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USO DE INULINA COMO PREBIOTICO PARA BACTERIAS ACIDO LACTICAS Y
SU EFECTO EN LA ALIMENTACION DE CORDEROS PRE Y POSDESTETE

Marco Antonio Ayala Monter, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2017

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto prebiotico de la inulina de Agave tequilana para
bacterias &cido lacticas, asi como en la respuesta de corderos pre y posdestete. En el primer
experimento se evalud el crecimiento in vitro de Lactobacillus salivarius (Ls), Enterococcus
faecium (Ef) y Lactobacillus casei (Lc) como testigo positivo, con sustitucién de glucosa por
inulina de achicoria (IAc) o de agave (IAg) en el medio Man-Rogosa-Sharpe (MRS). Los
tratamientos (T) evaluados fueron T1: MRS-glucosa+Lc; T2: MRS-1Ac+Lc, T3: MRS-IAc+Ls,
T4: MRS-IAc+Ef, T5: MRS-IAg+Lc, T6: MRS-IAg+Ls y T7: MRS-IAg+Ef. El disefio
experimental fue completamente al azar y la comparacion de medias se realiz6 mediante la
prueba de Tukey. Los tratamientos con MRS-IAg mostraron mayores (P < 0.05) tasas de
crecimiento (0.51%, 0.50% y 0.50% h't, T5, T6 y T7, respectivamente) y fueron similares al testigo
positivo (T2) cuando crecié en MRS-IAc (0.48% h). En el segundo y tercer experimento se
evalu el efecto prebidtico de inulina de agave y L. casei en el crecimiento, variables
hematoldgicas, metabolitos séricos, poblacidn de lactobacilos, coliformes totales y diarreas. En
el segundo experimento 45 corderos recién nacidos se evaluaron durante la lactancia, y en el
tercer experimento se usaron 30 corderos destetados, todos los corderos fueron cruzas Kathadin x
Dorset. El disefio experimental fue completamente al azar, los tratamientos (T) fueron: T1, Dieta
basal (DB); T2, DB + 2 % inulinay T3, DB + 2 % inulina + L. casei; se realiz6 un ANDEVA 'y
las medias de los tratamientos se compararon con la prueba de Tukey. En el segundo
experimento, la adicion de inulina de agave y L. casei aumentd la GDP y peso al destete (PD):
GDP = 356°, 384% y 415% g d'; PD = 24.92% 26.18® y 28.07% kg para T1, T2 y T3,
respectivamente, asi como la poblacion de lactobacilos: 5.59°, 6.32% y 6.48% Logio UFC g, T1,
T2 y T3, respectivamente (P < 0.05). La poblacion de coliformes totales (T1=5.07°, T2 =6.18% y
T3=5.77% Logio UFC g!) y el porcentaje de diarreas (T1=46.7, T2 =33.3 y T3=20 %) fue menor
(P < 0.05) en los corderos del T3. En el tercer experimento, no se encontraron diferencias (P >



0.05) en las variables productivas. Respecto a variables hematologicas, el porcentaje de basoéfilos
aument6 (P < 0.05) con la adicion de inulina y L. casei (0.17°, 0.32%° y 0.45% % para T1, T2 y T3,
respectivamente). La poblacidn de coliformes totales en heces fue mayor (P < 0.05) en el grupo
testigo (8.58?, 7.19° y 6.51° Logio UFC g?, T1, T2, T3, respectivamente) y la poblacion de
lactobacilos aumenté (P < 0.05) con inulina y L. casei (9.02°, 9.88% y 10.26 Logio UFC g, T1,
T2 y T3, respectivamente). La inulina de agave favorece el crecimiento de las bacterias
probidticas L. salivarius, E. faecium y L. casei, mientras que la combinacion de inulina de agave
y L. casei aumentan la ganancia de peso en corderos durante la lactancia y mejoran la salud
intestinal al reducir la poblacion de coliformes e incidencia de diarreas en corderos pre y

posdestete.

Palabras clave: Inulina, Lactobacillus casei, prebiotico, probiético, diarreas.



INULIN AS A PREBIOTIC FOR ACID LACTIC BACTERIA AND ITS EFFECT ON
FEEDING OF PRE- AND POST-WEANING LAMBS

Marco Antonio Ayala Monter, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2017

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the prebiotic effect of Agave tequilana inulin on lactic
acid bacteria growth, and the effect of inulin and Lactobacillus casei on performance of pre- and
post-weaning lambs. In the first experiment the in vitro growth of Lactobacillus salivarius (Ls),
Enterococcus faecium (Ef) and Lactobacillus casei (Lc) as positive control, with glucose
substitution by chicory inulin (IAc) or agave inulin (IAg) in the Man-Rogose-Sharpe (MRS)
medium. Treatments (T) evaluated were T1: MRS-glucose + Lc; T2: MRS-1Ac+Lc, T3: MRS-
IAc+Ls, T4: MRS-IAc+Ef, T5: MRS-IAg+Lc, T6: MRS-IAg+Ls y T7: MRS-IAg+Ef. The
experimental design was completely randomized and treatments means were compared with
Tukey test. In the first experiment, MRS-1Ag treatments had higher (P < 0.05) growth rates
(0.51?, 0.50% and 0.50% ht, T5, T6 and T7, respectively) and were similar to positive control (T2)
when grown in MRS-1Ac (0.48a h). The second and third experiments evaluated the prebiotic
effect of agave inulin and L. casei on growth, hematological variables, serum metabolites,
lactobacilli population, total coliforms and incidence of diarrheas. In the second experiment, 45
newborn lambs were evaluated during lactation and in the third experiment 30 weaned lambs
were used; in both cases, all lambs were Kathadin x Dorset crosses. The experimental design was
completely randomized, and treatments (T) were: T1, Basal diet (BD); T2, BD + 2 % inulin and
T3, BD + 2 % inulin + L. casei; an treatments means were compared with Tukey test. In the
second experiment, addition of agave inulin and L. casei increased daily weight gain (DWG) and
weaning weight (WW): DWG = 356°, 384% and 415 g d"* and WW = 24.92?, 26.18% and 28.072
kg for T1, T2 and T3, respectively; as well as lactobacillus population: 5.79°, 6.32%° and 6.48?
Logio UFC g, for T1, T2 and T3, respectively. Total coliform population (T1 = 6.18% T2 =
5.77%y T3 = 5.07° Logio UFC g?) and incidence of diarrhea were lower (P < 0.05) in lambs of
the T3 (T1 =46.7, T2 = 33.3 and T3 = 20 %). In the third experiment, there were no differences



(P > 0.05) in variables of animal performance. Regarding hematological variables, percentage of
basophils were increased (P < 0.05) by inulin and L. casei (0.17°, 0.322° and 0.45% % for T1, T2
and T3, respectively). Fecal total coliform population was higher (P < 0.05) in control group
(8.58?, 7.19" and 6.51° Logio CFU g, T1, T2, T3, respectively) and the lactobacillus was
increased (P < 0.05) by supplementation of inulin and L. casei (9.02° 9.88% and 10.26% Logio
UFC g*!, T1, T2 and T3, respectively). Agave inulin favors growth of probiotic bacteria L.
salivarius, E. faecium and L. casei, whereas the combination of agave inulin and L. casei
increases weight gain in lambs during lactation and improve intestinal health by reducing

population of coliforms and diarrhea incidence in pre-and post-weaning lambs.

Key words: Inulin, Lactobacillus casei, prebiotic, probiotic, diarrheas.
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INTRODUCCION GENERAL

En los sistemas de produccion para carne ovina la finalidad es obtener el mayor porcentaje de
corderos destetados. Sin embargo, durante la lactancia y el destete la baja proteccion
inmunoldgica (Zhang et al., 2015) y el cambio de dieta liquida a solida desencadena problemas
digestivos, particularmente diarreas (Li et al., 2015; Chatzopoulos et al., 2016) ocasionando bajo
rendimiento o muerte en los corderos (Malmuthuge et al., 2015) lo cual es una pérdida
econOmica considerable en el sector ovino; por ello, el destete es considerado un periodo critico
en la vida de los corderos (Freitas y Ungerfeld, 2016).

Las diarreas en corderos son causadas por agentes etiol6gicos como bacterias: Escherichia coli,
Salmonella spp., Clostridium spp., Campylobacter spp. (Aragédo et al., 2012; Yang et al., 2014);
paréasitos: Cryptosporidium spp. y Giardia spp. (Yang et al., 2009; Minetti et al., 2014) y virus
de las familias Adenoviridae, Coronaviridade, Rotaviriadae, por ello es considerada un sindrome
complejo y multifactorial (Martella et al., 2015). Durante décadas, el manejo profilactico de las
diarreas han sido a través de la aplicacion de antimicrobianos; sin embargo, debido a su
prohibicion (Maron et al., 2013) y uso inadecuado ocasiona resistencia bacteriana (Woolhouse et
al., 2015; Founou et al., 2016) asi como residuos de los antibidticos en carne y leche (Beyene,
2016). Ante este problema, el uso de probidticos (Khalid et al., 2011; Angelakis, 2017) y el de
prebidticos como la inulina (Samanta et al., 2013) son suplementos alternativos al uso de
antibioticos para su control (Allen et al., 2013; Sanchez et al., 2017).

Los prebioticos como la inulina estimulan el crecimiento de bacterias probioticas (Roberfroid et
al., 2010), las cuales acttan contra enteropatogenos a través de la produccion de bacteriocinas y
exclusion competitiva (Musa et al., 2009; Hajati y Rezaei, 2010); ademas, modulan la microflora

intestinal (Samanta et al., 2012).



Los probidticos mejoran la poblacion microbiana ruminal, digestibilidad de nutrientes,
conversion alimenticia y sistema inmunolégico (Abd El-Tawab et al., 2016); ademas, tienen
accion antagdnica a enteropatégenos (Musa et al., 2009), lo que conduce a un mejor rendimiento
y salud de los corderos (Allen et al., 2013). Las fuentes de inulina utilizadas en la industria
internacional son la achicoria (Cichorium intybus) y la alcachofa (Helianthus tuberosus) (Leroy
et al., 2010); en México, la especie Agave tequilana Weber var. Azul, tiene un contenido alto de
inulina (Carranza et al., 2015). El uso de inulina de achicoria como sustrato energético para
bacterias acido lacticas (BAL) esta documentado en estudios in vitro (Diaz-Vela et al., 2010), en
terneros (Uyeno et al., 2015), pero las investigaciones son escasas y no concluyentes en corderos
(Kazemi-Bonchenari et al., 2013; Moarrab et al., 2016).

En la literatura consultada los estudios con el uso de inulina de agave son escasas y se limitan a
investigaciones in vitro (Moreno-Vilet et al., 2016; Mueller et al., 2016a, 2016b); e in vivo
(Velazquez-Martinez et al., 2014; Garcia-Curbelo et al., 2016; Marquez-Aguirre et al., 2016), y
no se encontrd informacion relacionada con el uso de inulina de agave en corderos pre y
posdestete. Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto prebidtico de la
inulina de Agave tequilana en el crecimiento in vitro de bacterias probidticas, asi como en el
crecimiento, poblacion de lactobacilos, coliformes totales e incidencia de diarreas en corderos

pre y posdestete.
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CAPITULO I. EFECTO PREBIOTICO DE DOS FUENTES DE INULINA EN EL

CRECIMIENTO in vitro DE Lactobacillus salivarius Y Enterococcus faecium

PREBIOTIC EFFECT OF TWO SOURCES OF INULIN ON in vitro GROWTH OF

Lactobacillus salivarius AND Enterococcus faecium

Marco Antonio Ayala-Monter, David Hernandez-Sanchez, Rene Pinto-Ruiz, Sergio S. Gonzalez-

Mufoz, José R. Barcena-Gama, Omar Hernandez-Mendo, Nicolas Torres-Salado.

RESUMEN

Las diarreas en especies pecuarias son controladas con antibi6ticos, pero su uso inadecuado
causa problemas de resistencia bacteriana. Las bacterias &cido lacticas (BAL) en la microbiota
intestinal ejercen exclusion competitiva contra patdgenos causantes de diarreas, y la inulina es un
sustrato para las BAL. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue determinar el efecto prebidtico
de dos fuentes de inulina en el crecimiento in vitro de Lactobacillus salivarius (Ls) y
Enterococcus faecium (Ef), con el uso de Lactobacillus casei (Lc) como control positivo. Las
incubaciones in vitro se realizaron a 37 °C, con sustitucion de glucosa por inulina de achicoria
(IAc) o de agave (IAg) en el medio MRS. Los tratamientos (T) evaluados fueron T1: MRS-
glucosatLc; T2: MRS-1ActLc, T3: MRS-1Ac+Ls, T4: MRS-IAc+Ef, T5: MRS-IAg+Lc, T6:
MRS-IAg+Ls y T7: MRS-IAg+Ef. La curva y la tasa de crecimiento se determinaron mediante
densidad optica (630 nm) a las 0, 3, 6, 12, 24, 30, 36, 48, 54 y 60 h. El disefio experimental fue
completamente al azar, los datos se analizaron con PROC GLM (SAS) y la comparacion de
medias se realiz6 mediante la prueba de Tukey. Los tratamientos con MRS-1Ag mostraron
mayores (P < 0.05) tasas de crecimiento (0.512, 0.50%y 0.50% h'%, T5, T6 y T7, respectivamente) y
resultaron similares al control positivo (T2) cuando creci6 en MRS-IAc (0.48% hl). El pH
durante el crecimiento fue diferente entre tratamientos (P < 0.05). La inulina de agave favorece
el crecimiento de bacterias probidticas como Lactobacillus salivarius y Enterococcus faecium, y

su efecto prebiotico supera a la inulina de achicoria.

Palabras clave: Agave tequilana, Cichorium intybus, prebiético, probiotico, in vitro.



ABSTRACT

In livestock species, diarrhea is controlled with antibiotics, but its inadequate use causes bacterial
resistance. Lactic acid bacteria (LAB) in the intestinal microbiota have competitive exclusion
against enteropathogens that cause diarrheas, and inulin is a substrate for LAB. Therefore, the
objective of this study was to determine the prebiotic effect of two inulin sources on in vitro
growth of Lactobacillus salivarius (Ls) and Enterococcus faecium (Ef), with the use of
Lactobacillus casei (Lc) as a positive control. In vitro incubations were performed at 37 °C, with
glucose substitution by chicory inulin (IAc) or agave inulin (IAg) in MRS medium. The
treatments (T) evaluated were T1: MRS-glucosa+Lc; T2: MRS-1Ac+Lc, T3: MRS-IAc+Ls, T4:
MRS-IAc+Ef, T5: MRS-IAg+Lc, T6: MRS-IAg+Ls y T7: MRS-1Ag+Ef. The growth curve and
growth rate were determined by optical density (630 nm) at 0, 3, 6, 12, 24, 30, 36, 48, 54 and 60
h. A completely randomized design was used and the Tukey test for means comparison. MRS-
IAg treatments showed higher (P < 0.05) growth rates (0.512, 0.50% and 0.50% h, T5, T6 and T7,
respectively) and were similar to the positive control (T2) when MRS- IAc was used (0.48% h't).
The positive control (T1) had low growth rate (0.34° h'Y) when glucose was included in the
medium (MRS-glucose). The pH was different (P < 0.05) between treatments during bacterial
growth. Agave inulin favors the growth of probiotic bacteria such as Lactobacillus salivarius and

Enterococcus faecium, and its prebiotic effect is better than chicory inulin.

Key words: Agave tequilana, Cichorium intybus, prebiotic, probiotic, in vitro.



INTRODUCCION

En los sistemas de produccion pecuaria, las infecciones entéricas son una de las principales
causas de mortalidad en los neonatos (Li et al., 2015), su manejo sanitario se realizaba con
antibioticos, pero el uso inadecuado de éstos causa resistencia bacteriana (Woolhouse et al.,
2015), asi como residuos de los antibioticos en carne y leche (Beyene, 2016). Ante este
problema, el uso de probioticos (Yirga, 2015) y el de prebidticos como la inulina (Samanta et al.,
2013) son suplementos alternativos que benefician la salud y la productividad de especies
pecuarias. La inulina estimula el desarrollo de bacterias &cido lacticas (Roberfroid et al., 2010)
que actlan contra entero patdgenos causantes de diarreas, mediante la produccion de

bacteriocinas (Messaoudi et al., 2013).

Las fuentes de inulina utilizadas en la industria internacional son la achicoria (Cichorium
intybus) y la alcachofa (Helianthus tuberosus) (Leroy et al., 2010); en México, la especie Agave
tequilana Weber var. Azul, tiene un contenido alto de inulina (Carranza et al., 2015). El uso de
inulina de achicoria como sustrato energético para bacterias acido lacticas (BAL) esta
documentado en estudios in vitro (Diaz-Vela et al., 2012); pero con el uso de inulina de agave
son escasas Yy se limitan a investigaciones in vitro (Moreno-Vilet et al., 2016; Mueller et al.,
2016a; 2016b) e in vivo (Veldzquez-Martinez et al., 2014; Garcia-Curbelo et al., 2015; Marquez-
Aguirre et al., 2016). En el presente estudio, el objetivo fue evaluar el efecto prebidtico de la
inulina de achicoria y de agave en el crecimiento in vitro de Lactobacillus salivarius y

Enterococcus faecium.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizd en el Laboratorio de Nutricion Animal del Posgrado de Ganaderia del

Colegio de Posgraduados, Campus Montecillo, ubicado en Montecillo, Estado de México.

Las incubaciones in vitro se realizaron a 37 °C, con sustitucién de glucosa por inulina de
achicoria o agave en el medio Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (de Man et al., 1961), para determinar
el crecimiento de Lactobacillus salivarius, Enterococcus faecium y Lactobacillus casei como

control positivo.



Pureza de las fuentes de inulina

El grado de pureza (Cuadro 1) de la inulina de agave Inulin Powder® (Bestground, Zapopan,
Jalisco, México) y de la de achicoria (Inulin from chicory®, Sigma-Aldrich, USA) se determind
por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Knauer, Smartline, Alemania) (Arrizon et
al., 2010; Praznik et al., 2013).

Cuadro 1. Composicion (%) de las fuentes de inulina

Inulin Powder®* Inulin from chicory®?
Inulina 89.56 98.80
Azucar 3.17 0.93
Sacarosa 2.83 0.27
D-glucosa 1.17 -
D-fructosa 3.27

!Bestground, Zapopan, Jalisco, México; Sigma-Aldrich, USA.

Cepas de bacterias probidticas
Las cepas utilizadas fueron Lactobacillus salivarius y Enterococcus faecium aisladas de calostro
de vacas Holstein y mucosa oral de becerros, respectivamente (Caballero, 2014), e identificadas

mediante técnicas moleculares (Gémez, 2015).

El control positivo fue Lactobacillus casei ATCC procedente del Departamento de Investigacién
y Posgrado de Alimentos de la Facultad de Quimica, de la Universidad Autonoma de Querétaro,
México.

Las cepas se conservaron a -20 °C en tubos Eppendorf (650 pL de indculo crecido en medio
MRS y 650 pL de glicerol como crioprotector).

Disefio experimental y tratamientos
El disefio experimental fue completamente al azar con siete tratamientos de acuerdo con lo

descrito en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Tratamientos experimentales

Tratamiento Descripcion

T1 Lactobacillus casei + MRS — glucosa (Testigo)

T2 Lactobacillus casei + MRS — inulina de achicoria *
T3 Lactobacillus salivarius + MRS - inulina de achicoria
T4 Enterococcus faecium + MRS - inulina de achicoria
T5 Lactobacillus casei + MRS — inulina de agave 2
T6 Lactobacillus salivarius + MRS - inulina de agave

T7 Enterococcus faecium + MRS - inulina de agave

Ynulin from chicory®, Sigma-Aldrich, USA; 2Inulin Powder®, Bestground, Zapopan, Jalisco,
México.

Medios de cultivo

El medio utilizado fue MRS (Fluka Analytical®, Sigma-Aldrich) descrito para bacterias acido
lacticas, en el cual se sustituyo la glucosa (20 g L%, 2 % p/v) por inulina de achicoria o de agave
de acuerdo con su pureza (Cuadro 3). Después se ajustd el pH a 6.2+0.2 en los medios y se
esterilizaron 15 min a 121 °C.

Cuadro 3. Medios de cultivo MRS con glucosa o inulina

MRS — Glucosa'™ MRS — Inulina de MRS — Inulina de

Componente, g L™ achicoria agave
Peptona 10 10 10
Extracto de carne 8 8 8
Extracto de levadura 4 4 4
Glucosa 20 0 0
Inulina® 0 20.24 23.52
Fosfato dipotasico 2
Acetato de sodio 5
Citrato de triamonio 2 2
Sulfato de magnesio 0.2 0.2 0.2
Sulfato de manganeso 0.05 0.05 0.05
Monoleato de sorbitan, mL 1 1 1

pH final 6.2+0.2; TAjustado de acuerdo a la pureza de inulina en cada fuente; T'(de Man et al.,
1961).
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Reactivacion de las cepas bacterianas

Las cepas de L. salivarius, E. faecium y L. casei identificadas como BAL, se descongelaron
gradualmente de -20 °C a 4 °C y después a temperatura ambiente (18 a 20 °C). Luego se
inocularon 1.3 mL de cada cultivo en tubos Labcon (15 mL) con 11.7 mL de medio de cultivo

(relacion 1/10) segun el tratamiento (Cuadro 2) y se incubaron 12 h a 37 °C.

Concentracion bacteriana del in6culo inicial

Después de la reactivacion (12 h) se tomaron alicuotas de 1 mL de cada cepa evaluada y se
hicieron diluciones seriadas (10" a 10*?) en tubos que contenian 9 mL de agua peptonada
(8.5%), posteriormente se realiz6 la siembra por estria en cajas Petri con agar MRS de cada
dilucion elaborada y se incubaron a 37°C por 24 h; finalmente se estim6 la concentracion
bacteriana mediante el conteo de UFC, y los datos se expresaron con la funcion logio: 9.55; 9.21;
9.13; 9.15; 9.34; 9.36; 9.31 UFC mL T1, T2, T3, T4, T5, T6 y T7, respectivamente.

Cinética de crecimiento y pH

Se agregaron 12 mL del cultivo reactivado en matraces Erlenmeyer (125 mL) con 108 mL del
medio de cultivo (1/10 v/v) y se incubaron a 37 °C por 60 h. Los tiempos de lectura se
establecieron de acuerdo a lo recomendado (Gémez, 2015) con base al inicio y termino de la fase
exponencial.

Para determinar la curva de crecimiento se tomaron alicuotas de 3 mL de los cultivos de cada
tratamiento (Cuadro 2), y se realizaron lecturas de densidad éptica (630 nm) a las 0, 3, 6, 12, 24,
30, 36, 48, 54 y 60 h, utilizando un espectrofotémetro (Cary 1E UV-Visible, USA); asimismo, se
registré el pH (Thermo Scientific Star A121®, USA) en cada horario de muestreo. Se realizaron

seis repeticiones por tratamiento.

Tasa de crecimiento
A partir de lecturas de densidad optica (DO) en la fase exponencial se calcul6: 1) tasa especifica
de crecimiento (pu, h'') y 2) tiempo de generacion (T, min), obtenido a partir del valor de p,
mediante las siguientes ecuaciones (McKay et al., 1997):

1) InN =InNog+ut 2)t=In2/u

Donde: Ln N= DO al inicio y Ln No = DO final de la fase exponencial, t = tiempo transcurrido

entre No y N.

12



Analisis estadistico
Los datos obtenidos de las variables estudiadas se analizaron mediante PROC GLM (SAS, 2013)

y las medias de tratamientos se compararon con la prueba de Tukey (P < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Cinética de crecimiento

Las Figuras 1a y 1b presentan las curvas de crecimiento de las cepas L. salivarius y E. faecium
con las fuentes de inulina evaluadas. El crecimiento en los tratamientos T6 y T7 con inulina de
agave fue mayor (P < 0.05) a las 24 h (DO: 1.80°y 1.70° respectivamente) respecto a los
tratamientos T3 y T4 (DO: 1.19%y 1.199, respectivamente) con inulina de achicoria. Por su parte,
Lactobacillus casei mostré similar crecimiento en medio MRS-glucosa, MRS-inulina de
achicoria y MRS-inulina de agave a las 24 h (DO: 2.54°, 2.70% y 2.48°, respectivamente). Al final

de la incubacion L. salivarius mostré el mayor crecimiento (P < 0.05) con inulina de achicoria.

# :# ;f\‘ TRAT

HORA

Figura 1. Crecimiento de Lactobacillus casei (Lc), Lactobacillus salivarius (Ls) y Enterococcus

faecium (Ef) en inulina de achicoria (IAc) o inulina de agave (1AQ).
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El mayor crecimiento observado con inulina de agave se relacion6 con la estructura tipo mixto
de este polimero, compuesto por cadenas lineales de fructosas unidas a enlaces B-[(2—1, (2—6)]
con ramificaciones (Praznik et al., 2013); en contraste, la inulina de achicoria presenta enlaces -
(2—1), sin ramificaciones implicando menor degradacion, no hidrolizables en mamiferos
(Costabile et al., 2010), pero altamente utilizables por las BAL de los géneros Lactobacillus spp.
y Bifidobacterium spp. (Slavin y Feirtag, 2011; Apolinério et al., 2014). Ademas, el grado de
polimerizacion (GP) y las ramificaciones de la molécula afectan la degradacién de la inulina,
donde el bajo GP de la inulina de agave propicia mayor solubilidad, lo cual favorece su
degradacion y utilizacion; por lo anterior, la inulina de agave resulta como una alternativa de

energia y mostro capacidad prebidtica para las BAL evaluadas en este estudio.

Adicionalmente, el mayor crecimiento de las cepas L. salivarius y E. faecium con la inulina de
agave se asocio al grado de polimerizacion (GP) segun las fuentes de inulina, observandose que
el mayor desdoblamiento ocurre con fuentes de bajo GP (Shoaib et al., 2016). EI GP varia segln
la especie vegetal (Mancilla y Lépez, 2006), region de produccion, nutrientes en el terreno,
régimen hidrico (Pinal et al., 2009) y tiempo de cosecha (Arrizon et al., 2010). La inulina de
achicoria y alcachofa tienen alto GP < 60 (Roberfroid et al., 2010), y el agave presenta bajo GP
< 30 (Mellado-Mojica et al., 2012). Lo anterior explica el mayor desarrollo de la BAL evaluadas
cuando el medio contenia inulina de agave. El crecimiento de L. salivarius y E. faecium en MRS
con inulina de agave (MRS-1AQ) se caracterizd por una fase lag nula, y una fase exponencial
eminente entre 0 y 6 h de incubacidn; sin embargo, para L. salivarius y E. faecium en MRS con
inulina de achicoria (MRS-1Ac) la fase exponencial fue menos pronunciada (Figuras 1y 2).

Tasa de crecimiento

La tasa de crecimiento en las bacterias (i) tuvo un incremento (P < 0.05) de 41% en promedio,
en los tratamientos T5, T6, T7 en MRS-IAg y T2 en MRS-1Ac, comparados con el grupo testigo
(T1) (Cuadro 4). Las cepas probioticas evaluadas en el presente estudio mostraron la capacidad
de utilizar ambas fuentes de inulina; sin embargo, el crecimiento vario entre estas en funcion del
sustrato incluido en el medio como fuente de energia e implico una reduccion (P < 0.05) de 42.6
min en promedio en el tiempo de generacion (T) para las cepas cultivadas con inulina de agave,

respecto al grupo testigo (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Tasa especifica de crecimiento (n) y tiempo de generacion (T) en bacterias acido
lacticas en medio MRS con dos fuentes de inulina

Tratamientos

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 EEM P

w(?) 034> 048  0.33° 0.39® 051* 0.50® 0.50° 0.01  0.0001
T (min) 125.9° 85.9° 126.8% 106.2° 83.6° 82.9° 834° 3.85  0.0001

T1: MRS-glucosa+Lc; T2: MRS-IAc+Lc, T3: MRS-1Ac+Ls, T4: MRS-1Ac+Ef, T5: MRS-
IAg+Lc, T6: MRS-IAg+Ls y T7: MRS-IAg+Ef. Inulina de achicoria (IAc); Inulina de agave
(IAg). "¢ Medias con literales distintas en la misma fila son diferentes (P < 0.05); EEM= Error
estandar de la media; Lc: Lactobacillus casei; Ls: Lactobacillus salivarius; Ef: Enterococcus
faecium.

Este crecimiento se explica por la rapida degradacion observada en la inulina de agave de bajo
GP; por el contario, la inulina de achicoria presenta compuestos remanentes de alto GP los cuéles
propiciardn una degradacion lenta y un efecto prebidtico prolongado (Ito et al., 2011), lo cual
esta relacionado también con la longitud de las cadenas en su estructura (Mueller et al., 20162,
2016b).

Los fructanos de tipo inulina cuando no son ramificados se dividen en disacaridos o
monosacaridos y son degradados extracelularmente, mientras los mixtos como la inulina de
agave, son absorbidos intracelularmente, y sélo las bacterias probioticas podran usarlos (Takagi
et al., 2013; Tsujikawa et al., 2013; Mueller et al., 2016%).

El tiempo de generacion (T) es 61 min para L. salivarius en medio MRS con fructooligosacaridos
(Saminathan et al., 2011) y de 40 min en cepas de E. faecium cultivadas en MRS (Morandi et al.,
2005). Las diferencias en el valor de T indicado por estos autores con relacion a los datos del
presente estudio se explican por la concentracion de nutrientes en el medio y la cinética de las
reacciones intracelulares, las cuales afectan la trascripcion y traduccion del ADN vy la velocidad
de crecimiento bacteriano (Carvalho et al., 2013). E. faecium posee diferentes rutas para el
metabolismo de carbohidratos, permitiéndole utilizar amplia variedad de azlcares (van Schaik et
al., 2010). Chowdhury et al. (2016) hallaron el menor tiempo de generacion (T=51 min) de L.
casei cuando la concentracion de lactosa e inulina en el medio MRS fue de 20 y 0.32 g L7,

respectivamente.
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Este patron de crecimiento se debe a la capacidad del género Lactobacillus de fermentar
fructanos de bajo y alto peso molecular (Paludan-Mdiller et al., 2002); por el contrario, cepas del
género Bifidobacterium tienen alta afinidad por los fructanos de bajo peso molecular (Falony et
al., 2009). El tipo de cepa y sustrato utilizado en el medio podria explicar el tiempo de

generacion obtenido en el presente estudio.

Velazquez-Martinez et al. (2014) y Mueller et al. (20162, 2016b) reportan crecimientos mayores
en bacterias prebidticas de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium cuando se utilizé inulina
de agave de bajo GP, similar a lo observado en las cepas L. salivarius y E. faecium evaluadas en

el presente estudio.

La diferencia en la tasa de crecimiento bacteriano se relaciona con enzimas (Tabasco et al.,
2014) sintetizadas por las BAL, responsables de la fermentacion de diferentes carbohidratos;
asimismo, de la presencia de cddigos génicos definidos (Saulnier et al., 2007), originando
patrones de crecimiento en diferentes sustratos, debido al metabolismo especifico en el consumo
de inulina (Watson et al., 2013). Lo anterior sustenta las diferencias en el metabolismo de las
fuentes de inulina evaluadas en este estudio y su relacion con el crecimiento bacteriano

observado.

pH
El pH al inicio de la incubacién fue menor (P < 0.05) en T1, sequido de T5al T7 y T2 al T4 con
valores promedio de 5.4%, 5.5° y 5.7°, respectivamente. Los valores de pH en el medio de cultivo
fueron disminuyendo gradualmente, independientemente de la fuente de inulina; al final de la
incubacién también hubo diferencia (P < 0.05) entre tratamientos para esta variable (Figuras 22 y
2b).

La disminucién del pH en el medio de cultivo es resultado de la fermentacion de carbohidratos y
la produccion de acido lactico por las BAL (Ozcelik et al., 2016). Pompei et al. (2008) evaluaron
cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium en medio MRS con dos fuentes de inulina, y
reportaron un pH de 3.7, similar a lo observado en el presente estudio. El pH inicial en el medio
afecta las tasas de crecimiento; sin embargo, L. casei se adapta a medios acidos (pH 3); de
manera similar L. salivarius resiste pH de 2.6 por un lapso de 6 h (Sanhueza et al., 2015).
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El pH y la temperatura afectan la actividad enzimatica, el metabolismo (Tang et al., 2016),
transporte de nutrientes en la célula, sintesis de ARN y proteinas (Panesar et al., 2010);
asimismo; pH bajos afectan el crecimiento celular e inhiben las reacciones bioquimicas para la
produccion de acido lactico; las bacterias para sobrevivir en condiciones &cidas regulan su pH

intracelular a través de la ATPasa, mediante el bombeo de H+ fuera de la célula (Ai et al., 2017).
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Figura 2. pH de los medios de cultivo con inulina de achocria (IAc) o inulina de agave (IAg) e

inoculados con Lactobacillus casei (Lc), Lactobacillus salivarius (Ls) y Enterococcus faecium

(EP).

CONCLUSIONES
La inulina de agave favorece el crecimiento de Lactobacillus salivarius, Enterococcus faecium y

Lactobacillus casei.
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CAPITULO II. RESPUESTA PRODUCTIVA, VARIABLES HEMATOLOGICAS Y
COLIFORMES EN CORDEROS LACTANTES CON ADICION DE INULINA Y

Lactobacillus casei

GROWTH PERFORMANCE, HEMATOLOGICAL VARIABLES AND COLIFORMES
IN SUCKLING LAMBS WITH ADDITION INULIN AND Lactobacillus casei

Marco Antonio Ayala-Monter, David Hernandez-Sanchez, Rene Pinto-Ruiz, Sergio S. Gonzalez-

Mufioz, José R. Barcena-Gama!, Omar Herndndez-Mendo, Nicolas Torres-Salado

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto prebidtico de la inulina Agave tequilana y la
cepa probiotica Lactobacillus casei en el crecimiento, variables hematoldgicas y coliformes
totales en corderos durante la lactancia. Se utilizaron 45 corderos recién nacidos (Kathadin x
Dorset, 4.8 + 0.8 kg PV). Se evalud la ganancia diaria de peso (GDP), consumo de MS (CMS) y
la presencia de diarrea en cada cordero durante 56 d. A las 24 h postparto y al final del
experimento, se recolectaron muestras de sangre para evaluar variables hematologicas y
metabolitos séricos; ademas, en muestras de heces se estimé la poblacién de coliformes totales y
lactobacilos. El disefio fue completamente al azar, los tratamientos (T) fueron: T1, Alimento
preiniciador (AP); T2, AP + 2 % inulinay T3, AP + 2 % inulina + L. casei, se realiz6 un
ANDEVA vy las medias de los tratamientos se compararon con la prueba de Tukey. La adicién de
inulina de agave y L. casei aumentd la GDP y peso al destete (PD): GDP = 356P, 384% y 4152 g
dl; PD = 24.92% 26.18% y 28.07% kg para T1, T2 y T3, respectivamente; asi como la poblacion
de lactobacilos: 5.79°, 6.32% y 6.48% Logio UFC g%, T1, T2 y T3, respectivamente (P < 0.05). La
poblacion de coliformes totales (T1=6.18%, T2 = 5.77% y T3= 5.07° Logio UFC g?) vy el
porcentaje de diarreas (T1=46.7, T2 =33.3 y T3=20 %) fue menor (P < 0.05) en los corderos del
T3. La concentracion de colesterol seérico disminuyé (P < 0.05) 11 y 13 % en T2 y T3,
respectivamente. La combinacion de inulina de agave y L. casei aumentan la ganancia de peso y
mejoran la salud intestinal al reducir los coliformes e incidencia de diarreas en corderos durante

la lactancia.

Palabras clave: Agave tequilana, inulina, coliformes, lactobacilos, salud intestinal.

23



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the prebiotic effect of the Agave tequilana inulin and
the probiotic strain Lactobacillus casei on performance, hematological variables and total
coliforms in suckling lambs. Forty five newborn lambs (Kathadin x Dorset, 4.8 + 0.8 kg PV)
were used. Daily weight gain (DWG), dry matter intake (DMI) and diarrhea incidence were
evaluated. At 24 h postpartum and at the end of the experiment, blood samples were collected to
evaluate hematological variables and serum metabolites; in addition, total coliforms and
lactobacilli population was estimated in faeces. The experimental design was completely
randomized, and treatments (T) were: T1, preinitiator concentrate (PC); T2, PC + 2 % inulin and
T3, PC + 2 % inulin + L. casei, an ANDEVA was performed and treatments means were
compared with Tukey test. The addition of agave inulin and L. casei increased the DWG and
weaning weight (WW): DWG = 356°, 384% and 415 g d}; WW = 24.92? 26.18% and 28.072 kg
for T1, T2 and T3, respectively; as well as lactobacillus population: 5.79?, 6.32%° and 6.48% Logao
UFC g-1, T1, T2 and T3, respectively (P < 0.05). The total coliform population (T1 =6.18%, T2 =
5.77° y T3 = 5.07° Logio UFC g') and diarrheas incidence (T1 = 46.7, T2 = 33.3 and T3 = 20 %)
were lower (P < 0.05) in the lambs of T3. The serum cholesterol concentration decreased (P <
0.05) 11 and 13 % in T2 and T3, respectively. Combination of agave inulin and L. casei
increases DWG and improve intestinal health by reducing coliforms population and diarrhea

incidence in suckling lambs.

Key words: Agave tequilana, inulin, coliforms, lactobacilli, intestinal health. .
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INTRODUCCION

En los sistemas de produccion para carne ovina la finalidad es obtener el mayor porcentaje de
corderos destetados. Sin embargo, se presentan muertes de 15 a 20 % de los neonatos (Corner et
al., 2006, 2007; Dwyer y Morgan, 2006), debido a la inanicion y exposicién al frio las cuales
pueden ocasionar la muerte durante los primeros tres dias de vida (Mellor y Stafford, 2004). En
los rumiantes la transmision de anticuerpos se obstaculiza debido a la naturaleza histolégica de la
placenta (Roa et al., 2012; Haeger et al., 2016) y como consecuencia los corderos nacen sin
proteccién inmunolégica (Zhang et al., 2015). Por lo tanto, es importante que ingieran calostro
durante las primeras horas de vida (Castro et al., 2011) ya que al transcurrir el tiempo, se reduce
el paso de inmunoglobulinas a través de las vellosidades intestinales y esto limita el desarrollo de
la inmunidad pasiva (Gokce et al., 2014; Herndndez-Castellano et al., 2014a). Durante la
lactancia, la proteccion inmunolégica disminuida propicia infecciones respiratorias y digestivas,
particularmente diarreas (Chatzopoulos et al., 2016); incluso corderos que reciben calostro en
cantidades adecuadas pueden enfermarse cuando este no contiene anticuerpos especificos (Zhang
etal., 2015).

Las diarreas en corderos son causadas por agentes etioldgicos como bacterias: Escherichia coli,
Salmonella spp., Clostridium spp., Campylobacter spp. (Aragdo et al., 2012; Yang et al., 2014);
parasitos: Cryptosporidium spp. y Giardia spp. (Yang et al., 2009; Minetti et al., 2014) y virus
de las familias Adenoviridae, Coronaviridade, Rotaviriadae. Por ello es considerada un sindrome
complejo y multifactorial (Martella et al., 2015), de importancia econémica en la industria ovina,
por ocasionar baja tasa de crecimiento o muerte en los corderos (Gokce et al., 2013; Hassan et
al., 2014).

En este contexto, el manejo profilactico de las diarreas ha sido a través de la aplicacion de
antimicrobianos; sin embargo, su uso continuo e indiscriminado ocasiona resistencia bacteriana
(Founou et al., 2016); por lo anterior, los probioticos y prebidticos (Gaggia et al., 2010;
Angelakis, 2017) son alternativas al uso de antibidticos para su control (Allen et al., 2013;
Sanchez et al., 2017).
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Los prebioticos como la inulina estimulan el crecimiento de bacterias probioticas (Roberfroid et
al., 2010), las cuales actlan contra patdgenos a traveés de la produccién de bacteriocinas y
exclusion competitiva (Hajati y Rezaei, 2010; Messaoudi et al., 2013); lo cual beneficia la
microflora intestinal y el crecimiento de los corderos; ademas, favorece el sistema inmunolégico
(Provenza y Villalba, 2010). En pequefios rumiantes, la fuente de inulina utilizada es la de
achicoria (Cichorium intybus) (Kara et al., 2012; Kazemi-Bonchenari et al., 2013); no obstante,
las investigaciones realizadas en corderos durante la lactancia son escasas (Moarrab et al., 2016).
En México, la inulina se obtiene a partir de agave (Carranza et al., 2015); pero en la literatura
consultada no se encontré informacion sobre su uso en corderos lactantes. Por lo anterior, el
objetivo del estudio fue evaluar el efecto prebidtico de la inulina de Agave tequilana y la cepa
probiotica Lactobacillus casei en la respuesta productiva, variables hematolégicas y coliformes

en corderos durante la lactancia.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién

La investigacion se realizé en el mddulo de Produccion Ovina y en el Laboratorio de Nutricion
Animal, pertenecientes al Posgrado de Ganaderia del Colegio de Posgraduados, ubicado en
Montecillo, Estado de México (19° 29’ N y 98° 53” O, 2250 m de altitud). El clima Cb (wo) (w)
(i) g, corresponde a templado subhumedo con lluvias en verano, precipitacion pluvial de 636.5
mm y temperatura media anual de 16 °C (Garcia, 2004).

Corderos y manejo sanitario

Se utilizaron 45 corderos machos recién nacidos (Kathadin x Dorset de 4.8+0.8 kg PV),
provenientes de un lote de 80 borregas con peso promedio de 60+5.5 kg, 3.0 afios de edad y
segundo parto. Un mes antes de la fecha de parto, las borregas fueron tratadas con antiparasitario
Ivomec® (0.2 mg kg?! PV, SC) y bacterina multiple Bobact® 8 (2.5 mL animal?, IM) para
inmunizar contra enfermedades de tipo bacteriano (Clostridium chauvoei, Clostridium septicum,
Clostridium nowvyi, Clostridium sordelli, Clostridium perfringes, Pasterella multocida tipo A,

Pasterella multocida tipo D y Pasterella haemolytica).
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Después del nacimiento se desinfecté el corddon umbilical de los corderos con Negasunt® y se
identificaron con arete. Los procedimientos de cuidado, manipulacion y muestreo de los corderos
se realizaron de acuerdo al “Reglamento para el uso y cuidado de animales destinados a la

Investigacion en el Colegio de Postgraduados (02.11.16)”.

Manejo nutricional

Posterior al parto y durante el periodo de lactancia, las borregas fueron alimentadas a las 08:00 h,
y se les proporcionaron en los tres tratamientos 800 g animal™ d* de concentrado comercial
Ovina Reproductores® (Agribrands Purina, 14 % PC), heno de avena (9.2 % PC) y heno de

alfalfa (16.9 % PC, durante el primer mes de lactancia) y agua ad libitum.

Al momento del parto, los corderos se alimentaron con calostro (Cuadro 1) y se alojaron con sus
madres durante 4 d en jaulas individuales equipadas con comedero y bebedero, posteriormente se
agruparon por tratamientos (Cuadro 2) en un corral con las borregas hasta el destete, durante este
periodo se ofrecio en creep feeding alimento preiniciador Nulamb® (Grupo NUTEC; Cuadro 2),
leche materna mediante amamantamiento (Cuadro 1) y agua ad libitum; el probi6tico e inulina se
ofrecié a las 09:00 h con el uso de una jeringa con canula oral durante 56 d, las dosis se ajustaron
de acuerdo al peso de los corderos, en los cuatro periodos de evaluacidon (Cuadro 2). La fuente de
inulina evaluada fue Inulin Powder® (Bestground, Zapopan, Jalisco, México) y la cepa probidtica
Lactobacillus casei Yakult® (Yakult, México) a una concentracion de 108 UFC mL™. El destete

se efectud a los 62 + 2 d.

Cuadro 1. Composicion quimica de calostro y leche de ovejas durante la lactancia de
corderos con adicion de inulina de agave y Lactobacillus casei

Leche
Composicion, % Calostro* Inicio lactancia® Mitad lactancia®
Grasa 89+3.3 58+24 52+14
Proteina 75+04 41+14 3.7+0.7
Lactosa 3.5+0.3 6.2+2.1 55+1.0
Solidos no grasos 16.0 +4.3 11.3+3.9 10.0+1.8
Densidad 1056 +21.7 1031 +9.7 1032 + 2.6

*A6 h, %a 5 dias, ®a 28 dias posparto, respectivamente.
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Caracterizacion del alimento preiniciador

En el alimento se determind el contenido de materia seca, proteina cruda, cenizas, extracto etéreo
de acuerdo a la metodologia descrita por AOAC (2005), fibra detergente neutro y fibra
detergente &cido mediante el analizador ANKOM (Ankom Technology Corp. A200 Fairport,
NY, USA) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Tratamientos experimentales y composicion quimica del alimento preiniciador

Tratamientos (T)

T1: Alimento T2: AP +2 % inulina*  T3: AP + 2 % inulina* +
preiniciador (AP) Lactobacillus casei®
g g, mL

Periodos (14 d) animaltd?

1 - 5 5y 15

2 - 8 8y30

3 - 12 12y 45

4 - 15 15y 45
Componente Alimento preiniciador (%)
Materia seca 92.51
Proteina cruda 18.47
Extracto etéreo 3.50
Cenizas 6.71
FDN 24.74
FDA 6.21

“Aportada al 2 % con base al consumo de MS y estuvo en funcion del PV del animal (Inulin
Powder®), 8108 UFC mL? (Yakult®). FDN, Fibra detergente neutro; FDA, Fifra detergente
acido.

Cambio de peso vivo en los corderos

En los corderos se registro el peso al nacimiento (PN, entre las 6 h posteriores al parto), la
ganancia diaria de peso (GDP, g d}) fue estimada mediante el pesaje de los corderos al inicio del
experimento y cada 14 d (08:00 h) durante el periodo de lactancia. El peso final (PF) se registro
al momento del destete a los 62+2 d. EI aumento de peso total (PT, kg) se calculé como la

diferencia entre PF y PI.
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Consumo de materia seca del alimento preiniciador
El consumo de materia seca (CMS, g d?) se estimé de forma grupal mediante la diferencia entre

el alimento ofrecido y el rechazado, y se dividié entre el nimero de corderos por grupo.

Analisis quimico de calostro y leche

Se recolectaron muestras de calostro y leche (50 mL) en recipientes de plastico, mediante ordefio
manual a las 6 h, 5 y 28 dias posparto, para determinar las caracteristicas quimicas (grasa,
proteina, lactosa, solidos no grasos, densidad) mediante un analizador ultrasonico (Lactoscan
LA, Milkotronic, Bulgaria). Adicionalmente, en las muestras de calostro se midio la gravedad
especifica para estimar la concentracién de inmunoglobulinas (Fleenor y Stott, 1980; El-Loly y
Mansour, 2013; Chigerwe y Hagey, 2014) con un refractometro digital (HANNA 96801,
Espana).

Conteo de coliformes totales y lactobacilos en heces

Al final del experimento (09:00 h), mediante estimulacion rectal y uso de guantes de latex, se
recolectaron muestras de heces (10 g animal™) en tubos recolectores estériles y conservados a
4°C, los cuales se trasladaron al laboratorio para determinar la poblacion de coliformes totales y
lactobacilos (UFC g™2).

De cada muestra se pesé 1 g, se colocd en un tubo Labcon que contenian 9 mL de solucion
peptonada (8.5%) y se homogeneizd para realizar diluciones en serie de 10t a 107%% a
continuacion, 100 uL de cada dilucion fueron sembrados por estria en cajas Petri que contenian
agar selectivo para coliformes (Mac Conkey) o para lactobacilos (MRS) y se incubaron a 37 °C
durante 24 y 48 h, respectivamente. Pasado el tiempo de incubacion, se realizé el conteo de
unidades formadoras de colonias (UFC) para estimar la poblacién bacteriana y los datos se

expresaron con la funcién logaritmo base 10 (logio).

La solucion peptonada y agares se prepararon siguiendo las metodologias descritas por de Man et
al. (1960). El material y los medios de cultivo empleados en esta fase se esterilizaron en
autoclave (LAB-MED, LMV40, México) a 121°C y 15 psi durante 15 min, las diluciones y la
siembra bacteriana se llevaron a cabo en una campana de flujo laminar (LABCONCO, LOGIC
A2 800, USA).
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Incidencia de diarreas

Durante todo el periodo de estudid, al momento de ofrecer el suplemento, se observo en cada
cordero la presencia de diarrea, para ello las extremidades posteriores tefiidas y acumulacion de
heces alrededor del &rea perianal fueron evaluadas como hallazgo de diarrea (Kara et al., 2012).

Adicionalmente se monitoreo el estado de salud de los corderos.

Recoleccion y analisis de sangre

A las 24 h postparto y final del experimento (08:00 h), a cada cordero se le extrajo por
venopuncion de la vena yugular 5 mL de sangre en tubo con anticoagulante (BD Vacutainer® K2
EDTA) y 5 mL de sangre en tubos sin anticoagulante (BD Vacutainer® Serum) respectivamente,
las muestras se conservaron a 4 °C y se trasladaron a laboratorio para determinar variables
hematoldgicas (eritrocitos, hematocrito, hemoglobina y diferencial de leucocitos) utilizando un

analizador de hematologia automatizado (Sysmex XS-1000i, Japén).

Metabolitos séricos

Para evaluar los metabolitos séricos, las muestras de sangre sin anticoagulante se centrifugaron
(SIGMA, 2-16k, Alemania) a 3500 x g durante 20 min, el suero obtenido se conservo en tubos
Eppendorf a -20 °C hasta su analisis. Se determinaron las concentraciones sericas de colesterol
total (CT); glucosa (GLU), proteina total (PT), albumina (ALB) mediante los métodos
enzimatico oxidasa-peroxidasa, enzimatico, biuret y verde bromocresol, respectivamente,
utilizando kits comerciales SPINREACT® (Barcelona, Espafia). Las lecturas se realizaron en un
espectrofotometro de luz UV visible (CARY 1-E VARIAN, USA) a una longitud de onda de
505, 540 y 630 nm para CT y GLU, PT y ALB, respectivamente. La concentracion sérica de

globulinas se estimo por diferencia entre la proteina total y albumina (Russel y Roussel, 2007).

Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar con tres tratamientos y 15 repeticiones. Los datos se
analizaron usando PROC GLM (SAS, 2013) y las medias de tratamientos se compararon con la
prueba de Tukey. Para la variable incidencia de diarreas se utilizo la prueba Chi cuadrada y el

conteo de microorganismos mediante la funcion logzo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cambio de peso vivo y consumo de alimento

En el presente estudio, la ganancia diaria de peso y el peso al destete de los corderos con adicion
de inulina y combinacion de inulina y Lactobacillus casei fue 16 (T3) y 12.6 % (T2) mayor (P <
0.05) en comparacion con los corderos del grupo testigo (Cuadro 3); sin embargo, no se
observaron diferencias (P > 0.05) en el aumento de peso en los corderos de los tratamientos T2 y
T3. El peso promedio de los corderos al nacimiento fue de 4.8 kg (Cuadro 3) y se ubico en el

intervalo optimo (3.5 a 5.5 kg) reportado por Corner et al. (2006).

Cuadro 3. Crecimiento de corderos con adicion de inulina de agave y Lactobacillus casei
durante la lactancia

Tratamientos (T)

Variable T1 T2 T3 EEM P
Peso al nacimiento, kg 4.97 4.65 4.83 0.21 0.58
Peso al destete, kg 24.92° 26.18% 28.072 0.73 0.01
Ganancia total, kg 19.96° 21.522 23.242 0.61 0.002
GDP, g d* 356° 384% 4152 0.01 0.002
CMS, g d? 250 252 247 - -

T1) Testigo (Alimento preiniciador, AP); T2) AP + 2 % inulina; T3) AP + 2 % inulina + L.
casei. EEM, Error estandar de la media; *° Valores con distinta literal indican diferencias (P <
0.05); GDP, Ganancia diaria de peso; CMS, Consumo de materia seca.

La mayor ganancia de peso registrada en los corderos se debe en parte con el amamantamiento y
disponibilidad de alimento ad libitum; sin embargo, la contribucion mas importante a esta
variable fue aportada por el prebidtico y prebiotico evaluado. Durante la lactancia los corderos
recibieron calostro y leche con una composicién similar (Cuadro 1), debido a que las borregas

mantuvieron condiciones similares de alimentacion, nimero y tipo de parto.

La disponibilidad del alimento preiniciador permitid cubrir los nutrientes requeridos por los
corderos cuando disminuy6 la produccién lactea en las borregas. Hernandez-Castellano et al.
(2015a) reportan que los corderos criados bajo condiciones de amamantamiento natural
presentan mayores ganancias de peso y mejores variables inmunolégicas, como ocurrié en los

corderos del presente estudio.
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Adicionalmente el uso de bacterias &cido lacticas durante la lactancia favorece el crecimiento
microbiano y la utilizacion de nutrientes en rumen (Sun et al., 2010; Mohammed et al., 2013),
relacionandose con la ingesta de dietas solidas y el estimulo del desarrollo fisiologico del rumen
en periodos més cortos (Gupta et al., 2016), lo cual favorece el tiempo al destete y la respuesta

productiva en los corderos.

Mejoras en la ganancia diaria de peso con el uso de inulina y bacterias probioticas también
fueron reportadas por Moarrab et al. (2016) quienes incluyeron una mezcla de inulina y
Enterococcus faecium en la dieta de corderos durante la lactancia. Asimismo, los efectos
positivos en GDP también se documentan con el uso de probidticos en la dieta de corderos en
crecimiento (Sarwar et al., 2011; Abdel-Salam et al., 2014; Hossein-Ali et al., 2014; El-Katcha
et al., 2016) y cabritos (Bularon y Plata, 2017); por el contrario, otros estudios no registraron una
GDP en corderos lactantes (Antunovic et al., 2006; Saleem et al., 2017), cabritos (Atasoglu et
al., 2010; Kara et al., 2012) y corderos en crecimiento (Kazemi et al., 2013) con el uso de

probioticos e inulina.

La mayor GDP también se atribuye a un mayor consumo de MS (De Brito et al., 2017); no
obstante, en el presente estudio, la ingesta de alimento no se modificé (P > 0.05; Cuadro 3) por la
adicion de inulina y L. casei. Una respuesta productiva similar fue reportada por Kazemi et al.
(2013) durante el crecimiento de corderos; sin embargo, Moarrab et al. (2016) informan que la
ingesta de MS tiende a disminuir cuando los corderos recibieron dosis altas de prebi6ticos y
probioticos. Las diferencias en los resultados reportados en la literatura y lo obtenido en el
presente estudio se relacionan con el tipo de prebidtico o probiotico, dosis, tiempo de

administracién, composicion de la dieta, etapa productiva y caracteristicas de los corderos.

Coliformes totales y lactobacilos en heces

La poblacion de coliformes totales y lactobacilos en heces se modificé (P < 0.05) con la
combinacion de inulina y Lactobacillus casei, observandose menor (P < 0.05) conteo de
coliformes y mayor (P < 0.05) poblacion de lactobacilos en los corderos del T3 en comparacion
con los del grupo testigo (Cuadro 4). Los resultados de esta investigacion son similares con lo

informado por Moarrab et al. (2016) al combinar prebidticos y probidticos.
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Antes del nacimiento, el tubo digestivo de los corderos es estéril; sin embargo, durante el
nacimiento es colonizado por microorganismos del canal de parto y del ambiente, en este
momento inicia el establecimiento de la flora ruminal e intestinal (Ewaschuk et al., 2004; Meale
et al., 2017) y es aqui donde inicia la importancia del aporte de prebioticos y probioticos. Los
resultados de este estudio demuestran que los corderos con adicion de inulina y L. casei (T3)
presentaron la menor poblacion de coliformes totales y este comportamiento se atribuye al efecto
de las bacteriocinas, peréxido de hidrégeno, producidas por las bacterias &cido lacticas, creando
condiciones no favorables para los enteropatogenos (Dicks y Botes, 2010; Pringsulaka et al.,
2015).

Asimismo, los prebioticos como la inulina estimulan el crecimiento y actividad de bacterias
acido lacticas, particularmente de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (Roberfroid et al.,
2010), lo cual mantiene un epitelio intestinal sano y propicia mayor disponibilidad y absorcion
de nutrientes a través de las vellosidades intestinales (Moarrab et al., 2016). De esta manera, la
combinacion de inulina y L. casei produjeron un efecto sinérgico y redujeron la poblacién de

coliformes e incrementaron la de lactobacilos.

Cuadro 4. Conteo de coliformes totales y lactobacilos en heces de corderos lactantes con
adicion de inulina de agave y Lactobacillus casei

Tratamientos (T)

Logio UFC gt
Variable T1 T2 T3 EEM P
Coliformes totales 6.182 5772 5.07° 0.12 0.0001
Lactobacilos 5.79P 6.322 6.48° 0.16 0.02

T1) Testigo (Alimento preiniciador, AP); T2) AP + 2 % inulina; T3) AP + 2 % inulina + L.
casei; EEM, Error estandar de la media; ®° Valores con distinta literal indican diferencias (P <
0.05).

Incidencia de diarreas

En el presente estudio el 46.7 % de los corderos del grupo testigo presentaron diarrea, en
comparacion con el 20 % observado en los corderos del T3, durante los periodos 2 y 3. Esto se
relaciona a la transicion de pre-rumiante a rumiante (Nemati et al., 2015), durante la cual los
corderos se alimentan de leche materna principalmente; sin embargo, al disminuir la produccion

lactea al avanzar la lactancia, propicia la ingestion de alimento sélido en los corderos para
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satisfacer los requerimientos, pero esto puede ser causa de alteraciones en la flora intestinal y

conduce a la presencia de diarreas mecanicas.

Por lo tanto, es importante que los corderos reciban alimentacion solida a temprana edad, con la
finalidad que se establezca y adapte la flora ruminal (Liu et al., 2017) y reducir el estres
ocasionado por el cambio abrupto de alimentacion (Hernandez-Castellano et al., 2014a, 2014b;
Abecia et al., 2014), de lo contrario hormonas glucocorticoides liberadas por el estrés
ocasionaran una disminucion en el consumo de MS y como resultado causardn baja tasa de
crecimiento en los corderos (Ali et al., 2015), y aumentard la susceptibilidad a patégenos

causantes de diarreas.

La administracion de probi6ticos y prebidticos evaluada en este estudio se pudo relacionar con la
estimulacién del sistema inmune (Hemarajata y Versalovic, 2013), disminucion del estrés,
prevencion de diarreas (Sanchez et al., 2017), y con ello garantizar un crecimiento saludable en
los corderos; aunque los resultados pueden varian por factores como préacticas de alimentacion,
manejo y edad al destete de los corderos (Chai et al., 2015; Hernandez-Castellano et al., 2015a;
Freitas y Ungerfeld, 2016).

Cuadro 5. Incidencia de diarreas (%) en corderos lactantes con adicion de inulina de agave
y Lactobacillus casei

Tratamientos (T)

Periodos (14 d) T1 (n=15) T2 (n=15) T3 (n=15)
1 0 0 0
2 6.7 20 13.3
3 40.0 13.3 6.7
4 0 0 0

T1) Testigo (Alimento preiniciador, AP); T2) AP + 2 % inulina; T3) AP + 2 % inulina + L.
caseli.

En este sentido, la menor incidencia de diarreas se debe a la actividad probiética de L. casei en la
disminucion de coliformes totales mediante exclusion competitiva; adicionalmente, al efecto
prebiotico de la inulina en las células caliciformes, las cuales producen moco y forman una capa
viscosa en el revestimiento epitelial intestinal, la cual limita la adhesién de enteropatdgenos

(Steed y Macfarlane, 2009); ademéas de modular la composicion de la flora intestinal con el
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aumento en la poblacion de lactobacilos y estimula el sistema inmunologico (Awad et al., 2013;
Provenzay Villalba, 2010).

Variables hematoldgicas

Los resultados de los variables hematologicas en los corderos con adicién de inulina y L. casei
no presentaron diferencias (P > 0.05) entre tratamientos (Cuadro 6). Los valores medios de las
variables hematoldgicas se encuentran en el intervalo fisioldgico reportado en la literatura para la

especie ovina (Kaneko et al., 2008).

Cuadro 6. Variables hematoldgicas de corderos lactantes con adicion de inulina de agave y
Lactobacillus casei

Tratamientos (T)

Variable T1 T2 T3 EEM P
Eritrocitos, 10 mL™! 5.06 491 4.92 0.16 0.76
Hemoglobina, g dL* 12.95 11.93 13.64 0.62 0.16
Hematocrito, % 25.65 24.51 24.53 0.71 0.43
M.C.V,, fl 50.71 50.00 49.94 0.31 0.17
M.H.C., pg 49.93 48.33 50.53 1.83 0.68
M.H.CH., gdL? 25.33 26.92 25.23 1.00 0.42
Plaquetas, mil uL* 260.33 349.75 285.08 27.14 0.06
Leucocitos, 10°mL* 46.39 51.97 51.99 9.63 0.89
Linfocitos, % 70.77 71.26 62.01 3.99 0.19
Monocitos, % 5.30 4.86 3.16 0.74 0.11
Segmentados, % 18.02 14.32 19.83 3.53 0.53
Basofilos, % 1.34 1.40 1.32 0.05 0.53
Eosinofilos, % 0.80 1.13 1.62 0.26 0.10

T1) Testigo (Alimento preiniciador, AP); T2) AP + 2 % inulina; T3) AP + 2 % inulina + L.
casei; EEM, Error estandar de la media.
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Las variables hematoldgicas reportadas en la literatura son inconsistentes con el uso de inulina y
cepas probioticas, ya que existen estudios realizados en cabritos (Kara et al., 2012) y corderos en
crecimiento (Kazemi-Bonchenari et al., 2013) en los que no se reportan cambios; mientras que
Sarwar et al. (2011), Hossein-Ali et al. (2014) y Hussein (2014) informan incrementos en
hemoglobina, hematocrito y eritrocitos en corderos alimentados con probioticos. Bularon y Plata
(2017) reportan aumento en el recuento de leucocitos en cabritos con el uso de probioticos. Las
variables hematoldgicas son afectadas por la edad del animal (Antunovi¢ et al., 2012; Ashour et
al., 2015); por factores ambientales, durante el procesamiento de la muestra, o por caracteristicas
y manejo del animal (Njidda et al., 2014). En el presente estudio, el estado de salud de los

corderos fue saludable.

Metabolitos séricos

En general, las concentraciones séricas de colesterol, glucosa, proteina total, albumina y
globulinas en los corderos después del nacimiento no presentaron diferencias (P > 0.05) y al
destete, tampoco hubo diferencias, con excepcion de la concentracion sérica de colesterol, la cual
disminuyo (P <0.05) 11.6 y 13.3 % en los corderos del T2 y T3, respectivamente (Cuadro 7).

Cuadro 7. Metabolitos sanguineos en corderos con adicion de inulina y Lactobacillus casei
al inicio y final de la lactancia

Tratamientos (T)

Variable T1 T2 T3 EEM P
Colesterol, mg dL* Inicio  105.32 98.75 96.58 6.54 0.62
Final ~ 79.33" 70.07% 68.76" 2.70 0.01
Glucosa, mg dL? Inicio 86.35 83.82 91.80 3.45 0.25
Final 71.75 73.90 75.26 1.05 0.07
Proteina total, g dL™ Inicio 6.96 7.10 6.71 0.25 0.54
Final 6.65 7.06 6.84 0.15 0.19
Albumina, g dL* Inicio 2.53 2.51 2.68 0.91 0.34
Final 3.24 3.16 3.08 0.06 0.25
Globulinas, g dL* Inicio 4.42. 4.58 4.02 0.24 0.26
Final 3.40 3.90 3.75 0.15 0.07

T1) Testigo (Alimento preiniciador, AP); T2) AP + 2 % inulina; T3) AP + 2 % inulina + L.
casei; EEM, Error estandar de la media; *° Valores con distinta literal indican diferencias (P <
0.05).
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Los valores de los metabolitos séricos determinados en el presente estudio se encuentran en el
intervalo para corderos lactantes (Tsiligianni et al., 2012; Chai et al., 2015). La ausencia de
efectos en la concentracion sérica de glucosa, proteina total, albumina y globulinas, es
consistente con otros estudios en corderos lactantes (El-Katcha et al., 2016; Saleem et al., 2017)
y corderos en crecimiento (Kazemi-Bonchenari et al., 2013) con el uso de prebioticos y
probidticos. En contraste, Abdel-Salam et al. (2014) y Hussein (2014) informan mayor
concentracion en proteina total, albumina y globulinas; no obstate, Hossein-Ali et al. (2014)
reportan disminucion en la concentracién de estos metabolitos. Estas diferencias en los
resultados de las concentraciones séricas de los metabolitos reportados en la literatura y lo
obtenido en el presente estudio se debe a factores nutricionales, tipo de prebidtico o probidtico
(dosis, tiempo de administracién) caracteristicas de los corderos (raza, sexo, edad, estado de

salud).

En el destete, se observé una disminucion (P < 0.05) en la concentracion de colesterol sérico en
los corderos, este resultado es congruente con lo reportado por Moarrab et al. (2016) al incluir
una mezcla de inulina y Enterococcus faecium en corderos lactantes. La reduccion en la
concentracion de este metabolito se atribuye al efecto hipocolesterolémico de la inulina y
desconjugacién de &cidos biliares por las bacterias probitticas (Anandharaj et al., 2014), en
consecuencia, son menos solubles, se reduce su absorcion en el intestino y disminuye su
concentracion en sangre (Yoo y Kim, 2016). Abas et al. (2007) reporta que los acidos grasos de

cadena corta también disminuyen el nivel de colesterol sérico.

En los rumiantes, debido a la naturaleza histologica de la placenta (Haeger et al., 2016) los
corderos nacen hipogammaglobulinémicos (Hernandez-Castellano et al., 2014a), por lo anterior,
es necesario una ingesta de calostro de 180 a 210 mL kg™ PV o bien recibir 10% de su PV
durante las primeras 4 h posparto para transferir inmunidad pasiva (Hernandez-Castellano et al.,
2015a; Dwyer et al., 2016 ); de lo contrario, se reduce su absorcién a partir de las 6 h posparto
(Alves et al., 2015). La transferencia de inmunidad pasiva puede evaluarse a través de la
concentracion serica de proteina total (Tsiligianni et al., 2012, Nagyova et al., 2017). Ahmad et
al. (2000) propusieron que niveles séricos de proteina total menores a 5 g dL? se consideran

como un indicador de hipogammaglobulinemia.
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En el presente estudio, de acuerdo a la concentracion sérica de proteina total (Cuadro 7) indica
que el calostro ingerido en las primeras horas del nacimiento transfirié inmunidad pasiva a los
corderos; adicionalmente, aporté factores de crecimiento y nutrientes como grasa, lactosa,
vitaminas y minerales (Banchero et al., 2015).

CONCLUSIONES

El aporte de inulina y Lactobacillus casei favorecio la ganancia de peso en los corderos durante
la lactancia; asimismo, redujo la poblacion de coliformes, incidencia de diarreas y la
concentracion de colesterol sérico. La adicion de prebidticos y probidticos en el periodo previo al
destete es importante, porque mejora el estado de salud del animal, el crecimiento y reduce el

estrés al destete.
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CAPITULO IIl. EFECTO DE INULINA Y Lactobacillus casei EN EL
COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO, PARAMETROS HEMATOLOGICOS Y
METABOLITOS SANGUINEOS EN CORDEROS DESTETADOS

EFFECT OF INULIN AND Lactobacillus casei ON THE PRODUCTIVE
PERFORMANCE, HEMATOLOGICAL VARIABLES AND BLOOD METABOLITES
IN WEANED LAMBS

Marco Antonio Ayala-Monter, David Herndndez-Sanchez, Rene Pinto-Ruiz, Sergio S. Gonzalez-
Mufioz, José R. Barcena-Gama, Omar Hernandez-Mendo, Nicolas Torres-Salado

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto prebidtico de la inulina de Agave tequilana y
Lactobacillus casei en la respuesta productiva, variables hematoldgicas y metabolitos sanguineos
en corderos destetados. Se utilizaron 30 corderos machos recién destetados (Katadhin x Dorset,
20.6 + 0.2 kg PV), asignados en tres tratamientos (T): T1, Dieta basal (DB); T2, DB + 2 %
inulina y T3 DB + 2 % inulina + L. casei. Se estim6 la ganancia diaria de peso (GDP), el
consumo de MS (CMS) y se evalud la consistencia fecal diariamente. Al final del experimento,
se recolectaron muestras fecales para conteo de coliformes totales y lactobacilos; ademas, se
evaluaron variables hematoldgicas y metabolitos sanguineos. El disefio fue completamente al
azar, se realizd un ANDEVA y las medias de los tratamientos se compararon mediante la prueba
de Tukey. No se encontraron diferencias (P > 0.05) en las variables productivas. Respecto a
variables hematoldgicas, el porcentaje de baséfilos aumentd (P < 0.05) con la adicion de inulina
y L. casei (0.17°, 0.32%° y 0.45? % para T1, T2 y T3). La poblacion de coliformes totales en heces
fue mayor (P < 0.05) en el grupo testigo (8.58%, 7.19° y 6.51° Logio UFC g, T1, T2, T3) y la
poblacion de lactobacilos aument6 (P < 0.05) con inulina y L. casei (9.02°, 9.88% y 10.26% Logao
UFC g, T1, T2 y T3). La concentracion de colesterol sérico disminuyé (P < 0.05) 10y 7 % en
T3y T2, con respecto al grupo testigo. La inulina de agave y L. casei mejoran la poblacién de
bacterias probi6ticas en tubo digestivo, células del sistema inmune y disminuyen la incidencia de

diarreas, sin afectar el consumo de MS y la ganancia de peso de los corderos.

Palabras clave: Inulina, diarreas, lactobacilos, coliformes, heces, antibiéticos.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the prebiotic effect of Agave tequilana inulin and
Lactobacillus casei on animal performance, hematological variables and serum metabolites in
weaned lambs. Thirty weaned male lambs (Katadhin x Dorset, 20.6 + 0.2 kg PV) were used,
assigned in three treatments (T): T1, Basal diet (BD); T2, BD + 2 % inulin and T3 BD + 2 %
inulin + L. casei. Daily weight gain (DWG), dry matter intake (DMI) and daily fecal consistency
were evaluated. At the end of the experiment phase, fecal samples were collected to determine
total coliforms and lactobacilli population; in addition, hematological variables and blood
metabolites were estimated. The experimental design was completely randomized, an ANDEVA
was performed and the means of the treatments were compared with the Tukey test. There were
no differences (P > 0.05) in animal performance variables. Regarding in the hematological
variables, the percentage of basophils were increased (P < 0.05) by inulin and L. casei (0.17°,
0.32% and 0.452 % for T1, T2 and T3, respectively). Coliform population was higher (P < 0.05)
in lambs of the control group (8.58%, 7.19° and 6.51° Logio CFU g-%, for T1, T2, T3, respectively)
and lactobacillus population was increased (P < 0.05) by inulin and L. casei (9.02°, 9.88% and
10.26% Logio UFC g%, for T1, T2 and T3, respectively). Serum cholesterol concentration
decreased (P < 0.05) 10 and 7 % in lambs of the T3 and T2 group, with respect to the control
group. Agave inulin and L. casei improve the population of probiotic bacteria in the digestive
tube, stimulate immune system cells and reduce the incidence of diarrhea, without affecting DMI
and DWG of lambs.

Key words: Inulin, diarrhea, lactobacilli, coliforms, feces, antibiotics.
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INTRODUCCION

La mortalidad de los corderos después del destete representa una pérdida econdmica
considerable en el sector ovino; por ello, el destete es considerado un periodo critico en la vida
de los corderos (Freitas y Ungerfeld, 2016); durante este tiempo inicia el establecimiento de la
poblacién microbiana ruminal y el cambio de dieta liquida a sélida desencadena problemas
digestivos, particularmente diarreas, disminuyendo la respuesta produtiva o muerte en los
corderos (Malmuthuge et al., 2015). Durante décadas, las diarreas han sido tratadas con
antimicrobianos; sin embargo, debido a su prohibicion (Maron et al., 2013), se han buscado
aditivos alimenticios para optimizar la utilizacion del alimento, mejorar la salud y el rendimiento
animal. Ante este problema, los probidticos (Khalid et al., 2011) y prebidticos como la inulina
(Samanta et al., 2013) son alternativas en la nutricién de pequefios rumiantes. Los probidticos
mejoran la poblacién microbiana ruminal, degradacion de nutrientes, conversion alimenticia y
sistema inmunoldgico (Abd EI-Tawab et al., 2016); ademas, tienen accion antagonica a
enteropatogenos (Musa et al., 2009). Por otro lado, los prebidticos reducen el nitrégeno
amoniacal y aumentan la sintesis de proteina microbiana en rumen (Uyeno et al., 2015), modulan
la microflora intestinal (Samanta et al., 2012) y reducen el colesterol (Yoo y Kim, 2016), lo que

conduce a una mejor productividad y salud de los corderos (Allen et al., 2013).

Se ha documentado el uso inulina de achicoria (Cichorium intybus) y alcachofa (Helianthus
tuberosus) en terneros (Uyeno er al, 2015); sin embargo, las investigaciones realizadas en
pequefios rumiantes son escasas y no concluyentes (Kara et al., 2012; Kazemi-Bonchenari et al.,
2013). En México, se obtiene inulina de especies de la familia Agavaceae (Carranza et al.,
2015); no obstante, en la literatura no se encontrd informacion sobre su uso en corderos. Las
investigaciones con inulina de agave se centran en estudios in vitro (Moreno-Vilet et al., 2016) e
in vivo (Alvarado-Loza et al., 2009; Marquez-Aguirre et al., 2016) con animales de laboratorio.
Por lo tanto, el objetivo del estudio fue evaluar el efecto prebidtico de la inulina de agave y
Lactobacillus casei en la respuesta productiva, variables hematologicas, metabolitos sanguineos

en corderos destetados.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion

La investigacion se realiz6 en la Granja Experimental y en el Laboratorio de Nutricién Animal,
pertenecientes al Posgrado de Ganaderia del Colegio de Posgraduados, ubicado en Montecillo,
Estado de México. El clima de la region es templado sub-humedo con lluvias en verano,
precipitacion pluvial y temperatura media anual de 625 mmy 16 °C (Garcia, 2004).

Corderos y manejo

Se utilizaron 30 corderos machos recién destetados (Katadhin x Dorset 20.6 + 0.2 kg PV y 75 d
de edad) alojados en jaulas metabdlicas equipadas con comedero y bebedero. Previo al inicio de
la fase experimental, se realizé tratamiento profilactico con antiparasitario (Closantil® 5%,
Closantel, 10 mg kg™ PV) y bacterina (Bobact®8, 2.0 mL animal™). EI manejo de los corderos y
los procedimientos en el presente estudio se realizaron de acuerdo al: “Reglamento para el uso y

cuidado de animales destinados a la Investigacién en el Colegio de Postgraduados 02.11.16”.

Tratamientos

La dieta se formuld segin los requerimientos nutricionales para corderos en finalizacion,
estimando una ganancia de 300 g d, 1.23 Mcal ENg kg MS (NRC, 2007). Los tratamientos (T)
evaluados fueron: T1) Testigo (dieta basal); T2) Dieta basal + 2 % inulina y T3) Dieta basal + 2
% inulina + Lactobacillus casei (60 mL animal™ dial). Se utiliz6 la fuente de inulina Inulin
Powder® (Bestground, Zapopan, Jalisco) aportada al 2 % con base en el consumo diario de

materia seca, y la cepa probidtica Lactobacillus casei (108 UFC mL™).

La dieta se caracterizd con base a su contenido de materia seca (95.9 %), cenizas (5.1 %),
proteina cruda (15.8 %), extracto etéreo (2.6 %) de acuerdo a la metodologia descrita por AOAC
(2005), fibra detergente neutro (17.3 %) y fibra detergente acido (8.0 %) mediante el analizador
ANKOM (Ankom Technology Corp. A200, Fairport, NY, USA).

Comportamiento productivo
Los corderos fueron adaptados a las dietas por un periodo de 12 d y el tiempo de evaluacién fue
de 60 d. El alimento se ofrecio a las 08:00 y 16:00 h y el agua ad libitum. El probiotico se

administro via oral usando una jeringa con canula, y la inulina se mezclo en el alimento.
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El consumo de materia seca (CMS, kg d*) fue calculado por diferencia entre el alimento ofrecido
y rechazado diariamente; la ganancia diaria de peso (GDP, g d!) se determin6 mediante el pesaje
de los corderos al inicio del experimento y cada 15 dias (7:00 h) obteniendo el promedio de tres

dias sucesivos; la conversion alimenticia se calculé como la relacién entre el CMS/GDP.

Consistencia en heces

Durante todo el periodo de estudio (10:00 a.m.) se evalué en cada cordero la consistencia de las
heces con base a la escala adaptada del método descrito por Le Jambre et al. (2007): 1 = Normal
(pellets), = Pellets comprimidos y pegajosos, 3 = Pastosas (suaves) y 4 = Acuosas (liquidas).

Figura 1. Consistencia en heces de corderos con adicion de inulina de agave y Lactobacillus

casei.

Conteo microbiano (UFC g?) en heces

Al finalizar el experimento, a las 07:00 h se recogieron muestras de heces (10 g animal™) por
estimulacion rectal, con el uso de guantes de latex, se depositaron en vasos recolectores estériles
y conservaron a 4 °C. De cada muestra se pesd 1 g y se coloco en un tubo Labcon que contenia 9
mL de solucion peptonada (8.5%) y homogeneizaron, se realizaron diluciones seriadas de 10 a
1012, de cada dilucién se sembraron 100 pL por estria en cajas Petri con agar Mac Conkey
(coliformes totales) y MRS (lactobacilos) y se incubaron (RIOSSA, E-41, México) a 37 °C por
24 y 48 h, respectivamente; después se realizé el conteo de unidades formadoras de colonias

(UFC) vy los datos se expresaron con la funcion logaritmo base 10 (logio UFC g™2).

Esta fase experimental se trabajo en campana de flujo laminar (LABCONCO LOGIC A2, 800,
USA) y el material se esterilizé en autoclave (LAB-MED, LMV40, México) a 121 °C y 15 psi

durante 15 min.
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Biometria hematica

Para evaluar las variables hematologicas y cambios en la concentracion de los metabolitos
sanguineos, se recolectaron 5 mL de sangre, por venopuncion de la vena yugular, en tubo con
anticoagulante (BD Vacutainer® K2 EDTA) y 5 ml de sangre en tubo sin anticoagulante (BD
Vacutainer®); las muestras se conservaron a 4 °C y se trasladaron al laboratorio para caracterizar
las variables hematologicas (eritrocitos, hematocrito, hemoglobina y serie leucocitaria)

utilizando un analizador hematoldgico automatizado (Sysmex, XS-1000i, Japén).

Metabolitos sanguineos

Las muestras de sangre sin anticoagulante fueron centrifugadas (SIGMA, 2-16k, Alemania) a
3500 x g durante 20 min, se separ0 el suero y se almacend en tubos Eppendorf a -20 °C
(SANYO, MDF-436, EUA) hasta su andlisis. Se utilizaron kits comerciales SPINREACT®
(Barcelona, Espafia) y un espectrofotometro de luz UV visible (CARY 1- E Varian, USA) para
determinar la concentracion de colesterol total (método enzimatico oxidasa-peroxidasa, 505 nm);
glucosa (método enzimatico, 505 nm); proteina total (método biuret, 540 nm); albumina (método
verde bromocresol, 630 nm) y la concentracion de globulinas se calculé por diferencia entre la

proteina total y albumina (Russel y Roussel, 2007).

Variables ruminales

Al finalizar el experimento, 3 h después de la alimentacion, se extrajeron 50 mL de fluido
ruminal via esofagica. Las muestras se filtraron a través de una capa doble de gasas y se registro
el pH con un potenciémetro (Thermo Scientific Star, A121, USA), posteriormente se depositaron
4 mL en un tubo Labcon con 1 mL de acido metafosférico al 25 % (v/v) y se conservaron a -20
°C hasta su analisis. La concentracion de AGV y N-NHs3 se determiné de acuerdo a la

metodologia descrita por Erwin et al. (1961) y McCollough (1967), respectivamente.

Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar con tres tratamientos y 10 repeticiones. Los datos se
analizaron usando PROC GLM (SAS, 2013) y las medias de tratamientos se compararon con la
prueba de Tukey. Para la variable consistencia en heces se utilizé la prueba Chi cuadrada y el

conteo de microorganismos mediante la funcién logio.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Comportamiento productivo
La inclusion de inulina de agave en la dieta y L. casei no afectaron (P > 0.05) las variables

productivas en los corderos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Variables productivas de corderos con adicion de inulina de agave y
Lactobacillus casei

Tratamientos (T)

Variable T1 T2 T3 EEM P
Peso inicial, kg 20.5 20.8 20.5 0.61 0.92
Peso final, kg 38.4 38.5 38.1 0.93 0.93
Consumo de MS, kg d*! 1.09 1.07 1.03 0.01 0.98
GDP, gd* 286 289 286 0.02 0.22
Conversion alimenticia 4.05 4.06 3.83 0.15 0.46

T1) Testigo (dieta basal, DB); T2) DB+2% inulina; T3) DB +2% inulina+L. casei; EEM, Error
estandar de la media. GDP, Ganancia diaria de peso;

Congruente con los resultados observados en este estudio, la ausencia de efectos en la ganancia
diaria de peso y consumo de MS también fue reportada con la inclusién de inulina y
Enterococcus faecium en la dieta de corderos en crecimiento (Kazemi-Bonchenari et al. 2013);
en contraste, otros autores informan incrementos del 21.4 y 15.5 % en la ganancia de peso en
corderos (Abdel-Salam et al., 2014; El-Katcha et al., 2016) y en el consumo de MS (Desnoyers
et al., 2009) con el uso de cepas probioticas. Esta variacion con uso de probioticos en la
respuesta productiva esta en funcion del tipo de organismo, la dosis, tiempo de inclusién y edad
de los corderos; ademas, de la capacidad del probi6tico para adaptarse a las condiciones del tubo
digestivo y competir con otros microorganismos (Mukhtar et al., 2010; Khalid et al., 2011). De
esta manera, los probidticos que ejercen su efecto a nivel ruminal favorecen la degradacion de
nutrientes, y aumenta el consumo de MS (Desnoyers et al., 2009); en contraste, géneros como
Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus y Bacillus, son probidticos utilizados para
colonizar regiones del tubo digestivo posterior y tienen como objetivo estabilizar la flora
microbiana y reducir enteropatégenos (Gaggia et al., 2010); en el presente estudio el uso de

Lactobacillus casei no afectd el consumo de MS y la ganancia de peso en los corderos.
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La inulina y L. casei no afectaron la conversion alimenticia; sin embargo, en estudios similares
donde se incluyo inulina y probidticos, se reportan valores superiores (8.3, 7.4 y 9.5) para esta
variable (Kazemi-Bonchenari et al., 2013; Hossein-Ali et al., 2014; Saleem et al., 2017), y estas
diferencias con los resultados del presente estudio se explican por cambios en la digestibilidad
ruminal de los nutrientes y el suministro de estos en intestino delgado (Chaucheyras-Durand et
al., 2008; Uyeno et al., 2015), caracteristicas del animal, tipo de dieta, prebiotico y probiotico
(Mousa et al., 2012); ademas, factores ambientales y el manejo afectan la respuesta animal
(Vlkova et al., 2009).

Conteo microbiano y consistencia en heces

La poblacion de coliformes totales y lactobacilos en las heces se modificé (P < 0.05) con la
inclusién de inulina y L. casei (Cuadro 2). En los corderos del grupo testigo, el conteo de
coliformes fue mayor (P < 0.05) al compararse con el resto de los tratamientos; por otro lado, la
poblacion de lactobacilos aument6 (P < 0.05) en los corderos con adicion de L. casei e inulina,
este aumento se relacion6 con la disminucién de los coliformes totales e indica la capacidad de

L. casei para colonizar en el tubo digestivo y ejercer su efecto probiotico.

Cuadro 2. Conteo de coliformes totales y lactobacilos en heces de corderos con adicion de
inulina de agave y Lactobcillus casei

Tratamientos (T)

Logio UFC gt
Variable T1 T2 T3 EEM P
Coliformes totales 8.58? 7.19° 6.51° 0.29 0.0002
Lactobacilos 9.02° 9.882 10.262 0.20 0.0019

T1) Testigo (dieta basal, DB); T2) DB + 2 % inulina; T3) DB + 2 % inulina+L. casei. EEM,
Error estandar de la media; ®° Valores con distinta literal indican diferencias (P < 0.05).

Los resultados del presente estudio coinciden con lo reportado por otros autores, al incluir
inulina y E. faecium en la dieta, observandose disminucién en la poblacion de enterobacterias y
un aumento de lactobacilos (Moarrab et al., 2016); en contraste, en otros estudios no encontraron
cambios en la reduccion de coliformes totales al administrar inulina (Kara et al., 2012). No
obstante, se ha documentado que la inulina favorece el desarrollo de microorganismos benéficos,

los cuales incrementan la absorcion de nutrientes a través de las vellosidades intestinales
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(Moarrab et al., 2016) e inhiben el crecimiento de enteropatdgenos a través de la produccién de
bacteriocinas (Dicks y Botes 2010), acidos organicos, peroxido de hidrégeno y la disminucion
del pH en intestino (Pringsulaka et al., 2015); lo anterior explica la reduccion de coliformes
totales con el aporte de inulina sola (T2) o en combinacion con L. casei (T3).

Los corderos alimentados con L. casei e inulina presentaron mayor porcentaje (73.32 y 83.46 %,
T2 y T3) de heces normales comparados con los corderos del grupo testigo (65.42 %) (Cuadro
3). Esta consistencia en las heces se relaciona con la digestion y absorcion de nutrientes y por la
disminucion de enterobacterias; lo cual mejora la utilizacion de nutrientes generada por los
lactobacilos (Zhao y Kim, 2015). Adicionalmente, la inulina ha sido caracterizada como fibra
dietética y contribuye a mejorar la consistencia de las heces (Krol, 2011), como ocurrié en los
corderos del T2 y T3. Asimismo, las caracteristicas de las heces son un indicador para conocer la
gravedad y la presencia de diarreas en determinado momento y los corderos que presentaron la
consistencia pastosa y liquida en heces, se puede relacionar con una ingesta mayor de alimento,
lo que condujo a una diarrea mecéanica, particularmente en el periodo posterior al destete, debido

al cambio y composicion en la dieta (Yang et al., 2015).

Cuadro 3. Consistencia fecal (%) de corderos con adicion de inulina de agave y
Lactobacillus casei

Consistencia fecal

Tratamientos (T) 1 2 3 4
T1 65.42 24.14 6.41 4.03
T2 73.32 19.67 5.22 1.79
T3 83.46 12.22 2.68 1.64

T1) Testigo (dieta basal, DB); T2) DB + 2 % inulina; T3) DB + 2 % inulina + L. casei.
Consistencia fecal: 1= Normal (pellets), 2 = pellets comprimidos y pegajosos, 3 = pastosa
(suave) y 4 = acuosa (liquida).

La consistencia normal de las heces observada en los corderos de los tratamientos T2 y T3 se
relaciond con la diminucion de coliformes totales e incremento de lactobacilos, y se debe al
efecto prebidtico de la inulina (Moarrab et al., 2016) y la accidn probiética de L. casei al inhibir

el crecimiento de enteropatogenos (Musa et al., 2009), propiciando menor incidencia de diarreas.
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Variables hematoldgicas
Las variables hematoldgicas entre tratamientos obtenidos en el presente estudio fueron similares
(P > 0.05) excepto para basofilos, donde el porcentaje fue superior (P < 0.05) en los corderos

alimentados con inulina y L. casei en comparacion con el grupo testigo (Cuadro 4).

Cuadro 4. Variables hematoldgicas de corderos con adicién de inulina de agave y
Lactobacillus casei

Tratamientos (T)

Variable Tl T2 T3 EEM P
Eritrocitos, 10 mL™! 6.80 6.64 6.63 0.39 0.21
Hemoglobina, g dL* 12.58 12.37 12.75 0.19 0.63
Hematocrito, % 28.03 28.05 27.85 0.93 0.75
M.C.V., fl 43.59 43.80 42.69 1.58 0.76
M.H.C., pg 20.00 19.83 20.24 0.06 0.89
M.H.CH., gdL? 45.48 44.70 46.77 1.09 0.10
Plaquetas, mil uL* 221.00 253.50 250.80 25.71 0.13
Leucocitos, 103 mL* 29.48 25.10 37.43 6.18 0.07
Linfocitos, % 34.65 33.19 38.08 4.29 0.15
Monocitos, % 7.61 6.18 7.33 1.04 0.90
Segmentados, % 56.56 59.50 53.15 3.80 0.06
Basofilos, % 0.17° 0.32% 0.45° 0.08 0.003
Eosinofilos, % 1.01 0.79 0.97 0.17 0.65

T1) Testigo (dieta basal, DB); T2) DB + 2 % inulina; T3) DB + 2 % inulina + L. casei; EEM,
Error estandar de la media; ®° Valores con distinta literal difieren significativamente (P < 0.05).

Los resultados obtenidos en el presente estudio se obtuvieron a partir de corderos clinicamente
sanos y se encuentran dentro del intervalo fisiolégico normal reportado en la literatura para la
especie ovina (Kaneko et al., 2008), y permiten conocer la deficiencia de nutrientes, estado

fisiologico y salud de los corderos (NseAbasi et al., 2014).

Los datos reportados en la literatura son variables, algunos estudios reportan incrementos en
hemoglobina, hematocrito y eritrocitos (Hossein-Ali et al.; 2014; Hussein, 2014) con el uso de
probidticos; en contraste, otros autores no reportan cambios en variables hematoldgicas al incluir

inulina (Kara et al., 2012; Kazemi-Bonchenari et al., 2013).
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Adicionalmente, las variables hematoldgicas son afectadas por la edad del animal (Antunovié et
al., 2012; Ashour et al., 2015); por factores ambientales, durante el procesamiento de la muestra,
0 por caracteristicas y manejo del animal (Njidda et al., 2014). La ausencia de efectos en las
variables hematoldgicas de los corderos, se puede deber a que la dieta cubri6 los requerimientos
nutricionales; en consecuencia, no se presentd alguna deficiencia de nutrientes que afecte la

fisiologia del animal.

La respuesta en el aumento de basofilos en corderos que recibieron inulina y L. casei también se
observo en terneros alimentados con una mezcla de probioticos (Agazzi et al., 2014) y se explica
por el efecto generado por los prebidticos y probidticos al estimular el sistema inmunolégico
(Gaggia et al., 2010) a traves de la produccién de citocinas por los macréfagos para combatir
infecciones (Dicks y Botes, 2010; Galapero et al., 2015) e implica mejora en la salud y mayor

rendimiento en los corderos (Allen et al., 2013).

Metabolitos sanguineos

La concentracion de metabolitos séricos obtenidos en este estudio se muestran en el Cuadro 5, y
se encuentran dentro del intervalo normal para ovinos (Kaneko et al., 2008). No se observaron
diferencias (P > 0.05) en la concentracion sérica de glucosa, proteina total, albumina, globulina,
solo disminuy6 (P < 0.05) la concentracion de colesterol al incluir inulina y L. casei.

Cuadro 5. Metabolitos sanguineos en corderos con adicion de inulina de agave y
Lactobacillus casei

Tratamientos (T)

Variable T1 T2 T3 EEM P
Colesterol, mg dL™ 69.54° 64.43° 62.36° 1.20 0.0008
Glucosa, mg dL* 76.61 73.60 71.20 1.56 0.06
Proteina total, g dLt 6.11 6.18 6.30 0.79 0.27
Albumina, g dL™ 3.04 2.79 2.93 0.07 0.09
Globulinas, g dL™ 3.07 3.38 3.36 0.10 0.07

T1) Testigo (dieta basal, DB); T2) DB + 2 % inulina; T3) DB + 2 % inulina + L. casei; EEM,
Error estandar de la media; ®® Valores con distinta literal indican diferencias (P < 0.05).
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Los reportes en la literatura relacionados con la concentracion de metabolitos en suero sanguineo
de corderos alimentados con inulina o probioticos son variables; algunos autores informan mayor
concentracion en proteina total, albumina y globulinas al usar probiéticos (Hillal et al., 2011;
Abdel-Salam et al., 2014; Hussein, 2014); en contraste, otros autores reportan disminucion en la
concentracion de estos metabolitos (Hossein-Ali et al., 2014) y en otros casos no se observan
cambios (Kazemi-Bonchenari et al., 2013; El-Katcha et al., 2016; Saleem et al. 2017). No
obstante, estos metabolitos permiten evaluar las condiciones nutricionales y metabdlicas de los
corderos (Kaneko et al., 2008).

Los corderos al presentar concentraciones sericas en el intervalo, indican que estuvieron
clinicamente sanos y no fueron afectados por alguna patologia; debido las condiciones higienico-

sanitarias, alimentacion y manejo durante la fase experimental.

Los niveles séricos de colesterol descritos en este estudio muestran una disminucion de 7 y 10 %,
en T2 y T3, e involucrd a los corderos que recibieron inulina y L. casei. Resultados similares
fueron observados por Santillo et al. (2012), Hossein-Ali et al. (2014) y Moarrab et al. (2016) al
incluir inulina y un aditivo de cepas probidticas en la dieta de corderos, y se explica por la
actividad de las bacterias acido lacticas al reducir la absorcion de lipidos en el intestino por
desconjugacién de los &cidos biliares (Anandharaj et al., 2014; Yoo y Kim, 2016); en
consecuencia, aumenta la eliminacion de colesterol en heces y disminuye su concentracion en
sangre (El-Katcha et al., 2016).
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Variables ruminales
La inclusion de inulina y L. casei no afectd (P > 0.05) el pH ruminal, ni la concentracion de

nitrégeno amoniacal (NH3-N) y de &cidos grasos volatiles (AGV) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Variables ruminales de corderos con adicion de inulina de agave y Lactobacillus
casei

Tratamientos (T)

Variable Tl T2 T3 EEM P
pH 6.49 6.57 6.62 0.04 0.15
Nitrogeno amoniacal, mg dL* 10.81 9.16 9.86 0.60 0.17
Acetato, % 57.32 55.61  55.73 1.38 0.63
Propionato, % 24.28 27.23 26.80 1.48 0.33
Butirato, % 11.35 9.99 10.70 1.05 0.66

T1) Testigo (dieta basal, DB); T2) DB + 2 % inulina; T3) DB + 2 % inulina + L. casei; EEM,
Error estandar de la media.

Los valores de pH ruminal registrados en este estudio son superiores del intervalo considerado
como éptimo (6.0) para la microflora ruminal (Kolver y De Veth 2002), y aunque la inulina se
puede degradar en el rumen (Samanta et al., 2012), dependiendo de su grado de polimerizacion,
de acuerdo a la longitud de la cadena en su estructura, (van de Wiele et al., 2007; PaBlack et al.,
2012; Praznik et al., 2013) y del pH (Flickinger et al., 2003), la contribucion de los metabolitos
producto de la hidrolisis de este prebidtico no afectaron el pH ruminal. Ademas, los probidticos
estabilizan el pH (Lettat et al., 2012), lo cual favorece el ambiente microbiano y disminuye la
incidencia de acidosis ruminal. Adicionalmente, la baja concentracién de nitrégeno amoniacal
encontrada en el presente estudio, se explica por los componentes de la dieta evaluada y la
utilizacion de amoniaco por las bacterias ruminales, lo cual favorece la sintesis de proteina
microbiana (Uyeno et al., 2015), implicando que el uso de inulina o L. casei no tuvo efecto en
estas variables.

CONCLUSIONES
La inclusién de inulina de agave y L. casei en la dieta de corderos al destete disminuy6 la
incidencia de diarreas, debido a una mejor salud intestinal y aumento en la poblacion de

lactobacilos; asimismo, redujo la concentracion de colesterol serico.
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CONCLUSIONES GENERALES

La inulina de agave favorece el crecimiento de bacterias probidticas como Lactobacillus

salivarius, Enterococcus faecium y Lactobacillus casei.

La inclusién de inulina y Lactobacillus casei en la dieta de corderos durante la lactancia es una
alternativa para mejorar la salud intestinal y la proliferacion de células del sistema inmune; ademas,
la combinacion estos aditivos alimenticios aumentan la ganancia de peso en corderos durante la
lactancia y optimizan la funcion del intestino al reducir la poblacién de coliformes e incidencia

de diarreas en corderos pre y posdestete.
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