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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad probiotica de los actinomicetos,
concentracion éptima para su inclusion y caracterizar molecularmente las cepas utilizadas.
Realizando tres estudios. En el primer estudio se utiliz6 400 pollos machos de la linea Cobb
500, distribuidos en cinco tratamientos con cinco repeticiones y ocho animales cada una,
siendo los tratamientos: T1 (dieta control), T2 (dieta con APC), T3 (Bacillus subtilis), T4
(Férmula Probidtica 1) y T5 (Férmula Probidtica I1). En el segundo estudio se utilizaron 768
pollos distribuidos en seis tratamientos con ocho repeticiones y 16 animales cada una, siendo
los tratamientos: T1 (dieta control), T2 (APC), T3 (Bacillus subtilis), T4 (Férmula Probiotica
I-C1), T5 (Formula Probidtica 1-C2) y T6 (Férmula Probidtica 1-C3). Cada Formula
Probiotica (I y Il) fue elaborada a base de tres cepas de actinomicetos aislados del tracto
intestinal de gallinas criollas. Los resultados mostraron en el primer estudio un incremento
significativo (p<0.05) de la ganancia y peso vivo en los pollos que recibieron la Formula
Probidtica | a los 28 dias. El indice intestinal fue favorable con la adicion de las Formulas
Probioticas, mas no difieren significativamente con el probidtico comercial a los 28 dias. En
el segundo estudio, las aves que recibieron la Férmula Probidtica | en concentracion baja
influyo positivamente sobre el indice productivo europeo a los 42 dias. Sin embargo, la
adicién del Probidtico | en media y alta concentracion incrementaron el indice intestinal en
duodeno a los 42 dias. En ambos estudios, el peso relativo de 6rganos, inmucompetencia y
evaluacion macroscépica de la integridad intestinal no mostraron diferencias estadisticas
(p>0.05) entre los tratamientos. En conclusion, la Férmula Probidtica | a una concentracion
baja (10*~10° UFC/g) elaborada con tres cepas del género Streptomyces, identificadas por

PCR, pueden utilizarse como aditivos en la alimentacién de pollos de carne.

Palabras clave: actinomiceto; integridad intestinal; microbiota; pollos de carne; probiotico



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the probiotic activity of actinomycetes, the
optimal concentration for their inclusion and molecularly characterize the strains used.
Carrying out three studies. In the first study, 400 male chickens of the Cobb 500 line were
used, distributed in five treatments with five repetitions and eight animals each, being the
treatments: T1 (control diet), T2 (APC), T3 (Bacillus subtilis), T4 (Probiotic Formula I) and
T5 (Probiotic Formula 11). In the second study, 768 chickens were used distributed in six
treatments with eight repetitions and 16 animals each, being the treatments: T1 (control diet),
T2 (APC), T3 (Bacillus subtilis), T4 (Probiotic I-C1), T5 (Probiotic I-C2) and T6 (Probiotic
[-C3). Each Probiotic Formula (I and 1) was made from three strains of actinomycetes
isolated from the intestinal tract of creole hens. The results showed in the first study a
significant increase (p <0.05) of the gain and live weight in the chickens that received the
Probiotic Formula I at 28 days. The intestinal index was favorable with the addition of the
probiotic formulas, but did not differ significantly with the commercial probiotic at 28 days.
In the second study, the birds that received the Probiotic Formula I in low concentration had
a positive influence on the European productive index at 42 days. However, the addition of
Probiotic I in medium and high concentration increased the intestinal index in the duodenum
at 42 days. In both studies, the relative weight of organs, immunocompetence and
macroscopic evaluation of intestinal integrity did not show statistical differences (p> 0.05)
between the treatments. In conclusion, the Probiotic Formula | a low concentration (10%-10°
CFU/g) made with three strains of the genus Streptomyces, identified by PCR, can be used

as additives in the feeding of broilers.

Keywords: actinomycetes; intestinal integrity; microbiota; broilers; probiotic



l. INTRODUCCION

Con fines de prevenir y controlar enfermedades se emplearon por varias décadas antibioticos
promotores de crecimiento (APC) en dosis sub-terapéuticas; sin embargo, el uso
indiscriminado de los APC ha generado una preocupacion mundial por lo que en la
actualidad se encuentran restringidos y limitados en su uso por la evolucion de la resistencia
antimicrobiana entre las bacterias patdgenas, peligros asociados al depdsito de residuos en
huevo y carne causando un impacto en la salud humana (Calvo 2004, Trafalska y
Grzybowska 2004, Lutful 2009, Medina et al. 2018).

En el 2006, la Unidn Europea prohibio el uso de antibioticos promotores de crecimiento en
la alimentacion animal, promoviendo otras alternativas como los probioticos, prebidticos,
simbidticos, &cidos organicos y fitogénicos; estos se han utilizado como fuentes
prometedoras para minimizar la incidencia de la enfermedad y lograr un mejor rendimiento
en pollos (Olarve et al. 2007, Toghyani et al. 2011). Los probi6ticos son considerados como
uno de los mejores sustitutos de los APC en la produccion animal y estan relacionados con
el mantenimiento de la integridad y estabilidad de la microbiota, inhibiendo la proliferacion
de microorganismos perjudiciales que ocasiona la aparicion de enfermedades, estimula la

respuesta inmunitaria y mejora el rendimiento productivo (Quigley 2010, Diaz et al. 2017).

Dentro de los probidticos mas usados estan aquellos que pertenecen al género Lactobacillus,
Enterococcus y Bifidobacterium spp., éstos forman parte de la microbiota normal del ave,
cuya accion benéfica se atribuye principalmente a la produccién de acidos organicos y
biocinas que inhiben el crecimiento de patdgenos. También son utilizados microorganismos
que no integran la microbiota normal de las aves como Lactobacillus bulgaricus,
Streptococcus thermophilus y Saccharomyces cerevisiae que han demostrado la capacidad

de ejercer efectos beneficiosos en las aves (Lutful 2009, Parra 2010).



Sin embargo, para poder combatir enfermedades infecciosas de reciente aparicion y para
mejorar la salud animal, la basqueda de una nueva cepa probiotica es esencial (Torres et al.
2013) y dentro de ellos estan los actinomicetos, del género Streptomyces, debido a su
potencial para producir valiosos metabolitos secundarios bioactivos que les confiere la
capacidad de competir con otros microorganismos (Berdy 2005, Garcia 2016). Los
actinomicetos se han utilizado como probi6ticos en la industria acuicola con resultados
positivos respecto al incremento en la supervivencia, la tasa de crecimiento, eficiencia de
conversion de alimentos y prevencion de infecciones intestinales (Das et al. 2010, Suguna y
Rajendran 2012).

El uso de actinomicetos como probidticos no es comdn en produccién avicola. Asi, existen
algunos reportes indicando que actinomicetos del género Streptomyces que han logrado pasar
las pruebas in vitro para ser aceptados como probidticos (Latha 2016); asimismo, ha logrado
ser utilizado en aves dando indicios de ser una alternativa para mejorar el estado de salud de
los pollos (Lokapirnasari 2018, Martinez 2019, Bhogoju et al. 2021). El uso de actinomicetos
aislados del tracto digestivo de gallinas criollas (exposicion directa con el suelo) en dietas

de pollos de engorde todavia no ha sido evaluado.

Por lo tanto, el presente estudio tiene como objetivo evaluar la actividad probiotica de los
actinomicetos aisladas del tracto digestivo de gallinas criollas y determinar la concentracion
Optima para su inclusion en el alimento a través de las mediciones de respuesta productiva,
peso relativo de organos, inmunocompetencia e integridad intestinal de pollos de engorde;
asimismo, caracterizar molecularmente las cepas de actinomicetos utilizadas como

probidticos.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. IMPORTANCIA DE LA INTEGRIDAD INTESTINAL DEL POLLO

La integridad del intestino y su funcionalidad son fundamentales para lograr un desempefio
eficiente en aves de carne y productoras de huevos (Edens 2003, Choct 2009). Cuando el
tracto gastrointestinal esta equilibrado e intacto, se absorben los nutrientes de manera mas
eficiente, limitando la adhesion y la replicacién de los patégenos en la pared intestinal.
Previene enfermedades entéricas y, en consecuencia, mejora el rendimiento de los animales,
reduce la mortalidad y la contaminacion de los productos (carne y huevo); de lo contrario,
resultaria una pérdida econdémica para el productor (Edens 2003, Adedokun y Olojede 2019).

La integridad morfoldgica (macro y microestructural del intestino), funciones fisiologicas
del tracto intestinal (digestion y absorcion de nutrientes), el metabolismo de los tejidos y la
energia de equilibrio, funciones de barrera desarrolladas, respuesta eficiente de la inmunidad,
balance inflamatorio sostenido y, particularmente, una microbiota adecuada engloban el

concepto de salud intestinal (Choque 2008, Diaz et al. 2019).

Kogut et al. (2017) proponen que la salud intestinal se puede definir como la capacidad del
intestino para realizar funciones fisiolégicas normales y mantener la homeostasis, lo que
respalda su capacidad para resistir infecciones y agentes no infecciosos; asimismo,
manifiesta que dentro de la literatura cientifica se usan términos, para referirse a este

concepto, como salud del intestino, salud entérica u otro similares.

El tracto gastrointestinal (GI) de todo animal incluye proteccion contra microrganismo
(infecciosos y no infecciosos), transporte de alimento ingerido y digestion a lo largo del
tracto GlI, digestién y absorcion de nutrientes y energia, secrecién de materiales enddgenos,
hospedaje de la microbiota intestinal y excrecién de la porcién no digerida del alimento
ingerido y los desechos metabdlicos; por tanto, un tracto Gl saludable podréa llevar a cabo
estas funciones de manera eficiente, mientras que un tracto GI comprometido no podra

realizar una 0 mas de estas funciones (Yegani y Korver 2008).



El intestino es un 6rgano complejo y muy importante que forma parte del tracto GI, formada
por una gran cantidad de vellosidades, microvellosidades y criptas que permiten la absorcién
de los nutrientes (Sepulveda et al. 2008). Nutrientes que sirven de base para el metabolismo,
mantenimiento y crecimiento del animal, ademas de los recursos necesarios para el adecuado
funcionamiento y desarrollo del sistema inmune, 6seo y nervioso (Ferket 2000, Alfaro y
Bricefio 2013). El aprovechamiento de los nutrientes no depende solo de la dieta (alimento
balanceado y completo, formulado a base de requerimientos nutricionales) sino que requiere
de un intestino saludable; alguna situacion que comprometa al intestino, el bienestar y

desempefio productivo se ponen en riesgo (Bailey 2013).

El intestino es el principal y mas grande 6rgano del sistema inmune adaptativo. Siendo los
desafios infecciosos una forma comin de estrés a los cuales estan expuestas las aves,
pudiendo resultar en la aparicion de enfermedades clinicas que dependen de varios factores,
como la patogenicidad del microorganismo invasor y la competencia inmunoldgica del ave
(Suhair et al. 2013). Independientemente de los resultados, el sistema inmune es activado,
pero afectara negativamente el crecimiento, con la disminucion de los indices productivos:
mala conversidn alimenticia, reduccion de la produccion, poca pigmentacion, reduccion de
la eficiencia del procesado y preocupacion por la seguridad alimentaria. Esto va a traer como
consecuencia que se vea afectado el rendimiento y la rentabilidad de las aves (Dominguez
2015). En los pollos, el setenta y cinco por ciento de las células inmunitarias se ubican en
forma de tejido linfoide asociado al intestino (GALT) (Ortiz 2006).

El epitelio del intestino delgado se renueva continuamente por la proliferacion de células de
la cripta que migran hasta las vellosidades. Durante este proceso de migracion, los
enterocitos adquieren funciones diferenciadas en términos de digestion, absorcion y
secrecion de mucina. El desarrollo de las criptas es un paso crucial en la maduracion
intestinal. Este incremento en el nimero y tamafio de las criptas tienen dos efectos directos:
proporcionar enterocitos para incrementar el area de superficie absortiva y aumentar la tasa
de renovacion celular (Geyra et al. 2001). La longitud y el tamafio del intestino, densidad y
disposicion de las vellosidades influyen sobre la capacidad de este 6rgano para digerir y

absorber los nutrientes del alimento (Jaramillo 2012).



Asimismo, la calidad de los ingredientes de la dieta, aditivos, equilibrio de la microbiota, las
secreciones enddgenas y la motilidad pueden afectar la funcion del intestino (Barrera et al.
2014). Por tanto, para promover y mantener una verdadera salud e integridad funcional del
intestino, clave importante para la asimilacion de los nutrientes, es necesario tomar en cuenta
sus propiedades fisioldgicas y los probables factores que alteran su estabilidad morfolégica
y funcional; logrando controlar estas variables podemos esperar la maxima expresion
fenotipica de las caracteristicas genéticas de las lineas de aves que estamos criando (Koga
2012).

2.1.1. Factores que afectan la integridad intestinal

La integridad del tracto gastrointestinal (GI) de un ave depende de varios factores,
especificamente la capa epitelial; puede ser dafiada principalmente por la presencia de virus
(Newcastle, Gumboro), protozoarios (coccidias), bacterias, hongos, parasitos y factores
antinutricionales (micotoxinas, inhibidores de tripsina, etc.). Estas afecciones pueden
provocar diversas reacciones en el tracto Gl: degradacion de la capa de moco, destruccion
de las células epiteliales, interrupcion en el suministro vascular y/o un sistema inmune

comprometido (Hoerr 2009).

La primera alimentacion (temprana disposicion del alimento), la calidad y calidad de la dieta
(composicidn y textura fisica) a una edad temprana podrian influir en la integridad del tracto
GI del ave durante varias semanas (Yegani 2008). Por tanto, es importante proporcionar
adecuadamente los nutrientes necesarios en el periodo de transicion (tras la eclosion) para el
desarrollo de los intestinos y 6rganos asociados; asimismo, mejora la absorcion de yema por
el intestino (Potturi et al. 2005, Adedokun y Olojede 2019). Potturi et al. (2005) indican que
el retraso al acceso de alimento para las aves, luego de la eclosion presentan un desarrollo

intestinal mas lento y un rendimiento menor que no podra superarse en una etapa posterior.

Los nutrientes de la dieta juegan un papel importante en el mantenimiento de la integridad
de la mucosa intestinal y la poblacion microbiana intestinal (Pan y Yu 2014). Dentro de los
aminodacidos como glutamina, arginina, treonina (abundante en la mucina que recubre todo
el tracto intestinal), triptéfano y cisteina son vinculados con la integridad, crecimiento y
desarrollo del epitelio intestinal, la expresion génica, la sefializacion celular, las respuestas

antioxidantes y funciones inmunes asociadas (Adedokun 2019).



Waldenstedt et al. (2000) indican que la alta viscosidad del contenido intestinal causa
problemas digestivos y de salud; por tanto, el aumento del tiempo de retencion de la digesta
facilitaria la colonizacion bacteriana. Los polisacaridos sin almidon disminuyen la velocidad
de paso de digesta y por ende la disponibilidad de nutrientes. Ingredientes en la dieta como
las enzimas exdgenas pueden descomponer los polisacéridos sin almidén y reducir la
viscosidad de la digesta, incrementan el paso de la digesta y mejoran el rendimiento de las
aves (Wu y Ravindran 2004).

Tenemos también a las toxinas, de las micotoxinas, que se encuentran en algunos
ingredientes dentro de los alimentos. Estos son capaces de afectar negativamente la
integridad intestinal, reduciendo el desempefio productivo e incluso conducir a una alta

mortalidad de aves (Yegani 2008).

Respecto a los agentes infecciosos, Ortiz (2006) considera dos aspectos importantes
relacionados a la integridad intestinal, la actividad microbiana y los procesos inflamatorios.
El intestino interactia con los alimentos como con las distintas especies de bacterias
comensales alojadas en la mucosa intestinal; el sistema inmune debe tener la facultad de
diferenciar los microrganismos comensales de los patdgenos y generar respuestas de
tolerancia o inflamatoria (Sepulveda et al. 2008). La presencia de microbios indeseables
causa gastos de nutrientes para el proceso patolégico y gasto metabdlico que supone el
proceso inflamatorio; la disbacteriosis y el sindrome de mala absorcion son algunos de los
desafios que se pueden generar, presentandose desde subclinicas a cuadros clinicos severos
(Ortiz 2006).

Los agentes infecciosos como bacterias: Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Clostridium perfringens, Campylobacter afectan la integridad intestinal (Adedokun 2019).
La etiologia de una enfermedad entérica es compleja, ya que se involucran combinaciones
de virus, bacterias y otros agentes infecciosos como también los no infecciosos (Reynolds
2003). El dafio causado por bacterias patdgenas repercute en una pobre eficiencia de
conversion alimenticia y, por ende, una disminucién en el peso corporal de las aves; sin
embargo, dafios mas severos resultarian en una enfermedad manifiesta con alta mortalidad
(Yegani y Korver 2008).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032579119393460?via%3Dihub#bib120
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Los parésitos intestinales como protozooarios (Eimerias) y gusanos otros agentes infecciosos
pueden afectar la integridad intestinal (Adedokun 2019). Los pollos de carne no presentan
tan cominmente el problema con gusanos debido al corto tiempo de produccion; asimismo,
su crianza es aun en galpones y no al aire libre en pastizales (Thapa et al. 2015). Los parésitos
internos mas comunes y causantes de enfermedades son los protozoos, ello se debe a la
crianza en confinamiento y alta densidad (McDougald 2003). Los protozoarios del género
Eimeria causan la cocciodiosis en pollos, afectando negativamente la integridad intestinal
como resultado de la infeccion; estos parasitos presentan un ciclo de vida corto pero
complejo con etapas de desarrollo alternado, las aves se infectan al ingerir los ovocitos del
protozoo por medio del alimento, agua o cama en la que se cria, los oocitos eclosionan dentro
del tracto Gl y a la semana se manifiesta en una reduccion en la ingesta de alimento y por
ende ganancia de peso (Lillehoj 2000). La patogenicidad y virulencia dependera de la especie
de eimerias, causando lesiones intestinales desde moderadas a graves, generando una

respuesta inmune humoral y mediada por células (Williams 2005).

Otras infecciones son causadas por virus como rotavirus, coronavirus, enterovirus,
adenovirus y reovirus en las aves, disminuyen la ganancia de peso diario, diminucion en el
consumo de alimento y disminucion de la uniformidad de la parvada. Las aves jovenes son

las mas afectadas por esta infeccion (Yegani y Korver 2008).

El estrés es otro de los factores que podria predisponer a las aves de corral a una enfermedad
entérica como el intestino permeable y enteritis. El estrés puede ser producto del ambiente
(temperatura inadecuada), dieta (privacion de alimento, dieta desbalanceada, alimentacion
suboptima y calidad de ingredientes, etc), vacunacion, medicamentos, desequilibrio de
microbiota y resultado de carga de patdgenos (microorganismo 0 gusanos intestinales); el
mecanismo de cada una de estas situaciones es distinta (Georgieva 2011). El estrés
proveniente de un manejo inadecuado como la carencia de dietas balanceadas, agua,
temperatura optima de galpon, entre otros, podrian comprometer la integridad del tracto Gl
(Quinteiro et al. 2010).

El estrés interrumpe el equilibrio entre la produccién y la eliminacion de especies de oxigeno
reactivo (ROS), el alto nivel de ROS en las células intestinales dara como resultado la
destruccion de los acidos grasos poliinsaturados en la membrana de las células, lo que
conduce a la produccion de peroxidos que eventualmente podrian conducir a la produccion

de malondialdehido (MDA) que se relaciona con la destruccion gradual de la integridad de
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la membrana celular; por ende, una mala absorcion de nutrientes, morbilidad o mortalidad
(Georgieva 2011). A ellos se suma, la infeccidn de patdgenos oportunistas y deficiencias de
algunos nutrientes aumentando la susceptibilidad al estrés oxidativo (Bun 2011).

Alfaro y Bricefio (2013) sefialan que las afecciones que se dan en el intestino de las aves,
pueden causar mas pérdidas econdmicas si las comparamos con algiin otro érgano o sistema

del animal.
2.1.2. Medicidn de la integridad intestinal

La integridad intestinal puede ser definida como el mantenimiento de la estructura fisica
(enterocitos, vascularizacidén, mucus) y funcional del intestino (absorcion, respuesta inmune,
impermeabilidad) (Bischoff 2011). La integridad del epitelio hace referencia al desarrollo
integral (macroscopico y microscopico) y funcionamiento normal del tracto intestinal,
importante desde el nacimiento hasta el final del ciclo productivo para poder cumplir con las

metas de conversion alimentaria y crecimiento (Cervantes 2011).

Por tanto, existen diversos métodos para valorar la integridad intestinal; el método de
puntuacion de la disbacteriosis que se realiza de acuerdo con el sistema de puntuacion
macroscopica descrito por De Gussem (2010) y Teirlynck et al. (2011), sencillo de efectuar
y obtener informacidn para un diagnostico. Smits (2001) define la disbacteriosis como un
desequilibrio microbiano, cambios cuantitativos y cualitativos de las bacterias intestinales

no patdgenas que pueden generar perturbaciones digestivas.

El método consiste en valorar seis parametros clinicos establecidos con dos puntuaciones de
0 (ausencia) o 1 (presencia). Para ello se deben analizar cinco pollos vivos, considerando
solo la porcion del intestino y este sera dividido en dos partes por el diverticulo de Meckel,

donde se observara:

e Timpanismo o presencia de gases

Esto se observara en todo el intestino. Puntuacion 0, cuando el diametro del intestino
es normal; puntuacion 1, cuando el diametro es visiblemente mayor de algunas partes
del intestino conteniendo varias cantidades de liquido, grasoso, viscoso y/o contenido

intestinal gaseoso.



e Inflamacion de los vasos sanguineos

Esto se observara en la porcion craneal y caudal del intestino. Puntuacion 0, cuando
el color intestinal es normal y vasos sanguineos no visibles; puntuacién 1, cuando
esta enrojecida la serosa y/o lado mucoso del intestino; y/o presencia de sangre

anormalmente dilatada vasos en el lado seroso del intestino.
e Flacidez del intestino

Esto se observara en la porcion craneal y caudal del intestino. Puntuacion 0, cuando
los bordes de la pared intestinal se doblan hacia atras y provocan inversion de la pared
intestinal; puntuacion 1, cuando el aspecto es flacido de la pared intestinal

inmediatamente después de la apertura del intestino.
e Contenido anormal en el intetsino

Esto se observara en la porcion craneal y caudal del intestino. Puntuacion 0, cuando
la apariencia es normal del contenido intestinal; puntuacién 1, cuando la apariencia

es anormal (espumosa, acuosa, mucoide, sanguinolento) del contenido intestinal.

e Delgadez y fragilidad de la pared intestinal

Esto se observara en la porcion craneal y caudal del intestino. Puntuacion 0, la
apariencia es normal de la pared intestinal; puntuacién 1, cuando es
macroscopicamente visible y / o tangible la reduccion del grosor de la pared
intestinal, y /o translicidas en combinacion con aumento de la fragilidad del

intestino.

e Alimento sin digerir

Esto se observara en la porcion caudal del intestino. Puntuacién 0, cuando no hay
particulas de alimento no digeridas; puntuacion 1, cuando hay presencia de particulas

de alimento no digeridas.

Para evaluar los resultados, todos los puntajes se suman y se dividen por el nimero de aves
evaluadas, el puntaje obtenido se divide por 2.5. El puntaje < 1.2 es considerada como aves

en buen estado mientras > 1.2 se consideran como aves en mal estado (Aviapp 2020).



Asi también la valoracion de la presencia de coccidios, basado en la puntuacion de lesiones
descrito por Johnson y Reid (1970); debido a que la observacion es a nivel macroscopica
solo se valoran a las especies Eimeria (E. acervulina, E. maxima y E. tenella) que causan
tales lesiones. EI método consiste en asignar puntuaciones de 0 (no hay lesion) a 4 (lesiones
graves).

La Eimeria acervulina causa lesiones blanquecinas en la mucosa del duodeno y en
infecciones mayores también en posiciones mas caudales. La Eimeria méxima causa
petequias 0 equimosis mas visibles en la serosa del intestino medio —a veces se observan las
petequias sin presencia del parésito. La Eimeria tenella afecta a los ciegos produciendo
lesiones sanguinolentas e incluso hemorragias que llevan a la muerte del ave de forma rapida
(ILP 2019).

Para evaluar los resultados, todos los puntajes de las aves se suman para E. acervulina, E.
maxima y E. tenella. El puntaje obtenido se divide por el nimero de pollos analizados. El
puntaje < 1 es considerado como aves en buen estado; 1-1.5, se debe tomar acciones

correctivas; > 1.5, existe un problema y deberia ser investigado (Aviapp 2020).

A nivel microscépico, generalmente se evalla los indices histomorfométricos del intestino
delgado como la altura de las vellosidades, la profundidad de las criptas y la relacion de
ambas; esta es una técnica de gran utilidad para evaluar la integridad intestinal (Han et al.
2013).

2.2. MICROBIOTA INTESTINAL DEL AVE

La microbiota intestinal es un componente importante del ecosistema intestinal, comprende
la poblacion de microbios que habitan en el tracto gastrointestinal (Gl). El tracto Gl de las
aves es un refugio calido para una microbiota compleja que consiste principalmente en
bacterias anaerobicas (Pan y Yu 2014). En el tracto gastrointestinal de las aves habita una
comunidad diversa de bacterias, hongos, protozoos y virus, que interactlan constantemente
con el huésped (Rinttila y Apajalahti 2013), siendo las bacterias los microorganismos

predominantes (Gabriel et al. 2006).

Las aves manifiestan marcados cambios temporales y espaciales en la microbiota intestinal,
los cambios temporales inician desde la pre-eclosion hasta que el ave es adulta (Abad et al.

2017). Ding et al. (2017) muestran que la poblacion microbiana del pollito es transferida
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durante el proceso de formacion del dvulo en el oviducto de la gallina. Rinttila y Apajalahti
(2013) y Donaldson et al. (2017) indican que la adquisicion y desarrollo de la microbiota
intestinal en los pollitos se origina desde su eclosion, junto con los microbios que se
encuentran adheridos a la superficie de la cascara del huevo, que corresponden a
microorganismos del intestino de la madre (produccion extensiva); ademas, las fuentes

externas presentes en el medio ambiente, alimento y personal que manipula los animales.

La produccion intensiva de aves implementa practicas de higiene muy estrictas que reducen
fuertemente la carga microbiana en el ambiente de eclosién para evitar la colonizacion por
bacterias patdgenas, y para que las aves recién nacidas adquieran su microbiota inicial en la
granja en lugar de la fuente materna natural (Donaldson et al. 2017). Matté et al. (2017),
indica que después de la eclosion, los polluelos al entrar en contacto con el ambiente externo
sin necesidad de consumir agua o comida, el nUmero de genotipos bacterianos presentes en
el tracto intestinal aumenta; atribuyendolo al proceso de manipulacion, el contacto con la
caja de transporte, el polvo y la vacunacion, contribuyendo a la evolucion de la microbiota
en este periodo de la vida. Por tanto, los pollitos entregados en granja, ya tienen una

microbiota pre-estructurada.

Ademas, Apajalahti y Kettunen (2006) indican que debido a la inocuidad de los ambientes
donde se da la produccién de pollitos, estos son inoculados intencionalmente para cumplir
el principio de exclusion competitiva; por tanto, el ino6culo aleatorio recibido puede
representar especies extrafias al tracto gastrointestinal (Gl), afectando el desarrollo de la
microbiota, el sistema inmunitario e integridad intestinal en los pollos de carne. El efecto del
primer indculo puede perdurar toda la vida, dirigiendo el desarrollo del sistema inmune

(tolerancia inmunologica) y la microbiota intestinal normal.

El principal cambio ocurre inmediatamente tras el nacimiento, ya que a nivel embrionario
existe una microbiota poco desarrollada (Abad et al. 2017). Durante su crecimiento, los
pollos picotean e ingieren continuamente particulas de la cama y, por lo tanto, adquieren una
parte importante de los microorganismos que forman la microbiota intestinal. A su vez, la
cama acumula materia fecal y constituye una microbiota con su propia diversidad y

composicion (Pany Yu 2014).
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Los microorganismos del ambiente rapidamente empiezan a poblar el tubo digestivo,
posteriormente existird un proceso de maduracion y estabilizacion de la microbiota intestinal
(Abad et al. 2017). A medida que el huésped crece, esta microbiota se vuelve muy diversa
hasta que alcanza un estado relativamente estable pero dindmico (Pan y Yu 2014). El
establecimiento de la microbiota normalmente ocurre, en pollos de carne, alrededor de las

tres semanas de vida (Johnson y Foster 2018).

Las comunidades microbianas estan presentes en buche, molleja, ileon, ciego y colon de
pollos de carne (Stanley et al. 2014). Los cambios espaciales estan dados por las diferentes
condiciones que se dan en los compartimentos del tracto digestivo; siendo los ciegos el lugar
propicio para un mayor desarrollo y establecimiento de la microbiota intestinal, pero la
microbiota del intestino delgado es méas facilmente manipulable por la dieta (Abad et al.
2017). El tracto gastrointestinal de las aves en produccion esta colonizado aproximadamente
por 640 especies de bacterias de 140 géneros diferentes, varia en abundancia y diversidad a
lo largo del tracto intestinal, y es inferior el nimero de microorganismos en los que el paso
del alimento es mas rapido. Se estima que el nimero de células bacterianas supera al de las

células del ave, en una relacion aproximada de 10 a 1 (Gil et al. 2005).

El buche del pollo alberga 108 a 109 ufc/g de bacterias, que generalmente esta dominada por
lactobacilos (Gong et al. 2007). Ademas, Gallibacterium (familia Pasteurellaceae, filo
Proteobacteria) es caracteristica del buche de pollos (Rychlik 2020). EI proventriculo y la
molleja estan colonizados por Lactobacillus sp., debido a la resistencia del pH acido (Wang
et al. 2017, Matté et al. 2017). El estbmago también esta poblado por especies de

Proteobacterias atn no caracterizadas (Rychlik 2020).

La composicion de la microbiota en las porciones del intestino delgado es similar entre si,
aungue se requiere definir especies bacterianas especificamente adaptadas a diferentes
compartimentos del intestino delgado. La microbiota ileal a veces se puede mezclar con la
microbiota de origen cecal (Yan et al. 2019). Los microorganismos que colonizan el intestino
son principalmente del filo Firmicutes e incluyen Lactobacillus, Enterococcus, Turicibacter
y Clostridium perfringens sensu stricto (Kollarcikova et al. 2019, Matté et al. 2017). En los
ciegos, la complejidad de la microbiota aumenta, esta poblado por aproximadamente 1000
especies diferentes pertenecientes al filo: Firmicutes, Actinobacterias (Gram-positivas),

Bacteroidetes y Proteobacterias (Gram-negativos) (Oakley et al. 2014).
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Una comunidad microbiana intestinal normal tiene beneficios y costos para el huésped
(Dibner y Richards 2005). Dentro de los beneficios que brinda la microbiota comensal es la
exclusion competitiva de los patégenos o microbios no autdctonos; por lo tanto, disminuyen
el gasto de energia que las aves normalmente invierten para mantener el sistema inmune
activo contra estos patdgenos (Dibner y Richards 2005, Diaz et al. 2019). La presencia de
microbiota, permite que la capa de moco intestinal aumente la secrecion de mucina y la tasa
de renovacion de las células epiteliales, lo que mantiene el tracto gastrointestinal lubricado
y evita que los microorganismos invadan las células epiteliales intestinales del huésped
(Mitchell y Moret6 2006, Pan y Yu 2014).

La microbiota puede estimular el desarrollo del sistema inmunitario, incluida la capa
mucosa, la monocapa epitelial, las células inmunes intestinales (células T citotoxicas y
auxiliares, células productoras de inmunoglobulina y células fagociticas) y la lamina propia.
Estos tejidos construyen barreras entre el huésped y los microbios, combatiendo
microorganismos intestinales indeseables (Dibner y Richards 2005, Oakley et al. 2014). Las
inmunoglobulinas A (IgA) se unen especificamente a los epitopos bacterianos, que ayuda a
regular la composicion bacteriana en el intestino (Jeurissen et al. 2002, Suzuki y Nakajima
2014).

En el intestino distal (ciegos y colon), la microbiota también produce energia y nutrientes
como vitaminas, aminoacidos y acidos grasos de cadena corta (AGCC) a partir de los
alimentos no digeridos, que eventualmente estan disponibles para el huésped (Dibner y
Richards 2005). Los AGCC tienen propiedades bacteriostaticas que son capaces de eliminar
los patdgenos alimentarios, como Salmonella (Ricke 2003). Asimismo, los AGCC también
son una fuente de energia para los animales y pueden estimular ain mas la proliferacion de
células epiteliales intestinales, aumentando asi la superficie de absorcion gastrointestinal
(Dibner y Richards 2005).

La microbiota intestinal contribuye con el metabolismo de los compuestos nitrogenados del
animal; las bacterias cecales pueden convertir el &cido Urico en amoniaco, utilizado por el
ave para producir aminoacidos como la glutamina. Ademas, parte del nitrogeno de la dieta
se incorpora a la proteina celular bacteriana y, estas pueden ser una fuente de proteinas
(Metges 2000).
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En contraste, la microbiota también incurre en costos para el animal, a nivel del intestino
proximal (molleja e intestino delgado), los microbios compiten con el animal por energia y
proteinas. Tanto en el intestino proximal como en el distal, los microbios producen
metabolitos téxicos (por ejemplo, catabolitos de aminoacidos) y catabolizan los acidos
biliares, que pueden deprimir el crecimiento y disminuir la digestibilidad de las aves,
respectivamente (Gaskins et al. 2002). Por tanto, el proceso digestivo esté relacionado con
la microbiota intestinal; la absorcién de nutrientes, la digestibilidad del alimento, captacion
de energia y la productividad estd influenciados por la composicion y diversidad de la
microbiota (Mancabelli et al. 2016).

2.2.1. Factores que afectan la microbiota intestinal

La microbiota albergada en el tracto digestivo se ve afectada cuando el ave sufre agresiones
como: estrés ambiental, cambios de la dieta, desequilibrios nutricionales, intoxicaciones,
vacunaciones, suministro masivo de antibioticos, mal manejo y sustancias que perturban el
valor del pH del intestino. Estos factores que perturban el equilibrio de la microbiota

intestinal tienen una repercusion en la salud del animal (Teirlynck et al. 2011, Aguavil 2012).

El efecto de los antibioticos sobre la microbiota de pollos es la reduccion de la estabilidad y
reduccion de la poblacion de Lactobacillus en el intestino (Allen y Stanton 2014, Mancabelli
et al. 2016). Mancabelli et al. (2016) demostraron en un estudio que el metagenoma de los
pollos alimentados con suplementos antimicrobianos presentaban una mayor abundancia de
genes asociados con la resistencia a los antimicrobianos (principalmente vancomicina y
cloranfenicol). Asimismo, mostraron que los pollos tratados con antibidticos presentan

menos funciones asociadas con el transporte y el metabolismo de los carbohidratos.

La cama donde viven los pollos generalmente esta compuesta de viruta, cascaras de arroz u
otros materiales vegetales, los cuales se mezclan con el alimento, agua y excretas; los
materiales utilizados como sustrato para la cama pueden alterar la morfologia y fisiologia

del intestino y la composicion de la microbiota intestinal (Wang et al. 2018).
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2.3. ANTIBIOTICOS PROMOTORES DE CRECIMIENTO

Los antibioticos son moléculas naturales, producidas por un organismo vivo (hongo o
bacteria), de forma sintética o semisintética, que tiene la capacidad de inducir muerte
(bactericidas) o detener el crecimiento de bacterias (bacteriostatos), virus u hongos (Seija y
Vignoli 2008).

El uso de antibioticos veterinarios, como tal, puede tener tres propésitos distintos segun sea
el uso. Primero como uso terapéutico, son un elemento clave para combatir enfermedades
infecciosas y desde su aparicién han permitido disminuir la mortalidad asociada a estas
patologias de forma muy significativa; los animales se exponen a altas dosis en un corto
periodo de tiempo Y asi se previene el contagio del agente infeccioso a los demas animales
(Kocher et al. 2004, Alvo et al. 2016) y reduce la expulsion via fecal del patdégeno (Lekshmi
et al. 2017). Segundo como uso preventivo o profilactico, en esta estrategia los animales se
tratan a concentraciones elevadas (en alimento o agua) por un largo periodo de tiempo y se
puede prevenir la aparicion de brotes. El tercer uso es como promotor de crecimiento, la
dosis es a concentraciones muy bajas incluidos también en la dieta del animal y busca
aumentar la masa corporal mejorando la productividad (Economou y Gousia 2015),
produciendo una ganancia de peso estimada alrededor del 5 por ciento (Torres y Zarazaga
2002).

La Organizacion Mundial de la Salud indica que los términos agentes promotores de
crecimiento son sustancias distintas a los nutrientes de la racion que aumentan el ritmo de
crecimiento y mejoran el indice de conversion de los animales sanos y correctamente
alimentados” (Silvan 2006). Los promotores de crecimiento son usados principalmente en
animales de granja, cuyo propdsito es promover el crecimiento, mejorar la distribucion de
grasa y proteina, y contribuyen al aumento de la eficiencia en la tasa de conversion
alimenticia (lleana 2007, Toldra et al. 2016).

Los antibidticos promotores de crecimiento son adicionados al alimento en bajas dosis y por
periodos prolongados; acttan principalmente en el sistema digestivo de dos formas: ayuda a
establecer la microbiota intestinal optima y mejora la eficacia de utilizacidn de los alimentos.
El efecto positivo puede ser expresado a traves del aumento del apetito, mejor conversion
alimenticia, estimulacion del sistema inmune, aumento de la vitalidad y regulacion de la

microbiota intestinal (Ileana 2007, Peri¢ et al. 2009).
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La produccion avicola emplea estos antibidticos como promotores de crecimiento
ocasionando que los microorganismos se adapten y aumenten la resistencia a ciertos
antibioticos; la resistencia antimicrobiana no solo esta relacionada al uso indiscriminado en
la dieta sino también a la falta de control en los tratamientos (Berglund 2015). La evidencia
cientifica muestra que el uso desmesurado de los antibi6ticos ha creado el problema de
resistencia a los antibioticos (Forgetta et al. 2012, Furtula et al. 2010), y residuos de
antibidticos en los alimentos y en el medio ambiente (debido a su alta administracion en
humanos y animales, persisten en la naturaleza en transformacion y bioacumulacion)
(Carvalho y Santos 2016).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la resistencia a los antibi6ticos es un
problema serio que compromete a la salud humana y animal (Diarra et al. 2010, Lin 2014).
Los antibidticos se han convertido en una amenaza para la salud humana, causada por el
riesgo de la transferencia de bacterias resistentes. La diseminacion puede ocurrir por contacto
directo con los animales o indirectamente por los alimentos, agua, y la aplicacion de los
residuos animales a los campos agricolas (Marshall y Levy 2011). Ademas, algunos agentes
antimicrobianos que se utilizan en la alimentacion animal son similares a los que se utilizan
en medicina humana, lo que conlleva a que las bacterias resistentes en los animales, también

sean resistentes a antimicrobianos de uso humano (Knobler et al. 2003).

Por lo tanto, existe una necesidad creciente de encontrar alternativas naturales efectivas para
controlar las enfermedades infecciosas y limitar la propagacion de bacterias resistentes, pero
lo que es mas importante, hacer que los antibioticos sean una herramienta Gtil para el futuro.
Algunos de los reemplazantes que se han ido planteando e investigando son las enzimas
exogenas, prebidticos, probidticos, extractos de plantas y acidificantes, los cuales podrian
limitar el nimero de bacterias patdgenas, mejorar la capacidad de absorcion del intestino y
mejorar el rendimiento productivo (Lépez et al. 2009, Huyghebaert et al. 2011, Urbano
2018), permitiendo ofrecer al consumidor un producto seguro desde el punto de vista

sanitario y accesible econdmicamente (Ardoino et al. 2018).

16



2.4. PROBIOTICOS

La palabra "probiotico” deriva de una palabra en griego que significa "para la vida" o "a
favor de la vida", siendo modificado el significado con el paso de los afios (Azizpour et al.
2009). Los probidticos son microorganismos con efectos beneficiosos sobre la salud del
huésped después de la ingestion e incluyen Lactobacillus (LAB), Bifidobacterium, Bacillus

y levadura; siendo LAB el primer probiotico descubierto (Konig y Frohlich 2009).

La Asociacion Cientifica Internacional para Probioticos y Prebi6ticos (ISAPP) organiz6 una
reunion de expertos clinicos y cientificos en probidticos para poder redefinir su concepto,
definiéndolos como “microorganismos vivos estrictamente seleccionados que, cuando se
administran en cantidades apropiadas, confieren al huésped un beneficio para la salud” (Hill
et al. 2014).

Los probioticos pueden provenir de una microbiota indigena, es decir, puede ser un
subcultivo del contenido intestinal del animal o una microbiota ajena a la intestinal.
Asimismo, puede estar formada por varias especies 0 un solo microorganismo, siendo mas
eficaz contra mas microorganismos cuando su composicion es mas variada (Patterson y
Burkholder 2003). Su uso podra ser para distintas especies de animales, tendrdn menos
efectos adversos y cumplira mejor con las caracteristicas ideales de un probiotico
(Timmerman et al. 2004, Chapman et al. 2011).

La dosis, el tiempo y la duracion de la administracion de probioticos puede ser un factor que
afecta la eficacia (Sazawal et al. 2006) como también la edad de los animales, los patrones
de colonizacidn son inestables y los animales recién nacidos son susceptibles a los patdgenos
ambientales; por tanto la colonizacion inicial es de gran importancia para el huésped porque
las bacterias pueden modular la expresidn de genes en las células epiteliales creando asi un

habitat favorable por si mismos (Siggers et al. 2007).

Gorbach (2002), Patterson y Burkholder (2003) consideran algunos criterios que las cepas
deben tener para que formen un probidtico ideal: ser originaria del huésped y asi resista al
acido gastrico, bilis y secreciones pancreaticas, modulen la respuesta inmune, capaces de
fijarse a las células epiteliales, no patdgenas, soporten los procesos tecnoldgicos y de
almacenamiento, produzcan sustancias antimicrobianas y brinde efectos benéficos en la

salud.
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Diaz et al. (2017) concluyeron que los probi6ticos, actualmente son una alternativa potencial
de reemplazo a los antibi6ticos utilizados como subterapéuticos, a modo de promotores de
crecimiento. Su ventaja es que no dejan residuos en el huevo ni en la carne del ave y no
generan riesgo de resistencia antibidtica en la microbiota humana. Ademads, contribuye al
mantenimiento de la integridad y estabilidad de la flora intestinal, lo que dificulta la
proliferacién de microorganismos perjudiciales, lo cual ayuda a prevenir la aparicion de

enfermedades y a mejorar el rendimiento productivo.
2.4.1. Mecanismos de accion de los probioticos

El mecanismo de accion de los probioticos que ejercen efectos biol6gicos alin no se conoce
en su totalidad, pese al gran nimero de estudios que tratan de explicar los posibles
mecanismos mostrando los terminos como resistencia a la colonizacion o exclusion
competitiva se utilizan a menudo para explicar su modo de accién; aun se necesitan mas

estudios para dilucidarlos.

Oelschlaeger (2010) clasifica tres modos de accion de los probioticos, los cuales estan
implicados en la defensa contra infecciones y en estabilizar o reconstituir el equilibrio
fisiologico entre la microbiota intestinal y el huésped. Por otro lado, Hernandez et al. (2019)
considera dos mecanismos basicos de los probidticos para la inhibicion de patogenos:
exclusion competitiva (involucra la produccién de compuestos inhibidores, prevencion de la
adhesion de patogenos, competencia por nutientes y reduccion de la biodisponibilidad de la
toxina) y modulacién del sistema inmunoldgico del huésped, tanto innato como adaptativo.
Sin embargo, hasta la fecha no hay probidtico que exhiba todos los principios o al menos no

en la medida en que pueda ser efectivo.

24.11. Modulaciéon inmunolégica

La influencia de los probidticos puede ser directa o indirecta sobre el sistema inmune; la
influencia directa es ejercida por diferentes especies de Lactobacillus que aumentan los
niveles de citocinas y anticuerpos (Haghighi et al. 2006; Brisbin et al. 2011). De forma
indirecta, los probidticos promueven el crecimiento de otras bacterias como Lactobacillus
agilis y Lactobacillus salivarus que tienen la capacidad de estimular la produccion de

butirato microbiota y restablecer el equilibrio de la microbiota (Meimandipour et al. 2009).

18



Los probidticos pueden estimular el sistema inmunoldgico tanto innato como adquirido
mediante los metabolitos que producen, componentes de la pared celular y ADN. Asimismo,
los efectos inmunomoduladores podrian incluso lograrse con bacterias probidticas muertas
0 simplemente con fragmentos de peptidoglicano. Siendo este un mecanismo que le
contribuye al huésped proteccién. Los metabolitos son reconocidos por las células del
huésped; las principales células diana son las celulas inmunitarias asociadas al intestino y el
epitelio intestinal. La interaccién de los probioticos con las células del huésped (epiteliales)
por adhesién en si misma podria desencadenar una cascada de sefializacion que conduzca a

la modulacion inmunitaria (Oelschlaeger 2010).

Dentro de los efectos ejercidos en el sistema inmune innato, se puede observar la capacidad
que poseen los probidticos de aumentar la actividad de las células natural killer (NK), que se
destacan por su efecto citotoxico y por producir citoquinas que actian como
inmunomoduladores y agentes proinflamatorios (Matsuzaki y Chin 2000). Por otro lado, se
ha estudiado otro mecanismo antiinflamatorio de los probioticos en el que algunos de sus
productos metabdlicos tienen la capacidad de interactuar con receptores de sefializacion
como el NF-kb (factor nuclear kappa B), lo cual evita la produccion de agentes inflamatorios

que afecten la integridad de la mucosa intestinal (Lescheid 2014).

Ademas, se ha demostrado que la adicion de probioticos en la dieta posee efectos
quimiotacticos, mediados por citoquinas, metaloproteinasas y prostaglandinas, que
estimulan la respuesta inmune celular, lo que aumenta la produccion de inmunoglobulinas
(1gA, IgM e IgY) y la migracién de linfocitos T (YYang y Choct 2009, Bai et al. 2013).

2.4.1.2. Efectos directos sobre otros microorganismos

Los probidticos producen metabolitos contra los microorganismos indeseables, como
perdxido de hidrogeno, diacetilo y acidos organicos de cadena corta (acido lactico, acético y
propiénico) (Tiwari et al. 2012). Estos acidifican el medio intestinal creando un ambiente
hostil para el desarrollo de microorganismos nocivos, reduciendo la velocidad de
multiplicacion y empiezan a sucumbir al no encontrar un ambiente adecuado. El peréxido
de hidrogeno tiene un efecto bactericida atribuido a su potente accidn oxidante, destruyendo
componentes celulares. El diacetilo inhibe el desarrollo de microorganismos gram negativos
al interaccionar con el metabolismo de la arginina, impidiendo la utilizacién de este
aminodacido (Marlli 2013).

19



Otras sustancias antimicrobiales producidas por los probidticos son las bacteriocinas (nisina,
acidolina, acidofilina, lacatcyna, lacocydyna, reutryna, laktolina, entrocina) que tienen una
alta actividad antibacteriana contra Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus aureus,
Clostridium perfringens, Campylobacter (Kailasapathy y Chin 2000, Kim et al. 2015).
También, las bacterias probidticas producen los denominados acidos biliares desconjugados,
los cuales derivan de las sales biliares; muestran una actividad antimicrobiana mas fuerte en
comparacion con las sales biliares sintetizadas por el organismo. Pero, aun queda por
investigar como se protegen los probioticos de estos metabolitos o si son resistentes a los
acidos biliares desconjugados (Oelschlaeger 2010).

Existe competencia entre los microorganismos por recursos limitados como el hierro, el cual
es un elemento esencial para casi todas las bacterias a excepcion de los lactobacilos. Siendo
una ventaja importante en la competencia con otros microorganismos que dependen del
hierro (Weinberg 1997).

Las bacterias probidticas pueden adherirse a las células epiteliales, bloqueando asi la
adherencia de los patdgenos siendo el primer paso en la patogenesis; este mecanismo es
importante para el efecto probiotico en el huésped porque se comporta como una barrera
defensiva al impedir que el espacio del epitelio celular (sitios de adhesion) quede disponible
para los patdgenos. El efecto anti-adhesivo podria ser el resultado de la competencia entre el
probidtico y el patdégeno por el mismo receptor de la pared intestinal o la induccion por parte
de los probidticos de mayor produccion de mucina (Patterson 2003, Oelschlaeger 2010,
Chavez 2014).

Los pollitos nacen con un sistema digestivo esteéril, y antes de que su organismo pueda
producir sus propios anticuerpos ya los microorganismos del ambiente comienzan a
colonizar el sistema digestivo (Yang y Choct 2009). Por tanto, la introduccion de bacterias
probidticas debe ocurrir temprano en la vida, de modo que las bacterias se establezcan
preferentemente en el sistema gastrointestinal para volverse competitivas o antagénicas a los
patdgenos oportunistas (SCAN 2000).
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2.4.1.3. Efecto sobre productos dafiinos

El tercer modo de accion se basa en las acciones que afectan, contrarrestando los productos
microbianos como las toxinas o productos del huésped como sales biliares e ingredientes
alimentarios. Esta accion puede dar como resultado la inactivacion de toxinas, la
desintoxicacion del huésped y de los componentes de los alimentos en el intestino
(Oelschlaeger 2010).

El modo de accién de los probidticos en los pollos mantiene la microbiota intestinal normal
mediante exclusién competitiva y antagonismo, altera el metabolismo al aumentar la
actividad enzimatica digestiva disminuyendo la actividad enzimética bacteriana y la
produccion de amoniaco, mejora el consumo de alimento y la digestién, y estimula el sistema
inmune (Kabir 2009).

Los beneficios esperados tras la administracion de probidticos son: la estimulacion del
desarrollo de microbiota beneficiosa, reduccion y prevencion de colonizacion por patogenos
entéricos, modulacion de la actividad inmunoldgica, estimulacion de la salud epitelial,
aumento de la capacidad digestiva, y ayuda en la maduracion del tejido intestinal (Syngai et
al. 2016).

2.5. ACTINOMICETOS

Los actinomicetos u orden de los Actinomycetales son bacterias aerobicas Gram positivas
con alto porcentaje de G-C, capaces de formar filamentos ramificados o hifas y esporas
asexuales (Ezziyani et al. 2004, Macagnan et al. 2008). Es caracterizada por un ciclo de vida
complejo perteneciente al filo Actinobacteria, la cual constituye uno de los filos mas grandes
dentro de 18 linajes principales reconocidos actualmente dentro del Dominio Bacteria.
Algunos miembros de este filo han adoptado diferentes estilos de vida pudiendo ser
patdgenos (Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Tropheryma vy
Propionibacterium), habitantes del suelo (Streptomyces), comensales de plantas (Leifsonia)

0 comensales gastrointestinales (Bifidobacterium) (Ventura et al. 2007).

Se encuentran distribuidos ampliamente en el ambiente, en superficies rocosas en suelo
rizosférico, ricos en humus, hojarasca, estiércol y sedimentos marinos; una caracteristica
peculiar de los actinomicetos es que emiten un olor a suelo himedo debido a la produccion

del metabolito geosmina (Leiva et al. 2004). La mayoria de las especies son heterdtrofas,
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aerobios (algunas son anaerobias), mesofilas, crecen en un rango de temperatura entre 25°C
a 30°C y son poco tolerantes a la acidez, razon por la cual requieren pH neutro para su 6ptimo
crecimiento, pese a que crecen en un rango de pH de 5 a 9 (El-Tarabily y Sivasithamparam
2006, Franco 2008).

La actividad metabdlica de los actinomicetos, frecuentemente estd acompafiada por la
produccion de metabolitos secundarios de gran diversidad quimica, que desempefian un
papel primordial en el mantenimiento, sefializacion y colonizacion de su habitat. Los
metabolitos secundarios sirven como precursores para la biosintesis de agentes
anticancerigenos, farmacos, inmunorreguladores, antivirales y agentes antiparasitarios
(Gonzélez et al. 2005, Prashith et al. 2010). Por tal motivo, los actinomicetos son importantes
debido a ese gran potencial de producir compuestos biologicamente activos; siendo
productores del 45 por ciento de compuestos bioactivos obtenidos a partir de
microorganismos (Berdy 2005).

Los Streptomyces son productores de la mayoria de los antibidticos de uso frecuente en
clinica humana y animal, estimadndose una produccion de mas del 80 por ciento de los
compuestos bioactivos microbianos que se han descubierto en los ultimos 50 afios; siendo
algunos de ellos: la fosfomicina, estreptomicina, lincomicina, eritromicina y tetraciclina
(Berdy 2012, Ullah et al. 2012, Valli et al. 2012). La propiedad mas interesante de este
género es la capacidad de producir metabolitos secundarios bioactivos como anti fangicos,
antivirales, antitumorales, antihipertensivo, inmunosupresores y especialmente antibioticos.
La produccion de la mayoria de los antibidticos es especifica de la especie, y estos
metabolitos secundarios son importantes para las especies del género Streptomyces, ya que
les confieren una capacidad especial para competir con otros microorganismos con los que
entran en contacto, incluso con especies del mismo género (Précopio et al. 2012, Garcia
2016). Una caracteristica morfologica de este género es la capacidad de formar hifas que

pueden diferenciarse en una cadena de esporas (Lanoot 2005).

Segun Garrity et al. (2004), el género Streptomyces pertenece a la familia
Streptomycetaceae, suborden Streptomycineae, orden Actinomycetales, subclase

Actinobacteridae, clase Actinobacteria, filo Actinobacteria y dominio Bacteria.
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Hasta la fecha existen minimos estudios sobre la aplicacién de actinomicetos, sobre todo
Streptomyces, como probidticos en la crianza de aves; la mayoria de los probidticos
utilizados en la alimentacion de aves ha sido a base de microorganismos como Aspergillus,
Bacillus, Brevibacillus, Bifidobacterium, Candida, Clostridium perfringens, Lactobacillus,
Lactococcus, Megasphaera, Pediococcus, Saccharomyces y Streptococcus (FAO 2016). En
acuicultura, las investigaciones realizadas utilizando Streptomyces han dado resultados
Optimos como actividad inhibitoria frente a patdgenos de peces (Aeromonas hydrophila, A.
sobria y Edwardsiella tarda), mayor tasa de crecimiento, reduccion de mortalidad y aumento
de la actividad enzimética (Garcia 2016).

Dentro de la avicultura, existen estudios con Streptomyces, dada su importancia econémica
y médica en la produccion de antibioticos. Latha et al. (2016) realizaron estudios con 18
cepas de actinomicetos aisladas a partir de las heces de pollos; pruebas como la capacidad
para sobrevivir en pH &cido, exposicion a la bilis y pancreatina, propiedades de adhesion,
susceptibilidad a antibidticos y actividad no hemolitica. Mostrando solo una cepa,
Streptomyces sp. JD9, con caracteristicas de adaptacion a los diversos enfrentamientos
realizados, al identificarla molecularmente mostr6 similitud con la especie S.

malachitospinus; se almacend la informacion en la base de datos NCBI con KF878075.

En una reciente investigacion hecha por Martinez et al. (2019) evaluaron la actividad
probidtica de Streptomyces sp. RL8 en indicadores fisiologicos y productivos en pollos de la
raza Leghorn, mostrando ser una alternativa para mejorar el estado de salud de los pollos, a
través de la estimulacion de parametros hematoldgicos y modulacion del sistema inmune de

las aves.

Asimismo, Bhogoju et al. (2021) evaluaron Lactobacillus reuteri y Streptomyces coelicolor
como bacterias probioticas, de forma conjunta y separada, fueron encapsuladas y agregadas
al alimento para pollos de engorde a una concentracion de 100 mg / kg de pienso. El grupo
de aves que recibid Streptomyces coelicolor mostrd un aumento no significativo de la
pechuga; por otro lado, el consumo de alimento fue menor mientras la ganancia de peso y
conversion alimenticia no mostraron diferencias significativas respecto al control. Este es el
primer estudio que demuestra el efecto de Streptomyces coelicolor en pollos de engorde

como probidtico.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR Y DURACION DE LA INVESTIGACION

La fase experimental de la presente investigacion se desarroll6 mediante dos estudios; el
primer estudio se realizd en las instalaciones del Laboratorio de Investigacion en Nutricion
y Alimentacion de Aves (LINAA) de la Facultad de Zootecnia de la Universidad Nacional
Agraria la Molina, durante los meses de enero y febrero del afio 2020. El segundo estudio se
realizé en las instalaciones del Laboratorio de Patologia Aviar de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, durante los meses de
noviembre y diciembre del 2020.

La fase descriptiva de la presente investigacion se desarrolldé en el Laboratorio de
Microbiologia del Area de Investigacion, Desarrollo e Innovacion de Ilender, ubicado en

Santa Clara, en el distrito de Ate, durante los meses de enero y mayo del 2021.

3.2. ESTUDIO | - DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
PROBIOTICA DE LOS ACTINOMICETOS

3.2.1. Animales experimentales

Para la determinacion de la actividad de las formulas probidticas a base de actinomicetos se
utilizaron 400 pollos BB machos de la linea genética Cobb 500 de un dia de edad, los cuales
fueron distribuidos en cinco tratamientos con ocho repeticiones y diez pollos por repeticion.
Dichas unidades experimentales estuvieron distribuidas en dos baterias metalicas por 28

dias.
3.2.2. Instalaciones

Los pollos BB se alojaron en dos baterias metalicas, con calefaccion eléctrica controlada por
termostatos, de cinco pisos cada una y cada piso dividido en dos compartimentos (89 cm X
84 cm). Asimismo, cada compartimento fue dividido en dos usando una malla metéalica

galvanizada para obtener las 40 unidades experimentales de 89 cm x 42 cm cada una. Cada



unidad experimental conté con comederos lineales de 58 cm, bebederos tipo BB y bebederos
lineales de 87 cm. EIl ambiente estuvo iluminado por las noches con focos individuales,

considerando el programa de iluminacién de la guia de la Linea Cobb500.

Las instalaciones fueron preparadas con anticipacion previas a la recepcion de los pollos BB,
se adecud un microclima con mantas, alambre y clavos para mantener la temperatura 6ptima,
a su vez, se realizd la desinfeccion completa del ambiente y utensilios para la crianza; para

el monitoreo de la temperatura y humedad relativa se utiliz6 un termo higrémetro.
3.2.3. Materiales y equipos

Los materiales y equipos que se utilizaron para la crianza y obtencion de datos fueron los

siguientes:

e Baterias eléctricas metalicas de 5 pisos
e Focos de 60 W

e Pulverizador

e Cortinas tipo manta

e Malla galvanizada

e Balanza digital, 6 Kg

e Balanza digital, 3 Kg

e Termohigrémetro digital

e Bebederos tipo tonguitos

e Bebederos lineales

e Comederos lineales

e Céamara fotografica

e Periddicos

e Jabas

e Materiales de limpieza (escoba, tacho, recogedor, detergentes, manguera, baldes)

e Hojas de registro y materiales de escritorio
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3.2.4. Productos a evaluar

Se evalud la actividad probiotica in vivo de cepas pertenecientes al filo actinomicetos que
fueron aisladas del tracto digestivo de gallinas “criollas” de la comunidad de Chota
Cajamarca, realizado por Ramos (2019). Las cepas se seleccionaron por su potencial
probidtico in vitro realizado en el Laboratorio de llender; considerando solo seis cepas,

agrupéandolas de tres y resultando en dos férmulas probidticas.

La Férmula Probidtica | fue elaborada por tres cepas: P004, PO09 y P025; mientras, la
Formula Probidtica 1l fue elaborada por: P026, P032 y P034.Las seis cepas utilizadas
pertenecen al filo Actinomiceto y género Streptomyces segun la caracterizacién morfologica
y fisiologica de Ramos (2019). La dosis considerada para ambas formulaciones fue de 100
g/TM de alimento balanceado.

Uno de los productos utilizados como antibidtico promotor de crecimiento (APC) fue
Performance T25 (Tilosina) en dosis de 200 g/TM de alimento balanceado. Adquirido de la

Empresa Illender Perd S.A.

El otro producto utilizado como probittico comercial fue Calsporin® que contiene 1x10%°
UFC/g de una cepa de Bacillus subtilis C-3102 que fue administrado a una dosis de 100

g/TM de alimento balanceado.

La administracion de los productos se realizd durante la preparacion del alimento, para las
dos fases de alimentacion. Por tanto, su presencia y suministro fue durante todo el estudio
del experimento. Al finalizar la preparacion y a mediados de la crianza, se tomaron muestras
de alimento para verificar la presencia de las cepas contenidas en las nuevas formulaciones

de probidticos.
3.2.5. Tratamientos

Los tratamientos se establecieron de acuerdo a la inclusién del antibidtico promotor de
crecimiento (APC), probiotico comercial y de las formulaciones probioticas | y 11 a base de

actinomicetos (Cuadro 1).
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Cuadro 1: Dosis (g/TM) de los productos incluidos segun el tratamiento

Tratamientos Dosis de productos (g/TM)
T1  Dieta control 0

T2  Dietacon APC Tilosina 200

T3  Dieta con probidtico comercial 100

T4  Dieta con Férmula Probi6tica | 100

T5  Dieta con férmula probidtica Il 100

Nota: APC=antibittico promotor de crecimiento, g/TM= gramos por tonelada métrica
3.2.6. Dietas experimentales

La elaboracion de las dietas experimentales se realizd en la Planta de Alimentos del
Programa de Investigacion y Proyeccion Social en Alimentos (PIPSA), Facultad de
Zootecnia de la UNALM. Las formulaciones de las dietas se realizaron utilizando el software
DAPP, considerando las especificaciones nutricionales del manual de la Linea Cobb 500
(Cobb-Vantress 2018).

El programa de alimentacion se elabord para dos fases: inicio para la etapa de 0 a 10 dias y
crecimiento para la etapa de 11 a 28 dias. La dieta se formulé usando insumos
convencionales; las composiciones porcentuales de las dietas experimentales y su valor
nutricional para la fase de inicio y crecimiento se presentan en el Cuadro 2 y Cuadro 3,
respectivamente. La presentacion fisica del alimento en la experimentacion para ambas

etapas fue en harina.

Se afiadié un anticoccidial, Salinocarb (Salinomicina Sédica y Nicarbazina) en dosis de 500
g/TM de alimento balanceado. Este solamente fue administrado en el tratamiento dos (T2)
debido a que presentan una accién antibiética, a pesar que su accionar principal es contra
coccidios. Por tanto, con el fin de evitar alguna alteracién con los productos a evaluar se

evitd su administracién en todos los demas tratamientos.
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Cuadro 2: Composicion porcentual de ingredientes y composicion nutricional de las

dietas experimentales empleadas en la etapa de inicio (0 a 10 dias)

Ingredientes (%) T1 T2 T3 T4 TS
Maiz 58.22 58.15 58.22 58.22 58.22
Torta de soya 34.11 34.11 34.11 34.11 34.11
Aceite de soya 3.45 3.45 3.45 3.45 3.45
Fosfato dicélcico 1.71 1.71 1.71 1.71 1.71
Carbonato de calcio 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88
Sal comun 0.34 0.34 0.34 0.34 0.34
DL-Metionina 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
HCI Lisina 0.21 0.21 0.21 0.21 0.21
Bicarbonato de sodio 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18
Premezcla* 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Cloruro de Colina 60% 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Secuestrante 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Antioxidante 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Treonina-L 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12
Anticoccidial (Salinocarb) 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
APC (Performance T25) 0.00 0.02 0.00 0.00 0.00
Probidtico (Calsporin) 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00
Formula Probidtica | 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
Formula Probidtica 11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01
Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Composicidn nutricional (calculado)

EM Mcal/Kg 2,975 2,975 2,975 2,975 2,975
Grasa cruda,% 6.124 6.124 6.124 6.124 6.124
Proteina cruda,% 21500 21500 21.500 21.500 21.500
Calcio,% 0.900 0.900 0.900 0.900 0.900
Fosforo disponible,% 0.450 0.450 0.450 0.450 0.450
Sodio,% 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Lisina digestible,% 1.220 1.220 1.220 1.220 1.220
Metionina digestible,% 0.605 0.605 0.605 0.605 0.605
Met+Cis digestible,% 0.910 0.910 0.910 0.910 0.910
Treonina digestible,% 0.830 0.830 0.830 0.830 0.830
Triptofano digestible,% 0.223 0.223 0.223 0.223 0.223
Valina digestible,% 0.906 0.906 0.906 0.906 0.906

* Contenido por Kg de producto: Vit. A: 12 000 000 UlI; Vit. D3: 5000 000 UI; Vit. E: 30 000 UI; Vit. K3: 3
g; Tiamina: 2 g; Riboflavina: 10 g; Piridoxina: 3 g; Vit. B12: 0.015 g; Acido félico: 2 g; Niacina: 30 g; Acido
pantoténico: 11 g; Biotina: 0.15 g; Zinc: 80 g; Hierro: 50 g; Manganeso: 80 g; Cobre: 12 g; Yodo: 1 g; Selenio:
0.30. APC=Antibidtico promotor de crecimiento.
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Cuadro 3: Composicion porcentual de ingredientes y composicion nutricional de las

dietas experimentales empleadas en la etapa de crecimiento (11 a 28 dias)

Ingredientes (%) T1 T2 T3 T4 TS
Maiz 61.66 6159 61.66 6166 61.66
Torta de soya 30.79 30.79 30.79 30.79  30.79
Aceite de soya 3.61 3.61 3.61 3.61 3.61
Fosfato dicalcico 1.58 1.58 1.58 1.58 1.58
Carbonato de calcio 0.84 0.84 0.84 0.84 0.84
Sal coman 0.34 0.34 0.34 0.34 0.34
DL-Metionina 0.27 0.27 0.27 0.27 0.27
HCI Lisina 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19
Bicarbonato de sodio 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18
Premezcla* 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Cloruro de Colina 60% 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Secuestrante 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Antioxidante 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Treonina-L 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07
Anticoccidial (Salinocarb) 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00
APC (Performance T25) 0.00 0.02 0.00 0.00 0.00
Probidtico (Calsporin) 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00
Férmula Probidtica | 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
Férmula Probidtica Il 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01
Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Composicidn nutricional (calculado)

EM Mcal/Kg 3,025 3,025 3,025 3,025 3,025
Grasa cruda,% 6.374 6.374 6.374 6.374 6.374
Proteina cruda,% 20.158 20.158 20.158 20.158 20.158
Calcio,% 0.840 0.840 0.840 0.840 0.840
Fosforo disponible,% 0.420 0.420 0.420 0.420 0.420
Sodio,% 0.200  0.200 0.200 0.200  0.200
Lisina digestible,% 1.120 1120 1120 1120 1.120
Metionina digestible,% 0559 0559 0559 0559 0.559
Met+Cis digestible,% 0.850 0.850 0.850 0.850 0.850
Treonina digestible,% 0.730 0.730 0.730 0.730 0.730
Triptofano digestible,% 0.206 0.206 0.206 0.206  0.206
Valina digestible,% 0.850 0.850 0.850 0.850 0.850

* Contenido por Kg de producto: Vit. A: 12 000 000 Ul; Vit. D3: 5 000 000 UI; Vit. E: 30 000 UI; Vit. K3: 3
g; Tiamina: 2 g; Riboflavina: 10 g; Piridoxina: 3 g; Vit. B12: 0.015 g; Acido folico: 2 g; Niacina: 30 g; Acido
pantoténico: 11 g; Biotina: 0.15 g; Zinc: 80 g; Hierro: 50 g; Manganeso: 80 g; Cobre: 12 g; Yodo: 1 g; Selenio:
0.30. APC=Antibidtico promotor de crecimiento.
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3.2.7. Parametros productivos

3.2.7.1. Peso vivo

Las aves (400 pollos) fueron pesadas el dia de la recepcion, considerado como peso inicial
(dia 0) y los pesos siguientes, al final de cada semana (7, 14, 21 y 28 dias) durante todo el
periodo experimental. El pesaje se realizd por cada unidad experimental, utilizando una
balanza eléctrica con capacidad para 6 kg y una sensibilidad de 0.5g; los datos fueron
utilizados para obtener los pesos promedio de cada pollo por repeticion en cada tratamiento,
siendo estos los datos utilizados para el anlisis estadistico.

3.2.7.2. Ganancia de peso

La ganancia de peso acumulada fue determinada a partir de los registros semanales de peso,
mediante la diferencia de los pesos finales obtenidos cada semana y el pesaje inicial (dia 0,

llegada de las aves).

Ganancia de peso acumulada (g/pollo/semana) = Peso final(g) — Peso inicial(g)

3.2.7.3. Consumo de alimento

El alimento se suministré de forma diaria a voluntad, siendo pesado y registrado el alimento
ofrecido a cada repeticion por tratamiento, asi como, el saldo de alimento al final de cada
semana. Se evaluo el consumo de alimento acumulado mediante la diferencia entre la
cantidad total de alimento suministrado y el residuo al finalizar la semana; para luego

determinar el consumo de alimento promedio por ave.

Consumo de alimento (g) = Alimento suministrado (g) — Alimento rechazado (g)

Consumo alimento (g/pollo/semana) = Consumo de alimento (q)
Numero de pollos

El consumo de alimento fue ajustado por la mortalidad en cada repeticion y tratamiento.
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3.2.7.4. lIndice de conversién alimenticia

La conversion alimenticia se calculd mediante la relacién entre consumo de alimento y

ganancia de peso vivo acumulada.

indice de conversion alimenticia = Consumo acumulado de alimento (q)
semanal acumulado Incremento acumulado de peso (Q)

3.2.7.5. Mortalidad

Se calculd la mortalidad en base al nimero de aves muertas durante cada semana en cada
tratamiento con respecto al nimero de aves al inicio de la semana y al nimero total de aves

muertas en cada tratamiento, respectivamente.

Mortalidad acumulada (%) = Numero de aves muertas*100
Numero total de aves

3.2.7.6. Indice de Eficiencia Productivo Europeo
El indice de eficiencia productivo europeo sugerida por Griffin (1979), mediante la

siguiente formula:

indice de Eficiencia = (100% - Mortalidad acumulada (%))*Peso vivo (kg)*100
Productivo Europeo Conversion alimenticia*Edad(dias)

3.2.8. Peso relativo de 6rganos

A los 21y 28 dias de edad, de forma aleatoria se sacrificd un pollo por cada repeticion (ocho
pollos por tratamiento) por la técnica de dislocacion cervical (AVMA 2001). De cada ave se
tomo el paquete visceral, del que se registrd solo el peso de los 6rganos mas representativos
(pancreas, higado, peso de intestino). Adicionalmente se alined el intestino totalmente sobre
una superficie plana y sin aplicar fuerza o tension se midio el largo; para la medicién del
largo del intestino se considero su extension desde la union con la molleja hasta 1 cm antes

de llegar a la union ileocecal.

Para el pesaje se empled una balanza analitica con precision de 0.01 g; los pesos de los
6rganos fueron convertidos a porcentaje de peso vivo por medio de la formula utilizada por

Chavez et al. (2016). La longitud del intestino, fue convertido al porcentaje de peso vivo.
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Porcentaje de peso vivo = Peso 6rgano * 100
Peso de ave

3.2.9. Inmunocompetencia

Medido a través del indice morfométrico y la relacién bursa/bazo. Se determiné los indices
morfométricas del timo, bazo y bursa, empleando la formula utilizada por Vasquez (2016)

que se presenta a continuacion:

« Indice morfométrico = [Peso 6rgano (g)] / [Pero corporal (g)] x 1000
o Relacion bursa/bazo = Peso bursa (g) / Peso bazo (g)

Se registro el peso corporal y se sacrificé dos aves por unidad experimental a los 21 y 28
dias de edad. La formula para el indice morfométrico de 6rganos linfaticos propuesta difiere
con el peso relativo de 6rganos digestivos en la multiplicacién por 1000 debido a sus valores

bajos.

3.2.10. Integridad intestinal

3.2.10.1. Evaluacion macroscopica

Para la evaluacion de la integridad intestinal en los animales sacrificados, se procedio a
colocar el intestino en una superficie plana, con la ayuda de una pinza y tijera se abrio el
intestino. La apariencia macroscopica del intestino se evalué mediante el sistema de
puntuacion De Gussem (2010), donde se considero en valorar solo seis parametros clinicos:
pasaje de alimento, descamacidn celular, exceso de moco, exceso de fluido intestinal,
hiperemia intestinal y gases intestinales con una puntuacién binaria si esta ausente (valor de

0) o presente (valor de 1).

Se evalud también el escore de lesiones para patdgenos intestinales, segln el grado de lesion
intestinal por especies de Eimerias presentes en pollos (Eimeria acervulina, Eimeria
maxima, Eimeria tenella) se evaludé de acuerdo con el sistema de puntuacion descrito por
Johnson y Reid (1970); en este método la severidad de las lesiones se califica en una escala
que fluctta desde 0 (sin lesiones aparentes en la mucosa del intestino) a 4 (maximo nivel de

severidad).
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Las lesiones para enteritis necrética por Clostridium perfringens fue evaluado de acuerdo
con lo descrito por Shojadoost et al. (2012), que indica un escore que va desde 0 a 6 de

acuerdo a la medicion, siendo 0 sin lesiones aparentes y 6 el maximo nivel de lesion.

3.2.10.2. Evaluacion microscépica: Histomorfometria intestinal

Para las mediciones histomorfométricas se colectaron muestras del intestino delgado en cada
ave tomada como muestra por repeticion en las fechas de necropsia programada, 21 y 28 dias
de edad. Las muestras fueron dos segmentos de 2 cm de las porciones tanto del duodeno

como del yeyuno por cada ave.

Las muestras fueron lavadas con agua destilada para eliminar contenido, guardadas en
frascos estériles con formol al 10 por ciento debidamente rotulados. Posteriormente las
muestras fueron remitidas al Laboratorio de Histologia, Embriologia y Patologia Veterinaria
de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
Lima, para su procesamiento histolégico consistente en inclusion en parafina y los cortes
coloreados con hematoxilina-eosina. De cada segmento intestinal se realizaron un minimo
de 20 mediciones para determinar la longitud y ancho de las vellosidades, y la profundidad
de las criptas de Lieberkuhn. Para obtener las mediciones se emple6 un microscopio 6ptico
de campo claro a 4X (Leica ICC50 W) y el programa LAS-EZ, las medidas se obtuvieron en
micras (p). Las mediciones histoldgicas en las laminas se hicieron siguiendo una adaptacion
del protocolo utilizado por Batista de Olivera et al. (2000). Las mediciones

histomorfométricas intestinales son las siguientes:

a. Altura de vellosidad

Se seleccionaron vellosidades integras y perpendiculares a la pared intestinal. Y se considero

el promedio de las alturas de vellosidades de cada tratamiento.

b. Ancho de la vellosidad

El ancho de las vellosidades intestinales se hallé promediando el ancho apical, medio y base

de las vellosidades.
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C. Profundidad de cripta

Se midieron las profundidades de las criptas comprendidas entre las vellosidades
seleccionadas para la medicion de la altura de vellosidad, en cada lamina histologica. El
promedio de la profundidad de cripta de las laminas histoldgicas fue el promedio de la
profundidad de cripta de cada tratamiento.

d. Relacién entre altura de vellosidades y profundidad de cripta

Esta relacion resultd de la division del promedio de la altura de vellosidad y el promedio de
la profundidad de cripta de cada ldmina histolégica por unidad experimental.

Relacion = Altura de vellosidad intestinal
Profundidad de cripta intestinal

3.2.11. Analisis estadistico

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar, con cinco tratamientos y ocho repeticiones
para cada tratamiento, un total de 40 unidades experimentales (jaulas) con diez pollitos cada

uno. EI modelo lineal utilizado es el siguiente:

Yij= u + Ti+ &jj
Donde:
Yij = Variable respuesta del efecto observado correspondiente a la j-ésima repeticion en la
que se probo el i-ésimo tratamiento.
| = Efecto de la media general
Ti = Efecto de i-ésimo tratamiento

€ij = Efecto del error experimental del i-ésimo tratamiento en la j-ésima repeticion.

La prueba de comparacién de medias para los indicadores de produccién, peso relativo de
6rganos, inmunocompetencia e histomorfometria intestinal se realiz6 a través de la prueba
de Duncan; mientras, los indicadores para la evaluacidon macroscopica de la integridad
intestinal se analizaron con la prueba de Kruskal Wallis por ser variables no paramétricas.

El software utilizado fue Rstudio para el analisis estadistico respectivo.
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3.3. ESTUDIO Il — DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
OPTIMA PARA LA INCLUSION DE LA FORMULA PROBIOTICA
DE ACTINOMICETOS

3.3.1. Animales experimentales

Para la determinacion de la concertacion optima para la inclusion del probi6tico a base
actinomicetos se utilizaron 768 pollos BB de la linea genéticas Cobb 500 de un dia de edad,
los cuales fueron distribuidos en seis tratamientos con ocho repeticiones y 16 pollos por
repeticion. Dichas unidades experimentales fueron distribuidas en un galpdn por 42 dias.

3.3.2. Instalaciones

Los pollos BB se alojaron en 48 corrales divididos con mallas plasticas soportadas en tubos,
cada uno con dimensiones de 1.5 m x 1 metro con piso cubierto de viruta. Dentro de la
primera semana, cada unidad experimental (corral) contd con comederos bandeja y
bebederos tonguito; los cuales fueron reemplazados por comederos tipo tolva y bebederos

automaticos de campana.

La iluminacion y temperatura se controlé segun especificaciones del manual de la linea, pero
sobretodo el comportamiento de las aves fue fundamental; para ello se utilizd los
termohigrometros. Asimismo, se contd con cuatro campanas criadoras a gas de dos tipos

grandes circulares y pequefias rectangulares.

Previo al inicio de la crianza, se cre6 un microclima a base de clavos, alambres y costales
que fueron ubicados en el techo, alrededor del galpon (doble capa) tanto por dentro como
por fuera para mantener la temperatura ideal; estos fueron retirandose posteriormente segin
la edad de los pollos. Finalizado el armado, previo a la recepcion de los pollos BB, se realizé

la desinfeccidn de los utensilios y del ambiente completo.
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3.3.3. Materiales y equipos

Los materiales y equipos que se utilizaron para la crianza y obtencion de datos fueron los

siguientes:

e Cortinas tipo manta

e Malla plasticas

e Tubos de plastico

e Viruta

e Bebederos tipo tonguitos

e Bebederos automaticos tipo campana
e Comederos bandeja

e Comederos tipo tolva

e Campanas criadoras a gas

e Viruta

e Rastrillo

o Pala

e Jabas

e Bolsas negras plasticas

e Una balanza digital

e Termohigrémetro digital

e Céamara fotografica

e Materiales de limpieza (escoba, tacho, recogedor, detergentes, manguera, baldes)

e Hojas de registro y materiales de escritorio

3.3.4. Producto a evaluar

Para determinar la concentracion 6ptima del probiotico a base de actinomicetos, se utilizé la
formula probidtica 1, que obtuvo mejores resultados en el primer estudio. Las
concentraciones propuestas fueron: I-C1, 10* - 10° UFC/g; 1-C2, 108 - 10%*° UFC/g y I-C3,
10%¢ - 10%° UFC/g. Las tres concentraciones de la Formula Probiotica | fueron afadidas al

alimento durante la preparacion, cuya dosis fue de 100 g/TM del alimento balanceado.
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Asimismo, se administré Performance T25 (Tilosina fosfato) en dosis de 200 g/TM de
alimento balanceado como antibidtico promotor de crecimiento (APC); por otro lado,
también se usé Calsporin® como probiético comercial, el cual contiene 1x10'° UFC/g de
una cepa de Bacillus subtilis C-3102 en dosis de 100 g/TM de alimento balanceado. Ambos

productos fueron también utilizados en el primer estudio.

La administracion de estos productos se realizdé durante la preparacién del alimento, por
tanto, su presencia y suministro fue durante todo el estudio del experimento; sin embargo, se
respeto el tiempo de retiro del APC y anticoccidial, por lo que no fueron afiadidos en la etapa
de acabado (35-42 dias).

3.3.5. Tratamientos

Los tratamientos se establecieron de acuerdo a la inclusion del antibidtico promotor de
crecimiento (APC), probidtico comercial y distintas concentraciones (unidades formadoras
de colonias, UFC) de la Formula Probidtica | (Cuadro 4).

Cuadro 4: Dosis (g/TM) y concentracion (UFC/g) de los productos incluidos en el
alimento segun el tratamiento

Tratamientos Dosis de producto

(9/TM)
T1 Dieta control -
T2 Dietacon APC Tilosina 200
T3 Dieta con probiotico comercial 100
T4  Dieta con Formula Probidtica | (1-C1) 100
T5 Dieta con Formula Probidtica I (1-C2) 100
T6 Dieta con Formula Probidtica I (1-C3) 100

Nota: APC= Antibidtico promotor de crecimiento, g/TM = gramos por tonelada métrica, UFC/g = unidades
formadoras de colonias por gramo, I-C1=concentracién baja (10* — 10° UFC/g), I-C2=concentracion media
(108 - 10% UFC/g), I-C3=concentracidn alta (10 - 10%° UFC/qg)
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3.3.6. Dietas experimentales

La elaboracion de las dietas experimentales se realizd en la Planta de Alimentos del
Programa de Investigacion y Proyeccion Social en Alimentos (PIPSA), Facultad de
Zootecnia de la UNALM. Las formulaciones de las dietas se realizaron utilizando el software
DAPP, considerando las especificaciones nutricionales del manual de la Linea Cobb 500
(Cobb-Vantress 2018).

El programa de alimentacién se elabord para tres fases: inicio para la etapa de 0 a 14 dias,
crecimiento para la etapa de 15 a 35 dias y acabado para la etapa de 36 a 42 dias. La dieta se
formulé usando insumos convencionales; las composiciones porcentuales y su valor
nutricional de las dietas experimentales para las etapas de inicio, crecimiento y acabado se
presentan en el Cuadro 5, Cuadro 6 y Cuadro 7, respectivamente. La presentacion fisica del

alimento en la experimentacion fue en harina.

Se afadid un anticoccidial, Salinocarb (Salinomicina Sédica y Nicarbazina) en dosis de 500
g/TM de alimento balanceado. Este solamente fue administrado en el tratamiento dos (T2)
en las etapas de inicio y crecimiento, debido a que presentan una accion antibiotica, pese a
que su accionar principal es contra coccidios. Por tanto, con el fin de evitar alguna alteracion
en los resultados con los productos a evaluar se evitd su administracion en todos los demas

tratamientos.
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Cuadro 5: Composicion porcentual de ingredientes y composicion nutricional de las
dietas experimentales empleadas en la etapa de inicio (0 a 14 dias)

Ingredientes (%) T1 T2 T3 T4 T5 T6

Maiz nacional 58.22 58.15 58.22 58.22 58.22 58.22
Torta de soya 3411 34.11 3411 34.11 3411 34.11
Aceite crudo de soya 3.45 3.45 3.45 3.45 3.45 3.45
Fosfato dicalcico 1.71 1.71 1.71 1.71 1.71 1.71
Carbonato de calcio 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88
Sal comun 0.34 0.34 0.34 0.34 0.34 0.34
DL-Metionina 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
HCI Lisina 0.21 0.21 0.21 0.21 0.21 0.21
Bicarbonato de sodio 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18
Premezcla* 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Cloruro de Colina 60% 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Secuestrante 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Antioxidante 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Treonina-L 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12
Anticoccidial (Salinocarb) 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00
APC (Performance T25) 0.00 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00
Probidtico (Calsporin) 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00
Férmula Probidtica I-C1 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00
Férmula Probidtica I-C2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
Férmula Probidtica I-C3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01
Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Composicion nutricional (calculado)

EM Mcal/Kg 2975 2975 2975 2975 2975 2,975
Grasa cruda,% 6.124 6.124 6.124 6.124 6.124 6.124
Proteina cruda,% 21.500 21.500 21.500 21.500 21.500 21.500
Calcio,% 0.900 0.900 0.900 0.900 0.900 0.900
Fosforo disponible,% 0.450 0.450 0.450 0.450 0.450 0.450
Sodio,% 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Lisina digestible,% 1.220 1.220 1.220 1.220 1.220 1.220
Metionina digestible,% 0.605 0.605 0.605 0.605 0.605 0.605
Met+Cis digestible,% 0.910 0.910 0.910 0.910 0.910 0.910
Treonina digestible,% 0.830 0.830 0.830 0.830 0.830 0.830
Triptofano digestible,% 0.223 0.223 0.223 0.223 0.223 0.223
Valina digestible,% 0.906 0.906 0.906 0.906 0.906 0.906

* Contenido por Kg de producto: Vit. A: 12 000 000 UI; Vit. D3: 5 000 000 UI; Vit. E: 30 000 UI; Vit. K3: 3
g; Tiamina: 2 g; Riboflavina: 10 g; Piridoxina: 3 g; Vit. B12: 0.015 g; Acido félico: 2 g; Niacina: 30 g; Acido
pantoténico: 11 g; Biotina: 0.15 g; Zinc: 80 g; Hierro: 50 g; Manganeso: 80 g; Cobre: 12 g; Yodo: 1 g; Selenio:
0.30. APC=Antibidtico promotor de crecimiento.

I-C1 = concentracién baja (10* — 10° UFC/g), I-C2 = concentracién media (10% - 10 UFC/g), I-C3 =
concentracion alta (10% - 102° UFC/g)
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Cuadro 6: Composicion porcentual de ingredientes y composicion nutricional de las
dietas experimentales empleadas en la etapa de crecimiento (15 a 35 dias)

Ingredientes (%) T1 T2 T3 T4 T5 T6
Maiz nacional 61.33 61.26 61.33 61.33 6133 61.33
Torta de soya 30.79 30.79 30.79 30.79 30.79 30.79
Aceite crudo de soya 4 4 4 4 4 4
Fosfato dicélcico 1.58 1.58 1.58 1.58 1.58 1.58
Carbonato de calcio 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83
Sal comun 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
DL-Metionina 0.27 0.27 0.27 0.27 0.27 0.27
HCI Lisina 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Bicarbonato de sodio 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18
Premezcla* 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Cloruro de Colina 60% 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Secuestrante 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Antioxidante 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Treonina-L 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07
Anticoccidial (Salinocarb) 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00
APC (Performance T25) 0.00 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00
Probidtico comercial(Calsporin) 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00
Formula Probiotica I-C1 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00
Formula Probiotica I-C2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
Formula Probiotica I-C3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01
Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Composicidn nutricional (calculado)

EM Mcal/Kg 3,060 3,060 3,060 3,060 3,050 3,050
Grasa cruda,% 6.980 6.980 6.980 6.980 6.980 6.980
Proteina cruda,% 20.240 20.240 20.240 20.240 20.240 20.240
Calcio,% 0.850 0.850 0.850 0.850 0.850 0.850
Fosforo disponible,% 0.420 0.420 0.420 0.420 0.420 0.420
Sodio,% 0.180 0.180 0.180 0.180 0.180 0.180
Lisina digestible,% 1.120 1120 1120 1120 1.120 1.120
Metionina digestible,% 0.560 0.560 0.560 0.560 0.560 0.560
Met+Cis digestible,% 0.850 0.850 0.850 0.850 0.850 0.850
Treonina digestible,% 0.730 0.730 0.730 0.730 0.730 0.730
Triptéfano digestible,% 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Valina digestible,% 0.850 0.850 0.850 0.850 0.850 0.850

* Contenido por Kg de producto: Vit. A: 12 000 000 Ul; Vit. D3: 5 000 000 UI; Vit. E: 30 000 UI; Vit. K3: 3
g; Tiamina: 2 g; Riboflavina: 10 g; Piridoxina: 3 g; Vit. B12: 0.015 g; Acido folico: 2 g; Niacina: 30 g; Acido
pantoténico: 11 g; Biotina: 0.15 g; Zinc: 80 g; Hierro: 50 g; Manganeso: 80 g; Cobre: 12 g; Yodo: 1 g; Selenio:
0.30. APC=Antibidtico promotor de crecimiento. I-C1 = concentracién baja (10* — 10° UFC/g), I-C2 =
concentracion media (108 - 10%° UFC/g), I-C3 = concentracion alta (106 - 10?° UFC/g)
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Cuadro 7: Composicion porcentual de ingredientes y composicion nutricional de las
dietas experimentales empleadas en la etapa de acabado (36-42 dias)

Ingredientes (%) Tl T2 T3 T4 TS T6
Maiz nacional 67.40 6740 6740 67.40 67.40 67.40
Torta de soya 24.68 2468 2468 2468 24.68 24.68
Aceite crudo de soya 4.29 4.29 4.29 4.29 4.29 4.29
Fosfato dicéalcico 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50
Carbonato de calcio 0.72 0.72 0.72 0.72 0.72 0.72
Sal coman 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
DL-Metionina 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
HCI Lisina 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19
Bicarbonato de sodio 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18
Premezcla* 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Cloruro de Colina 60% 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Secuestrante 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Antioxidante 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Treonina-L 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
Probiotico comercial (Calsporin) 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00
Férmula Probidtica I-C1 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00
Férmula Probidtica I-C2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
Férmula Probidtica I-C3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01
Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Composicion nutricional (calculado)

EM Mcal/Kg 3,150 3,150 3,150 3,150 3,150 3,150
Grasa cruda,% 7.270 7.270 7.270 7.270 7.270 7.270
Proteina cruda,% 17.790 17.790 17.790 17.790 17.790 17.790
Calcio,% 0.760 0.760 0.760 0.760 0.760 0.760
Fosforo disponible,% 0.390 0.390 0.390 0.390 0.390 0.390
Sodio,% 0.180 0.180 0.180 0.180 0.180 0.180
Lisina digestible,% 0.970 0.970 0.970 0.970 0.970 0.970
Metionina digestible,% 0.520 0520 0520 0.520 0.520 0.520
Met+Cis digestible,% 0.780 0.780 0.780 0.780 0.780 0.780
Treonina digestible,% 0.630 0.630 0.630 0.630 0.630 0.630
Triptofano digestible,% 0.170 0.170 0.170 0.170 0.170 0.170
Valina digestible,% 0.750 0.750 0.750 0.750 0.750 0.750

* Contenido por Kg de producto: Vit. A: 12 000 000 UI; Vit. D3: 5 000 000 UI; Vit. E: 30 000 UI; Vit. K3: 3
g; Tiamina: 2 g; Riboflavina: 10 g; Piridoxina: 3 g; Vit. B12: 0.015 g; Acido folico: 2 g; Niacina: 30 g; Acido
pantoténico: 11 g; Biotina: 0.15 g; Zinc: 80 g; Hierro: 50 g; Manganeso: 80 g; Cobre: 12 g; Yodo: 1 g; Selenio:
0.30. APC=Antibidtico promotor de crecimiento.

I-C1 = concentracién baja (10* — 10° UFC/g), I-C2 = concentracién media (10% - 10 UFC/g), I-C3 =
concentracion alta (10% - 10?° UFC/g)
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3.3.7. Parametros productivos

3.3.7.1. Peso vivo

Las aves (756 pollos) fueron pesadas el dia de la recepcion, considerado como peso inicial
(dia 0) y los pesos siguientes, al final de cada semana durante todo el periodo experimental.
El pesaje se realiz6 por cada unidad experimental, utilizando una balanza eléctrica; los datos
fueron utilizados para obtener los pesos promedio de cada pollo por repeticion en cada
tratamiento, siendo estos los datos utilizados para el analisis estadistico.

3.3.7.2.  Ganancia de peso

La ganancia de peso fue determinada a partir de los registros semanales de peso, mediante
la diferencia de los pesos entre semanas; la ganancia de peso acumulada se obtuvo mediante

la diferencia del Gltimo pesaje y pesaje inicial (dia 0, llegada de las aves).

Ganancia de peso acumulada (g/pollo/semana) = Peso final(g) — Peso inicial(g)

3.3.7.3.  Consumo de alimento

El alimento se suministré de forma diaria a voluntad, siendo pesado y registrado el alimento
ofrecido a cada repeticion por tratamiento, asi como el saldo de alimento al final de cada
semana. Se evaluo el consumo de alimento acumulado mediante la diferencia entre la
cantidad total de alimento suministrado y el residuo al finalizar la semana; para luego

determinar el consumo de alimento promedio por ave.

Consumo de alimento (g) = Alimento suministrado (g) — Alimento rechazado (g)

Consumo alimento (g/pollo/semana) = Consumo de alimento semanal (q)
Numero de pollos

El consumo de alimento fue ajustado por la mortalidad, si fuere el caso, en la respectiva

repeticion y tratamiento.

3.3.7.4. lIndice de conversion alimenticia

La conversion alimenticia se calculé mediante la relacion entre consumo de alimento y

ganancia de peso vivo acumulada.
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Indice de conversién alimenticia = Consumo acumulado de alimento (q)
Incremento acumulado de peso ()

3.3.7.5. Mortalidad

Se calculd la mortalidad en base al nimero de aves muertas y descartadas durante cada
semana en cada tratamiento con respecto al nimero de aves al inicio de la semana y al
namero total de aves muertas en cada tratamiento, respectivamente. Asimismo, se realiz6 la
necropsia a todo animal que murié durante el estudio para determinar las causas de

mortalidad.

Mortalidad acumulada (%) = Numero de aves muertas*100
Numero total de aves

3.3.7.6. Indice de eficiencia productivo europeo

El indice de eficiencia productivo europeo se obtuvo mediante la formula:

indice de eficiencia = (100% - Mortalidad acumulada (%))*Peso vivo (kg)*100
productivo europeo Conversion alimenticia*Edad(dias)

3.3.8. Peso relativo de 6rganos

A los 21y 42 dias de edad, de forma aleatoria se sacrificé un pollo por cada repeticion (ocho
pollos por tratamiento) por la técnica de dislocacion cervical (AVMA 2001). De cada ave se
tomo el paquete visceral, se registrd el peso de los 6rganos digestivos mas representativos
(pancreas, higado, peso de intestino). Adicionalmente se hizo la medicion del largo del
intestino para lo cual se considerd su extension desde la union con la molleja hasta 1 cm

antes de llegar a la union ileocecal.

Para el pesaje se empled una balanza analitica con precision de 0.01 g; los pesos de los
6rganos fueron convertidos a porcentaje de peso vivo por medio de la férmula utilizada por
Chavez et al. (2016). La longitud del intestino fue convertido al porcentaje de peso vivo,
para su registro, se alinearon totalmente sobre una superficie plana y, sin aplicar fuerza o

tension, se medio el largo.
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Porcentaje de peso vivo = Peso 6rgano * 100
Peso de ave

3.3.9. Inmunocompetencia

Medido a través del indice morfométrico de 6rganos linfoides y la relacion bursa/bazo. Se
determind los indices morfométricas del timo, bazo y bursa, empleando la formula utilizada

por Vasquez (2016) que se presenta a continuacion:

« Indice morfométrico = [Peso 6rgano (g)] / [Pero corporal (g)] x 1000

o Relacion bursa/bazo = Peso bursa (g) / Peso bazo (g)

Se registr6 el peso corporal y se sacrificd dos aves por unidad experimental a los 21 y 42
dias de edad.

3.3.10. Integridad intestinal

3.3.10.1. Evaluacién macroscopica

Para la evaluacion de la integridad intestinal en los animales sacrificados, se procedio a
colocar el intestino en una superficie plana, con la ayuda de una pinza vy tijera se abri6 el
intestino. Se registré el pasaje de alimento, descamacion celular, exceso de moco, exceso de
fluido intestinal, hiperemia intestinal y gases intestinales; cada uno de estos indicadores se

evaluaran considerando si esta ausente (valor de 0) o presente (valor de 1).

Se evalud también el escore de lesiones para patdgenos intestinales, segun el grado de lesion
intestinal por especies de Eimerias presentes en pollos (Eimeria acervulina, Eimeria maxima
y Eimeria tenella) se evalu6 de acuerdo con el sistema de puntuacion descrito por Johnson
y Reid (1970); en este método la severidad de las lesiones se califica en una escala que
fluctla desde 0 (sin lesiones aparentes en la mucosa del intestino) a 4 (maximo nivel de

severidad).

Las lesiones para enteritis necrotica por Clostridium perfringens fue evaluado de acuerdo
con lo descrito por Shojadoost et al. (2012), que indica un escore que va desde 0 a 6 de

acuerdo a la medicidn, siendo 0 sin lesiones aparentes y 6 el maximo nivel de lesion.
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3.3.10.2. Evaluacion microscépica: Histomorfometria intestinal

Para las mediciones histomorfométricas se colectaron muestras del intestino delgado en cada
ave tomada como muestra por repeticion en las fechas de necropsia programada, 21 y 28 dias
de edad. Las muestras fueron dos segmentos de 2 cm de las porciones tanto del duodeno
como del yeyuno por cada ave. Las muestras fueron lavadas con agua destilada para eliminar
contenido, guardadas en frascos estériles con formol al 10 por ciento debidamente rotulados.
Posteriormente las muestras fueron remitidas al Laboratorio de Histologia, Embriologia y
Patologia Veterinaria de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, Lima, para su procesamiento histoldgico consistente en inclusién en
parafina y los cortes coloreados con hematoxilina-eosina. De cada segmento intestinal se
realizaron un minimo de 20 mediciones para determinar la longitud y ancho de las
vellosidades, y la profundidad de las criptas de Lieberkuhn. Para obtener las mediciones se
emple6 un microscopio Optico de campo claro a 4X (Leica ICC50 W) y el programa LAS-
EZ, las medidas se obtuvieron en micras (u). Las mediciones histologicas en las laminas se
hicieron siguiendo una adaptacion del protocolo utilizado por Batista de Olivera et al. (2000).

Las mediciones histomorfométricas intestinales son las siguientes:

e. Altura de vellosidad

Se seleccionaron vellosidades integras y perpendiculares a la pared intestinal. Y se considerd

el promedio de las alturas de vellosidades de cada tratamiento.

f. Ancho de la vellosidad

El ancho de las vellosidades intestinales se hallé promediando el ancho apical, medio y base

de las vellosidades.

g. Profundidad de cripta

Se midieron las profundidades de las criptas comprendidas entre las vellosidades
seleccionadas para la medicion de la altura de vellosidad, en cada lamina histoldgica. El
promedio de la profundidad de cripta de las laminas histoldgicas fue el promedio de la

profundidad de cripta de cada tratamiento.
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h. Relacién entre altura de vellosidades y profundidad de cripta

Esta relacion result6 de la division del promedio de la altura de vellosidad y el promedio de

la profundidad de cripta de cada lamina histologica por unidad experimental.

Relacién = Altura de vellosidad intestinal
Profundidad de cripta intestinal

3.3.11. Analisis estadistico

Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar, con seis tratamientos y ocho repeticiones para
cada tratamiento, un total de 48 unidades experimentales con 16 pollitos cada uno. El modelo

lineal utilizado es el siguiente:

Yij=p + Ti+ €
Donde:
Yij = Variable respuesta del efecto observado correspondiente a la j-ésima repeticion en la
que se probo el i-ésimo tratamiento.
| = Efecto de la media general
Ti = Efecto de i-ésimo tratamiento

€ij = Efecto del error experimental del i-esimo tratamiento en la j-ésima repeticion.

La prueba de comparacién de medias para los indicadores de produccion, peso relativo de
organos, inmunocompetencia e histomorfometria intestinal se realizé a traves de la prueba
de Duncan; mientras, los indicadores para la evaluacion macroscopica de la integridad
intestinal se analizaron con la prueba de Kruskal Wallis por ser variables no paramétricas.
El software utilizado fue Rstudio para el analisis estadistico respectivo con un nivel de

significancia del 5 %.
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3.4. ESTUDIO IIl — CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS
ACTINOMICETOS

3.4.1. Equipos y materiales

Los equipos y materiales que se utilizaron en el laboratorio para la identificacién molecular
de cepas fueron los siguientes:

« Termociclador T100™(BioRad)

* Microcentrifuga (Centurion)

« Sistema de electroforesis horizontal runVIEW™ (Cleaver Scientific)
* Nano Drop One (Thermo Scientific)

» Enzimas (Lizosima, Proteinasa K, Taq DNA polimerasa)

* Cloroformo

» Set buffer (Tris Base, EDTA, cloruro de sodio)

+ SDS

* Tubosde 0.2 ml
* Agarosa

« TAE

» Densificante (Buffer de carga)
«  Kit de purificacion de ADN (SpinPrep™)

. DNTPs
. pA 0.05
. pH 0.05

* Marcador PCR

» Cinta indicadora

» Agar Cerebro Corazon

* Tubo p/ centrifuga, tapa roscal5 ml O Matraces Erlenmeyer 250 ml.
» Matraces Erlenmeyer 1000 ml

* Eppendorf

* Micropipetas

3.4.2. Extraccién del ADN cromosémico total

Las cepas de los actinomicetos seleccionados por su actividad probidtica, fueron inoculados
en matraces con 30 ml de medio TSB para favorecer el crecimiento de las cepas. Se

incubaron a 30 °C por 48 horas a 250 rpm, y se afiadié dentro del matraz esferas de vidrio
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para evitar la aglomeracion de micelios producidos por los actinomicetos. El protocolo para
la extraccion se desarrollé de acuerdo a Kieser et al. (2000). Para lo cual los cultivos fueron
centrifugados en tubos eppendorf a 13000 rpm por 5 minutos, dos a tres veces. Al retirarlos
se decantd, quedando el pellet, el cual fue suspendido en 150 pl con SET BUFFER,
compuesto de 1M Tris-HCl a un pH8, 0.5M EDTA a un pH8, 5M NaCl y H20 autoclavado.
Para mezclar los pellets con el SET BUFFER se us6 un agitador vortex. Se afiadio a la mezcla

50 pl de lisozima (10 mg/ml) y se pas6 a incubar a 37°C por 1 hora.

Después se le agreg6 40 ul de proteinasa K (20 mg/ml), se mezcld por inversion, y se anadio
40 ul de SDS al 10%, se mezcld nuevamente por inversion. Los tubos eppendorf se incubaron
a 55 °C por 2 horas, invirtiéndolos cada 30 minutos. Al retirarlos, se afadio 100 ul de NaCl
5M, y fueron incubados a 37 °C por 30 minutos para después agregarle 500 pl de cloroformo,
los cuales fueron mezclados y centrifugados a 13000 rpm por 10 minutos en una

microcentrifuga (Centurion) a temperatura ambiente.

Posteriormente se pasé el sobrenadante a un nuevo eppendorf con 700 ul de isopropanol, se
mezclo por inversion y la telilla suspendida se retir6 con la ayuda de un tip de 1000 pl, a otro
eppendorf que contenia 500 pl de etanol al 70 por ciento para ser lavado el ADN, y se dejo
secar por 5 minutos. Finalmente, se cogié el ADN y se paso a un eppendorf que contenia

100 pl de agua ultrapura estéril.
3.4.2.1.  Amplificacion por PCR

Para realizar la amplificacion del ADNr 16S se utilizo las muestras de ADN cromosémico,
primers universales (pPA AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG y pH AAG GAG GTG ATC
CAG CCG CA), buffer, dNTPs, agua ultrapura y PCR enhacer. Se realizé la preparacion del
Master Mix (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Componentes del Master Mix para una muestra

Componentes Concentracion (pl)
ADN extraido 1:10 6
Buffer de PCR 10X + MgCI 50 mM 6.5
dNTPs 10 mM 1
Primer pA 10 uM 1
Primer pH 10 pM 1
PCR enhacer 10X 2.5
H20 estéril ultrapura 31
Volumen total 50

Se diluyé cada una de las muestras de ADN en 1:10, debido a su aspecto denso; se afiadi el
Master Mix y 1 pl de Pfx ADN polimerasa platinum (Invitrogen). Para la amplificacion del
ADNIr 168 se realizd mediante PCR en un termociclador T100 "™ (BioRad). En cada reaccion
de amplificacion se incluyo un control negativo en el que el DNA se sustituy0 por agua

estéril ultrapura.

La reaccion de amplificacion comienza con una fase inicial de desnaturalizacion (95°C,
durante 10 minutos), seguida de 32 ciclos compuestos de pasos sucesivos de (94° C, durante
0.5 minuto), la union de iniciadores o cebadores (57.4° C, durante 1 minuto) y la elongacién
(72° C, durante 1 minuto). Por altimo, se produce un ciclo final de extension (72° C, durante

10 minutos).

3.4.2.2.  Electroforesis de ADN en gel de agarosa

La electroforesis en geles de agarosa se realizo en cubetas horizontales a una corriente de
100 V, utilizando como electrolito el tampon TAE (1x) (0,04 M Tris-acetato; 0,001 M
EDTA). La concentracion de agarosa de los geles fue de 1 por ciento. Para facilitar la
visualizacion de los fragmentos del ADN tras la electroforesis, se utilizd6 Nancy-520, es una
tincion fluorescente para ADN, el cual fue afiadido cuando aun el gel era liquido en una

proporcion de 1:5000 al volumen total de la solucion de agarosa.

Las muestras de ADN amplificadas se mezclaron con azul de bromofenol 5x (100 mM de
EDTA, 43% glicerol y 0,5% azul de bromofenol), que actiia como densificante y marcador.
Como marcador de peso molecular se utiliz6 el ADN del fago Lambda digerido Pstl.

Finalmente, las bandas de ADN se observaron en un transiluminador con luz UV.
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Cabe sefialar, que se comprobd la cantidad y calidad de las muestras, previamente a la
amplificaciébn mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, usando un sistema de
electroforesis horizontal runVIEW™, conformado por un transiluminador, camara de

electroforesis y camara con Zoom: 5x optical / 4x digital integrados.

3.4.2.3. Purificacion de ADN

Finalizada la electroforesis, se recortd la agarosa que contiene los fragmentos de ADN de
interés y se purificé el ADN utilizando el kit comercial SpinPrep™ Gel DNA Kit (Novagen),
siguiendo las indicaciones del fabricante. Posteriormente se procedié a cuantificar el ADN
en un Nano Drop One (Thermo Scientific) debido a la concentracion recomendada de 50
ng/ul por el Laboratorio de Macrogen Inc. (Seul-Corea), quien realizé el servicio de

secuenciacion de las muestras.

3.4.2.4. Secuenciacion del ADNr 16S de los actinomicetos seleccionados

Se amplificaron y secuenciaron las secuencias del gen ADNr 16S de las cepas aisladas del
contenido intestinal de gallinas criollas, las cuales fueron previamente seleccionadas por sus

caracteristicas probioticas en las crianzas realizadas.

Para la secuenciacion se utilizd un secuenciador automético de ABI PRISM® 3130xI
(Applied Biosystems). Es un sistema de analisis basado en el marcado por fluorescencia de
las moléculas de ADN vy su posterior separacion mediante electroforesis capilar. Las
secuencias se analizaron mediante el programa BLAST SEARCH NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) que busca homologias al nivel de nucleétidos o de

aminoacidos.

Posteriormente con ayuda del programa Bioedit y Sequence Scanner v1.0 de Applied
Biosystems, se analizd comparativamente las secuencias, mediante la evaluacion de los
electroferogramas, con el fin de comprobar la lectura correcta de nucledtidos diferenciadores
(posiciones nucleotidicas variables dentro del grupo y entre agrupamientos) permitiendo
agruparlos y alinearlos a la hora de elaborar la genealogia molecular (arbol filogenético),
corrigiendo asi las posibles discrepancias para una correcta diferenciacion en su relacion

evolutiva.
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3.4.2.5. Taxonomia molecular por alineamiento de secuencias y analisis filogenético

Luego de la amplificacion por PCR del gen ADNr 16S para cada una de las cepas
seleccionadas, a través del analisis de sus secuencias se calculd finalmente los coeficientes
de asociacion y se realizd la construccion e interpretacion del arbol filogenético en red como
un primer andlisis de su relacion evolutiva con otros géneros y especies conocidos para ser
usados como referencia evolutiva. Posteriormente, las secuencias entraron en un proceso de
ordenamiento y analisis a detalle, editdndolas, ordenandolas y alineando las posiciones

nucleotidicas correctamente con secuencias patron de especies del género referencial.

Usando el software BioEdit, se selecciond la region de aproximadamente 451pb que
corresponden a las regiones hipervariables V3-V4 (Cai et al. 2013), las cuales inician
aproximadamente en la posicion del nucleotido 260 al 710 de la secuencia del ADNr 16S,
Posteriormente haciendo uso del paquete informatico Clustal W, Gblocks 0.91b, y el
comando DNAPARS del Programa Phylip, se procedi6 a ordenar las secuencias y trabajarlas
en el programa MEGA 6.0 (Tamura et al. 2013) en el cual se terminé de construir la filogenia

con un anélisis de Maxima Parsimonia y bootstrap de 1000 repeticiones.

Los arboles filogenéticos obtenidos fueron posteriormente analizados e inferida su veracidad
en la filogenia usando el método de Neighbor-joining (Saitou y Nei 1987). EIl arbol
seleccionado, se comparara con los resultados de evaluacion fenotipica tanto microscopica
como bioquimica, de este modo, asegurar que las relaciones evolutivas entre las cepas, a
través de los agrupamientos que se generen y los ancestros comunes que demarcan las

distancias entre ellos, son congruentes.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ESTUDIO | - DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
PROBIOTICA DE LOS ACTINOMICETOS

4.1.1. Pardmetros productivos

El promedio para el peso vivo inicial, peso vivo final, ganancia de peso, consumo de
alimento, conversion alimenticia, mortalidad y eficiencia productiva europea de los pollos
por efecto de la suplementacion de probidticos hasta los 28 dias de edad se resumen en el
Cuadro 9. El peso vivo final y ganancia de peso fueron afectados significativamente (p<0.05)
por la adicion de las formulas probidticas propuestas a base de actinomicetos, siendo el grupo
T4 (dieta con Formula Probidtica 1) diferente y mayor respecto a los grupos T1(dieta
control), T3 (dieta con Bacillus subtilis) y T2 (dieta con APC).

El peso vivo inicial (dia 0) es muy importante para poder comenzar el engorde de los pollos
porque influye en los resultados finales; por tanto, se empezo6 con su evaluacion de los pollos
de carne, los cuales no se diferenciaron entre los tratamientos. Por otro lado, estos pesos
superan el peso vivo promedio que indica el manual de la Linea Cobb 500 (Cobb - Vantress
2018).

El peso vivo final hasta los 28 dias (final de la etapa de crianza), los grupos de aves
alimentados con la dieta que contenia la Formula Probiotica | a base de actinomicetos (T4)
obtuvo el mejor valor (p<0.05) con 1678.05 g, seguido de los que fueron alimentados con la
Formula Probi6tica Il a base de actinomicetos (T5) con 1668.72 g, esto se observo desde los
21 dias de edad; mientras, el menor valor obtenido fue con la dieta que contenia el antibidtico

promotor de crecimiento (T2) con 1628.07 g.



Cuadro 9: Comportamiento productivo en pollos de carne de la linea Cobb500 suplementados con probidticos (Periodo de 1 a 28 dias

de edad)
Tratamiento !

Pardmetros productivos

T1 T2 T3 T4 T5
Peso vivo inicial, g/ave 48.822 49.28 49.77 49.66 49.71
Peso vivo final, g/ave 1635.31% 1628.07°¢ 1641.03" 1678.05°2 1668.72%
Ganancia de peso, g/ave 1586.49 1578.79°¢ 1591.26" 1628.39° 1619.012
Consumo de alimento, g/ave 2255.12 2288.11 2317.89 2275.28 2291.72
Conversion alimenticia, g/g 1.42 1.45 1.46 1.4 1.42
Mortalidad, % 2.5 1.25 1.25 2.5 0
Eficiencia productiva europea 400.37 396.54 398.71 418.64 421.18

1T1: dieta control, T2: dieta con antibi6tico promotor de crecimiento, T3: dieta con Bacillus subtilis, T4: dieta con Férmula Probiética I, T5: dieta con Férmula Probiética

2Valores son el promedio de ocho repeticiones (diez aves por repeticion) por tratamiento
a.b.¢ Valores dentro de una fila con superindice no comun difieren significativamente (p<0.05).
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Resultados semejantes son reportados por Eckert et al. (2010), quienes demostraron que la
administracion de un probidtico a base de Lactobacillus spp. a través del agua de bebida y
alimento incrementaba el peso en pollos tratados con respecto a los controles. Asimismo,
Gutiérrez et al. (2015) mostraron diferencias estadisticas favorables para el peso vivo a los
15, 30y 42 dias, en pollos de la linea Ross que recibieron un suplemento de Bacillus clausii,

Saccharomyces cerevisiae (levadura) y Lactococcus lactis en agua.

Por el contrario, otros autores, quienes al emplear diferentes cepas probioticas
indistintamente al modo de administracion no reportaron diferencias estadisticas favorables
sobre el peso vivo a los 21 dias de edad (Panda et al. 2000, Murry et al. 2006, Awad et al.
2009, Osorio et al. 2010, Abudabos et al. 2017). También, Martinez et al. (2019) quienes
usaron la cepa Streptomyces sp. RL8 como probidtico en pollos de la raza Leghorn hasta los
21 dias de edad, no ejercio efecto alguno sobre el peso vivo final.

Esta diferencia puede deberse a la variacion de la supervivencia de las cepas utilizadas en
los probioticos dentro del intestino de los pollos de carne y la tasa de dosis del probiotico
utilizado (He et al. 2019).

Ante los efectos positivos mostrados, Cuevas et al. (2000) y Kalavathy et al. (2003) aducen
que los probidticos pueden generar un efecto positivo sobre los pollos mejorando la
absorcion de nutrientes en la dieta suministrada. Ademas, Tang et al. (2014) indican que los
pesos superiores que se obtienen al suministrar probidticos puede deberse a un posible
aumento en la retencion de proteina cruda suministrada en la dieta. Por tanto, el grupo T4
que recibid la Formula Probidtica | a base de actinomicetos demostro ser mas eficaz que los
otros aditivos, la Formula Probidtica 11 (T5) y del Bacillus subtilis (T3). Cabe sefialar que

las dosis utilizadas fueron iguales para los tres aditivos probioticos.

La ganancia de peso hasta los 28 dias de edad se diferencid estadisticamente entre los
tratamientos, indicando un valor superior para el T4 (Formula Probidtica I) seguido del T5
(Férmula Probiotica I1) con 1628.39 g/ave y 1619.01 g/ave, respectivamente. Esta mejora se
observé desde los 21 dias de edad. Mientras, la menor ganancia lo obtuvo el T2 (antibiético

promotor de crecimiento) con 1578.79 g/ave a los 28 dias de edad.
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De forma semejante, Srinivas et al. (2018) usando un probidtico comercial (2 x 10° cfu/g) a
base de Lactobacillus plantarum, L. acidophilus, L. bulgaricus, L. rhamnosus,
Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium, Aspergillus oryza y Candida pintolopesii
mostraron mejor resultado en la ganancia de peso respecto a las aves que se les adiciono el

antibiético promotor de crecimiento.

Algunos otros autores reportan similares resultados, adicionando 12 cepas de Lactobacillus
(Kalavathy et al. 2003), Enterococcus faecium (Samli et al. 2007), Lactobacillus bulgaricus
(Apata et al. 2008), Lactobacillus, Bifidobacterium y Clostridium perfringens (Song et al.
2014), la combinacién de Lactobacillus salivarius y Pediococcus parvulus (Neveling y
Dicks 2021) como probi6ticos generan un incremento significativo en la ganancia de peso

respecto a los controles.

En contraste a los efectos por la adicién de actinomicetos en este estudio, tenemos a Martinez
et al. (2019) quienes usaron la cepa Streptomyces sp. RL8 como probidtico en aves de la raza
Leghorn, hasta los 21 dias de edad, sin mostrar resultados positivos con la ganancia de peso
vivo. Cabe recalcar, que estos animales no se caracterizan por una elevada produccion de

carne sino en la produccién de huevos.

La ganancia de peso es importante para los sistemas de produccion dado que generan una
mejor rentabilidad (Jones et al. 2018). Por tanto, el grupo T4 que recibio la Formula
Probiotica | a base de actinomicetos demostrd ser méas eficaz en la ganancia de peso respecto
a los otros aditivos probioticos, Férmula Probiotica Il (T5) y Bacillus subtilis (T3). Segun
Zhu et al. (2009) describieron que el grado de efecto de los probidticos depende de la especie,
la cepa bacteriana, el método de aplicacion, la edad del ave, las condiciones generales de

higiene en la granja y los factores ambientales.

El consumo de alimento hasta los 28 dias de edad no mostréd diferencias estadisticas entre
los tratamientos; pasando desapercibida la adicion de insumos promotores de crecimiento en
la alimentacién de los pollos en evaluacién. Esto concuerda con Kazemi et al. (2019) quienes
tampoco encontraron diferencias estadisticas sobre el consumo de alimento con la
suplementacion de dos consorcios diferentes de cepas probidticas (pertenecientes al género
Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Bacillus, entre
otros) respecto de los grupos controles, tratado con antibiético y uno sin ningun aditivo. Del

mismo modo, Arteaga et al. (2020), reportan que el consumo de alimento no fue
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significativamente afectado por la adicién de un probiotico a base de Bacillus subtilis 20Bp
y Lactobacillus brevis 40Lp. Varios otros estudios muestran que el consumo de alimento de
los pollos no se ve afectada por la suplementacion de cepas probioticas (Timmerman et al.
2006, Nayebpor et al. 2007, Kalavathy et al. 2009, Shokryazdan et al. 2017).

Mientras, Hosseini et al. (2013) indican que la adicion de probidticos en la alimentacion
puede provocar una disminucion en el consumo de alimento, debido al incremento de
retencion de nutrientes ya que las bacterias secretan enzimas que hidrolizan nutrientes

energéticos que llevaria a reducir el consumo de alimento.

Por otro lado, otros estudios demuestran que la suplementacion con probidticos a base de
distintos microorganismos pueden incrementar el consumo de alimento, ya sea en algun
periodo en particular o durante toda la evaluacion (Denli et al. 2003, Sharma et al. 2012,
Alkhalf et al. 2010). Sin embargo, en la presente investigacion, la suplementacion con
probidticos a base de actinomicetos no generd ningun efecto sobre el consumo de alimento
respecto de los grupos control; a pesar que el grupo T4 (dieta con Formula Probiotica 1)
obtuvo una mayor ganancia de peso a los 28 dias de edad. Esto contrasta con Jha et al. (2020),
quienes asocian comunmente una mejor ganancia de peso corporal con una mayor ingesta
de alimento y una mejor tasa de conversion alimenticia. Sin embargo, cabe sefialar que no
solo debemos basarnos en el aumento del consumo de alimento sino en la conversion
alimenticia, para observar la mayor eficiencia en el uso y aprovechamiento de los nutrientes

ingeridos.

En las aves, el consumo de alimento depende de varios factores, como principal factor
tenemos a la temperatura ambiental, siendo el rango 6ptimo de 20 a 25°C (neutralidad
térmica) para un mejor desempefio; temperaturas superiores, el consumo de alimento
disminuye (Quishpe 2006). EI consumo de alimento acumulado que tuvieron los pollos es
semejante al de las tablas de objetivo de desempefio de Cobb 500 (Cobb - Vantres 2018);

pese a que los animales estuvieron bajo condiciones altas de temperatura debido al verano.

La conversién alimenticia hasta los 28 dias, no muestro diferencias estadisticas (p>0.05). De
forma semejante Osorio et al. (2010) no encontraron diferencias estadisticas para el indice
de conversién alimenticia entre los tratamientos, quienes usaron un probidtico comercial
(Enterococcus faecium, Pediococcus acidilactici, Bifidobacterium animalis, Lactobacillus

salivarius y Lactobacillus reuteri). Asimismo, Goulart (2014), al adicionar un probiotico
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(Lactobacillus plantarum y Pediococcus acidilactici) en la dieta de los pollos, hasta los 21
dias de edad, mencion6 que no hubo diferencias entre los tratamientos sobre la conversion

alimenticia.

En contraste, Acosta et al. (2007) y Gutiérrez et al. (2015) presentaron un menor valor
(p<0,05) para el indice de conversion alimenticia en las aves tratadas con Lactobacillus
acidophilus y Lactobacillus rhamnosus, respectivamente. Asimismo, Jouybari et al. (2009)
reportaron una conversion alimenticia mejorada (menor valor) en pollos de carne que
recibieron un probidtico que contenia Pseudomonas putida y Pantoea agglomerans.
Ademas, Arteaga et al. (2020) report6 un menor indice de conversion alimenticia a los 28
dias con la adicién de un probidtico en comparacién de un control. También, Talebi et al.
(2008) indicaron que un probiotico de multiples cepas resultd en una disminucion del indice

de conversion alimenticia en pollos de carne en comparacion con el grupo de control.

El uso de probioticos a base de varias cepas tienen mejor eficiencia que los probioticos
constituidos a base de una sola cepa, en el efecto antibacteriano directo, la competencia por
los nutrientes entre microorganismos y los efectos bactericidas, la estimulacion de la
inmunidad y la competencia en el sitio de adherencia (Chapman et al. 2011) que conlleva a
una mejor eficiencia productiva. Asimismo, las cepas probioticas pueden ayudar a mantener
la salud intestinal al proporcionar un equilibrio microbiano beneficioso en el tracto
gastrointestinal, y un intestino sano y que funcione bien con trastornos digestivos reducidos
garantizaria una mejor utilizacién y conversion de los alimentos, lo que mejoraria el

crecimiento y la vitalidad de los animales (Fuller 2001).

Sin embargo, en nuestra investigacion el uso de probidticos a base de una mezcla de tres
cepas pertenecientes al filo actinomicetos no mejoro la conversién alimenticia a los 28 dias
de edad de los pollos. La conversion alimenticia es una medida de la productividad en un
animal y se define como la relacion entre el alimento que consume con el peso que gana
(Castro y Chirinos 2008). Cobb Vantress (2012) define como la cantidad de alimento

requerido para producir un kilogramo de peso vivo de pollo que se calcula semanalmente.

Estos resultados referentes al indice de conversidn alimenticia en las aves suplementadas con
probidticos muestran que, a pesar de no obtener resultados superiores a los otros
tratamientos, su eficacia es similar a un antibiotico promotor de crecimiento; por lo que

podria catalogarse como una buena alternativa de acuerdo con las exigencias actuales.
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La mortalidad, hasta los 28 dias de edad, no manifestdé ninguna diferencia estadistica entre
los tratamientos. Sin embargo, no hubo ninguna mortalidad en el grupo T5 (dieta con
Formula Probidtica 1l) y la suma total de muertos fue de seis pollitos. Estos resultados
concuerdan con los hallazgos reportados previamente por Gunal et al. (2006), Wondmeneh
et al. (2011) y, Steczny y Kokoszynski (2020) quienes administrando diferentes cepas
bacterianas como probidticos no encontraron diferencias estadisticas para el porcentaje de
mortalidad frente a los grupos controles.

En contraste a estos autores, varios estudios han encontrado una influencia positiva en el
control y reduccién de la mortalidad por uso de probioticos en diferentes condiciones (Pelicia
et al. 2004, Timmerman et al. 2006, Aguavil 2012, Ortiz 2013, Gamboa 2014, Gonzalez
2016, Huang et al. 2018, Menconi et al. 2020). Tambien Cortés et al. (2000) evaluaron el
efecto del Bacillus toyoi adicionado a la dieta de pollos de carne, demostrando que tenian
efecto promotor de crecimiento y disminucion de la mortalidad por Salmonella. Esto
coincide con Pascual et al. (1999), quienes indican que los probidticos se han utilizado
ampliamente para controlar la salmonela patdgena en pollos para reducir la mortalidad; la
salmonela es una de las enfermedades zoonoéticas transmitidas por alimentos mas

importantes del mundo.

Los efectos de los probidticos consideran la mejora en el equilibrio microbiano intestinal al
administrarse en concentraciones adecuadas y proporcionan proteccion contra los patdgenos
intestinales; siendo capaces de reducir la mortalidad y aumentar satisfactoriamente la
conversion alimentaria, lo que mejora la capacidad digestiva, induciendo a un mejor
crecimiento de microorganismos benéficos en el tracto gastrointestinal. La adicion de los
probidticos es mas eficiente durante las primeras semanas de vida en los animales de granja,
ya que mejoran la salud intestinal (Freitas et al. 2003). Asimismo, Salim et al. (2013) indica
que la ingesta de probioticos tiene efectos positivos sobre el estimulo de la respuesta inmune
y reduce la mortalidad y enfermedades. Ademas, Karimi et al. (2010) demostraron que la
administracion de probidticos en el alimento beneficia el rendimiento de pollos de carne

mejorando algunos valores bioquimicos sanguineos y la modulacién inmune.

Por otro lado, Blajman et al. (2015) indican que una mayor cantidad de cepas bacterianas
que se utilizan como probioticos pueden llegar a ser mas costosos que las pérdidas asociadas
a la mortalidad de los pollos de los grupos no tratados. En ese sentido, cabe sefialar que seria

viable las formulas probioticas propuestas a base de actinomicetos, grupos T4 y T5, ya que
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utilizan solo tres cepas cada una; sin embargo, no demostraron diferencias significativas
favorables, pero tampoco difieren del antibiético promotor de crecimiento por lo que puede

ser utilizado como alternativa de este.

Ademas, cabe sefialar que la causa de mortalidad de los pollos del grupo T4 (dieta con
Formula Probidtica 1), aparentemente, no tiene nada que ver con la adicion sino con
problemas provenientes de la incubacidn; al realizar la necropsia de los pollos se diagnosticd
onfalitis.

El indice de eficiencia productivo hasta los 28 dias no mostré diferencia estadistica, pero si
numérica entre los tratamientos, favoreciendo al T5 (dieta con Formula Probidtica II)
seguido del T4 (dieta con Formula Probidtica I) con 421.18 y 418.64, respectivamente; esto
se manifesto desde los 21 dias de edad. Del mismo modo, Fernandes et al. (2014) usando un
probidtico comercial que contenia Lactobacillus sp y Enterococcus sp. tampoco encontro
diferencias estadisticas respecto de un grupo control.

Por otro lado, Chavez et al. (2016) utilizando Enterococcus faecium como probidtico
concluyeron que puede ser considerada como un promotor de crecimiento durante todo el
ciclo de produccion del ave, debido a que obtuvo efectos positivos sobre el indice de
eficiencia productivo europea y también en otros parametros productivos; asimismo, Zaghari
et al. (2020) hallaron diferencias estadisticas (p<0.05) favorables para las aves que recibieron
Bacillus sp. como probidtico (418.95) en comparacion de un grupo control (374.49).
Hallazgos similares a estos resultados son mencionados por otros autores, quienes reportan
una mejora significativa con la adicion de probidticos sobre el indice de eficiencia productivo
europea (Ortiz 2013, Gonzalez 2016).

El indice de eficiencia europea tiene como objetivo valorar los resultados zootécnicos del
lote para determinar la rentabilidad econdémica. ElI nimero minimo esperado para definir si
un lote tiene buen comportamiento es de 200, por lo que cualquier resultado por debajo se
estima que no fue un buen lote en cuanto a rendimiento (Anwar et al. 2012). Otros autores
indican, si el resultado es mayor a 300 el lote es optimo y si fuese un valor menor su

rentabilidad también disminuye, en términos econémicos (Tellez 2011, Aguavil 2012).
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Respecto a las diferencias, con la mejora genética de las casas comerciales de pollos de carne,
el indice de eficiencia europea ha incrementado su valor gradualmente. Por tanto, segun los
resultados desde la tercera semana todas las unidades experimentales sin distincion se
encuentran por encima del valor mencionado indicando una alta rentabilidad con todos los

tratamientos.

Ante las inconsistencias encontradas, Timmerman et al. (2006) resaltaron la importancia de
la forma y el momento de la administracion como factores principales que afectan la eficacia
de las preparaciones probidticas. La administracion a través del alimento, en comparacion
con la administracion en el agua de bebida, resulté en un mayor aumento de la ganancia
diaria promedio; ademas, la suplementacion de probidticos durante la vida temprana es de
gran importancia para el huésped porque las bacterias pueden modular la expresion de genes
en las células epiteliales intestinales, creando asi un habitat favorable para ellas mismas
(Gaggia et al. 2010).

En la presente investigacion el uso de actinomicetos como probidtico generd un efecto
positivo sobre el peso vivo y ganancia de peso al finalizar la crianza. Siendo el grupo T4
(dieta con Formula Probidtica 1) quien obtuvo el mejor valor. Los demas indicadores
productivos no mejoraron con su adicion, pero tampoco tuvo efectos negativos; por tanto,

podria permitirse su uso como alternativa de los antibioticos promotores de crecimiento.
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4.1.2. Peso relativo de 6rganos

Los promedios para el peso relativo de 6rganos digestivos a los 21 y 28 dias de edad en los
pollos de carne se resumen en el Cuadro 10. El peso relativo de los 6rganos digestivos
(pancreas, higado e intestino) a los 21 y 28 dias de edad no mostraron diferencias estadisticas

entre los tratamientos.

Cuadro 10: Peso relativo de 6rganos digestivos en pollos de carne de la linea Cobb
500 a los 21 y 28 dias de edad en respuesta a la suplementacion con probioticos

Tratamientos!

Periodo / Organos (%PV) = = T3 T2 TS p-value
A los 21 dias de edad
PAancreas 0.312 0.31 0.33 0.29 0.31 0.487
Higado 2.51 2.63 2.71 2.37 2.42 0.0638
Peso de intestino 6.53 6.47 6.89 6.11 6.80 0.613
Longitud de intestino 16.43 16.66 16.34 15.71  16.17 0.788
A los 28 dias de edad
Pancreas 0.26 0.26 0.25 0.25 0.23 0.734
Higado 2.32 2.22 2.00 2.24 2.09 0.328
Peso de intestino 6.03 5.76 5.95 5.80 5.76 0.982
Longitud de intestino 12.69 11.88 1244 1146 11.69 0.633

1T1: dieta control, T2: dieta con antibidtico promotor de crecimiento, T3: dieta con Bacillus subtilis, T4: dieta
con Férmula Probidtica I, T5: dieta con Formula Probidtica Il.
2Valores son el promedio de ocho repeticiones (diez aves por repeticion) por tratamiento

A los 21y 28 dias de edad, el peso relativo de los érganos que conforman el paquete visceral
no mostraron diferencias estadisticas entre ninguno de los tratamientos. De forma semejante,
Garcia et al. (2007) usaron un probidtico a base de Lactobacillus acidophillus y
Lactobacillus rhamnosus en la alimentacion de pollos de ceba Hibrido Comercial EB-34 por
42 dias, sin encontrar diferencias estadisticas para el peso relativo del higado. Asimismo,
Shokryazdan et al. (2017) con el uso de Lactobacillus salivarius (CI1, CI12 and CI3) como
probidtico no encontraron diferencias significativas favorables en los pesos relativos del
higado y pancreas a los 21 y 42 dias de edad. Ademas, Martinez (2019) no mostro
diferencias estadisticas respecto al peso relativo del higado e intestino habiendo sido

alimentadas las aves de la raza Leghorn con Streptomyces sp. RL8 hasta los 21 dias.
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Resultados similares son determinados por Kalavathy et al. (2003), Willis y Reid (2008) y
Jwher et al. (2013) quienes evaluaron los efectos de probioticos a base de Lactobacillus
sobre el peso relativo de higado y péncreas sin encontrar diferencias significativas al ser
comparados con el grupo control a los 21, 28, 35y 42 dias de edad de las aves. A estos
autores se suman Brozca et al. (2000) y Zaghari et al. (2020) quienes tampoco reportan

diferencias estadisticas al emplear probioticos en la dieta de pollos.

Sin embargo, Pedroso et al. (2003) agregando Lactobacillus reuteri y L. johnsonii en el agua
de bebida reportaron un aumento significativo en el peso intestinal de pollos a los 21 dias de
edad. Asimismo, Chavez et al. (2016) mostraron diferencias estadisticas que favorecian el
peso relativo de érganos (pancreas, higado e intestino) en las aves que recibieron un
probidtico (Enterococcus faecium) en agua durante 42 dias. Ademas, Gorozabel et al. (2020)
presentaron un mayor valor en el peso relativo de higado en aves que bebieron el probiotico
(Lactobacillus spp.) que fue afiadido al agua de bebida en comparacion de las aves control,
asi tambien obtuvieron mejores pesos promedios, indice de conversion alimenticia e indice
de eficiencia productivo europea en comparacion con el grupo control al finalizar el estudio.
Respecto al higado, Garcia et al. (2007) mencionan que en ese dérgano ocurre muchos
procesos de sintesis y degradacion que pueden enmascarar la accion directa que se ejerce

sobre €l cuando se emplean probidticos en la dieta

El incremento de peso de los 6rganos permitiria constatar que el uso de probidticos, retiene
nutrientes suministrados en la dieta y por ende incrementaria la ganancia de peso y el
desarrollo de o6rganos del animal (Alkhalf et al. 2010, Franz et al. 2011). Segun Svihus
(2011), al anadir a la dieta componentes que mejoran la disponibilidad de nutrientes, como
seria el caso de los probioticos estimularia el crecimiento y desarrollo de 6rganos como la
molleja y el proventriculo; éstos 6rganos no fueron evaluados en nuestra investigacion. En
contraste, Olnood et al. (2015) mencionan que aun se desconoce el mecanismo por el cual
los probidticos tienen efecto sobre el peso de los drganos en animales. Por otro lado,
Martinez (2019) menciona que no todos los probidticos ejercen influencia sobre todos los

drganos.

Por tanto, la fuente probiotica empleada pudiera ser un factor determinante en las
modificaciones de este indicador, indice morfométrico. Entonces podriamos indicar que los
actinomicetos utilizados en los grupos T4 y T5 no afectan el indice morfométrico del higado,

pancreas e intestino. Aunque se requiere de mas investigaciones para su afirmacion.
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4.1.3. Inmunocompetencia

Los promedios para los indicadores de la inmunocompetencia (indice morfométrico de
6rganos linfoides, didmetro de bursa y, relacion bursa y bazo a los 21 y 28 dias de edad en
los pollos de carne se resumen en el Cuadro 11. Ninguno de los indicadores de la
inmunocompetencia mostré diferencias estadisticas (p>0.05) entre los tratamientos

evaluados.

Cuadro 11: Indice morfométrico de drganos linfoides y relacion de bursa/bazo en
pollos de carne de la linea Cobb 500 a los 21 y 28 dias de edad en respuesta a la

suplementacién con probidticos

] . Tratamientos!
Periodo/Medicion 1 = T3 T2 TS p-value

A los 21 dias de edad

Bursa(%) 188 225 213 195 201  0.654
Bazo(%) 088 097 095 106 110  0.112
Timo(%) 556 540 504 487 528  0.799
Bursa/Bazo 228 231 229 192 183 0414
@ Bursa(cm) 538 550 563 563 563  0.829

A los 28 dias de edad

Bursa(%) 2.07 1.68 2.01 1.84 2.25 0.389
Bazo(%) 1.05 1.25 1.15 1.00 0.96 0.0506
Timo(%) 5.19 5.06 5.13 4.94 4.34 0.799
Bursa/Bazo 2.04 1.36 1.80 1.96 2.33 0.0644
@ Bursa(cm) 6.13 6.13 6.25 6.25 6.50 0.813

1T1: dieta control, T2: dieta con antibidtico promotor de crecimiento, T3: dieta con Bacillus subtilis, T4: dieta
con Férmula Probidtica I, T5: dieta con Formula Probidtica Il.

El indice morfométrico de la bursa con el peso corporal puede ser correlacionada con la
inmunosupresion. Las aves con 3 a 6 semanas de edad tienen normalmente un indice
morfomeétrico de 2 a 4; mientras, indices menores o igual a uno nos indica inmunosupresion
(Giambrone 1996). Considerando los datos, las aves en el experimento se encontraron dentro

del rango normal.

Segun, Pulido et al. (2001) indican que la relacion entre la bursa y el bazo con valores
superior a 2 pueden ser considerados como propios de una inmunocompetencia adecuada.
Considerando la valoracién, fueron superiores en los grupos T2, T3y T1 a los 21 dias y, en

T1y T5 a los 28 dias; pero, debido a la inexistente diferencia estadistica asumimos que las
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aves no fueron afectadas altamente por factores de estrés (infecciosos y no infecciosos) que
pudieran alterar el normal desarrollo del sistema inmune en las aves de la presente

investigacion.

En nuestra investigacion, los grupos suplementados con probidticos a base de actinomicetos
no afectaron los pesos relativos de ninguno de los 6rganos linfoides tanto a los 21 y 28 dias
de edad. Esto indica que las formulas probioticas propuestas a base de actinomicetos no
tienen efectos adversos sobre los 6rganos linfoides.

Hallazgos similares son reportados por otros autores como Awad et al. (2009), quienes al
evaluar el efecto de un probidtico a base de Lactobacillus sobre la morfometria de érganos
linfoides, no encontro diferencias significativas para timo, bursa y bazo respecto a un grupo
control. Asi mismo, Shokryazdan et al. (2017) con el uso de una mezcla de cepas de
Lactobacillus salivarius como probiotico, no encontraron diferencias significativas
favorables en los pesos relativos del bazo y bursa a los 21 dias de edad frente al grupo control.
Ademas, Martinez et al. (2019) no reportan diferencias estadisticas pare el peso relativo de
bazo entre aves que recibieron Streptomyces sp. RL8 y las que no recibieron ningun aditivo

(grupo control) a los 21 dias de edad de los pollos.

Por otro lado, Karimi et al. (2010) evaluaron el efecto de la administracion de probidticos en
agua y alimento sobre la respuesta inmunitaria, incrementando significativamente el peso
relativo de bazo y bursa por la administracion de probidticos en comparacion del grupo
control. También Park y Kim (2014) suplementando con Bacillus subtilis B2A como

probidtico, incrementd el peso de la bursa.

El timo, el bazo y la bolsa de Fabricio constituyen el principal 6rgano inmune de las aves,
responsables de la inmunidad humoral y celular (Sakhare et al. 2007, Verduzco et al. 2010,
Senthilkumar et al. 2018). Los drganos linfoides (timo, bazo y bolsa de Fabricio) se
correlacionan con el intestino delgado; porque una mayor actividad y salud intestinal asegura
una mayor produccién de linfocitos T y B, aumentando el peso relativo de estos 6rganos
hematopoyéticos en el ave joven (Huang et al. 2004, Rohollahzadeh et al. 2018). En ese
sentido, considerando la relacién, ninguno de los grupos en estudio se diferencié en el peso

relativo del intestino.
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Segun Gore y Qureshi (1997) y Senthilkumar et al. (2018), el aumento del peso relativo de
los 6rganos linfoides es un indicador asociado a una mejor respuesta inmune y resistencia a
las enfermedades. Por otro lado, Martinez et al. (2013) no encontraron una relacion entre un
mayor peso relativo de los drganos linfoides y el peso, lo que podria estar relacionado con
un aumento del gasto energético para la produccion de células inmunitarias, lo que reduce el

peso corporal en las pollitas.

En base a los resultados, el uso de cepas de actinomicetos como probioticos no afectan la
inmunocompetencia (indice morfométrico de 6rganos linfoides, didmetro de bursa y relacion

entre bursa y bazo).

4.1.4. Integridad intestinal

4.14.1. Evaluacion macroscépica

Los promedios para los indicadores en la evaluacion macroscopica (pasaje de alimento,
descamacion celular, exceso de moco, exceso d efluido, hiperemia y gases) de la integridad
intestinal a los 21 y 28 dias se resumen en el Cuadro 12. De todos los criterios evaluados,
solo la hiperemia a los 21 dias muestra diferencias estadisticas (p<0.05) entre los

tratamientos.

A los 21 dias, la hiperemia mostro diferencias estadisticas entre los tratamientos; siendo el
grupo T1 el mas desfavorable con un mayor valor. Por tanto, se manifestd mas la hiperemia
cuando los pollos fueron alimentados sin ningun aditivo promotor de crecimiento.
Asimismo, los grupos T4 y T5 no muestran diferencias estadisticas entre si, ubicandose en
posicion intermedia respecto a los otros grupos. Mientras, a los 28 dias, la hiperemia ya no

muestra diferencias estadisticas entre los tratamientos.

Considerando la puntuacion maxima de disbacteriosis con estos 6 indicadores (medicién de
la integridad intestinal), todos los tratamientos mostraron encontrarse con un desequilibrio
en la microbiota tanto a los 21 y 28 dias. Segun Bailey (2019) la poblacién bacteriana del
intestino delgado evoluciona a medida que el ave crece, pero, de manera general, se estabiliza
a las dos semanas de edad si los pollitos gozan de condiciones de crianza 6ptimas, alimento
y agua de buena calidad. Sin embargo, la microbiota puede demorar entre 3 y 4 semanas para

alcanzar el nivel adulto; durante este periodo se observa estabilidad en el tracto digestivo.
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Considerando los resultados, todos los grupos de aves padecieron de desiquilirio bacteriano,

pero solo el grupo T4 obtuvo un mejor peso corporal tanto a los 21 y 28 dias. Por tanto, el

uso de actinomicetos como probidticos podria contrarrestar las perturbaciones digestivas

(estrés ambiental, bacterias patdgenas, coccidias) que se presentan en las aves.

Cuadro 12: Indicadores para la evaluacién macroscépica de la integridad intestinal
en pollos de carne de la linea Cobb 500 a los 21 y 28 dias de edad en respuesta a la

suplementacién con probidticos

Periodo / Mediciones

Tratamientos! (n=8)

T1 T2 T3 T4 T5
A los 21 dias de edad
pasaje de alimento 0.63 0.63 0.50 0.50 0.75
(5/8) (5/8) (4/8) (4/8) (6/8)
Descamacion celular L 0.88 0.88 0.75 0.88
(8/8) (7/8) (7/8) (6/8) (7/8)
Exceso de moco L 1 L L L
(8/8) (8/8) (8/8) (8/8) (8/8)
Exceso de fluido 0.25 0.88 0.63 0.63 0.38
(2/8) (7/8) (5/8) (5/8) (3/8)
Hiperemia 1° 0.38? 0.38? 0.63%  0.88%
(8/8) (3/8) (3/8) (5/8) (7/8)
Gases L L L L L
(8/8) (8/8) (8/8) (8/8) (8/8)
A los 28 dias de edad
Pasaje de alimento 0.13 0 0.13 0.13 0.25
(1/8) (0/8) (1/8) (1/8) (2/8)
Descamacion celular 0.88 L L 0.88 0.88
(7/8) (8/8) (8/8) (7/8) (7/8)
Exceso de moco L L L L L
(8/8) (8/8) (8/8) (8/8) (8/8)
Exceso de fluido 0.38 0.50 0.38 0.50 0.50
(3/8) (4/8) (3/8) (4/8) (4/8)
Hiperemia L L L L L
(8/8) (8/8) (8/8) (8/8) (8/8)
1 1 1 1 1
Gases ©/8)  (8/8)  (8/8)  (8/8)  (8/8)

1T1: dieta control, T2: dieta con antibictico promotor de crecimiento, T3: dieta con Bacillus subtilis, T4: dieta

con Férmula Probi6tica I, T5: dieta con Formula Probiética II.

ab.¢ \alores dentro de una fila con superindice no comun difieren significativamente (p<0.05).
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En el Cuadro 13 se presenta el promedio de los niveles de lesion intestinal causada por
especies de Eimeria y Clostridium perfringens tanto a los 21 y 28 dias de edad; donde se
muestra que no existe diferencias estadisticas entre ninguno de los tratamientos (p>0.05). En
ambas fechas, se registraron lesiones a nivel del yeyuno y sacos ciegos compatibles con
Eimeria maxima y Eimeria tenella, respectivamente; mientras, no se observaron lesiones
compatibles con Eimeria acervulina y Clostridium perfringens en ninguno de los

tratamientos.

Considerando la puntuacién maxima de coccidiosis, todos los tratamientos se encontraron
por debajo del valor permitido tanto a los 21 y 28 dias. EI grupo T2, pudo controlar las
coccidias hasta los 21 dias ya que contenia coccidiostatos; sin embargo, pese a que los demas
no contenian el producto no se diferenciaron de éste. Por otro lado, cabe sefialar que el grupo
T2 fue quien obtuvo un bajo valor en el peso corporal y el grupo T4 mejor valor significativo

en el peso corporal a los 28 dias de edad.

Por tanto, la adicion de actinomicetos como probidticos puede ser una alternativa favorable
a los antibioticos promotores de crecimiento; pese a que no hay un decremento en la
presentacion de la coccidiosis, no existe diferencias estadisticas con la adicion. Asimismo,

su asociacion con los parametros productivos en especial el peso corporal.

Cuadro 13: Lesiones por parasitos intestinales en pollos de carne de la linea Cobb
500 a los 21 y 28 dias de edad en respuesta a la suplementacion de probioticos

Tratamientos
T1t T2 T3 T4 T5

Periodo / Medidas p-value

A los 21 dias de edad
Lesiones por Eimeria acervulina 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 sd

Lesiones por Eimeria maxima 0.63 000 038 025 025 0.1888
Lesiones por Eimeria tenella 0.13 0.00 0.13 0.00 0.13 0.7159
Lesiones por Clostridium sd

perfringens 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

A los 28 dias de edad
Lesiones por Eimeria acervulina 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 sd

Lesiones por Eimeria maxima 0.75 075 0.88 0.63 1 0.8387
Lesiones por Eimeria tenella 0.13 0.00 0.00 0.13 0.00 0.5447
Lesiones por Clostridium sd

perfringens 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

1T1: dieta control, T2: dieta con antibidtico promotor de crecimiento, T3: dieta con Bacillus subtilis, T4: dieta
con Formula Probidtica I, T5: dieta con Férmula Probidtica 1.
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4.1.4.2. Evaluacion microscépica: Histomorfometria intestinal

Los promedios para los indicadores en la evaluacion microscopica (altura y ancho de
vellosidad, profundidad de cripta e indice intestinal) de la integridad intestinal a los 21 y 28
dias se resumen en el Cuadro 14. A los 21 dias, no muestra diferencias estadisticas (p>0.05)
entre los tratamientos para la altura y ancho de vellosidad; mientras, para la profundidad de
cripta e indice intestinal, si se mostré diferencia estadistica (p<0.05). A los 28 dias, el ancho
de vellosidad tanto en duodeno como en yeyuno, no muestran diferencias estadisticas
(p>0.05) entre los tratamientos; mientras, la altura de la vellosidad (solo en yeyuno), la
profundidad de cripta (yeyuno y duodeno) e indice intestinal (duodeno) si mostraron
diferencia estadistica (p<0.05).

El crecimiento de los pollos esta directamente ligado a la digestion y absorcion de nutrientes,
lo cual es resultado del desarrollo morfologico y funcional del intestino delgado. La altura
de las vellosidades, la profundidad de las criptas e indice intestinal, la proliferacion de las
criptas, la tasa de migracion de los enterocitos, la actividad de las enzimas mucosas y el
desarrollo de las células caliciformes son buenos indicadores de la capacidad funcional del
intestino (Al-Sultan et al. 2016, Santos et al. 2016, Jong et al. 2017).

A los 21 dias de edad, el valor promedio de la profundidad de cripta tanto para duodeno
como para yeyuno muestran diferencias estadisticas entre los tratamientos; una menor
profundidad de cripta se observa en las aves alimentados con el probiotico comercial (T3) a

nivel de duodeno y todos los tratamientos, excepto el grupo T1, a nivel del yeyuno.

Respecto al indice intestinal (relacion de altura de vellosidad y profundidad de la cripta)
tanto para duodeno y yeyuno muestran diferencias estadisticas entre los tratamientos; un
mayor indice intestinal se observa en las aves del grupo T2 y T3 en duodeno y en todos los
tratamientos, excepto el grupo T1, en yeyuno. A pesar, que todos los grupos de aves
obtuvieron un mejor indice intestinal a nivel de yeyuno, solo los grupos que utilizaron el
probidtico a base de actinomicetos obtuvieron mejores valores significativos (p<0.05) en
peso corporal a los 21 dias de edad. Esto podria indicar que en otras porciones del intestino

se dio una mayor absorcion de nutrientes que dieron lugar al incremento de peso.

Otras investigaciones reportadas previamente como Goulart (2014), quien al adicionar
probidticos (Lactobacillus plantarum y Pediococcus acidilactici) en la dieta de pollos,

menciond que no hubo ningun efecto del tratamiento sobre la altura de las vellosidades
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intestinales y profundidad de las criptas en los pollos evaluados, frente al testigo a los 21
dias de edad; Calik et al. (2019) observaron un incremento en la profundidad de cripta en
yeyuno a los 21 dias de edad en aves alimentadas con un probidtico a base de Bacillus
amyloliquefaciens en comparacion a los grupos control (dieta basal sin desafio y otro con
dieta basal desafiado con coccidias).

A los 28 dias de edad, el valor promedio de la altura de vellosidad de la porcién yeyuno
muestran diferencias estadisticas (p<0.05) entre los tratamientos; siendo las dietas sin APC
(T1), dieta con Férmula Probidtica | (T4) y dieta con Férmula Probidtica I (T5) los de mayor
valor respecto a los otros grupos. De forma semejante Fallah et al. (2013), quienes agregaron
un probiotico comercial en la alimentacién de pollos de carne, obtuvieron a nivel de duodeno
y yeyuno, vellosidades mas altas. Asimismo, Chavez et al. (2016) reportaron una mayor
altura de vellosidad a nivel de duodeno y yeyuno, suministrando probidticos a base de solo
una cepa en agua, obteniendo mejor resultado cuando el probiotico era a base de
Enterococcus faecium. Diversos estudios respaldan el efecto positivo en la adicion de
probidticos sobre el incremento del largo de la vellosidad intestinal en las aves (Kazemi et
al. 2019, Medina 2019, Calik et al. 2019, Gorozabel et al. 2020).

Las vellosidades de mayor tamafio significan un incremento en la funcion digestiva y una
mayor absorcion de nutrientes en el intestino debido al aumento de la superficie de absorcion,
como consecuencia, tiene un efecto beneficioso sobre el crecimiento y desarrollo del animal
(Jeurissen et al. 2002, Jamroz et al. 2005). Esto coincide con el grupo T4 que recibi6 la
Formula Probidtica I, el mejor peso corporal obtenido puede asociarse al aumento en la altura

de vellosidades que obtuvo a los 28 dias de edad.

Respecto a la profundidad de cripta a nivel del duodeno y yeyuno, mostraron diferencias
significativas (p<0.05) entre los tratamientos; una menor profundidad de cripta se observa
en el grupo T3 y T4, y solo el grupo T3 en duodeno y yeyuno, respectivamente. Por otro
lado, el grupo T1, aves que no recibieron ningun aditivo, tuvo la mayor profundidad de cripta

en ambas porciones.

Las criptas son responsables de la produccion de los enterocitos (mecanismo de la
renovacion de las vellosidades), estos se multiplican y migran a la base de la vellosidad
empujando a las demas células a una posicion mas externa, estos van ascendiendo por la

vellosidad pasando de ser células relativamente indiferenciadas (en las criptas) a células
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especializadas (en la vellosidad), estas se van perdiendo en la luz intestinal al alcanzar los
extremos de las vellosidades debido a la edad y exposicion al contenido intestinal
(Cunningham 2005).

Una profundidad de cripta mayor es indicativa de un recambio tisular mas rapido y, quizas,
una mayor demanda de nuevos tejidos (Jeurissen et al. 2002, Utiyama 2004, Tiwari et al.
2018). Criptas mas profundas pueden provocar una mala absorcion de nutrientes, un aumento
de la secrecion en el tracto gastrointestinal y por ende un menor rendimiento productivo (Xu
et al. 2003). En ese sentido, quienes necesitaron de un recambio tisular para recuperar la
perdida epitelial por dafio fueron los grupos T1, T2 y T5; mientras, los grupos T3 y T4
obtuvieron una menor profundidad indicando que no habia necesidad de compensar tejido
epitelial.

Mientras, el indice intestinal a nivel de duodeno mostré diferencias significativas entre los
tratamientos; un mayor indice intestinal se observa en las aves del grupo T3, seguido de los
grupos alimentados con las formulas probioticos a base de actinomicetos (T4 y T5).
Resultados similares se observan en la investigacion de Chavez et al. (2016), quienes
mostraron mayor indice intestinal tanto para duodeno y yeyuno, suministrando probioticos
a base de solo una cepa (Enterococcus faecium). Asimismo, Cao et al. (2013) incluyeron en
la alimentacion de pollos de carne Enterococcus faecium, resultando un mayor indice

intestinal en comparacion con el grupo control.

El indice intestinal esta asociado a la eficiencia de crecimiento y la superficie de absorcion
de nutrientes; por tanto, un bajo indice intestinal indicaria una mayor tasa de renovacion
celular pero insuficiente para incrementar el tamafio de las vellosidades (Awad et al. 20009,
Clevers 2013). Un bajo indice intestinal es asociado con presencia de toxinas (Medina et al.
2015); mientras un alto indice intestinal representa un intestino delgado con mayor capacidad
de digestion y absorcion (Vallejos et al. 2015). En ese sentido, los grupos T3 seguido del T4
y T5 obtuvieron un mayor indice intestinal asegurando la digestion y absorcion de forma
optima; sin embargo, solo el grupo T4 (dieta con Formula Probidtica 1) incrementd
significativamente el peso corporal a los 28 dias. Esto podria indicar que la dieta con el
probidtico | tiene efectos sobre otras porciones del intestino que permitan maximizar la

absorcion de nutrientes.
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Cuadro 14: Histomorfometria intestinal en pollos de carne de la linea Cobb 500 a los 21 y 28 dias de edad en respuesta a la
suplementacién con probidticos

Tratamiento *

Periodo/Medidas Segmento del intestino 1 = T3 Ta TE
A los 21 dias
Altura de vellosidad (um) Duodeno 1716.05 1775.26 1685.51 1698.94 1737.22
Yeyuno 1147.20 1192.95 1147.31 1176.17 1177.56
Yeyuno 271.45° 221.93° 212.99° 239.86° 229.24°
Ancho de vellosidad (um) Duodeno 154.98 154.40 157.40 155.53 143.17
Yeyuno 145.67 146.39 152.01 141.33 138.30
fndice intestinal (um/ um) Duodeno 5.94¢ 7.04° 7.28° 6.27" 6.92%
Yeyuno 4.27° 5.36° 5.36° 4.93° 5.18 2
A los 28 dias
Altura de vellosidad (um) Duodeno 1935.52 1951.09 1961.08 1890.18 1983
Yeyuno 1293.40° 1263.06 ® 1134.01° 1287.15° 1354.38 @
Profundidad de cripta (um) Duodeno 320.57° 309.36%® 281.37° 287.87° 307.71®
Yeyuno 267.60° 273.10° 231.26° 264.61° 288.43°
Ancho de vellosidad (um) Duodeno 174.33 177.82 163.74 181.50 168.63
Yeyuno 163.84 155.98 160.98 165.39 159.68
fndice intestinal (um/ um) Duodeno 6.09° 6.42° 7.04% 6.65 % 6.50
Yeyuno 4.87 4.65 4.92 4.89 4.70

1T1: dieta control, T2: dieta con antibiético promotor de crecimiento, T3: dieta con Bacillus subtilis, T4: dieta con Férmula Probiética I, T5: dieta con Férmula Probidtica 1.
ab.¢ \alores dentro de una fila con superindice no comun difieren significativamente (p<0.05).
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4.2. ESTUDIO Il - DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
OPTIMA PARA LA INCLUSION DEL PROBIOTICO A BASE DE
ACTINOMICETOS

4.2.1. Pardmetros productivos

El promedio para el peso vivo inicial, peso vivo final, ganancia de peso, consumo de
alimento, conversion alimenticia, mortalidad y eficiencia productiva europea de los pollos
por efecto de la suplementacion de probidticos hasta los 42 dias de edad se resumen en el
Cuadro 15. El indice de eficiencia productivo europea fue afectado significativamente
(p<0.05) por la adicién de la Férmula Probidtica | de concentracion 10* x 10° UFC/g (T4),

siendo diferente y mayor respecto a los grupos T1(control) y T2 (dieta con APC).

El peso vivo final hasta los 42 dias de edad no mostré diferencias estadisticas (p>0.05) entre
los tratamientos. Sin embargo, existe una diferencia numérica a favor de los pollos que
contenian probidticos en su dieta (T3, T4, T5 y T6). Hallazgos similares han sido reportados
previamente por Murry et al. (2006), Osorio et al. (2010), Olnood et al. (2015) y Abudabos
et al. (2017) quienes administrando diferentes cepas y consorcios bacterianos no encontraron

diferencias estadisticas para el peso del ave frente a los grupos control.

Por otro lado, hay estudios que muestran efectos positivos de distintos probioticos sobre el
peso vivo como Chavez et al. (2016), quienes reportaron mejores valores (p<0.05) en aves
suplementadas con Lactobacillus sp. (108 UFC/ml) en el agua de bebida frente a los grupos
control hasta los 42 dias. Asimismo, Lin et al. (2019) reportan diferencias estadisticas
favorables con el uso de Bacillus coagulans TBI-C169 (1 x 10° UFC/g) como probiotico
(2849.49 g) entre el control (2715.49 g) a los 42 dias. También Shokryazdan et al. (2017)
usando como probidtico una mezcla de cepas L. salivarius (Cl1, CI2 and CI3) con
concentracion de 1x10° UFC/g a dosis de 500 y 1000 g/TM de la dieta a los pollos de carne
durante 42 dias mejoré el peso corporal respecto del grupo control. Notese en este ultimo

experimento, la dosis fue superior a las propuestas en nuestra investigacion.
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Cuadro 15: Comportamiento productivo en pollos de carne de la linea Cobb500 suplementados con distintas concentraciones de
probidticos (Periodo de 1 a 42 dias de edad)

Tratamiento !

Mediciones
T1! T2 T3 T4 T5 T6

Peso vivo inicial, g/ave 44.99? 44.85 44.87 44.76 45 44.83
Peso vivo final, g/ave 3392.66 3395.14 3445.06 3452.82 3435.14 3435.49
Ganancia de peso, g/ave 3347.66 3350.29 3400.2 3408.07 3390.19 3390.66
Consumo de alimento, g/ave 5749.12 5748.05 5663.01 5687.65 5648.94 5640.65
Conversion alimenticia, g/g 1.72° 1.71° 1.67°2 1.67°2 1.67°2 1.66°2
Mortalidad, % 3.13 1.56 4.69 0.78 1.56 1.56
Eficiencia productiva europea 455.43°¢ 463.86" 469.47 3¢ 489.182 483.31% 484.38%

1T1: dieta control, T2: dieta con antibidtico promotor de crecimiento, T3: dieta con Bacillus subtilis, T4: dieta con Férmula Probidtica 1-C1(10* — 10° UFC/g), T5: dieta con
Formula Probidtica 1-C2 (108 - 10'° UFC/g), T6: dieta con Frmula Probidtica I-C3 (106 - 10%° UFC/qg).

2Valores son el promedio de ocho repeticiones (16 aves por repeticion) por tratamiento

a.b.¢ \alores dentro de una fila con superindice no comun difieren significativamente (p<0.05).
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Los resultados variados por efecto de los probidticos sobre el rendimiento productivo de
pollos de carne pueden atribuirse a las diferencias que existe entre cepas de bacterias
utilizadas como suplementos. Asimismo, otra de las causas es la concentracién de
probitticos en la dieta; generalmente se recomienda como tasa de inclusion 108 UFC/g de
aditivo probidtico comercial para alimentos (Chen et al. 2015).

A pesar de no mostrar diferencias significativas en el peso vivo final, podemos observar que
el uso de la nueva formulacién de probioticos a base de actinomicetos, sea cual fuere la
concentracion propuesta, puede ser un posible reemplazo de los antibiéticos promotores de

crecimiento.

Sin embargo, a los 35 dias de edad, la inclusion de probioticos a base de actinomicetos en la
dieta del T4 y T5 mostraron mejores valores significativos (p<0.05) para el peso vivo a
comparacion de los otros tratamientos. Nufiez et al. (2017), utilizaron Enterogermina
(esporas de Bacillus clausii) en diferentes dosis y concentraciones en el agua, concluyendo
que dosis superiores a 0.50 ml/lI con 2x10* UFC/I del producto no consiguen mejorar los
parametros productivos. Demostrando la eficacia de los actinomicetos como probidticos y
que a una concentracion superior de microorganismos en la dieta no seria favorable, como
lo es el grupo T6 (Férmula Probiética I-C3, 10 - 10®° UFC/g).

La ganancia de peso hasta los 42 dias de edad no mostro diferencias estadisticas entre los
grupos. Por otro lado, existe diferencia numérica a favor de las aves que recibieron algun
probiotco (T3, T4, T5 y T6); esta tendencia se observo también en el peso vivo. Hallazgos
similares son reportados por Gunal et al. (2006), Murry et al. (2006), Li et al. (2008), Osorio
et al. (2010) y Chen et al. (2015) quienes usaron diferentes cepas como probidtico en

distintas concentraciones sin mostrar un efecto favorable frente a los controles.

En contraste a este resultado, Zaghari et al. (2020) reportaron diferencias estadisticas con un
incremento en la ganancia de peso de las aves que consumieron B. licheniformis en
comparacion del control; pero los pesos reportados son inferiores a esta investigacion.
Asimismo, Shokryazdan et al. (2017) reportan diferencias estadisticas favorables en aves
que recibieron un probidtico a base de cepas Lactobacillus salivarius (ClI1, CI2 and CI3) a
dosis de 500 y 1000 g/TM de alimento hasta los 42 dias respecto al grupo control. Del mismo
modo, Nufiez et al. (2017) quienes administrando enterogermina (Bacillus clausii spores) a

una concentracion de 2x10* UFC/I y como dosis 0.50 ml/I en agua de bebida obtuvo un

74



resultado favorable estadisticamente respecto del grupo control, quien no recibié ningln
aditivo. Resultados similares fueron reportados por Apata (2008) y Zhang y Kim (2014)
quienes usando diferentes cepas como probidtico mostraron un efecto favorable frente a los

controles.

La ganancia de peso estd asociada con un incremento en la digestion y absorcion de
nutrientes de la dieta, asimismo, esta deriva del incremento de la actividad enzimatica en el
intestino por parte de los probioticos o al cambio inducido en la poblacion microbiana y, por
tanto, a la produccion de enzima (FAO 2016). En el experimento realizado, existe diferencia
numeérica a favor de las aves de los grupos T3, T4, T5 y T6; siendo estos grupos de aves

quienes recibieron probidticos en la dieta.

El consumo acumulado hasta los 42 dias de edad no mostro diferencias estadisticas (p>0.05)
entre los tratamientos. Hallazgos similares son reportados por otros autores; suplementando
con un probiodtico a base de cepas de Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus y
Pediococcus en dosis de 1 g/kg de alimento y a una concentracion de 2x10° UFC/g
(Mountzouris et al. 2007), esporas de Bacillus clausii en agua de bebida en distintas
concentraciones (Nufez et al. 2017), una mezcla de Lactobacillus CI1, CI2 y CI3 en dosis
de 0.5y 1 g/kg de alimento (Shokryazdan et al. 2017), una mezcla de Bacillus subtilis 20Bp
y Lactobacillus brevis 40Lp en dosis de 1 ml/kg de alimento y a una concentracion de 10°
UFC/g (Arteaga et al. 2020), probioticos comerciales que contenian principalmente cepas de
Lactobacillus sp, Bacillus sp, Bifidobacterium sp y Streptococcus sp. (Steczny y
Kokoszynski 2020) no reportaron diferencias significativas en comparacion de un control
hasta los 42 dias de edad.

Por otro lado, Karimi et al. (2010) administraron un probidtico que contenia Aspergillus
oryzae, Lactobacillus acidophilus, L. rhamnosus, L. plantarum, L. bulgaricus,
Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium, Streptococcus thermophilus y Candida
pintolopesii en dosis de 0.5 g/l en agua de bebida y 1 g/kg de alimento, ambos grupos de
aves incrementaron significativamente el consumo de alimento respecto del control hasta los
42 dias. Tenemos también a Jurado et al. (2020), quienes suplementado con Lactobacillus
casei microencapsulado observaron un incremento significativo en el consumo de alimento
y por ende en ganancia de peso al ser comparado con el grupo control, probiético comercial
y Lactobacillus casei sin microencapsular en pollos Ross hasta los 42 dias de edad. Otros

autores también muestran un incremento significativo en el consumo de alimento al
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adicionarle probioticos en su dieta (Rahman et al. 2009, Abdel y Abd 2011) y un bajo
consumo de alimento significativo (Mokhtari et al. 2010, Amerah et al. 2013, Chen et al.
2015).

Existe variacion en los resultados de las investigaciones usando probid6ticos en el consumo
de alimento, el efecto es inconsistente; segun Ferreira y Kussakawa (1999), la diferencia en
los resultados podria estar relacionada con varios factores: aves, cepa probiotica, dosis y
concentracion. La adicion de un probiotico en dosis de 0,1 a 2 g/kg del alimento con una
concentracion no menor de 6x107 UFC/ g para pollos de carne mostré un impacto positivo
en la tasa de crecimiento (Amerah et al. 2013). La dosis propuesta en la investigacion para
el probidtico fue de 0,1g/kg de alimento, lo cual sugeria el probiético comercial utilizado
para el grupo T3, concordando con el autor anterior; mientras la concentracion utilizada

estuvo por debajo de lo sefialado.

En la presente investigacion, los valores encontrados para el consumo acumulado de
alimento hasta los 42 dias en todos los grupos experimentales supera el consumo estandar
de 4999 g reportado por el manual de la Linea Cobb 500 (Cobb-Vantress 2018). Asimismo,
se observa una ligera diferencia numeérica a favor del T3 (dieta con Bacillus subtilis), T4
(concentracion baja de la Formula Probidtica 1), T5 (concetracion media de la Formula
Probiotica I) y T6 (concnetracion alta de la Formula Probiotica I) quienes tuvieron menores

valores no significativos.

Los grupos mencionados muestran mejores valores no significativos para la ganancia de
peso; esto se contrasta con Jones et al. (2018), quienes asumen que un mayor consumo de
alimento trae consigo una mejor ganancia de peso y mejora la rentabilidad del sistema. Por
otro lado, Amerah et al. (2013) indican que la suplementacion con probidticos reducen la
ingesta de alimento y mejora la conversion alimenticia, ejerciendo un efecto beneficioso en
pollos de carne. Esto deriva de la integridad intestinal que conduce a una mejor digestion y

absorcion de nutrientes debido a una mayor disponibilidad de ellos (Bedford 2000).

El indice de conversion alimenticia a los 42 dias de edad con la inclusion de aditivos
probidticos (T3, T4, TS5y T6) en la dieta, sin importar la concentracion, disminuydé su valor.
De forma semejante existen otros autores; suplementando con 0.1% de una mezcla de 12
cepas de Lactobacillus (Kalavathy et al. 2003) ,suplementando con 0.1% de un probidtico

que contenia de Lactobacillus (Murry et al. 2006), un probidtico a base de una mezcla de
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cepas (2 x 102 UFC/kg de producto) administrado a 1g/kg de alimento (Mountzouris et al.
2007), adicionando cepas probidticas (Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus o
Enterococcus faecium) a una dosis de 2.59/50I de agua (Chéavez et al. 2016), un probidtico
que contenia una mezcla de Bacillus subtilis 20Bp y Lactobacillus brevis 40Lp en dosis de
1 mi/kg de alimento (10° UFC/g) (Arteaga et al. 2020) muestran una disminucion
significativa en la conversion alimenticia en aves hasta los 42 dias respecto a las aves del
grupo control. Del mismo modo, algunos estudios reportaron que la suplementacién con
probidticos en la dieta puede mejorar la conversion alimenticia en pollos (Kabir et al. 2004,
Acosta et al. 2007, Nayebpor et al. 2007, Apata 2008, Talebi et al. 2008, Ignatova et al.
2009; Sen et al. 2012, Gutiérrez et al. 2015).

Una mejor conversion alimenticia en aves suplementadas con probioticos puede asociarse
con un aumento de la digestion y absorcion de nutrientes (digestibilidad de los nutrientes),
esto a su vez por el aumento de la actividad enzimatica en el intestino debido a la presencia
de cepas probidticas (FAO 2016). ElI aumento de la actividad enzimatica en el tracto
gastrointestinal de las aves que recibieron probidticos podria ser consecuencia de la
produccién de enzima por parte del probidtico en si o al cambio inducido en la poblacion

microbiana y, por tanto, a la produccion de enzima (Yeo y Kim 1997, FAO 2016).

En contraste a los resultados obtenidos, Chen et al. (2019) no reporto diferencia entre el
consumo de probitticos a base de Bacillus spp. (1 x 10° cfu/g) y el control. De igual forma,
otros autores no muestran diferencias significativas entre grupos de aves que recibieron
probidticos con aves del grupo control (Osorio et al. 2010, Rahimi et al. 2011, Wolfenden
et al. 2011, Zhao et al. 2013, Kazemi et al. 2019).

Las diferencias que se pueden observar en los distintos estudios puede deberse a una variedad
de factores que alteran la eficacia de un probidtico en pollos (Zaghari et al. 2020); tales como
las cepas de bacterias utilizadas, composicion y viabilidad de las bacterias, métodos de
preparacion, dosis del probidtico, metodologia de aplicacion, dieta, estado y edad de las aves,
estrés ambiental (temperatura y la densidad de poblacion) (Patterson y Burkholder 2003,
Mountzouris et al. 2007, Molnér et al. 2011, Landy y Kavyani 2013, Lee et al. 2014). El uso
de probidticos tiene efectos positivos sobre la ingesta de alimento y la conversion
alimenticia; sin embargo, ain no ha sido consistente entre los estudios o con diferentes
probidticos (FAO 2016).
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En la presente investigacion, los valores encontrados para la conversion alimenticia en todos
los grupos experimentales supera el indice de conversion alimenticia acumulada estandar de
1.59 reportado por el manual de la Linea Cobb 500 (Cobb-Vantress 2018). Con los
probidticos obtuvimos resultados inferiores respecto a los grupos de aves del tratamiento T1
(grupo control) y T2 (aves suplementadas con APC), quienes incrementaron
significativamente (p<0.05) el indice de conversion desde la semana 5. La conversion
alimenticia es una medida de la productividad y se define como la relacion entre el alimento
que consume con el peso que gana; cuanto menor sea la conversion mas eficiente seré el
animal (Rodriguez 2007).

La mortalidad hasta los 42 dias de edad, expresada en porcentaje, no mostrd diferencias
significativas (p>0.05). De forma semejante Gunal et al. (2006) no encontraron diferencias
estadisticas entre el grupo control (6.25%) y probiotico (6.25%) a base de un consorcio de
cepas de distintos géneros con un minimo de 6x10” UFC/g de producto hasta los 42 dias.
Asimismo, Murry et al. (2006) no encontro diferencias estadisticas entre los controles y el
probidtico (4.76%) a base de Lactobacillus en dosis de 0.10 % en el alimento hasta los 42
dias. Ademas, Osorio et al. (2010) empleando un consorcio de microorganismo a una dosis
de 20g/500 ml de agua, el cual fue brindado solo por dos dias después de cada cambio de
alimento no mostro diferencias estadisticas en el porcentaje de mortalidad (7.2 %) con el

grupo control (5.4 %) y el grupo que recibié un antibiético promotor de crecimiento (5.4 %).

Ante estos resultados, Anderson et al. (1999) y Gunal et al. (2006) indican que la falta de
efecto de un promotor de crecimiento puede estar asociado con las condiciones de ambiente;
pollitos sanos y bien alimentados no responden positivamente a los promotores del
crecimiento (probioticos, acidos organicos o antibidticos) cuando se alojan en condiciones

limpias y con una densidad de alimentacién moderada.

Por otro lado, Arteaga et al. (2020) mostraron un menor porcentaje de mortalidad (3%) con
el grupo que recibié una mezcla probidtica (Bacillus subtilis 20Bp y Lactobacillus brevis
40Lp) con una dosis de 1 ml/kg del biopreparado (10° UFC/g) en comparacidn de un control
hasta los 42 dias. Asimismo, Timmerman et al. (2006) indican que pollos tratados con
probidticos reducen ligera o marcadamente la mortalidad. Otros autores como Calle (2011),
Aguavil (2012), Arévalo (2016), Medina (2019) y Hmani et al. (2017) concuerdan en que el
uso de probidticos en pollos de carne permite la reduccién de la mortalidad comparada al

grupo control (aves que no reciben ningln aditivo) a los 42 dias de edad.
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Respecto a la adicion de probidtico a base de actinomicetos, el grupo T4 (concentracion
menor de la Férmula Probiotica) tuvo solo un deceso en la primera semana, el grupo T5
(concentracion media de la Formula Probidtica) tuvo un deceso en la cuarta semana y otro
en la sexta semana, y el grupo T6 (concentracion alta de la Formula Probidtica) tuvo un
deceso en la segunda y quinta semana; por tanto, la mortalidad que se present6 en el grupo
T4 al finalizar la crianza mostré un valor numérico inferior al resto, cabe sefialar que fue un
descarte por enanismo. Estos grupos de aves y el grupo T3 (Bacillus subtilis) tuvo un mayor
peso no significativo (p>0.05) a los 42 dias, pero este Gltimo grupo obtuvo un mayor
porcentaje de mortalidad no significativo (p>0.05).

Ante esto, Huaringa (2019) menciona que existe una relacion directa entre el peso del ave
con los niveles de mortalidad, indicando que pollos con mayor peso son mas sensibles a los
cambios de temperara y al estrés. Por lo observado en nuestra investigacion, la
suplementacion con probioticos a base de actinomicetos puede ser una mejor opcion para

obtener un mayor peso y al control del estrés que pueden generar la mortalidad en aves.

Los probioticos tuvieron un impacto positivo en la eficiencia productiva europea desde la
segunda semana, principalmente los probioticos a base de actinomicetos. A las seis semanas,
42 dias de edad, el indice de eficiencia productiva fue superior (p<0.05) para el T4
(concentracion menor de la Formula Probidtica) con 489.18, seguido del T5 (concentracion
media de la Férmula Probidtica) con 483.31 y T6 (concentracion alta de la Férmula
Probiotica) con 484.38. Hallazgos similares son reportados por otros autores, utilizando
Lactobacillus como probiotico en dosis de 1,5 ml/l en agua incrementaron el indice de

eficiencia productiva europea (Gorozabel et al. 2020).

Por otro lado, Osorio et al. (2010) no reportaron un incremento en el indice de eficiencia
productivo por efecto de la adicion de un consorcio de bacterias probioticas comparada a los
grupos control hasta los 42 dias de edad. También, Fernandes et al. (2014) quienes utilizaron
un consorcio de bacterias de concentracion 10” UFC/g en dosis de 150 g/TM en el alimento
de inicio y 100 g/TM en el alimento de crecimiento, no mostraron diferencias estadisticas
favorables frente a los grupos controles (sin aditivos y con antibiético promotor de

crecimiento).
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El indice de eficiencia productivo europea, es una de las medidas méas importantes en la
evaluacion del desempefio del lote porque utiliza las medidas anteriores evaluadas (peso
vivo, conversion alimenticia y viabilidad) y las resume en un solo indice que mide la
eficiencia del lote (Molero et al. 2001, Rodriguez 2007). Mientras més alto sea su valor,
mejor sera el rendimiento econdémico; Ortiz (1997) y Awad et al. (2009) consideran
aceptable un valor sobre 200 y Mufioz (2010) superior a 300.

En nuestra investigacion, el indice de eficiencia productiva supera el valor de 400; ademas,
realizando la comparacion con los otros experimentos mencionados, la presente
investigacion es mayor. EI grupo T4, quien recibio6 la mezcla de cepas de actinomicetos en
dosis de 1 g/TM de alimento balanceado y cuya concentracién fue menor incrementd
significativamente el indice de eficiencia productivo europea, seguido de los grupos T5 y
T6, ambos recibieron también la mezcla de cepas de actinomicetos en concentraciones media

y alta.

Por tanto, finalizada la crianza, la inexistente diferencia estadistica entre las aves que
recibieron los probioticos a base de actinomicetos indistintamente su concentracion con los
grupos control en los otros indicadores productivos demuestra similitud con el antibiético

promotor de crecimiento, permitiendo su uso alternativo.

Sin embargo, a los 14 y 21 dias de edad, las aves que recibieron el antibiético promotor de
crecimiento (T2) mostraron un menor valor significativo para el peso vivo, ganancia de peso,
indice de conversion alimenticia y eficiencia productiva europea. El antibiotico promotor de
crecimiento utilizado fue tilosina; la tilosina es activa contra bacterias Gram-positivas,
también actan sobre algunas Gram-negativas (Lewicki 2006). Ademas, se conoce gue uno
de los factores que afecta la microbiota intestinal de las aves son los antibi6ticos que
perturban el equilibrio, estabilidad y reducen las bacterias pertenecientes a los Lactobacillus
(Mancabelli et al. 2016). Algunas especies de Lactobacillus, en el ave, permiten el
mantenimiento normal de la microbiota intestinal por exclusién competitiva y antagonismo,
incrementando la actividad digestiva y reduciendo la actividad enzimética microbiana y
productora de amonio (Kabir 2009). Por tanto, la presencia de antibiéticos causa una
inestabilidad en la microbiota intestinal; el establecimiento de la microbiota intestinal en
pollos de carne dentro de crianzas comerciales se da aproximadamente a las tres semanas de
vida (Johnson y Foster 2018).
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Por otro lado, a los 21 dias de edad, el grupo T3, T5 y T6 mejoraron el peso vivo, ganancia
de peso, conversion alimenticia y eficiencia productiva. Los probidticos deben adherirse a la
mucosa intestinal, colonizar y multiplicarse para producir enzimas, acidos lacticos, vitaminas
y antibioticos naturales; a su vez pueden excluir o reducir el crecimiento de patégenos por
colonizar sitios favorables de adhesién (Haben 2019). Asimismo, los probiéticos muestran
una gran eficacia en promover el crecimiento animal, el cual es medido en base al aumento
de peso diario, la eficiencia alimentaria y la mortalidad (Denli et al. 2003, Timmerman et al.
2006). Por tanto, segun estos efectos positivos podriamos indicar que los microorganismos

utilizados en la formulacion probidtica lograron adherirse al intestino.

Una de las posibles razones de que no se manifieste diferencias al finalizar la crianza, podria
deberse al esparcimiento de los microorganismos por todo el galpén ya que su adicion en
alimento fue de forma libre y por ende el efecto benéfico haya sido generalizado. Esto
concuerda con los valores superiores en el peso de las aves a partir de la tercera semana (21
dias) comparadas al manual de la Linea Cobb 500 (Cobb -Vantres 2018).
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4.2.2. Peso relativo de 6rganos

El promedio para el peso relativo de 6rganos digestivos (pancreas, higado, peso y longitud
de intestino) calculado como el porcentaje del peso corporal de pollos de carne a los 21y 42
dias se resumen en el Cuadro 23. No se encontro diferencias estadisticas (p>0.05) en los
pesos relativos de los drganos entre los seis tratamientos a los 21 y 42 dias de edad del pollo.

Cuadro 16: Peso relativo de 6rganos digestivos en pollos de carne de la linea Cobb
500 a los 21 y 42 dias de edad en respuesta a la suplementacion con probioticos

Perfodo / Organos Tratamientos * |
(% PV) T1 T2 T3 T4 T5 Te  PVAUe
A los 21 dias de edad

Pancreas 0.34 0.34 0.31 0.33 0.34 0.31 0.6251
Higado 2.77 2.95 2.84 2.96 2.93 2.72 0.4679
Peso de intestino 7.26 6.32 6.20 6.86 7.11 6.65 0.7295
Longitud de intestino 15.62 1596 1543 1557 1471 16.64  0.3452
A los 42 dias de edad

Pancreas 0.16 0.18 0.18 0.17 0.17 0.18 0.8351
Higado 2.01 1.91 1.90 1.96 1.96 2 0.8975
Peso de intestino 4,52 4.24 4.27 4.63 4.45 4.11 0.6108
Longitud de intestino 6.38 6.18 6.41 6.16 6.30 5.83 0.3783

1T1: dieta control, T2: dieta con antibidtico promotor de crecimiento, T3: dieta con Bacillus subtilis, T4: dieta
con Férmula Probiética 1-C1(10* — 10° UFC/g), T5: dieta con Férmula Probidtica I-C2 (108 - 10'° UFC/g), T6:
dieta con Férmula Probidtica I-C3 (10% - 10?° UFC/g).

Se observa un descenso del peso relativo de los 6rganos, incluyendo la longitud del intestino,
de los 21 a los 42 dias de edad, en todos los tratamientos. Esto se debe a que el pollito
presenta dos fases, la primera en la que crece y la siguiente en la que engorda; dandose el
maximo crecimiento (peso absoluto y relativo) de 6rganos inmunes y digestivos hasta los

dias nueve y diez (Martinez et al. 2021).

La suplementacion en pollos de carne con el probidtico a base de tres cepas de actinomicetos,
independientemente de la concentracion, no causo ningun efecto en los pesos relativos de
pancreas, higado e intestino a los 21 y 42 dias de edad. Asimismo, Martinez et al. (2019)
tampoco reportan diferencias significativas entre un grupo de aves alimentadas con
Streptomyces RL8 y un grupo control no tratado para el peso relativo del higado e intestino
a los 21 dias de edad. En otros estudios similares, Olnood et al. (2015) no reportaron
diferencias estadisticas para el peso relativo de higado y pancreas a los 21 y 35 dias

suplementando con Lactobacillus sp. y los grupos control. También, Shokryazdan et al.
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(2017) utilizando una mezcla de cepas de Lactobacillus salivarius (0.5 g/kg y 1 g/kg de
alimento) como probi6tico, no encontraron diferencias estadisticas en los pesos relativos del
higado y pancreas a los 21 y 42 dias de edad frente a un grupo de aves que recibieron una
dieta control.

Hallazgos similares se reportan por otros autores; un probidtico comercial adicionado en 1%
por tonelada de alimento (Shahir et al. 2014), la adicion de Bacillus subtilis en distintas
concentraciones (1x10%, 1x10°y 1x10° UFC/g) (Park y Kim 2014), con un consorcio de ocho
bacterias como probiodtico (2x10° UFC/g) en dosis de 500 g/TM (Srinivas et al. 2018), con
la inclusion de Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis (1x10° UFC/g) a 0.5g/Kg de
alimento (Zaghari et al. 2020) no reportaron diferencias estadisticas con el grupo control
sobre el peso relativo del higado a los 42 dias. Tenemos también a Kalavathy et al. (2003),
Willis y Reid (2008), Awad et al. (2009), Jwher et al. (2013), Park y Kim (2014) quienes
suplementando con probioticos no influyeron en el peso de los 6rganos comparados con el

control hasta los 42 dias.

Por otro lado, Awad et al. (2009) y Gorozabel et al. (2020) presentaron un mayor valor
significativo (p<0.05) en el peso relativo del higado en pollos, que recibieron un probiotico
a base de cepas Lactobacillus sp en alimento y agua de bebida, respectivamente, comparadas
a un grupo control a los 42 dias de edad. Asimismo, Chavez et al. (2016) reporta pesos
relativos mayores significativos (p<0.05) para pancreas, higado e intestino que recibieron
Enterococcus faecium en el agua de bebida a una concentracion de 10’ UFC/ml respecto del
grupo control y grupo que recibié un antibidtico a los 42 dias. Ademas, Fernandes et al.
(2014) reportd un incremento en el peso relativo del intestino con un consorcio de bacterias
(107 UFC/g) a 1509/TM de alimento en comparacion de los grupos control. También, Olnood
et al. (2015) indic6 que el peso relativo (al peso corporal) del pancreas incremento
significativamente por la adicién de Lactobacillus johnsonii administrado por diferentes vias
de entrega. A ello se suma Sjofjan et al. (2021), observaron que la suplementacion de
probidticos en la dieta de pollos de engorde incrementd significativamente (p<0.05) el peso

relativo del higado.
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Ante estos resultados de incremento en el peso relativo de 6rganos con el uso de probidticos,
Alkhalf et al. (2010), indican que su inclusién en la dieta de pollos de carne permite el rdpido
desarrollo de las bacterias benéficas en el tracto digestivo, generando una mejora en el
ambiente intestinal y aumentando la eficiencia de los procesos de digestion y absorcion de
nutrientes, estos se reflejan en las ganancias de peso y por ende en el desarrollo de los

drganos.

En el caso del higado, un peso superior es considerado como un indicador positivo que se
asocia a una mayor actividad metabdlica (los nutrientes se sintetizan o almacenan en el
higado y luego se transportan en el plasma a los sitios de almacenamiento), su rol es
importante en la digestion y el metabolismo regulando la sintesis, almacenamiento y
liberacion de carbohidratos, lipidos y proteinas; sin embargo, un higado mas grande con
mayor actividad metabolica también puede generar un mayor gasto energético (Zaefarian et
al. 2019).

Respecto al intestino, Bozkurt et al. (2012) indican que un incremento en el peso del intestino
puede deberse a un engrosamiento de la pared intestinal asociado a condiciones
desfavorables como el nivel de suplementacion dietética baja que conlleva a un decremento
en la ganancia de peso. Asimismo, el peso del intestino puede relacionarse con el largo del
tal. Por lo que, algunos autores, han demostrado que la mejora en el peso relativo del intestino
por la suplementacion con probidticos en la dieta, se correlaciona con cambios
morfometricos histoldgicos favorables, mejor superficie de absorcion y disminucion de
bacterias patdgenas (Awad et al. 2009, Tellez et al. 2010).

En la presente investigacion, la suplementacién con la mezcla de cepas de actinomicetos en
distintas concentraciones no generd ningun efecto que difiera con los otros grupos en estudio,

indicando un desarrollo normal e igual que los otros grupos sobre los 6rganos digestivos.
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4.2.3. Inmunocompetencia

Los resultados para los indicadores de la inmunocompetencia (indice morfométrico de
6rganos linfoides y relacion de bursa/bazo) de los pollos a los 21 y 42 dias se resumen en el
Cuadro 17. Las mediciones morfométricas de bursa, bazo y timo, didmetro de bursa y
relacion de bursa/bazo no mostraron diferencias estadisticas (p>0.05) entre los tratamientos

tanto a los 21 y 42 dias de edad.

Cuadro 17: Indice morfométrico de drganos linfoides y relacion de bursa/bazo en
pollos de carne de la linea Cobb 500 a los 21 y 42 dias de edad en respuesta a la

suplementacién con probidticos

] . Tratamientos *
Periodo / Medicion 1 ™ T3 T2 T e p-value

A los 21 dias de edad

Bursa (%) 199 174 229 216 217 204 03015
Bazo (%) 105 090 093 111 103 107 07185
Timo (%) 524 492 509 519 556 639 02227
Bursa/Bazo 210 209 261 212 223 207 -

@ Bursa (cm) 575 525 563 58 58 575 03377

A los 42 dias de edad

Bursa (%) 1.76 1.48 1.69 1.87 178 1.60 0.5946
Bazo (%) 1.12 1 1.22 1.08 1.08 125 0.4202
Timo (%) 3.44 3.25 3.45 330 437 4.02 0.3588
Bursa/Bazo 1.59 1.56 1.42 1.79 174 129 -

@ Bursa (cm) 7.63 7.63 7.13 750 738 7.13 0.4826

1T1: dieta control, T2: dieta con antibidtico promotor de crecimiento, T3: dieta con Bacillus subtilis, T4: dieta
con Férmula Probiética 1-C1(10* — 105 UFC/g), T5: dieta con Férmula Probidtica I-C2 (108 - 10'° UFC/g), T6:
dieta con Férmula Probidtica I-C3 (10% - 10?° UFC/g).

Se observa un descenso del peso relativo de bursa y timo de los 21 a los 42 dias de edad, sea
cual fuere el tratamiento. Esto coincide con Tambini et al. (2010) quienes encontraron que
los pollos Ross a los 42 dias disminuian en el peso relativo de estos 6rganos siendo explicado
por el acelerado crecimiento en las dos Ultimas semanas de los pollos de carne. Seguln
Giambrone (1996), el peso relativo de la bursa esta relacionada con la inmunosupresién; aves
de 21 a 42 dias de edad tienen normalmente un indice morfométrico (peso relativo) de 2 a 4;

mientras, indices menores o igual a uno nos indica inmunosupresion.
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Asimismo, Cazaban et al. (2015) proponen que tener una relacién mayor o igual a 1.1, es
ideal para aves sanas. Por tanto, se observa que las aves experimentales se encuentran dentro

del rango, superior a 1.1, caracterizandolas como aves sanas.

Mientras el peso relativo del bazo tiene un ligero incremento al pasar las semanas (de 21 a
42 dias de edad); estos resultados concuerdan con Perozo et al. (2004) y Tambini et al. (2010)
quienes indican que existe una relacién proporcional entre el tamafio del bazo y el peso
corporal. Por tanto, es normal los resultados obtenidos ya que los pollos a los 42 dias tienen

un peso superior a 3 kg.

Hubo un descenso en la relacion de bursa y bazo al dia 42 respecto del 21; el tamafio de la
bursa es mayor que el bazo hasta los 30 o 35 dias de edad como sugieren (Pulido et al. 2001,
Perozo et al. 2004). Esto se debe a la involucién de la bursa que se desarrolla después de los
35 dias de edad (Krasnikov et al. 2006 y Ribatti et al. 2006).

La suplementacion con el probidtico a base de tres cepas de actinomicetos en distintas
concentraciones no generd ningun efecto significativo en la morfometria de los 6rganos
linfoides a los 21 y 42 dias de edad. Estos resultados concuerdan con Martinez et al. (2019)
quienes tampoco encontraron diferencias significativas para el peso relativo del bazo en
pollos de 21 dias de edad, que fueron alimentados con Streptomyces RL8 como probiotico.
Asimismo, Awad et al. (2009) no reportaron diferencias estadisticas para bursa y timo, pero
si para bazo (valor superior significativo) entre aves suplementadas con 1kg/TM de
Lactobacillus (1x10° UFC/g) respecto del control a los 35 dias de edad. Asimismo,
Shokryazdan et al. (2017) con el uso de Lactobacillus salivarius (CI1, CI12 and CI3) como
probidtico no reportaron diferencias significativas sobre los pesos relativos de bazo y bursa
a los 21 y 42 dias de edad.

Otros autores han reportado también que no hay efecto con la suplementacion de probioticos,
administrado por diferentes vias de entrega, sobre drganos linfoides (Ahmadi 2011, Naseem
et al. 2012, Shahir et al. 2014, Olnood et al. 2015, Pourakbari et al. 2016).

Por otro lado, Karimi et al. (2010) quienes evaluaron el efecto de la administracion de un
consorcio de microorganismo como probidtico (Aspergillus oryzae, Lactobacillus
acidophilus, L. rhamnosus, L. plantarum, L. bulgaricus, Bifidobacterium bifidum,
Enterococcus faecium, Streptococcus thermophilus y Candida pintolopesii) en agua y

alimento sobre la respuesta inmunitaria, reportaron que el peso relativo de bazo y bursa fue
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influenciado positivamente por la administracion de probidticos a los 42 dias de edad de las
aves. Asimismo, Shirisha et al. (2017) reportaron que la suplementacion con probiotico (100
g/TM) no genera diferencias significativas con un grupo control y grupos donde recibieron
el mismo probi6tico con dosis mayores sobre el peso relativo de timo y bazo, pero si en el
peso relativo de la bursa. También, Sjofjan et al. (2021) reporté que la suplementacion de
probioticos en la dieta de pollos de engorde incremento significativamente (p <0,001) el peso
del bazo y bursa.

Frente al incremento del peso relativo de los érganos linfoides; Gore y Qureshi (1997),
Cadena y Jauregui (2016) y Senthilkumar et al. (2018) indican que aves con mayor tamafio
de estos organos (bursa, timo y bazo) tienen una mejor respuesta contra los agentes
infecciosos debido a que en estos organos se da lugar la formacion de agentes del sistema
inmunologico, principalmente durante sus primeros dias de vida. Sin embargo, Martinez et
al. (2013) indica que un mayor peso relativo de los 6rganos inmunes podria reducir el peso
corporal en pollos debido a un aumento en el gasto energético para la produccion de células

inmunes.

Ademas, Awad et al. (2006) y Puvadolpirod y Thaxton (2000) consideran que el peso
relativo del bazo, timo y bursa disminuyen como consecuencia de la exposicion en las aves
a factores estresantes (agentes inmunosupresores). En la presente investigacion, la
suplementacion con la mezcla de cepas de actinomicetos en distintas concentraciones no
generd incrementos ni decrementos significativos respecto a los grupos control, indicando

un desarrollo normal e igual que los otros grupos en los 6rganos linfoides.
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4.2.4. Integridad intestinal

4.2.41. Evaluaciéon macroscépica

Los indicadores de la evaluacién macroscépica de la integridad intestinal de los pollos Cobb,
a los 21 y 42 dias de edad, segun la ausencia (0) y presencia (1) del pasaje de alimento,
descamacion celular, exceso de moco, exceso de fluido, hiperemia y gases se resumen en el
Cuadro 18.

A los 21 y 42 dias, ninguno de los indicadores mostro6 diferencias estadisticas (p>0.05) entre
los tratamientos; por otro lado, no hubo presencia de gases en ninguno de los tratamientos.
La presentacion de los indicadores evaluados macroscopicamente fue creciente segun la edad
de las aves. Estos indicadores permiten conocer el problema de salud intestinal llamado
disbacteriosis (llamado también Enteritis bacteriana o sobre crecimiento bacteriano del
intestino delgado) definido como la presencia de microbiota anormal en las partes
proximales del intestino (Fabri 2000, De Gussem 2007). Mientras, Smits (2001) lo considera
como un desequilibrio microbiano donde se dan cambios en el nimero y composicion de
bacterias intestinales no patdgenas que pueden originar perturbaciones digestivas. La
puntuacion de la disbacteriosis se realiza de acuerdo con el sistema descrito por De Gussem
(2010) y Teirlynck et al. (2011); evaluando en el intestino parametros individuales que se

punttan como presente (1) o no presente (0).

De acuerdo con la puntuacion encontrada, a los 21 dias de edad los grupos de aves T4
(concentracion menor de la férmua probiotica I), T1 (dieta control) y T3 (dieta con Bacillus
subtilis) son consideradas como aves en buen estado y libres de disbacterioris; mientras, los
resultados para los indicadores de parametros productivos a esas edad favorecen
significativamente (p<0.05) a los T3 (dieta con Bacillus subtilis), T5 (concentracion media
de la Férmula Probidtica I) y T6 (concentracion alta de la Formula Probidtica 1) en peso
corporal, ganancia acumulada de peso, conversion alimenticia y eficiencia productivo

europea.

Por otro lado, a los 42 dias de edad, todos los grupos de aves superaron la puntuacion minima.
Sin embargo, los resultados para los indicadores de parametros productivos a esa edad
favorecen significativamente (p<0.05) la conversion alimenticia para los grupos de aves que
recibieron probioticos, y para el indice de eficiencia productivo europea solo el grupo T4

(baja concentracion de la Férmula Probidtica I).
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Cuadro 18: Indicadores de la evaluacion macroscopica de la integridad intestinal en
pollos de carne de la linea Cobb 500 a los 21 y 42 dias de edad en respuesta a la

suplementacion con probidticos

Tratamientos * (n=8)

Periodo / Medidas = = T3 Ta 5 — p-value
A los 21 dias de edad

. . 0.25 0.13 0 0 0.13 0.25
Pasaje de alimento (2/8) (1/8) (0/8)  (0/8) (1/8) (2/8) 0.4831
Descamacion celular 0.75 L L L L L 0.0693

(6/8)  (8/8) (8/8) (8/8) (8/8)  (8/8)

063 038 063 050 050 063
Exceso de moco 5i8)  (318) (508) (48) (a)8) (si8) 8960

. 0 0.25 0.13 0.25 0.38 0.25
Exceso de fluido (0/8) (2/8) (1/8) (2/8) (3/8) (2/8) 0.5555

P 025 038 013 050 038 050 o o0
P (/8)  (3/8) (18) (48) (3/8) (4/8)

Gaces 0 0 0 0 0 0 )
(0/8)  (0/8)  (0/8) (0/8)  (0/8)  (0/8)

A los 42 dias de edad

0.38 0.38 0.38 0.50 0.38 0.25

(18)  (358) (358) (48) (38) (2)8) OO

Pasaje de alimento

., 1 1 1 1 0 1
Descamacion celular (8/8) (8/8) (818) (818) (0/8) (8/8) 0.4159

075 075 063 088 075 063
Exceso de moco ©6/8) (6/8) (5/8) (7/8) (6/8) (5/8) 8818

) 0.25 0.63 0.13 0.38 0.50 0.13
Exceso de fluido 2/8) (5/8) (1/8) (3/8) (4/8) (1/8) 0.1963

P 038 050 063 025 075 050 .o
P (3/18)  (4/8) (5/8) (218) (6/8) (4/8)

0 0 0 0 0 0
(0/8)  (0/8)  (0/8) (0/8)  (0/8)  (0/8)
1T1: dieta control, T2: dieta con antibi6tico promotor de crecimiento, T3: dieta con Bacillus subtilis, T4: dieta

con Férmula Probidtica I1-C1(10* — 10° UFC/g), T5: dieta con Férmula Probidtica I-C2 (102 - 10'° UFC/g), T6:
dieta con Férmula Probidtica 1-C3 (10% - 10%° UFC/g).

Gases
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En el caso del grupo T2, quien recibi6 el antibidtico promotor de crecimiento, tanto a los 21
y 42 dias de edad manifiesta disbacteriosis, conllevando a tener los mas bajos valores
significativamente (p<0.05) en conversién alimenticia e indice de eficiencia productivo
europea a los 21 y 42 dias; esto concuerda con Further (2005), quien encontrd que factores
exdgenos diversos como el uso de antibidticos provocan la ruptura del equilibrio intestinal y

todo el sistema digestivo se ve afectado en mayor o menor grado.

Por otro lado, la evaluacidn del escore de lesiones intestinales macroscépicas causada por
patdgenos intestinales es presentada en el Cuadro 19. A los 21 dias, realizada la evaluacion
no se observa lesiones por Clostridium perfringens; por otro lado, el escore de lesiones por
Eimerias no mostraron diferencias estadisticas (p>0.05) entre los tratamientos, cuya
calificacion promedio no supera +2. Esto indicaria que todos los grupos de aves presentaron
lesiones moderadas. Asimismo, considerando la puntuacion méaxima de 1 para considerar en

buen estado (Johnson y Reid 1970), solo el grupo T2 (dieta con APC) obtuvo el valor.

A los 42 dias, no se observa lesiones causadas por Eimeria acervulina y Clostridium
perfringens; mientras, el escore de lesiones por Eimeria maxima e Eimeria tenella no
mostraron diferencias estadisticas (p>0.05) entre los tratamientos, cuya calificacion

promedio no supera a +1. Esto indicaria que las aves presentaron lesiones leves.

Respecto al efecto de la adicion de un probidtico en dietas de pollos para el control de
coccidias, Dalloul et al. (2003), indican que los probidticos actGan como
inmunomoduladores que tienen accion en el sistema inmune de mucosas (local) ante la
infeccién con coccidios, aumentando la resistencia, siendo demostrada por medio de la
disminucién en la eliminacién de oocistos en la materia fecal del huésped. Asimismo,
Kyung-Woo et. al. (2010) han comprobado las propiedades inmunomoduladoras de la cepa
B. subtilis en la coccidiosis aviar al reducir los signos clinicos de la enfermedad; conduciendo
a la mejora de la respuesta inmunitaria protectora y biosintesis de péptidos antimicrobianos

enddgenos.

En la presente investigacion, los probidticos a base de actinomicetos cualquiera sea su
concentracién no generd ningn impacto positivo contra los parasitos intestinales respecto

de los otros tratamientos.
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Cuadro 19: Lesiones por parasitos intestinales en pollos de carne de la linea Cobb

500 a los 21 y 42 dias de edad en respuesta a la suplementacion de probidticos

Periodo / Medidas

Tratamientos *

T1 T2 T3 T4 T5 T6

A los 21 dias de edad

Lesiones por Eimeria acervulina 1 050 150 1.75 1.50 1.75
Lesiones por Eimeria maxima 063 013 050 1 1.25 1.38
Lesiones por Eimeria tenella 063 038 025 0.25 0.25 0.38
Lesiones por Clostridium perfringens 0 0 0 0 0 0

A los 42 dias de edad

Lesiones por Eimeria acervulina 0 0 0 0 0 0
Lesiones por Eimeria maxima 050 050 050 0.63 0.25 0.38
Lesiones por Eimeria tenella 013 063 O 0.13 0.13 0.13
Lesiones por Clostridium perfringens 0 0 0 0 0 0

1T1: dieta control, T2: dieta con antibidtico promotor de crecimiento, T3: dieta con Bacillus subtilis, T4: dieta
con Férmula Probiética 1-C1(10* — 10° UFC/g), T5: dieta con Férmula Probidtica I-C2 (108 - 10'° UFC/g), T6:

dieta con Férmula Probidtica I-C3 (10% - 10?° UFC/g).
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4.2.4.2. Histomorfometria intestinal

Los promedios para los indicadores de la histomorfometria intestinal de las porciones tanto
del duodeno y del yeyuno (altura y ancho de la vellosidad, profundidad de cripta e indice
intestinal) se resumen en el Cuadro 20. La altura de la vellosidad y profundidad de cripta del
duodeno a los 21 dias de edad, altura de la vellosidad del yeyuno e indice intestinal del
duodeno a los 42 dias de edad mostraron diferencias estadisticas (p<0.05) entre los

tratamientos.

A los 21 dias de edad, la altura de la vellosidad en el duodeno presenté un valor superior en
los grupos T5 y T6 que fueron suplementados con probidticos a base de actinomicetos, pero
solo el primer grupo es estadisticamente diferente (p<0.05) a los demés grupos T1, T2, T3y
T4. De acuerdo con Nitsan et al. (1991), Caspary (1992) y Roa et al. (2018), una mayor
altura y ancho de vellosidades podria mejorar la absorcion de nutrientes y por consiguiente
la salud de animales. Esto concuerda con los mejores pardmetros productivos obtenidos a los
21 dias, siendo los grupos T5 y T6 (media y alta concentracion de la Férmula Probiotica I,
respectivamente) los que obtuvieron un incremento significativo (p<0.05) en el peso,
ganancia de peso e indice de eficiencia productivo europea, y decremento en la conversion
alimenticia. Sin embargo, no incremento el crecimiento del intestino (respecto al peso
corporal); contrastando con Nitsan et al. (1991), quienes indican que el incremento en las

vellosidades tiene un efecto en el crecimiento del intestino.

Respecto a la profundidad de cripta en el duodeno, a los 21 dias, presenté un menor valor
para los grupos T2, T3 y T4, los cuales se diferencian estadisticamente (p<0.05) de los
grupos T1 y T5. Una menor profundidad de cripta es una caracteristica deseada en la
produccién animal (Potten 1998); criptas mas profundas (valores mayores) indican una
rapida rotacion del tejido para renovar vellosidades, la cual se da en respuesta a procesos de
inflamacion debidos a patdgenos o sus toxinas (Yason et al. 1987, Anonymous 1999). Por
tanto, tanto el grupo T1 (dieta control) y T5 (concentracion media de la Férmula Probidtica
I) estarian en un proceso inflamatorio; sin embargo, el grupo T5 a pesar de ello, muestra

parametros productivos 6ptimos a esa edad.
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Otros autores reportan como Sen et al. (2012) quienes utilizaron Bacillus subtilis en dosis de
0.15, 0.30 y 0.45% en el alimento obtuvieron un mayor valor significativo (p<0.05) en el
indice intestinal a nivel del duodeno respecto al grupo control a los 35 dias de edad;
Shokryazdan et al. (2017) no registraron diferencias entre las aves suplementadas con
probidticos a base de cepas Lactobacillus salivarius y las aves del grupo control a los 21 dias
de edad.

A los 42 dias de edad, la altura de la vellosidad en el yeyuno mostré un valor superior
estadisticamente (p<0.05) en el grupo T6 suplementado con una alta concentracion del
probidtico a base de actinomicetos; mientras, el T2 que recibid el antibiético promotor de
crecimiento mostr6 un valor inferior respecto a los demas tratamientos. Resultados similares
son reportados por otros autores, con la adicion de 0.1% de un consorcio de bacterias
(probidtico comercial, 6x10” UFC/g) sobre el alimento (Gunal et al. 2006), con el consumo
de Bacillus subtilis PB6 como probiotico (Chen et al. 2019), Lactobacillus (Ashraf et al.,
2013), consorcio de bacterias (Kazemi et al. 2019) incrementaron la altura de la vellosidad
a nivel de yeyuno diferenciandose estadisticamente con el grupo control y grupo que recibio
un antibidtico a los 42 dias de edad. Por otro lado, estudios como el de Souza et al. (2018)
y Li et al. (2019) no encontraron diferencias significativas para la altura de vellosidades
intestinales entre grupos que recibieron probioticos y grupos control que recibieron dietas

basales a los 42 dias.

Respecto al indice intestinal en el duodeno, a los 42 dias, se presenté mejores valores
estadisticamente (p<0.05) en los grupos T5 y T6, los cuales recibieron en la dieta el
probidtico a base de actinomicetos, respectivamente; mientras el T2 que recibio el antibidtico
promotor de crecimiento presentd el menor valor. Asimismo, Awad et al. (2009) al
suplementar con Lactobacillus mostraron diferencias significativas favorables para el indice
intetsinal respecto al control a los 35 dias de edad. En contraste, Chen et al. (2019) no reporto
diferencias para el indice intestinal a nivel de duodeno con la adicion de Bacillus subtilis
PB6 (1x10° UFC/g) como probidtico a los 42 dias.

Samanya y Yamauchi (2002) proponen que los probidticos aumentan la longitud de las
vellosidades activando la mitosis celular e inducen la proliferacion de células epiteliales
intestinales; este aumento en la altura de las vellosidades por los probidticos es beneficioso
para los pollos de engorde, ya que el aumento de la superficie de las vellosidades mejora la

absorcion de nutrientes. Asimismo, el indice intestinal estd asociado a la eficiencia de
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crecimiento y la superficie de absorcion de nutrientes; por tanto, un bajo indice intestinal
indicaria una mayor tasa de renovacion celular pero insuficiente para incrementar el tamafio
de las vellosidades (Awad et al. 2009, Clevers 2013). En este sentido, se puede resaltar una
posible relacion entre un alto indice intestinal y mejor resultado (p<0.05) en la conversion
alimenticia a los 42 dias de edad de las aves suplementadas con el consorcio de actinomicetos

en los grupos T5 y T6 (media y alta concentracion, respectivamente).

Por otro lado, se ha sugerido que la alteracion en la longitud de las vellosidades y la
profundidad de las criptas puede conducir a una mala absorcion de nutrientes, secrecion de
enzimas digestivas en el tracto gastrointestinal y eventualmente a un menor crecimiento en
los pollos de engorde (Singh et al. 2011). Asimismo, se ha informado mucho sobre las
lesiones de las paredes intestinales tras la administracion de antibioticos, y muy a menudo
van acompafiadas de adelgazamiento de la capa de moco y alto decremento de las células
caliciformes (Wlodarska et al. 2011). De acuerdo con esto, el grupo T2 que recibid el
antibiotico promotor de crecimiento, obtuvo una desfavorable conversion alimenticia y
menor indice de eficiencia productivo europea, asi como un menor valor significativo

(p<0.05) en la altura de vellosidad de yeyuno e indice intestinal de duodeno.
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Cuadro 20: Histomorfometria intestinal en pollos de carne de la linea Cobb 500 a los 21 y 42 dias de edad en respuesta a la
suplementacién con probidticos

Tratamiento *

Periodo / Medidas Segmento del intestino T ™ T3 Ta TS T

A los 21 dias

Altura de vellosidad (um) Duodeno 1860.80™  1807.25™  1848.85™  1794.58°  1978.56° 192550
Yeyuno 1186.19 1127.58 1136.08 1059.94 1173.13 1165.06

Profundidad de cripta (um) Duodeno 279.35° 241.30° 240.75"° 235.20° 280.452 252.98 %
Yeyuno 223.29 196.89 202.91 193.54 245.35 224.43

Ancho de vellosidad (um) Duodeno 159.91 155.49 153.35 173.32 143.04 147.22
Yeyuno 151.38 147.10 143.60 151.77 137.29 134.33

indice intestinal (umv um) Duodeno 6.76 7.60 7.71 7.82 7.13 7.68
Yeyuno 5.32 5.76 5.72 5.51 4.86 5.45

A los 42 dias

Altura de vellosidad (um) Duodeno 1766.98 1741.93 1751.41 1948.58 1875.85 1859.05
Yeyuno 1100.08% 1044.20° 1191.85®  1192.90®  1176.98*  1233.48%

Profundidad de cripta (um) Duodeno 256.04 279.28 243.58 272.30 235.53 240.30
Yeyuno 183.28 184.73 209.43 206.75 200.88 234.43

. Duodeno 136.67 148.65 137.14 146.63 137.53 141.90

Ancho de vellosidad (um) Yeyuno 147.10 149.75 139.25 136.08 135.85 137.08

indice intestinal (um/ um) Duodeno 6.98%® 6.26° 7.25% 7.17%® 8? 7.76°
Yeyuno 6.03 5.70 5.76 5.79 5.90 5.39

1T1: dieta control, T2: dieta con antibidtico promotor de crecimiento, T3: dieta con Bacillus subtilis, T4: dieta con Férmula Probiética 1-C1(10* — 10° UFC/g), T5: dieta con
Férmula Probidtica I-C2 (108 - 10%° UFC/g), T6: dieta con Férmula Probidtica I-C3 (10'° - 10%° UFC/qg).
ab.¢ \alores dentro de una fila con superindice no comun difieren significativamente (p<0.05).
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4.3. ESTUDIO Il - CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS
ACTINOMICETOS

Las cepas bacterianas denominadas como P004, PO09 y P025 de la Formula Probi6tica I,
seleccionada y utilizada en la experimentacion in vivo en pollos de carne, para su
identificacion molecular, pasaron por procesos de extraccion del ADN, amplificacion por

PCR, electroforesis en gel de agarosa, purificacién, secuenciacién y analisis bioinformatico.

Se logro6 identificar a las cepas como miembros del género Streptomyces spp., a través del
analisis de las secuencias de la regién hipervariable VV3-V4 ubicadas dentro de la region y
del ADNr 16S, dichas regiones mostradas en el Cuadro 21, permiti6 mediante un primer
analisis BLAST identificar estas bacterias como pertenecientes a este género. Este resultado
corrobora lo indicado por Ramos (2019), quien caracterizO fenotipicamente estas cepas;
siendo una identificacion convencional de Streptomyces basada en estudios morfologicos y
microscopicos, particularmente la pigmentacion soluble en los medios de cultivo y ademas
de las caracteristicas fisiologicas, aunque suelen variar con los nutrientes disponibles y

condiciones fisicas donde se desarrollan.

Con la finalidad de verificar el grado de parentesco y agrupacion con especies representativas
del género, realizamos un analisis filogenético, alineando las secuencias de las especies no
identificadas, con las secuencias referenciales de especies tipo, conocidas y depositadas en

el GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Asi fue posible inferir la relacion filogenética

entre especies y su grupo taxondmico referencial o representativo.

El arbol filogenético (Figura 1) obtenido mediante el método de Neighbour -joining reveld
que la cepa denominada P004 mostré estar relacionada en un 99% a Streptomyces
koyangensis B025 segun andlisis BLAST, y se encuentra en un mismo clado demostrando
estar también estrechamente emparentada con Streptomyces coelicolor, Streptomyces sp.
RS68, Streptomyces rutgersensis NBRC 3419, Streptomyces intermedius PA20164, y
Streptomyces gougerotii NBRC 13043.

Respecto a la cepa denominada como P009, ésta se encuentra relacionada a Streptomyces
drozdowiczii NA761 con una homologia de secuencia de 98.83% segun analisis BLAST.
Esta bacteria celulolitica fue descubierta en el 2004, desde el suelo del bosque de Mata

Atlantica en Brasil.
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0.0

Figura 1. Arbol filogenético consenso obtenido mediante el Método de Neighbour —joining (Bootstrap
=1000) usando el alineamiento de las secuencias de la region hipervariable V3-V4 del gen ADNr 16S de
las cepas de actinomicetos P004, PO09 y P025. Grupo externo utilizado representado por Nocardia
caishijiensis

Por otro lado, la cepa denominada P025 mostro estar estrechamente emparentada con la cepa
Streptomyces mediolani EM-B2 y su secuencia segun analisis BLAST presenta una
homologia de 100%. Esta bacteria fue aislada de un biodigestor productor de biogas por

fermentacion del estiércol de vaca.
Ademas, segun nuestro arbol filogenético la cepa P009 y la P025 provendrian de un ancestro

comun, cuyas distancias probablemente estarian vinculadas con su grado de adaptacion a

este nicho ecoldgico inusual.
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Cuadro 21: Secuencia de la region hipervariable V3-V4 del gen ADNr 16S de la
cepas

16S ADNr P004

10 20 30 40 50 €0 70 80 90
B e B I I e B B I e B B e B B B B IR |
PILO1 AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTA

PILO1 GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC

Region hipervariable VV3-V4 del gen ADNr 16S de la cepa P004, la cual se inicia en la
posicion de nucledtidos 260 al 710

16S ADNr P009

?IL02 AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTA
| | |
2IL02 GGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTTGCGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTGTG

2IL02 GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC

Region hipervariable V3- V4 del gen ADNr 16S de la cepa P009, la cual se inicia en la
posicion de nucledtidos 271 al 721.

16S ADNr P025

10 20 30 40 S0 €0 70 80 S0
T IR IR ISR ERTR IR IR IR R R R IR IR BRI ISR ECTRIR IR IR I |
PILO3 AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTA

|-
PILO3 GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC

Regidn hipervariable V3- V4 del gen ADNr 16S de la cepa P025, la cual se inicia en la
posicion de nucledtidos 272 al 7222.
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se llevo a cabo el presente estudio se concluye:

1. La Férmula Probidtica | a base de actinomicetos aisladas del tracto digestivo de
gallinas criollas mejora los parametros productivos e integridad intestinal,
especificamente, en peso vivo, ganancia de peso, altura de vellosidad de yeyuno y
profundidad de cripta de duodeno, pero no tuvo influencia sobre el peso relativo de

organos digestivos (higado, pancreas e intestino) e inmunocompetencia.

2. Auna baja concentracion, 10*-10° UFC/g, la Férmula Probiética I, aislada del tracto
digestivo de gallinas criollas, mejoro el indice de eficiencias europea, pero no tuvo
influencia sobre la integridad intestinal, peso relativo de oOrganos digestivos e

inmunocompetencia.

3. Las cepas utilizadas como parte de la Férmula Probidtica I, aisladas del tracto
digestivo de gallinas criollas, al ser caracterizadas molecularmente demostraron

pertenecer al género Streptomyces.



VI. RECOMENDACIONES

En base a los resultados obtenidos en el presente estudio se recomienda:

1. Utilizar la Férmula Probi6tica I, aisladas del tracto digestivo de gallinas criollas, a
una concentracion de 10* — 10° UFC/g, como aditivo alternativo a los antibi6ticos

promotores de crecimiento en la alimentacion de pollos de carne.

2. Evaluar el efecto de la Formula Probidtica I, aisladas del tracto digestivo de gallinas
criollas, sobre los parametros productivos, peso de 6rganos, inmunocompetencia e

integridad intestinal en condiciones de desafio bacteriano.

3. Caracterizar la microbiota intestinal de pollos alimentados con dietas que contienen
la Férmula Probiotica I, aisladas del tracto digestivo de gallinas criollas, en

condiciones de crianzas normales.
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Anexo 1: Crianza de pollos en baterias (Estudio 1)
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Anexo 2: Resumen del comportamiento productivo de pollos Cobb suplementados

con probidticos hasta los 28 dias de edad (Estudio I)

Peso Ganancia Conds:mo indice de indice de
Tratamiento vivo de peso alimento conversion | Mortalidad | eficiencia
© acumulada acumulado alimenticia (%) productivo
(9) ©) (9/9) europea
Dia7
T1 205.91 157.09 192.62 1.23 1.25 237.54
T2 205.47 156.19 184.96 1.18 0.00 248.72
T3 204.41 154.64 183.94 1.19 0.00 246.01
T4 207.37 157.70 182.98 1.16 0.00 255.93
T5 206.50 156.78 187.81 1.20 0.00 247.09
p-value 0.389 0.804 0.392 0.467 0.421 0.36
Dia 14
T1 535.91 487.09 636.56 1.312 0.00 289.33
T2 531.70 482.42 623.03 1.29%® 0.00 294.26
T3 539.32 489.56 614.82 1.26° 1.25 303.18
T4 548.57 498.91 623.32 1.25¢ 2.50 305.69
T5 548.45 498.74 634.60 1.27% 0.00 307.99
p-value 0.0538 0.0674 0.125 0.0043 0.451 0.059
Dia 21
T1 1091.43° | 1042.62° 1427.74 1.37 1.25 370.13°
T2 1080.96° | 1031.68° 1426.54 1.38 1.25 367.77°
T3 1082.97° | 1033.20° 1426.57 1.38 0.00 370.42°
T4 1132.41* | 1082.75 1453.33 1.34 0.00 391.44%®
T5 1127.46* | 1077.742 1432.60 1.33 0.00 404.02°2
p-value 0.00617 0.00627 0.527 0.053 0.634 0.0203
Dia 28
T1 1635.31° | 1586.49™ | 2255.12 1.42 2.50 400.37
T2 1628.07¢ 1578.79° | 2288.11 1.45 1.25 396.54
T3 1641.03* | 1591.26™ | 2317.89 1.46 1.25 398.71
T4 1678.05? 1628.39° | 2275.28 1.40 2.50 418.64
T5 1668.72° | 1619.01® | 2291.72 1.42 0.00 421.18
p-value 0.0172 0.0175 0.468 0.0832 0.634 0.132
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Anexo 3:Crianza de pollos en piso (Estudio I1)

Nota: unidades experimentales durante la primera etapa con comedero de bandeja circular y
tonquito como bebedero

Nota: unidades experimentales en la segunda etapa con comedero tolva y bebederos
automaticos
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Anexo 4: Resumen del comportamiento productivo de pollos Cobb suplementados

con probidticos hasta los 42 dias de edad (Estudio 11)

Ganancia de | Consumode | Indice de Indice de
Tratamiento Peso vivo peso alimento co_nvers_i(’)_n Mortalidad eficien(_:ia
(9) acumulada acumulado alimenticia (%) productivo
9 9 (9/9) europea
Dia 7
Tl 188.58 143.59 205.48 1.44 0.78 187.41
T2 183.21 138.37 197.89 1.43 0.78 184.02
T3 186.61 141.74 208.26 1.48 0.78 181.36
T4 186.18 141.42 194.52 1.38 0.78 192.09
T5 188.33 143.33 202.37 1.41 0 190.84
T6 190.28 145.45 199.80 1.38 0 198.97
p-value 0.5496 0.5331 0.0954 0.4632 0.7001 0.5741
Dia 14
Tl 517.032 472.042 770.77 1.63 1.56 223.90?
T2 497.01° 452.17° 789.56 1.75 0.78 202.61°
T3 513.052 468.19° 752.08 1.61 0.78 226.632
T4 517.452 472.70° 768.39 1.63 0.78 226.462
T5 518.202 473.20° 763.50 1.62 0 230.60?
T6 520.932 476.10° 757.14 1.59 0.78 233.432
p-value 0.0238 0.0218 0.7494 0.1129 0.8321 0.0408
Dia 21
T1 1063.21® 1018.22 ® 1614.23 1.59%® 2.34 313.78%®
T2 1024.57" 979.72° 1614.41 1.65° 1.56 292.11°
T3 1092.78* 1047.91° 1604.81 1.53° 1.56 334.70°
T4 1058.32® 1013.56 ® 1612.12 1.59%® 0.78 314.62%®
T5 1073.92° 1028.922 1607.74 1.56° 0 327.41°
T6 1072.18% 1027.35% 1594.51 1.56° 0.78 327.09°
p-value 0.0247 0.0234 0.9819 0.0364 0.5082 0.0273
Dia 28
T1 1768.35 1723.36 2762.94 1.60%® 2.34 385.14%®
T2 1741.91 1697.07 2765.78 1.63° 1.56 375.98°
T3 1757.24 1712.38 2724.41 1.59 %¢ 3.91 380°
T4 1795.54 1750.78 2743.31 1.57% 0.78 406.49°
T5 1793.95 1748.95 2726.82 1.56" 0.78 407.88°
T6 1782.95 1738.13 2696.31 1.55¢ 0.78 407.50°
p-value 0.0710 0.0694 0.1526 0.0094 0.1529 0.0166
Dia 35
T1 2590° 2545.01° 4215.05 1.66° 3.13 432.87°
T2 2605.29 ® 2560.45 ® 4255.03 1.66° 1.56 440.94°
T3 2617.64® 2572.78 % 4185.72 1.63%® 3.91 442.16°
T4 2662.522 2617.76 2 4201.28 1.61% 0.78 470.41°
T5 2663.05% 2618.05 2 4151.23 1.58¢ 0.78 476.32°
T6 2635.66 2590.84 ® 4140.09 1.60"° 1.56 464.36°
p-value 0.0392 0.0379 0.2976 0.0002 0.1695 0.0002
Dia 42
T1 3392.66 3347.66 5749.12 1,728 3.13 455.43°¢
T2 3395.14 3350.29 5748.05 1,712 1.56 463.86 "
T3 3445.06 3400.20 5663.01 1.67° 4.69 469.47 %¢
T4 3452.82 3408.07 5687.65 1.67° 0.78 489.18°
T5 3435.14 3390.19 5648.94 1.67° 1.56 483.31%
T6 3435.49 3390.66 5640.65 1.66° 1.56 484.38%°
p-value 0.3613 0.3559 0.6539 0.0049 0.1741 0.0062
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Anexo 5: Registro de mortalidad de aves hasta los 42 dias de edad (Estudio 11)

Tratamientos Aves EQad Peso Causas de muertes
muertas (dias) (9)
1 8 125 Descarte por cojera de ambas patas
Tl 3 1 21 467 Luxacién del tendon calcaneo
1 33 2551 Congestién pulmonar
1 8 89 Descarte por enanismo
T2 2
1 20 806 Muerte subita
1 4 51 Uratosis
1 17 196 Descarte por patas “abiertas”
1 22 613 Descarte por enanismo
T3 6
1 23 1226 Muerte subita
1 28 1356 Muerte subita
1 38 2514 Muerte subita
T4 1 1 6 36 Descarte por enanismo
1 22 652 Descarte por cojera
T5 2
1 40 2607 Muerte sUbita
1 8 196 Muerte sUbita
T6 2
1 33 2190 Congestion pulmonar
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