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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la inclusion de probiodticos en la dieta sobre el
desarrollo de vellosidades intestinales y criptas de Lieberkiihn en cuyes de engorde desafiados a
Salmonella Typhimurium. Se utilizaron 30 cuyes machos genéticamente mejorados, distribuidos
en un sistema completamente al azar de tres tratamientos con 10 repeticiones cada uno. Los
tratamientos fueron: Tratamiento T1: Cuyes alimentados con la dieta base y desafiados con
Salmonella Typhimurium (control negativo). Tratamiento T2: Cuyes alimentados con la dieta
base + antibiotico promotor de crecimiento desafiados con Sal/monella Typhimurium (control
positivo). Tratamiento 3: Cuyes alimentados con la dieta base suplementados con probidtico y
desafiados con Salmonella Typhimurium. Todos los tratamientos fueron desafiados al
duodécimo dia de iniciada la investigacion con dosis infectiva de 2 x 10 ¢ UFC/ml de 48 horas
de incubacion de Salmonella Typhimurium, administrados via oral. Se tomaron muestras de las
tres secciones del intestino de cada animal a los 63 dias de edad y fueron remitidas para la
elaboracion de laminas histologicas para mediciones histomorfométricas. El grupo tratado con
probiodtico y APC mostré un efecto positivo (P<0.05) en la longitud y ancho de las vellosidades
intestinales en la seccidon del ileon a los 63 dias de edad con respecto al control. Con estos
resultados se concluye que la dieta suplementada con probiodticos tiene un efecto positivo sobre
la morfometria intestinal en cuyes de engorde desafiados a Sa/monella typhimurium llegando a

ser estadisticamente significativa en la longitud y ancho de las vellosidades intestinales de ileon.

Palabras Clave: cuy, probidticos, salmonella, morfometria intestinal



ABSTRACT

This study evaluated the effect of the inclusion of probiotics in the diet on the development
of intestinal villi and crypts Lieberkithn in guinea pigs challenged with Salmonella
Typhimurium. We used 30 male guinea pigs, distributed in a completely random system of three
treatments with 10 replicates each. T1: guinea pigs fed with the base diet and challenged with
Salmonella typhimurium (negative control). Treatment 2: guinea pigs fed the base diet +
antibiotic growth promoter challenged with Salmonella typhimurium (positive control). T3:
guinea pigs fed the base diet supplemented with probiotics and challenged with Sa/monella
typhimurium. All the treatments were challenged on the twelve day after the start of the
investigation with an infectious dose of 2 x 10 ® Ufc / ml of 48 hours of incubation of
Salmonella typhimurium, administered orally. Taken samples of the three secctions of the
intestine of each animal at 63 days and sent for the preparation of histological sheets for
measurements. The group treated with probiotic and APC showed a positive effect (P <0.05) on
the length and width of the intestinal villi in the section of the ileum at 63 days of age with
respect to the control. With these results is concluded that the diet supplemented with probiotics
has a positive effect on the intestinal morphometry in the fattening of guinea pigs challenged
with Sa/monella Typhimurium becoming statistically significant in the length and width of the

intestinal villi of the ileum.

Keywords: guinea pig, probiotics, Salmonella Typhimurium, morphometry intestinal
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I. INTRODUCCION

El cuy es una fuente importante de proteinas para el poblador andino, que por tradicion y
costumbre lo cria y consume, constituyendo parte de su dieta. Asimismo su forma de crianza y
manejo, asi como su ciclo reproductivo corto lo convierten en una especie idoénea en cuanto a

crianza se refiere para el poblador nacional (Bustamante, 1993)

Este incremento en la demanda ha traido consigo la necesidad de una mayor exigencia
en la crianza y, producto de ello, problemas como: hacinamiento, instalaciones inadecuadas,
falta de capacitaciones que en consecuencia produce problemas sanitarios. La salmonelosis es el
principal problema sanitario que afecta a la explotacion de cuyes provocando graves pérdidas en
la produccion debido a los altos indices de mortalidad. Se ha descrito que S. Typhimurium ha

sido el unico serovar en cuyes criados para consumo en Perti (Matsuura et al., 2010).

Una forma de controlar estos problemas sanitarios en cuyes es la administracion de altos
niveles de antibioticos, sin embargo, su uso indiscriminado en las explotaciones puede generar
problemas en la salud publica como la aparicion de reacciones alérgicas y apariciones de
microorganismos resistentes a los antibidticos (Calvo, 2004). Estas limitaciones al uso de los
antibidticos en la produccion animal han influenciado a que se desarrollen diversas alternativas
para la sustitucion de los mismos, como son los acidos organicos, extractos naturales,

probioticos, prebidticos, adsorbentes de toxinas (Marzo et al., 2001).

Los probiodticos son microorganismos vivos, que una vez ingeridos en cantidades
suficientes permanecen activos en el intestino contribuyendo al equilibrio de la flora bacteriana
intestinal del huésped potenciando el sistema inmunitario (Apata, 2008). Administrados en
humanos y animales, han demostrado cierto grado de efectividad por ello se justifica la

realizacion del presente estudio, que evaluara el efecto de la suplementacion de la dieta de cuyes

\"



de engorde desafiados a Salmonella typhimurium con probidticos sobre el desarrollo de
vellosidades intestinales y la profundidad de las criptas de Lieberkiihn, contrastando estos

resultados con dietas control y con una dieta que contiene antibidtico

vi



I1. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Importancia de la crianza de cuyes en el Peru
2.1.1 Clasificacion y caracteristicas generales del cuy

El cuy (Cavia porcellus), constituye una fuente proteica importante para el poblador andino.
Debido a su facil crianza y su creciente demanda hacen que sea preferido por los pobladores
andinos frente a otras especies pecuarias (Pozo y Tept, 2012). A nivel mundial se conoce como
conejillo de India, nombre denominado por los espafioles durante la colonizaciéon de manera

peyorativa por a las de su tierra natal (Vivas, 2009).
En la escala zoolodgica se ubica al cuy dentro de la siguiente clasificacion zoologica:

Orden: Rodentia; Suborden: Hystricomorpha; Familia: Caviidae; Género: Cavia; Especie: Cavia

porcellus (Moreno, 1989)

El cuy posee microorganismos (microbiota) a nivel del ciego, debido a esto y a su anatomia
gastrointestinal es clasificado como un fermentador post-gastrico (Reid, 1948, citado por
Gomez y Vergara, 1993). Entre otras caracteristicas del cuy resaltan su facil manejo, su
precocidad, rapida adaptacion a su medio ambiente, baja exigencia en su alimentaciéon y
prolificidad; esto lo convierte en una especie ideal para criar y obtener un beneficio econémico

rentable para el productor (Vargas, 2011).



2.1.2 Consumo en el Peru

El cuy constituye un producto alimenticio de alto valor nutricional que contribuye al

requerimiento alimentario de la poblacion rural de escasos recursos (Chauca, 1997)

En el Peru los principales departamentos productores de cuyes son: Ancash, Apurimac,
Cajamarca, Cusco, Huanuco, Junin, La libertad y Lima. Mientras que en paises vecinos como
Bolivia y Colombia la crianza de cuyes esta circunscrita a determinados departamentos, por lo

cual hay una menor poblacion animal en estos paises (Ministerio de Agricultura, 2008).

Segun datos del Ministerio de Agricultura (INIA — DGPA, 2003. Informe situacional de la
crianza del Cuy) se ha estimado una poblacion de 23,240,846 distribuidas principalmente en la
sierra con 21,462,950 cabezas en comparacion de 1,439,746 de la costa y tan solo 338,150

animales existentes en la selva (INIA, 2011).

El mayor consumo de la carne de cuy se halla en las ciudades y provincias de la sierra. Su
aceptacion se ha extendido hacia la costa y selva, por efecto de la migracion de la poblacion
andina que ha llevado sus costumbres y tradiciones (Espinoza, 2009). Esta extension ha
incrementado especialmente su consumo en la costa, haciendo que sea una alternativa

econdmica importante (Ccahuana, 2008; Vidalon, 2014).

El consumo de carne de cuy en el Pera se estimo en 0,607 kg por habitante para el 2003. Sobre
la base de una produccion estimada de 16,500 TM de carne al afio (INIA, 2011). A pesar de su
incremente sigue aun siendo uno de los mas bajos a nivel nacional superando solo el consumo

de carne de caprino (0,25kg/hab/afio).

En el mercado externo se ha visto un incremente debido al consumo por parte de sudamericanos
que han emigrado y mantienen sus habitos alimenticios (Casa, 2008). Esto principalmente en el
mercado norteamericano, debido principalmente a la demanda por parte de pobladores peruanos

y ecuatorianos que radican en ese pais (Molina, 2007; Prada, 2007).
2.1.3 Problematica actual en la crianza de cuyes

En la crianza actual de cuyes existe problemas en su explotacion debido al deficiente manejo
productivo, reproductivo y alimenticio; deficiente prevenciéon y control sanitario; escasez de
reproductores de calidad; deficiente sistema de comercializacion y escaso conocimiento técnico
de los productores (INIA, 2011). En cuanto a la sanidad, la salmonelosis es la principal

enfermedad infecciosa que afecta la explotacion en cuyes, provocando graves pérdidas en la
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produccion debido a los altos indices de morbalidad y principalmente mortalidad (Matsuura et

al., 2010).

Una alternativa en el control de los problemas sanitarios en cuyes, usada por los productores es
la administracion de altos niveles de antibioticos (APC); sin embargo, su uso indiscriminado en
estas explotaciones puede generar problemas en salud publica como la aparicion de reacciones
alérgicas, dificultad y retraso en la correcta identificacion del agente etioldgico y la posible

aparicion de microorganismos antibidtico resistentes (Calvo, 2004).

Debido a esto existe un marcado interés en utilizar alternativas naturales a los APC, tales como
enzimas, prebidticos, probioticos, extractos de plantas y acidificantes, los cuales pueden limitar
el nimero de bacterias patogenas, mejorar la capacidad de absorcion del intestino y mejorar el
rendimiento productivo (Lopez et al., 2009). Dentro de estas alternativas los probiéticos son una
opcion viable frente al uso de los antibidticos promotores de crecimiento puesto que no
producen resistencia bacteriana, no son toéxicos y mejoran los indices productivos (Ishibashi,

2001).
2.2 Caracteristicas anatémicas y fisiologicas del sistema digestivo del cuy
2.2.1 Anatomia y fisiologia digestiva del cuy

Los cuyes se caracterizan por consumir grandes cantidades de vegetacion en un habitat natural
(Navia y Hunt, 1976). Se alimentan por pequefias cantidades de alimento sin un horario
determinado, aunque de preferencia realizan esta actividad temprano en la mafiana y en la tarde

(Raggi y Thénot, 1999).

El cuy requiere una serie de nutrientes entre los cuales tenemos: agua, proteina, fibra,
carbohidratos, acidos grasos esenciales, minerales y vitaminas. Los requerimientos dependen de
la edad, estado fisiologico, genotipo y medio ambiente donde se desarrolle la crianza (Chauca,

1997).

El proceso de digestivo tiene su inicio en la boca, donde las piezas dentarias disefiadas cortan y
trituran el materia vegetal, esta masticacion reduce el tamafio de particula de la ingesta, de tal
manera, que al mezclarse con la saliva facilita la accion de las enzimas digestivas sobre el
contenido celular del bolo, el cual luego pasa al estomago a través del esofago (Sakaguchi
2003).



Una vez que el alimento llega a el estomago es parcialmente procesado por la accion del acido
clorhidrico, las enzimas lipasa, amilasa y pepsina gastrica. Luego éste pasa al duodeno donde
las enzimas pancreaticas y entéricas ademas de los jugos biliares continuan con la degradacion
del alimento para finalmente ser absorbido a lo largo del intestino delgado (Chauca, 1995). En
el estbmago e intestino delgado el movimiento de la ingesta es rapido (no demora mas de 2
horas) para continuar en el ciego (Reid, 1948, citado por Gémez y Vergara, 1993). El ciego
normalmente ocupa casi el 50% de la capacidad abdominal, es por ello su importancia en la

digestion de los alimentos (Calderon y Cazares, 2008).

El ciego tiene funciones importantes como son: Sintesis de la proteina microbial, sintesis de
vitamina K y de la mayoria de las vitaminas del complejo B por accion de los microorganismos
alli presentes (Murillo y Quilambaqui, 2004); bacterias gran positivas producen acidos grasos
volatiles, estos sirven para satisfacer parte de los requerimientos de energia del cuy; constituyen
los principales productos energéticos para los cuyes (Aliaga, 1993). La fermentaciéon de
alimentos fibrosos estaria a cargo de protoozarios principalmente del tipo Entodinium,
Diplodinium, Isotricha y Dasitricha, identificados gracias a la implementacion de la técnica de

fistulacion (Caycedo 2007, citado por Torres, 2013).

El cuy dentro de su fisiologia digestiva posee un mecanismo mediante el cual los alimentos que
poseen mayor grosor pasan directamente al colon. Este proceso se basa en el “mecanismo de
separacion colonica” por el cual las fibras cortas y las bacterias presentes en el colon proximal
son transportadas hacia el ciego por movimientos antiperistalticos para su fermentacion y
permitir la formacion del denominado cecotrofo (Holtenius y Bjornhag 1985). Esta
fermentacion se da durante toda la noche, y en la mafiana es expulsado por el ano de donde el
cuy lo consume directamente antes que caiga al suelo optando una postura encorvada, este

compuesto es conocido como cecotrofo (heces blandas) (Guacho, 2009).

Los cuyes realizan la ingestion de las heces blandas (cecotrofia) como un mecanismo de
compensacion bioldgica. La ingestion de los cecotrofos permite aprovechar la proteina
contenida en la célula de las bacterias presentes en el ciego, asi como reutilizar el nitrégeno
proteico y no proteico que no alcanzé a ser digerido en el intestino delgado (Vargas y Yupa,
2011). Las particulas largas de fibra se excretan mayormente en la noche y son lo que nosotros
conocemos como heces duras, son muy secas, con mucha fibra, poca proteina y redondas; estas

el cuy no las ingiere (Guacho, 2009)



2.2.2 Histologia intestinal del cuy

En los mamiferos el intestino es la parte del aparato digestivo que se extiende desde el esfinter
pilorico del estomago hasta la valvula ileocecal que marca el comienzo del intestino grueso

(Geneser, 2000).

La pared intestinal posee 4 capas, denominadas desde la luz del intestino hacia el exterior como:

Capa mucosa, capa submucosa, capa muscular, capa serosa.

2.2.2.1 Capa mucosa:

La capa mucosa consta de una lamina epitelial, una lamina propia y una muscular (Gazques y
Blanco, 2004). Para el caso del cuy es relativamente robusta a comparacion de otros roedores
(Evans et al., 1971). Esta capa esta recubierta por un epitelio de revestimiento cilindrico simple,
formado por 6 tipos de células: Enterocitos o células absortivas, Células caliciformes, células de

Paneth, células enteroendocrinas, y células madres pluripotenciales (Geneser, 2000)

Los enterocitos se caracterizan por poseer una superficie apical, abundante microvellosidades,
formando entre estas una estructura denominada “borde de cepillo” la cual en microscopia
optica se visualiza como un borde oscuro y denso (Geneser, 2000). La funcién principal del

enterocito es la absorcion de nutrientes (Gasquez y Blanco, 2004)

Las células caliciformes se encuentran distribuidas entre los enterocitos, su funcion principal es
la producciéon de moco en cuya composicion se encuentran glucoproteinas lubricadoras del
epitelio intestinal. Esta secrecion, junto con la secrecion alcalina de las glandulas de Brunner,

protegen de invasiones bacterianas o mecanicas (Kierzenbaum, 2008)

Las células de Paneth se encuentran localizadas en el fondo de las criptas de Lierberkhun,
poseen funcion protectora del epitelio secretando una enzima bacteriolitica llamada lisozima, la

cual actua digiriendo la pared de algunas bacterias (Kierszenbaum, 2008)

Las células enteroendocrinas se hallan dispersas entre los enterocitos y las células caliciformes
(Geneser, 2000). Su funcion es secretar hormonas polipetidicas (gastrina, secretina y
colecistoquinina) para controlar varias funciones del aparato digestivo. Mediante métodos
inmunohistoquimicos, se han identificado una veintena de estas células (Gasquez y Blanco,

2004).



2.2.2.2 Capa submucosa

Principalmente de vasos sanguineos y linfaticos que transcurren atreves de ella. Las glandulas
de brunner se encuentran en esta capa y su funcion es adhesion a la capa mucosa. De pH

alcalino, contrarresta asi la acidez del quimo (Geneser, 2000)
2.2.2.3 Capa muscular

Estd formada por una capa de musculo liso circular interno y otra de longitudinal externo, la
funcién es realizar los movimientos de segmentacion y peristaltismo responsable de que el

contenido del intestino se mezcle y avance a lo largo del mismo (Geneser, 2000)
2.2.2.4 Capa serosa

Corresponde a una capa delgada de tejido conectivo laxo cubierta en su superficie libre por
células mesoteliales (hoja visceral del peritoneo), es completa a excepcion en el borde

mesentérico donde los vasos y nervios abordan la piel intestinal (Gasquez y Blanco, 2004).

Los pliegues circulares o plicae circularis estan conformadas por espirales permanentes de
mucosa con un nucleo de submucosa, algunas veces ramificadas, que se pueden extender de dos
tercios a mas de la circunferencia del intestino, llegando rara vez a formar un circulo alrededor

de la luz (Gasquez y Blanco, 2004).

El intestino presenta también las vellosidades intestinales a manera de proyecciones
digitiformes y foliadas hacia la luz intestinal (Gasquez y Blanco, 2004). Estas gracias a las
fibras musculares de la mucosa, las vellosidades pueden contraerse favoreciendo el drenaje

linfatico (Gasquez y Blanco, 2004).

Criptas de Lieberkhun: Son pequefias aberturas tubulares que se extienden profundamente hasta
la muscularis mucosae y que al corte transversal se observan como una luz central revestida de
epitelio que continua desde las vellosidades, representando un aumento de la superficie de la
mucosa (Gasquez y Blanco, 2004). Cumple también una funciéon de reposicion de epitelio

mucoso a partir de la division celular (Bacha, 2000).
2.2.3 Microbiota del tracto intestinal

En tracto intestinal viven una vasta coleccion microbiana, la mayoria de ellas especies
bacterianas, las cuales son denominadas como “microbiota intestinal” (Walters, 2005). Estas

bacterias estdn en constantemente en interaccion unas con otras y con el hospedador,
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comprendiendo un ecosistema muy complejo de los que comparativamente se sabe poco.

(Savage, 1996).

En el animal sano, las superficies externas e internas estan recubiertas por microorganismos que
constituyen su microbiota natural. Se considera que el TGI del neonato durante la vida
intrauterina permanece estéril (Berg, 1996), comenzando la colonizacion del tubo digestivo a las
pocas horas del nacimiento a partir de la microbiota de la vagina, del intestino y la piel de la

madre, asi como del ambiente en general (Salminen ef al, 1999).

La colonizacion es un proceso complejo de seleccion natural y sucesion ecologica. Esta va a
depender de diversos factores, algunos de los cuales son originarios del hospedador, tales como
el genoma y la fisiologia del animal, mientras que otros son de origen microbiano

(interacciones entre especies bacterianas) (Konstantinov et al., 2004).

2.2.5 Caracteristicas de una optima morfologia intestinal

Jeurissen et al., (2002), indican que los aspectos estructurales del sistema gastrointestinal, como
la longitud y el 4rea de la mucosa y de estructuras que la conforman como vellosidades y criptas
influye en el crecimiento del animal. Por otro lado Zhang et al, (2005), evalué que el
acortamiento de las vellosidades intestinales produce una disminucion del area de absorcion de
nutrientes, mientras que una cripta de Lieberkiihn profunda implica una rapida renovacion
epitelial. En general, vellosidades intestinales altas en proporcion a la cripta de Lieberkiihn se

asocian con una mucosa intestinal bien diferenciada (Jeurissen et al., 2002).

Segun varios autores, se puede medir la longitud de la mucosa, la altura y ancho de la vellosidad
intestinal, la profundidad de la cripta de Lieberkiihn y la relacion entre estos, a partir de métodos

histologicos de rutina (Evans et al., 1971).

2.3 Salmonelosis en cuyes

2.3.1 Generalidades de la enfermedad

La Salmonella presenta una alta frecuencia, tanto en el humano como en los animales, por ello a
nivel mundial se le confiere gran importancia en el contexto de la salud publica (Borsoi et al.,
2010). Asimismo en la industria alimentaria las toxiinfecciones alimentarias son preocupantes, y
entre estas, la salmonelosis es considerada una de las mas prevalentes (Cardoso y Tessari,

2008).



Entre los diversos serovares de salmonella existentes, aquellos de las Salmonellas entéricas, se
encuentran entre los mas importantes patogenos de origen alimenticio en todo el mundo, debido
a los altos indices de morbilidad en los humanos y a la gran cantidad de especies hospederas que
son colonizadas por este género y se convierten en reservorio para la propagacion de estos

agentes, tanto en humanos como en animales (Tellez et al., 2012).

La salmonelosis es la principal enfermedad infecciosa que afecta la explotacion de cuyes,
provocando graves pérdidas en la produccion debido a los altos indices de mortalidad (Matsuura
et al., 2010). El género Salmonella presenta mas de 2500 serovares, siendo entre estos, la
Salmonella Typhimurium y Salmonella Enteritidis los notificados con mayor frecuencia en todo

el mundo en animales de sangre caliente (Garcia, 2011; Grimont y Weill, 2007; WHO, 2013).

La salmonelosis se presenta en cuyes de cualquier edad, mayormente en las etapas de lactacion
y destete (Matsuura et al., 2010). La enfermedad se presenta en forma cronica o aguda, siendo
esta ultima la mas letal debido a que no se suelen observar signos clinicos aparentes que

permitan realizar algin tratamiento (Matsuura et al., 2010).

S. Typhimurium ha sido el serovar de mayor frecuencia en cuyes criados para consumo en el
Perti; sin embargo, existen otros serovares como S. Enteritidis que fueron aislados de cuyes de
laboratorio o criados como mascotas (Richardson 2000; Garmendia et al., 2000; Parra et al.,

2002).
2.3.2 Clasificacion taxonomica de Salmonella Typhimurium
2.3.2.1 Familia enterobacteriaceae

La familia enterobacteriaceae esta conformado por 41 géneros y mas de 100 especies (Quinn et
al, 2002) pero menos de la mitad de ellos son de interés veterinario (Stanchi, 2007). El habitat
natural de esta bacteria es el intestino, muchos de sus organismos provocan enfermedades tanto
en animales productores de alimentos (diarrea de los recién nacidos y salmonelosis), como en

animales de compaiiia y en humanos (Biberstein y Chung Zee, 1990).

Esta familia incluye generos como E.coli, Salmonella sp, Enterobacter sp, Klebsiella sp,
Serratia sp, Proteus sp, Citrobacter sp, Yersinia sp, Morganella sp y Arizona sp (Jawetz et al,

2005).



2.3.2.2 Genero Salmonella

El género Salmonella se incluye en la familia Enterobacteriaceae, orden Enterobacteriales.
Actualmente este género se divide en s6lo dos especies Salmonella bongori y Salmonella
enterica, tomando en cuenta sus caracteristicas bioquimicas generales, Salmonella enterica se
divide a su vez en seis subespecies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtebae ¢ indica

(Brenner et al., 2000; Goyache, 2002; Parra, 2002; Figueroa y Verdugo, 2005).
2.3.2.3 Serovariedad Typhimurium

Para el caso de las serovariedades al no tener nivel taxondomico de especies, sus nombres no
siguen las reglas del “International Code of Nomenclature of Bacteria” de manera que se deben
escribir con letra romana (no italica) y con mayuscula. Por ejemplo el nombre completo de
Salmonella Typhimurium es Salmonella entérica subespecie entérica serovariedad

Typhimurium, al ser tan largo se lo suele acortar a Salmonella Typhimurium (Caffer et al.,

2008).
2.3.3 Estructura bacteriana

Los miembros del genero salmonella son bacilos gram negativos, no esporulados, modviles
debido a la presencia de flagelos peritricos a excepcion de Salmonella Gallinarum y Salmonella
Pullorum. No presentan capsula a excepcion de S. Typhi, S. Paratyphi C y S. Dublin (Parra et
al., 2002). El tamafio de las salmonelas oscila entre 0.3 a 1 pm x 1.0 a 6.0 um (Figueroa y
Verdugo, 2005).

2.3.4 Estructura antigénica y caracteristicas bioquimicas

El género Salmonella presenta dos clases de antigenos principales: El antigeno O (somatico) y
antigeno H (flagelar). Algunas cepas presentan un tercer tipo como antigeno de superficie
denominado antigeno Vi, siendo este analogo funcionalmente a los antigenos K de otros
géneros de bacterias. La denominacion Vi es debido a que anteriormente este antigeno se
relacionaba a la virulencia (Broocks et al., 2000; Parra ef al., 2002). Unicamente 3 serotipos de
Salmonella poseen el antigeno Vi: S. Typhi, S Paratyphi, y algunas cepas de S. Dublin
(Raffatellu et al., 2006).



2.3.5 Patogenia

Las salmonelas se propagan por contacto directo e indirecto. Los animales infectados, fuentes
de las bacteria, excretan el microbio en cantidades considerables en heces y orina,
contaminando asi el ambiente que los rodea, principalmente el alimento. Los animales
susceptibles se infectan por via oral al consumir agua o alimento contaminado con material
fecal, también se ha observado que la via aerdgena, conjuntival y heridas abiertas constituyen

puertas de ingreso para la bacteria (Radostits et al., 2002).

El equipo e implementos de trabajo empleados en las granjas también juegan un papel
importante en la diseminacion de la infeccion. La transmision vertical se observa en aves,
ocurriendo infecciones transovaricas especialmente con S. Pullorum, S. Gallinarum, S.

typhimurium y S. Thompson (Flores, 1981)

Los roedores como ratas y ratones tienen un papel importante como transmisores de
salmonelosis. Estos animales pueden llevar la bacteria en el tracto intestinal, frecuentemente sin
mostrar signos de enfermedad, contaminando el ambiente y el alimento. Se ha encontrado una
alta prevalencia de Salmonella enterica serotipo Enteritidis en ratones de galpones de aves

(Garber et al., 2003; Meerburg y Kijlstra, 2007).

Luego de la ingestion oral la bacteria experimenta severos cambios medio ambientales como
son: pH acido, aumento de temperatura, baja tension de oxigeno y alta osmolaridad. Salmonella
responde a estos cambios modulando la expresion de sus genes, para luego colonizar el intestino
delgado principalmente a nivel del ileon distal y ciego (Jubb et al., 1990; Radostits et al., 2002;
Sanchez et al., 2003; Figueroa y Verdugo, 2005)

Después que la bacteria entra al hospedero Salmonella invade a través de enterocitos y células
M, las cuales son células muy relacionadas con los nodulos linfaticos de las placas de Peyer del
fleon. Para esto la bacteria cuenta con estructuras llamadas adhesinas, que permiten reconocer
moléculas presentes en las células del hospedero, estas células receptoras determinan la
especificidad del tejido asi como la colonizacion y persistencia bacteriana. De esta manera, esta
union adhesina-receptor determinan los hospederos y el organotropismo de la bacteria (Figueroa
y Verdugo, 2005). Las bacterias son transportadas luego por macrofagos, via linfatica al higado
y bazo. Ademas, se ha demostrado una via alterna, en la cual fagocitos CD 18 transportan la
bacteria directamente del lumen intestinal a la circulacion, bazo e higado. De esta manera, el
higado y el bazo pueden ser colonizadas sin ocasionar dafio intestinal (Figueroa y Verdugo,

2005). Las adhesinas también tienen la capacidad de activar a los linfocitos B y neutréfilos, lo
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que resulta en una variedad de respuestas bioldgicas incluyendo proliferacion celular y

secrecion de citocinas (Sanchez et al., 2003).

En caso los macréfagos sean incapaces de destruir las bacterias ingeridas la infeccion de ser
intestinal pasaria a ser extraintestinal. Salmonella entérica se dispersaria probablemente por
fagocitos, inicialmente por via linfatica y después por via sanguinea originando asi una
bacteriemia que puede ser subclinica o sintomatica, con riesgo elevado de evolucionar a

septicemia (Benenson et al., 2002).

2.3.6 Manifestaciones clinicas

La forma aguda produce mortalidad sin mostrar sintomas, se caracteriza por un cuadro
sistémico, muriendo los animales en un lapso de 24 a 48 horas por muerte hiperaguda, depresion

grave, deterioro rapido, letargo y disnea (Ramirez, 1972).

En los casos cronicos son sintomas son decaimiento, frecuentemente paralisis del tren posterior,
erizamiento del pelo, diarrea con moco o sangre afecta a los lactantes y hembras gestantes
provoca abortos. Animales que superan la enfermedad se mantiene delgados, pelaje deslucido

con el abdomen abultado (Pérez, 2008).

2.3.7 Diagnostico

El diagnostico de la salmonelosis en cobayos debe ser realizado asociando las manifestaciones
clinicas, las lesiones anatomopatoldgicas encontradas en la necropsia y el aislamiento
bacteriano. Los organos de eleccion para recuperar la bacteria en animales enfermos son
principalmente el higado y el bazo, pero también se pueden aislar de otros érganos como
pulmén, ganglio mesentérico, intestino, utero, vesicula biliar y glandula mamaria (Bustamante,

1993; Matsuura, 2010).

2.3.7.1 Bacteriologico

Entre los métodos para el diagnostico de Salmonella spp, el cultivo microbioldgico es la prueba
mas comunmente empleada para el aislamiento de la bacteria a partir de tejidos y heces
(Pachon, 2009), para luego observar las caracteristicas metabolicas y antigénicas mediante

pruebas bioquimicas y serologicas.

Los métodos para el aislamiento de la bacteria estan dividos en tres etapas sucesivas las cuales
son: Enriquecimiento no selectivo (muestras desecadas, irradiadas o congeladas mucho tiempo),

Enriquecimiento selectivo, Siembra en placa con medio solido selectivo y diferencial.
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Posteriormente se lleva a cabo el estudio de las caracteristicas bioquimicas de las colonias

(Pachon, 2009).

El enriquecimiento selectivo se realiza en caldos, los cuales estimulan el crecimiento de formas
compatibles con sa/monella sp e Inhiben el desarrollo de bacterias intestinales y coliformos.
Entre los caldos mayormente usados para salmonella se encuentran: Caldo selenito, caldo

rappaport — Vassiliadis, caldo tetatrionato, caldo de enriquecimiento (Pachon, 2009).

Medios selectivos en placa con agar permiten un crecimiento diferencial en varios aspectos.
Inhiben el crecimiento de bacterias distintas a Salmonella y suministran informacion sobre
algunas de sus principales caracteristicas bioquimicas diferenciales (incapacidad de fermentar la

lactosa y la produccion de sulfuro de hidrogeno) (World Organisation for Animal Health, 2008).

Para la identificacion final de Salmonella las muestras se someten a pruebas de reaccion
bioquimica con el fin de confirmar la presencia de Salmonella. Las principales pruebas
bioquimicas que se realizan son: TSI (triple azcar hierro) y LIA (agar lisina hierro) (Cubillos,

2009).

La identificacion final de las serovariedades es el resultado de la combinacion de las
caracteristicas bioquimicas y de los antigenos somaticos O y flagelares H determinados por
serologia. En el esquema de Kauffmann — White, se encuentran las bases para establecer esta

clasificacion (Grimont y Weill, 2007).

2.3.7.2 Hallazgos a la necropsia

Al realizar la necropsia de cuyes con signos de salmonelosis se observa el higado agrandado con
presencia de zonas necroticas y focos purulentos; el bazo presenta un tamafio mayor que el
normal y con presencia de focos purulentos (Chauca, 1997). La necrosis hepatica focal es
comun en infecciones bacterianas septicémicas en otras especies. Esto seria resultado de una
reaccion de las células de Kupffer que liberan citocinas ante el estimulo de endotoxinas o

gérmenes (Jubb et al., 1990; Diago y Huguet, 2006).

El tracto intestinal por lo general se presenta congestionado y hemorragico con ulceraciones y
presencia de focos purulentos a manera de pequefas perlas. Esta congestion del tracto intestinal

s6lo se manifiesta en cuyes adultos y se asocia a la hipertrofia de las placas de Peyer (Chauca,

1997).
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La afeccion de la mayoria de los 6rganos evidencia su caracter septicémico. Los linfonodulos
mesentéricos se presentan aumentados de tamafio, congestionados y, en algunas ocasiones,

presentan abscesos que sobresalen de la superficie del 6rgano (Chauca, 1997).

2.3.7.3 Lesiones histopatologia

El higado se puede observar zonas congestivas en grados diversos y degeneracion grasa.
Presencia de necrosis coagulativa con infiltraciones mononucleares, reticuloendoteliales y
proliferacion de fibroblastos. Asimismo proliferacion de fibras colagenas, fibras reticulares. En
el bazo se pueden encontrar abscesos y presencia de nidos bacterianos en su interior (Ramirez,

1972).

En el intestino se puede observar una enteritis catarral, presencia de células mononucleares en la
submucosa e hiperplasia de placas de Peyer. Los ganglios mesentéricos pueden presentar
congestion generalizada y en ocasiones se aprecia abscesos cronicos con presencia de nidos

bacterianos (Ramirez, 1972).

2.4 Formas de prevencion y control con probidticos en la produccion de cuyes

2.4.1 Antibioticos promotores de crecimiento (APCs)

2.4.1.1 Historia de los APCs en las granjas

Los antibidticos son compuestos quimicos que administrados en pequefias cantidades impiden el
crecimiento de las bacterias. Se obtienen a partir de otros microorganismos, por ejemplo

hongos, aunque también se pueden sintetizar en el laboratorio (McDonald et al., 2006).

El descubrimiento de los antibidticos como promotores de crecimiento en la produccion animal
se remonta a finales de 1940, cuando Stokstad y Jukes adicionaron residuos de clortetraciclina a
la alimentacion de pollos para facilitar la absorcion de la vitamina B12, y generaron en ellos
resultados importantes: ganancia en peso, alta resistencia a infecciones y una rapida conversion

alimentaria, entre otras (Brezo, 1999).

2.4.1.2 APC y su efecto en los animales de produccion

El efecto antimicrobiano de los APC suministrados en raciones a los animales puede representar

grandes beneficios en su salud y productividad (Page, 2005).
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Muchos antibiéticos son utilizados dentro de los sistemas de produccion intensiva con dos
principales objetivos; primero con fines terapéuticos para mejorar la salud y el bienestar animal
y segundo con un fin profilactico para mejorar el crecimiento y la eficiencia alimenticia del

animal (Dibner y Richards, 2005).

En opinién de Richards et al (2005). Los APC proporcionan efectos directos o indirectos al
hospedador a distintos niveles: (a) Mejor estado de inmunocompetencia: La reduccion de
microorganismos patogenos puede reducir la ocurrencia de enfermedades clinicas, subclinicas o
procesos inflamatorios que generarian un gasto inmunolégico para el animal. (b) Reduccion de
los metabolitos microbianos que deprimen el crecimiento: Se sabe que algunos productos del
metabolismo microbiano (como el NH3 y el 4cido lactico) aumentan la tasa de division celular
de los enterocitos, lo cual consume energia, altera la barrera intestinal, favorece la translocacion
bacteriana e inhibe la maxima absorcion de nutrientes. (¢) Menor competicion por el uso de
nutrientes con los microorganismos (d) Favorecer la absorcion y utilizacion de los nutrientes a

través de una pared intestinal mas delgada (Richards et al., 2005)
2.4.1.3 Problematica de los antibidticos promotores de crecimiento

El uso continuo de antibidticos que se absorben en la alimentacion animal y que se emplean en
los seres humanos o en animales pueden producir resistencia en los microorganismos, y fallar en
la terapéutica (Colin et al., 1994). La microbiota intestinal debido a su alta concentracion,
facilita la transferencia de resistencias entre bacterias. En el caso de los animales, los genes de
resistencia pueden ser diseminados facilmente en el rebafio por contacto fecal. La resistencia de
los microorganismos puede alcanzar al hombre directamente, a través de tratamientos e

indirectamente por el consumo de carne y sus subproductos (Shiva, 2007).

A mediados de los afios setenta, la Union Europea (UE) adopté medidas para prevenir el uso de
antibidticos de importancia médica como impulsores del crecimiento. En la década de los
noventa, se observo la diseminacion de cepas de Enterococcus con resistencia de alto nivel a la
vancomicina en muestras de alimentos, aguas residuales y heces de humanos y de animales

sanos en diversos paises europeos (Aarestrup, 1995).

La Comision de Agricultura de la Union Europea, en diciembre de 1998, prohibid el uso de
cuatro antibidticos promotores de crecimiento: Bacitracina de zinc, Espiramicina,
Virginiamicina y el Fosfato de tilosin, debido a la posible seleccion de bacterias resistentes a los

antibidticos y a la transmision a otras de los genes que determinan dichas resistencias

(FAO/WHO, 2002)
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En este sentido la comunidad Europea prohibe su inclusion en el 2006, en las dietas de pollos
para engorde y de otras especies animales, lo que obliga a los nutricionistas a buscar nuevas
fuentes de aditivos que sean inocuos para el animal y el hombre y que tengan efectos similares

(Acosta et al., 2007).

2.4.2 Alternativas al uso de APC

Dentro de la produccion animal, se aplica gran variedad de compuestos incorporados en los
alimentos bajo el rotulo de “aditivos”, que impactan directa o indirectamente en la salud
intestinal como pueden ser: Probidticos, prebioticos, simbidticos, enzimas, extractos naturales,

adsorbentes de toxinas, acidos organicos (Vallejos, 2014).

Los probioticos se han constituido en aditivo de la dieta animal, y que al ser evaluados para este
proposito, ya sea en mezcla de especies o en forma independiente, administrado en animales,
han demostrado cierto grado de efectividad, al producir resultados benéficos al mejorar las

propiedades de la microbiota intestinal (Higgins et al., 2005; Schrezenmeir y De Vrese, 2001).

2.4.3 Probioticos

Los probidticos estan definidos como “microorganismos vivos”, que al ser consumidos en

cantidades adecuadas, confiere un beneficio en la salud del hospedero” (Borriello et al., 2003).

Puede ser un cultivo de una sola cepa bacteriana o una mezcla de diferentes cepas, que pueden
ser ofrecidas como alimento a un animal para mejorar algunos aspectos de su salud. Los

probioticos también son referidos como microbianos alimenticios directos (Gonzales, 2009).

En contraste con los antibioticos, los probidticos no son productos metabdlicos de bacterias u
hongos con efectos bactericidas o inhibidores del crecimiento, que reducen el numero de
bacterias que aparecen en el tracto gastrointestinal de los animales, o que compiten con el
organismo hospedador por los nutrientes y sustancias activas, sino, son microorganismos que
ayudan a mejorar el desempefio del hospedador, sobre la base de mecanismos de accion

completamente diferentes en comparacion a los antibidticos (Borriello ef al., 2003).

Para potencializar el efecto probidtico, estos productos pueden estar constituidos por especies
indefinidas, en que no todos los microorganismos son conocidos o especies definidas, en los que
su composicion es completamente conocida. También se han utilizado mezclas probidticas
constituidas por lactobacterias, hongos y levaduras, entre estos se destaca el hongo comestible

Shiitake (Lentinulaedodes), utilizado como probiodtico en pollos de engorde (Willis et al., 2011).
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2.4.3.1 Mecanismos mediante los cuales actuan los probidticos

Los probidticos para que se establezcan de forma permanente, habria que administrarlos al poco
tiempo de nacer. En el animal adulto los efectos tienden a durar tanto como el tratamiento, por
eso el mejor método de administracion es el continuo. La implantacion de probidticos depende
de la duracion de la fase de crecimiento, la cual puede ser influenciada por la capacidad de

asociacion a la pared intestinal y de utilizacion de nutrientes disponibles (Fuller, 1992).

El fundamento del uso de los probidticos es que si una cantidad suficiente de bacterias
productoras de acido lactico pueden ser introducidas en el tracto gastrointestinal en el momento
que el balance microbiano esté a favor de microorganismos patégenos por condiciones de estrés
o enfermedad, o cuando dichas bacterias lacticas no estdn presentes por un tratamiento
antibidtico previo, los problemas digestivos pueden ser minimizados o resueltos (Teitelbaum,

2010). Mecanismos estudiados de los probioticos se tienen los siguientes:

2.4.3.1.1 Adherencia

Algunas bacterias probioticas se adhieren a la pared intestinal para tener una mayor facilidad
para capturar y metabolizar los nutrientes presentes en el lumen evitando que los
microorganismos patogenos no adheridos puedan hacerlo. Por consiguiente, la primera
poblacion de microorganismos que se sitia impide el establecimiento de otra poblacion
bacteriana. Esta exclusion competitiva se aplica solo a las bacterias del género Lactobacillus,

Enterococcus y Streptococcus (Salgado, 2007).

El uso de probioticos en pollos de un dia para conseguir la exclusion de patdgenos humanos es
habitual en condiciones practicas. La exclusion competitiva se aplica principalmente para
prevenir la colonizacion cecal de Salmonella spp. Pero se ha usado también contra otras
bacterias, como Campylobacter. Se ha indicado también que reduce el namero de Clostridium

perfringes en los ciegos (Smith et al., 1999).

2.4.3.1.2 Sustancias antibacterianas y enzimas

Los probioticos previenen la proliferacion de microorganismos que producen toxinas que
afectan al sistema digestivo del animal, existen algunos probidticos que trabajan en base a su
capacidad de producir sustancias antimicrobianas que afectan al microecosistema disminuyendo
las poblaciones bacterianas y previenen enfermedades (Lutful, 2009). Por ejemplo, se ha
demostrado que algunas cepas de L. acidophilus producen antibidticos como acidophilis,

lactolin, acidolin, este ultimo ha sido investigado y se ha observado que tiene una alta actividad
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contra bacterias patégenas como C. perfringens, E. coli, Listeria monocytogens, S. typhimurium,
S. enterica, y Staphylococcus aureus (Corcionivoschi, 2010). Lo mismo sucede con algunas
cepas modificadas genéticamente en las cuales se han incorporado genes que codifican para la
produccion de este tipo de sustancias; dichas cepas modificadas generalmente se crean para

atacar a un género especifico de bacteria patdgena (Soccol et al., 2010).

2.4.3.1.3 Estimulacion del sistema inmune

Asimismo, se han registrado aumentos en la poblacion de linfocitos T y B en el intestino (Cortés
et al., 2000) y de la concentracion de inmunoglobulinas en el tracto digestivo, debido a la
suplementacion con probidticos especificos, por lo que otro efecto de estos aditivos podria ser la

estimulacion del sistema inmunoldgico del animal (Amores ef al., 2004).

Algunos probiodticos han sido creados para estimular al sistema inmunoldgico, reportando
efectos positivos al disminuir la incidencia de algunas enfermedades, trastornos por tumores;
mejorando la motilidad gastrointestinal y teniendo también efectos bioquimicos que abarcan

desde el decrecimiento de factores mutagénicos, asimilacion, etc (Maldonado, 2004).
2.4.3.1.4 Nutricional

Las levaduras, cuando se utilizan como probidticos, producen metabolitos nutritivos en el tracto
digestivo que aumentan el desempefio del animal, al producir minerales y vitaminas que

mejoran la accion de los microorganismos benéficos. (Salgado, 2007)

Existen estudios experimentales que demuestran un efecto benéfico del consumo de probidticos
en el metabolismo de los lipidos (disminucion de los niveles de colesterol y lipoproteinas de
baja densidad, asi como un aumento en los niveles de lipoproteinas de alta densidad) (Park et

al., 2007).
2.4.3.2 Uso de probiodticos como alternativas al APC

Los probidticos surgen de la bisqueda de alternativas para maximizar la produccion animal, al
mismo tiempo que garantiza la inocuidad sanitaria del producto para los consumidores. Estos se
han constituido en aditivo de la dieta animal, ya sea en mezcla de especies o en forma
independiente, han demostrado cierto grado de efectividad, al producir resultados benéficos al
mejorar las propiedades de la microbiota nativa intestinal (Higgins et al., 2005; Schrezenmeir y

De Vrese, 2001).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1Lugar de ejecucion y periodo de duracion

El periodo de engorde de los cuyes durd 49 dias y se realizo en la unidad de investigacion de
animales menores de granja del Laboratorio de Bioquimica, Nutricion y Alimentacién Animal
de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,

distrito de San Borja, departamento de Lima.

La toma de muestras se realizo en la unidad, el procesamiento de las muestras y lectura de
laminas histologicas se realizd en el Laboratorio de Histologia, Embriologia y Patologia
Veterinaria de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad nacional Mayor de San

Marcos.
3.2Descripcion del material experimental

Se utilizaron 30 cuyes machos destetados de 14 dias, genéticamente mejorados, con un peso

vivo promedio aproximado de 280 gramos.

Se distribuyeron los animales de forma aleatoria en tres tratamientos con 10 repeticiones cada
uno, cada repeticion representa una unidad experimental. Para la distribucion al azar se empled
el programa Excel® como generador de numeros aleatorios. Cada cuy (unidad experimental) se

mantuvo en una poza con espacio y alimento independiente.
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33 Instalaciones, equipos y materiales

Para el estudio se eligieron 30 pozas experimentales con piso de cemento y techo de malla.
Cada poza tenia las siguientes dimensiones: 40 cm de ancho, 56 cm de largo y 48 cm de altura.
Cada poza fue limpiada, flameada, desinfectada con amonio cuaternario y luego con cal; sobre
ésta, se coloco cama nueva a base de viruta, antes de colocar a los animales. Para el suministro
de los alimentos se utilizaron recipientes de arcilla de 0.50 litros de capacidad, los cuales fueron
desinfectados con amonio cuaternario también. Se utilizaron diferentes materiales como:
mandiles, guantes de latex, cajas térmicas de poliestireno, cinta de embalaje, equipo de
diseccion, bolsas plasticas, frascos con tapon de jebe (capacidad 10 ml), material de limpieza

(detergente, jabon, pailos), fijador para muestras histoldgicas, material de escritorio.

Los equipos que se utilizaron en el analisis del estudio fueron una computadora con AM
SCOPE SOFTWARE instalado, un microscopio DM500 Leica con camara ICC50, acoplado a la

computadora con el software mencionado.
3.4 Dieta Experimental y Composicion Nutricional
3.4.1 Tratamientos

Se evaluaron tres tratamientos con 10 repeticiones cada una. El periodo de engorde duro 49

dias al término de los cuales los cuyes fueron sacrificados:

e Tratamiento 1: Cuyes alimentados con dieta base y desafiados con Salmonella
Typhimurium.

e Tratamiento 2: Cuyes alimentados con dieta base + APC y desafiados con Salmonella
Typhimurium.

e Tratamiento 3: Cuyes alimentados con dieta base + una mezcla probiotica y desafiados
con Salmonella Typhimurium.

El esquema de tratamiento es como se detalla en la figura 1
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Figura 1. Distribucidn de grupos de comparacion y tratamiento asignado.

Periodo de crianza en granja: 49 dias

1 2 3| 4 678 9. |11 12 13 | 14.. | 18 | 19.. | 49
Tratamiento 1
Dieta base + 2ml suero | Periodo Inicio tratamiento 1 | g TTO 1 Dieta base
fisiologico via oral de g
adaptacion =
Tratamiento 2 ‘ | | ‘ ‘ ‘ | | ‘é: = ‘ |
Dieta base con APC + | Periodo Inicio tratamiento 2 | 3 g TTO 2 | Dieta base
2ml de suero de 25
. J O] ’ .7 S
fisiologico via oral adaptacion £%
Tratamiento 3 ‘ | | ‘ ‘ ‘ | | 3 ‘ |
Dieta base + 2ml de Periodo Inicio tratamiento 3 § < TTO 3 | Dieta base
mezcla probidtica via de =
oral adaptacion 3
=)

Fuente: Elaboracion propia.

El consorcio probidtico fue elaborado a partir de bacterias obtenidas de la mucosa y contenido

intestinal de la parte media del yeyuno, ileon y ciego de cuyes de 2, 3, 4, 5, 6 y 60 dias de edad

mediante cultivos en medios enriquecidos y diferenciados. Estara conformado por las siguientes

especies bacterianas:

e - Enterococcus hirae: 2.1 x 10'%bacterias/ml
e - Lactobacillus reuteri: 3.3 x 10'%bacterias/ml

e - Lactobacillus frumenti: 3.1 x 10'’bacterias/ml

- Lactobacillus johnsoni: 2.2 x 10'°bacterias/ml
- Streptococcus thoraltensis: 2.3 x 10'" bacterias/ml
- Bacillus pumilus: 3.3 x 10" bacterias/ml

Todos los tratamientos fueron desafiados al 12avo dia de crianza con una dosis infectiva de 2 x

10° UFC/ml de Salmonella typhimurium, administrado via oral, por unica vez. Esta dosis

infectiva es producto de trabajos previos, realizados en la granja de cuyes del LBNAA

conjuntamente con el Laboratorio de Microbiologia de la FMV en los afios 2016-2017.

3.4.2 Concentrado:

La dieta base estuvo compuesta por un concentrado y forraje alfalfa (Medicago sativa). El

forraje se ofrecio en la manana y el concentrado fue dividido y suministrado dos veces al dia

(mafiana y tarde).
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El concentrado para los cuyes fue preparado en el area del molino del Laboratorio de
Produccion Avicola y Especies Menores (LPAEM) de la Facultad de Medicina Veterinaria de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

El alimento concentrado tuvo los siguientes ingredientes: Maiz molido, torta de soya, afrecho de

trigo, melaza, carbonato calcico, sal, fosfato, cloruro colina.
3.5 Metodologia de la morfometria intestinal

Todos los cuyes fueron sacrificados de manera similar para la toma de muestras, a los 63
dias de edad segln cada tratamiento. Los animales fueron sacrificados utilizando el método de
insensibilizacion cervical e inmediato degiiello, método que convencionalmente se utiliza en el

beneficio comercial de cuyes.
3.6 Toma de muestras:

Inmediatamente después del sacrificio, se extrajo el intestino delgado, para luego tomar

muestras mediante cortes transversales de 1 cm de largo a partir de las siguientes porciones:

e Duodeno: Se toma como referencia a 3 cm de distancia del piloro.
e  Yeyuno: En la seccion media de las asas intestinales.

e Jleon: Se toma como referencia a 3 cm de distancia de la unién ileocecal.
3.7 Preparacion de cortes histologicos:

Las muestras de los 30 animales fueron fijadas en formol bufferado al 10% por mas de 24
horas. Posteriormente, las muestras se redujeron porciones de 4 — 5 mm de largo para luego ser
lavadas y deshidratadas con alcohol etilico al 70%.Después de la deshidratacion, las muestras
fueron aclaradas en xilol e incluidas en parafina de manera que se puedan obtener cortes
transversales de la mucosa intestinal de 5 um de espesor y ser tefiidas con hematoxilina —
eosina. Las ldminas fueron identificadas mediante codigos correspondientes al animal y al

tratamiento al cual pertenecia.

La identificacion de las vellosidades intestinales, criptas de Lieberkiihn y capas de la pared
intestinal para su posterior morfometria, pudo realizarse utilizando la coloracion hematoxilina-
eosina, tal como se ha hecho en estudios morfométricos del intestino en ratones, cerdos,

bovinos, aves, peces y humanos (Checcnes, 2014).
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3.8 Estudios morfometricos y parametros de evaluacion:

Para las mediciones se utilizd6 un microscopio de luz LEICA DMS500 conectado a un
computador que cuenta con el programa AM SCOPE SOFTWARE. Una vez preparadas las
laminas histologicas se procedid a realizar las mediciones (en micrometrds) segun los
protocolos adaptados de Batista de Olivera et al., (2000) y Zhang et al., (2005). Se tienen tres
cortes con direccion transversal para cada animal muestreado, correspondientes al duodeno,
yeyuno e ileon. Se realizo la eleccion de cinco a seis campos a un aumento de 40x los cuales
abarcaran toda el area correspondiente a las circunferencias de corte de la secciéon de intestino
en la lamina. Los campos son de margen cuadrado predefinidos por el software. Cada campo
contiene de ocho a diez vellosidades aproximadamente, cada una con sus respectivas criptas. En
cada campo, se procede a medir la totalidad de vellosidades y criptas cuyo epitelio se encuentre
completo, continuo, sin descamaciones y sin fallas de montaje (Considerandose asi vellosidades

y criptas integras).

Por experiencias previas se sabe que el porcentaje de vellosidades integras es en promedio
un 25% aproximadamente de la totalidad de vellosidades observadas en un campo a 40x; es
decir, que por cada campo se obtendran entre tres a cinco medidas de vellosidades y sus
respectivas criptas de Lieberkiihn. Todas las medidas obtenidas en un corte son anotadas y
finalmente promediadas para obtener un unico valor correspondiente a un animal en estudio en
cualquiera de sus tres secciones intestinales (duodeno, yeyuno o ileon), y asi realizar el analisis

grupal final.

Los parametros morfometricos se evaluaron de la siguiente manera:

3.8.1 Longitud de la vellosidad intestinal:

Las vellosidades elegidas fueron aquellas cuyo epitelio se encuentro completo, continuo, sin
descamaciones y sin fallas de montaje (vellosidad y cripta integra). La longitud comprende

desde el apice de la vellosidad hasta la base de vellosidad (boca de la cripta de Lieberkiihn).

3.8.2 Ancho de la vellosidad intestinal:

El ancho de las vellosidades se halla midiendo el grosor en el punto medio vertical de la

vellosidad elegida.
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3.8.3 Profundidad de la cripta de Lieberkiihn:

Se midieron las profundidades de las criptas de Lieberkiihn emprendidas entre las vellosidades
seleccionadas, la medicion va desde la entrada a la cripta de Lieberkiihn hasta la zona basal de

la misma.
3.8.4 Relacion longitud de la vellosidad y profundidad de la cripta de Lieberkiihn:

Esta relacion resulta de la division del promedio de la altura de la vellosidad y el promedio

de la profundidad de la cripta de Lieberkiihn.

Figura 1. Puntos de referencia para medir: Longitud de vellosidad (L); Ancho de
vellosidad (A) y profundidad de cripta de Lieberkiihn (P).

3.9 Analisis estadistico.

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza para determinar diferencia
estadistica significativa entre tratamientos. En los casos positivos se aplico la prueba de Tukey.
Ambas pruebas estadisticas seran analizadas con el programa estadistico SAS (Statistical

Analisis System).

23



IV.RESULTADOS

En el cuadro 1 se observa que el grupo tratado con probidtico y APC mostré un efecto
positivo (P<0.05) en la longitud de las vellosidades intestinales en la seccion del ileon a los 63

dias de edad con respecto al control.

Cuadro 1. Efecto de la suplementacion de probidtico liquido sobre la longitud de
vellosidad intestinal (um) en el duodeno, yeyuno e ileon en cuyes de engorde de 63 dias de

edad desafiados con Salmonella Typhimurium. Campo en 40x

Seccion Control APC Probiotico
T1 T2 T3
Duodeno 843 + 1702 1030 + 1702 967 + 170°
Yeyuno 729 + 160° 824 + 160* 816 + 160*
Ileon 483 + 140° 746 + 285° 649 + 140°

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05)
En el cuadro 2 se observa que el grupo tratado con probidtico y APC mostr6 un efecto positivo

(P<0.05) en el ancho de las vellosidades intestinales en la seccion del ileon a los 63 dias de

edad con respecto al grupo control.
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Cuadro 2. Efecto de la suplementacion de probiético liquido sobre el ancho de la
vellosidad intestinal (um) en el duodeno, yeyuno e ileon en cuyes de engorde de 63 dias de

edad desafiados con Salmonella Typhimurium. Campo en 40x

Seccion Control APC Probioético
T1 T2 T3
Duodeno 174 + 40° 183+ 40° 189 + 40°
Yeyuno 186 + 30° 190 + 30° 189 + 30°
Tleon 129 + 30° 193 + 30° 159 + 30°

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05)

En el cuadro 3 se observa que no existe diferencia estadistica significativa entre tratamientos
para el parametro profundidad de la cripta a los 63 dias de edad en cuyes desafiados con

Salmonella Typhimurium.

Cuadro 3. Efecto de la suplementacion de probidtico liquido sobre la profundidad de la
cripta de Lieberkuhn (um) en el duodeno, yeyuno e ileon en cuyes de engorde de 63 dias de

edad desafiados a salmonella Typhimurium. Campo 40x

Seccion Control APC Probiotico
T1 T2 T3
Duodeno 424 + 90 486 + 90 433 + 90
Yeyuno 377 +70° 351 +£70° 357 +£70°
Ileon 256 + 60* 353 £ 60° 286 + 60*

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0.05).

En el cuadro 4 se observa que en las secciones del duodeno, yeyuno e ileon para el
pardmetro relacion longitud de la vellosidad / profundidad de cripta a los 63 dias de edad, no

existen diferencias estadisticas significativas (P>0.05) dentro de cada grupo.
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Cuadro 4. Efecto de la suplementacion de probiodtico liquido sobre relacion longitud de

vellosidad / profundidad de la cripta de Lieberkuhn (um) en el duodeno, yeyuno e ileon en

cuyes de engorde de 63 dias de edad desafiados con Salmonella Typhimurium. Campo en

40x

Seccion Control Probiotico Antibiotico
T1 T2 T5

Duodeno 2.05+0.13% 2.27+0.13% 2.15+0.13%

Yeyuno 1.95+0.38* 2.31+0.38° 2.39+0.38°

Ileon 1.85+0.37¢ 2.39+0.37° 2.14+0.37°

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0.05).
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V. DISCUSION

Segun autores como Macari (2004), varios suplementos nutricionales parecen tener
accion trofica sobre la mucosa intestinal como son las aminas, aminoacidos, prebiodticos y
probiodticos. Muchos de estos agentes son inductores de mecanismos de transcripcion genética
por la activacion de enzimas importantes para la division celular en la region cripta — vellosidad;
otros tienen accion indirecta, favoreciendo el mecanismos de proliferacion por el proceso
denominado exclusion competitiva. Un estudio realizado por Galdeano y Perdigon (2004),
reporto que los Lactobacillus se adhieren a la mucosa intestinal, ya que en sus estudios
realizados en ratones de seis semanas se encontrd cepas bacterias probioticos de Lactobacillus

presentes en el lumen intestinal.

En nuestra investigacion las secciones de duodeno y yeyuno con tratamiento probiotico
obtuvieron mejores resultados respecto al tratamiento control, mostrando vellosidades mas
largas, anchas y sus criptas de Lieberkuhn correspondientes mas profunda (A excepcion de la
profundidad de la cripta de Lieberkuhn del yeyuno donde el tratamiento control fue mayor); sin
embargo, esta diferencia no llego a ser significativa (p>0,05). Para el caso del duodeno, las
vellosidades intestinales del tratamiento probidtico fueron un 14,7% mas largas (cuadro 1) y un
8,62% mas anchas (cuadro 2); mientras que la cripta de Lieberkhun fue un 2,12% mas profunda
que la del tratamiento control (cuadro 3). Para el caso del yeyuno las vellosidades intestinales
del tratamiento probiodtico fueron un 11,93% mas largas (cuadro 1) y un 1,61% mas anchas
(cuadro 2); Mientras que la cripta de Lieberkhun fue un 5,6% mas profunda la del tratamiento
control con respecto al tratamiento probidtico (cuadro 3). Esto concordaria con trabajos
similares en otras especies como el reportado por de Santos er al., (2016), que evaluo el
desarrollo de las vellosidades intestinales en pollos de 31 dias de edad en los cuales tampoco se

hallaron diferencias estadisticas significativas para valores de longitud de vellosidad, ancho de
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vellosidad y profundidad de la cripta. Cabe mencionar que tanto en nuestro experimento como
en el de Santos hubo exposicion a Salmonella spp y la suplementacion en ambos casos fue con
un consorcio probidtico definido. La suplementacion probidtica debid haber jugar un papel a
favor de la salud intestinal principalmente por exclusion competitiva entre otros mecanismos

mencionados por autores como Soccol et al., (2010) y Lutful (2009).

Con respecto al tratamiento suplementado con antibidticos promotores de crecimiento
en areas de duodeno y yeyuno se obtuvo mejores resultados que el tratamiento probidticos (a
excepcion de ancho de las vellosidades del duodeno y profundidad de cripta de Lieberkuhn de
yeyuno en probidtico); sin embargo, estos resultados tampoco fueron significativos (p>0,05).
Para el caso del duodeno las vellosidades intestinales del tratamiento probidtico fueron 6,51%
% menos largas (cuadro 1), pero un 3,27 % mas anchas (cuadro 2) con respecto al tratamiento
antibidtico; Mientras que la cripta de Lieberkuhn fue un 12,24% menos profunda que la del
tratamiento antibidtico (cuadro 3). Para el caso del yeyuno las vellosidades intestinales del
tratamiento probiotico fueron un 0,98% menos largas (cuadro 1) y un 0,52% menos anchas
(cuadro 2) con respecto al tratamiento antibidtico; Mientras que la cripta de Lieberkhun del
tratamiento probidtico fue un 1,7% mas profunda con respecto al tratamiento antibidtico (cuadro
3). Estos resultados a favor de los antibidticos promotores de crecimiento se explicarian por
Richards et al., (2005) quienes mencionan que los antibidticos promotores de crecimiento
producen una serie de mecanismos mediante los cuales inhiben los efectos adversos de las

bacterias los cuales probablemente podrian llegar a ser mas eficaces que la accion probidtica.

Zhang et al., (2005) indico que a mayor longitud de vellosidades y criptas de lieberkuhn
mas profundas, en general se asocian con un efecto positivo en la salud intestinal y por
consecuencia en mejores parametros productivos. El no hallar diferencias significativas
(p>0,05) en nuestro experimento en areas de duodeno y yeyuno coincide con una ausencia de
diferencia estadistica en parametros productivos entre tratamientos. Esto concordaria con
estudios como el de Ortiz (2016), quien evalué parametros productivos en cuyes suplementados
con Lactobacillus sin hallar diferencias estadisticamente significativas con el grupo control,
pero diferiria con el de Torres (2013), el cual encontré que incluyendo cepas probidticas en
cuyes de engorde mejora el indice de conversion alimenticia en la etapa de crecimiento del cuy.
Cabe mencionar que a diferencia de nuestro experimento para el caso del experimento de Ortiz

y Torres no hubo exposicion frente a Salmonella.

En la seccion del ileon se halld diferencia significativa (p<0,05) en la longitud y ancho
de las vellosidades intestinales a favor del tratamiento probidtico con respecto al tratamiento

control en un 34,36% (cuadro 1) y 23,25% (cuadro 2) respectivamente; sin embargo, en
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comparacion con el tratamiento antibiotico donde no se encontrd diferencia significativa (p
>0,05) fue menor en un 14,94% (cuadro 1) y 21,38% (cuadro 2) para los mismos pardmetros
respectivamente. Estos resultados implicaria que haya un mejor rendimiento productivo por
mecanismos ya mencionados por Zhang et al., (2005) y respaldaria resultados como el de
Torres (2013). quien menciona que la inclusion de cepas probiodticas (incluyendo Lactobacillus)
provenientes de la microbiota intestinal del cuy mejora el indice de conversion alimenticia en
forma similar al uso de antibidtico promotor de crecimiento. Por otro lado diferiria con
resultados encontrados por Santos et al., (2016) en los cuales no encontré diferencias
estadisticas significativas en su estudio en pollos suplementados con un consorcio probidtico y
expuestos a salmonella. Todo ello podria explicarse ya que Salmonella coloniza en el intestino
delgado principalmente a nivel del ileon y ciego (Figueroa y Verdugo, 2005). Esto debido a la
invasion del hospedero a través de células M, las cuales son células epiteliales especializadas
que recubren los nodulos linfaticos de las placas de Peyer del ileon. Estas células M constituyen
asimismo una puerta ideal para las enterobacterias debido a la ausencia del borde de cepillo asi

como de glucocalix (Santos ef al., 2003).

En la relacion longitud de la vellosidad / profundidad de la cripta tampoco hubo
diferencias significativas (p> 0,05) para ninguno de los tratamientos; sin embargo, se obtuvo
mayor relacion longitud de la vellosidad / profundidad de la cripta (denotando un tejido mas
maduro) en el tratamiento probidtico a nivel del duodeno e ileon, y mejor resultado en el
tratamiento antibidtico a nivel de yeyuno, esto concordaria con lo hallado por Santos et al.,
(2016) en su estudio ya mencionado en aves. Cabe mencionar que estos resultados son
importantes ya que Jeurissen et al., (2002) menciona que las vellosidades altas en proporcion a
las criptas de Lieberkuhm se asocian con mucosa intestinal bien diferenciada dando un efecto

positivo en la salud del animal.

De toda la informacion obtenida se puede concluir, que el tratamiento con probidticos en cuyes
de engorde desafiados con salmonella Typhimurium tiene un efecto positivo en la morfologia
intestinal con respecto al tratamiento control y similar con respecto al tratamiento antibidtico

llegando a ser estadisticamente significativo en algunas secciones del intestino.
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VI. CONCLUSIONES

La suplementacion oral de una mezcla probiodtica en la dieta de cuyes de engorde
desafiados con Salmonella Typhimurium, tiene un efecto positivo sobre la morfologia
intestinal, siendo estadisticamente significativas en la longitud (34,36% superior) y

ancho (23,25% superior) de la vellosidad intestinal a nivel del ileon comparado con el

grupo control.

30



VII. RECOMENDACIONES

1. Realizar trabajos de investigacion utilizando alimentos funcionales (probioticos,
prebidticos, simbiodticos) en distintas condiciones de campo y diversos escenarios

geograficos propios de los principales departamentos productores de cuyes del pais.

2. Evaluar el efecto de la inclusion de probidticos, en formulaciéon en polvo, sobre la
morfologia intestinal y parametros productivos en cuyes de engorde desafiados con

Salmonella Typhimurium.
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Figura 2. Corte histolégico de duodeno (40x de aumento) de cuy de engorde a los 63 dias
de edad con mediciones morfométricas generadas en el software AM SCOPE del

tratamiento control (A) y tratamiento con el consorcio probidtico (B).
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Figura 3. Corte histologico de yeyuno (40x de aumento) de cuy de engorde a los 63 dias de
edad con mediciones morfométricas generadas en el software AM SCOPE del tratamiento
control (A) y tratamiento con el consorcio probidtico (B).
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