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Resumen

El uso de probidticos en la alimentacién de rumiantes se utiliza debido a sus beneficios,
generando un efecto positivo en los desbalances debido a cambios dietéticos en el rumen. En
este estudio se evalud el efecto de la adicién de un probiético aportador de cepa de Bacillus
subtilis sobre parametros sanguineos en corderos en la Hacienda “El Prado”. El experimento se
basé6 en dos tratamientos, donde el tratamiento 0 (TO) no se aplicé el probidtico, mientras que el
tratamiento 1 (T1) se aplicé 1 mL de probidtico diario durante 42 dias, se utilizaron 5 corderos
machos castrados por tratamiento. Se realizaron 4 analisis de laboratorio durante toda la fase
experimental del estudio, cada una con un intervalo de tiempo de 21 dias. Los pardmetros que
se analizaron fueron hematologia basica y proteinas plasmaticas. Para el analisis estadistico se
utilizé el software Infostat con un nivel de confiabilidad del 95% y un margen de error del 5%, se
realizo la prueba de comparacion de medias no paramétrica Kruskal y Wallis. Los resultados en
hematocrito, conteo de glébulos rojos y blancos, albamina, proteinas totales y globulina si
presentaron diferencias significativas entre los dos tratamientos y entre los dias de andlisis,
viendo un efecto positivo en los animales T1. En la diferenciacion leucocitaria no presentaron
diferencias significativas en linfocitos, monocitos, basofilos, eosinéfilos y neutréfilos. Tomando
en cuenta los resultados obtenidos en este estudio se recomienda que para futuras
investigaciones se apliquen diferentes dosis del probiético y en etapas de lactancia, gestacion o

engorde.

Palabras clave: CORDEROS, HEMATOLOGIA, MUESTRAS, PROBIOTICOS
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Abstract

The use of probiotics in ruminants’ feed has risen in recent years due to their benefits, generating
a positive effect on the imbalances caused by dietary changes in the rumen.

This study evaluated the effects of adding a probiotic carrier of the Bacillus subtilis strain on blood
parameters in lambs at “El Prado” farm. The experiment was based on two treatments. In
treatment 0 (TO) the probiotic was not applied, whereas in treatment 1 (T1) 1mL of probiotic was
applied daily for a 42-day period. During this procedure five castrated male lambs were utilized
per treatment. Throughout the experimental phase of the study, four laboratory analyses were
performed, each within 21-day intervals. The analyzed parameters were basic hematology and
plasmatic proteins.

For the statistical analysis, the program Infostat was employed, which has a 5% error margin, the
test was performed with Kruskal and Wallis nonparametric mean comparison. The results
demonstrated a significant difference in hematocrits, leukocytes and erythrocytes count, albumin,
total proteins, as well as globulin between both treatments, while also showing positive effects in
T1 lambs. On the other hand, leukocyte differentiation did not present a considerable difference
in lymphocytes, monocytes, basophiles, eosinophiles, and neutrophiles. Considering the results
obtained throughout this study, it is advised that for future research different doses of the probiotic,

forms of it and different strains.

Keywords: LABS, HEMATOLOGY, SAMPLES, PROBIOTICS.
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CAPITULO |
INTRODUCCION
Antecedentes

La cria y aprovechamiento de ovejas en Ecuador se remonta a la época de la conquista,
cuando los colonizadores espafioles introdujeron estos animales como fuente de alimento. A
medida que encontraron un entorno favorable para su crecimiento, se dispersaron por todo el
continente americano. En la actualidad, la explotacion ovina constituye una de las principales
fuentes de ingresos y sustento para los agricultores, especialmente aquellos de medianas y
pequefias dimensiones. Las ovejas son reconocidas como el ganado preferido por las personas
de escasos recursos economicos (Cajilema, 2017).

La percepcién de la calidad, tanto en el ganado vivo como en su procesamiento, varia
entre paises. Este concepto complejo ha sido objeto de diversas definiciones. Segln algunos
expertos, la calidad se define en funcién de como el producto cumple con las demandas del
mercado, mientras que para otros adquiere un sentido econdémico. Otro enfoque considera la
calidad natural del producto, que se determina por los componentes que lo conforman y
permiten su caracterizacion. Ademas, una definicion mas amplia consiste en asignar un valor
relativo al producto en funcién de ciertos parametros utilizados en la descripcion y clasificacién
de la canal, como diferentes criterios establecidos (Cajilema, 2017).

Los pardmetros sanguineos desempefian un papel crucial en el diagnostico de
enfermedades debido a que reflejan el estado fisiol6gico y bioquimico del organismo. Estos
parametros son evaluados a través de analisis de sangre, que proporcionan informacién sobre
diversos aspectos de la salud. Los parametros sanguineos pueden ayudar a detectar y
diagnosticar enfermedades de diferentes maneras como la deteccién de anormalidades a
través de los valores de referencia establecidos para los parametros normales asi permiten
identificar desviaciones significativas que pueden indicar la presencia de una enfermedad,
también se utilizan para la evaluacion de la funcion de 6rganos especificos, para el diagnéstico
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de enfermedades especificas algunos parametros sanguineos son especificos de ciertas
enfermedades. Los parametros sanguineos se utilizan para controlar la evolucion y el
tratamiento de enfermedades crénicas, como enfermedades cardiovasculares o los trastornos
hematoldgicos. Los cambios en los valores pueden indicar la efectividad del tratamiento o la
progresion de la enfermedad.

Justificacion

La produccion ovina en Ecuador es una actividad importante en varias regiones del
pais, especialmente en la Sierra y la Amazonia. Segun el Instituto Nacional de Estadistica y
Censos (INEC, 2021) se registré una poblacion ovina de alrededor de 1,6 millones de cabezas.
La produccién ovina en el pais se utiliza principalmente para la produccion de carne, leche y
lana. Los ovinos se crian en pequefias y medianas explotaciones familiares y también en
grandes empresas especializadas en la produccién de carne ovina.

El destete es un proceso importante que consiste en separar a los corderos de sus
madres para que puedan crecer y desarrollarse de manera independiente. Este proceso se
realiza generalmente cuando los corderos tienen 60 dias de edad. Esta practica tiene varios
beneficios como mejorar la produccion de leche de las ovejas, beneficia a la eficiencia de la
produccién y permite controlar el crecimiento de la poblacion. Sin embargo, puede ser un
proceso estresante que puede causar varios problemas de salud en los animales. Algunos de
los problemas mas comunes son la pérdida de peso, diarrea, estrés y comportamiento anormal.

Bacillus subtilis es una bacteria beneficiosa en la alimentacion animal que se utiliza
comunmente como aditivo probiotico en la produccion ovina y en otros animales. Se ha
demostrado que la adicién de Bacillus subtilis en la dieta de los corderos en el destete tiene
varios beneficios como fortalecer el sistema inmunolégico, reduce el estrés, reduce la presencia
de diarreas, minimiza la incidencia de problemas de salud y mejora la digestion de los

alimentos, mejorando su crecimiento y desarrollo.
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Objetivos
Objetivo general

Evaluar el efecto de la adicion de un probiético aportador de cepa de Bacillus subtilis
sobre parametros sanguineos en corderos en la Hacienda “El Prado”.
Objetivos especificos

Incluir el probiético a base de Bacillus subtilis en la dieta de corderos en la Hacienda “El
Prado” para evaluar su efecto sobre la hematologia basica.

Adicionar el probi6tico a base de Bacillus subtilis en la dieta de corderos en la Hacienda
“El Prado” para evaluar su efecto sobre las proteinas plasmaticas.
Hipotesis
Hematologia basica

HO: La hematologia basica en todos los tratamientos fue similar en el presente estudio.

H1: La hematologia basica en al menos uno de los tratamientos difirié de los otros
tratamientos en el presente estudio.
Proteinas plasmaticas

HO: Las proteinas plasmaticas en todos los tratamientos fue similar en el presente
estudio.

H1: Las proteinas plasméticas en al menos uno de los tratamientos difirié de los otros

tratamientos en el presente estudio.
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CAPITULO I
REVISION DE LITERATURA
Ovinos

Los ovinos son pequefios animales rumiantes. La crianza de ovinos permite la
generacion de diversos productos como carne con alto contenido de proteina, leche, lana 'y
estiércol (Saenz, 2007).

En la actualidad, la produccion ovina es una actividad que se genera a nivel mundial. La
lana constituye el 5% de fibra textil del mundo y las principales majadas se ubican
principalmente en Australia, China, y Nueva Zelanda. Los principales importadores son los
paises de Europa, Estados Unidos y Japon. El comercio internacional de carne ovina es
escaso, representando sélo el 12% de la producciéon (Cruz, 2017).

Segun el INEC (2021), en el Ecuador existen 528828 cabezas de ganado ovino,
registrando una mayor concentracion de animales en la regién Sierra del pais con el 93.73%, la
Costa con 5.94% y la Amazonia registra el 0.33%. Las provincias con mayor numero de ganado
son Chimborazo, Cotopaxi, Azuay y Tungurahua. Se menciona que a nivel nacional se realiza
la venta de 32943 ovinos, donde 8271 son animales menores de seis meses de edad y 24673
mayores a los seis meses.

Los ovinos salen a la venta de acuerdo a edad y peso; para animales grandes con
edades de 17 meses, peso 72 Ib tienen un precio de $ 104,60; para la venta de carne el
costo/lb es $ 2,20 a 3, piel $ 2,38 c/u y visceras $ 10,80 c/u. La produccion de lana ha tenido un
efecto positivo obteniendo un precio por kg de $ 1,20 a $ 1,50 por su calidad (Quishpi, 2021).
Taxonomia

Se clasific a las ovejas domésticas en 1758 en la especie Ovis aries. Aunque
posteriormente se demostré que las ovejas domésticas actuales y su antepasado silvestre, el
muflén oriental (Ovis orientalis), pertenecian a una misma especie y debia asignarseles un
unico nombre cientifico. La clasificacién zoolégica de los ovinos se presenta en la Tabla 1.
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Tabla 1

Clasificacion taxondmica Ovis aries

Reino Animal
Filum Cordados
Subfilum Vertebrados
Clase Mamiferos
Subclase Artiodactilos
Familia Boévidos
Genero Ovis
Especie Aries
Denominacion Ovis aries

Nota. Recuperado de (Cruz, 2017).

Alimentacion y requerimientos nutricionales

Los ovinos estan adaptados a pastorear sobre praderas naturales donde su
alimentacion se basa en plantas forrajeras, manteniéndose muy bien con pastos cortos y finos.
Cabe recalcar que, durante el periodo previo al parto, la buena alimentacion permite evitar la
mortandad de vientres gestantes por toxemia de prefiez. El 70 % del peso corporal del cordero
al nacimiento es desarrollado durante el ultimo tercio de la gestacion, mejorando la
alimentacion en este periodo, se logra aumentar el peso al nacer (Cruz, 2017).

A partir del mes de edad, el cordero dependera, no sélo de la leche de su madre, sino
gue ademas se iniciara en el consumo del forraje. La calidad y cantidad del mismo incidira
directamente sobre el peso de los corderos al destete. Paulatinamente los corderos
incrementan el consumo de forrajes y disminuyen la dependencia de la leche materna, hasta
llegar al destete. Durante el periodo post destete, los corderos tienen prioridad en cuanto a la

calidad de los pastoreos.
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Raza Poll Dorset
Caracteristicas fenotipicas

Segun Quishpi (2021), los ovinos Poll Dorset son una raza de doble propésito, con una
excelente condicion corporal que retribuye a un animal de tamafio mediano; su cara, orejas y
patas son blancas, sin lana; produce un vell6n de lana mediana, desprovisto de fibras negras.
Es una raza prolifica que produce abundante leche, la cual posee longevidad y produce
corderos fuertes de crecimiento y madurez mediana, que presentan buen desarrollo muscular,
importante en la canal.
Pardmetros productivos

Para esta raza el peso promedio de lana se encuentra en valores minimos de 1,5 kg
para la categoria de borregas de afio y maximos de 6,9 kg en carneros de 3 afios. En
condiciones de establecimientos comerciales se ha obtenido ganancias diarias de 470 grs/dia
durante los primeros 90 dias de vida en condiciones de corderos Unicos, al pie de la madre
pastoreando sobre praderas de alto nivel nutritivo (Quishpi, 2021). El peso promedio al
nacimiento es de 5.6 kg, mientras que el peso al destete en el caso de hembras es de 36.9 kg y
en machos 37.2 kg, alcanzando un peso en hembras adultas de 68 a 91 kg y los machos de
102 a 123 kg.
Caracteristicas reproductivas

Poll Dorset es una raza precoz, buena fertilidad y prolificidad moderada. Es ideal para
produccién de corderos tempranos. Es recomendada para cruzamientos con razas doble
proposito, para la formacion de madres hibridas de ciclo amplio y mayor precocidad o bien en
cruzas terminales sobre hembras F1 o puras de linea materna para corderos terminales. Tiene
una fertilidad del 100%, con un indice de natalidad méaximo de 166%, minimo de 139% y un

porcentaje de destete un 95% (Instituto Nacional de Innovacién Agraria [INIA], 2010).
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Destete

El destete se basa en el reemplazo de la leche por alimentos sélidos (balanceado o
forraje) y la independencia completa de la cria. Al inicio, las ovejas madres permiten que los
corderos se alimenten de leche a voluntad y se va reduciendo gradualmente esta frecuencia a
medida que avanzan en la lactancia. Con el crecimiento del cordero, los amamantamientos
disminuyen y la distancia entre oveja y cria aumenta. Durante este periodo, el cordero se
adapta a la comida sélida y su sistema ruminal se desarrolla méas (Ungerfer, 2016).

El mismo autor menciona que la edad de destete natural de los corderos se basa en la
produccion de leche de las madres, y también puede ser influenciada por la nutricion de las
ovejas.

Bacillus subtilis

B. subtilis, una bacteria en forma de bastoncillo, se encuentra cominmente en el suelo,
fuentes de agua y en asociacion con las plantas. Esta bacteria aerébica tiene la capacidad de
formar endosporas. Tanto B. subtilis como sus parientes cercanos son valiosas fuentes de
enzimas industriales, como amilasas y proteasas. Su capacidad para secretar estas enzimas
en concentraciones de gramos por litro genera un gran interés comercial. Por lo tanto, B.
subtilis se utiliza en estudios sobre la secrecion de proteinas y se ha desarrollado como
huésped para la produccion de proteinas heterélogas (Kunst et al., 1997).

B. subtilis normalmente no se encuentran en el tracto gastrointestinal, las esporas que
pueden resistir la digestion de las enzimas digestivas pueden alcanzar el tracto intestinal y
crecer en el intestino. B. subtilis ha demostrado caracteristicas probioticas porque se ha
evidenciado que inhibe patégenos, como Clostridium, Campylobacter, Estreptococo y
Escherichia coli. Cabe recalcar que es una bacteria de gran importancia por su papel en el
control de enfermedades infecciosas, mejorando asi el rendimiento productivo en los animales

(Sun et al., 2013).
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Probidticos

El término probidtico es una palabra relativamente nueva que significa “a favor de la
vida” y actualmente se utiliza para designar las bacterias que tienen efectos beneficiosos para
los seres humanos y los animales (Food and Agriculture Organization of the United Nations
[FAO], 2006).

En rumiantes, la microbiota ruminal es responsable de proporcionar aproximadamente
el 70 % de los requerimientos diarios de energia. Los microorganismos que forman parte de la
microbiota del rumen, poseen diversas enzimas con la capacidad de hidrolizar carbohidratos
estructurales que no son digeribles por los animales y producir &cidos grasos de cadena corta,
los cuales tienen un papel muy importante en la salud y nutricién animal (Molina, 2019).

Algunos cultivos microbianos principalmente el uso de probiéticos se han utilizado en la
nutricion de rumiantes, generando un efecto positivo al solucionar los desbalances debido a
cambios dietéticos en el rumen. La utilizacién de probiéticos microbianos en rumiantes mejoran
la ingesta de materia seca y la productividad, ademas que su inclusiéon en las dietas mejora la
utilizacion de forrajes de mala calidad, aumenta la digestibilidad de la fibra y estabiliza el pH del
rumen. Los probidticos influyen en el tracto intestinal con la simbiosis de bacterias beneficiosas,
sobre la salud del huésped que también puede implicar la estimulacién del crecimiento y
contribuyen a una mayor productividad (Delgadillo et al., 2022).

Uno de los mecanismos de los probidticos consiste en cambiar la dinamica de la
poblacién microbiana, disminuyendo el crecimiento de microorganismos patégenos y promover
el crecimiento de microflora beneficiosa. Poblaciones microbianas benéficas en el tubo
digestivo, se han asociado con aumento en el rendimiento del animal, lo que refleja una
digestién mas eficiente y mejora en la inmunidad (Mookiah et al., 2014).

Recoleccion de muestras sanguineas en ovinos

Para la recoleccion de muestras hay que tener presente 3 puntos importantes, el primer

punto es seleccionar una muestra significativa, el segundo es tomar muestras que sean
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caracteristicas de la enfermedad o pruebas que se desea analizar y el Gltimo punto es evitar
gue las muestras se contaminen. Es de suma importancia que las muestras estén
correctamente etiquetadas con la identificacion de cada animal, la fecha en la que se realiz6 la
toma y el nombre de la persona que lo hizo. Para realizar las pruebas de hematologia béasica es
necesario utilizar tubos al vacio de tapa lila que contienen EDTA, en este caso hay que tomar
ciertas precauciones para evitar hemolisis, como no utilizar agujas himedas y nunca olvidar la
homogenizacion invirtiendo el tubo minimo 5 veces para mezclar la sangre con el
anticoagulante (Servicio Nacional de Sanidad Agropecuaria e Inocuidad Alimentaria
[SENASAG], 2016).

Los animales seleccionados se pesan y luego son inmovilizados con ayuda de dos
personas. Se depila la zona lateral izquierda del cuello donde se encuentra la vena yugular con
tijera y bisturi estéril, desinfectdndose posteriormente con alcohol al 70%. Se hace un
torniquete para que la vena yugular sobresalga y el flujo sanguineo aumente, con el equipo
vacutainer se introduce la aguja de forma paralela en la vena y se aplasta el tubo vacio para
gue la sangre ingrese al mismo hasta la cantidad requerida. Se libera el animal y se los traslada
a su rebafio suministrandole una dieta reforzada (Bencomo et al., 2008).

Manejo y conservacion de muestras

Para el almacenamiento y transporte de muestras deben ser refrigeradas a 4 °C durante
un periodo maximo de 24 h. No se deben realizar contajes celulares en muestras sanguineas
con mas de 3 dias, asi estén bajo refrigeracidon ya que se las consideran muestras viejas. Las
muestras sanguineas para analisis hematolégico no deben ser congeladas, ya que estos
métodos generan hemdlisis en las muestras. La prolongacion del contacto entre la sangre y el
anticoagulante altera la morfologia de los elementos celulares sanguineos, por esta razon se
recalca la importancia de la homogenizacién de la sangre con el anticoagulante al momento de

la recoleccion (Centro de Cirugia de Minima Invasion Jesus Uson [CCMIJU], 2018).

24



Parametros bioquimicos sanguineos

Las proteinas plasméaticas desempefian un papel central en el metabolismo proteico del
organismo debido a su relaciéon con el metabolismo hepéatico y su interaccién con otros tejidos.
Como resultado, tanto las proteinas totales como sus fracciones son herramientas utiles para el
diagndstico y prondstico de ciertos procesos patoldgicos, asi como para evaluar el estado
nutricional. Sin embargo, es importante tener en cuenta que las alteraciones en estos
parametros no son especificas de una enfermedad en particular (Ramos et al., 1993).

También mencionan que en animales con procesos infecciosos o parasitarios cronicos,
los niveles de proteinas totales pueden incrementarse debido al aumento de gammaglobulinas
se experimentan cambios significativos debido a la presencia de hipoalbuminemia. Las
alteraciones hepaticas tienen un impacto negativo en la sintesis proteica, mientras que los
problemas renales pueden resultar en la pérdida de proteinas a través de la orina. Bajo estrés
caldrico, los ovinos activan mecanismos para contrarrestar los efectos, como la disminucién del
consumo de materia seca, incrementan la frecuencia respiratoria y en el consumo de agua.
Estos cambios fisiolégicos traen como consecuencia la activacion de respuestas biologicas en
el sistema nervioso autbnomo y en la respuesta inmune.

Tabla 2

Valores de referencia de los parametros sanguines en ovinos

Hematocrito 28-40 %
Leucocitos 4—12x 103/mm3
Neutréfilos 0,7—6x 10 3/mm3
Linfocitos 2—-9x 103/mm3
Monocitos 0—0,75x 10 3/mm?3
Eosindfilos 0-1,0x 10 3/mm3

Nota. Recuperado de (Soriano, 2016).
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Proteinas totales

Zapata (2020), alega que los iones y las proteinas son los principales contribuyentes a
la presion osmética del plasma sanguineo, lo cual ayuda al mantenimiento del sistema
cardiovascular. Existen dos grupos de proteinas plasmaticas, las globulinas y las albuminas.

El incremento en las proteinas totales puede deberse a la deshidratacion la cual
presenta una hemoconcentracion por vomitos o diarreas, también por un aumento en el nivel
de globulina, como en enfermedades hepéticas avanzadas, infecciones cronicas. Mientras que
la disminucion de las proteinas totales se debe siempre a un nivel bajo de la albumina. Un bajo
nivel de proteinas en la sangre origina una reduccion en la presién osmotica coloidal del
plasma que puede producir edema (Zapata, 2020).

Globulina

Las funciones de las globulinas son la neutralizacion de enzimas proteoliticas tipo
tripsina, transportan el colesterol y vitaminas liposolubles, participan en la coagulacion
sanguinea y disminuyen en las hepatopatias, intervienen en el transporte de hormonas
tiroideas, trabajan en la inhibicién de proteasas, fijan la hemoglobina, el cobre y conservan el
hierro, transportan lipidos, aumentan en las hiperlipemias y disminuyen en las enfermedades
hepaticas graves, es decir que las globulinas intervienen en el sistema inmunoldgico del cuerpo
de los ovinos (Barrero y Riera, 2001).

Las globulinas o inmunoglobulinas actian como receptoras de membranas en los
linfocitos B, y son empleados por el sistema inmune para identificar y neutralizar virus y
bacterias (Cardenas et al., 2023).

Albumina

Usca (2022), menciona que la albumina es una proteina de estructura terciaria
sintetizada por el higado a partir de aminoacidos y catabolizada por todos los tejidos activos. La
Albumina se sintetiza a nivel de los hepatocitos. Es la principal proteina que se encuentra en el
suero y constituye el 35% a 50% de la proteina total del mismo.
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La misma autora recalca que dentro del organismo la albumina cumple diversas
funciones como el mantenimiento de la presién oncotica, el transporte de hormonas, transporte
de &cidos grasos libres, de farmacos y drogas, unidbn competitiva con iones de calcio, control de
pH, y reguladores de liquidos extracelulares. El valor promedio de albimina es de 3 a 4,5 g/dL.
Hematocrito

De acuerdo con Alvarez (2010), el hematocrito es la cantidad de glébulos rojos en una
masa de volumen respecto al volumen total de la sangre. Las unidades que se emplean para
expresarlo son en porcentajes y el sistema internacional utiliza la unidad L/L. La sangre es
considerada un tejido en suspension, es por ello que las células sanguineas son sélidas y
ocupan un volumen espacial, pero estan flotando en un liquido. La sangre en reposo forma un
sedimento, entre mas 0 menos células existan en la sangre, se observara un sedimento mas o
menos espeso, respectivamente. Este es el principio del hematocrito, la medicion
exclusivamente a los glébulos rojos.

Los valores normales de hematocrito en ovinos se encuentran entre 28 a 40%. Valores
mas bajos de lo normal indican anemia y mas alto indican poliglobulia. EI hematocrito puede
aumentar en procesos de estrés, ansiedad o en adaptacion a zonas de gran altura. El valor del
hematocrito puede sufrir una disminucién cuando los animales son sometidos a ayuno o
aquellos que cursan con pérdida de sangre importante, como un shock hemorragico (Herrera 'y
Unda, 2021).

Gonzales (2017), nos indica que para llevar a cabo esta técnica se llena de sangre un
tubo de microhematocrito y se sella por un extremo con plastilina. Cuando se calcula el
volumen de eritrocitos en el total de la muestra centrifugada, se obtiene el hematocrito.

Conteo de glébulos rojos y glébulos blancos

El conteo de glébulos se lo lleva a cabo con la ayuda de la cAmara de Neubauer. El
recuento se realiza sobre diferentes areas de la reticula de la cAmara y luego se multiplica por
la dilucion que se haya realizado. Luego de cargar la cAmara de Neubauer se debe permitir que
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las células se asienten para poder contarlas, para esto se debe esperar 2 minutos
aproximadamente. El conteo de glébulos rojos se realiza en el cuadrado central, en cinco
grupos de las 16 casillas, contando las cuatro esquinas y el centro. Para los glébulos blancos,
se efectla el recuento en los cuatro cuadrados grandes de las esquinas. Para indicar el nimero
de glébulos presentes en la muestra de sangre, deben considerarse los factores de dilucién, el
tamafo de las cdmaras y la técnica del recuento (Rossi, 2017).
Frotis sanguineo

El frotis sanguineo es un método que permite el estudio cualitativo de los diferentes
componentes sanguineos, inclusiones intra o extracelular de parasitos o bacterias sanguineas
y la estimacion de recuentos de plaquetas. Para realizar el frotis por el método del portaobjetos
se debe homogenizar la muestra, se toma sangre con un aplicador y se deposita una gota
pequeia sobre un extremo del portaobjetos, se apoya el extremo del portaobjeto extensor
sobre la superficie del portaobjetos para frotis, y por delante de la gota de sangre se hace
retroceder el portaobjetos extensor hacia la gota de sangre, sin separarlo de la superficie del
portaobjetos de frotis, una vez el portaobjetos extensor haya hecho contacto con la sangre se
inclina de modo que ambos formen un angulo de 45°, cuando la sangre haya corrido por
capilaridad, se procede a la extensién con un movimiento rapido y continuo, se extiende el
portaobjetos extensor hacia delante, cubriendo 2/3 del portaobjetos para frotis, hay que secarlo
moviéndolo en el aire (Gallo, 2014).
Diferenciacion leucocitaria

En las pruebas sanguineas es de suma importancia la cuantificacién e identificacion
correcta de los grupos celulares como plaquetas, glébulos rojos, proteinas y glébulos blancos.
Los glébulos blancos son los responsables del sistema de defensa, de esta forma las
concentraciones de leucocitos podrian indicar la presencia de infecciones o ciertas
enfermedades. Los globulos blancos se dividen en dos grandes grupos, los granulocitos y
agranulocitos (Lopez, 2017).
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Los granulocitos son los tipos mas comunes de glébulos blancos. Son pequefios y
contiene granulos dentro del citoplasma. Los granulocitos presentan una subdivision:
neutrofilos, basofilos y eosindéfilos. Mientras que los agranulocitos no presentan granulos en el
citoplasma, tampoco disponen de una membrana y se clasifican en linfocitos y monocitos
(L6pez, 2017).

Neutroéfilos

Los neutrofilos se originan en la médula 6sea a partir de células mieloides. El
citoplasma de los neutrofilos presenta numerosos granulos de tamafio pequefio. Se liberan a
circulacion desde médula 6sea en respuesta a la demanda tisular existente, la cual queda
patente por medio de numerosas sustancias humorales circulantes (Gonzéles, 2017).

El porcentaje 6ptimo de neutrdéfilos en ovinos debe ser menor al 50%, cuando este
porcentaje aumenta esta asociada a procesos inflamatorios agudos, normalmente purulentos y
de origen infeccioso, lesion tisular extensa, y otros procesos no inflamatorios, como la hemolisis
o las hemorragias agudas. Cuando el porcentaje disminuye puede ser inducida por niveles
altos de corticosteroides circulantes (Soriano, 2016).

Basofilos

Los basdéfilos presentan un ndcleo oval o escotado y heterocromatina periférica. Los
granulos de basofilos son muy grandes y tienen una morfologia irregular, contienen heparina e
histamina. Sus principales funciones son la reaccion de hipersensibilidad como alergias y
anafilaxia, en este proceso se genera vasodilatacién, permiten la unién de antigenos a sus Ig-E
(Universidad de Buenos Aires [UBA], 2021). Los basdfilos son vistos raramente en la sangre
periférica de animales sanos (Rossi, 2017).

Yaguna (2020), menciona que es muy raro encontrar un aumento del numero de
basofilos, ya que es poco habitual encontrarlos en la circulacién periférica. Sin embargo, en el
caso de estar presente se lo asocia con eosinofilia y se puede encontrar en determinadas
alergias, dirofilariosis, mastocitoma.
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Eosinofilos

Los eosindfilos son pequefios granulocitos, con un didmetro de 10-15 pum, su nudcleo es
bilobulado, al igual que los neutréfilos se originan en la médula ésea, al salir de la medula salen
totalmente diferenciados. Circulan en la sangre, pero normalmente se encuentran en pequefias
cantidades, concentrandose en porcentajes de 3 a 6 con respecto al total de granulocitos de la
médula 6sea. Los eosindfilos tienen un metabolismo muy activo (Brito et al., 2003).

Linfocitos

Los linfocitos son mas comunes en el sistema linfatico que en el flujo sanguineo en
ovinos. Los linfocitos se pueden clasificar por su tamafio, es decir que pueden presentar dos
rangos de tamafio, los linfocitos pequefios pueden tener un tamafio aproximado de 7-8 um,
mientras que los linfocitos grandes pueden tener un tamafio de 12-15 um. La forma de su
nucleo es excéntrica. Los linfocitos también se pueden clasificar en tres tipos, las células NK,
células T y células B (L6pez, 2017).

Las células NK o también llamados linfocito asesino natural o linfocito granuloso
gigante, producen la muerte de las células por citotoxicidad e induccién de apoptosis. Los
linfocitos T son los responsables de la inmunidad celular, cuando son activados por el antigeno,
secretan citocinas o también citotoxinas. Actlan principalmente contra patégenos
intracelulares, hongos y tumores. Los linfocitos B son los responsables de la inmunidad
humoral ya que, al ser activados por los antigenos, se transforma en célula plasmatica que
secreta inmunoglobulinas y actian principalmente contra bacterias extracelulares (Vega, 2009).
Monocitos

Rodriguez (2012), menciona que, entre las células del sistema inmune innato, los
monocitos representan uno de los grupos mas importantes y heterogéneos por sus
caracteristicas e implicacién en diversos procesos de la respuesta a la infeccion. Los monocitos
durante la inflamacion, migran desde la sangre hasta los tejidos linfoides y el higado en
respuesta a sefiales derivadas del tejido causadas por la infeccion o por dafio el tisular. Los
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monocitos se originan en la medula dsea a partir del mentado progenitor comun mieloide de
tipo granulocitico-monocitico (Gonzales, 2017). Los monocitos tienen un tamafo de 15-20 um,
su nucleo es de forma irregular, a menudo con vacuolas. Es la célula mas grande de todos los
leucocitos (Mejia, 2018).

Las principales funciones de los monocitos son que migran a los tejidos y configuran el
sistema fagocitico mononuclear asi que ayudan a destruir patdgenos, facilitan el remodelado
tisular y participan en la presentacion de antigenos como macréfagos tisulares, macrofagos de
Kupffer, neumonocitos del tipo Il y las células de Langerhans que se encuentran en la piel

(Universidad de Buenos Aires [UBA], 2021).
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CAPITULO 1Nl
METODOLOGIA
Localizacion
Trabajo de campo y laboratorio
El trabajo de campo se realizé en la Hacienda “El Prado”, en el taller de Ovinos ubicado
en la zona de Pailones, mientras que el trabajo de laboratorio se hizo en el laboratorio de
Acuacultura, ambos ubicados en la Carrera Agropecuaria de la Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE, que se localiza en la parroquia de San Fernando, Cantén Rumifiahui,
Provincia Pichincha.
Figura 1

Vision satelital del area experimental

Proyecto Ovino "Hacienda el Prado”

Nota. Representacion de la ubicacion donde se
realizé la fase experimental, recuperado de

(Google Maps, 2023).

32



Figura 2

Vision satelital del area experimental de laboratorio

¢

/\7 <L‘aQ’.IASA" a‘

Laboratorio de Suelos

-

Nota. Representacion de la ubicacion donde se realiz6 la fase experimental de

laboratorio, recuperado de (Google Maps, 2023).

Tamafo de la muestra

Se utilizaron 10 corderos machos castrados, 5 animales por cada tratamiento. Al tener
esta cantidad de animales dentro de los tratamientos se garantiza que la muestra para el
analisis estadistico del estudio sea significativa.
Tratamientos

El estudio tuvo como base la aplicacién de un probiético aportador de Bacillus subtilis.
Se trabajé con dos tratamientos, el TO donde no se aplicé el probiotico y el T1 donde se aplicé
1 mL de probiético diario. Cada tratamiento tuvo 5 animales.
Preparacion de los animales

La muestra para el experimento fue de 10 corderos machos. La identificacion de los
animales fue con aretes que contenian el nimero de animal y el tratamiento al que pertenecian.
El peso inicial de los animales fue de 18.84 kg. Se mantuvo a los animales con el sistema de
manejo y calendario sanitario del taller de Ovinos. Se desinfecto toda el area antes y durante la

fase experimental.
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Figura 3

Desinfeccién del area de trabajo

Nota. Representacion de la desinfeccion del
area de trabajo. Autoria propia.
Figura 4

Identificacion de corderos

Nota. Representacion de identificacion

de corderos. Autoria propia.
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Dietay aplicacion del probiético

La dieta se bas6 en la adicion diaria de 4% de balanceado peletizado en relacion al
peso promedio del rebafio, se ajusto la cantidad de balanceado acorde al crecimiento de los
corderos. Y se mantuvo a todos los animales con balanceado y pasto para garantizar el
cumplimiento del requerimiento nutricional.

En el destete se suministré 1 mL de probidtico diario de forma oral durante 42 dias, 1
mL de producto equivale a proveer 1.33 x 108 ufc/animal de Bacillus subtilis.
Figura5

Adaptacion de los corderos a la nueva dieta

Autoria propia.

Pruebas de laboratorio

Se realizaron cuatro analisis de laboratorio durante toda la fase experimental del
estudio, cada una con un intervalo de tiempo de 21 dias. El primer analisis se realizé para tener
una linea base para el experimento. En el segundo y tercer analisis ya se adiciond el probiotico

en la dieta. El dltimo analisis se retir6 el probiético de la dieta.
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Figura 6

Realizacién de frotis sanguineo

/

Ndia. Representaé:iéﬁ ’dve-frotis sanguineo.

Autoria propia.
Toma de muestras de sangre

Las muestras de sangre fueron tomadas en la mafana con los animales en ayuno,

extrayendo la sangre de la vena yugular con la técnica de vacutainer, para lo cual se utilizaron
tubos tapa lila con anticoagulante EDTA de 5 mL, sin embargo, la recoleccién de sangre solo
fue de 3 mL por cada animal, que fue la cantidad necesaria para realizar todas las pruebas de
laboratorio (Hematocrito, conteo de glébulos rojos, conteo de glébulos blancos, obtencién de
albumina, globulina, proteinas totales y diferenciacion leucocitaria como neutrdfilos, basofilos,
eosindfilos, linfocitos, monocitos). Una vez obtenidas las muestras, correctamente etiquetadas
se las transportaron al laboratorio de Acuacultura en un cooler que contenia frio-gel a — 4
grados Celsius para garantizar la cadena de frio, se procesaron las muestras el mismo dia que

fueron recolectadas.
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Figura 7

Extraccion de muestras de sangre

Nota. Representacion de extraccion de

muestra de sangre. Autoria propia.

Anélisis de hematocrito

Se utilizaron tres capilares para cada muestra de sangre de los animales. Se absorbi6
una muestra de sangre de acuerdo con la lectura de la tabla Critocaps, es decir, que los
capilares se llenaron tres cuartas partes, para luego ser sellados con plastilina, posteriormente
se coloco dentro de los tubos de ensayo los cuales se encontraban previamente rotulados. Las
muestras se centrifugaron en una centrifugadora normal a 2700 rpm durante 10 minutos.
Después se realiz6 la lectura de la columna de sangre, que da como resultado un
empaguetamiento maximo de los eritrocitos. EI VGA o volumen de sangre se realiza para
conocer el volumen de glébulos rojos con relacion al total de la sangre, esto permite detectar

enfermedades de la sangre.
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Figura 8

Realizacién de hematocrito

Nota. Lectura de hematocrito.

Autoria propia.

Obtencién de plasma

Para la obtencion del plasma de sangre se tomé 100 uL de sangre de cada muestra con
la ayuda de una micropipeta y se colocé en microtubos previamente rotulados, a continuacion,
se metid en la micro centrifuga por 10 minutos a 3600 rpm.
Figura 9

Obtencion de plasma

Nota. Obtencién de plasma. Autoria

£

propia.
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Andlisis de albumina

La lectura de este analisis se desarroll6 mediante la utilizacion del kit Human Albumin
liquicolor, donde se colocé 1 mL de reactivo en cada tubo de ensayo previamente etiquetado,
adicionalmente en los tubos se coloc6 10 uL de plasma sanguineo de cada muestra, mientras
gue a un tubo se adiciono 10 uL del estandar.

Las muestras deben ser incubadas a 20 — 25 °C por un lapso de 5 minutos. Estas
muestras fueron leidas a través de un espectrofotdmetro a 578 nm, el cual fue encerado con el
blanco y calibrado con el estandar, para el analisis se utilizo la siguiente formula:

AA Muestra
AA Estandar

Albtimina (g.dL™) = 4 X

Andlisis de proteinas totales

Este analisis mide el conjunto total de dos proteinas encontradas en la porcién liquida
del plasma, tanto albumina y globulina. Esta lectura se realizé utilizando el kit Human Total
Protein liquicolor. Donde se colocd 1 mL de reactivo en los tubos de ensayo previamente
etiquetados, el primer tubo corresponde al blanco, el segundo tubo pertenece al estandar en el
cual se adiciono 20 pL del estandar, mientras que en los demas tubos se debe afiadié 20 pL
del plasma sanguineo. Las muestras deben ser incubadas por un lapso de 10 minutos a 20 a
25 °C, las lecturas se hicieron a través de un espectrofotometro a 546 nm, que fue calibrado

con el estandar y encerado con el blanco. Para el andlisis se empleo la siguiente ecuacion:

A A Muestra

Proteina total (g.dL™") = 8 X —————
roteina total (g ) A A Estandar

Analisis de globulina
Para el andlisis de globulina se trabajé con la cantidad de albimina y proteinas totales
previamente obtenidas en las pruebas de laboratorio, de esta forma se aplico la férmula:

Globulina = Proteinas totales — Albumina
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Conteo de glébulos rojos y glébulos blancos

Para realizar el conteo de glébulos rojos y blancos se debe emplear la solucion de Natt-
Herrick, para ser usada como mancha y diluyente. Se utilizé una diluciéon 1:200 de la sangre,
mediante la utilizacion de una micropipeta para afiadir 5 pL de sangre a 1 ml de la solucion
para después ser mezclada, con la sangre diluida se deposit6 20 pyL en una camara de
recuento de Neubauer. Se dej6 en reposo durante 5 minutos, para luego ser observada en el
microscopio para realizar el recuento con el lente de 40x. El conteo de eritrocitos se realizé en
los cinco cuadrados, situados en las cuatro esquinas y el cuadro central del reticulo central de
la camara, mientras que el conteo leucocitario se realiz6 en los cuadros centrales grandes.

El nimero de eritrocitos contabilizados se multiplicé por 10000 y fue expresado en cél x
106/ uL, mientras que el niamero de leucocitos contados se multiplicd por 2000 y se expresé en
cél x 104/ L.
Diferenciacioén leucocitaria

Para la diferenciacion leucocitaria se realiz6 un frotis sanguineo. En el borde de un
portaobjetos se colocd 2.5 yL de sangre entera, con ayuda de un extensor se extendié la
sangre por el portaobjetos, se dejé secar y se fijé la muestra con etanol, posteriormente se hizo
la tincién de la muestra con colorante Giemsa. Se observo en el microscopio el frotis
sanguineo, se realizé la identificacidon y conteo de 100 glébulos blancos y se procedié a calcular
el porcentaje de linfocitos, monacitos, basofilos, neutroéfilos y eosindfilos.
Analisis estadistico

Se utiliz6 el programa Infostat para realizar el andlisis estadistico con un nivel de
confiabilidad del 95% y un margen de error del 5%, en primer lugar se analizé la normalidad y
homocedasticidad de los datos, se realiz6 una prueba no paramétrica Kruskal y Wallis para las
variables hematocrito, albimina, proteina, globulina, conteo de glébulos blancos y conteo de
glébulos rojos para observar si en los resultados existieron diferencias significativas entre
tratamientos y entre fechas de analisis de laboratorio.
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Para el caso de los resultados de diferenciacion leucocitaria se trabajo con el software
Excel para obtener el porcentaje de linfocitos, monocitos, basdfilos, neutréfilos y eosindfilos
existentes en cada tratamiento y si existio una diferencia entre los analisis.

Adicionalmente se utilizé el programa Infostat para obtener los resultados de medidas
resumen como la media y la desviacion estandar de las variables, datos importantes para
realizar y obtener la discusion del estudio.

Figura 10

Programa utilizado para analisis estadistico

N/ InfoStat/L - RABSResultados

Archivo  Edicién Datos Resultados Estadisticas Graficos Ventanas Aplicaciones  Ayuda

W/ RABSResultados (== R
¢ BRL& | A~ P LESEB H | M & &AL B
Caso DIAS MUESTRA REPETICION Hematocrito Albumina Proteina Globulina RBC WBC RABE~
1 WTO 1 32,00 2,76 4,32 1,56 220000 60000
2 0 TO 2 30,30 2,75 4,68 1,93 2750000 38000
3 0 TO 3 22,00 2,38 4,50 2,12 1850000 44000
4 0T0 4 28,33 2,97 4,88 1,91 270000 18000
5 0 TO 5 26,67 2,88 4,50 162 1120000 18000
6 0 1 26,00 2,44 4,14 1,70 920000 36000
T 0T 2 28,00 21 3,76 1,05 410000 24000
8 0T 3 17,00 1,86 5,23 3,37 340000 26000
9 0 4 33,67 2,1 4,42 2,31 510000 36000
10 0T 5 5,00 1,85 3,71 1,86 630000 30000
1 21 TO 1 35,00 2,84 3,93 1,09 7670000 18000
12 21 T0 2 37,00 241 4,25 1,84 8620000 12000
13 21 10 3 35,00 3,07 3,84 0,77 8580000 14000
(14 21 TO 4 37.00 2.97 528 231 7200000 28000 N ©
Real |Regislrus 40*15 |ﬂ:1 Suma=0 Media=00 DE =0 Min=0 Max=0 P05=0 P35=0 ﬂ

Nota. Programa utilizado para la realizacion de los andlisis

estadisticos del experimento. Autoria propia.

Modelo experimental hematologia basica
Yij =+ Ti + eij
Donde:
Yij= Hematologia béasica de la ij-ésima unidad experimental
M = media general de la hematologia basica en la poblacién
Ti= efecto del i-ésimo tratamiento sobre la hematologia basica

eij= error experimental asociado a la ij-ésima unidad experimental
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Modelo experimental proteinas plasméticas
Yij =+ Ti + eij
Donde:
Yij= Proteinas plasméticas de la ij-ésima unidad experimental
K = media general de proteinas plasmaticas en la poblacion
Ti= efecto del i-ésimo tratamiento sobre las proteinas plasmaticas

eij= error experimental asociado a la ij-ésima unidad experimental
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Diferenciacion leucocitaria
Linfocitos

El porcentaje de linfocitos en el tratamiento O y en el tratamiento 1 se encontraron sobre
el rango ideal en el dia 0 cuando se comenzd con la fase experimental de acuerdo a los valores
registrados por Yaguna (2020), donde el porcentaje de linfocitos se encontré entre el 45 y el
65%, debido al aumento de las cantidades de linfocitos se presumia la presencia de una
infeccion viral, sin embargo, en el dia 21, 42 y 63 se redujo el porcentaje como se muestra en la
Tabla 3.
Tabla 3

Porcentaje promedio de linfocitos por tratamiento y dias

Dias 0 21 42 63
TO 81,8 69,9 68,4 62,2
T1 80,7 73,2 68,1 62,8

Nota. TO: tratamiento O, T1: tratamientol. Autoria propia.

Sin embargo, en la prueba de comparaciones no paramétrica de Kruskal y Wallis no
existieron diferencias significativas entre los tratamientos.
Monocitos

Yaguna (2020), reporto un porcentaje de monocitos entre 6,35y 13% en su estudio de
la estimacion de parametros hematolégicos en corderos durante la fase de cria en Cérdoba. En
la Tabla 4 se puede observar los resultados de los porcentajes de monocitos obtenidos en este
estudio, donde los resultados del tratamiento 1 se encuentran dentro de los niveles 6ptimos, sin
embargo en el tratamiento 0 en los dias 21, 42 y 63 existio un incremento en los niveles de

monocitos, debido a sus funciones inmunorreguladoras y de fagocitosis se podria sefialar que
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hubo un mayor nimero de monocitos debido a que existia una destruccién de bacterias o
microorganismos complexos como hongos o protozoarios en animales que no estaban
consumiendo el probiético, segun lo sefialado por Herrera y Unda (2021). En el andlisis
estadistico no existieron diferencias significativas entre tratamientos.

Tabla 4

Porcentaje promedio de monocitos por tratamiento y dias

Dias 0 21 42 63
T0 5,8 14,3 13,5 17,0
T1 5,9 9,0 7,0 11,6

Nota. TO: tratamiento 0, T1: tratamientol. Autoria propia.

En la prueba de comparacion de medias no paramétrica de Kruskal y Wallis para el
caso de monocitos no existieron diferencias significativas entre los animales bajo el tratamiento
0y el tratamiento 1.

Basofilos

En la Tabla 5 se observan los resultados del porcentaje de baséfilos, donde los
corderos bajo el tratamiento O presentan valores entre 0,6 — 2,3%, mientras que en el
tratamiento 1 el rango fue de 0,4 - 1,2%. Segun los valores de referencia utilizados por Mejia
(2018), los porcentajes de basofilos oscilan entre el 0 y el 4%, basandonos en estos valores,
los corderos bajo el tratamiento 0 y el tratamiento 1 se encuentran dentro de este rango, sin
evidencias estadisticas de que exista una diferencia significativa entre los tratamientos para el
caso de basdfilos. Teniendo presente que el aumento de la cantidad de estas células se da en
cuadros alérgicos, se determiné que dentro del experimento no existié alergias en los animales
de los dos tratamientos. Teniendo muy presente que los baséfilos y eosindéfilos forman parte de
los leucocitos conocidos como granulocitos. Los baséfilos son un tipo de leucocito que tiene

una funcion relevante en la proteccion inmunitaria y la reparacion de heridas.
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Tabla 5

Porcentaje promedio de baséfilos por tratamiento y dias

Dias 0 21 42 63
TO 15 19 2,3 0,6
T1 1,2 0,7 0,5 0.4

Nota. TO: tratamiento 0, T1: tratamientol. Autoria propia.

En la prueba de comparacién de medias no paramétrica de Kruskal y Wallis no
existieron diferencias significativas entre los tratamientos O y 1.
Neutroéfilos

Los neutréfilos al ser la primera linea de defensa de los organismos, cumplen el papel
de fagocitosis. En la Tabla 6, se muestran los resultados del porcentaje de neutréfilos, donde el
rango se encuentra entre 7.1 a 19.8%, estos datos se encontraron dentro de la normalidad
durante toda la fase experimental en los dos tratamientos, ya que no hubo diferencias
significativas. Yaguna (2020), registro en su investigacion porcentajes de neutréfilos que varian
entre el 5y el 45%, valores similares a los obtenidos en este estudio. Utilizando los valores de
referencia de Lopez (2017), donde el promedio de neutrdfilos fue 36,20%, se llegé a la
conclusion que no existié la presencia de infecciones graves sobre los animales.
Tabla 6

Porcentaje promedio de neutrdfilos por tratamiento y dias

Dias 0 21 42 63
TO 7,1 10,4 9,0 14,0
T1 7,7 12,0 19,7 19,8

Nota. TO: tratamiento 0, T1: tratamientol. Autoria

propia.
Para el caso de neutrdfilos, en la prueba de comparacion de medias no paramétrica de

Kruskal y Wallis no existieron diferencias significativas entre los tratamientos Oy 1.
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Eosinofilos

En la Tabla 7, se visualizan los porcentajes promedio de eosindfilos en el tratamiento 0
y en el tratamiento 1, inicialmente el tratamiento 1 tuvo un porcentaje de 3,8 el cual fue
incrementando hasta alcanzar un promedio de 6,8% en el dia 42, al llegar al dia 63 (21 dias de
retiro del probiético) el promedio disminuyo a 6,2%. Valores similares a los obtenidos por Mejia
(2018), donde los valores de referencia para el caso de eosinofilos oscilan entre el 0 y el 6%,
los valores se encontraron dentro del rango normal en el experimento y no se presentaron
diferencias significativas entre los dos tratamientos.
Tabla 7

Porcentaje promedio de eosindfilos por tratamiento y dias

Dias 0 21 42 63
TO 4.5 51 4.8 5,3
T1 3,8 3,5 6,8 6,2

Nota. TO: tratamiento 0, T1: tratamientol. Autoria

propia.

En la prueba de comparacién de medias no paramétrica de Kruskal y Wallis no
existieron diferencias significativas entre los animales bajo el tratamiento 0 y el tratamiento 1
para el caso de eosindfilos.

Hematocrito

Los valores normales de hematocrito en ovinos se encuentran entre 28 a 40%. Se
puede observar en la Tabla 8 que al iniciar en ambos tratamientos los hematocritos se
encontraban bajos, sin embargo, a partir del dia 21 existié un incremento en los valores de
hematocrito en los dos tratamientos hasta terminar con la fase experimental. Las medias se
encontraron entre 32%, valores similares a los obtenidos por Angulo et al. (2011), donde la
media general fue 31,24% en ovinos criollos, de igual forma Yaguna (2020), registro en ovinos

criollos en la fase de cria un hematocrito promedio de 31,60%.
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Tabla 8

Porcentaje promedio de hematocrito por tratamiento y dias

Dias Tratamiento  Medias D.E.
(%)

TO 27,86 3,84
Tl 26,97 11,20

21 TO 35,40 1,67
21 T1 30,20 8,17
42 TO 33,53 2,08
42 T1 34,20 3,41
63 TO 30,90 7,78
63 T1 31,64 3,93

Nota. TO: tratamiento O, T1: tratamientol, medias
en porcentajes, D.E (Desviacion estandar).
Autoria propia.

Tabla 9

Analisis estadistico de hematocrito por tratamiento y dias

Dias/Tratamiento Medias (%)

0:T1 21,93 A

0:TO 27,86 A B
63:T1 31,64 A B C
21:T1 30,20 A B C
63:TO 30,90 A B C
42:T0 33,53 B C
42:T1 34,20 C
21:T0 35,40 C

Nota. Medias con una letra comin no son
significativamente diferentes (p >0,05). Autoria

propia.



La prueba no paramétrica de Kruskal y Wallis presentados en la Tabla 9, arrojo como
resultados que si existieron diferencias significativas entre los animales del tratamiento 0 y del
tratamiento 1 y entre fechas de analisis.

Albdmina

En Tabla 10 se muestran los valores obtenidos en este estudio, donde el promedio esta
dentro del rango de 1,96 — 2,81 g.dL™!. Ramos et al. (1993), registro en corderos valores
promedio de albimina de 3,54 g.dL™! con una deviacion estandar de + 0,41. En este caso, no
se pudo contrastar con el autor debido a que no se encontré estudios bajo la misma condicion
con la que se trabajo6, por esta raz6n existié una variacion en la cantidad de albimina en este
estudio con relacion al autor.

Tabla 10

Porcentaje promedio de albumina por tratamiento y dias

Dias Tratamiento  Medias D.E.
(g.dL™1)

0 TO 2,75 0,22
0 T1 2,19 0,38
21 TO 2,81 0,25
21 T1 2,53 0,39
42 TO 2,42 0,44
42 T1 2,19 0,38
63 TO 1,96 0,39
63 T1 2,05 0,25

Nota. TO: tratamiento O, T1: tratamientol, medias
en g.dL™!, D.E (Desviacion estandar). Autoria

propia.
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Tabla 11

Andlisis estadistico de albumina por tratamiento y dias

Dias/Tratamiento  Medias (g.dL™1)

63:T0 1,96 A
63:T1 2,05 A
42:T1 2,19 A
0:T1 2,19 A
42:T0 2,42 A B
21:T1 2,53 A B
0:TO 2,75 B
21:T0 2,81 B

Nota. Medias con una letra comlUn no son

significativamente diferentes (p >0,05). Autoria propia.

Durante la fase experimental existieron diferencias significativas entre los tratamientos
para la variable albumina, si bien los dos tratamientos se mantuvieron en un rango normal, el
tratamiento O presenté cambios extremos a diferencia del tratamiento 1 donde el nivel de
albumina se mantuvo constante para los animales bajo el efecto del probiético.

Proteinas totales

En este estudio los promedios de proteinas totales en plasma estuvieron en un rango de
3,51 -6,29 g.dL™. Mientras que los valores referenciales que se utilizaron para determinar la
cantidad de proteinas totales, se obtuvieron del manual de quimica sanguinea de Zapata
(2020), donde los promedios oscilan entre 5,2 — 7,9 g.dL™! en ovinos. Si bien los rangos en
todos los tratamientos y todas las fechas no se encontraron dentro de los niveles referenciales,
pero hay que tener en cuenta que en este estudio se esta observando el efecto de un
probidtico, por esta razén existié una diferencia entre los valores del manual y los obtenidos en
este estudio. Cabe recalcar que en el dia 42 existié un incremento en la cantidad de proteinas

totales en el tratamiento 1, como se muestra en la Tabla 12.
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Tabla 12

Porcentaje promedio de proteinas totales por tratamiento y dias

Dias Tratamiento Medias D.E.
(g.dL™)

TO 4,58 0,21

T1 4,25 0,62
21 TO 4,30 0,57
21 T1 3,51 0,74
42 TO 4,50 0,40
42 T1 6,29 1,33
63 TO 3,76 0,68
63 T1 3,98 0,62

Nota. TO: tratamiento 0, T1: tratamientol, medias en

g.dL™1, D.E (Desviacion estandar). Autoria propia.

Tabla 13

Andlisis estadistico de proteina total por tratamiento y dias

Dias/Tratamiento Medias
(g.dL™)

21:T1 3,51 A
63:TO 3,76 A B
63:T1 3,98 A B C
0:T1 4,25 A B C
21:T0 4,30 A B C D
42:T0 4,50 B CcC D
0:TO 4,58 C D
42:T1 6,29 D

Nota. Medias con una letra comin no son significativamente

diferentes (p >0,05). Autoria propia.

En el caso de las proteinas totales existieron diferencias significativas entre los

tratamientos y entre los dias en las que se realizaron las pruebas de laboratorio. La prueba no
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paramétrica nos muestra que existié una mayor cantidad de proteinas totales con el tratamiento
1 a los 42 dias del experimento y el dia con menor cantidad de proteinas totales fue el dia 21
en el tratamiento 1, es decir que existio un incremento radical del nivel de proteinas en el
tratamiento 1 a lo largo de 21 dias con aplicacion del probiético.
Globulina

En la Tabla 14, se observa los valores promedios de globulinas obtenidas en este
estudio, que se mantuvieron entre 0,98 — 4,10 g.dL™! durante toda la fase experimental, datos
similares a los obtenidos por Cardenas et al. (2023), donde los valores se encontraron entre
1,23 - 5,13 g.dL™1. Es decir que la globulina se mantuvo dentro de los rangos esperados
durante la fase experimental.
Tabla 14

Porcentaje promedio de globulina por tratamiento y dias

Dias Tratamiento Medias D.E.
(g.dL™1)

0 TO 1,83 0,23

0 T1 2,06 0,86
21 TO 1,50 0,61
21 T1 0,98 0,87
42 TO 2,08 0,57
42 T1 4,10 1,19
63 TO 1,80 0,36
63 T1 1,93 0,56

Nota. TO: tratamiento 0, T1: tratamientol, medias en

g.dL™1, D.E (Desviacion estandar). Autoria propia.
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Tabla 15

Andlisis estadistico de globulina por tratamiento y dias

Dias/Tratamiento Medias
(g.dL™1)
21:T1 0,98 A
21:TO 1,50 A B
63:TO 1,80 A B
0:TO 1,83 A B
63:T1 1,93 A B
0:T1 2,06 A B C
42:T0 2,08 B C
42:T1 4,10 C

Nota. Medias con una letra comUn no son

significativamente diferentes (p >0,05). Autoria propia.

La variable globulina de igual forma present6 diferencias significativas entre los
tratamientos y entre dias de evaluacién. Existié6 una mayor cantidad de globulina en el dia 42
con el tratamiento 1.

Conteo de glébulos blancos

En este estudio con ovinos de raza Poll Dorset los resultados fueron que, al iniciar el
experimento, el tratamiento 0 tuvo un promedio de 9,2 cél x 104/ uL y para el tratamiento 1 fue
9,1 cél x 104/ uL como se muestra en la Tabla 16. Durante la fase experimental las medias de
los animales bajo el tratamiento O fueron mas elevadas que los animales del tratamiento 1. A
partir del dia 21 al dia 63 la cantidad de globulos blancos en todos los animales estuvieron
dentro de los valores de referencia. Mejia (2018), en su estudio en ovinos criollos obtuvo una

media de 6,9 cél x 104/ uL con una desviacion estandar de + 1.
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Tabla 16

Porcentaje promedio de conteo de globulos blancos por tratamiento y dias

Dias Tratamiento Medias (cél D.E.
x 104/ uL)

TO 9,2 1,7

T1 9,1 55

21 TO 8,7 6,2
21 T1 6,6 2,1
42 TO 8,4 3,3
42 T1 51 4,1
63 TO 57 2,1
63 T1 53 54

Nota. TO: tratamiento 0, T1: tratamientol, medias en cél x

104/ L, D.E (Desviacion estandar). Autoria propia.

Tabla 17

Analisis estadistico del conteo de glébulos blancos por tratamiento y dias

Dias/Tratamiento  Medias (cél x

104/ pL)

42:T1 5,1 A

63:T1 5,3 A

63:T0 5,7 A B

21:T1 6,6 A B

42:70 8,4 A B

21:70 8,7 B C
0:T1 9,1 C
0:TO 9,2 C

Nota. Medias con wuna letra comin no son

significativamente diferentes (p >0,05). Autoria propia.
Para la variable glébulos blancos se encontraron diferencias significativas entre los

tratamientos, existiendo una menor cantidad de glébulos blancos en el tratamiento 1.
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Conteo de glébulos rojos

En el conteo de gldbulos rojos, los primeros analisis tanto para el tratamiento O como

para el tratamiento 1 se encontraron bajo el limite de normalidad como se muestra en la Tabla

18, segun los rangos referenciales (7,7- 11,5 cél x 106/ uL) utilizados por Mejia (2018).

La misma autora menciona que en sus resultados el promedio de globulos rojos fue de

9,6 cél x 106/ L, valores similares a los obtenidos en esta investigacion donde el promedio

para el tratamiento O fue de 9,05 cél x 106/ uL y de 8,55 cél x 106/ pL para el tratamiento 1.

Hay que tener presente que su funcion es transportar oxigeno a los tejidos corporales e

intercambiarlo por didéxido de carbono, el cual es transportado y eliminado por los pulmones.

Los globulos rojos se forman en la médula 6sea roja de los huesos.

Tabla 18

Porcentaje promedio de conteo de globulos rojos por tratamiento y dias

Dias Tratamiento Medias (cél D.E.
x 106/ pL)

0 TO 7,6 1,07

0 T1 7,5 2,2
21 TO 10,3 6,1
21 T1 8,3 1,8
42 TO 8,2 2,8
42 T1 10,5 3,6
63 TO 10,1 34
63 T1 7,9 5,7

Nota. TO: tratamiento 0, T1: tratamientol, medias en cél x

106/ yL, D.E (Desviacién estandar). Autoria propia.
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Tabla 19

Andlisis estadistico del conteo de glébulos rojos por tratamiento y dias

Dias/Tratamiento  Medias (cél x 106/

uL)
0:T1 7,5 A
0:TO 7,6 A
63:T1 7.9 A B
21:T1 8,3 B
42:T0 8,2 B
63:TO 10,1 B
21:T0 10,3 B
42:T1 10,5 B

Nota. Medias con una letra comlUn no son

significativamente diferentes (p >0,05). Autoria propia.

Existieron diferencias significativas entre la primera prueba de laboratorio y las tres
pruebas posteriores, existiendo un aumento de glébulos rojos a lo largo del experimento, sin
embargo, en los dias 21, 42 y 63 no existieron diferencias significas. Adicionalmente se
observa una disminucién de glébulos rojos en el tratamiento 1 en el dia 63. Segun la prueba no
paramétrica de Kruskal y Wallis existié6 un mayor niumero de glébulos rojos a los 42 dias con el

tratamiento 1.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

En el presente estudio fue posible determinar el efecto de la adicion de un probidtico
aportador de cepa de Bacillus subtilis sobre parametros sanguineos en corderos en la
Hacienda “El Prado” mediante el andlisis de hematologia basica como hematocrito,
conteo de globulos rojos y blancos y diferenciacién leucocitaria al igual que el andlisis
de proteinas plasmaticas como albimina, proteinas totales y globulina. Se observé el
efecto en los dos tratamientos existiendo diferencias significativas en diferentes
parametros del estudio.

Se realiz6 un analisis de hematologia basica, se observaron diferencias significativas
entre los grupos de tratamiento: la media de hematocrito en el tratamiento 0 fue de
31,92%, mientras que en el tratamiento 1 fue de 30,7%. En cuanto al recuento de
glébulos rojos, también se identificaron diferencias significativas. El promedio en el
tratamiento 0 fue de 9,05 células x 106/uL, mientras que en el tratamiento 1 fue de 8,55
células x 106/uL. Respecto al recuento de glébulos blancos, se evidenciaron diferencias
significativas entre los tratamientos. La media de globulos blancos en el tratamiento 0
fue de 8 células x 104/uL, mientras que en los corderos del tratamiento 1 fue de 6,53
células x 104/uL. En relacion con la diferenciacion leucocitaria, no se encontraron
diferencias significativas en los subgrupos de linfocitos, monocitos, baséfilos, eosinéfilos
y neutrofilos.

En cuanto a las proteinas plasméticas, se evidenciaron diferencias significativas en los
niveles de globulina, albimina y proteinas totales. En el caso de la albumina, los valores
en el tratamiento O variaron entre 1,93y 2,81 g.dL™!, mientras que en el tratamiento 1

se encontraron en el intervalo de 2,05 a 2,53 g.dL™!. Respecto a la globulina, en el
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tratamiento O los valores fluctuaron entre 1,5y 2,08 g.dL™!, mientras que en el
tratamiento 1 se extendieron desde 0,98 hasta 4,1 g.dL™!. En relacion con las proteinas
totales, los ejemplares del tratamiento O presentaron valores en el rango de 3,76 a 4,58
g-dL™1, mientras que los del tratamiento 1 se ubicaron entre 3,51y 6,29 g.dL™1.

Por lo anteriormente expuesto, se puede indicar que, dentro de algunos parametros
sanguineos como hematocrito, proteinas plasmaticas, conteo de glébulos rojos y
glébulos blancos, si se mejoraron por la adicién del probiético en la dieta de los

corderos.

Recomendaciones

Es importante destacar que, en funcion de los resultados observados en hematologia
basica y proteinas plasmaticas, se recomienda un analisis mas profundo para
comprender mejor las implicaciones de estas diferencias significativas. Seria
beneficioso investigar como estas variaciones en los niveles de albimina, globulina,
proteinas totales y hematologia basica podrian estar relacionadas con los tratamientos
aplicados en el estudio. Ademas, considerando que las proteinas plasmaticas
desempefian roles cruciales en diversas funciones biolégicas, una mayor exploracion
podria proporcionar una comprension mas completa de los efectos de los tratamientos y
su influencia en la salud de los animales.

Con los resultados obtenidos en esta investigacion, si se recomienda la adicion del

probidtico en la dieta de los corderos en el momento del destete.
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