

' T: Testigo; LC: L. casei, SF68: Str. faecium C68, administrados en pienso.

¢ Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciates (A,B; a,b) en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01; P<0,05, respectivamente).
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TABLA 45

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASE! + STR. FAECIUM C68 SOBRE LA
FLORA DEL ILEON EN GAZAPOS DE 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 4G)

TRATAMIENTOS'
T L+S, L+S, L+S, ES?
x10* UFC/g

COLIFORMES 0,50° 0,30% 0,20 0,30* 0,076
ENTERQCOCOS 0,20% 0,10° 0,40° 0,45° 0,083
ESTAFILOCOCOS 0,11 0,14 0,13 0,13 0,015
ANAER. SULFITO

REDUCTORES ND ND ND -

BAL 400" 9,00" 18,00° 20,00% 1,541

" T: Testigo: L+S,, L+S_y L+S,: L. casei + Str. faecium C68, administrados en agua, leche o pienso, respectivamente.
? Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales {(A.B; a,b) en la misma fila son significaiivamente diferentes (P<0.01; P<0,05, respectivamenta). ND<10°,



TABLA 46

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASE! + STR. FAECIUM C68 SOBRE LA

FLORA DEL CIEGO EN GAZAPOS DE 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 4G)

COLIFORMES

ENTEROCOCOS

ESTAFILOCOCOS

ANAER. SULFITO
REDUCTORES

BAL

TRATAMIENTOS'
T L+S, L+S, L+S, ES?
x10* UFC/g
1,50° 1,008 0,35" 0,70 0,098
0,15* 0,20% 0,70° 0,50 0,100
0,10 0,12 0,11 0,10 0,011
10,00° 7,008 1,00 5,00 1,070
8,00" 12,00* 30,008 40,00° 2,879

'T: Testigo; L+S,, L+S_ y L+S,: L. casei + Str. faecium C68, administrados en agua,'leche o pienso, respectivamente.

2 Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciates en la misma fla son signiflcativamente diferentes (P<0,01).




TABLA 47

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEl + STR. FAECIUM C68 SOBRE LA
FLORA DEL COLON EN GAZAPQOS DE 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 4G)

TRATAMIENTOS'
T L+S, L+S, L+S, ES’
x10* UFC/g
COLIFORMES 1,30° 0,90° 0,25" 0,30" 0,090
ENTEROCOCOS 0,15 0,15 0,20 0,20 0,057
ESTAFILOCOCOS 0,11 0,11 0,11 0,13 0,014
ANAER. SULFITO
REDUCTORES 0,50" 8,00° 2 .60 5,008 0,592
BAL 5,00" 8,00" 16,00° 18,00° 1,258

'T: Testigo; L+S,. L+S_y L+S,: L casei + Str. fascium C68, administrados en agua, leche o pienso, respectivamente.
Error eslandar.
os valores con distintas lelras exponenciaies en'ia misma fila son significativamente diferentes (P<0,01).
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RESULTADOS

los microorganismos en leche. La concentracion de enterococos en todos los
segmentos analizados manifestd un ligero incremento cuando se administrd L.
casel + Str. faecium C68 en leche o con el pienso. En el ciego se aprecia un
descenso de anaerobios sulfito-reductores, sélo significativo (P<0.01) para el
tratamiento L+S,, por el contrario, en el colon se incremento su tasa en todos ios
gazapos que recibieron BAL. Este hecho se correspondié con un incremento
{P<0,01) de BAL en todos los tramos intestinales de los conejos que recibieron
el L. casei + Str. faecium C68 en leche o incluidos en el pienso. En general, la
ratioc BAL/Coliformes fue mayor en todos los animales problema, pero de modo

mas notable en los que recibieron los microorganismos en leche (>11:1}).

* Str. faecium CL15
Flora del ileon, ciego y colon en gazapos de 8 semanas
(Exp. 5G)
Considerados conjuntamente los resultados sobre la flora intestinal (Tabias
48, 49 y 50) no se comprobé efecto alguno del Str. faecium CL15 sobre los
coliformes y estafilococos. En los enterococos sélo se apreciaron diferencias
significativas (P<0,01) en el contenido cecal, siendo menor su nimero en el
grupo testigo. Los anaerobios sulfito-reductores, que no se modificaron por
accion del Str. faecium CL15 en el ileon y ciego disminuyeron significativamente
(P<0,01) en el colon. El nimero de BAL se incrementd significativamente

(P<0,01) en los tres tramos intestinales estudiados. De igual manera, la relacion

BAL/Coliformes fue mayor en el grupo SF15.
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TABLA 48

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE STR. FAECIUM CL15 SOBRE
LA FLORA DEL ILEON EN GAZAPOS DE 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 5G)

TRATAMIENTOS'
T SF15 ES’
x10* UFC/g

COLIFORMES 1,00 0,50 0,221
ENTEROCOCOS 0,10 0,10 0,017
ESTAFILOCOCOS 0,10 0,10 0,016
ANAER. SULFITO

REDUCTORES ND ND -
BAL 2,10% 46,008 0,870

"' T: Testigo; SF15: Str. faecium CL15 administrado en pienso.

? Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01).

ND<107.
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TABLA 49

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE STR. FAECIUM CL15 SOBRE
LA FLORA DEL CIEGO EN GAZAPOS DE 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 5G)

TRATAMIENTOS'
T SF15 ES?
x10* UFC/g

COLIFORMES 0,70 0,50 0,144
ENTEROCOCOS 0,10" 3,50° 0,105
ESTAFILOCOCOS 0,10 0,12 0,011
ANAER. SULFITO

REDUCTORES 7,00 5,00 1,154
BAL 0,10* 0,70° 0,052

' T. Testigo; SF15: Str. faecium CL15, administrado en pienso.

? Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01).
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TABLA 50

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE STR. FAECIUM CL15 SOBRE
LA FLORA DEL COLON EN GAZAPOS DE 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 5G}

B TRATAMIENTOS'
T SF15 ES’
x10* UFC/g
COLIFORMES 0,30 0,30 0,102
ENTEROCOCOS 0,10 0,20 0,038
ESTAFILOCOCOS 0,11 0,12 0,016

ANAER. SULFITO
REDUCTORES 21,00° 13,00 1,290

BAL 2,70* 12,00° 0,924

' T: Testigo; SF15; Str. faecium CL15 administrado en pienso.

? Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01).
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RESULTADOS
lLas modificaciones que determinan las BAL sobre la relacion

BAL/Coliformes en ileon, ciego y colon de gazapos se recogen en el grafico 5.

IV.2.3. Lechones
* L. casei

Flora rectal en lechones de 5 semanas
(Exp. 1L)

Se observa en la Tabla 51 un descenso significativo (P<0,01) en el
numero de coliformes. Aun cuando se apreciaron diferencias significativas en el
recuento de enterococos, con refacién al grupo testigo, los valores obtenidos son
muy variables, por ilo tanto, no parece aconsejable extraer conclusiones
definitivas. Algo similar puede decirse en el recuento de anaerobios suifito-
reductores. La administracion de L. casei en sus distintas formas {agua, leche
o pienso) aumenté de modo significativo (P<0,01) el nimero de BAL en el recto,
o que demuestra la colonizacidn de todo el tracto intestinal por la cepa de L.

caseij utilizada. Como consecuencia de este aumento, la relacién BAL/Coliformes

fue mas baja en el grupo testigo.

* L. casei
Flora del estémago, ileon, ciego y colon en lechones de 6 semanas
(Exp. 2L)
La administracién de L. casei en leche did lugar a diferencias de distinto
signo segun el tramo digestivo analizado (Tablas 52, 53, 54 y 55). Asi, en el

estomago, el ndmero de coliformes y enterococos (P<0,05) fue menor en el

grupo testigo. Los estafilococos y anaerobios sulfito-reductores no se
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GRAFICO 5
BACTERIAS ACIDO-LACTICAS:
BAL/COLIFORMES INTESTINALES EN GAZAPOS

% (Miles)

BAL/Coli en fleon NN BAL/Coli en viege | - BAL/Coli en colen

I ) 1 I i | ! I I I I

LC LC LC LC Lc c SF68 L+3 L+S L+8 SF15
(A-4] {A-5) (A-8) (A-8) (L-8) (P-8) (P-8) (A-8) (L-8) (P-8) (F-8)

Aragua lleche P pienso 4,568 sem. edad



TABLA 51

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASE]

SOBRE LA FLORA DEL RECTO EN LECHONES DE 4 SEMANAS DE EDAD

(Experimento 1L)

TRATAMIENTOS'
T LC, LC, LC, ES?
X10° UFC/g

COLIFORMES 69° 17° 174 1A 2,389
ENTEROCOCOS 618 75¢ 5278 47" 2,614
ESTAFILOCOCOS ND ND ND ND

ANAER. SULFITO

REDUCTORES 7° 24 6° 7° 1,237
BAL 200" 7408 1000° 1100° 39,015

=

"T: Testigo; LC,, LC vy LC.: L. casei administrado en agua, leche o pienso, respectivamente.
? Error estandar.

Los valores con dlstintas letras exponenciales (A B,C; a,b) en la misma filta son Significativamente diferentes (P<0,01; P<0,05, respectivamente).




TABLA 52

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEI SOBRE LA
FLORA DEL ESTOMAGO EN LECHONES DE 6 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 2L}

TRATAMIENTOS'
T LC ES?
x10° UFC/g

COLIFORMES 0,08° 0,30° 0,050
ENTEROCOCOS 0,10° 0,30° 0,045
ESTAFILOCOCOS 8,00 9,00 0,816
ANAER. SULFITO
REDUCTORES ND 0,03 -
BAL 1300* 17000° 206,740

' T: Testigo; LC: L. casei administrado en leche.

? Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales (A,B; a,b,) en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01; P<0,05, respectivamente).

ND<10°.
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TABLA 53

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASEI/ SOBRE LA
FLORA DEL ILEON EN LECHONES DE 6 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 2L)

TRATAMIENTOS'
T LC ES?
x10° UFC/g

COLIFORMES 58° 49" 1,471
ENTEROCOCOS 7 9 2,041
ESTAFILOCOCOS 7 10 1,224
ANAER. SULFITO
REDUCTORES 10 10 1,040
BAL gszlsoB 4700" 179,907

' T: Testigo; LC: L. casei administrado en leche.
® Error estandar.

lLos valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son
significativamente diferentes {(P<0,01).
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TABLA 54

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASE/ SOBRE LA
FLORA DEL CIEGO EN LECHONES DE 6 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 2L)

TRATAMIENTOS'
T LC ES?
x10° UFC/g

COLIFORMES 105° 86" 2,198
ENTEROCOCOS 4 5 0,912
ESTAFILOCOCOS 7 6 1,384
ANAER. SULFITO
REDUCTORES 1 1 0,175
BAL 2030° 2560° 115,470

' T: Testigo; LC: L. casei administrado en ieche.

¢ Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales (A,B; a,b) en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01; P<0,05, respectivamente).
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TABLA 55

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. CASE/ SOBRE LA
FLORA DEL COLON EN LECHONES DE 6 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 2L)

TRATAMIENTOS'
T LC ES?
x10° UFC/g
COLIFORMES 98,0" 38,0 4,966
ENTEROCOCOS 6,0 9,0 0,912
ESTAFILOCOCOS 0,1 0,2 0,040
ANAER. SULFITO
REDUCTORES 10,0 10,0 1,118
BAL 3060° 2330° 147,422
—1

' T: Testigo; LC: L. casei administrado en leche.

? Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales (A,B; a,b) en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01; P<0,05, respectivamente).
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RESULTADOS
modificaron. Y las BAL por el contrario, aumentaron (P<0,01) extraordinariamente
en el grupo problema. La relacién BAL/Coliformes en este ultimo grupo fue mas

elevada.

A diferencia de o expuesto para el estomago, en el ileon, en el ciego y
en el colon, el numero de coliformes en el grupo LC fue significativamente menor
(P<0,01). Los enterococos, estafilococos y anaerobios sulfito-reductores no
experimentaron cambios. Sin embargo, de un modo sorprendente mientras el
numero de BAL fue menor en el ileon (P<0,01) y en el colon (P<0,05), el analisis
del contenido cecal puso en evidencia una mayor concentracion de BAL
(P<0,05). Unicamente en ileon la relacidén BAL/Coliformes fue mayor en el grupo

testigo.

* L. acidophilus
Flora del ileon, ciego y colon en lechones de 8 semanas
{Exp. 3L)

El andlisis de los resultados microbioldgicos (Tablas 56, 57 y 58),
demuestra una reduccion significativa en el nimero de coliformes (P<0,01) en
ileon y colon. En los tres tramos intestinales se aprecia un aumento de mayor
0 menor significacion en la concentracién de enterococos, la ausencia de
diferencias valorables en estafilococos y anaerobios sulfito-reductores, un
incremento significativo (P<0,01) en la concentracion de BAL, asi como una

relacion BAL/Coliformes notablemente superior, cuando se administré L.

acidophilus en leche.
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TABLA 56

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. ACIDOPHILUS SOBRE
LA FLORA DEL ILEON EN LECHONES DE 8 SEMANAS DE EDAD
{(Experimento 3L)

TRATAMIENTOS'
T LA ES®
x10° UFC/g
COLIFORMES 178 124 0,816
ENTEROCOCOS 8 14° 0,912
ESTAFILOCOCOS 10 12 1,414
ANAER. SULFITO
REDUCTORES 5 3 0,637
BAL 2024 1668° 53,757
4

' T: Testigo; LA: L. acidophilus administrado en teche.

? Error estdndar.

Los valores son distintas letras exponenciales en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01).
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TABLA 57

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. ACIDOPHILUS SOBRE
LA FLORA DEL CIEGO EN LECHONES DE 8 SEMANAS DE EDAD
{Experimento 3L)

TRATAMIENTOS'

T LA ES?
x10° UFC/g

COLIFORMES 12 9 0,912
ENTEROCOCOS 6° 10° 0,912
ESTAFILOCOCOS 8 10 1,154
ANAER. SULFITO

REDUCTORES 17 19 0,889
BAL 1809" 3500° 145,261

' T: Testigo; LA: L. acidophifus administrado en leche.

? Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales (A,B; a,b) en ia misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01; P<0,05, respectivamente).
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TABLA 58

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. ACIDOPHILUS SOBRE
LA FLORA DEL COLON EN LECHONES DE 8 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 3L)

TRATAMIENTOS'
T LA ES®
|
x10° UFC/g

COLIFORMES 86,0° 73,0" 1,732
ENTEROCOCOS 13,0 160,0° 4,636
ESTAFILOCOCOS 0,5 0,4 0,095
ANAER. SULFITO
REDUCTORES 11,0 12,0 0,978
BAL 613,04 4573,0° 61,762

' T: Testigo; LA: L. acidophilus administrado en leche.

¢ Error estandar.
Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son

significativamente diferentes (P<0,01).
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RESULTADOS

* L. acidophilus - Str. faecium CL15

Flora del ileon, ciego y colon en lechones de 5 y 9 semanas
(Exps. 4L y 5L)

5 semanas. De acuerdo con los resultados de las Tablas 59, 60 y 61, la
administraciéon de L. acidophilus en leche redujo significativamente (P<0,01) la
concentracion de coliformes en ileon y ciego, por el contrario Str. faecium CL15
no sélo no disminuyd el recuento de coliformes registrado en el grupo testigo y
que fue observado en otros experimentos, sino que en algunos casos, como en
ciego y colon, el nimero de coliformes fue significativamente més elevado
{P<0,01). Algo similar puede decirse en cuanto al nivel de enterococos, que fue
significativamente superior (P<0,01) en el ciego y el colon de los grupos a los
que se administré BAL. Respecto a los anaerobios sulfito-reductores, en los tres
tramos intestinales estudiados, su numero fue significativamente mas elevado
{P<0,01) en el grupo testigo. Las BAL aumentaron significativamente (P<0,01)

en los grupos problema, y dentro de ellos la relacion BAL/Colitormes fue superior

en el tratamiento LA.

9 semanas. Los resultados de las Tablas 62, 63 y 64 coinciden sdlo en
parte con los obtenidos a las 5 semanas de edad, asi en o que se refiere a los
colifomes s6lo en colon el L. acidophilus redujo significativamente (P<0,01) su
concentracion. Con respecto a 10s enterococos y anaerobios sulfito-reductores,
las variaciones significativas tienen la misma tendencia resefada en la 5°
semana. Por el contrario, el nimero de estafilococos aumento significativamente

(P<0,01) en el contenido ileal y cecal. En los tres tramos intestinales el recuento
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TABLA 59

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. ACIDOPHILUS Y
STR. FAECIUM CL15 SOBRE LA FLORA DEL ILEON
EN LECHONES DE 5 SEMANAS DE EDAD
{(Experimento 4L)

( TRATAMIENTOS'
T LA SF15 ES?
x10° UFC/g
COLIFORMES 1508 9,0" 17,08 1,024
ENTEROCOCOS 17,08 14,08 8,0" 0,841
ESTAFILOCOCOS 10,0° 8,0 6,0° 1,000

ANAER. SULFITO
REDUCTORES 7,08 08" 0,1% 0,417

BAL 120,0" 4200,0° 620,08 40,007

' T: Testigo; LA: L. acidophilus, SF15; Str. faecium CL15 administrados en
leche.

2 Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciaies (A,B,C; a,b) en la misma fila

son significativamente diferentes (P<0,01; P<0,05, respectivamente).
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TABLA 60

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. ACIDOPHILUS Y
STR. FAECIUM CL15 SOBRE LA FLORA DEL CIEGO
EN LECHONES DE 5 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 4L)

TRATAMIENTOS'
T LA SF15 ES’
x10° UFC/g

COLIFORMES 128,0° 76,0 174.0° 1,961
ENTEROCOCOS 13,0% 183,08 214,0° 2,674
ESTAFILOCOCOS 84.0° 21,0% 42 of 2,896
ANAER. SULFITO

REDUCTORES 5,0° 0,7" ND 0,625
BAL 8500" 12800° 16300° 505,525

'T: Testigo; LA: L. acidophilus, SF15: Str. faecium CL15 administrados en leche.

? Error estandar.
Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son

significativamente diferentes (P<0,01).
ND<10%
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TABLA 61

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. ACIDOPHILUS Y
STR. FAECIUM CL15 SOBRE LA FLORA DEL COLON
EN LECHONES DE 5 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 4L)

TRATAMIENTOS'

T LA SF15 ES?
x10% UFC/g

COLIFORMES 67,0° 66,0" g2 0 1,998
ENTEROCOCOS 75,08 241,0° 139,08 7,443
ESTAFILOCOCOS ND ND ND -
ANAER. SULFITO
REDUCTORES 6,0° 258 0,14 0,534
BAL 20800,0" 29600° 28000° 406,334

'T: Testigo; LA: L. acidophilus, SF15: Str. faecium CL15 administrados en leche.
2 Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son
significativamente diterentes (P<0,01).

ND<10%.
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TABLA 62

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. ACIDOPHILUS Y
STR. FAECIUM CL15 SOBRE LA FLORA DEL ILEON
EN LECHONES DE 9 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 5L)

TRATAMIENTOS'
T LA SF15 ES?
x10° UFC/g

COLIFORMES 27,00 19,00 25,00 3,205
ENTEROCOCOS 34,00" 45,008 47,008 1,705
ESTAFILOCOCOS 10,00% 33,008 36,00° 1,201
ANAER. SULFITO
REDUCTORES 1,60° 0,06" 0,07" 0,074
BAL 200,00  9200,00° 800,00 25,276

' T: Testigo; LA: L. acidophilus, SF15: Str. faecium CL15, administrados en
leche.

2 Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son

significativamente diferentes (P<0,01).
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TABLA 63

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. ACIDOPHILUS Y
STR. FAECIUM CL15 SOBRE LA FLORA DEL CIEGO
EN LECHONES DE 9 SEMANAS DE EDAD
{(Experimento 51)

TRATAMIENTOS'
T LA SF15 ES’
x10° UFC/g

COLIFORMES 208,0* 154,0" 320,0° 15,284
ENTEROCOCOS 26,0" 384,0° 750,0° 28,543
ESTAFILOCOCOS 129,0% 690,0° 300,0° 15,987
ANAER. SULFITQ

REDUCTORES 4,08 0,2% ND 0,236
BAL 16000% 25600° 22000° 410,284

' T: Testigo; LA: L. acidophilus, SF15: Str. faecium CL15, administrados en leche.
¢ Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01).
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TABLA 64

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE L. ACIDOPHILUS Y
STR. FAECIUM CL15 SOBRE LA FLORA DEL COLON
EN LECHONES DE 9 SEMANAS DE EDAD
(Experimento 5L)

TRATAMIENTQS'
T LA SF15 ES?
x10° UFC/g

COLIFORMES 154,08 128,0" 160,0° 5,307
ENTEROCOCOS 190,0% 606,0° 398,0° 27,284
ESTAFILOCOCOS ND ND ND -
ANAER. SULFITO

REDUCTORES 5,2° 2,38 0,14 0,066
BAL 24000* 57200° 505008 548,229

' T: Testigo; LLA: L. acidophilus, SF15: Str. faecium CL15, administrados en leche.
* Error estandar.

Los valores con distintas letras exponenciales en la misma fila son
significativamente diferentes (P<0,01).

ND<10%
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RESULTADOS

de BAL y la reiacion BAL/Coliformes fue superior en los grupos probiema, y de

modo especial en |os lechones del tratamiento LA.

Los efectos de las BAL sobre la relacion BAL/Coliformes en ileon, ciego

y colon de lechones, se expresan en el grafico 6.

143



GRAFICO ©
BACTERIAS ACIDO-LACTICAS:
BAL/COLIFORMES INTESTINALES EN LECHONES

1500

L:leche; 5.6,8,9:5¢em. edad



V. DISCUSION



V. DISCUSION

Antes de iniciar la discusion de los resultados expuestos, parece oportuno
recordar que las comparaciones con los datos obtenidos por otros autores han
de considerarse como meramente aproximativas, ya que resulta dificil establecer
analogias entre cepas distintas de microorganismos utilizadas por unos u otros
investigadores, supuesto que su especificidad y capacidad de adherencia a la
superficie epitelial son factores principales en la respuesta o efecto estimulante
de cualquier BAL susceptible de colonizar o implantarse en el tracto digestivo,
hasta el punto que Pedersen y Tannock (1989) consideran esta adherencia como
un requisito imprescindible para la colonizacion y el establecimiento del equilibrio
microbiano deseado. De cualquier forma, la adherencia a la pared celular del
epitelio es un fendmeno extraordinariamente complejo para ser tratado en esta
discusion (Fuller y Brooker, 1974; Pedersen y Tannock, 1989; Henriksson et al.,

1991).

Los datos que hemos obtenido sobre el crecimiento de los animales
(pollos, gazapos y lechones) y la eficiencia nutritiva del pienso, coinciden en
unos casos, divergen en otros, de los que ofrece la bibliografia. Asi, mientras la
administracion de L. casei o de L. acidophilus no dio lugar a diferencias
significativas en el crecimiento de los pollos, 0 que coincide con lo referido por
Burkett et al. (1977), Dilworth y Day (1978), Watkins y Kratzer {1983), Buenrostro

y Kratzer (1983) y Fethiere y Miles (1987), otros autores, por el contrario, han
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DISCUSION
comprobado un aumento en la ganancia de peso (1,3-10 %) al adicionar L.
acidophifus en el agua de bebida (Tortuero, 1973; Couch, 1978; Dennis 1987a).
Estos autores, junto con Fox (1988) registraron asimismo una mejora en la
eficiencia nutritiva {4-6 %), similar a la obtenida en nuestras investigaciones. En
otro aspecto, la respuesta de los pollos a la administracion de Str. faecium C68
o CL15 se corresponde con lo referido por Roth y Kirchgebner (1986) y Burkett
et al. (1977), quienes utilizando una cepa distinta de Str. faecium, observaron
una mejora en la eficiencia nutritiva del pienso. Por otra parte, tanto Tortuero et
al. (1989) utilizando Str. faecium CL15 0 una mezcla de L. acidophilus + Str.
faecium C88, como Owings et al. (1990} con Str. faecium M74 advirtieron una
mejora significativa de la eficiencia nutritiva, y de la ganancia de peso de los

pollos.

Con respecto a los gazapos, el aumento registrado en la ganancia de
peso (4 %) al administrar L. casei en el pienso, se corresponde con los
resultados referidos por Hollister et al. (1989). De igual manera, y en relacion al
Str. faecium C68 y CL15, nuestros datos estdn en ia misma linea que los
obtenidos por Piva (1981) y Lacza-Szabo et a/. (1990), aln cuando estos autores
emplearon la cepa M74 a dosis menor que la utilizada por nosotros. Un hecho
a destacar y que esta en concordancia con Hollister y Hollister et al (1990) es
que la administracion conjunta de L. casei + Str. faecium C68 dio lugar a una

respuesta mas favorable a la obtenida con el L. casei, aisiadamente.
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DISCUSION

El efecto de las BAL en los lechones muestra algunas diferencias respecto
a lo consignado en las otras especies animales. Pero de las conclusiones que
puedan deducirse, acaso una de las mas importantes, coincidente con Pollman
et al. (1980b) y Jonsson y Conway (1992), es la que se refiere al hecho de que
cuando tas BAL se vehiculan en leche, el efecto es mas intenso que cuando se
adicionan al agua ¢ al pienso y de igual manera aquella otra que hace referencia
a que la respuesta positiva es mas evidente cuanto mas joven es el animal, lo
que ha sido confirmado en nuestro trabajo. Respecto al L. acidophilus de origen
porcino, nuestros datos se mueven en los términos resenados por Olsson (1961),
Redmond y Moore (1965), Baird (1977), Hale y Newton {1979} y Arnaboldi et al.
(1984). Por el contrario, otros investigadores (Jonsson, 1985; Kornegay, 1986;
Scipioni et af.,, 1988; Cupere et al., 1992; Yuste et al, 1992} no han observado
resultados positivos a nivel de explotacion. Estos ultimos autores administraron
tos lactobacilos en cantidad muy superior a la utilizada por nosotros. Estas
diferencias en la dosificacion pueden tener importancia en la respuesta de los
animales como veremos posteriormente. La respuesta de los lechones a la
administracion de Str. faecium, se corresponde con lo descrito por Cerchiari
(1978), Sarra et al. (1981), Gualteri y Betti (1984), Danék (1986) y Wu et af.
(1987), para cepas diferentes de este microorganismo, registrando este ultimo
autor un efecto positivo proporcional a la dosificacion. No obstante, la bibliografia
ofrece gran variabilidad de resultados para las cepas de Str. faecium. Asi,
mientras Maeng et al. (1989) sdélo observaron aumentos significativos en la

ganancia en peso, Cupere et al. (1992) Unicamente encuentran ese efecto
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DISCUSION
favorabie en la eficiencia nutritiva y Kluber et al (1985) no apreciaron efectos

sobre cualguiera de los dos parametros enunciados.

De acuerdo pues, con lo expuesto en los pdarrafos anteriores, parece
deducirse que la administracion de BAL a los animales no siempre determina
una respuesta favorable. Por tanto, explicar o intentar una explicacion del efecto
positivo de fas BAL, a la luz de los conocimientos actuales, no resulta facil. En
la bibliogratia ia mayor parte de los autores fundamentan esta accion a través
de los mecanismos que se potencian en el organismo para disminuir las
situaciones o estados de estrés {(Moberg, 1987; Vanbelle et a/., 1989; Fernandes
y Shahani, 1990; Gilliland, 1990; Fuller, 1992; Smoragiewicz et al, 1993) y
prevenir las diarreas en los animales recién nacidos (Gilliland y Speck, 1977;
Rammelsberg y Radier, 1990; Montes, 1993). Moberg (1987} confirmando lo ya
manifestado por Smith (19865}, Tannock (1983) y Monnier y Desbals (1985)
observd que cuando a un animal se le sometia a estrés experimental (estrés
nutritivo, ambiental o emocional), se desencadenaban importantes cambios en
su flora intestinal que afectaban principaimente a los gérmenes anaerobios
(incluidos los lactobacilos), con una notable disminucion de los mismos. Esta
disminucién estd condicionada por un descenso en la secrecidn de mucina,
privando a las bacterias anaerobias de su fuente de energfa y facilitando en

cambio el aumento exacervado en el numero de coliformes.
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Un hecho observado en nuestras investigaciones y que conviene destacar

es que la mejora en crecimiento de los animales tras la administraciéon de BAL,
era mas ostensible en las primeras edades o después de! destete, que en los
animales de mas edad, lo que ya ha sido manifestado por Dilworth y Day (1978),
Nielsen et al. (1988), Porter y Allen (1988). En este sentido, Pedersen y Tannock
(1989) advierten que en el adulto, los nichos correspondientes a los lactobacilos
intestinales estarian ocupados por la flora indigena o autdctona de modo que la
colonizacion permanente de una cepa de BAL administrada requiere el
desplazamiento de la ya existente, que en el caso del animal adulto resulta dificil
de inducir. En cambio, si al recién nacido que posee una flora microbiana todavia
inestable, se le administran BAL inmediatamente después del nacimiento, y de
forma continuada en los dias posteriores, las nuevas bacterias estableceran
competencia con las restantes en los nichos intestinales, asegurando asi una alta

concentracion de BAL en el tracto digestivo.

En la explicacién del efecto favorable de las BAL se han esgrimido
argumentos diversos y de modo especial aquellos relacionados con los cambios
en la fiora intestinal y el aumento en la utilizacién de nutrientes. De acuerdo con
Pedersen y Tannock (1989) las modificaciones experimentadas en la flora
intestinal, como consecuencia de la administracion de cultivos especificos de
BAL, evitarian alteraciones en el equilibric de la flora digestiva que, a su vez,

serian causa de variaciones en el crecimiento y la eticiencia nutritiva.
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La relacion entre el efecto tavorable de las BAL y los cambios en la fiora
intestinal, es un hecho consignado por Underdahl et al. (1983), Danék (19886),
Fuller (1992) y Chateau et al. (1993) entre otros. De acuerdo con nuestras
propias observaciones, puede indicarse que no aparece una relacion directa y
constante entre la ganancia de peso y las variaciones que para determinados
grupos bhacterianos se aprecian en la flora intestinal, excepto la relacion
BAL/Coliformes que siempre aparece incrementada en términos muy amplios
tanto al administrar lactobacilos como estreptococos (Piva, 1979, 1981,

Wadstrom, 1984).

Ei aumento en el nimero de lactobacilos de la flora intestinal, que se
origina al administrar cepas determinadas de BAL, puede considerarse como la
primera manifestacién de éxito en la colonizacidn y posible adherencia al epitelio
intestinal, contribuyendo a explicar los resultados favorables de la administracion
de BAL. Ahora bien, ¢cual es el efecto o los efectos que se derivan del aumento
en los lactobacilos sobre el resto de la flora intestinal o sobre la utilizacion
ulterior de los compuestos nutritivos y no nutritivos de los alimentos?. De
acuerdo con Fuller, (1992) es importante diferenciar si la administracion de BAL
determina un aumento en la poblacién de lactobacilos indigenas © bien si el
incremento observado se debe a la colonizacién y multiplicacion en el area
intestinal de {os propios lactobaciios administrados. Estos, de conformidad con
lo expuesto por numerosos investigadores, establecerian una accién antagonica

sobre algunas agrupaciones microbianas y, de modo principal sobre los
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DISCUSION
coliformes {Tortuero, 1973; Tagg, 1976; Fuiler, 1977, 1992; Muralidhara et al.,
1977; Francis, 1978; Piva et al,, 1979, 1981; Sarra et al., 1981; Watkins et af,
1983; Jernigan et al., 1984; Wadstrom, 1984; Scipioni et al,, 1988; Perdigon et
al, 1991; Chateau et al, 1993). Segun Apella et al (1992), este efecto
antagonico o inhibidor no seria consecuencia del descenso en el pH intestinal ¢
de cambios en la produccion de acidos organicos por los lactobacilos, sino mas
bien por sustancias inhibidoras (antibidticos) extracelulares y difusibles
producidas por los lactobacilos, y que son activas frente a numerosos
microorganismos Gram- (Tagg et al, 1976). Esta hipdtesis podria explicar, en
parte, la diferente respuesta obtenida en ambientes nuevos y viejos, como
observd Tortuero (1973). De modo que la variabilidad en la respuesta estaria

condicionada al microbismo de la propia explotacion.

En todo caso, las BAL difieren de su accién antagénica entre unas y otras
cepas. Tortuero (1973) y Johansson ef al. {1993) han encontrado cierta relacion
entre el efecto aditivo de las BAL y una disminucién de los enterococos. Sin
embargo, Cupere et al (1992) no observé diferencias significativas en el
recuento de coliformes, enterococos ni lactobacilos al administrar L. acidophilus.
Gilliland y Speck (1977b) llegaron a la conclusidon de que en las aves las
bacterias Gram+ (Clostridium perfringens) son mas sensibles que las Gram- (E.
coli) a la inhibicion ejercida por los L. acidophiius. En nuestro estudio sobre flora
intestinal y BAL, no hemos apreciado cambios dignos de mencidn respecto a la

concentracion de gérmenes del grupo Clostridium. Mas aln, supuesto que cada
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especie animai tiene una flora intestinal bien diferenciada y especifica (Havenaar
y Huis, 1992), las posibles hipdtesis dirigidas a explicar la relacion de la flora
intestinal con el efecto estimulante sobre crecimiento, han sido muy variadas, y
no siempre aceptables. Asi, no es posible establecer una relacién constante
entre el descenso en los anaerobios sulfito-reductores y el efecto positivo de fas
BAL, cuando la poblacion de anaerobios en las aves es muy baja (Muralidhara
et al, 1977), como hemos podido comprobar en ileon y ciegos de los pollos de

8 semanas y en el contenido ileal de los gazapos.

Watkins et al (1982), Fuller (1986) y Rodtong et al (1993) intentan
explicar la accidn de {a flora implantada por la produccion de metabolitos
bacterianos (acidos organicos) que reducirian el pH intestinal en los primeros
tramos del tracto digestivo. Sin embargo, este descenso de pH no parece ser
para Gilliland y Speck (1977b) el responsable del antagonismo ejercido sobre los
gérmenes patdgenos, sugiriendo que la inhibicién estaria mas vinculada a
factores asociados a fa produccién de &cido lactico o a las condiciones de acidez
que potenciarian la actividad de los factores inhibitorios. En esta idea Hentges
(1983} pone en tela de juicio la accidn directa de los acidos organicos producidos

por las BAL sobre el control de las bacterias patégenas intestinales.

Otros factores determinantes dei efecto estimulante de las BAL en el
animal, y que hemos esbozado reiteradamente, son ios relacionados con la

especificidad, capacidad de adherencia y dosificacion de la cepa utilizada. Silas

153



DISCUSION

BAL no colonizan y se adhieren al epitelio intestinal, los resuitados son
imprevisibles. A su vez, la adherencia de tas bacterias al epitelio gastrointestinal
requiere un alto grado de especificidad de las mismas (Fuller, 1978; Wesney y
Tannock, 1979; Barrow et al, 1980). Sin embargo, se han registrado algunas
excepciones a esta especificidad. Asi, lactobacilos aislados de pollos son
capaces de adherirse al epitelio escamoso del lechdn (Tannock et al., 1982). Y
Jonsson (1986) advierte que especies de lactobacilos con buena adherencia en
el intestino del cerdo no siempre colonizan su epitelio intestinal. Por otra parte,
algunas bacterias esporuladas colonizan el contenido intestinal, no se adhieren
al epitelio y son capaces de ejercer el efecto estimulante. Esta es la razon por
la que mientras las BAL que se adhieren al epitelio pueden administrarse cada
2-3 dias, las que no tienen capacidad de adherencia han de administrarse
diariamente. Por ello, diversos autores (Cole y Fulier, 1984; Fox, 1988; Tournut,
1989) afirman que una sola dosis alta (10° UFC) a lechones recién nacidos
puede ser suficiente para obtener resultados positivos. Sin embargo, Pedersen
y Tannock (1989) estiman que en animales mayores la duracién del tratamiento
a dosis altas debe de ser prolongado (1-2 meses) para que exista una verdadera
implantacién y las BAL colonicen la capa externa de las veliosidades intestinales.
La dosificacidn es tan importante que, segun Dennis (1987b), si la cantidad de
BAL administrada es excesiva los resultados no sélo no son favorables sino

negativos.
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Soslayando las hipdtesis emitidas anteriormente en las que hemos
relacionado el efecto estimufante de las BAL administradas con los cambios que
pueden acontecer en la flora intestinal parece mas aceptable explicar el efecto
positivo de las BAL por su influencia sobre la utilizacion de nutrientes o sobre el
metabolismo de los productos finales de origen proteico. En este sentido, los
resultados obtenidos por Martin (1992) parecen concluyentes y a ellos vamos a
referirnos de modc mas extenso. Es de advertir no obstante, que en las
investigaciones de este autor se utilizaron piensos en los que se habia sustituido
el maiz por cebada. Pero, en cualquier caso, es asumible que una gran parte de
los etectos encontrados tienen plena validez para expiicar la respuesta positiva
de los animales a Ié administraciéon de BAL. Martin (1992) comprobé en primer
lugar un aumento en los valores de energia metabolizable de las raciones y una
mejora significativa en la digestibilidad del almidén de la cebada al administrar
a los polios una mezcla de L. acidophilus + Str. faecium. Sobre la accién de los
lactobacilos en la digestibilidad del almidén Szylit (1978} habia sugerido la
capacidad amilolitica de estas bacterias y Champ et al. (1981) advirtieron una
mayor degradacion del aimidén de maiz en las aves con una flora intestinal
integra frente a aquelias otras libres de gérmenes. Otros autores (Hutanen y
Pensack, 1965; Boyd y Edwards, 1967) admiten que la flora intestinal puede
modificar la digestibilidad de la grasa, y Tortuero (1973) al comprobar un
aumento en la digestibilidad de la grasa cuando adiciocnaba al agua de bebida
L. acidophilus + L. casei relaciond el incremento en la ganancia de peso en la

primera semana de edad de los pollos con la inhibicidn parcial de! sindrome de
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malabsorcion de la grasa gue suele acontecer entre los 4 y 8 primeros dias de
vida. Asimismo, Martin (1992) ha comprobado una mavyor digestibilidad de la
grasa y de los aminoacidos al adicionar Str. faecium o una mezcla de L.
acidophilus + Str. faecium. Al mismo tiempo encontrd una mejor absorcion del
caicio, lo que posteriormente seria corroborado por Tortuero (datos sin publicar,
1994) en ponedoras. E! efecto de las BAL sobre la absorcion de calcio seria
consecuencia del descenso en el pH intestinal 1o que facilitaria la absorcién de

este mineral.

Por otra parte, y en relacién con el metabolismo del N a nivel de intestino
grueso, Scheuermann (1993) ha observado un incremento en la retencion de
nitrégeno acompanado de una reduccion de urea en sangre, cuando administré
Bacillus 5832 a los lechones, considerando estos resultados como indicativos de
uno de los mecanismos de accién de las BAL y una de las lineas de
investigacion mas sugestivas para explicar la respuesta favorable a la utilizacion

de BAL como aditivos biologicos.

Cuantificar el efecto de las BAL como estimulantes del crecimiento es
practicamente imposible, ya que la respuesta depende, segun se ha mencionado,
de un amplio espectro de variables de indole genético, alimenticio y ambiental
(Muralidhara et al,, 1977; Savage, 1983; Costerton et a/,, 1983; Fox, 1988). Esta
dependencia extrinseca condiciona una amplia gama de respuestas a la

administracion de BAL (Fuller, 1988). Asi, en explotaciones con desinfeccion
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programada y éptimas condiciones ambientales, |los efectos sobre el crecimiento
siempre seran menores que en ‘as que el hacinamiento, la ventilacion y la

temperatura sean inadecuadas (Riise, 1986).

La utilizacion de microorganismos como aditivos para los piensos ha
aumentado de modo notable en los ultimos afios. Razones diversas, como la
proteccion de los gérmenes frente a condiciones adversas, la obtencion de
nuevas cepas, etc. han permitido este sensibie incremento. No &s por tanto una
utopia aventurar que en un futuro préximo, la aplicacion de la Biotecnologia y la
Genética, como ya afirmara McCarthy et al. en 1988, permitan no sélo disponer
de nuevas cepas con alta capacidad de adherencia, validas para cualquier
especie animal, sino influir en la propia actividad del intestino (enzimatica,

inmunitaria, antibidtica).

Al iniciar el estudio bibliografico, recordamos a Metchnikoff como
progenitor de la flora intestinal indigena. Las palabras finales de esta memoria
han de ser un homenaje a este investigador, que en los albores de nuestro siglo

introdujo un nuevo concepto de la microflora lactica.
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Con el fin de determinar los efectos de la administracion oral de bacterias
acido-lacticas sobre el crecimiento y la flora intestinal de animales jovenes, se

han llevado a cabo 14 experimentos en pollos, gazapos y lechones.

En aves se han realizado cuatro pruebas experimentales, con un total de
375 pollos de estirpe Cobb, de 1 6 28 dias de edad, a los que se administraron
diariamente, bien en el agua de bebida o en el pienso, monocultivos o cultivos
mixtos de bacterias acido-lacticas (Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus,
Streptococcus faecium Cernelle 68, Streptococcus faecium CL15 y una mezcla
de Streptococcus faecium, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei y
Lactobaciflus acidophilus). Los resultados obtenidos han demostrado que
unicamente en los pollos que recibieron Streptococcus faecium Cernelle 68 en
el pienso, desde la 4? a la 8% semana de vida, aumentd significativamente la
ganancia de peso (7,8 %). Las restantes cepas de bacterias acido-iacticas
utilizadas no tuvieron efecto favorable sobre el crecimiento, mas aun fa ganancfa'
de peso fue menor. Por el contrario, la eficiencia nutritiva mejord tras la
administracion de los distintos microorganismos, excepto cuando se adiciond en
el pienso una mezcla de Streptococcus faecium, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus. Esta mejora de la eficiencia
nutritiva del pienso fue mas evidente cuando se administraron el Streptococcus

faecium Cernelle 68 6 el CL15 a animales de 0 a 3-4 semanas de edad (6-18
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%). El estudio microbiologico del contenido intestinal puso de manifiesto que la
administracion de los distintos microorganismos did lugar a un aumento
importante en las bacterias acido-lacticas tanto en el ileon (47->1000 %) como
a nivel de ciegos (23-360 %). Sin embargo, no siempre se aprecio una reduccion
constante en el numero de coliformes. La relacion bacterias acido-

lacticas/coliformes aumento especialmente en el contenido ileal (21->1500 %).

En gazapos se programaron cinco pruebas experimentales, en las gue se
emplearon 240 conejos recién destetados, raza Neozelandesa, de 3 ¢ 4
semanas de edad. Los animales recibieron diariamente bien en el pienso, en
agua o en leche, cepas aisladas de Lactobacillus casei o Streptococcus faecium
(Cernelle 68 0 CL15) o bien una mezcla de Lactobacillus casei + Streptococcus
faecium Cernelle 68. Excepto cuando el Lactobacillus casei se administro en el
agua desde la 4° a la 8% semana de edad, para los restantes microorganismos
se observé una respuesta favorable de la ganancia de peso, especialmente en
los animales a los que se administrd en el pienso Streptococcus faecium CL15
desde la 42 a la 8 semana de vida (13 %). La eficiencia nutritiva mejoré en
todos los casos por la administracidon de las distintas bacterias acido-lacticas, y
de modo especial como observaramos en el crecimiento, en los gazapos que
tomaron Streptococcus faecium CL15 (7 %). La administracién conjunta de
Lactobacillus casei + Streptococcus faecium Cernelle 68 mejoré los resultados
observados al administrar L. casei aisladamente. El analisis microbiolégico

intestinal puso de manifiesto, que excepto la adicién al pienso de Lactobaciflus
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casel, todos los microorganismos utilizados originaron un incremento en el
numero de bacterias dcido-lacticas en ifeon (11-650 %), ciego (50-1000 %) y
colon (17-344 %j), o que determind en general una reduccion de coliformes en
ileon (10-96 %), ciego (14-77 %) y colon (14-81 %). Con algunas excepciones,
la relacion bacterias acido-lacticas/coliformes aumento notablemente en todos los

tramos intestinales analizados (20-4.200 %).

En los cinco experimentos realizados en cerdos se utilizaron 126
lechones, Large-White, recién destetados, de 3, 4 6 5 semanas de vida. En cada
experimento se administraron, aisladamente, concentrados de Lactobacillus
casel, Lactobacillus acidophifus o Streptococcus faecium CL15. No se observé
respuesta favorable a la administracion de Lactobacillus caser, excepto cuando
el lactobacilo se vehiculé en leche, tanto a las 4 como a las 6 semanas de edad;
el efecto positivo, no obstante, no fué significativo. La administracion de
Lactobacillus acidophilus o de Sfreptococcus faecium CL15 en leche, determind
una mejora en la eficiencia nutritiva del pienso (5-9 % y 7-10 % respectivamente)
y de la ganancia de peso, siendo ésta mas evidente a las 5 semanas de edad
{33 y 35 % respectivamente). El estudio microbioldgico del contenido intestinal,
puso de manifiesto que la administracién de Lactobacilius casei sélo determind
un aumento de bacterias acido-lacticas a nivel cecal, observandose un descenso
de los lactobacilos en ileon y colon. Mientras el Lactobaciflus acidophiius o el
Streptococcus faecium CL15 originaron un incremento en el numero de bacterias

acido-lacticas en ileon (300->1.000 %), ciego (37-93 %) y colon (35-650 %). El
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numero de coliformes se redujo en ileon {15-40 %), ciego {18-41 %) y colon (2-
61 %) excepto en los animales que tomaron Streptococcus faecium CL15 en
leche desde la 3% a la 92 semana de vida. Salvo algunas excepciones (ileon del
tratamiento Lactobacillus casei y ciego y colon del Streptococcus faecium CL15),
la relacion bacterias acido-lacticas/coliformes aumentd (58->1.000 %) en los
tramos intestinales estudiados de los lechones que recibieron microorganismos

lacticos.

A modo de resumen general, es posible afirmar que determinadas cepas
de bacterias acido-lacticas, administradas en agua o leche, ¢ adicionadas al
pienso, parecen favorecer el crecimiento de los gazapos y lechones. Tanto en
estas especies animales, como en los pollos, la administracion de estos
microorganismos mejora la eficiencia nutritiva del pienso. Y a nivel intestinal

originan un incremento de la relacidn bacterias dcido-lacticas/coliformes.
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De acuerdo con los resuftados obtenidos en el presente estudio, en el que
se ha determinado la respuesta de diferentes bacterias acido-lacticas sobre el
crecimiento, eficiencia nutritiva y flora intestinai de pollos, gazapos y lechones,

es posible extraer las siguientes conclusiones:

1. En los pollos, la adicién de bacterias acido-lacticas (L. casei, L. acidophiius,
Str. faecium C68 y CL15 o una mezcla de Str. faecium + L. helveticus +
L. casei+ L. acidophilus) al pienso ¢ al agua de bebida, no di6 lugar a una
mejora apreciable en la ganancia de peso. La eficiencia nutritiva del
pienso, por el contrario, experimentd una mejora sensible por la adicidn
de microorganismos, excepto cuando se administré la mezcla de Sir.

faecium + L. helveticus + L. casei + L. acidophilus.

2. En los gazapos, la utilizacion de Str. faecium C68, CL15 o L. casei + Str.
faecium C68 en el pienso, agua o leche, supuso un aumento en la
ganancia de peso, mientras el L. casei administrado aistadamente no tuvo
efectos sobre el crecimiento. La eficiencia nutritiva del pienso mejoré por

la administracion de todas las bacterias.

3. En los fechones, |a administracion de L. acidophilus o Str. faecium CL15 dio

lugar a un aumento en la ganancia de peso, siendo este efecto tanto
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mayor cuanto mas jdvenes eran los animales. El L. casei, por el contrario,
no tuvo influencia sobre el crecimiento. La eficiencia nutritiva del piensc

se vio mejorada por la administracion de estas bacterias.

4. Elanalisis microbioldgico del contenido ileal y cecal en los pofios, o del ilecn,
ciego y colon en gazapos y lechones puso de manifiesto que la
administracion de L. casei, L. acidophilus, Str. faecium C68 ¢ CL15, L.
casei + Str. faeciurn C68 o una mezcla de Str. faecium + L. helveticus +
L. casei + L. acidophilus aumentaban el numero de bacterias acido-
lacticas especialmente en el ileon, aumento que no siempre se
correspondié con un descenso de coliformes. Sin embargo, en todos ios
casos, la relacién bacterias acido-lacticas/coliformes fue mayor en los

Qrupos problema.
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