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Resumen y Abstract v

RESUMEN

Los probidticos son utilizados normalmente en la alimentacidon para favorecer el
desarrollo intestinal y la salud de los animales. Entre ellos estdn las Bacterias Acidolacticas
(BAL), que actuan en la regeneraciéon de la microbiota intestinal. El objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto que tiene la utilizacion de aditivos nutricionales diferentes a
los antibidticos, como las BAL, en la alimentacién de pollos de engorde para favorecer el
estado inmunoldgico evitando posibles enfermedades; para esto se utilizaron 60 aves que
fueron eutanasiadas escalonadamente los dias 7, 14, 21, 28, 35y 42 de vida; se extrajeron
los érganos para andlisis alométrico; se tomd una muestra de sangre de cada animal para
analisis de anticuerpos vacunales contra gumboro; se tomd una muestra del contenido
intestinal para medir pH; y para los analisis productivos se pesaron semanalmente y todos
los dias se midié el consumo de alimento. Las aves fueron alimentadas con dos dietas:
una dieta basal, y otra dieta basal con adicidon de antibidtico. El probidtico se suministré
en el agua de bebida a las aves alimentadas con la dieta basal, garantizando una
concentracién de 10’UFC/mL. El disefio estadistico utilizado fue de bloques al azar en
arreglo de parcelas divididas (5 dietas por 6 edades). La inclusién de probidticos,
especificamente de E. faecium, mejord los parametros productivos (P<0.05) como: peso,
conversién, porcentaje de supervivencia, factor de eficiencia americana, indice
productivo, eficiencia europea y eficiencia alimenticia; /a adicién de E. faecium o L.
acidophilus mejord las variables de peso de oérganos, crecimiento alométrico y pH
intestinal (P<0.05) e influyeron en los titulos de anticuerpos (P<0.05); lo cual se vio
reflejado en la salud de las aves, en el aumento en el rendimiento econdmico y en la
disminucién de antibidticos en la dieta. Por todo lo anterior los probidticos pueden ser un
reemplazo eficaz y seguro de los antibidticos como promotores de crecimiento, cuando se
utilizan desde el primer dia de edad del ave.

Palabras clave: Probidtico, Analisis alométrico, Anticuerpos, Pollo, E. faecium, L.
acidophilus, L. casei.
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ABSTRACT

Probiotics are commonly used in animal’s diet to boost intestinal development and
concurrently their health. One of the most common microbes employed as Probiotics are
Lactobacillales or lactic acid bacteria (LAB), this strain plays an important role regenerating
the intestinal flora. The objective of this study was to evaluate the effects of using diverse
nutritional additives other than antibiotics, in this case, using LAB in broiler's feeding to
improve the immune system avoiding possible diseases. In order to assess this, 60 birds
were slaughtered stepwise on days 7, 14, 21, 28, 35 y 42; the organs were extracted for
allometric studies; a blood sample collected from each animal for analysis of vaccine
antibodies against Gumboro; the intestinal content was sampled to get pH values and for
the analysis of production, the food intake was scrutinised on a daily basis and their
weight was measured weekly. Poultry were fed with 2 diets: Basal diet and a Basal Diet
with added antibiotics. Probiotics were provided in the drinking water supply, ensuring a
concentration of 10’UFC/mL. The statistical model was a randomized split-plot
arrangement (5 diets for 6 ages). The inclusion of probiotics, especially E. faecium,
improved production parameters (P<0.05) as: weight, conversion, survival rate, and feed
efficiency. E. faecium and L. acidophilus, improved the organ weight variables, allometric
growth and intestinal pH (P<0.05) and influenced the production of antibodies (P <0.05);
which was reflected in the health of the broilers, growing in economic yield and the
reduction of antibiotics in the diet. All these means that probiotics may be an effective
and safe replacement of antibiotics when used from the broilers hatching.
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Contenido Xl

INTRODUCCION

La avicultura es una actividad que ha crecido drasticamente a nivel mundial, alcanzando
grandes avances en las Ultimas décadas (Stewart et al., 2013). La seleccidén genética para
aumentar la ganancia de peso ha mejorado la conversién alimenticia, sin embargo el
desarrollo de 6rganos y tejidos relacionados con las respuestas inmunes han resultado
perjudicados (Korver, 2012; Ohimain & Ofongo, 2012).

En los sistemas de produccion actuales, en los cuales se maneja una alta densidad de aves
en el galpdn , éstas se enfrentan a diferentes agentes patdégenos que pueden ocasionar
enfermedades y afectar negativamente la produccién (Giannenas et al., 2012; Korver,
2012). Para evitar éste problema, a nivel mundial se han utilizado los antibidticos como
promotores de crecimiento (APC) (Krdl et al., 2012), los cuales mejoran la tasa de
crecimiento, la salud y el bienestar de los animales.

El desarrollo de cepas de bacterias resistentes a los APC y la incidencia de ciertas
enfermedades en el hombre debido al uso excesivo de éstos hicieron que uso fuera
controlado (Agostini et al., 2012; Oso et al., 2013)

Esta situacion llevd a que se investigaran alternativas bioldgicamente seguras a los APC,
entre las cuales se encontraron prebidticos, probidticos, simbidticos, nucledtidos, acidos
organicos, vitaminas, minerales, entre otros (Placha et al., 2010; Agostini et al., 2012; Oso
et al.,, 2013). Los probidticos son utilizados normalmente en la alimentacidon para
favorecer el desarrollo intestinal y la salud de los animales (Franz et al., 2011). Entre ellos
estan las Bacterias Acidolacticas (BAL), bacterias gram positivas anaerobias facultativas,
que convierten lactosa y otros monosacaridos en acido lactico y actdan en la regeneracion
de la flora intestinal (Musa et al., 2009).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la utilizacién de aditivos
nutricionales diferentes a los antibidticos, como las BAL, en la alimentacién de pollos de
engorde para favorecer el estado inmunoldgico evitando posibles enfermedades durante
su etapa productiva.



1. MARCO TEORICO

1.1 ASPECTOS GENERALES

El principal objetivo de la avicultura es la produccion de alimentos aptos para el consumo
humano, teniendo en cuenta el bienestar de los animales y el respeto por el medio
ambiente (Gaggia et al., 2010). En Colombia segun la Federacidon Nacional de Avicultores,
el sector avicola de produccion de pollo crecié un 2% entre el 2010 y 2012 (figura 1) (SAC,
2013).

Produccion de pollo en Colombia 2010-2012
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Figura 1: Produccién de pollo en Colombia entre 2010 y 2012 (Tomado de SAC, 2013)

En el 2013 en Colombia se encasetaron en promedio 30 millones de pollitos al mes,
obteniendo una produccién anual promedia de 600.000 toneladas de pollo, para un
consumo per capita de 27 Kg/Hab (figura 2). La participacidn regional en la produccion de
pollo la lidera la Zona Central del pais (Cundinamarca, Tolima y Huila) con 35% del total,
seguida del Valle (19%), Santander (18%), Antioquia (11%), Costa Atlantica (10%), Eje
Cafetero (3%) y la zona Oriental (1%). Esta produccidn se dirige especialmente a los
mercados de Bogota, Medellin, Cali y ciudades de la Costa Atlantica. A diferencia del
pasado, los patrones de consumo han cambiado, por cuanto ahora los clientes demandan
el pollo en presas, especialmente pierna, pernil y alas, y preferiblemente empacadas en
bandejas (FINAGRO, 2013).
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Figura 2: Consumo per capita de pollo en Colombia (FINAGRO, 2013).

La adaptacidn al periodo posterior a la eclosion y el aumento de los factores de estrés que
se derivan de las prdcticas utilizadas en la produccién avicola moderna, pueden debilitar
las funciones inmunes y asi predisponer a los pollos a la colonizacién de microorganismos
patdgenos en el tracto gastrointestinal, lo que representaria una amenaza para la salud de
las aves, y a su vez, para la inocuidad alimentaria (Gaggia et al., 2010; Wigley, 2013).

Las enfermedades tienen un impacto econdmico y social importante, no solo por las
pérdidas directas, sino también por las pérdidas indirectas como consecuencia de la
inmunosupresion de los animales. Entre las pérdidas directas, se encuentran las
econdmicas, que dependiendo de la virulencia, la dosis del inocuo, y la edad de las aves se
podria presentar una alta mortalidad. Entre las pérdidas indirectas, se encuentran
problemas a nivel productivo, debido a las alteraciones en el crecimiento y desarrollo de
los animales. Esta situacién también podria tener un impacto importante en la salud
publica, favoreciendo el desarrollo de infecciones de importancia zoondtica (Ingrao et al.,
2013).

En los ultimos afios, los antibidticos se han incluido en la alimentacién animal en niveles
sub-terapéuticos, actuando como antibidticos promotores de crecimiento (APC) (Gaggia et
al., 2010; Huyghebaert et al., 2011; Agostini et al., 2012). La preocupacidon mundial sobre
el desarrollo de la resistencia a los antibidticos, y la transferencia de genes resistentes de
los animales al hombre, condujo a la prohibicidon del uso de loa APC en la Unién Europea
desde el 1 de enero 2006 (Gaggia et al., 2010; Huyghebaert et al., 2011).
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En la actualidad la industria de la nutriciéon animal se enfrenta a un futuro sin APC, el
aditivo mas eficaz con el que se contaba. La prohibicién en la Unién Europea y el retiro
voluntario gradual de los APC en alimentos en otras partes del mundo, ha supuesto una
presién adicional a favor de mejorar la salud intestinal y el bienestar de los animales.
Actualmente, hay un aumento sustancial de las lineas de investigacién dirigidas a evaluar
productos alternativos para mantener la flora intestinal beneficiosa y la salud digestiva,
donde se incluyen diversas clases de productos como enzimas, probidticos, prebidticos,
fitogénicos y acidos organicos. Durante los ultimos 10 afos, estos productos han sido
ampliamente probados y su evaluacion continuard en el futuro. Para ser aceptados por la
industria, los efectos de estos productos deben ser demostrados por una mejora de los
rendimientos productivos de los animales similar a la alcanzada con los APC (Ravindran,
2013).

1.2 EL TRACTO GASTROINTESTINAL (TGI) DE LAS AVES

La alimentacidon es probablemente el factor mas importante en la produccion de pollos de
engorde, por medio de la cual las aves se pueden exponer a una amplia variedad de
agentes a través TGl. La ingesta de alimento estd acompanada por el rapido desarrollo del
TGl y de los drganos asociados. Después de la eclosidon, el momento y la forma de
suministro de los nutrientes disponibles para las aves es fundamental para el desarrollo
del intestino (Ohimain & Ofongo, 2012).

El TGl de los pollos recién nacidos es basicamente estéril, no contiene microorganismos.
Por medio de la alimentacidn, los microorganismos colonizan poco a poco el TGl, el cual
forma un consorcio microbiano estable con el tiempo. Los estudios han demostrado que
se necesitan de 2 a 4 semanas para que se estabilice la microbiota intestinal (Ohimain &
Ofongo, 2012). Durante la primera semana después de la eclosién el crecimiento del
sistema gastrointestinal de pollo es muy superior a la de otros 6rganos en el cuerpo y es
esencial para que el ave pueda alcanzar su mdaximo potencial genético. La funcién
principal del tracto gastrointestinal es la de absorber los nutrientes de la dieta y excretar
productos de desecho; Sin embargo, también contiene un ecosistema microbiano Unico
gue se ve afectada por los nutrientes presentes en la dieta; y las secreciones y respuestas
sistémicas del hospedero (Torok et al, 2011).

En los animales, el TGl tiene como principal funcidon la degradacién y absorcion de
nutrientes necesarios para mantenimiento, crecimiento y reproducciéon. Tiene una
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barrera, la cual separa el medio interno del entorno luminal, desarrollando un ambiente
dindmico constituido de interacciones complejas entre el contenido presente en el lumen
intestinal, microorganismos y las células epiteliales de absorcidon, proporcionando
proteccion fisica e inmunoldgica (Chaucheyras & Durand, 2010; Gaggia et al., 2010; Patel
et al, 2014).

El epitelio intestinal, junto con el moco, proporcionan la primera barrera de defensa
sensorial, mediada por un transporte activo entre las bacterias nativas residentes,
patdgenos y otros antigenos. Las bacterias residentes pueden ejercer una doble funcién,
la estimulacion de los mecanismos de defensa de la mucosa y el mantenimiento de la
homeostasis de la respuesta inmune. La microbiota intestinal, con sus funciones
metabdlicas, tréficas y de proteccidn, es capaz de afectar positivamente la integridad de la
barrera intestinal (Gaggia et al., 2010; Chambers & Gong, 2011).

1.3 CRECIMIENTO ALOMETRICO DEL TGl

La alometria puede ser definida como el estudio de los cambios proporcionales asociados
con la variacion en el tamafio, ya sea del cuerpo o de una forma especifica u érgano, y su
relacion con caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y quimicas de los seres vivos (Gayon,
2000). En un sentido mas amplio, describe cémo las caracteristicas de los seres vivos
cambian con el tamafio (Shingleton, 2010). El peso de un dérgano y sus funciones
correspondientes estan correlacionadas con el peso corporal, por tanto, se pueden
establecer funciones con relacién al peso corporal y al peso del érgano (Jaramillo, 2012).

1.4 INMUNOLOGIA AVIAR

El sistema inmune comprende un conjunto de érganos y estructuras diversas en cuanto a
naturaleza, origen, funcién, y localizaciéon. Su papel fundamental es intervenir en los
procesos de defensa frente a agentes extrafios (antigenos), memorizarlos para
reconocerlos ante una segunda posible infeccion o invasidn, y ademas mantener su
integridad preservando sus propias estructuras. Comprende drganos linfoides
especializados, que son el lugar donde se orquesta la respuesta inmunitaria, una red
difusa de vasos linfaticos, y un conjunto de células linfoides y no linfoides que se movilizan
constantemente por las estructuras corporales (Gomez, 2007; Tizard, 2009).
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El sistema inmune de las aves es una entidad compleja, multifactorial. La funcién inmune
se ve afectada por edad de las aves, composicién de la dieta, nivel de alimentacidn,
potencial genético, medio ambiente, estrés, entre otros (Korver, 2012).

La inmunidad innata es uno de los primeros mecanismos de defensa contra cualquier
agente infeccioso. El reconocimiento por parte del hospedero de los agentes patdgenos es
un elemento clave para el proceso de la enfermedad. El cuerpo tiene barreras fisicas de
defensa, las cuales pueden prevenir muchas infecciones bacterianas, entre ellas estan la
piel y las mucosas, las cuales impiden que los agentes extrafios accedan al animal
(Chambers & Gong, 2011; Korver, 2012).

La inmunidad adquirida es una respuesta especifica tras la exposicion y reconocimiento de
los activadores especificos de la funcion inmune (antigenos). La respuesta inmune
adquirida tiene células B que producen anticuerpos contra el antigeno y células T
citotoxicas que matan células infectadas por patégenos invasores especificos. La
inmunidad adquirida posee memoria, lo que significa que la préxima vez que un antigeno
vuelva a entrar en contacto con el hospedero, es posible que se dé una respuesta mucho
mas rapida (Korver, 2012). Mientras que el sistema inmune innato es eficaz para limitar
las infecciones bacterianas, se necesita de respuestas inmunes adquiridas para combatir
los patdgenos bacterianos (Wigley, 2013)

El timo y la bolsa de Fabricio son los érganos linfoides centrales (Primarios); los drganos
linfoides periféricos (Secundarios) incluyen: bazo, glandulas Harder, médula ésea, tejido
linfoide asociado conjuntivo (CALT), tejido linfoide asociado a bronquios (BALT), y tejido
linfoide asociado a intestino (GALT), en el cual las tonsilas cecales son las mas
prominentes. Los pollos no tienen ganglios linfaticos, pero tienen nddulos linfoides
asociados con vasos linfaticos. La IgA, componente principal del sistema inmune de las
mucosas, media inicialmente la defensa de la superficie de la mucosa intestinal contra
patégenos entéricos (Cunningham & Klein, 2009).

1.4.1 Bolsa de Fabricio (Bursa)

Es el érgano linfoide primario (central) para el desarrollo de las células productoras de
anticuerpos, durante la segunda y tercera semana después de la eclosién. También es un
organo linfoide secundario como parte del GALT, y tiene funciones endocrinas. Ademas de
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los linfocitos B, se pueden encontrar macréfagos y células plasmdticas (Cunningham &
Klein, 2009).

En este organo los linfocitos B adquieren la capacidad para responder a uno u otro
antigeno; el linfocito precursor tiene la informacién genética necesaria para producir
anticuerpos contra todos los determinantes antigénicos posibles, pero para que esta
potencialidad se haga efectiva, es necesario que los genes de las cadenas constantes de
las inmunoglobulinas se ensamblen adyacentes a los genes de las cadenas variables (es la
gue lleva el fragmento que se une al antigeno y determina la especificidad) (Tizard, 2009).

1.4.2 Timo

Su funcién esencial es proporcionar un medio ambiente especifico para que se dé la
diferenciacién de células T en ayudantes y citotdoxicas que modulan la produccién de
anticuerpos; retrasa las reacciones de hipersensibilidad; actia en las reacciones injerto
contra huésped (capacidad de los linfocitos T maduros, transfundidos de un individuo
sano a otro inmunosuprimido, para rechazar al nuevo huésped) y en la activacién de
macroéfagos y respuestas citotéxicas (Makram et al., 2010).

1.4.3 Bazo

Es el principal sitio de la actividad hematopoyética en el desarrollo embrionario,
importante para el procesamiento del antigeno y la produccién de anticuerpos después de
la incubacién (Makram et al., 2010).

1.5 MECANISMOS DE DEFENSA DEL APARATO DIGESTIVO

El intestino tiene una superficie extensa, por lo que el animal orienta gran parte de la
inmunidad hacia este 6rgano. Alli estan localizadas aproximadamente el 75% de todas las
células de defensa del organismo en forma de tejido linfoide (Tizard, 2009). La estructura
de la barrera intestinal incluye, desde el lumen hacia el lado de |la sangre: la microbiota
propia; mucosa, células epiteliales; y el compartimiento subepitelial con una variedad de
células que incluyen las células inmunes. (Lodemann, 2010). El papel clave de la barrera
intestinal, es evitar la propagacién de bacterias y toxinas hacia los 6rganos y tejidos del
animal. El aumento de la permeabilidad intestinal o dafos en la mucosa, puede ocasionar
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una translocacion bacteriana, en la cual las bacterias del TGl pasan a los sitios
extraintestinales (ganglios linfaticos mesentéricos, higado, bazo, torrente sanguineo) y
podrian causar infeccidn (Placha et al., 2010).

La mucosa o epitelio intestinal representa una interfaz entre el medio interno y el externo.
Tiene dos funciones vitales: la primera de transporte, como la absorcion de nutrientes o la
secrecién de electrolitos y agua, y la segunda de barrera, protegiendo el hospedero contra
la absorcién de sustancias no deseadas, toxinas y microorganismos, o contra la pérdida de
sustancias propias o de iones. Estas funciones pueden verse afectadas por diferentes
factores como el estrés, lesiones o microorganismos patdgenos, estos ultimos actudan
liberando toxinas o adhiriéndose a las células epiteliales y activando un gran nimero de
vias de seializacion, las cuales conducen a veces a graves cambios en las funciones
fisiolégicas como: cambio en la estructura y funciéon de las uniones apretadas de la
membrana intestinal, secrecién de liquidos y electrolitos; y activacién de la cascada
inflamatoria (Lodemann, 2010). Los anticuerpos tipo IgA de la mucosa, representan una
importante fracciéon de la barrera inmunoldgica del intestino, confiriendo proteccion al
impedir la adherencia de bacterias o toxinas a las células del epitelio intestinal (Bengmark,
2013).

La estructura de la mucosa intestinal puede revelar cierta informacién sobre la salud del
intestino. Los cambios en la morfologia intestinal, tales como las vellosidades cortas y
criptas mas profundas han sido asociados con la presencia de toxinas, teniendo efectos
negativos sobre la absorcidon de nutrientes a nivel intestinal. La demanda de energia y
proteinas para el mantenimiento del TGl es alta comparada con otros érganos (Giannenas
etal., 2012).

1.6 GENERALIDADES DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

“Poblaciones bacterianas que colonizan una zona determinada del TGl de humanos o
animales hospederos y que no comprometen la salud ni funcionamiento de éste”
(Chambers & Gong, 2011).

La microbiota intestinal estd compuesta por bacterias, protozoos, hongos, y virus
(Chaucheyras & Durand, 2010; Tlaskalova et al., 2011); vive en intimo contacto con la
pared intestinal circundante y las bacterias pueden ejercer efectos benéficos o



Marco Tedrico 20

perjudiciales en el hospedero, dependiendo de si se clasifican como probidticos o como
patégenos (Weis et al., 2010).

El establecimiento de la poblacidon microbiana en el tracto digestivo de las aves se inicia
inmediatamente después del nacimiento y cuando éstas comienzan a consumir alimento;
ademas los diferentes microorganismos colonizadores son sensibles a cambios que
puedan ocurrir en el TGl del hospedero, por lo que en éste deben existir factores
adecuados de pH, temperatura, nutrientes y fluidos esenciales (Chambers & Gong, 2011).

La microbiota intestinal tiene un impacto especifico actuando como “barrera” en el TGI:
induce cambios anatdmicos vy fisiolégicos en la estructura de la pared intestinal, participa
en modificaciones inmunoldgicas en el intestino, y mejora la resistencia del hospedero a
las bacterias enteropatdgenas (Chaucheyras & Durand, 2010; Quigley, 2010; Huyghebaert
et al., 2011).

La microbiota intestinal controla la homeostasis a través de numerosos mecanismos
(Quigley, 2010), en los que estan involucradas sustancias como lipopolisacaridos,
flagelinas, peptidoglicanos y péptidos formilados. También interactua con los receptores
de células intestinales, como los receptores tipo Toll y activa importantes vias de
sefializacion intracelular con capacidad para modular procesos como la supervivencia
celular, replicacién, apoptosis, y respuesta inflamatoria. El sistema inmune del hospedero
controla la carga microbiana a través de la liberacion de moléculas como Defensinas,
criptidinas, lectinas, angiogenina 4, especies reactivas de oxigeno, IgA y bacteriocinas, que
limitan de manera efectiva la expansion de diversos microorganismos patdgenos
(Tlaskalova et al., 2011; Bengmark, 2013).

En el TGl del hospedero, la microbiota comensal juega un papel significativo en la
"resistencia a la colonizacidn” de patdgenos bacterianos. Esta resistencia estd dada por la
exclusién competitiva y la inmunomodulacién. También estimula el desarrollo del TGl para
mejorar funciones como: la digestidon de nutrientes; enzimas digestivas; el desarrollo del
tracto digestivo; proliferacion de la mucosa intestinal; sintesis de vitaminas y utilizacién de
productos de la fermentaciéon endégena (Chambers & Gong, 2011).

1.7 SISTEMA INMUNE Y NUTRICION
La funcion del sistema inmune es regular el espectro completo de las interacciones con los

microorganismos; no soélo excluyendo los patégenos y evitando infecciones, sino también
limitando el costo energético de responder en contra de los microorganismos que pueden
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ser tolerados y beneficiosos; esto significa que los mecanismos inmunoldgicos son
complejos y dependen de una serie de componentes que se activan por diferentes tipos
de seiiales y pueden ser regulados de forma independiente. Se sabe desde hace algun
tiempo que la respuesta inmune se modula no solo por la genética del hospedero, sino
también por medio de su nutricion (Ponton et al., 2013).

Para una comprension mas completa de la interaccidn entre nutricion e inmunidad es
importante comprender: en primer lugar, que la funcidn inmune se ve afectada por la
nutricion del hospedero, que puede afectar en gran medida el resultado de la infeccion.
En segundo lugar, las interacciones basadas en la nutricion son una de las principales
fuentes de microorganismos benéficos para el hospedero; y tercero, la digestion de
nutrientes del hospedero se da principalmente en el intestino, el cual es el lugar donde
habitan la mayor densidad de células microbianas, tanto benéficas como potencialmente
perjudiciales, y por lo tanto es el sitio de mayor intensidad de las interacciones microbio-
hospedero (Ponton et al., 2013).

1.7.1 Inmunomoduladores

La inmunomodulaciéon nutricional se define como la “suplementacion selectiva de
nutrientes especificos en la dieta para alterar algun aspecto de la funcién inmune, para
llevar a cabo un objetivo previsto”. (Korver, 2012)

Se considera que la respuesta inmune que genera el uso de los inmunomoduladores esta
dada por varios procesos fisiolégicos que dan lugar a una elevada activacion vy
reclutamiento de las células inmunitarias, particularmente las células fagociticas; ademas,
ayuda a acelerar el desarrollo y maduracidon del sistema inmune, incrementando la
diversificacion del repertorio de linfocitos y disminuyendo las consecuencias catabdlicas
de las infecciones que causan inmunosupresion. (Cortés & Villamarin, 2013).

1.8 ANTIBIOTICOS PROMOTORES DE CRECIMIENTO (APC)

A finales de 1940 se comenzaron a utilizar dosis subterapéuticas de antibidticos, las cuales
tenian un efecto positivo sobre la produccién intensiva de animales, estas practicas
apoyaron la intensificacidon de la produccidon moderna de alimentos, facilitando el destete
precoz, aumento de la densidad de animales, y fuentes de alimentacién mds econdmicas.
(Laxminarayan et al., 2013)



Marco Tedrico 22

El mecanismo de accion mas conocido para ser propuesto es que los APC tienen una
accion antibacteriana que favorece el rendimiento de diferentes maneras: reducen la
incidencia y gravedad de las infecciones subclinicas, reducen el uso de nutrientes por los
microorganismos, mejoran la absorcién de nutrientes debido a adelgazamiento de la
pared intestinal, y reducen la cantidad de metabolitos depresores de crecimiento
producidos por bacterias Gram-positivas (Huyghebaert et al., 2011).

En la medicina moderna, los antibidticos son la base de la defensa contra las infecciones
bacterianas. Pero ahora las bacterias se estan defendiendo y desarrollando resistencia a
los antibidticos a un ritmo alarmante. La resistencia a los antibidticos se ha convertido en
un problema de salud publica. La principal preocupacién es el aumento de la resistencia a
los antibidticos y la posible propagaciéon de genes de resistencia a bacterias patégenas
(Sharma et al., 2014).

La preocupacion mundial sobre el desarrollo de la resistencia a los antibidticos y la
transferencia de genes de resistencia de los animales a la microbiota comensal, llevd a la
prohibicion del uso de APC en la Unidn Europea desde el 1 de enero 2006 (Gaggia et al.,
2010; Huyghebaert et al., 2011; Sharma et al., 2014).

Existe la necesidad de buscar alternativas viables que puedan mejorar los mecanismos de
defensa naturales de los animales y reducir el uso masivo de APC. Una forma es utilizar
aditivos para alimentos especificos o materias primas que tengan una influencia positiva
sobre el rendimiento y bienestar de los animales, en particular a través de la modulacién
de la microbiota intestinal, la cual desempefia un papel critico en el mantenimiento de la
salud del hospedero (Sharma et al., 2014).

Los probidticos aparecen como una posible estrategia para controlar los patégenos y por
tanto mantener una microbiota intestinal saludable (Tellez et al., 2012). Una variedad de
cepas probidticas bien caracterizadas han sido seleccionados para evaluar la modulacion
de la microbiota intestinal en aves y la proteccidon contra una variedad de patégenos
(Gaggia et al., 2010).

1.8.1 Exclusion Competitiva (EC)
"Es el fendmeno asociado a las tendencias de los primeros organismos a establecerse

como una flora para impedir el establecimiento de nuevos microorganismos” (Chambers
& Gong, 2011).
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La utilizacién de probidticos en aves esta estrictamente relacionada con el concepto de
EC, proceso por el cual se le impide a un microorganismo la colonizacién de un entorno
determinado por la presencia previa de otros microorganismos que estan establecidos en
mejores condiciones y son capaces de mantenerse en ese ambiente (Doyle & Erickson,
2012; Tellez et al., 2012).

1.9 PROBIOTICOS

Durante milenios, los seres humanos han utilizado microorganismos en la elaboracién de
alimentos, como la fermentacion de la leche, carne, verduras y la produccion de bebidas
alcohdlicas. Sin embargo, la comprension de cdmo los probidticos ejercen sus efectos
benéficos es tema de debate en la actualidad (Musa et al., 2009; Butel, 2014).

El término probidtico proviene del griego (pro, “para,” y bios, “vida”), y fue definido por
Fuller (1989) como un suplemento alimenticio de origen microbiano que afecta
beneficiosamente al hospedero mejorando su equilibrio intestinal (Musa et al., 2009;
Huyghebaert et al., 2011; Castillo et al., 2012; Tellez et al., 2012; Al-Sheraji et al., 2013;
Sharma et al., 2014). Recientemente, la OMS ha revisado su definicion y los considera
como “organismos vivos que administrados en cantidades adecuadas ejercen un efecto
benéfico sobre la salud del hospedero” (Franz et al., 2011).

Lactobacillus o Bifidobacterium spp. son los microorganismos mas utilizados por sus
efectos benéficos (Singh et al, 2011); sin embargo, hay que sefialar que la distincion entre
microorganismos "buenos" y "malos" es relativa, y depende en gran medida de en qué
parte del tracto digestivo se encuentra y para que se utilizan (Wichers, 2009; de Lange et
al, 2010).

El modo de acciéon de los probidticos es que producen metabolitos especificos e
intermedios que estimulan el sistema inmunoldgico del hospedero (Oso et al., 2013). Se
han propuesto mecanismos de inhibicién de patdégenos por la microbiota intestinal los
cuales incluyen la competencia por los nutrientes, la producciéon de compuestos tdxicos
(acidos grasos volatiles, bajo pH y bacteriocinas), la competencia por sitios de unién en el
epitelio intestinal y la estimulacién del sistema inmune. Estos mecanismos no son
mutuamente excluyentes, y algunos microorganismos pueden efectuar el cambio con un
Unico mecanismo, mientras que otros pueden utilizar varios mecanismos (Lutful, 2009).
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La supervivencia de organismos probidticos en el intestino depende de los factores de
colonizacién que poseen, los cuales les permiten resistir los mecanismos antibacterianos
(quimicos y fisicos) que operan en el intestino (Huyghebaert et al., 2011).

Las cepas probiodticas se han caracterizado por ser habitantes normales de la especie
objetivo y por tener la capacidad de adherirse y colonizar las células epiteliales del
intestino; sobrevivir y crecer en las unidades ecoldgicas respectivas (Huyghebaert et
al.,2011), ser genéticamente estables; producir sustancias antimicrobianas y antagdnicas
de bacterias patdgenas; competir con la microflora nativa; y resistir a la bilis y acidos
(Lutful, 2009)

Los criterios de seleccidn de bacterias que se utilizardn como ”“probidtico” deben incluir:
ejercer un efecto benéfico en el hospedero; soportar en un producto alimenticio altos
recuentos de células y permanecer viable durante todo el periodo de validez del producto;
sobrevivir durante el paso a través del TGI; adherirse al epitelio intestinal; producir
sustancias antimicrobianas que tengan actividad antagonista contra las bacterias
patdgenas; estabilizar la microbiota intestinal y proporcionar varios beneficios para la
salud; ser estable frente a la bilis, 4cido, enzimas y oxigeno; ser no patdgenas, no tdxicas,
no alergénicas, no mutagénicas; y no deben portar genes de resistencia a antibidticos
(Sharma et al., 2014).

1.9.1 Bacterias Acido Lacticas (BAL)

Una variedad de especies microbianas han sido utilizadas como probiéticos, incluyendo
especies de Bacillus spp, Bifidobacterium spp, Enterococcus spp, E. coli, Lactobacillus spp,
Lactococcus spp, Streptococcus spp, una variedad de especies de levaduras, y cultivos
mixtos no definidos. Lactobacillus spp y Bifidobacterium spp son las especies que se han
utilizado mas ampliamente en los seres humanos, mientras que las especies como Bacillus
spp, Enterococcus spp, y la levadura Saccharomyces han sido los organismos mas comunes
que se utilizan en la alimentacion animal (Gaggia et al., 2010; Tellez et al., 2012; Sharma et
al., 2014).

Las BAL son conocidos por producir péptidos antibacterianos y pequefias proteinas
llamadas bacteriocinas, que les permitan competir contra otras bacterias en el medio
ambiente (Messaoudi et al., 2013).
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1.9.2 Lactobacillus

El género Lactobacillus es una unidad taxonédmica amplia y heterogénea, que comprende
mas de 100 especies diferentes, pertenece al grupo de BAL. Muchas de las especies son
componentes de la microbiota intestinal normal de los seres humanos y los animales
(Mohamed et al., 2009; Gaggia et al., 2010; Castillo et al., 2012; Tellez et al., 2012;
Messaoudi et al., 2013).

1.9.3 Enterococcus

Hasta la década de 1980 fueron descritos como Estreptococcus, fueron reclasificados en
los géneros Streptococcus, Lactococcus y Enterococcus. E. faecium y E. faecalis son todavia
las especies de Enterococcus mas importantes. Son cocos Gram-positivos, se presentan en
parejas o en cadenas, son microorganismos anaerobios facultativos, esto es, prefieren
usar oxigeno, aunque sobreviven bien en su ausencia (Franz et al., 2011).

1.9.4 Maecanismo de accidn de los probidticos

El modo de accién de los probidticos en las aves incluye: el mantenimiento de la
microbiota intestinal normal por exclusion competitiva y antagonismo; la alteracién del
metabolismo mediante el aumento de la actividad de enzimas digestivas, la disminucion
de la actividad de las enzimas bacterianas y la produccién de amoniaco; la mejora en el
consumo de alimento y la digestidn; y la estimulacién del sistema inmune; mecanismos no
inmunolégicos, como la estabilizacién de la barrera de la mucosa intestinal, el aumento de
la secrecidon de moco, la mejora de la motilidad intestinal (Quigley, 2010; Giannenas et al.,
2012;).

Los probidticos también ejercen su efecto como adyuvantes inmunes modulando la
respuesta inmune en la mucosa; pueden modular la respuesta inflamatoria, estimular la
produccién de algunas citoquinas y la actividad fagocitica de los macréfagos y neutréfilos;
regular la actividad de las células NK, y mejorar las respuestas de anticuerpos especificos,
especialmente la mucosa secretora de IgA (Castillo et al., 2012; Feleszko & Jaworska,
2013).
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1.9.5 Mejora de la respuesta Inmune

La ingesta de probidticos ha sido asociada con efectos benéficos sobre el sistema inmune,
tales como la resistencia a la enfermedad y la reduccién del riesgo de alergias. Los
probidticos en el organismo de un animal sano pueden estimular la respuesta inmune no
especifica y mejorar la protecciéon inmune. Las propiedades de los probidticos pueden
influenciar el transporte en el epitelio del intestino delgado y aumentar la absorcion de la
glucosa, interpretandose como un efecto positivo para el animal. Los probidticos que
mejoran los niveles de inmunoglobulinas tienen un efecto mas positivo sobre el
crecimiento, la produccién y la capacidad de resistencia a las enfermedades (Musa et al.,
2009).

El efecto antiinflamatorio de ciertas bacterias probidticas podria estar también
relacionado con la proteccion de estos microorganismos contra los patégenos. El uso de
cepas probidticas en la alimentacién de aves mostré un aumento significativo de IgA e 1gG
en el intestino. El aumento de los niveles de IgA locales resultantes de la ingestion de la
férmula probidtica puede contribuir a la mejora de la resistencia de la mucosa contra las
infecciones gastrointestinales ( Castillo et al., 2012; Butel, 2014).

La IgA es un elemento primario de la respuesta inmune de la mucosa intestinal para
defenderse contra agentes patdgenos; es producida y diferenciada por las células
plasmaticas de la mucosa intestinal. Se ha demostrado en diferentes estudios que las
concentraciones de IgA e IgG mejoraron después de la administracién de Lactobacillus
acidophilus y Lactobacillus casei (Rajput et al., 2013).

1.9.6 Accion sobre la mucosa intestinal

La permeabilidad intestinal puede ser alterada por toxinas producidas por agentes
patégenos los cuales pueden inducir inflamacién en el epitelio intestinal. Se ha
demostrado que los probidticos inducen factores que son capaces de reforzar Ia
integridad de la barrera intestinal y proteger contra las bacterias patégenas, induciendo la
produccién de moco o de defensinas (Butel, 2014).

El TGl de las aves posee una barrera intestinal que separa el medio interno del entorno
luminal. La proteccién local de las superficies mucosas es mediada por los productos de
secrecién del epitelio, como moco, péptidos antimicrobianos (defensinas) y anticuerpos
de secrecién, principalmente IgA. El moco estd compuesto por glicoproteinas que se
sintetizan y secretan por las células caliciformes en respuesta a un estimulo fisiolégico
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(microbiota normal) o estimulos patoldgicos (patdgenos entéricos). El moco protege el
epitelio del contacto directo con los contenidos luminales, actuando como una barrera
para evitar la invasién por organismos patogenos (Castillo et al., 2012).

1.9.7 Produccion de sustancias antimicrobianas

Los probidticos trabajan de una manera extracelular para producir moléculas bioactivas
eficaces, que estimulan el sistema inmunoldgico. Las bacterias probidticas liberan estas
biomoléculas eficaces, llamados exopolisacdridos (EPS), a sus alrededores. Los
microorganismos probiéticos mejor estudiados son las BAL, que son también conocidas
por producir sustancias antimicrobianas llamadas bacteriocinas. Las bacteriocinas
producidas por enterococos se conocen como enterocinas, de los cuales los estudiados en
mas detalle son los producidos por el E. faecium. La Enterocina M, producido por la cepa
E. faecium AL41, es una nueva bacteriocina con un amplio espectro de actividad inhibidora
contra microorganismos (Placha et al., 2010).

Varias cepas de probidticos son capaces de producir una amplia variedad de sustancias
antimicrobianas, las mas comunes son los acidos orgdnicos (acido lactico y acido acético)
que inducen una reduccién en el pH fecal, peréxido de hidrégeno, diéxido de carbono, y
compuestos antibacterianos (Castillo et al., 2012; Butel, 2014).

1.9.8 Adherencia a las células intestinales

El primer paso en la patogénesis es la adhesidn a las células epiteliales del intestino; una
de las principales propiedades de los probidticos es la capacidad que tienen para adherirse
a la mucosa intestinal, la cual tiene gran influencia en la defensa del organismo, ya que las
bacterias benéficas conforman una barrera de exclusion a los microorganismos
patégenos, fundamentalmente, por la ocupacién de los sitios de adhesidon y la
estimulacion del sistema inmune (Castillo et al., 2012).
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2. Evaluacion de cepas probioticas (L. acidophilus, L.
casei y E. faecium) sobre los parametros
productivos en pollos de engorde

2.1 RESUMEN

Se ha demostrado que la utilizacién de probidticos en la alimentaciéon de pollos de
engorde mejora la conversién de alimento, la ganancia de peso vivo y el desarrollo
inmunolégico. El objetivo de este trabajo fue evaluar si la adicion de diferentes cepas
probidticas en agua favorece los pardmetros productivos de pollos de engorde durante
toda su etapa productiva. Se utilizaron 200 pollos machos (Cobb) de un dia de edad
obtenidos de una casa comercial. Se evaluaron los parametros zootécnicos: consumo de
alimento, peso corporal, mortalidad, ganancia de peso (GDP), conversoén alimenticia (CA),
eficiencia alimenticia (EA), indice productivo (IP), factor de eficiencia americana (FEA) y
eficiencia europea (EE); a los dias: 7, 14, 21, 28, 35 y 42. Las aves fueron alimentadas con
dos dietas: dieta basal con y sin la adiciéon de antibidtico. Los diferentes probidticos (L.
casei, L. acidophilus 6 E. faecium) se suministraron en el agua de bebida de los animales
gue consumieron la dieta basal sin antibidtico garantizando una concentracién de
10’UFC/mL. El disefio estadistico utilizado fue de bloques al azar en arreglo de parcelas
divididas. La inclusién de probidticos, especificamente de E. faecium, mejord parametros
productivos (P<0.05) como: peso (2730 g), conversién (1.55), GDP (53,59 g/dia), FEA (172),
IP (393), EE (400) y EA (63,11%). Por todo lo anterior, la utilizacién de probidticos,
especialmente E. faecium, pueden ser un reemplazo eficaz, seguro y rentable de los
antibioticos durante todo el ciclo de produccién del ave.

Palabras Claves: aditivos, aves de corral, broiler, bacterias acido lacticas, promotores de
crecimiento.

2.2 INTRODUCCION

En las ultimas décadas, el sector avicola ha crecido drasticamente para lograr satisfacer la
alta demanda que existe por este tipo de proteina. Sin embargo, para mantener un
sistema de produccion en constante crecimiento, los animales deben presentar un buen
estado de salud, y a su vez, una rapida activaciéon y respuesta por parte del sistema
inmune (Cortés & Villamarin, 2013).
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En la produccion avicola, las enfermedades entéricas juegan un papel importante debido a
gue estan relacionadas con pérdidas en la productividad, aumento en la mortalidad, y
contaminacién asociada a los productos finales de consumo humano (Ingrao et al., 2013).
En la actualidad la industria de la nutricion animal se enfrenta a un futuro sin antibidticos
promotores de crecimiento (APC), el aditivo mas eficaz con el que se contaba para
controlar diferentes tipos de infecciones entéricas. La prohibicién en la Unidén Europea, y
el retiro voluntario gradual de los APC en alimentos a nivel mundial, ha supuesto una
presién adicional a favor de mejorar la salud intestinal y el bienestar de los animales
(Gaggia et al., 2010).

Actualmente, hay un aumento sustancial de las lineas de investigacién dirigidas a evaluar
productos alternativos para mantener la flora intestinal benéfica y la salud intestinal,
donde se incluyen diversas clases de productos como enzimas, probidticos, prebidticos,
fitogénicos y acidos organicos (Placha et al., 2010; Agostini et al., 2012; Oso et al., 2013;).
No obstante, durante los Ultimos afios, se ha demostrado que la utilizacién de probiéticos
mejora la conversién de alimento, la ganancia de peso vivo y el desarrollo inmunoldégico
del ave. Sin embargo, para ser aceptados por la industria, los efectos de éstos productos
deben ser comprobados por una mejora en los rendimientos productivos de los animales
similar a la alcanzada con los APC (Ravindran, 2013).

En la literatura se ha reportado que los probidticos pueden influir sobre el mantenimiento
de la microbiota intestinal normal; la alteracion del metabolismo mediante el aumento de
la actividad de enzimas digestivas, la disminucién de la actividad de las enzimas
bacterianas y la produccion de amoniaco; la mejora en el consumo de alimento y la
digestion; la neutralizacion de enterotoxinas y la estimulacion del sistema inmune;
también poseen mecanismos no inmunolégicos, como la estabilizacion de la barrera de la
mucosa intestinal, el aumento de la secrecion de moco, la mejora de la motilidad
intestinal. Todo lo anterior, se ve reflejado sobre la salud y los pardmetros productivos de
los animales (Giang et al, 2010; Tsirtsikos et al, 2012).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar si la adiciéon de diferentes cepas
probidticas en agua favorece los parametros productivos de pollos de engorde durante
toda su etapa productiva.
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2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Localizacién

El trabajo de campo se realizd en la granja avicola comercial, Los Andes, dedicada a la
produccién de pollos de engorde, ubicada en el municipio de Girardota, vereda “El
Totumo”, localizado a 1425 msnm, con una temperatura promedio de 229C,
correspondiendo a una zona de vida bosque hiumedo premontano (bh-PM).

2.3.2 Animales

Se utilizaron 200 pollos machos de un dia de edad de la linea comercial Cobb obtenidos de
una casa comercial, con un peso promedio inicial de 45,65 gramos. El periodo
experimental tuvo una duracién de 42 dias. La cria se realizé siguiendo los
procedimientos comerciales establecidos en la granja.

2.3.3 Instalaciones y Equipos

Los pollos fueron alojados dentro de un galpdn comercial con piso de cemento y con cama
de viruta de madera, en el cual se realizaron las divisiones para los tratamientos utilizando
carton plast. Cada division tuvo una medida de 1.0 x 1.2 metros, ademds de comedero y
bebedero independiente. Durante la primera y segunda semana se utilizaron comederos
de bandeja, posteriormente se cambid a comedero de tolva. Durante todo el experimento
se utilizaron bebederos de volteo de 3 Lt de capacidad, y el agua se suministraba dos
veces al dia. Para mantener la temperatura homogénea durante las primeras semanas se
utilizaron criadoras a gas, y posteriormente cortinas alrededor del galpdn para controlar la
temperatura, humedad y entrada-salida de corrientes de aire. Para realizar el pesaje de
los pollos y el alimento suministrado se utilizé una balanza digital.

2.3.4 Manejo Sanitario

Para el recibimiento de los pollos, se realizé lavado, limpieza y desinfeccién del galpdn,
cortinas, comederos y bebederos; ademas, se hizo el control de roedores e insectos con
productos obtenidos en casas comerciales. Las criadoras se encendieron cinco horas
antes de la llegada de los animales.

2.3.5 Dietas

Los animales se alimentaron con una dieta formulada de acuerdo con los requerimientos
nutricionales establecidos por Rostagno (2011).

D1: Alimento comercial sin probidtico y sin antibidtico

D2: Alimento comercial + antibidtico (como APC)
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D3: Alimento comercial sin antibidtico + L. acidophilus
D4: Alimento comercial sin antibiético + L. casei
D5: Alimento comercial sin antibiotico + E. faecium.

Se elaboraron 2 dietas (Tabla 1), una para la etapa de iniciacién (dia 1 al 21), y la otra para
la etapa de finalizacion (dia 22 al 42).

Los probidticos fueron suministrados en el agua de bebida, la cantidad de probidtico
adicionado (relacion v/p) fue proporcional a 1 gr de probiético por cada 20 Lt de agua,
siguiendo las instrucciones para su preparacion y adicién seguin lo recomendado por el
fabricante. La concentracion de probidticos viables que se considera que debe llegar al
intestino para producir un efecto beneficioso es de >10° UFC/mL, por tal motivo se utilizd
en promedio 10’ UFC/mL (Sharma et al., 2014). No fue de interés modificar la dieta, sino la
incorporacion eficiente de los probidticos como una alternativa al uso de APC.

2.3.6 Parametros Zootécnicos

Entre los pardmetros zootécnicos se evaluaron: consumo de alimento, peso corporal,
mortalidad, ganancia de peso (GDP), conversdn alimenticia (CA), eficiencia alimenticia
(EA), indice productivo (IP), factor de eficiencia americana (FEA) y eficiencia europea (EE).
Estos pardmetros se evaluaron los dias: 7, 14, 21, 28,35y 42.

2.3.6.1 Indice de Conversion Alimenticia (I.C.A): permite cuantificar cuédntos
kilogramos de alimento necesita un ave para producir un kilogramo de carne.
Cuanto mas bajo sea el indice de conversién mas eficiente ha sido criado el
animal (Manzano et al, 2010).

LCA= Consumo
" Peso Vivo

2.3.6.2 Ganancia Diaria de Peso (GDP): se refiere a cuanto ha ganado un pollo en peso
corporal al dia. (Manzano et al., 2010; Rosero et al, 2012)

Peso promedio por ave — peso promedio inicial

GDP =
dias

2.3.6.3 Mortalidad: Porcentaje de pollos muertos en un periodo determinado.

Numero de pollos muertos
%M = —; — X 100
Numero de pollos iniciales
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Tabla 1: Composicién de la dieta basal
. Dieta Basal . Dieta Basal
Materia Prima Dle_t? B.a’sal + Antibidtico D_m? Ba.s,al + Antibidtico
Iniciacion Iniciacion Finalizacién Finalizacion
% % % %
Maiz 65,22 65,11 69,29 69,23
Torta de soya 28,22 28,22 14,19 14,19
Soya Frijol cocido 2,6 2,6 13 13
Carbonato de Calcio fino 1,37 1,37 1,23 1,23
Fosfato monocalcico 0,99 0,99 0,8 0,8
Aceite de Palma 0,5 0,5 0,5 0,5
Sal fina 0,33 0,33 0,33 0,33
DL-Metionina 0,18 0,18 0,14 0,14
L-Lisina HCL 0,15 0,15 0,11 0,11
GFC Broiler Premix 1.2 P 0,12 0,12 0,12 0,12
Bicarbonato de sodio 0,1 0,1 0,08 0,08
Atrapante de Micotoxinas(Mycofix
Secure) 0,09 0,09 0 0
Cloruro de Colina 60 % 0,07 0,07 0,05 0,05
Zinc Bacitracina 15% 0 0,05 0 0
Maduramicina 0.75% &
Nicarbazina 8% 0 0,05 0 0
Sulfato de Cobre 25% 0,04 0,04 0,04 0,04
Tryptophan 0,02 0,02 0,01 0,01
Neomicina 50% 0 0,02 0 0
L-Treonina 0,01 0,01 0,12 0,12
Salinomicina 12 % 0 0 0 0,05
Enramicina 8% 0 0 0 0,01
Colistina 50% 0 0 0 0,01
Analisis Proximal de las Dietas
EM (Kcal/Kg) 2984 2984 3152 3152
PC (%) 19,16 19,16 17 17
EE (%) 4,047 4,047 6,023 6,023
FC (%) 2,742 2,742 2,748 2,748
HUMEDAD (%) 10,52 10,52 10,79 10,79

EM: Energia Metabolizable (Kcal/Kg); PC: Proteina Cruda (%); EE: Extracto Etéreo (%); FC: Fibra Cruda (%)
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2.3.6.4 Factor de Eficiencia Americana (FEA): es el resultado de la interaccion que
existe entre el potencial genético del pollo, la alimentacién que recibe y el
manejo al que se somete durante su vida util (Freire & Berrones, 2008)

Peso promedio por ave

FEA = I.C.A
2.3.6.5 indice de productividad (IP)
_ GDP x Viabilidad
a .C.Ax 10

2.3.6.6 Eficiencia Europea (EE): Se utiliza para comparar los diferentes lotes dentro de
una integracion o pais, no puede usarse para comparar rendimiento entre
paises. El nimero minimo esperado para definir si un lote tiene buen
comportamiento es de 200, por lo que cualquier resultado por debajo de 200
se estima que no fue un buen lote en cuanto a rendimiento (Awad et al, 2009).

_ Viabilidad x Peso Vivo
"~ Edad (dfas) xI.C.A

X 100

2.3.6.7 Eficiencia alimentaria (EA): Es la cantidad de kilogramos de carne que se
producen con una tonelada de alimento (Rebollar, 2002).

1000

[.C.A

2.3.7 Diseiio estadistico
El experimento se realizd segun un disefio bloques al azar en un arreglo de parcelas

dividas, donde los animales fueron aleatorizados a cada uno de los tratamientos (5 dietas
por 6 periodos de evaluacidén), y cada tratamiento tuvo un total de 2 repeticiones. El

analisis estadistico fue desarrollado usando el procedimiento GLM del SAS (2007).

2.3.8 Consideraciones éticas
Esta investigacion fue avalada por EI Comité de Etica en la Experimentacién Animal de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin (CEMED 045 del 10 de junio de 2014).
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2.4 RESULTADOS

En general las aves que consumieron las diferentes dietas presentaron un buen estado de
salud, y sin signo alguno de enfermedad que causara su retiro y/o sacrificio inmediato.
Ademas, al nivel en que se fijo el suministro diario de alimento no hubo sobrantes.

Tabla 2: Parametros zootécnicos e indicadores productivos de pollos que consumieron dietas
con cepas probidticas (L. acidophilus, L. casei y E. faecium) durante 42 dias.

Dietas
Variable EEM
D1 | D2 p3 | b4 | b5
Parametros zootécnicos
Consumo A A B c b
) 4415,34" | 4428,06" | 4383,61° | 4325,63° | 4250,66 6.82
(gr/animal)
Peso (gr/animal) 2595,86" | 2657,53" | 2693,01° | 2658,24° | 2730,03° | 4.94
Conversion
] o 1,70" 1,67% 1,63¢ 1,62° 1,55° 0.006
alimenticia
GDP (gr/animal) 52,65" 52,64" 53,35° 51,32°¢ 53,59°° 0.11

Indicadores productivos
Supervivenecia (%) 92,50" 92,50" 92,50" 90,00" 97,50° 0.54

FEA 160" 159" 166" 159" 172¢ 0.93
IP 347% 345% 359° 334¢ 393° 1.53
EE 353* 351% 365° 340° 400° 1.92
EA (%) 60,20" 60,01" 61,42° 61,06 63,11° 0.15

D1: Alimento comercial sin probidtico y Sin antibiodtico; D2: Alimento comercial + antibidtico; D3: Alimento comercial
sin antibidtico + L. acidophilus; D4: Alimento comercial sin antibidtico + L. casei; D5: Alimento comercial sin antibidtico
+ E. faecium.

Consumo: consumo promedio en gr de alimento por animal en 42 dias. Peso: Peso promedio por animal a los 42 dias.
Conversién = consumo/peso. Conversion = consumo/peso. GDP: Ganancia Diaria de Peso promedio.

FEA: Factor de Eficiencia Americana; IP: indice Productivo; EE: Eficiencia Europea; EA: Eficiencia Alimenticia; EA= 100 /
conversidon =% produccion de carne por cada Tonelada de alimento.

ABEP Dentro de una misma fila medias con un superindice comun no difieren estadisticamente (P < 0.05).
EEM: Error estandar de la media.

En este experimento no se encontrd interaccidon estadistica entre las diferentes dietas y
los dias de muestreo/sacrificio para ninguna de las variables en estudio, por lo que no fue
necesario analizar y desglosar dichos factores de manera independiente. Para los
pardmetros zootécnicos en estudio no se presentaron diferencias significativas (P<0,05;
Tabla 2) entre los animales que consumieron D1 y D2. Sin embargo, las aves alimentadas
con D2 reportan un consumo mayor en comparacion con las demas dietas, donde las aves
que recibieron D5 presentaron el menor consumo (P<0,05). De igual manera, el mayor
peso lo presentaron las aves alimentadas con D5, al igual que la menor conversién y la
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mayor GDP (P<0,05); mientras que las aves que consumieron D1y D2 presentaron menor
peso, mayor conversién y menor GDP.

Para los indicadores productivos, no se presentaron diferencias significativas (P<0,05;
Tabla 2) entre los animales que consumieron D1 y D2. Las aves alimentadas con D2 e
comparacion con las alimentadas con D3, D4 y D5 presentan los indicadores mas bajos.
Los animales que consumieron D5 (E. faecium) presentaron los mejores indicadores
productivos para las variables supervivencia (%), factor de eficiencia americana, indice
productivo, eficiencia europea y eficiencia alimenticia (P<0,05; Tabla 2).

En este estudio, se presentaron diferencias significativas en los pardmetros zootécnicos de
pollos durante diferentes periodos de tiempo (P<0,05, Tabla 3). Con el paso de los dias, las
aves aumentaron el consumo de alimento, el peso, la conversidn y la GDP (tabla 3).

Tabla 3: Parametros zootécnicos de pollos que consumieron cepas probidticas (L. acidophilus, L. casei
y E. faecium) durante diferentes periodos de tiempo.

Dias
Variable EEM
7 14 21 28 35 42
Consumo
acumulado 118,71* | 328,77® | 595,65 | 992,28° | 1108,21F | 1211,14° 6.82
(gr/animal)
Peso A B c b) E F
. 157,26 389,42 802,61° | 1450,19° | 2084,16 2666,56 4.94

(gr/animal)
Conversién 0,75" 1,15° 1,30° 1,40° 1,51F 1,64 0.006
GDP (gr) 15,94% 33,15° 59,02¢ 82,40° 90,29" 92,36F 0.11

Consumo: consumo promedio en gr de alimento por animal.

Peso: Peso promedio por animal.

Conversidn = consumo/peso

GDP: Ganancia Diaria de Peso por animal

ABCPEF Dentro de una misma fila medias con un superindice comun no difieren estadisticamente (P < 0.05).
EEM: Error estandar de la media.

2.5 DISCUSION

El analisis del comportamiento productivo de los pollos durante 42 dias refleja que los
animales bajo accién probidtica mostraron una mejora en todos los parametros evaluados
con respecto a los animales control (D1 y D2).

Durante el experimento se presentaron diferencias significativas en el consumo entre las
diferentes dietas (Tabla 2), presentandose mayor consumo en las dietas (D1 y D2) que no
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tenian suplementaciéon con probidtico. Dentro de los diferentes factores que pueden
alterar las respuestas productivas, se encuentra el consumo de alimento, el cual puede ser
alterado por condiciones ambientales como temperatura ambiental, humedad relativa,
ventilacion, iluminacidn, altura (msnm); por factores inherentes al animal como sexo,
estirpe, enfermedades; y el tipo de manejo como densidad, tipo de equipos (comederos,
bebederos), cama, granulometria del alimento y concentracidon energética de la dieta
(Jaramillo, 2012). Estas variables todas fueron idénticas para todos los tratamientos en
esta investigacidén, pues todos los tratamientos fueron realizados en la misma area,
tiempo y lugar, bajo condiciones iguales de manejo a un sistema comercial.

Las diferencias en el peso vivo de las aves que recibieron los diferentes probidticos
concuerda con lo obtenido por Mansoub (2010), quien al ofrecer L. acidophilus y L.casei
como suplemento en la dieta de pollos de engorde encontrd un aumento en las ganancias
de peso y una reduccion en la conversién alimenticia, debido a que éstas bacterias
mejoran la digestidn, absorcidn y disponibilidad de nutrientes en el intestino del ave.

Karimi et al (2010) reportaron que el suministro de lactobacilos en el agua de bebida de
pollos de engorde, aumentd la ganancia de peso y conversiones bajas durante todos los
periodos evaluados en comparacion con el grupo control, atribuyéndoles estos resultados
a la mejora en la eficiencia digestiva provocada por los probidticos a nivel intestinal, ya
gue aumentan la retencidn de lipidos, proteinas y minerales y favorecen su absorcion.

Samli et al (2007) estudiaron el efecto de E. faecium en la alimentacion de pollos de
engorde entre el dia 1 y 21, y encontraron que las aves alimentadas con E. faecium
presentaron mejores ganancias de peso y una mejor conversiéon alimenticia. Los
resultados obtenidos en las aves alimentadas con E. faecium en este trabajo coinciden con
los de Capcarova et al (2010) donde las aves mostraron una mejor conversion alimenticia
frente al grupo control, indicando que los cambios metabdlicos causados por accién de la
exclusion competitiva del probidtico incrementd la actividad digestiva, la absorcién y
utilizacién de nutrientes.

La mejora en la ganancia diaria de peso en los animales que consumieron probiéticos en
este estudio, concuerda con la informacién obtenida por Alkhalf et al (2010) quienes
encontraron que el uso de bacterias acido lacticas mejora la GDP de pollos de engorde, y
por ende la conversién, debido principalmente al aumento en los procesos de digestidn y
absorcion de nutrientes. Las poblaciones de microorganismos en el tracto gastrointestinal
juegan un papel importante en los procesos digestivos y en el mantenimiento de la salud
de las aves debido a que favorecen el aumento en: la actividad catalitica de las enzimas
digestivas, en la degradacién de macromoléculas en otras mds pequefias de facil difusién
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por la pared intestinal, y en los procesos de absorcién. (Chambers & Gong, 2011; Castillo
et al, 2012; Giannenas et al., 2012).

Situaciones de estrés y enfermedad o variaciones en la alimentaciéon, inducen cambios
fisicoquimicos en el ambiente intestinal, los cuales pueden tener efectos sobre las
poblaciones microbianas que causan cambios sobre el desarrollo y salud del ave. El efecto
de los probidticos sobre el bienestar del animal se debe a la capacidad que tienen de
reducir el conteo de microorganismos no deseables como: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Listeria innocua, Salmonella spp, Pseudomonas aeruginosa entre otras,
presentes en el tracto digestivo, lo que se ve reflejado en el buen estado de salud y en las
ganancias de peso 6ptimas de los animales (Castillo et al., 2012). Por lo anterior, los
resultados obtenidos con la adicién de E. faecium en este estudio, sugieren un efecto
benéfico sobre el rendimiento productivo de las aves, ya que este influye
significativamente sobre la presencia de bacterias acido Ilacticas a nivel intestinal
(Giannenas et al., 2012), lo cual se ve reflejado en el aumento en la ganancia de peso y en
la disminucidn de la conversidn alimenticia.

El analisis de los indicadores productivos es importante para conocer el estado del lote y
tener un control de la produccién, garantizando que se cumplan los objetivos econdmicos.
El FEA resulta de la interaccién que existe entre el potencial genético del pollo, la
alimentaciéon que recibe y el manejo al que se somete durante su vida util; el IP resulta de
la interaccion de la supervivencia (%), la GDP y la conversién alimenticia, la EE relaciona
varios criterios como son: duraciéon del periodo de crianza, peso vivo, viabilidad y
conversion, los cuales se analizan en conjunto para evaluar en forma rapida cual lote fue
mas eficiente econdmicamente (Gous, 2010). El EE tiene un valor constante de 300, si el
resultado es mayor a 300 el lote productivo es bueno en términos econdmicos vy si fuese
un valor menor a 300 su rentabilidad es menor (Jaramillo, 2012). En este estudio se
obtuvieron valores por encima de los reportados en la literatura, para las aves
alimentadas con E. faecium, demostrando que el uso de bacterias acido lacticas en la
alimentaciéon de pollos de engorde tiene efectos positivos tanto en el desempefio
productivo como en el rendimiento econémico del lote.

2.6 CONCLUSIONES

La inclusién de probidticos como promotores de crecimiento en la alimentacion de pollos
de engorde, mejora los parametros productivos como peso, conversion, % de
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supervivencia, factor de eficiencia americana, indice productivo, eficiencia europea y
eficiencia alimenticia; lo que se veria reflejado en un aumento en el rendimiento
econémico para los productores, y en la disminucién de antibiéticos en el producto de
consumo final. Por lo anterior, los probidticos, especificamente E. faecium, pueden ser
considerados como un reemplazo eficaz, seguro y rentable de los antibidticos durante
todo el ciclo de produccién del ave.
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3.Evaluacion de cepas probidticas (L. acidophilus, L.
casei y E. faecium) sobre el desarrollo alométrico y
morfoldgico intestinal en pollos de engorde

3.1 RESUMEN

A través de la alimentacién los animales se exponen a diferentes agentes extraiios, el
epitelio intestinal actia como una barrera natural contra las bacterias patégenas y
sustancias toxicas que estén presentes en el lumen intestinal. La ingesta de probidticos ha
sido asociada a mejoras en pardametros productivos como conversion alimenticia y
ganancia de peso, los cuales influyen y se ven reflejados sobre el desarrollo y funcién de
drganos, especificamente el intestino. El objetivo de este trabajo fue ofrecer diferentes
cepas probidticas y evaluar su efecto sobre el crecimiento alométrico y desarrollo
intestinal de pollos de engorde durante su etapa productiva. Se utilizaron 200 pollos
machos (Cobb) de un dia de edad, obtenidos de una casa comercial. Las aves fueron
alimentadas con dos dietas: dieta basal con y sin la adicién de antibidtico. Los diferentes
probidticos (L. casei, L. acidophilus 6 E. faecium) se suministraron en el agua de bebida de
los animales que consumieron la dieta basal sin antibidtico garantizando una
concentracion de 10’UFC/ml. El disefio estadistico utilizado fue de bloques al azar en
arreglo de parcelas divididas. La inclusién de probidticos como promotores de
crecimiento, especificamente E. faecium, en la alimentacién de pollos de engorde,
mejoraron el peso, desarrollo y crecimiento de drganos de importancia digestiva,
especificamente intestino, lo cual se ve reflejado en vellosidades con mayor altura y ancho, y
criptas menos profundas. Por lo anterior, los probidticos pueden ser utilizados en la
alimentacién de aves durante todo el ciclo productivo como reemplazo eficaz, seguro y
rentable de los antibidticos.

Palabras claves: aditivos, aves de corral, bacterias acido lacticas, broiler, promotores de
crecimiento, sistema digestivo, vellosidades intestinales.
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3.2 INTRODUCCION

La avicultura es una actividad que ha alcanzado grandes avances en las Ultimas décadas y
esto se debe principalmente a la acciéon conjunta entre genética, sanidad, manejo vy
nutricion (Kalmar et al.,, 2013). Desde el punto de vista nutricional, los animales se
exponen a diferentes agentes extrafios a través de los diferentes alimentos utilizados, los
cuales en un momento determinado podrian ocasionar una reaccién inmunoldgica
(Giannenas et al., 2012; Korver, 2012).

La mucosa intestinal esta cubierta por una membrana epitelial en forma de dedos,
conocida como vellosidades, las cuales aumentan el area de absorcidon de nutrientes, y
estan tapizadas por una capa continua de células epiteliales, los enterocitos (Cunningham
& Klein, 2009). En la base de las vellosidades hay una estructura conocida como criptas de
Lieberkiihn, las cuales renuevan el revestimiento del intestino y elaboran moco. Las
células madre que residen en las criptas dan lugar a células progenitoras, que proliferany
se diferencian en enterocitos durante la migracién a la punta de las vellosidades. Bajo
condiciones normales enterocitos se desprenden constantemente y son reemplazados
(Schokker, 2012).

El epitelio intestinal actia como una barrera natural contra las bacterias patégenas y
sustancias téxicas que estan presentes en el lumen intestinal. Algunos factores patégenos
y sustancias quimicas pueden causar alteraciones en la microbiota normal y/o en el
epitelio intestinal que pueden alterar la permeabilidad de esta barrera natural, facilitando
la invasién de patdgenos y sustancias perjudiciales en la mucosa intestinal, las cuales
provocan la aparicién de procesos inflamatorios crénicos, y a su vez, la disminucidn en el
tamaifo de las vellosidades, y en los procesos de digestidon y absorcidn de nutrientes
(Lodemann, 2010; Chambers & Gong, 2011; Plaza, Gomez, Fontana, & Gil, 2014).

En los Ultimos afos se venian utilizando en la alimentacién animal antibidticos como
promotores de crecimiento (APC) en dosis subterapéuticas, los cuales no sélo influyen en
las poblaciones microbianas intestinales y sus actividades, sino que ademas, afectan el
metabolismo de los animales y alteran especificamente la funcién intestinal (Huyghebaert
et al.,, 2011; Kral et al., 2012). La preocupacion mundial sobre el desarrollo de la
resistencia a los antimicrobianos y sobre la transferencia de genes de resistencia a los
antibioticos de los animales a la microbiota humana, condujo a la prohibicion del uso de
antibioticos como promotores del crecimiento en la Unién Europea desde el 1 de enero
2006 (Gaggia et al., 2010).
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Por lo anterior, para disminuir o eliminar la utilizacion de antibidticos se han buscado
alternativas “biolégicamente seguras” como los probidticos (Placha et al., 2010; Agostini
et al., 2012; Oso et al., 2013). El uso de probidticos en la nutricidn animal ayudan con el
mantenimiento de la microbiota intestinal normal, aumentan la actividad de enzimas
digestivas, disminuyen la actividad de las enzimas bacterianas y la produccién de
amoniaco; y estabilizan la barrera de la mucosa intestinal, aumentando la secrecién de
moco y la motilidad intestinal (Quigley, 2010).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue ofrecer diferentes cepas probidticas y
evaluar su efecto sobre el crecimiento alométrico y desarrollo intestinal de pollos de
engorde durante su etapa productiva.

3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Localizacion

El trabajo de campo se realizdé en la granja avicola comercial, Los Andes, dedicada a la
produccién de pollos de engorde, ubicada en el municipio de Girardota, vereda “El
Totumo”, localizado a 1425 msnm, con una temperatura promedio de 22°C,
correspondiendo a una zona de vida bosque hiumedo premontano (bh-PM).

3.3.2 Animales

Se utilizaron 200 pollos machos de un dia de edad de la linea comercial Cobb obtenidos de
una casa comercial, con un peso promedio inicial de 45,65 gramos. El periodo
experimental tuvo una duracién de 42 dias. La cria se realizé siguiendo los
procedimientos comerciales establecidos en la granja.

3.3.3 Instalaciones y Equipos

Los pollos fueron alojados dentro de un galpdn comercial con piso de cemento y con cama
de viruta de madera, en el cual se realizaron las divisiones para los tratamientos utilizando
cartén plast. Cada divisién tuvo una medida de 1.0 x 1.2 metros, ademdas de comedero y
bebedero independiente. Durante la primera y segunda semana se utilizaron comederos
de bandeja, posteriormente se cambié a comedero de tolva. Durante todo el experimento
se utilizaron bebederos de volteo de 3 Lt de capacidad, y el agua se suministraba dos
veces al dia. Para mantener la temperatura homogénea durante las primeras semanas se
utilizaron criadoras a gas, y posteriormente cortinas alrededor del galpdn para controlar la
temperatura, humedad y entrada-salida de corrientes de aire. Para realizar el pesaje de
los pollos y el alimento suministrado se utilizé una balanza digital.
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3.3.4 Manejo Sanitario

Para el recibimiento de los pollos, se realizé lavado, limpieza y desinfeccién del galpdn,
cortinas, comederos y bebederos; ademas, se hizo el control de roedores e insectos con
productos obtenidos en casas comerciales. Las criadoras se encendieron cinco horas
antes de la llegada de los animales.

3.3.5 Dietas

Los animales se alimentaron con una dieta formulada de acuerdo con los requerimientos
nutricionales establecidos por Rostagno (2011).

D1: Alimento comercial sin probidtico y sin antibiético

D2: Alimento comercial + antibidtico (como APC)

D3: Alimento comercial sin antibiotico + L. acidophilus

D4: Alimento comercial sin antibidtico + L. casei

D5: Alimento comercial sin antibidtico + E. faecium.

Se elaboraron 2 dietas (Tabla 1), una para la etapa de iniciacion (dia 1 al 21), y la otra para
la etapa de finalizacion (dia 22 al 42).

Los probidticos fueron suministrados en el agua de bebida, la cantidad de probidtico
adicionado (relacion v/p) fue proporcional a 1 gr de probidtico por cada 20 Lt de agua,
siguiendo las instrucciones para su preparacion y adicién segun lo recomendado por el
fabricante. La concentraciéon de probidticos viables que se considera que debe llegar al
intestino para producir un efecto beneficioso es de >10° UFC/mL, por tal motivo se utilizd
en promedio 10’ UFC/mL (Sharma et al., 2014). No fue de interés modificar la dieta, sino la
incorporacion eficiente de los probidticos como una alternativa al uso de APC.

3.3.6 Eutanasias humanitarias y toma de muestras érganos

Durante la fase experimental se realiz6 eutanasia humanitaria a 65 aves de la siguiente
forma: El dia inicial, o Dia 1, se sacrificaron 5 aves que representaron el grupo de
referencia para verificar el estado general de salud y la evaluacién macroscépica del
estado de los drganos antes de suministrar las dietas experimentales. Durante la fase de
eutanasias escalonadas se sacrificaron 90 aves de la siguiente forma: los dias 7, 14, 21, 28,
35 y 42 se sacrificaron 10 aves/dia (dos aves por tratamiento). Los animales se sedaron
por inhalaciéon con Nitrox ® y posteriormente se les realizd eutanasia humanitaria con
didxido de carbono durante 3 minutos. Todas las aves fueron sacrificadas 2.5 horas
después de su ultima comida.
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Después del sacrificio, las aves se pusieron en posicidon ventral boca arriba, separando los
miembros posteriores y extendiendo las alas lateralmente; luego se realizé un corte que
iba desde la parte anterior del cuello hasta la cloaca, intentando cortar solo la piel. Las
aves no tienen cavidad tordcica y abdominal, sino una sola cavidad interna denominada
cavidad celédmica, donde se encuentran la mayoria de los drganos vitales. Para la apertura
de la cavidad celémica se realizé un corte con las tijeras en la zona que se encuentra por
debajo de la pechuga. Se realizaron dos pequefios cortes laterales hasta llegar a las
costillas, y luego un corte de las costillas en direccion craneal. En este instante se evalud la
presencia de exudados diversos y el estado de sacos aéreos (Dolz & Majd, 2011).

Los organos de la cavidad celémica se extrajeron conjuntamente. El corazén se removid
cortando con una tijera en la base a nivel de los grandes vasos, y separado de los
pulmones. Se retird el tracto gastrointestinal con el higado y el bazo. El bazo se localiza
dorsalmente entre la molleja y el proventriculo, es de color café rojizo y su forma varia
entre redondo y ovalado. El proventriculo y la molleja, se separan del intestino y se
abrieron con tijera examinando el contenido y la mucosa. El intestino de las aves se divide
en intestino delgado e intestino grueso; el intestino delgado empieza con la curvatura
duodenal hasta el ciego, que marca la unién del intestino delgado con el grueso, se
tomaron 20 cms de todas las porciones del intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon);
se tomé una muestra del pancreas que se encuentra adherido al mesenterio duodenal.
Después de retirados todos los érganos, se extrajeron los pulmones que se encuentran in
situ en la pared dorsal del térax y finalmente los rifiones que se encuentran adheridos a la
carcasa (Acevedo, 2012). Todos los drganos extraidos fueron lavados con solucién salina
fria, y luego fueron pesados para los analisis alométricos.

Los pesos de los drganos fueron convertidos a porcentaje de peso vivo (%PV) por medio
de la férmula:

Peso 6rgano X 100

%PV =

Peso promedio/ave

Para determinar la ontogénesis del crecimiento de los diferentes érganos y su relacidn con
el peso corporal, se utilizé la constante de Crecimiento Alométrico (CA), segln la siguiente
ecuacion:

On/Oh

CA=p Y pen
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Donde: O= peso del érgano; n= dias después del nacimiento; h= peso al nacimiento y PC=
peso corporal.

Cuando el drgano crece en la misma proporcion al peso corporal, CA es de 1; si el
crecimiento del 6rgano es menor al peso corporal, CA es menor a 1; y cuando CA es mayor
a 1, hay un crecimiento rapido en relacién con la ganancia total de peso corporal (Cortés &
Villamarin, 2013; Jaramillo, 2012).

3.3.7 Disefio estadistico
El experimento se realizé segun un disefio bloques al azar en un arreglo de parcelas

dividas, donde los animales fueron aleatorizados a cada uno de los tratamientos (5 dietas
por 6 periodos de evaluacién), y cada tratamiento tuvo un total de 2 repeticiones. El

analisis estadistico fue desarrollado usando el procedimiento GLM del SAS (2007).

3.3.8 Consideraciones éticas
Esta investigacion fue avalada por EI Comité de Etica en la Experimentacién Animal de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin (CEMED 045 del 10 de junio de 2014).

3.4 RESULTADOS

En general las aves que consumieron las diferentes dietas presentaron un buen estado de
salud, y no presentaron sintoma alguno de enfermedad que causara su retiro y/o sacrificio
inmediato. Ademas al nivel en que se fijé el suministro diario de alimento no hubo
sobrantes.

En este experimento no se encontrd interaccidn estadistica entre las diferentes dietas y
los dias de sacrificio para ninguna de las variables en estudio, por lo que no fue necesario
analizar y desglosar dichos factores de manera independiente.

Para la variable peso de drganos (%PV) se presentaron diferencias significativas entre
dietas, donde las aves que recibieron D5 presentaron los mayores valores con respecto a
las demds dietas (P<0,05; Tabla 2). No obstante, los animales que consumieron D1 y D2
presentaron los menores valores para cada uno de los érganos en estudio (P<0,05). De
igual manera, las aves alimentadas con D5 presentaron los mayores valores para analisis
alométrico de érganos, mientras que los animales que recibieron D1 y D2 presentaron los
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menores valores para cada uno de los érganos en estudio (P<0,05). Es importante resaltar
que el corazén de las aves alimentadas con D5 presentd un crecimiento proporcional
(CA=1) con relacidon al peso corporal; mientras que el pulmén y rifidn de las aves
alimentadas con D4 y D5 presentaron un crecimiento rapido (CA>1) en relacién con el
peso corporal (P<0,05). El resto de drganos tuvo un crecimiento lento (CA<1) con relacién
al peso corporal (Tabla 4).

Tabla 4: Peso de érganos (%PV) y analisis alométrico (CA) de pollos que
consumieron dietas con cepas probidticas (L. acidophilus, L. casei y E. faecium)
durante 42 dias.

6 (%PV) Dietas EEM
rgano
g CA D1 D2 D3 D4 D5
] 0,53% 0,61° 0,63° 0,57¢ 0,64" 0,005
Corazon A 5 T 5 T
0,64 0,79 0,94 0,87 1,00 0,009
) 0,23* 0,26" 0,28" 0,27 0,30° 0,003
Pancreas m T m m &
0,36 0,29 0,35 0,36 0,42 0,008
] 2,87" 2,97* 3,24° 3,19% 3,50° 0,040
Higado A B A C b
0,70 0,82 0,69 0,58 0,65 0,005
) 0,46" 0,53° 0,58° 0,55° 0,58° 0,004
Pulmén A A 5 e 5
0,68 0,73 0,81 1,07 1,14 0,007
Intesti 5,92" 6,30° 6,77° 6,60° 6,91° 0,027
ntestino

0,45" 0,46" 0,48" 0,53 0,56° 0,004
0,46" 0,51° 0,51° 0,52° 0,56° 0,003
0,51* 0,66" 0,75¢ 0,57° 0,79 0,003
1,98" 2,02% 2,328 2,39° 2,47° 0,015
0,46" 0,56° 0,46" 0,47* 0,57° 0,005
0,58" 0,60° 0,61° 0,60° 0,65° 0.002
0,714 0,75 0,77* 1,05° 1,36° 0,01

Proventriculo

Molleja

Rifidn

D1: Alimento comercial sin probidtico y Sin antibidtico; D2: Alimento comercial + antibiético; D3: Alimento
comercial sin antibidtico + L. acidophilus; D4: Alimento comercial sin antibidtico + L. casei; D5: Alimento

comercial sin antibidtico + E. faecium.
%PV = Peso 6rgano‘>< 100
Peso promedio/ave

CA= (On / Oh) / ( PCn / PCh); Donde: O= peso del 6rgano; n= dias después del nacimiento; h= peso al
nacimiento y PC= peso corporal. CA<1: crecimiento lento con relacién al peso corporal. CA=1: crecimiento
proporcional con relacion al peso corporal. CA>1: crecimiento rapido con relacidn al peso corporal

ABEP Dentro de una misma fila medias con un superindice comun no difieren estadisticamente (P < 0.05).
EEM: Error estandar de la media.

Se presentaron diferencias significativas (P<0,05) para la variable peso de érganos (%PV)
durante los diferentes periodos de tiempo de evaluacidon, donde pancreas y molleja
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alcanzaron su mayor peso al dia 21; corazén, pulmdn, higado, intestinoy proventriculo al
dia 28; y rifion al dia 42 (Tabla 4).

En el andlisis alométrico de dérganos en los diferentes dias de sacrificio se presentaron
diferencias estadisticamente significativas (P<0,05), obteniéndose que en la evaluacién
realizada el dia 42 las aves presentaron los mayores valores para cada uno de los érganos,
mientras que los menores valores se obtuvieron en la primera evaluacién (dia 14) (Tabla
5). El corazdon de las aves presenta un crecimiento proporcional (CA=1) en el dia 42,
mientras que rindn presenta un crecimiento rdpido (CA>1) durante el mismo periodo de
evaluacioén. El resto de drganos presentan un crecimiento lento (CA<1) en relacién con el
peso corporal en los diferentes periodos de tiempo (Tabla 5).

Tabla 5: Peso de 6rganos (%PV) y analisis alométrico de pollos que consumieron
cepas probiodticas (L. acidophilus, L. casei y E. faecium) durante diferentes periodos

de tiempo
) (%)PV Dias
Organo EEM
CA 7 14 21 28 35 42
] 0,52* | 0,73 | 0,88 | 1,25° | 1,04° | 0,99 | 0,005
Corazon n 5 & T 5
- 0,71 0,86 0,96 0,95 1,00 0,009
s 0,49" | 0,29 | 0,51° | 0,42° | 0,30° | 0,407 | 0,003
ancreas
- 0,24 | 0,31°® | 0,34® | 0,40° | 0,54° | 0,008
Hiad 3,33 | 4,21° | 4,95° | 545° | 533 | 4,777 | 0,040
18200
g - 0,54 | 0,62° | 0,66 | 0,77° | 0,86° | 0,005
pulmg - 0,68" | 0,87° | 1,12 | 1,02° | 0,88 | 0,004
ulmon
- - 0,71 | 0,88% | 0,96° | 0,99 | 0,007
Intesti 8,95" | 6,75° | 10,91 | 11,30° | 9,62° | 10,33 | 0,027
ntestino

- 051" | 0,43° | 051* | 0,42° | 0,63° | 0,004
0,56" | 0,64° | 0,89 | 0,91° | 0,71* | 0,83 | 0,003
- 0,50 | 056®> | 0,66 | 0,78° | 0,82° | 0,003
3,02" | 3,54° | 3,67° | 3,64° | 2,78" | 2,96 | 0,015
- 0,36 | 037" | 0,49° | 0,63° | 0,80° | 0,005
- 0,75 | 1,17° | 1,00° | 0,96° | 1,27° | 0,002
- - 0,76" | 0,80" | 0,94° | 1,19° | 0,01

Proventriculo

Molleja

RifidNn

Peso 6rgano x 100

Peso promedio/ave

CA= (On / Oh) / ( PCn / PCh); Donde: O= peso del érgano; n= dias después del nacimiento; h= peso al nacimiento y PC=
peso corporal. CA<1: crecimiento lento con relacion al peso corporal. CA=1: crecimiento proporcional con relacién al
peso corporal. CA>1: crecimiento rapido con relacién al peso corporal

ABCPE Dentro de una misma fila medias con un superindice comun no difieren estadisticamente (P < 0.05).
EEM: Error estandar de la media.

%PV =
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Para la variable altura de vellosidades, se presenté diferencia significativa (P<0.05) entre
los animales que consumieron D1 y D2, donde la seccidn intestinal duodeno presentd los
mayores valores para D2. No obstante al comparar D2 con los demas dietas, D5 presentd
diferencia significativa (P<0.05), donde duodeno tuvo los mayores valores; lo mismo
ocurrié en yeyuno e ileon. Para la variable ancho de vellosidades D1 y D2 presentaron
diferencia significativa (P<0.05), y los mayores valores fueron para D2 en las tres
porciones del intestino; al comparar D2 con las demds dietas se presentan diferencias
significativas (P<0.05) y D5 reporta los valores mayores en duodeno, yeyuno e ileon (tabla
6).

Tabla 6: Comparacién entre vellosidades y criptas (um) en diferentes secciones del
intestino de pollos que consumieron dietas con cepas probidticas (L. acidophilus, L. casei y
E. faecium) durante 42 dias.

Variable (um) Dietas EEM

D1 \ D2 ‘ D3 \ D4 \ D5
Vellosidades (um)
Duodeno | 742.4%% | 805.2%* | 884.3“% | 921.6"* | 996.1%*

Altura Yeyuno 708.1%* | 779.3%Y | 857.5%Y | 904.6™" | 965.4%" | 3.14
lleon 691.9"" | 764.4>Y | 839.6%Y | 884.2>Y | 9353%*
Duodeno 121.3% | 132.4%* | 145.1%" | 156.6™* | 164.0%%

ancho Yeyuno 119.4% | 126.7%*' | 137.2%Y | 148.3>Y | 157.3%Y | 1.09
lleon 117.2% | 122.2%" | 132.7%Y | 145.7>Y | 155.1%¢

Criptas (um)
Duodeno | 119.4%* | 114.2%* | 109.4“* | 107.8“* | 103.5**
Profundidad | Yeyuno | 125.2*%Y | 121.5%" | 117,4%" | 112.6™Y | 107.4%" | 0.61
fleon 128.3%" | 124.6%" | 119.1%" | 114.7*" | 109.6%"
Duodeno | 111.9%* | 107.5** | 104.5* | 102.8%* | 99.4>*
ancho Yeyuno | 112.1*%Y | 109.2%" | 106.2%Y | 106.1“Y | 103.2>Y| 0.38
fleon 113.2%% | 110.3%% | 107.5%% | 107.1°>" | 106.7%*

D1: Alimento comercial sin probidtico y Sin antibiético; D2: Alimento comercial + antibidtico; D3: Alimento comercial
sin antibidtico + L. acidophilus; D4: Alimento comercial sin antibidtico + L. casei; D5: Alimento comercial sin antibidtico
+ E. faecium.

ABEDE Dentro de una misma fila medias con un superindice comun no difieren estadisticamente (P < 0.05).
Dentro de una misma fila medias con un superindice comun no difieren estadisticamente (P < 0.05).
EEM: Error estandar de la media.

X,Y,Z

Para la variable profundidad de criptas se presentd diferencia significativa (P<0.05) entre
D1 y D2, donde D2 tuvo valores menores (tabla 6). D5 presentd los valores mds bajos
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(P<0.05) en comparacion con las demas dietas en todas las porciones del intestino. Para
la variable ancho de cripta (tabla 6) D1 presenté los mayores valores (P<0.05) en
comparacion con D2. En las demds porciones del intestino D5 presento los valores mas
bajos (P<0.05).

Comparando las porciones del intestino, también se presentaron diferencias significativas
(P<0,05) en la altura y el ancho de las vellosidades, el duodeno presento una mayor altura
de vellosidades en comparacion con el yeyuno e ileon, esto se observo en todas las dietas.
Para las variables profundidad y ancho de criptas se encontré que el duodeno presentd
mayor profundidad y menor ancho de criptas en comparacion con yeyuno e ileon, lo cual
se observd en todas las dietas (tabla 6).

Tabla 7: Comparacidn entre vellosidades y criptas (um) en diferentes secciones del
intestino de pollos que consumieron cepas probidticas (L. acidophilus, L. casei y E.
faecium) durante diferentes periodos de tiempo

Variable Dias EEM
1 | 21 | a
Vellosidades (um)
Duodeno 779.57* | 869.3%* 961.1%*
Altura Yeyuno 753.7%Y | 834.9%Y 939.3%" 2.84
lleon 735.6~ | 820.4%° 912.3%*
Duodeno 126.7%% | 144.7%% 159.1¢*
ancho Yeyuno 120.9%" | 143.2% 149.3%" 1.54
lleon 119.1*" | 136.7%" 147.8%"
Criptas (um)
Duodeno 116.57* | 110.5%* 105.3%*
Profundidad Yeyuno 12357 | 116.1% 111.2%" 0.81
lleon 125.4%" | 120.7%" 112.1%Y
Duodeno 109.5" 106.5" 101.2%*
ancho Yeyuno 110.5" 107.2° 104.5%" 0.45
lleon 111.6" 108.7° 106.1%"

A,B,C,D,E N " . T ; e .
Dentro de una misma fila medias con un superindice comun no difieren estadisticamente (P < 0.05).

Dentro de una misma fila medias con un superindice comun no difieren estadisticamente (P < 0.05).
EEM: Error estandar de la media.

X,Y,Z

Con la inclusién de bacterias acido lacticas en dietas de pollos de engorde durante 42 dias,
se presentaron diferencias significativas (P<0,05) en los tres periodos evaluados. El dia 1
las aves presentaron menor altura y ancho de vellosidades en cada una de las porciones
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del intestino y las criptas presentaron mayor profundidad y mayor ancho; al dia 21y 42 se
observa como la altura y el ancho de las vellosidades aumentan y la profundidad y ancho
de las criptas disminuye (tabla 7). También observamos que en cada periodo de tiempo
evaluado si se comparan las porciones del intestino entre ellas, el duodeno presenta
mayor altura y ancho de vellosidades y menor profundidad y ancho de criptas, en
comparacioén con yeyuno e ileon.

3.5 DISCUSION

En este trabajo se encontraron mayores pesos de drganos en las aves alimentadas con
cepas probidticas, especificamente con E. faecium, en comparacién con la dieta que
contenia antibidtico (D2), constatando que con la utilizacidn de probidticos se incrementa
la retencidn de nutrientes incluidos en la dieta, la ganancia de peso y el desarrollo de
organos del animal (Franz et al, 2011). Las lineas genéticas de pollos utilizadas
actualmente tienen un crecimiento mas rdpido que las que se utilizaban antes, por lo que
necesitan que sus drganos tengan un desarrollo rapido, lo que se logrd con la utilizaciéon
de probidticos, especificamente E. faecium.

Se encontrd que durante la primera semana de vida del ave se da un crecimiento rapido
de los érganos, coincidiendo con lo reportado por Cuervo et al., (2002), donde el peso de
drganos digestivos como intestino, higado, pancreas, molleja y proventriculo aumentan
significativamente durante la primera semana de vida, lo que conlleva al aumento de los
procesos digestivos, y por ende, en el comportamiento productivo del ave. La inclusién de
microorganismos probidticos en la dieta de pollos de engorde permite el rapido desarrollo
de las bacterias benéficas en el tracto digestivo, mejorando su rendimiento. Como
consecuencia, hay una mejora en el ambiente intestinal, aumentando la eficiencia de los
procesos de digestién y absorcion de nutrientes, los cuales se ven reflejados en las
ganancias de peso y por consiguiente en el desarrollo de los érganos (Alkhalf et al., 2010).

El crecimiento proporcional del corazéon de las aves alimentadas con E. faecium podria
estar relacionado con el aumento en el peso corporal, el cual puede aumentar la
proliferacién de tejido muscular o la deposicidn de grasa en éste érgano. Esto mismo pudo
pasar con el crecimiento rapido del pulmén y del rifidn de las aves alimentadas con E.
faeciumy con L. casei (Anwar et al., 2012).

En este trabajo, proventriculo y molleja, presentaron el mayor crecimiento durante los
dias 28 y 42 en comparacion con el resto de dias. Cuando se anaden a la dieta
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componentes que mejoran la disponibilidad de nutrientes, como en este caso los
probidticos, se estimula el crecimiento y desarrollo de molleja y proventriculo (Svihus,
2011).

El pancreas mostré un crecimiento alométrico lento en relacidn con el peso corporal en
cada uno de los tratamientos; sin embargo, el pancreas es un érgano pequefo e inmaduro
funcionalmente durante los primeros dias de vida del ave, pero luego sufre una rdpida
maduracién debido a la actividad de las enzimas pancredticas que ayudan a la digestién de
carbohidratos, lipidos y proteinas (Cuervo et al., 2002). No obstante, el intestino mostrd
un crecimiento lento en relacion al peso corporal en esta investigacién, lo que concuerda
con Jaramillo (2012) quien encontrd que durante la primera y segunda semana después
de la eclosidn, el intestino muestra una disminucidon en el tamano relativo al peso
corporal, lo que podria comprometer directamente la salud intestinal, la absorcién de
nutrientes, y por ultimo el crecimiento y desarrollo del ave.

La diferencia de CA del higado entre las diferentes dietas coincide con lo reportado por
Anwar et al (2012), donde encontraron que aves suplementadas con probidticos tenian
menor CA comparado con aves alimentadas sin aditivos probidticos, lo que puede estar
relacionado con una mayor movilizacién de grasas y glucosa a partir del higado.

El consumo de probidticos ha sido asociada a mejoras en parametros productivos como
conversion alimenticia y ganancia de peso, los cuales influyen y se ven reflejados sobre el
peso y desarrollo de drganos, especificamente del intestino (Franz et al., 2011). A nivel
intestinal, los probidticos pueden aumentar el transporte y la absorcién en el epitelio de
nutrientes, debido a que favorecen el crecimiento de las vellosidades intestinales, y al
mismo tiempo, minimizan la proliferacion de agentes patdgenos al competir por
nutrientes y sitios de adhesién en las paredes intestinales, interpretandose como un
efecto positivo para el animal (Musa et al., 2009).

En pollos, la altura de las vellosidades intestinales aumenta y la profundidad de las criptas
se disminuye rdpidamente tras la eclosion, lo que incrementa la superficie de absorcién de
nutrientes. En este trabajo se encontré que las aves alimentadas con E. faecium
presentaron mayor desarrollo intestinal reflejado en vellosidades con mayor altura y
ancho, y criptas menos profundas (Franz et al., 2011). Las aves alimentadas con la dieta
basal presentaron criptas mas profundas y mas anchas, lo que implica mayor gasto de
nutrientes por el alto recambio celular para el mantenimiento de este tejido (Giannenas
et al., 2012). Le Bon et al (2010) reportaron que la adicion de probioticos en el alimento
de lechones destetos durnte 9 semanas tuvo una influencia positiva sobre la salud e
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integridad intestinal, lo cual se vio reflejado en la disminucién de los niveles de coliformes
a nivel intestinal. Cao et al (2013) evaluaron la inclusion de E. faecium en pollos de
engorde y encontraron que a nivel intestinal las vellosidades presentaron mayor altura y la
profundidad de criptas fue menor, en comparacion con el control, esto esta asociado con
el aumento en la eficiencia de crecimiento, debido principalmente al aumento en la
superficie de absorcidn de nutrientes; todo lo anterior coincide con lo reportado en este
estudio.

Yu et al (2011) reportaron que la adicion de probioticos en la alimentacion de ratas
aumento la altura de las vellosidades y el area superficial significativamente; Deng et al
(2012) reportaron que gallinas de postura sometidas a estrés calorico presentaban una
mejor estructura intestinal (vellosidades mas altas y criptas menos profundas) cuando se
incluian en la alimentacion probioticos; Fallah et al (2013) incluyeron en la alimentacién
de pollos de engorde un probiotico comercial, obteniendo a nivel de yeyuno vellosidades
mas altas; lo cual puede favorecer la absorcion de nutrientes a nivel intestinal lo cual se ve
reflejado en el crecimiento y desarrollo del animal.

Markovic et al (2009) reportaron que la adicién de probioticos en la alimentacién de
pollos de engorde proporciona una microflora intestinal mas estable, mejorando las
condiciones para la vida util de los enterocitos. Ademas vellosidades con mayor altura
incrementan la superficie de absorcién y criptas menos profundas indican una menor
renovacion de los tejidos y por consiguiente menor demanda de nutrientes (Awad et al,
2009); Al-Fataftah & Abdelgader (2014) encontraron que la inclusion de probidticos en la
alimentacién de pollos de engorde incrementé la altura de vellosidades y el drea de éstas
a nivel del duodeno e ileon.

Salim et al (2013) encontraron que la altura de las vellosidades y la profundidad de las
criptas en pollos de engorde alimentados con probioticos mejoré en comparacién con el
control significativamente, aumentando la superficie de absorcion del intestino y
mejorando la absorcion de nutrientes para un optimo crecimiento y desarrollo de los
animales. Un intestino sano no sdlo tiene efectos positivos sobre la utilizaciéon de
nutrientes, sino que tamben tiene influencias sobre el estado inmune y por consiguiente
sobre la salud general del animal (Rajput et al., 2013; Lee et al., 2014).
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3.6 CONCLUSIONES

La inclusién de probidticos como promotores de crecimiento, especificamente E. faecium,
en la alimentacion de pollos de engorde, mejoraron el peso, desarrollo y crecimiento de
organos de importancia digestiva, especificamente intestino, igualmente mejoraron el
desarrollo intestinal lo cual se vio reflejado en vellosidades mas altas y criptas menos
profundas, mejorando la absorcidon de nutrientes y por consiguiente la salud de los
animales. Por lo anterior, los probidticos pueden ser utilizados en la alimentacion de aves
durante todo el ciclo productivo como reemplazo eficaz y seguro de los antibidticos.
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4. Efecto de cepas probioticas (L. Acidophilus, L. casei
y E. faecium) sobre el crecimiento de organos
linfoides, pH intestinal y la produccion de
anticuerpos vacunales.

4.1 RESUMEN

Las aves se enfrentan diariamente a agentes patégenos que podrian desencadenar
problemas a nivel intestinal y ocasionar que el sistema inmune no responda de manera
efectiva. Los probidticos, pueden mejor los mecanismos de defensa naturales a través de
la modulaciéon de la microbiota intestinal, la cual desempefia un papel critico en el
mantenimiento de la salud del hospedero. El objetivo de este trabajo fue determinar el
efecto de diferentes cepas probidticas sobre el sistema inmune de pollos de engorde. Se
utilizaron 200 pollos machos (Cobb) de un dia de edad a los cuales se les realizé analisis
alométrico de drganos linfoides, pH intestinal y titulo de anticuerpos contra gumboro los
dias: 7, 14, 21, 28, 35y 42. Las aves fueron alimentadas con dos dietas: dieta basal con y
sin la adicion de antibidtico. Los diferentes probidticos (L. casei, L. acidophilus 6 E.
faecium) se suministraron en el agua de bebida de los animales que consumieron la dieta
basal sin antibidtico garantizando una concentracion de 10’UFC/mL. El disefio estadistico
utilizado fue de bloques al azar en arreglo de parcelas divididas. La inclusion de
probidticos, especificamente de E. faecium, ayudaron a mantener un pH intestinal mas
bajo, un titulo mayor de anticuerpos post-vacunales contra gumboro y mayor peso de los
6rganos linfoides. Por lo anterior los probidticos pueden ser un reemplazo eficaz, seguro y
rentable de los antibidticos durante todo el ciclo de produccion del ave, llevando a un
mejoramiento del sistema inmune del ave.

Palabras Clave: aditivos, aves de corral, broiler, bacterias acido lacticas, promotores de
crecimiento.

4.2 INTRODUCCION

La avicultura es una actividad que ha crecido drasticamente alcanzando grandes avances
en las ultimas décadas (Stewart et al.,, 2013). La seleccién genética para aumentar la
ganancia de peso ha mejorado la conversién de alimento, sin embargo el desarrollo de
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6rganos y tejidos relacionados a la respuesta inmunoldgica ha resultado perjudicado
(Korver, 2012; Ohimain & Ofongo, 2012).

El epitelio intestinal, junto con el moco, proporcionan la primera barrera de defensa
sensorial mediada por un transporte activo entre las bacterias nativas, patégenos y otros
antigenos. Las bacterias pertenecientes a la microbiota intestinal pueden ejercer una
doble funcién, la estimulacién de los mecanismos de defensa de la mucosa y el
mantenimiento de la homeostasis de la respuesta inmune. La microbiota intestinal, con
sus funciones metabdlicas, tréficas y de proteccién, es capaz de afectar positivamente la
integridad de la barrera intestinal (Gaggia et al., 2010; Chambers & Gong, 2011). Cambios
en el pH intestinal pueden tener un efecto sobre las poblaciones bacterianas benéficas y a
su vez repercutir sobre la digestibilidad y absorcién de nutrientes a nivel intestinal (Lutful,
20009).

Las enfermedades virales tienen un impacto econdmico y social importante, no solo por
las pérdidas directas sino también por las pérdidas indirectas como consecuencia de la
inmunosupresion de los animales. Entre estas se encuentra la enfermedad de Gumboro,
también conocida como Enfermedad Infecciosa de la Bursa (IBD), la cual es altamente
infecciosa en pollos jovenes, y se caracteriza por la destruccién de los 6rganos linfoides, v,
en particular, la bolsa de Fabricio. La célula blanco es el linfocito B en una etapa inmadura,
y la infeccidon causa inmunosupresion, y en la mayoria de los casos es dificil de determinar
(Ingrao et al., 2013).

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de los nutricionistas debe ser el de aumentar la
resistencia a las enfermedades en animales; es decir, promover un nivel adecuado de
respuesta inmune para que las aves ganen los desafios sanitarios lo mas rapidamente
posible, reduciendo el uso masivo de antibidticos como promotores de crecimiento (APC)
sin perjudicar el desarrollo productivo, ya que el uso de estos en dosis subterapéuticas, no
solo influyen en las poblaciones microbianas intestinales y sus actividades, sino que
ademas afectan el metabolismo de los animales y alteran especificamente la funcion
intestinal (Huyghebaert et al., 2011).

La preocupacién mundial sobre el desarrollo de la resistencia a los antimicrobianos y
sobre la transferencia de genes de resistencia a los antibidticos de los animales a la
microbiota humana, condujo a la prohibicién del uso de antibidticos como promotores del
crecimiento en la Union Europea desde el 1 de enero 2006 (Gaggia et al.,, 2010;
Huyghebaert et al., 2011), lo que ha llevado a que se utilicen aditivos microbianos, como
los probidticos, que influyen de manera positiva sobre el rendimiento y bienestar de las
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aves, mejorando los mecanismos de defensa naturales a través de la modulacién de la
microbiota intestinal, la cual desempefia un papel critico en el mantenimiento de la salud
del hospedero (Tellez et al., 2012). Los probidticos pueden prevenir la adherencia,
establecimiento, replicacién y/o accion de bacterias patdgenas, modificando el pH del
lumen intestinal, debido a la produccién de acidos organicos principalmente lactato
(Lutful, 2009; Gaggia et al., 2010).

Por lo anterior, El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de diferentes cepas
probidticas sobre el tamafio de érganos linfoides, pH intestinal y titulo de anticuerpos
post-vacunales contra gumboro en pollos de engorde.

4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1 Localizacion

El trabajo de campo se realizdé en la granja avicola comercial, Los Andes, dedicada a la
produccién de pollos de engorde, ubicada en el municipio de Girardota, vereda “El
Totumo”, localizado a 1425 msnm, con una temperatura promedio de 229C,
correspondiendo a una zona de vida bosque hiumedo premontano (bh-PM).

4.3.2 Animales

Se utilizaron 200 pollos machos de un dia de edad de la linea comercial Cobb obtenidos de
una casa comercial, con un peso promedio inicial de 45,65 gramos. El periodo
experimental tuvo una duracién de 42 dias. La cria se realizé siguiendo los
procedimientos comerciales establecidos en la granja.

4.3.3 Instalaciones y Equipos

Los pollos fueron alojados dentro de un galpdn comercial con piso de cemento y con cama
de viruta de madera, en el cual se realizaron las divisiones para los tratamientos utilizando
carton plast. Cada division tuvo una medida de 1.0 x 1.2 metros, ademas de comedero y
bebedero independiente. Durante la primera y segunda semana se utilizaron comederos
de bandeja, posteriormente se cambié a comedero de tolva. Durante todo el experimento
se utilizaron bebederos de volteo de 3 Lt de capacidad, y el agua se suministraba dos
veces al dia. Para mantener la temperatura homogénea durante las primeras semanas se
utilizaron criadoras a gas, y posteriormente cortinas alrededor del galpdn para controlar la
temperatura, humedad y entrada-salida de corrientes de aire. Para realizar el pesaje de
los pollos y el alimento suministrado se utilizé una balanza digital.
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4.3.4 Manejo Sanitario

Para el recibimiento de los pollos, se realizé lavado, limpieza y desinfeccién del galpdn,
cortinas, comederos y bebederos; ademas, se hizo el control de roedores e insectos con
productos obtenidos en casas comerciales. Las criadoras se encendieron cinco horas
antes de la llegada de los animales.

4.3.5 Dietas

Los animales se alimentaron con una dieta formulada de acuerdo con los requerimientos
nutricionales establecidos por Rostagno (2011).

D1: Alimento comercial sin probidtico y sin antibidtico

D2: Alimento comercial + antibidtico (como APC)

D3: Alimento comercial sin antibidtico + L. acidophilus

D4: Alimento comercial sin antibiodtico + L. casei

D5: Alimento comercial sin antibiotico + E. faecium.

Se elaboraron 2 dietas (Tabla 1), una para la etapa de iniciacién (dia 1 al 21), y la otra para
la etapa de finalizacion (dia 22 al 42).

Los probidticos fueron suministrados en el agua de bebida, la cantidad de probidtico
adicionado (relacion v/p) fue proporcional a 1 gr de probidtico por cada 20 Lt de agua,
siguiendo las instrucciones para su preparacién y adicion segun lo recomendado por el
fabricante. La concentracidon de probidticos viables que se considera que debe llegar al
intestino para producir un efecto beneficioso es de >10° UFC/mL, por tal motivo se utilizd
en promedio 10’ UFC/mL (Sharma et al., 2014). No fue de interés modificar la dieta, sino la
incorporacion eficiente de los probidticos como una alternativa al uso de APC.

4.3.6 Eutanasias humanitarias y toma de muestras érganos

Durante la fase experimental se realizd eutanasia humanitaria a 65 aves de la siguiente
forma: El dia inicial, o Dia 1, se sacrificaron 5 aves que representaron el grupo de
referencia para verificar el estado general de salud y la evaluacién macroscépica del
estado de los drganos antes de suministrar las dietas experimentales. Durante la fase de
eutanasias escalonadas se sacrificaron 90 aves de la siguiente forma: los dias 7, 14, 21, 28,
35 y 42 se sacrificaron 10 aves/dia (dos aves por tratamiento). Los animales se sedaron
por inhalaciéon con Nitrox ® y posteriormente se les realizé eutanasia humanitaria con
dioxido de carbono durante 3 minutos. Todas las aves fueron sacrificadas 2.5 horas
después de su ultima comida.
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Después del sacrificio, las aves se pusieron en posicidon ventral boca arriba, separando los
miembros posteriores y extendiendo las alas lateralmente; luego se realizé un corte que
iba desde la parte anterior del cuello hasta la cloaca, intentando cortar solo la piel. Las
aves no tienen cavidad tordcica y abdominal, sino una sola cavidad interna denominada
cavidad celédmica, donde se encuentran la mayoria de los drganos vitales. Para la apertura
de la cavidad celémica se realizé un corte con las tijeras en la zona que se encuentra por
debajo de la pechuga. Se realizaron dos pequefios cortes laterales hasta llegar a las
costillas, y luego un corte de las costillas en direccion craneal. En este instante se evalud la
presencia de exudados diversos y el estado de sacos aéreos (Dolz & Majd, 2011).

Los organos de la cavidad celdémica se extrajeron conjuntamente. El corazdén se removid
cortando con una tijera en la base a nivel de los grandes vasos, y separado de los
pulmones. Se retird el tracto gastrointestinal con el higado y el bazo. El bazo se localiza
dorsalmente entre la molleja y el proventriculo, es de color café rojizo y su forma varia
entre redondo y ovalado. El proventriculo y la molleja, se separan del intestino y se
abrieron con tijera examinando el contenido y la mucosa. El intestino de las aves se divide
en intestino delgado e intestino grueso; el intestino delgado empieza con la curvatura
duodenal hasta el ciego, que marca la unidn del intestino delgado con el grueso, se
tomaron 20 cms de todas las porciones del intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon);
se tomé una muestra del pancreas que se encuentra adherido al mesenterio duodenal.
Después de retirados todos los drganos, se extrajeron los pulmones que se encuentran in
situ en la pared dorsal del térax y finalmente los rifiones que se encuentran adheridos a la
carcasa (Acevedo, 2012). Todos los drganos extraidos fueron lavados con solucién salina
fria, y luego fueron pesados para los analisis alométricos.

Los pesos de los drganos fueron convertidos a porcentaje de peso vivo (%PV) por medio
de la férmula:

Peso 6rgano X 100

%PV =

Peso promedio/ave

Para determinar la ontogénesis del crecimiento de los diferentes érganos y su relacidn con
el peso corporal, se utilizé la constante de Crecimiento Alométrico (CA), segln la siguiente
ecuacion:

On/Oh

CA=p Y pen
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Donde: O= peso del érgano; n= dias después del nacimiento; h= peso al nacimiento y PC=
peso corporal.

Cuando el érgano crece en la misma proporcién al peso corporal, CA es de 1; si el
crecimiento del érgano es menor al peso corporal, CA es menor a 1; y cuando CA es mayor
a 1, hay un crecimiento rapido en relacion con la ganancia total de peso corporal (Cortés &
Villamarin, 2013; Jaramillo, 2012).

4.3.7 Toma de muestra y determinacidn del pH intestinal

Para la determinacién del pH intestinal se tomé 1 g de muestra (mezcla) de contenido de
duodeno, yeyuno, ileon y ciegos, para luego suspenderlo en 12,5 ml de agua destilada
desionizada. Esta mezcla se agitd manualmente con agitador de vidrio lavandolo después
de cada registro con agua destilada. Posteriormente se insertd en la mezcla un electrodo
de pH y se realizaron las lecturas en un potenciémetro con precisién de tres decimales. El
pH de la suspensién fue medido dentro de los 45 minutos subsiguientes al sacrificio de las
aves (Jaramillo, 2012).

4.3.8 Toma de muestra y determinacion de titulos de anticuerpos post-vacunales
Después del sacrificio con nitrox y CO, de cada ave, se tomé una muestra de sangre (3 ml
aprox) de cada animal decapitdandolo para facilitar su extraccién, ésta fue almacenada en
tubos de ensayos tapa roja debidamente identificados, e inmediatamente centrifugada
para separar el suero. La muestra fue almacenada a -70°C hasta la realizacién de los
analisis de laboratorio, en el Laboratorio comercial BIOARA, de la ciudad de Bogota (titulos
de anticuerpos post-vacunales contra gumboro).

4.3.9 Diseiio estadistico
El experimento se realizé segun un disefio bloques al azar en un arreglo de parcelas

dividas, donde los animales fueron aleatorizados a cada uno de los tratamientos (5 dietas
por 6 periodos de evaluacidn), y cada tratamiento tuvo un total de 2 repeticiones. El

analisis estadistico fue desarrollado usando el procedimiento GLM del SAS (2007).

4.3.10 Consideraciones éticas
Esta investigacion fue avalada por EI Comité de Etica en la Experimentacién Animal de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin (CEMED 045 del 10 de junio de 2014).
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4.4 RESULTADOS

En general las aves que consumieron los diferentes tratamientos presentaron un buen
estado de salud, y no presentaron sintoma alguno de enfermedad que causara su retiro
y/o sacrificio inmediato. Ademas al nivel en que se fijo el suministro diario de alimento no
hubo sobrantes.

En este experimento no se encontrd interaccion estadistica entre las diferentes dietas y
los dias de sacrificio para ninguna de las variables en estudio, por lo que no fue necesario
analizar y desglosar dichos factores de manera independiente.

Tabla 8: pH intestinal, peso (%PV) y crecimiento alométrico de érganos
linfoides, y titulos de anticuerpos post-vacunales de pollos que
consumieron dietas con cepas probiéticas (L. acidophilus, L. casei y E.
faecium) durante 42 dias.

. Dietas

Organo EEM

D1 D2 D3 D4 D5

Bursa | (%)PV | 0,13* | 0,23* | 0,14 0,14 | 0,15A°
X X X . —10.003

CA | 0,16 0,15 0,15 0,17A® | 0,18B

Bazo | (%)PV | 0,15* | 0,24 | 0,15 0,15" | 0,16A°
X X . - ~—{ 0.002

CA | 0,16 0,16 | 0,17A® | 0,188° | 0,19C

Timo | (%)PV | 0,25* | 0,26" | 0,25 0,27% | 0,29A°
X . X . —1 0.004

CA | 0,32 0,34 0,32 0,36A° | 0,38B

pH intestinal | 6,21" | 6,18" | 6,19A%® | 6,02° 5,98 | 0.005
Anticuerpos
post- 295,29" | 265,98" | 325,25 | 444,94A°® | 655,07° | 8,19
Vacunales

D1: Alimento comercial sin probidtico y Sin antibidtico; D2: Alimento comercial + antibiético; D3: Alimento
comercial sin antibidtico + L. acidophilus; D4: Alimento comercial sin antibidtico + L. casei; D5: Alimento
comercial sin antibiético + E. faecium.

%PV = Peso érgano.x 100

Peso promedio/ave
CA= (On / Oh) / ( PCn / PCh); Donde: O= peso del 6rgano; n= dias después del nacimiento; h= peso al
nacimiento y PC= peso corporal. CA<1: crecimiento lento con relacién al peso corporal. CA=1: crecimiento

proporcional con relacion al peso corporal. CA>1: crecimiento rapido con relacion al peso corporal

AB,C,D . . . ; . , ops s s
Dentro de una misma fila medias con un superindice comun no difieren estadisticamente (P < 0.05).

EEM: Error estandar de la media.
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No se presentaron diferencias significativas entre D1 y D2 para la variable crecimiento
alométrico de bursa, bazo y timo (tabla 8); se presentaron diferencias significativas
(P<0,05) para D5, las aves que recibieron esta dieta presentaron los mayores valores. No
obstante, bursa, bazo y timo presentaron un crecimiento lento (CA<1) con relacién al peso
corporal en todas las dietas. Para la variable pH intestinal, las aves que consumieron D5
presentaron un menor valor en comparacion con los demds tratamientos, donde los
animales que consumieron D1 y D2 presentaron los mayores valores (P<0,05). Para la
produccién de titulos de anticuerpos post-vacunales contra gumboro no se presentaron
diferencias significativas entre D1 y D2, las cuales presentaron valores mucho mas bajos y
significativamente diferentes en los titulos de anticuerpos, comparados con las dietas que
recibieron probidticos (P<0,05). Las aves que recibieron D5 presentaron los mayores
titulos (P<0,05; Tabla 8).

Para el analisis del peso de los d6rganos linfoides (%PV) se presentaron diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05), obteniéndose que durante la primera semana de
vida se alcanza un desarrollo rapido de los 6rganos. No obstante, bursa y el bazo después
del dia 7 comienzan a disminuir su crecimiento alcanzando su minimo peso en el dia 42;
por el contrario, el timo sigue creciendo y se reporta su mayor peso en el dia 42 (Tabla 9).
En el andlisis alométrico de los érganos linfoides se presentaron diferencias significativas
(P<0,05), encontrandose que bursa y bazo presentan un mayor crecimiento en el dia 7, a
diferencia del timo que presenta un mayor crecimiento en el dia 42. Todos los érganos
presentan un crecimiento lento (CA<1) en relacidn con el peso corporal en los diferentes
periodos de tiempo. El pH intestinal de las aves alimentadas con cepas probidticas durante
los diferentes periodos de evaluacion presentd diferencias significativas (P<0,05),
encontrandose que en el dia 7 las aves presentaron el mayor pH intestinal, en
comparacion con los dias 35 y 42 donde se registraron los pH intestinales mas bajos
(P<0,05; Tabla 9). Para la produccion de anticuerpos post-vacunales contra gumboro
durante los diferentes periodos evaluados, se presentaron diferencias significativas
(P<0,05), donde la mayor produccién de anticuerpos se observé el dia 42.
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Tabla 9: pH intestinal, peso (%PV) y crecimiento alométrico de érganos
linfoides, y titulos de anticuerpos post-vacunales de pollos que
consumieron dietas con cepas probidticas (L. acidophilus, L. casei y E.
faecium) durante diferentes periodos de tiempo

p Dietas
Organo EEM
7 14 21 28 35 42
Bursa | (%)PV | 0,49" | 0,29° |0,26°| 0,21° | 0,09 | 0,09" ;
A B C D D 0'003
CA 0,40* |0,23° | 0,22° | 0,08° | 0,07
Bazo | (%)PV | 0,49" | 0,29° |0,21°| 0,19° | 0,17° | 0,12°
. . = . —— 0.002
CA 0,40" [0,20°| 0,16° | 0,16 | 0,14
Timo | (%)PV | 0,49" | 0,33 |0,21°| 0,31° | 0,40° | 0,74"
. . . . —— 0.004
CA 0,46 [0,23% | 0,26° | 0,32 0,57
pH intestinal | 6,54" | 6,17° |6,12°| ND |5,90°| 5,90° | 0.005
Anticuerpos
Post- ND |266,59" | ND ND | 3587,62°| 8,19
Vacunales 55,49°

Peso 6rgano X 100
%PV = o TITO I

Peso promedio/ave
CA= (On / Oh) / ( PCn / PCh); Donde: O= peso del d6rgano; n= dias después del nacimiento; h= peso al
nacimiento y PC= peso corporal. CA<I: crecimiento lento con relacién al peso corporal. CA=1: crecimiento

proporcional con relacion al peso corporal. CA>1: crecimiento rapido con relacion al peso corporal

A,B,C,D . . . T . e s
Dentro de una misma fila medias con un superindice comun no difieren estadisticamente (P < 0.05).

ND: No determinado
EEM: Error estandar de la media.

4.5DISCUSION

El timo es el principal drgano linfoide en las aves, es el lugar donde se maduran
principalmente los linfocitos T y pequefias cantidades de células B. La bolsa de Fabricio es
el sitio principal de maduracién de linfocitos B para la sintesis de inmunoglobulinas. El
bazo también se considera un drgano linfoide esencial que juega un papel importante en
la inmunidad mediada por células, por ejemplo, su funcidn en el desarrollo de las células T
supresoras (He et al., 2013).

Durante la evaluacién, el crecimiento de la Bursa presentd un descenso en el peso, lo que
coincide con lo reportado por Perozo et al., (2004), donde encontraron que la disminucién
de este 6rgano fue inducida por atrofia tisular normal. Un tamafo y peso adecuado del
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Timo es un indicador sensible del estado de salud asi como de la respuesta tanto aguda
como cronica a situaciones de estrés, ya que el timo responde con atrofia tisular a la
presencia de glucocorticoides y factores estresantes (Perozo et al., 2004). El peso del Timo
tuvo un crecimiento constante a lo largo de los diferentes periodos de tiempo evaluados,
y presentd su peso maximo el dia 42, indicando que los animales se encontraban en una
zona de confort tolerable por ellos (Perozo et al., 2004; Li, Zhao, & Wang, 2009; Cortés &
Villamarin, 2013). El aumento del tamafio de estos drganos, especialmente de la bursa la
cual contiene numerosos foliculos linfoides en los que se concentran las células
linfocitarias que participan en la respuesta inmunitaria como los linfocitos B, y del timo en
el que se encuentran los linfocitos T, permiten una mejor respuesta inmune (He et al.,
2013; Rajput et al., 2013).

El uso de probidticos tiene ventajas considerables en comparacion con los aditivos
antibacterianos, no inducen resistencia a los antibidticos, no son tdxicos y por tanto no
producen efectos secundarios indeseables cuando son utilizados en la alimentacion;
ademads, en el caso de animales destinados al consumo, no se producen residuos tdxicos
en la canal (Gaggia et al., 2010). Las aves que consumieron D5 (E. faecium) presentaron
un pH mds bajo en comparacién con los demds tratamientos, debido principalmente a
gue estos microorganismos crecen rapidamente en el intestino, y provocan un descenso
del pH que funciona como un antiséptico del sistema digestivo, y al mismo tiempo
minimiza la proliferacién de microorganismos patdgenos al competir por nutrientes y
espacio en las paredes intestinales (Franz et al., 2011). La disminucién en el pH intestinal
se produce debido a la fermentacién por parte de la microbiota, la cual aumenta la
produccién de acidos grasos e cadena corta (Abdelgader et al, 2013).

Los probidticos en el organismo de un animal sano pueden estimular la respuesta inmune
no especifica y mejorar la proteccidon inmune; ademads, pueden mejorar los niveles de IgA
a nivel intestinal, lo que repercute en un efecto positivo sobre el crecimiento, la
produccién y la capacidad de resistencia a las enfermedades (Musa et al, 2009; He et al.,
2013; Rajput et al., 2013; Butel, 2014). Los titulos de anticuerpos vacunales contra
gumboro presentaron diferencias segun el tipo de dieta que consumieron las aves, donde
las que consumieron D5 (E. faecium) presentaron un mayor titulo de anticuerpos contra
gumboro, demostrando que el uso de inmunomoduladores, en este caso bacterias acido
lacticas ayuda al desarrollo y maduracidon del sistema inmune, incrementando la
produccién de anticuerpos (Machado & Jurado, 2013). En este trabajo los titulos de
anticuerpos vacunales contra gumboro presentaron un descenso entre el dia 14 y 28
(tabla 9) a pesar de las vacunaciones en incubadora y en campo. Este fendmeno puede
explicarse como la consecuencia de la interferencia de los anticuerpos maternales con la
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respuesta inmune a la vacunacion, ya que la inmunidad pasiva genera una incapacidad de
la progenie de responder adecuadamente a las vacunaciones (Perozo et al., 2004).

Stringfellow et al (2011) reportaron que el suministro de probidticos en el agua de bebida
de pollos de engorde mejoraron los titulos de anticuerpos post-vacunales, debido a que
las bacterias probidticas activan el sistema inmune de la mucosa a través de la
estimulacion de las células presentadoras de antigeno para promover la protecciéon. La
administracién de probiéticos puede ofrecer una mayor proteccién en el momento de la
vacunacion o tener un efecto adyuvante modulando el sistema inmune del hospedero.
Salim et al (2013) reportaron que se presento mayor cantidad de anticuerpos en pollos
alimentados con probidticos en comparacién con el control debido a que los probidticos
aumentan la respuesta humoral, mejorando la funcién inmune y promoviendo a la sintesis
de péptidos antimicrobianos enddgenos en el intestino, los que se ve reflejado en
animales mas sanos.

4.6 CONCLUSIONES

La inclusién de probidticos como promotores de crecimiento, especificamente L.
acidophilus y E. faecium, en la alimentacion de pollos de engorde, influyeron en el peso de
organos linfoides, lo cual se vio reflejado en la mayor producciéon de anticuerpos post-
vacunales, favoreciendo la salud del animal, y a su vez, influyendo de manera positiva
sobre el bienestar y rendimiento de las aves. Por lo anterior los probidticos pueden ser un
reemplazo eficaz y seguro de los antibiéticos cuando se adicionan en la alimentacién de
aves.
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