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Resumen

Los probiéticos son microorganismos beneficiosos para la salud. La produccién de animales de investigacion
saludables y estandarizados es el principal objetivo de un bioterio de produccién, por ello, los probidticos pudieran
utilizarse como promotores de la salud animal. En este trabajo se determinara el posible efecto beneficioso sobre el
crecimiento y parametros hematologicos de un probiético comercial en hamstérs (Mesocricetus auratus). Se utilizaron 20
hamstérs dorados (M. auratus) recién destetados, 10 hembras y 10 machos, distribuidos en 4 grupos de 5 animales, 2
grupos tratados con un probi6tico comercial y 2 grupos sin tratamiento; separados por sexo y mantenidos en condiciones
ambientales estandarizadas durante 3 semanas, administrandoles el tratamiento ad libitum en el agua de bebida. Los
animales fueron pesados y sacrificados; obteniéndose una muestra de sangre por puncion cardiaca para determinar el
hematocrito, cuenta leucocitaria y contaje diferencial, adicionalmente, se disecd el estomago, higado, intestino delgado y
ciego para determinar su peso. Los resultados fueron evaluados con la prueba de U de Mann-Whitney con un nivel de
significancia de 0,05 encontrandose diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de neutréfilos de los
animales machos. Se concluye que el probidtico comercial estudiado no afectd el peso de los animales, solo aumento el
porcentaje de neutrdfilos de Mesocricetus auratus machos, y ademas, los resultados obtenidos apoyan la necesidad de
continuar realizando estudios principalmente enfocados a la busqueda y evaluacion de potencial probiético de estos
microorganismos beneficiosos para ser aplicados como promotores de crecimiento de animales de laboratorio y en
animales de granja.
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Abstract.

Probiotics are microorganisms that provide health benefits. The breeding of healthy and standardized
research animals is the prime objective of a production biotery, thus, probiotics could be used as promoters of the
animal's health. The following research will determine the possible beneficial effects of a commercial probiotic on the
growth and hamatological parameters of the hamsters (Mesocricetus auratus)s. To that end, 20 newly weaned golden
hamsters (M. auratus) were used, 10 males and 10 females distributed among 4 groups of 5 animals each, 2 groups were
treated with the commercial probiotic and the other 2 were left untreated; divided by gender and kept on standardized
environmental conditions during a 3 week span, while the treatment was being administered ad libitum via drinkable
water. The animals were weighted and euthanized; blood samples were taken via cardiocentesis to determine the
hematocrit, leukocyte count and differential counting, additionally, the stomach, liver, small intestine and cecum were
dissected to determine their weight. The results were evaluated through the Mann-Whitney's U test with a significance
level of 0,05. It was found a statistically significant difference in the percent of neutrophils in male animals between the
control and the study group. Therefore, we conclude that the use of the studied commercial probiotic did not affect the
weight of the animals, only has an effect in the per cent of neutrophils of male Mesocricetus auratus, and additionally,
these findings support the need for continued studies mainly focused search and evaluation of probiotic potential of these
beneficial microorganisms to be applied as growth promoters in laboratory animals and farm animals.

Keywords: Probiotics, growth; hematological patterns, Mesocricetus auratus

Introduccion

En el campo de la nutricién animal los antibiéticos se utilizaron como farmacos y también como promotores
de crecimiento, debido a que estos ayudaban en el control de la flora bacteriana patégena, generando un mayor
aprovechamiento de los nutrientes del pienso, obteniéndose una mayor ganancia de peso, sin embargo, el uso
inadecuado conllevaba a la aparicién de microbiota resistente a esos antibidticos y a la aparicion de sus residuos en
los alimentos derivados de estos animales de granja (Avila et al, 2010); por esta razén, a raiz de la prohibicién del uso de
antibiéticos, hay un aumento de las investigaciones destinadas a obtener nuevos aditivos promotores del crecimiento
(Lara y Cardona, 2013; Ayala et al, 2008). Los probi6ticos son microorganismos vivos, principalmente bacterias, no
patdgenas, utilizados en forma de suplemento alimenticio, que tras ser ingeridos en cantidades suficientes, mejoran el
equilibrio microbiano intestinal y provocan efectos benéficos sobre la salud (FAO/OMS, 2002). Los efectos beneficiosos
mas estudiados se relacionan con control de diarreas agudas, efectos inmunomoduladores, alergias, sindrome de
enfermedad inflamatoria intestinal, estrefiimiento, sindrome de colon irritable, intolerancia a la lactosa y metabolismo
lipidico (Rodriguez et al, 2013, Sarmiento, 2006; Amores y col, 2004). Debido al efecto beneficioso de estos
microorganismos han ganado un importante terreno de aplicacion en la cria de animales de granja, utilizandose como
promotores de crecimiento y bienestar general; en la actualidad existen probiéticos comerciales para ganado vacuno,
cerdos, ovejas y caballos con efectos beneficiosos comprobados ( Reyes et al, 2015; Delgado et al, 2014; Lara y
Cardona, 2013; Bazay, 2010; Galina et al, 2008), por esta razdn, seréd de mucha utilidad si se pudieran utilizar también
en la produccion de animales de laboratorio. La produccion de animales para la investigacion saludables y
estandarizados que garanticen la confiabilidad y reproducibilidad de los resultados es el principal objetivo de un bioterio
de produccidn, por lo tanto, los probiodticos pudieran constituir una alternativa viable para obtener animales saludables
en una menor cantidad de tiempo. En esta investigacion se evaluara el posible efecto de un probiético comercial sobre el
crecimiento de hamster (Mesocricetus auratus); reflejado en el aumento de peso corporal y de los 6rganos, y en
parametros hematologicos como indicadores generales de la salud del animal.
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Metodologia

Este estudio se realizd en el Bioterio de la Universidad de Los Andes, Mérida-Venezuela. Se utilizaron 20
hamstérs dorados (M. auratus) recién destetados, 10 machos y 10 hembras; distribuidos en 4 grupos de la siguiente
manera: El Grupo 1 (G1); Tratamiento- machos, constituido por 5 animales a los que se les administré un probiético
comercial, el Grupo 2 (G2); Control-machos; formado por 5 hamsters machos a los que no se les administro
tratamiento, Grupo 3 (G3); Tratamiento-hembras, 5 animales hembras a las que se les administré el probidtico
comercial y Grupo 4 (G4); Control-hembras, formado por 5 hdmsters hembras que no fueron tratadas.

Los animales fueron alojados en cajas con dimensiones aproximadas de 42 x 25 x13 c¢m, de polipropileno,
bajo condiciones ambientales de temperatura 22 +/- 3 °C, iluminacién controlada (12 horas luz y 12 horas oscuridad) y
humedad relativa promedio de 75%. Durante toda la experiencia se les suministrd ratarina comercial pasteurizada y
agua estéril ad libitum; a los grupos 1y 3 (G1 y G3) se les suplementé el agua con un probi6tico comercial liofilizado.
Segun las especificaciones del fabricante 1,5 g del producto contiene de 108 a 109 Unidades Formadoras de Colonias de
Lactobacillus rhamnosus.

El agua suplementada se prepar6 agregando 1,5 g del liofilizado en un bebedero con 500ml de agua
estéril y se agitd6 suavemente para que se disolviera. A los grupos 2 y 4 (G2 y G4) se les suministr agua estéril en
bebederos con capacidad de 500ml. El cambio de agua suplementada con probidticos se realizd dos veces a la
semana.

Al finalizar los 15 dias de administracion del tratamiento, se pesaron los animales en una balanza marca
ACCULAB®VI y se aplico eutanasia con sobre-dosis de anestesia inhalatoria; utilizando halotano y siguiendo las
normas éticas en el manejo de animales de laboratorio (MPPCTII, 2008), a continuacién, se hizo la coleccién de sangre
por puncién cardiaca en un microtubo plastico con EDTA comercial, y ademas se removieron estdmago, higado, bazo,
intestino delgado y ciego de la cavidad abdominal, se evalué su condicién por observacién macroscopica y se pesaron
en una balanza analitica marca AND HR-200.

Las pruebas hematoldgicas se realizaron con el método manual. EI hematocrito se realizé en tubos capilares
para 20 ul de sangre utilizando una microcentrifuga marca CritsPin™. El contaje leucocitario se realizé en una camara
de Neubauer y el contaje diferencial de los globulos blancos se realizé en un frotis tefiido con Giemsa (Lynch et al.,
1977).

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante la prueba U de Mann-Whitney con un nivel de
significancia de 0,05 (Tomés-Sabado, 2009).

Resultados y discusion
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El uso de los probiéticos en la alimentacién de animales de granja se basa en las propiedades que se les
atribuye para mejorar la eficiencia de conversién alimenticia y como promotores del crecimiento (Rosmini et al, 2004). La
figural muestra la ganancia de peso de los animales después de administrar el probiético por 15 dias; las diferencias de
pesos entre los machos (G1y G2) y hembras (G3 y G4) entran en el rango normal para la especie estudiada. En el caso
de los machos hay una diferencia de 3 gramos entre el grupo control y los tratados y las hembras control ganaron solo 2
gramos mas que las tratadas. El valor de p obtenido al aplicar la prueba de U de Mann-Whitney a los pesos de los
animales machos y hembras (Tabla 1) muestra que no existen diferencias estadisticamente significativas; por lo tanto el
probidtico evaluado no promovio, ni retrasé el crecimiento de los animales estudiados. Estos resultados contrastan con
los obtenidos por Arias (2010) en un trabajo realizado con esta misma especie, en donde se suministraron cepas de
probitticos comerciales de Lactobacilius acidophilus y Lactobacilius bifidus en el agua de bebida, encontrandose
aumento de peso en los animales. El resultado obtenido en esta investigacion pudiera explicarse porque el probiético
evaluado en este trabajo es diferente; y las propiedades beneficiosas difieren entre cepas incluso de la misma especie;
por esa razoén, la Organizacién Mundial de la Salud recomienda que cuando se caractericen microorganismos para futuro
uso probidtico, se identifiquen a nivel de cepa (FAO/OMS, 2002).

Tabla 1. Peso de dérganos de los hamsters

Peso (g)*

Grupos Estomago Higado Int. delgado Ciego
G1 1,692* 3,859 2,071 2,497
G2 2,590 4,965 2,497 2,253
G3 2,365 4,044 2,482 3,321
G4 3,071 4,368 2,384 2,465

*Los resultados son el promedio de 5 animales

Tabla 2. Analisis estadistico de peso corporal y de 6rganos de los animales

Grupos Variable estudiada
Valor de p
comparados
Peso corporal 0,416
Estomago 0,337
Hamsters Bazo 0248
machos : ’
Higad
(G1vs G2) 198t 0,184
Intestino del. 0,382
Ciego 0,424
Peso corporal 0,149
Estomago 0,235
Hamsters Bazo 0440
hembras , ’
(G3 vs G4) ngad.o 0,456
Intestino del. 0,382
Ciego 0,440

*Los valores de p > a 0,05 indican diferencias estadisticas significativas entre los grupos tratamiento y control

Adicionalmente, aunque sabemos que este microorganismo es un habitante comin de la microbiota de
muchos mamiferos; incluyendo roedores y animales de granja (Rodriguez y Henriquez, 2011); es posible que no tenga
los mismos efectos beneficiosos en estos animales; porque la especificidad de la especie es un factor importante que
interfiere en la colonizacién y en la adhesién in vivo de estos microorganismos, que es una de las principales condiciones
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para que produzcan los beneficios en el huésped, esto sugiere que las cepas bacterianas aisladas de la microbiota
indigena de una determinada especie no colonizan necesariamente el mismo sitio de otra especie animal (Avila et al,
2010); por ello, se justifica la importancia de realizar investigaciones dirigidas hacia el aislamiento y seleccion de
probiéticos en el mismo nicho ecoldgico en el cual se aplicaran; si se requieren como promotores de crecimiento o
suplementos nutricionales de los animales de laboratorio 0 de animales de granja; lo ideal es que se aislen de estos
mismos animales sanos (Rosmini et al, 2004).

Tabla 3. Hematologia de los animales

. Cuenta Neu**/Linf/Eosi/Ba
Hematocrito e
Leucocitaria s/Mo
Grupo
(%)* (102 mm3)* (%)*

G1 434 8,8 33,7/65,2/1/0,6/0,4
G2 41,6 7,0 11,4187/1/0/0
G3 442 7,2 20,4/78,2/1,2/0/0
G4 46,4 6,8 21,8/77,6/0,4/0/0,25

* Los resultados son el promedio de 5 animales **Neu: NeUtrofilos, Linf: Linfocitos, Eosi:Eosindfilos,
Bas: Basofilos y Mo: Monocitos

Tabla 4. Analisis estadistico de los parametros hematoldgicos de los hamsters

Grupos Variable estudiada v
alor de p
comparados
Contaje leucocitario 0,460
Hematocrito 0,072
Hamsters % de Linfocitgs 0,058
machos % de Neu}rqf[los 0,030
(G1vs G2) % de Eosmpﬂlos 0,460
% de Basdfilos 0,072
% de Monocitos 0,173
Contaje leucocitario 0,500
Hematocrito 0,500
Hamsters % de Linfocitos 0,378
Hembras % de Neutrofilos 0,337
(G3 vs G4) % de Eosindfilos 0,835
% de Basdfilos 0,104
% de Monocitos 0,460

*Los valores de p > a 0,05 m indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
tratamiento y control.

El efecto primario de las bacterias probiéticas consiste en implantarse en el tracto digestivo; principalmente
en el intestino delgado; y desde alli ejercen sus efectos beneficiosos al huésped (De las Cagigas y Blanco, 2002). En
esta investigacion se evalu6 el peso de 6rganos del tracto digestivo como estémago, higado, intestino delgado y ciego
(ver Tabla 1) para determinar si el consumo del probi6tico comercial producia algiin cambio en el peso de estos 6rganos;
principalmente en el intestino delgado debido al aumento de la superficie de absorcion. En un estudio realizado por Ayala
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et al (2008) se reportd un aumento en el peso del intestino delgado de cerdos jévenes a los que les suministrd un
probiético comercial.

En este trabajo de investigacion, las mayores diferencias se observaron los promedios de los pesos de los
estomagos; sin embargo, el analisis estadistico no mostré diferencias significativas en los pesos de los érganos de los
animales tratados (G1 y G3) con respecto a sus controles (ver Tabla 2).Los indicadores hematologicos constituyen un
examen paraclinico que permite conocer la relacion entre los desdrdenes en la salud y las deficiencias nutricionales. Por
lo tanto, son expresion del bienestar de los animales (Delgado et al, 2014)

Los valores heméticos de los animales estudiados y reportados en la tabla 3 entran los rangos normales para
esta especie de experimentacion (Zufiiga et al, 2008); y son similares a los encontrados por De Jesus y Quintero (2008)
y Cova et al (2011) en investigaciones realizadas con hamster dorados provenientes también de la colonia mantenida
en Bioterio de la Universidad de Los Andes

En algunas investigaciones se ha encontrado aumento de pardmetros hematolégicos cuando se administran
probitticos a animales de granja (Delgado et al, 2014; Fernandez et al, 2014; Ayala et al 2008). Los resultados
mostrados en la Tabla 4 indican diferencias significativas en el porcentaje de neutréfilos del hamster macho, sin aumento
en la cuenta leucocitaria indicativo de leucocitosis (ver Tabla 3), por ello, pudiera tratarse de estimulaciéon de la
inmunidad innata, que es la barrera primaria frente a los agentes infecciosos.

Uno de los beneficios que los probidticos ofrecen a su huésped es la modulacion de sistema inmune, esto
constituye una gran ventaja en la prevencién de las enfermedades, por ejemplo, en ratones, las bacterias lacticas
probidticas introducidas por via oral, aumentan la respuesta inmune sistémica (Kirian et al, 2002). En esta investigacion
solo se evaluaron pardmetros hematologicos, pero es necesario caracterizar la respuesta inmune producida en el
huésped, con el fin de determinar de manera méas precisa los efectos inmunomoduladores.

Conclusion

El consumo del probiético comercial no afecto el crecimiento de los animales; pero si se observd un efecto en
el porcentaje de neutrédfilos en hdmster machos; con el fin de determinar claramente el efecto de este probiético, es
necesario realizar investigaciones dirigidas hacia la caracterizacion de la respuesta inmune producida en los animales.

Este estudio sirvio para realizar una evaluacién preliminar del efecto de un probiético como promotor de
crecimiento en animales de laboratorio; los resultados obtenidos apoyan la necesidad de continuar realizando estudios
principalmente enfocados la busqueda y evaluacion de potencial probiotico de estos microorganismos beneficiosos para
ser aplicados como promotores de crecimiento de animales de laboratorio y en animales de granja. Debido a la
especificidad de especie de muchos organismos probioticos, lo ideal es que se obtengan del mismo nicho ecoldgico en el
cual se aplicaran y de animales sanos.
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