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RESUMEN

LA SUPLEMENTACION DE Bacillus subtilis PB6 MEJORA EL CRECIMIENTO Y
CONSUMO DE ALIMENTO DEPENDIENDO DEL PESO AL NACIMIENTO

EDGAR JESUS MACIAS ORTIZ
Para obtener el grado de Maestro en Ciencias en Produccion Agropecuaria

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna

Dr. Juan Manuel Guillen Mufoz
Director de tesis

La crianza de remplazos es un area fundamental en los sistemas de produccion
pecuarios. El establecimiento de microbios benéficos en el sistema digestivo es de
gran importancia para la salud y produccion de las becerras. Los probiéticos exhiben
beneficios potenciales al mejorar el equilibrio microbiano intestinal. El presente
estudio evalu6 el efecto de suplementar Bacillus subtilis PB6 en la leche
administrada a becerras Holstein sobre el crecimiento, consumo de alimento y
salud. Se utilizaron 26 animales recién nacidos, de manera aleatoria y se incluyeron
a 1 de 2 tratamientos. Conformados de la siguiente manera: Grupo control con
animales con un peso al nacimiento de < 37 Kg y > 38 Kg (sin suplementacion) y
Grupo Tratamiento con animales de < 37 Kg y > 38 kg (suplementados con
10g/becerra/dia de B. subtilis PB6 en calostro y leche entera). En todos los
tratamientos se suministraron 396 L de leche entera pasteurizada dividida en dos
tomas/dia 07:00 y 15:00 respectivamente, durante 60 dias, la adicion del Bacillus
subtilis PB6 se realizo en la tina de la leche al momento de la alimentacion. Las

variables evaluadas fueron peso, altura, consumo de alimento y salud. La

iX



suplementacion con Bacillus subtilis PB6 puede ser una alternativa en becerras que
nacen con peso >38 kg, lo cual puede mejorar la respuesta al desafio que indica la

disminucién en la administracion de leche en el periodo final de crianza.

Palabras clave: Nutricién, desarrollo de rumen, salud
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1. INTRODUCCION

Las becerras neonatales son elementos fundamentales en los sistemas de
produccion bovino y deben criarse de una manera que mantengan la buena salud,
su bienestar y la capacidad de expresar todo su potencial genético. La industria
ganadera se ve afectada debido a las tasas de mortalidad de becerras antes del

destete (USDA, 2010), impactando de manera negativa el desarrollo de remplazos.

Los problemas respiratorios y digestivos son las infecciones mas comunes que
afectan a las becerras antes del destete (NASHMS,2014). La alta incidencia de
diarrea es un area de preocupacion que debe abordarse de inmediato, ya que los
problemas de origen digestivo son los responsables de la mayor parte de mortalidad

y morbilidad en esta primera etapa de vida (Urie et al., 2018; Scott et al., 2019).

Establecer y satisfacer los requerimientos de los animales de la mejor forma posible
conlleva a una mejor productividad de estos y un bienestar animal. Por lo cual en la
actualidad se buscan diferentes estrategias de manejo para alcanzar el maximo
rendimiento. Una de este tipo de estrategias es el uso de probidticos los cuales se
definen como microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades

adecuadas, confieren un beneficio para la salud (Markowiank y Slizewska, 2017).

El uso de estos en la producciéon animal se basa en las propiedades que se le
atribuyen como promotores de crecimiento, mejorar la conversion alimenticia y
contribuir a mantener las funciones fisioldgicas normales del huésped ya que
suprimen las bacterias patégenas mediante la produccion de compuestos

antibacterianos al competir por nutrientes o sitios de adhesion (Rosminini et al.,



2004; Guo et al.,, 2017; Fuller, 1989). Los probiodticos de origen bacteriano
comuUnmente utilizados en la alimentacion de becerras neonatales son Lactobacillus

spp., Enterococcus spp., y Bacillus spp. (Uyeno et al., 2015).

Se ha informado que Bacillus subtilis tiene la capacidad de mantener el equilibrio de
la microflora en el tracto gastrointestinal y aumentar el rendimiento animal cuando
se administra por via oral en cantidades adecuadas (Alexopoulos et al., 2004; Kritas
y Morrison ,2005). Los resultados favorables de las suplementaciones de Bacillus
subtilis son prometedores pero la cantidad de informes de la utilizacion de Bacillus
subtilis PB6 en becerras neonatales es limitada y se desconoce cual sea el mejor
método de administracién en la dieta, por tal motivo se planteé la presente
investigacion con la finalidad de determinar el efecto de suplementar Bacillus subtilis
PB6 en la dieta liquida (leche) durante el periodo previo al destete en becerras

neonatales Holstein Friesian.
1.1. Hipotesis

Suplementar con Bacillus subtilis PB6 mejorara la salud y el desarrollo de becerras

Holstein Friesian.

1.2. Objetivo general.

El objetivo del presente estudio evaluar el efecto de la suplementacién de Bacillus
subtilis PB6 sobre el desarrollo, consumo de alimento y salud de becerras Holstein

Friesian.

1.3. Objetivos especificos

¢ Cuantificar la ganancia de peso.



e Cuantificar la ganancia de altura.

e Medir la incidencia de enfermedades.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Sistema de crianza artificial

La crianza artificial consiste en la separacion de la cria de su madre con el fin de
alentar la ingesta de leche o sustitutos de leche y concentrado iniciador, esto con la
finalidad de acelerar su desarrollo ruminal, ya que al nacer el rumen no esta
completamente desarrollado y primero deben ocurrir una serie de cambios
significativos en el rumen antes de que las becerras puedan digerir una dieta de
alimento seco para garantizar sus propias necesidades de crecimiento. Estos
cambios incluyen el desarrollo de papilas ruminales y el establecimiento del
microbiota ruminal, de esta manera se busca disminuir los tiempos productivos que
plantea el ciclo natural de desarrollo fisiolégico de los bovinos (Roth et al., 2009;
Diao et al., 2019). Los programas nutricionales, el desarrollo de conocimientos y
estrategias para promover la salud de las becerras alojadas en los sistemas de
crianza artificial son fundamentales para garantizar un sistema de produccién

rentable (De Moura et al., 2008).

2.2. Trasferenciade inmunidad en becerras

Las becerras nacen con un sistema inmunoldgico inmaduro y deben adquirir un
mecanismo de defensa inmunoldgico especifico a través de la alimentacion con
calostro (Bush y Staley, 1980; Castro et al., 2011). Esto proceso es conocido como

transferencia de inmunidad pasiva el cual consiste en la absorcion de



inmunoglobulinas (Ig) a través de la alimentacion con calostro (David y Drackely,

1998).

Cuando la becerra presenta una insuficiente absorcion de Ig se conoce como falla
en la transferencia de inmunidad pasiva (FTIP), esto sucede cuando la
concentracion de inmunoglobulinas tipo G (IgG) en sueros es < 10 mg / mL o su
proteina total en suero (PTS) es <5.2 g /dL a las 24 h de vida (Calloway et al., 2002;
Godden, 2008). Estas categorizaciones estan basadas en estudios que han
demostrado que las becerras con concentraciones séricas de IgG < 10 mg / mL
presentaron mayores tasas de mortalidad (Besser et al., 1991; Wells et al., 1996;

Furman-Fratczak et al., 2011).

La trasferencia de inmunidad pasiva se puede determinar midiendo las
concentraciones de IgG por métodos directos o indirectos. El método cominmente
utilizado para determinar la cantidad de 1gG es el ensayo de inmunodifusion radial,
sin embargo, la técnica ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)
también puede medir directamente la cantidad de 1gG (Gelsinger et al., 2015). A
pesar de que estas dos pruebas cuentan con una gran eficacia para determinar las
concentraciones de IgG tienen la desventaja de requerir mucho tiempo, son
costosas por lo cual en los sistemas de produccion no se aplican ya que requieren
de procedimientos de laboratorio y sus resultados son aproximadamente de 24 h

(Deelen et al., 2014; Renaud et al., 2018).

En consecuencia, a menudo se utilizan medidas indirectas, estas suelen ser mas

practicas y simples para estimar los niveles de IgG o FTIP en suero (Hernandez et



al., 2016). El método més comun para determinar la proteina total en suero es a
través de la refractometria (Deelen et al., 2014). Los refractémetros utilizan el
grado de refraccion para estimar las proteinas totales en las soluciones (Chavatte
et al., 1998), los cual es de suma importancia ya que las Ig constituyen una
proporcion importante de proteinas en el suero de la becerra recién nacida

(Calloway et al., 2002).

2.3 Sistema digestivo de la becerra neonata

Desde el nacimiento hasta el primer parto, la becerra de reemplazo sufre tremendos
cambios anatémicos principalmente en su sistema gastrointestinal, asi como en las
practicas de alimentacion y manejo. Esta pasa de ser un pseudo-monogastrico a un
rumiante completo (Morril, 1992; Quigley, 2003) a este periodo se le conoce como
transicion. Durante este periodo, la ternera es alimentada con calostro, leche o
sustituto de leche y un iniciador. En particular, la produccién de leche de por vida y
la salud de una vaca lechera dependen en gran medida de la nutricion y el manejo
temprano de la vida de la becerra. Las técnicas de investigacion emergentes han
abierto nuevas fronteras para comprender mejor al animal en su conjunto, como su
dieta y su entorno pueden influir en sus sistemas microbiano, endocrino,
inmunolégico y metabdlico. La integracién del conocimiento existente ayudara a
perfeccionar las practicas de manejo y la alimentacion de las becerras de reemplazo

(Zhijun y Van Amburgh, 2020).



Cuadro 1. Desarrollo del estbmago en becerras neonatas (tomado de Diao et al.,
2019).

Compartimientos 0 semanas 8 semanas 12-16 semanas
Reticulo-rumen (%) 38 61,23 67
Omaso (%) 13 13,4 18
Abomaso (%) 49 25,37 15

2.4. Consumo de concentrado iniciador

Las becerras experimentan cambios sorprendentes desde que nacen hasta que
alcanzan su edad adulta. Uno de estos cambios méas extremos es el desarrollo del
aparato digestivo. Al nacer, el rumen de las becerras es estéril, pequefio y no
funcional (Morril,1992). A medida que la becerra se desarrolla y alcanza su madures
el rumen se convierte en un sitio de fermentacién y produccion de energia en forma
de acidos grasos volétiles (AGV) y proteina (como proteina microbiana) para el
rumiante, estos productos de fermentacion tienen efecto sobre la
inmunorregulacion, el metabolismo y la maduracion del epitelio ruminal (Baldwin y

McLeod, 2000; Maslowski y Mackay, 2011; Laarman et al., 2012).

El desarrollo acelerado del rumen en la etapa de crianza permite realizar un destete
(Quigley, 2003). La meta principal de cualquier programa de reemplazos debe ser
criar y desarrollar animales que alcancen un tamafio y peso 6ptimo tempranamente
para iniciar la pubertad, establecer la prefiez y parir facilmente a una edad adecuada

y al menor consto posible (Beharka et al., 1998).



Desafortunadamente, la alimentacion, practicas de manejo y el desarrollo de
becerras no son una prioridad en algunos establos lecheros de nuestro pais, este
desinterés puede repercutir negativamente en la tasa de crecimiento de los
animales, su desempefio productivo y reproductivo. EI consumo de alimento
iniciador es fundamental para el desarrollo de las papilas ruminales durante los
primeros meses de vida, con los sistemas de crianza artificial se busca acelerar este
proceso para que los animales puedan aprovechar la fibra que contenga la dieta
después de ser destetados. Para alcanzar dicho desarrollo, el tracto gastrointestinal
y especificamente el rumen, debe de sufrir una serie de cambios anatomicos y
fisioldgicos que son estimulados por el tipo de dieta (Suéarez et al., 2007).

Estos cambios en el animal estan influenciados directamente por la fermentacion
ruminal y la consecuente produccion de AGV (Suérez et al., 2006). El 4cido butirico
es el principal AGV que estimula el desarrollo de papilas ruminales (Tamate et al.,
1962). El consumo de alimento iniciador es fundamental durante los primeros meses
de vida, ya que los productos de fermentacion resultan benéficos para el desarrollo

de la mucosa ruminal. Por lo cual los alimentos balanceados son ampliamente

utilizados en la etapa de crianza (Nocek et al., 1984; Suéarez et al., 2007).

2.5. Factores que afectan el desarrollo de becerras de remplazo

La etapa de crianza representa un periodo critico en el desarrollo y vida de las crias
de remplazo, en esta etapa los neonatos se encuentran susceptibles a las
enfermedades, por lo cual, cualquier afectacion en la salud tendra repercusiones
en la produccion de por vida, incluido el desarrollo, la eficiencia productiva y la

produccion (Canguiano et al., 2020).



Las enfermedades digestivas y respiratorias son las infecciones mas comunes que
afectan a las becerras antes del destete (NASHMS,2014). Se ha demostrado que
animales que presentan trastornos digestivos y necesitan de tratamiento
experimentan un crecimiento reducido, un mayor riesgo de mortalidad, una mayor
edad al primer parto y una produccion reducida de leche durante la primera lactancia
(Walther-Toews et al., 1986; Svenson y Hultgren, 2008; Windeyer et al., 2014). De
la misma manera las enfermedades respiratorias estan relacionadas con la

disminucién en la productividad de los animales (Schaffer et al.,2016)

2.6. Requerimientos nutrimentales en becerras

El rumiante recién nacido atraviesa al inicio de su vida semanas criticas; los
programas de alimentacion se disefian de forma de que la leche se emplee como
su primera fuente de alimentacién durante este periodo (Castro, 2002). La leche es
un alimento rico en nutrientes y es fundamental en la alimentacion en la etapa de
crianza, en esta etapa la becerra aprovecha todos sus nutrientes para su desarrollo,
la leche entera contiene proteinas de elevado valor bioldgico y glucosa, este es un
carbohidrato perfectamente utilizable ademas de calcio y fosforo, generalmente esta
provista de vitamina D y A, ademas poseer un gran valor energético debido a la
grasa que contiene y la lactosa (Garzon, 2008). Se prefiere sobre los sustitutos de
leche, esto debido a que es una fuente natural y mas completa en cuestion de
nutrientes, por lo que es menos probable que ocasione problemas de origen

digestivo si es administrada de una manera adecuada (Gasque, 2008).



10

Existen diversos sistemas de alimentacion, en el sistema convencional la cantidad
de leche que se administra a la becerra esta en relacioén al 10% de su peso vivo, es
decir, que una becerra de 35-45 Kg consumira alrededor de 4 L de leche diarios
(Schingoethe y Garcia, 2004). Se recomienda que las becerras tengan un sistema
de alimentacién y que sea respetado tanto como en horario y la cantidad de alimento
por dia, se recomienda que se alimente 2 veces al dia, por ejemplo 8 de la mafiana
y 4 de la tarde; la administracion de la leche puede ser mediante mamila o cubetas,

aunque lleva algunos riegos como neumonias por aspiracion (Ortiz, et al., 2005).

Cabe mencionar que la leche entera es un alimento mas completo hablando
nutricionalmente en comparacién con productos comerciales que semejan su
funcién, como los sustitutos de leche; sin embargo, los sustitutos de leche son
empleados por los productores ya que por lo general son mas econdmicos
(Schingoethhe y Garcia, 2004; Solérzano, 2007). Los sustitutos de leche de alta
calidad contienen fuentes de proteina, la mayoria de origen lacteo, los ingredientes
mas comunes son leche en polvo descremada, suero en polvo o productos de suero

y caseina (Gasque, 2008).

En México, la demanda de este producto para el consumo humano estimulo el uso
de sustitutos de leche, lo que implica la reduccion de costos del sistema de
alimentacion liguida (Saucedo et al., 2005). Los resultados que se obtienen en la
crianza de becerras dependen del tipo y cantidad de alimento ofrecido, asi como la
ingesta de alimento seco (Garzon, 2007). Como anteriormente se menciond la leche

entera es un alimento muy completo en cuestion de nutrientes y de facil asimilacion
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para las becerras, estas caracteristicas organolépticas se mencionan en el cuadro

2.

Cuadro 2. Composicion general de la leche de vaca por cada 100 g (tomado de
Agudelo y Bedoya, 2005).

Componentes Leche normal
Agua 88 ¢
Energia 61 Kcal
Proteina 3.2¢
Grasa 3449
Lactosa 4749
Minerales 0.72 ¢

2.7. Probidéticos en la alimentacidn de becerras

Los probidticos son microorganismos viables y beneficiosos que ayudan a mantener
una simbiosis en el microbioma GIT, ademas de promover el desarrollo del rumen.
La adicidon de probiéticos en la alimentacion de las becerras en el periodo pre-
destete puede facilitar el desarrollo de comunidades bacterianas en el rumen y
ayuda a realizar una transicion de alimento liquido a alimento seco y forraje
(Krehbiel et al., 2003; Hong et al., 2005). De igual manera en el periodo post-destete
se han reportado buenos resultados, se demostrd que la suplementacion de Bacillus
subtilis natto en el alimento iniciador ayudo a desarrollar las comunidades
bacterianas del rumen al aumentar el crecimiento de bacterias celuloliticas en

terneros (Yu et al., 2009). Ademas de los beneficios anteriormente mencionados,
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también se ha demostrado que la administracion de probidticos aumenta la
ganancia diaria promedio antes del destete, mejora el peso corporal y una menor

incidencia de diarrea (Timmerman et al., 2005; Goto et al., 2016).

El método de accion de los probiodticos se realiza a través de diversas acciones,
entre las que se incluyen: disminucion del pH, liberacién de metabolitos protectivos
como los AGV, modifican los receptores de toxinas y los bloquean previniendo la
colonizacion de patdégenos por competencia ya sea por los sitios de adhesiéon o por
nutrientes (Vandenbergh, 1993; German, 2001; Vimala y Dileep, 2006). Desde hace
varios afos se ha realizado investigacion de la actividad probidtica a nivel celular, y
el impacto de esta en el sistema inmunoldgico. El uso de probidticos continta en
expansion. Actualmente, se incluyen en el tratamiento y prevencion de diarreas

(Zukiewicz-Sobczak et al., 2014).

Es importante conocer el efecto de la administracion oral de estos microorganismos
en el sistema inmune (Perdigos y De macias, 1986). Autores como Kwon et al.,
(2010) y Evrard et al. (2011) mencionan que los probioticos intervienen en las
respuestas inmunitarias innatas y adaptativas del huésped mediante la modulacion
de las funciones de las células dendriticas, los macréfagos vy los linfocitos T y B.
Comunmente se supone que los probidticos influyen en el sistema inmune,
presumiblemente por la interaccion con células inmunorreguladoras que estan

presentes en la lamina propia del intestino (Jones, 2017).

Mas sin embargo los efectos de los probidticos no solo se limitan a nivel intestinal

(Harbige et al., 2016). La microflora bacteriana puede tener efectos tanto favorables
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como desfavorables sobre la salud intestinal, esto depende de la carga de bacterias,
ya sean patdgenas o bacterias benéficas, como las especies de Lactobacillus y
Bifidobacterium, en el intestino han sido reconocidas por su capacidad para mejorar
la salud de los animales huéspedes (Tan, 2007). El género Lactobacillus forman
parte de las bacterias acido lacticas (Jones, 2017). Estos lactobacillus son un grupo
de bacilos Gram-positivos anaerobios que no producen esporas, se ha demostrado
gue una alta prevalencia de Lactobacillus y Bifidobacterium en las heces de
lactantes alimentados con leche entera proporciona proteccion contra las

infecciones digestivas (Harmsen et al., 200).

2.8. Efectos de la alimentacién en la microbiota intestinal

La composicion del microbiota intestinal depende de diversos factores, por nombrar
algunos podemos mencionar el tipo de dieta, el uso de antibi6ticos o factores
ambientales. Las alteraciones en la microbiota tienen efectos significativos sobre la
digestion y fermentacion de la fibra, la sintesis de vitaminas y la regulacion de las
respuestas inflamatorias (De Filippo et al., 2010; Maslowski y Mackay, 2011). La
microbiota permite al huésped absorber nutrientes de los carbohidratos dietéticos
complejos que no pueden ser digeridos por las enzimas de los mamiferos. La
nutricion juega un papel muy importante en el equilibro ecolégico entre la microbiota
y el huésped, este equilibro es crucial para la salud del animal (Zebeli y Metzler-

Zebeli, 2012).
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El concentrado iniciador tiene una gran cantidad de carbohidratos altamente
digestibles como lo es el almidon, este es fermentado en el rumen y genera una
gran cantidad de de AGV (Klevenhusen et al., 2017). Se ha observado que dietas
con grandes cantidades de carbohidratos los cuales son altamente fermentables
puede conducir a una acidosis ruminal, debido a que la capacidad del rumen para

amortiguar el pH no es la suficiente (Aschenbach et al., 2011).

Diversos estudios han demostrado que la alimentacién con dietas altas en cereales
modifica la poblacion microbiana del rumen, este tipo de dietas favorece las
poblaciones productoras de acido lactico y acido amiolitico (Fernado et al., 2010:
Petri et al., 2013: McCann et al., 2016). En un estudio realizado en terneros recién
nacidos se encontré que la alimentacion temprana tiene efectos benéficos para la
microbiota intestinal. Los terneros que se alimentaron con calostro tratado con calor
en comparacion con calostro fresco durante las primeras 2 a 6 horas de vida tiene
una mayor abundancia de bacterias benéficas y disminuye la cantidad de bacterias
patdgenas. Estos resultados sugieren que el calostro tratado térmicamente mejora
el establecimiento de una microbiota benéfica y previene la colonizacién de

bacterias patdgenas en el TGl (Malmuthuge, 2016).

El calostro es fundamental para la salud de las crias, es el primer alimento que debe
de recibir, después de ser alimentado con calostro la becerra se alimenta de leche
entera o sustituto de leche, acompafiado de alimento iniciador y agua. Se ha
demostrado que los terneros pre-destetados que consumen alimento iniciador y
sustituto de leche tienen mayor capacidad de fermentacion ruminal en comparacion

con terneros que solo consumian sustituto de leche (Laarman et al., 2012).
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El aumento de la fermentacion ruminal en terneros segun un estudio no parecio
causar una disminucion perjudicial de pH, lo que puede indicar que en esta etapa
hay una adaptacion del epitelio del rumen a la fermentacién de alimento iniciador
(Laarman y Oba, 2011). Ademas, el alimento iniciador promueve una mayor
diversidad de taxones bacterianos que utilizan con facilidad los carbohidratos. La
dieta y la edad tienen efectos simultaneos en la poblacién comensal microbiana

(Dias et al., 2017).

Yafnez-Ruiz et al. (2010) encontraron que el acceso a concentrados, leche y heno
de pasto vs heno de pasto y leche durante el periodo previo al destete alteraba la
poblacién microbiana en coderos; algunas de estas diferencias persistieron hasta 4
meses después del destete mientras ambos grupos recibian la misma dieta. Estos
estudios indican la viabilidad potencial de manipular las poblaciones microbianas
desde el inicio de la vida del animal, a través de la dieta o aditivos para promover
beneficios en la salud y productividad (Yanez-Ruiz et al., 2015). Por lo tanto, los
cambios en la microbiota del rumen estan influenciados tanto por la dieta como las

practicas de manejo (Shanks et al., 2011).

2.9. Colonizacién y establecimiento de microbios intestinales

Durante el desarrollo fetal, los tejidos intestinales tienen un mayor desarrollo en
comparacién con el rumen, el cual a los inicios de vida se encuentra
subdesarrollado. Este crece de un 30% al 70% de la capacidad del tracto

gastrointestinal (TGI) (Warner, 1956), los tejidos intestinales se desarrollan antes
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para permitir la digestion y absorcion de nutrientes del calostro. La colonizacion
inicial del TGI en rumiantes se deriva de diversos factores como el medio ambiente,
contacto con heces maternas, saliva, piel o el canal vaginal (Meale et al., 2016),
otros factores que pueden influir en el desarrollo de la comunidad bacteriana en el
TGI son las practicas de manejo en el establo como alojamiento, contacto con la
madre y la dieta, a medida que la becerra se desarrolla y crece se establece una

comunidad microbiana (Malmuthuge et al., 2014).

Las bacterias, arqueas y hongos son la primera microbiota que coloniza el TGI,
mientras que los ciliados del rumen no estan presentes durante la primera semana
después del nacimiento. Los ciliados del rumen pueden colonizar por contacto de
hocico a hocico con un animal de mayor edad, sin embargo, se requieren
condiciones ruminales especificas para su establecimiento (Eadie y Hobson, 1962).
Las arqueas y las bacterias fibroliticas colonizan el TGI de la becerra dentro de los

20 minutos posteriores al parto (Guzman et al., 2015).

Se sugiere que las bacterias pertenecientes a los géneros Faecalibacterium.
Bifidobacterium y Lactobacillus son de gran importancia para los rumiantes
neonatos, ya que ayudan en el desarrollo del TGI y han demostrado su eficacia
como probidticos. Las bacterias del género Faecalibacterium producen butirato, un
acido graso volatil (AGV) que favorece el desarrollo ruminal e intestinal. Los
experimentos in vitro sugieren que el butirato mejora la funcién de la barrera
intestinal mediante una mayor expresion de genes relacionados con proteinas de

unién estrecha (Wang et al., 2012).
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Rey et al. (2014) informaron que los géneros de bacterias productoras de &cido
lactico como Bifidobacterium y Lactobacillus son tipicamente mas prevalentes en
los rumiantes pre-destetados debido a la abundancia de oligosacaridos en la leche,
también reportaron que la abundancia relativa del género bacteriano
Bifidobacterium en el rumen se estable desde el nacimiento hasta los 83 d de edad.
El género bacteriano Lactobacillus fue indetectable en el liquido ruminal de terneros
de 2 d y de 15 a 83 d, mientras que abundancias relativas bajas (1,2%) estuvieron
presentes a los 3 a 15 d de edad. Meale et al. (2016) mencionan que las abundacias
de los géneros Bifidobacterium, Feacalibacterium y Lactobacillus son mayores en
becerros predestetados (1.21, 4.07, y 2,87% respectivamente) que en terneros

posdestetados (0.34, 0.94 y .20 % respectivamente).

En un estudio realizado por Song et al. (2017) se evalu6 la digesta del intestino
grueso y la microbiota adherida a las mucosas de los terneros al nacimiento, 7, 21
y 42 d de edad. Se encontré una correlacion positiva entre la abundancia relativa de
Lactobacillus spp. asociado a la mucosas y bacterias patdgenas potenciales
Escherichia-shigella y Salmonella que los terneros de 21 y 42 d de edad. A medida
gue el rumiante alcanza la edad adulta, el rumen contiene una mayor abundancia
relativa del género Prevotella y miembros de la familia bacteriana
Succinivibrionaceae junto con una mayor diversidad microbiana (Dill-McFarland et

al., 2017).
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2.10. Impacto de los antimicrobianos en la microbiota

La administracion de antibiéticos también puede tener un efecto sobre la microbiota
a nivel GIT. Los antibidticos se usan comunmente para combatir las infecciones de
origen bacteriano en todas las especies de animales, pero los efectos de los
medicamentos antimicrobianos en las comunidades microbianas del TGI no estan
bien descritos (Oultram et al., 2015). Se han realizado estudios en humanos en los
cuales el tratamiento con antibidticos disminuyo significativamente la riqueza
taxondémica y la diversidad de la microbiota fecal (Jernberg et al., 2007; Dethlefsen

et al., 2008).

En estudios elaborados en animales, especificamente en terneros lecheros, se
encontré que los terneros tratados con oxitetraciclina tenian una cantidad reducida
de especies de Lactobacillus en su microbiota fecal una semana después del
tratamiento y los terneros tratados con florfenicol tenian una riqueza de especies
reducida que persisti6 dos semanas postratamiento (Oultram et al., 2015). En
general es evidente que la administracion de antibioticos por via parenteral y oral
modifican la microbiota del TGI. Por lo cual debido a lo anteriormente comentado y
a la resistencia de las bacterias a los antimicrobianos se ha vuelto una practica

insostenible (Raabis et al., 2019; Smith, 2015).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. General

Todos los métodos y manejo de las unidades experimentales utilizadas en este
estudio fueron en estricto acuerdo con los lineamientos para el uso ético, cuidado y
bienestar de animales en investigacion a nivel internacional (FASS, 2010) y nivel
nacional (NAM, 2002) con numero de referencia de aprobacion institucional

UAAAN-UL/

3.2. Localizacioén

El presente estudio se realiz6 durante el periodo de lactancia (60 dias) de cada
animal seleccionado, la fecha establecida fue del 15 de febrero del 2020 al 15 de
abril del 2020 en un establo del municipio de Matamoros Coahuila; se encuentra
localizado en la region semi-desértica del norte de México a una altura de 1170
msnm, entre los paralelos 28° 11’ y 28° 11’ de latitud norte y los meridianos 105°
28y 105° 28’ de longitud oeste (INEGI, 2016). Cuenta con una precipitacion media
anual de 230 mm y con temperatura promedio de 24 °C, maxima de 41 °C en mayo

y junio, y minima de -1 °C en diciembre y enero (CONAGUA, 2015).

3.3. Grupos y tratamientos

Para evaluar el efecto de la suplementacion de Bacillus subtilis PB6, se
seleccionaron 26 becerras de manera aleatoria, divididas en dos tratamientos (GT
y GC), las cuales fueron separadas de la madre al nacimiento y alojadas
individualmente en jaulas de metal previamente lavadas y desinfectadas, los

animales contaban con un rango de peso al nacimiento entre 29 a 50 Kg. La primera
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ingesta de calostro se realiz6 dentro de la primera hora de vida (3 L por toma, con
una calidad de > 50 mg / mL de inmunoglobulina G) y 6 h después de la primera
toma se suministré una segunda con las mismas caracteristicas (Godden, 2008).
Los tratamientos quedaron de la siguiente manera: Grupo control con animales con
un peso al nacimiento de < 37 Kg y > 38 Kg (sin suplementacion) y Grupo
Tratamiento con animales de < 37 Kg y > 38 kg (10g/becerra/dia de B. subtilis PB6
en calostro y leche entera). En ambos tratamientos se suministraron 396 L de leche
entera pasteurizada repartida de la siguiente manera: 2 - 15d 3 L en la mafianay 3
L en la tarde, 16 —20d 4 L en la mafianay 4 L en la tarde, 21 —40d 5L en la
mafianay 5 L enlatarde yde 41 -60d 2 L enlamafianay 2 L en la tarde, esta se
suministré6 en dos tomas/dia 07:00 y 15:00 h respectivamente; la adicién de B.
subtilis PB6 se realizé en una tina de metal previo su desinfeccion al momento de
la alimentacion en la primera toma (Pefia-Revuelta et al., 2019). Se ofrecié agua a

libre acceso durante todo el estudio.

3.4. Variables evaluadas

Peso: El peso de las crias fue medido en una bascula electronica digital (PG-2000
Torrey®), el pesaje se realiz6 cada 10 dias, desde el nacimiento al destete (He et

al., 2017).

Altura: La altura de los animales se realizé cada 10 dias, desde el nacimiento al
destete mediante una cinta de medir (Uline Accu-Lock H-1766), tomando como

referencia la altura a la cruz del animal (Ramirez et al., 2008).
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Trasferencia de inmunidad: Se obtuvieron muestras de sangre de la vena yugular
(5 ml en tubos Vacutainer ®) de cada animal a las 24 h, 48, 72 y 124 h de vida, y
ésta se dejo coagular a temperatura ambiente hasta la separacion del suero (Yang
et al., 2015). Para medir la cantidad de proteina (g dI') en suero, se realiz6 una

lectura en un refractometro (Vet 360, Reichert Inc. ®).

Consumo de concentrado: Para determinar el consumo de concentrado se utilizd
una bascula electronica digital (L-EQ 5 Torrey ®), el consumo del alimento se midio
a partir del dia 2 de vida de las becerras, para determinar el consumo de alimento
por dia se media los sobrantes de alimento iniciador del dia posterior (Steele et al.,

2017).

Salud: En ambos grupos se registraron las enfermedades para determinar la salud
de las becerras, solo se consideraron diarreas y neumonias. El registro se realiz6 a

partir del nacimiento hasta los 60 dias de vida (Gutiérrez, 2019).
3.5. Analisis estadisticos

El andlisis estadistico para estimar el crecimiento de las becerras y el consumo de
concentrado iniciador se realiz6 mediante un andlisis de medias por t-student. Para
determinar la salud entre grupos se realiz6 una prueba chi-cuadrada. Se utiliz6 el
valor de P < 0.05 para considerar diferencia estadistica. Esto mediante el programa

estadistico SYSTAT 12.
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4. RESULTADOS
4.1. Ganancia de peso y altura

En la figura 1 se muestra la ganancia de peso y altura ganada durante el tiempo de
estudio. No existi6 diferencia significativa en la ganancia de peso total de las
becerras nacidas con <37 Kg para el GT vs GC fue 23.0+1.9 vs 23.88+1.3,
respectivamente; P>0.05. Asi mismo, para las becerras nacidas con >38 kg para el
GT vs GC fue 27.7+2.7 vs 25.4+0.5, respectivamente; P>0.05. Por otra parte, para
la ganancia de peso en becerras >38 Kg se observd una mayor ganancia en el GT
a los 30 dias de suplementacion con respecto al GC (5.7£0.2 vs 3.8+0.7;
respectivamente, (P<0.05). Todos los grupos a los 50 dias se aprecia una

disminucién de la ganancia de peso a través del tiempo (P>0.05).
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Ganancia de peso y altura en becerros tratados con Bacillus subtilis PB6

10 -
M Altura <37 kg; GTA

S22 Altura <37 kg; GCA
9 4 [ Altura 38> kg; GTA NS

NS
=== Peso <37 kg; GTP T

= 0= Peso <37 kg; GCP
et Peso 38> kg; GTP

71 —tr Peso 38> kg; GCP
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n
Peso (Kg)

o4

Dias.

Cantidad de

calastro 6 Itsfleche 8 Its/leche 10 Its/leche 4 lts/leche
proporcionade

Efecto a travez del tiempo * rango de peso al nacimiento (<37 y >38 Kg)

10d 20d 304 40d s0d 60d
Altura <37 kg; (GTA) B AB 8 B B A
Altura <37 kg; (GCA) A A A A A A
Altura >38 kg; (GTA] A AB AB A B A
Altura >38 kg; (GTA)  AB AB C B A AB
Peso <37 kg; (GTP) [« [« B A B B
Peso<37kg; (GCP)  C 4 B A C BC
Peso>38 kg; (GTP)  C c B A C A8
Peso>38 kg; (GCP) B B B A B8 A

Figura 1. Ganancia de peso vivo (kg) y altura (cm) en becerras desde el nacimiento
hasta el destete en animales <37 y >38 kg tratados con Bacillus subtilis PB6 (GTA,
GTA, GTP, GCP; <37 y GTA, GTA, GTP, GCP; <38). ¥, momento de reduccién de
la dieta liquida. a, b = difieren estadisticamente entre tratamientos (P<0.05). A, B, C
= difieren estadisticamente a través del tiempo en un mismo grupo (P<0.05). NS =

No significativo (P>0.05).
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4.2. Consumo de alimento

En la figura 2 se muestra el consumo de alimento de las becerras durante el tiempo
de estudio. Después del dia 40 de suplementacion se alcanza a observar un
aumento significativo en el consumo de alimento en todos los grupos
independientemente del peso al nacimiento (<37 o >38 kg). Sin embargo, el GT >38
kg se puede observar un consumo que duplica el consumo registrado en los demas
grupos (GC >38; GT<37; GC<37 kg; P<0.05). Y esa tendencia se mantiene hasta el

momento del destete a los 60 dias.
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Figura 2. Consumo de alimento (Gramos) en becerras desde el nacimiento hasta

el destete en animales <37 y >38 kg tratados con Bacillus subtilis PB6 (GTA, GTA,

GTP, GCP; <37 y GTA, GTA, GTP, GCP; <38). ¥, momento de reduccioén de la
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dieta liquida. a, b = difieren estadisticamente entre tratamientos (P<0.05). A, B, C =
difieren estadisticamente a través del tiempo en un mismo grupo (P<0.05). NS = No
significativo (P>0.05).

4.3. Incidencia de enfermedades

El registro de enfermedades presentadas en las becerras durante los primeros 60
dias se muestran en la tabla 3. No se encontr6 diferencia entre grupos del mismo
rango de peso al nacimiento (<37 vs >38 kg; P>0.05). Sin embargo, al compararlos
entre grupo de peso se observo un mayor numero de animales enfermos de
neumonia en becerras GC<37 al nacimiento (P<0.05) con respecto a los animales
nacidos >38 kg independientemente del tratamiento (GT y GC). Para problemas
neumonicos y combinacion de neumonias y problemas digestivos no se encontro
diferencia entre tratamientos (GT vs GC) y por rango de peso (<37 vs >38 kg;
P>0.05). Finalmente, observamos un efecto por rango de peso al nacimiento,
independientemente de la suplementacion, por ejemplo, el GC<37 mostraron el
100% (8/8) de algun tipo de enfermedad durante el periodo de estudio a

comparacién con los >38 kg que fue de 40% (2/5; P<0.05).
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Tabla 3. Registro de enfermedades en becerras Holstein con o sin suplementacion
de probidtico Bacillus subtilis PB6.

<37 kg al nacimiento >38 kg al nacimiento
Grupos
GT <37 GC <37 GT >38 GC >38
Becerras con diarrea % 16.6 (1/6)2AB 50 (4/8)2A 0 (0/7)38 0 (0/5)38

Becerras con neumonia 33.3 (2/6)* 37.5(3/8)** 42.6 (3/7)* 40 (2/5)2A
%

Becerras con diarrea + 33.3(2/6)* 12.5(1/8)* 28.5 (2/7)** 0 (0/4)2A
neumonia %

Total de becerras 83.3 (5/6)2*% 100 (8/8)A 71.4 (5/7)8 40 (2/5)28

enfermas %

a, b = difieren estadisticamente entre columnas (P<0.05). A, B, = difieren

estadisticamente entre filas (P<0.05).
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5. DISCUSION

Se observo una ganancia de peso paulatina hasta los 40 dias independientemente
del tratamiento y el peso al nacimiento. Sin embargo, por el manejo del establo
después de esta fecha se restringio el alimento liquido bajando hasta un 40% del
consumo que tenian lo cual solo afecto a las becerras >38 kg teniendo una mejor
ganancia en la altura de las becerras suplementadas con Basillus Subtillis. Existié
una disminucion de la ganancia de peso después de los 40 dias esto debido al
desafio al que fueron puestos al empezar a disminuir la ingesta de leche. Se ha
descrito que le B. subtillus mejora la absorcion o digestion (Reis et al., 2017; Park
et al., 2018). Y esta ganancia de altura podemos relacionarla a un mayor consumo
de alimento por parte del GT>38 que fue hasta dos veces mayor que los demas
grupos. Quigley (1997) menciona que cuando una becerra Holstein consumo 1 Kg
de alimento iniciador por dia durante dos dias consecutivos se puede tomar como
un indicativo para realizar el destete. Referente a las becerras <37 kg al nacimiento
podemos inferir que la dieta proporcionada pudo haber sido suficiente para cubrir
sus necesidades nutricionales por tal motivo no tuvimos diferencias significativas en
estos grupos (NRC, 2001). Independientemente del tratamiento bajos el sistema de
manejo al cual fueron sometidas las becerras su consumo de alimento no influyo en
las becerras nacidas con <37 kg. Es decir, tanto el GT y GC en estas becerras su
consumo fue mayor a los 60 dias seguido de 50, 30, 40, 20 y 10 dias para los dos
grupos. Mientras que las becerras >38 kg al nacimiento las becerras del GC
mostraron un patron diferente de consumo siendo mayor a los 60 dias seguido de

los 50, 40, 20, 30 y 10 dias, lo cual nos hace pensar en el tuvieron un mayor desafio
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para afrontar la disminucién de la dieta liquida (leche) a los 40 dias lo cual indico
gue fue necesario tratar de compensar con una mayor cantidad de alimento sélido
(concentrado y forraje). A diferencia del GT>38 kg mostro el mismo patrén que los
animales <37 kg, donde en ese grupo se cubrieron mejor las necesidades
alimenticias. Lo cual probablemente hiso que su comportamiento alimenticio fuera
similar a las becerras <37 kg al nacimiento. La etapa de alimentacién con leche en
las becerras es esencial, ya que en esta etapa su sistema digestivo se asemeja a
un monogastrico por lo que depende esencialmente de este alimento liquido, sin
embargo, es conveniente inducir la ingesta de alimento solido para ir adaptando el
rumen y poder realizar un destete optimo. Molinar (2019), reporta un consumo de
602 g en promedio durante los ultimos 5 dias con un sistema de alimentacién similar
al presente estudio. A su vez, Florentino (2015) reporto un mayor consumo de
concentrado iniciador en becerras alimentadas con menor cantidad de leche, en
este estudio se suministraron T1=6 L y T2=5 L durante 50 dias, obteniendo como
resultado un consumo promedio de 458 y 695 g durante los ultimos 5 dias. Alentar
la ingesta de consumo sin afectar el desarrollo del animal es de suma importancia,
los grupos > 38 tanto GT y GC se vieron afectados por el sistema de alimentacion,
ya que este no cumpli6 con sus requerimientos nutricionales para obtener las
ganancias recomendadas, sin embargo, el grupo > 38 GT mostro una mejor ingesta
de consumo iniciador lo cual es favorable ya que de esta manera puede compensar
las necesidades nutrimentales para generar el aporte de energia requerida. Esto se
lo atribuimos al manejo realizado por el establo donde se les proporciona una

cantidad establecida de leche, sin considerar el peso al nacimiento lo cual puede
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tener implicaciones importantes en su posterior desarrollo. Es importante
implementar ajustes en las estrategias de alimentacion durante los primeros 40 dias
de vida en las becerras nacidas con pesos superiores a 38 kg dirigidas a consumos

de acuerdo con su cantidad de peso vivo.

Los resultados obtenidos en la incidencia de enfermedades nos indican que los
animales del grupo GT <37 tuvieron una ligera menor incidencia enfermedades en
comparacion con el grupo GT >38 (83.3 % vs 71%), a su vez el grupo GC <37 mostro
una mayor incidencia de enfermedades en comparacion del grupo GC >38 (100%
vs 50%; P<0.05). Sin embargo, en general el grupo GT no mostro diferencias entre
rangos de peso al nacimiento, lo cual puede ser un indicativo de que la
suplementacion de Bacillus subtilis PB6 genero su efecto protector contra las
bacterias patégenas (Jayaraman et al., 2013). Se ha demostrado que la
suplementacion de Bacillus subtilis PB6 genera la capacidad de aumentar las
concentraciones de Lactobacillus spp. a nivel intestinal (Teo y Tan, 2006). La
incidencia de enfermedades encontrados en el presente estudio se asemeja a lo
reportado por Gutiérrez (2019) y Reyes (2019), en los cuales se encontré una
morbilidad de 83.3 y 88.2 respectivamente. Sin embargo, encontramos un efecto
por rango de peso al nacimiento en las becerras del GC en animales nacidos >38
kg lo cual podemos atribuirlo a un mejor desarrollo de este grupo de animales. Todo
lo anterior, nos indica que hay una alta tasa de morbilidad en la etapa de crianza,
por tal motivo, utilizar alternativas que nos ayuden a promover el bienestar animal y
favorecer el desarrollo animal es fundamental para el desarrollo de remplazos en

las unidades de produccion pecuarias.
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6. CONCLUSION

La suplementacion con Bacillus subtilis PB6 puede ser una alternativa en becerras
gue nacen con peso >38 kg, lo cual puede mejorar la respuesta al desafio que indica
la disminucion de consumo de leche después de los 40 dias de nacidas para su
posterior destete, debido a que aumentando al doble la cantidad de consumo de
alimento. Asi mismo, es importante hacer un ajuste en los hatos lecheros donde se
proporciona una alimentacion homogeneizada en las cantidades de leche
proporcionada durante los primeros 40 dias de vida y cambiarlo a una encaminada

al peso vivo del animal.
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