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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar la salud intestinal en pollos bajo la adicion a su
dieta de un probiotico proporcionado por la empresa SAFISIS (Es una empresa de
biotecnologia especializada en el desarrollo de ingredientes naturales a través de
medios microbioldgicos para la Industria de alimentos y bebidas, asi como para los
mercados nutracéuticos y farmacéuticos), un lactobacilo de la especie
Lactobacillus farciminis y desafiados con una cepa de Salmonella paratyphi. Se
usaron un total de 120 pollos de 3 dias de nacidos, los cuales fueron divididos en
cuatro grupos: el primer grupo fue el grupo testigo (alimento sin Lactobacillus
farciminis ni infectado con Salmonella paratyphi), el segundo grupo fue control
infectado (Con la cepa de Salmonella paratyphi sin adicion del probidtico), el tercer
grupo fué la dosis baja (0,003gr de L. farciminis/Kg de alimento e infectado con
Salmonella paratyphi) y el cuarto grupo la dosis alta (0.03gr de L. farciminis/Kg de
alimento e infectado con Salmonella paratyphi). A los 10 dias de adaptaciéon se
inoculé con la cepa de Salmonella paratyphi 1x10° UFC. Se contabiliz6 el peso
promedio diario, el consumo de alimento y consumo de agua, de manera grupal,
con la finalidad de analizar los parametros de produccién, evaluar y el efecto de la
inoculacién de la cepa de Salmonella paratyphi en los grupos. Para evaluar la
salud intestinal se hicieron sacrificios en tres tiempos diferentes (14, 18 y 21 dias
después de haber iniciado el tratamiento), tomando muestras de intestino
delgado, en diferentes segmentos (duodeno, yeyuno, e ileon) los cuales fueron
analizados mediante microscopia 6ptica midiendo las vellosidades intestinales del
duodeno, yeyuno e ileon. Al final del experimento, se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos para peso corporal, consumo de alimento y
consumo de agua. Sin embargo, existieron diferencias significativas al evaluar la
salud intestinal (longitud de las vellosidades intestinales e integridad a través del
estudio histopatolégico), evidenciandose un mayor integridad y desarrollo de las
vellosidades intestinales en los segmentos del duodeno yeyuno e ileon en el grupo
que se les adicioné el probiético en dosis alta.
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INTRODUCCION.

La integridad intestinal es necesaria para el funcionamiento éptimo del
tracto intestinal y al mismo tiempo maximiza el desempefio productivo de los
animales. En la crianza de pollos de carne, este aspecto es primordial para que les
permita alcanzar el peso y la conversion alimenticia esperada para la linea
genética en cuestion (Aguavil et al., 2012) en ambientes libres de gérmenes, los
pollos crecen 15% mas réapido que los criados en ambientes convencionales,
donde estan expuestos de manera continua, a la microbiota. Las infecciones con
bacterias del genero Salmonella provocan una gran variedad de enfermedades
agudas y cronicas en la industria avicola; de hecho, las aves representan uno de
los reservorios mas importantes de Salmonella asi como sus productos avicolas
para el hombre (Calnek et al, 2000), hay gran variedad de enfermedades
asociadas con Salmonella. Especies de Salmonella de origen aviario o de
mamiferos causan “intoxicacién alimentaria” en el hombre. La cepa de Salmonella
paratyphi ocasiona la fiebre paratifoidea la cual produce una toxina que causa
graves gastroenteritis con nauseas, vomito, dolor abdominal y diarrea que
aparecen caracteristicamente a las 12-24 horas de la ingestion del alimento
contaminado (Smith, 1980; Halami et al, 1999; Cabezas, 2009). Una solucién
natural a estas infecciones de caracter bacteriano son los probidticos que actian
en el sistema digestivo (Sisson et al, 1982; Banks, 1986; Gémez et al, 1987; Horst
et al, 2005). En el presente trabajo se eligi6 al Lactobacillus farciminis como
probiotico debido a que es una bacteria acido-lactica, la cual ha sido poco utilizada
(en comparacion con otros probiéticos) y ha tenido resultados prometedores en
cuanto a la salud animal, principalmente en cerdos. Sin embargo, no ha sido
estudiado con detenimiento para la produccién avicola. Esta bacteria fue descrita
por primera vez en 1983, es una bacteria homofermentativa, lo que significa que
el producto de su fermentacion es acido lactico, se caracteriza por presentar
células en forma de bacilos largos y extendidos (Banwar, 1979; Frazier, 1993;
Samaniego, 2000).



Adicion de Lactobacillus farciminis (probiético)en la dieta de pollos de engorda (Gallus gallus) 2017
en desafié con una cepa de Salmonella paratyphi

2. ANTECEDENTES
Pollos de engorda (Gallus gallus)

La avicultura es una actividad que ha alcanzado grandes avances en las Ultimas
décadas y esto se debe principalmente a la accion conjunta entre genética,
nutricion, sanidad y manejo. El proceso de seleccidén genética fue orientado para
mejorar el desempefio y el rendimiento de la pechuga, sin embargo el desarrollo
de los 6rganos y tejidos relacionado a la respuesta inmunolégica resulto perjudicial
(Cheema et al., 2003).

Los desafios infecciosos son una forma comun de estrés al cual estan expuestos
los pollos de engorde lo que puede resultar en la aparicion de enfermedades
clinicas, lo cual depende de varios factores, como la patogenicidad del
microorganismo invasor y la competencia inmunolégica del ave, el sistema inmune
activado afectara negativamente el crecimiento con la disminucién de los indices
productivos (Klasing, 2006)

El intestino delgado del pollo

El tracto gastrointestinal tiene como principal objetivo la degradacion y absorcion
de nutrientes necesarios para el mantenimiento, crecimiento y reproduccion. Esta
caracterizado como un ambiente dinamico, constituido por interacciones complejas
entre el contenido presente en el lumen intestinal, microorganismos y la células
epiteliales de absorcidn, las cuales proporcionan proteccion fisica y defensa
inmune (Koutsos, 2006). El 75% de todas las células de defensa del organismo
estan localizadas en el intestino, en forma de tejido linfoide, los anticuerpos tipo
IgA de la mucosa, representa una importante fraccion de la barrera inmunolégica
del intestino confiriendo proteccién al impedir la adherencia de las bacterias o
toxinas a las células del epitelio intestinal (Tavernari et al., 2008). El epitelio de la
mucosa gastrica presenta en términos generales un area de absorcién pequefa
pero la mucosa del intestino delgado con sus circunvoluciones y vellosidades
representa un area de contacto enorme con una gran capacidad de absorcion. El
intestino delgado de las aves es relativamente mas corto que el de los mamiferos,
aun cuando hay variacion en la longitud dependiente de la edad. Algunos estudios
han examinado el desarrollo de los 6rganos digestivos en el pollo después de la
eclosion y han indicado que el peso del intestino se incrementa relativamente mas
rapido que el peso corporal, donde el epitelio generalmente consiste en células
columnares de absorcion y muchas células caliciformes que secretan moco (Uni et
al., 1999). El intestino delgado es el sitio principal de la digestion quimica, ya que
involucra enzimas de origen pancreético en el intestino (Cuca et al., 1996). En el
intestino delgado también secreta hormonas que estan involucradas
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principalmente en la regulacion de las acciones gastricas e intestinales; realiza
tres funciones. La primera es recibir el jugo gastrico que contiene enzimas, estas
enzimas completan la digestion de las proteina y convierte los carbohidratos en
compuestos mas sencillos, como monosacaridos en el duodeno; la segunda
funcién absorber el alimento, digerirlo pasarlo al torrente sanguineo y la tercera,
realiza una funcion peristaltica que empuja el material no digerible hacia los ciegos
y el recto (Mack, 1986).

En el duodeno desembocan de dos a tres conductos pancreaticos, uno biliar y uno
hepatico. La reaccion del contenido del duodeno es casi siempre &acida,
presentando un pH de 6,31, por lo que posiblemente el jugo géstrico ejerce aqui la
mayor parte de su accion. El yeyuno de la gallina consta de unas diez asas
pequefias, dispuestas como una guirnalda y suspendidas de una parte del
mesenterio presenta un pH de 7,04 la longitud del yeyuno es de 85 a 120 cm,
termina en el diverticulo de Meckel, el cual es el vestigio del tallo del saco vitelino
y funciona como érgano linfoide, y por Gltimo el ileon, cuya estructura es estirada,
se encuentra en el centro de la cavidad abdominal, el pH fluctia entre 6,8 y 7,6
(Doyle et al., 2000)

Vellosidades del intestino de los pollos de engorda

Las células que integran al sistema gastrointestinal de los pollos se han
diferenciado para efectuar diferentes funciones especificas. Las células que lo
recubren forman una superficie semipermeable que selectivamente permite el
paso de liquidos, electrolitos y nutrientes disueltos. Forman parte de una barrera
fisica natural ininterrumpida que sirve para restringir el acceso de agentes
patégenos al intestino y por consiguiente al resto del organismo. Esta integridad se
interrumpe cuando los agentes patégenos (bacterias, virus, protozoarios, etc.) o
toxicos dafan las células del epitelio intestinal. Dicho epitelio esta en un constante
estado de renovacion en el que las células mas viejas se desprenden de la
superficie del epitelio dentro del lumen intestinal para ser reemplazadas por
células nuevas mediante un proceso de regeneracion en el que las células nuevas
se diferencian para asumir las funciones de las células desechadas (lji et al.,
1998).

La superficie de absorcion del intestino se expande enormemente debido a un
proceso de dobleces o0 proyecciones hacia el Ilumen intestinal que
microscopicamente parecen dedos, conocidos como vellosidades intestinales que
aumentan aun mas la superficie de absorcion. La longitud de las vellosidades
intestinales decrece a partir del duodeno y hacia el ileon. Cada vellosidad esta
recubierta de un epitelio celular compuesto de enterocitos que poseen funciones
diferentes de acuerdo a su localizacion dentro de cada vellosidad: los enterocitos
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localizados en el apice de las vellosidades absorben liquidos y nutrientes, mientras
que los de las zonas laterales y las criptas de Lieberkiin secretan electrolitos y
liquidos. El mantenimiento optimo de su estructura y funcionamiento es esencial
para una mayor productividad de las parvadas. (Chumpawadee et al., 2008) El
intestino de las aves tiene una densidad mas alta de vellosidades intestinales y un
ritmo de reciclado epitelial mas rapido que el de los mamiferos. Igualmente, la
respuesta a las agresiones entéricas es mas rapida; la respuesta inflamatoria es
en las primeras 12 horas en vez de los 3 a 4 dias de los mamiferos. Esto hace que
las aves sean més susceptibles que los mamiferos a los trastornos que afectan la
capacidad de absorcion intestinal. (Santin et al., 2001)

Hay una serie de barreras fisicas naturales para prevenir la entrada de agentes
patébgenos al intestino y evitar su diseminacion sistémica. Desempefian una
funcién importante al mantener la integridad y la salud intestinales del ave, tales
como:

1. Moco intestinal: secretado por células especializadas localizadas en
glandulas de la cavidad oral, eséfago, epitelio proventricular e intestinal
llamadas células caliciformes. Contiene mucina (glucoproteina) para
prevenir la auto digestion de las células epiteliales de la mucosa y
protegerlas de la invasién de patdgenos; y también sirve para lubricar el
paso del bolo alimenticio.

2. Enterocitos: células que recubren y forman el epitelio intestinal que forman
una barrera fisica continua que mantiene la integridad intestinal. Poseen
funciones diferentes de acuerdo a su localizacion dentro de cada vellosidad.
Las agresiones por agentes virales, bacterianos, micéticos, toxicos o
parasitarios pueden interrumpir su continuidad y alterar la integridad
intestinal.

3. Secrecion de liquidos: La secrecion de liquidos intestinales sirve para
lubricar el epitelio intestinal y arrastrar los agentes infecciosos.

4. Irrigacion sanguinea: la gran irrigacion sanguinea permite transportar
células protectoras del sistema inmunitario rapidamente cuando se necesita
responder con una reaccion inflamatoria rapida a alguna agresién o
invasion de agentes infecciosos. Ademas, transporta rapidamente los
nutrientes absorbidos a los tejidos.

5. Tejido linfoide: el intestino tiene la cantidad mas grande de tejido linfoide

del organismo diseminado por todas sus secciones, pero principalmente en
la lamina propia. Ademas, hay ciertas zonas de alta congregacion de tejido
linfoide como en las placas de Peyer, la coyuntura del proventriculo con la
molleja y las tonsilas cecales. Este tejido es de gran importancia cuando
ocurre una agresion o invasion intestinal por agentes infecciosos (Pelicano
et al., 2005; Hooge et al., 2003).
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Salmonella

Los miembros del género Salmonella estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza, se los encuentra como patdgenos en el tracto gastrointestinal de
mamiferos domésticos y salvajes, reptiles, aves e insectos, causando un amplio
espectro de enfermedades en el hombre y los animales (Caffer et al., 2001).

El género Salmonella pertenece a la tribu Salmonelleae, de la familia
Enterobacteriaceae. Son bacilos Gram-negativos, de 0,7-1,5 x 2,0-5um,
generalmente moviles por flagelos peritricos (excepto S. Gallinarum), son
anaerobios facultativos, no esporulados. No fermentan la lactosa (excepto S.
enterica sub esp. arizonae y S. enterica subesp. diarizonae), fermentan glucosa
con produccion de gas (excepto S. Typhi); no producen indol; no degradan urea;
decarboxilan lisina y ornitina (Caffer et al, 2001).

Salmonelosis

Las salmonelosis constituyen una causa importante de enfermedad diarreica en
los seres humanos. La Salmonella typhi la S. paratyphi colonizan Unicamente a
los humanos, lo cual hace necesaria para la transmision la presencia de casos
humanos o de portadores crénicos. Las salmonelosis no-typhi se presentan
basicamente como resultado de la ingestion de alimentos de origen animal
contaminados con estos microorganismos. (Saravia, 2010). Las bacterias del
género Salmonella causan en el hombre una gastroenteritis aguda, con cefalalgia,
dolores abdominales subitos, diarrea, nauseas, fiebre y vomitos. La deshidratacion
puede ser grave sobre todo en menores de 1 afio, ancianos e
inmunocomprometidos. Aunque la morbilidad por salmonelosis es elevada, la
mortalidad es baja, excepto, en niflos de corta edad, ancianos e
inmunocomprometidos. La infecciébn que comienza con una diarrea aguda puede
continuar hacia una infeccién focal o septicémica. Tiene un periodo de incubacién
de 6 a 72 horas, generalmente entre 12 a 36 horas Yy la gastroenteritis persiste de
24 a 72 horas. La dosis infectiva es de 10° UFC a 10® UFC. La transmisién que
oscila entre varios dias a varias semanas, ocurre durante toda la evolucion de la
infeccion. El estado de portador temporal puede persistir varias semanas,
especialmente en lactantes y es raro el de portador crénico de mas de un afio
(Caffer et al., 2001). Las Salmonella es una bacteria invasora que penetra por la
via oral, deben superar varias barreras o lineas de defensa naturales para
finalmente localizarse en el ileon terminal y el colon proximal. La primera barrera
es la acidez gastrica; sin embargo, las salmonellas tienen capacidad de adaptarse
a ésta y pueden sobrevivir a pH de 4,0. Ademas, deben evitar la lisis por las sales
biliares, desplazarse a lo largo del intestino, competir con la flora enddégena e
invadir las células epiteliales intestinales. Son mas susceptibles los individuos con
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aclorhidria y quienes ingieren antiacidos. Después de pasar el estomago las
salmonellas llegan al intestino delgado donde interactian con las células de la
pared intestinal. Los péptidos catidnicos antibacterianos, secretados por las
células de Paneth del intestino delgado podrian representar una importante
segunda linea de defensa contra Salmonella y otros patégenos (Saravia, 2010).

Sindrome de fiebre entérica: estd4 asociado con Salmonella typhi (fiebre tifoidea),
Salmonella paratyphi A, Salmonella paratyphi C y Salmonella paratyphi B (fiebre
paratifoidea). Los tres primeros microorganismos son patdégenos exclusivos del
hombre y S. paratyphi B se puede encontrar también en animales (Caffer et al.,
2001).

Paratifoidea en aves

La paratifoidea es una enfermedad bacteriana que es ocasionada por infecciones
producidas por un amplio grupo de salmonellas no mdviles, la mas comun de las
cuales es Salmonella paratyphi que es una bacteria gramnegativo. Este grupo de
salmonellas afecta primordialmente al aparato digestivo del hombre ademas de
una gran variedad de aves y otras especies animales. Tiene consecuencias fatales
cuando ataca a aves menores de tres semanas de edad, presentandose en las
adultas por lo general como una infeccion crénica y subclinica limitada al intestino,
en las aves las especies mas susceptibles son los pavos y los pollos. En cuyo
caso puede convertirse en septicemia y producir la muerte. Las consecuencias
econdmicas de este tipo de infeccibn son baja de la fertilidad; baja de la
incubabilidad, baja de la produccion de huevo; retraso en el desarrollo en aves
jovenes convalecientes y, en ocasiones; ha determinado la eliminacién de lotes de
pavos reproductores por la transmision a traves del huevo en esta especie
(Gomez et al., 1986; Mosqueda et al., 2000).

Probio6ticos una alternativa terapéutica al uso de antibidticos.

En décadas pasadas, la utilizacion de antibiéticos como un aditivo en contra
enfermedades bacterianas en la industria ganadera fue el método mas comun
para prevenir las enfermedades y aumentar la eficiencia alimentaria. Sin embargo,
el uso de estos productos provoca efectos residuales en los alimentos, asi como el
desarrollo de cepas patdgenas resistentes (Choct, 2001; Hillman et al., 2003)
ademas, dafa el equilibrio de la microbiota gastrointestinal, han sido empleados
de modo y en dosis inadecuadas, generando la aparicion de cepas resistentes,
cada vez mas patdgenas y con implicaciones negativas en la salud humana y
animal (Griggs et al., 2005) por lo tanto, la posibilidad de que el animal pueda
contraer enfermedades es mayor (Devi 1998; Ferket et al, 2002) por este motivo,
la Unidn Europea ha prohibido su utilizacion, impulsando la investigacion en
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aplicacion de nuevas alternativas naturales (Nava et al., 2005). Por ello, los
probioticos se han introducido como una solucion alternativa (Mulder, 1991).

Probiéticos

En aves sanas la flora normal intestinal proporciona una barrera estable, eficaz
contra la colonizacion por microorganismos patdgenos del intestino en particular
por Salmonella spp. Sin embargo, cuando el polluelo por primera vez se expone
al ambiente, la flora intestinal acumula estrés por lo general se usan
antimicrobianos para controlar o alterar su composicion de la flora, Se ha
desarrollado una serie de suplementos de alimentacion llamados probidticos que
comprenden mezclas de bacterias intestinales la cuales son capaces de ayudar a
la devolucion de la salud de la flora intestinal de los pollos de engorda y con esto
prevenir la colonizacibn de patdgenos. Experimentalmente este principio de
exclusion competitiva no ha sido bien aceptado para uso comercial. (Prescot et al.,
2000).

Con el paso de los afios, la palabra probiotico se ha utilizado de diversas maneras.
Originalmente se utilizdé para describir las sustancias producidas por un protozoo
estimulado por otro (Lilly et al., 1965), pero posteriormente se utilizd para describir
los suplementos alimenticios que tuvieron un efecto beneficioso sobre el animal
huésped al afectar su flora intestinal (Parker, 1974). De acuerdo con la definicion
actualmente adoptada por FAO / OMS, los probiéticos son: "microorganismos
Vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas confieren un beneficio
para la salud en el huésped" (FAO y WHO, 2001). Esta definicion no solo enfatiza
la importancia del uso de los microorganismos probidticos en el mejoramiento de
las propiedades de la microbiota autoctona de los animales, sino que incluye otros
efectos tales como: la estimulacién de la actividad inmunoldgica (Ramirez, 2005).

Schrezenmeir y de Vrese (2001), definen a los probi6ticos como aditivos
alimentarios formados por microorganismos Vvivos, que tienen un efecto
beneficioso en la salud del hospedero. Entre los probiéticos, las bacterias mas
prominentes son los Lactobacilos (Brizuela, 2003), ya que constituyen parte
mayoritaria de la flora natural del TGl (Tracto Gastro Intestinal) y son muy
importantes en la produccién de acidos organicos, los que tienen un efecto
beneficioso (Sainsbury, 1993). Los probidticos, se los ha descrito como un agente
biéterapeutico el cual se podria utilizar para inhibir la colonizacibn de un
microorganismo patdgeno en el tracto intestinal. Para que un microorganismo sea
considerado probidtico debe cumplir con las siguientes caracteristicas: No ser
patdogeno, ser resistente a los acidos del intestino y la bilis, tener las
caracteristicas para sobrevivir en el tracto intestinal, debe influir en las actividades
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metabdlicas, provocar un efecto beneficioso en el hospedador y permanecer viable
durante su almacenamiento y uso (Cabezas, 2009; Guilliot, 2000).

Accion de los probidticos

El uso de los probio6ticos provoca en general una mejor conversion alimenticia, un
aumento del peso vivo y un mejor desarrollo del organismo; debido a que las
bacterias &cido lacticas proporcionan nutrientes digeribles, vitaminas y enzimas
digestivas, ayudando a la digestion, sintesis, adsorcion de las vitaminas y
minerales, lo cual facilita el metabolismo de los alimentos (Jadomus et al, 2001)

El modo de accion de los probiéticos en aves de corral incluye: mantener la
microbiota intestinal normal por exclusion competitiva y antagonismo (Jin et al,
1998); la alteracion del metabolismo mediante el aumento de la actividad
enzimatica digestiva y la disminucién de la actividad enzimatica bacteriana (Cole
et al, 1987), mejorar la ingesta de alimentos, la digestién y estimular el sistema
inmune (Line et al 1998).

Existe un efecto de contaminacién microbioldgica de la cascara que puede influir
en las caracteristicas de la microbiota intestinal. Ademas, también la secrecion
géastrica de HCI, que comienza a los 18 dias de incubacion, tiene un profundo
impacto en la seleccibn de la microbiota. Por lo tanto, un uso inmediato de
suplementos de probidticos en el nacimiento es mas importante y util en las
especies de aves que en otros animales. El pollo es un ejemplo extremo de un
animal joven que esta privado de contacto con su madre u otros adultos y que, por
lo tanto, es probable que se beneficie de la suplementacién con preparaciones
microbianas disefiadas para restaurar la microbiota intestinal protectora. (Fuller,
2001; Yoon et al, 2004; Nayepor et al, 2007)

Probidticos en la industria avicola.

El aumento de la productividad en la industria avicola se ha acompafado de varios
impactos, incluyendo la aparicion de una gran variedad de patdgenos y resistencia
bacteriana. Estos impactos se deben en parte al uso indiscriminado de agentes
guimioterapéuticos como resultado de las practicas de manejo en los ciclos de cria
(Kabir, 2009). Después del consumo, los probidticos entran muchas bacterias de
acido lactico en el tracto gastrointestinal. Estos microorganismos han sido
reputados para modificar el medio intestinal y para entregar las enzimas y otras
sustancias beneficiosas en los intestinos. La suplementacion de L. acidophilus o
una mezcla de cultivos de lactobacilos a pollos aumento significativamente los
niveles de amilasa después de 40 dias de alimentacién (Jin et al.,, 2000). Este
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resultado es similar al hallazgo de Collington et al., 1990 que informé que la
inclusién de un probidtico (una mezcla de mdultiples cepas de Lactobacillus spp. Y
Streptococcus faecium) dio lugar a significativamente mayor actividad de las
enzimas carbohidrasas en el intestino delgado de los lechones (Collington et al,
1990). Los lactobacilos que colonizan el intestino pueden secretar enzimas,
aumentando asi la actividad de la amilasa intestinal (Duke et al,1977;
Sissons,1989). Esta bien establecido que los probioticos alteran el pH y la flora
gastrointestinal para favorecer una mayor actividad de las enzimas intestinales y la
digestibilidad de los nutrientes (Dierck, 1989).

Kabir et al., 2009 trataron de evaluar el efecto de los probidticos con respecto a la
eliminacion de las infecciones bacterianas y la regulacion de la flora intestinal
mediante la determinacién del recuento total viable (TVC) y el recuento total de
lactobacilos (TLC) a los grupos alimentados convencionales en la 23 42 y 62
semana de edad. Su resultado revelé un antagonismo competitivo. El resultado de
su estudio también evidencié que los organismos probidticos inhibieron algunos
patdgenos no benéficos ocupando el espacio de la pared intestinal. También
demostraron que los pollos de engorde alimentados con probidticos tenian una
tendencia a mostrar pronunciados cambios histologicos intestinales como el
impulso activo en la mitosis celular y el aumento del tamafio nuclear de las células,
que los controles. Estos resultados de los cambios histoldgicos apoyan los
hallazgos de Samanya y Yamauchi (Samanya et al, 2002) e indicaron que las aves
que fueron alimentados con B. subtilis var. Natto durante 28 dias tuvieron una
tendencia a mostrar un mayor rendimiento de crecimiento y pronuncio histologias
intestinales, tales como altura prominente de las vellosidades, area celular
extendida y mitosis celular consistente, que los controles. Por otro lado,
Chichlowski et al.,, 2000 compararon los efectos de proporcionar microbios
alimentados directamente con la alimentacion de salinomicina en histomorfometria
intestinal y microarquitectura y encontraron menos grosor mucoso en pollos
tratados y la densidad de bacterias incrustadas en la manta mucosa parecia ser
menor que en el control en todos los segmentos intestinales (Chichlowski et al,
2000). Watkins y Kratzer (Watkins et al, 1983) informaron que los pollitos
dosificados con cepas de Lactobacillus tenian un menor nimero de coliformes en
los macerados cecales que el testigo. Francis et al. (Francis et al, 1978) también
informaron que la adicion del producto de Lactobacillus spp a 75 mg / kg de pienso
disminuyo significativamente el recuento de coliformes en el ceca y el intestino
delgado de pavos. Utilizando pollitos gnotobiéticos, Fuller 1977, encontré que las
cepas de Lactobacillus especificas del huésped fueron capaces de disminuir
Escherichia coli en el cultivo y el intestino delgado. Kizerwetter-Swida y Binek
(Kizerwetter et al, 2009) demostraron que L. salivarius cepa redujo el nimero de
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Salmonella enteritidis y Clostridium perfringens en el grupo de pollos tratados con
Lactobacillus spp (Watkins et al, 1983).

Exclusién competitiva de los probioticos.

Los métodos de exclusion probidtica y competitiva se han utilizado como un
método para controlar los agentes endémicos y zoonéticos en aves de corral. En
términos tradicionales, la exclusion competitiva en aves de corral ha implicado el
uso de microorganismos intestinales naturales en pollitos y pavitos que estaban
listos para ser colocados en criaderos. (Nurmi y Rantala, 1973). Aunque la
exclusion competitiva se ajusta a la definicion de probidticos, el enfoque de
exclusion competitiva proporciona instantdaneamente al polluelo con una microbiota
intestinal adulta en lugar de agregar una o algunas especies bacterianas a una
poblacion microbiana establecida. La inoculacion de pollitos de un dia con cultivos
de exclusion competitiva o probidticos mas clasicos sirve como un buen modelo
para determinar los modos de accion y la eficacia de estos microorganismos.
Debido a la susceptibilidad de los pollitos de un dia a la infeccion, esta practica es
también de importancia comercial. Mediante el uso de este modelo, una serie de
probiéticos (Owings et al., 1989; Fritts et al., 2000) se ha demostrado para reducir
la colonizacion y el desprendimiento de Salmonella y Campylobacter. La exclusion
competitiva es una medida muy eficaz para proteger a los polluelos recién
nacidos, los pavos, las codornices y los faisanes y, posiblemente, otras aves de
caza, también contra Salmonella y otros enteropatdégenos (Schneitz, 2005).

Caracteristicas para seleccionar un probidtico.

La utilizacién de probioticos en la dieta depende en parte de la cepa utilizada;
pues, no todas las cepas tienen la misma capacidad de modulacién de la
microbiota intestinal o de unirse a las células intestinales. Jurado, (2009) hizo un
estudio donde pretendié buscar una alternativa para reducir o eliminar el uso de
antibiéticos en cerdos mediante la caracterizacion de bacterias lacticas aisladas
del intestino grueso de porcinos adultos y verificar su desempeiio in vitro para el
tratamiento de infecciones bacterianas durante el destete.

Las actuales perspectivas sobre aplicaciones biotecnolégicas de probidticos
requieren mas in vitro e in vivo en la investigacién para evaluar la seguridad del
uso de organismos de tipo salvaje o las obtenidas por ingenieria genética. Se
inform6 que para obtener efecto protector en los animales, el tratamiento con un
agente probidtico tuvo que ser iniciado diez dias antes desafio con un patégeno.
(Oyetayo, 2003)
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Los rasgos deseados percibidos para la seleccion de probidticos funcionales son
muchos. La bacteria probiotica debe cumplir las siguientes condiciones: debe ser
un habitante normal del intestino, y debe ser capaz de adherirse al epitelio
intestinal para superar obstaculos potenciales, como el pH bajo del estobmago, la
presencia de acidos biliares en los intestinos, y la competencia contra otros
microorganismos en el tracto gastrointestinal (Chateau et al, 1993). Las formas
tentativas de seleccion de probidticos como agentes de control biolégico en la
industria avicola. Muchos ensayos in vitro se han desarrollado para la preseleccion
de cepas probidticas (Ehrmann et al., 2002; Koenen et al., 2004). La
competitividad de las cepas mas prometedoras seleccionadas por ensayos in vitro
se evalud in vivo para el seguimiento de su persistencia en pollos. Ademas, los
probidticos potenciales deben ejercer sus efectos beneficiosos (por ejemplo,
nutricion mejorada y aumento de la respuesta inmune) en el huésped. Finalmente,
el probidtico debe ser viable bajo condiciones normales de almacenamiento y
tecnologicamente adecuado para procesos industriales (por ejemplo, liofilizado)
(Garriga et al., 1998).

Lactobacillus

El género Lactobacillus (lactis-leche; bacillus-pequefios bacilos), se ha
caracterizado por sus beneficios para la salud, tanto humana como animal, por su
capacidad antagonica, la cual se basa en la produccién de acidos organicos y
otros metabolitos inhibidores, entre los que cabe mencionar el peréxido de
hidrogeno (H,O;) y otros derivados del metabolismo del oxigeno, asi como
compuestos aromaticos (diacetilo, acetaldehido), derivados deshidratados del
glicerol (reuterina), enzimas bacterioliticas, bacteriocinas y otros (Ashenafi et al,
1989 ). Las caracteristicas del género Lactobacillus se caracteriza por presentar
células en forma de bacilos largos y extendidos, aunque con frecuencia pueden
observarse bacilos cortos o coco-bacilos coryneformes (Bergey, 1992); lo cual
hace que se puedan confundir con géneros aislados habitualmente de materiales
clinicos (Castellanos et al, 1996).

La mayoria de las cepas de Lactobacillus son principalmente aerotolerantes; su
crecimiento 6ptimo se alcanza bajo condiciones microaerofilicas o anaerébicas y
se conoce que un incremento de la concentracion de CO, (de aproximadamente
5% o hasta el 10%) puede estimular el crecimiento, sobre todo en el caso del
crecimiento superficial sobre medios sélidos (Chung et al., 1989). Los lactobacilos
crecen bien en medios ligeramente acidos, con pH inicial de 6,4 - 4,5 y con uno
optimo de desarrollo entre 5,5y 6,2. Su crecimiento cesa cuando el pH alcanza
valores desde 4 hasta 3,6 en dependencia de especies y cepas y disminuye
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notablemente en medios neutros o ligeramente alcalinos. Los Lactobacillus son
capaces de disminuir el pH del sustrato donde se encuentran por debajo del valor
4,0 mediante la formacién de acido lactico. De esta forma evitan o al menos
disminuyen considerablemente el crecimiento de casi todos los otros
microorganismos competidores, exceptuando el de otras bacterias lacticas y el de
las levaduras. (Conway et al., 1986). Los carbohidratos les resultan indispensables
para su buen desarrollo, pues los fermentan para dar lugar a acido lactico (a veces
con &cidos volatiles), alcohol y diéxido de carbono (CO,) como subproductos La
resistencia a la bilis es también una propiedad importante a tener en cuenta para
la colonizacion del intestino por los lactobacilos y se ha estudiado principalmente
en el caso de Lactobacillus acidophilus (Barefoot et al, 1994)

El género Lactobacillus pueden encontrarse en productos lacteos, quesos, granos,
productos carnicos o de pescado, agua, aguas cloacales, cervezas, vinos, frutas y
jugos de frutas, col y otros vegetales fermentados, ensilajes, masas agrias y
pulpas, aunque también forman parte de la flora normal de la boca, el tracto
gastrointestinal y la vagina de muchos animales de temperatura estable,
incluyendo al hombre. También pueden encontrarse en habitats secundarios como
los fertilizantes de origen orgénico. Algunas especies individuales se han adaptado
a determinados nichos ecoldgicos, que son de hecho sus habitats naturales,
siendo muy dificil encontrarlos fuera de éstos (Venema et al., 1996)

La patogenicidad de los Lactobacillus spp. es rara; aunque uUltimamente se han
informado  algunos procesos infecciosos en humanos donde estos
microorganismos se han encontrado involucrados. Tales son los casos de
abscesos, septicemias sistémicas y endocarditis bacterianas, provocados por L.
casei subsp. Rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum y ocasionalmente
Lactobacillus salivarius. Sin embargo, las bases bioquimicas de tal patogenicidad
aun se desconocen (Olesupo et al, 1995).

Se plantea que Lactobacillus también tienen un efecto antimicrobiano in vivo
contra cepas de Escherichia coli, Streptococcus spp; Pseudomonas spp;
Salmonella spp; Bacteroides fragilis, Clostridium spp. y Bifidobacterium sp. La
sustancia inhibidora no es activa contra cepas de Lactobacillus, sin embargo, la
actividad inhibidora no es sensible ni al calor ni a proteasas y el componente es
activo solamente en valores de pH entre 3y 5 (Saxelin; 1997).

Kandler y Weiss (1993) agrupan a los lactobacilos en los tres grupos tradicionales
establecidos por Orla-Jensen: termobacterias, estreptobacterias y betabacterias.
De modo que, sus definiciones son las siguientes: Grupo | (Termobacterias
representativas y nuevas especies descritas): Lactobacilos homofermentativos
obligados: Fermentan las hexosas casi exclusivamente a acido lactico por la via
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Embden-Meyerhoff; no fermentan las pentosas ni el gluconato. Entre estas
especies y subespecies se encuentran: Lactobacillus farciminis (Kandler et al,
1992).

Aplicacion de Lactobacilos y su efecto en polluelos.

En un estudio, se determind que fue durante la primera semana después de la
eclosion que el polluelo fue més susceptible a las infecciones por Salmonella. El
uso de una cepa de Lactobacillus no produjo proteccién, lo que les obligé a
evaluar una poblacién no manipulada de bacterias intestinales de pollos adultos
que eran resistentes a S. infantis. En la administracion oral de este cultivo mixto
indefinido, se consiguid una resistencia de tipo adulto a Salmonella. Este
procedimiento mas tarde se conocié como el Nurmi o concepto de exclusion
competitiva. El enfoque de exclusion competitiva de la inoculacion de pollitos de
un dia con una microbiota de adultos demuestra con éxito el impacto de la
microbiota intestinal sobre la funcion intestinal y la resistencia a la enfermedad
(Nisbet et al, 1998; Stern et al, 2001).

Lactobacillus farciminis.

Lactobacillus farciminis pertenece al grupo | (homofermentador estricto) del género
Lactobacillus. Es una bacteria que se encuentra naturalmente presente en ciertos
alimentos, como los productos carnicos (especialmente salchichas) y la levadura
de pan. Es capaz de producir 6xido nitrico (NO) in vitro. Aunque el papel del éxido
nitrico (NO) en el control de los procesos inflamatorios digestivos sigue siendo
controvertido, se ha demostrado que el efecto antiinflamatorio observado en la
colitis experimental se basa en mecanismos de accidon que estan principalmente
relacionados con la liberacion de oxido nitrico (NO) por el Lactobacillus farciminis
en el lumen col6nico. Los investigadores estudiaron el efecto de Lactobacillus
farciminis sobre la respuesta inmune y las células epiteliales. Habiendo
demostrado en la rata, que el estrés agudo produjo una mayor permeabilidad
intestinal, causando dolor visceral, y que L. farciminis redujo este aumento en la
permeabilidad intestinal inhibiendo las contracciones del citoesqueleto (red de
fibras intracelulares) a través de la inhibicion de la cadena ligera de miosina MLC).
Ademas, establecieron que el tratamiento oral con Lactobacillus farciminis en
diferentes modelos de inflamacion digestiva podria reducir los niveles de
citoquinas pro inflamatorias y favorecer la produccion de citocininas
antiinflamatorias, lo que sugiere un efecto inmunomodulador local de este
tratamiento (Lorica, 1998; Belgnaoui et al, 2006). La anotacién del genoma sugirio
qgue L. farciminis tiene multiples habilidades para metabolizar los productos que
contienen nitrégeno (Chiou et al, 2016).
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Efecto de Lactobacillus farciminis

Numerosas patologias del tubo digestivo, y en particular del intestino, implican en
mayor o menor grado fendmenos inflamatorios. El uso de bacterias lacticas de la
especie Lactobacillus farciminis para el tratamiento o prevencion de una patologia
del tubo digestivo, especialmente una patologia inflamatoria aguda o crénica del
intestino. Los investigadores observaron que la actividad antiinflamatoria de
Lactobacillus farciminis se debi6 a la produccion in situ en el lumen digestivo de
oxido nitrico (NO) por esta bacteria. La produccién de 6xido nitrico en cultivo por
Lactobacillus farciminis ha sido descrita por Wolf et al. (1990). Un posible papel del
oxido nitrico en la regulacion de las funciones digestivas y / o la proteccion de la
mucosa digestiva ha sido sugerido por varias observaciones. Se sabe que algunas
células del epitelio intestinal pueden producir 6xido nitrico después de la induccion
por ciertas citoquinas pro inflamatorias y / o por las toxinas lipopolisacaridas (LPS)
de bacterias entero invasoras. Se cree que este 6xido nitrico enddégeno participa, a
través de sus propiedades antimicrobianas, en la defensa contra microorganismos
patdgenos. También se piensa que participa, cuando se produce en bajas
cantidades, en la proteccion de la mucosa intestinal. Sin embargo, en mayores
cantidades, se cree que contribuye a la apariciébn y mantenimiento de un estado
inflamatorio crénico (Witthoft et al, 1998; Fioramonti et al, 1999).

Los investigadores han establecido que L. farciminis produce, en el tubo digestivo,
una cantidad de o6xido nitrico que le permite ejercer un efecto terapéutico, en
particular un efecto antiinflamatorio y un efecto sobre el dolor relacionado con la
distension visceral. En el contexto de la presente investigacion, las composiciones
gue comprenden L. farciminis se pueden administrar en forma de alimentos. Esto
puede ser, por ejemplo, productos fermentados tales como productos lacteos; En
este caso, L. farciminis puede formar parte del fermento utilizado para la
produccion de estos productos o, alternativamente, puede afadirse a ellos
después de la fermentacién. También se pueden administrar en forma de
suplementos dietéticos para incorporarlos en la dieta o para ser ingeridos
directamente. Ventajosamente, pueden empaquetarse en forma de dosis
individuales que contienen la cantidad deseada de L. farciminis (Venturi, 1999).
Estos resultados muestran que un tratamiento con L. farciminis, en condiciones
basales o condiciones de hiperalgesia inducidas por una inflamacién colénica o un
estrés de restriccion, reduce el nimero de contracciones del musculo abdominal,
lo que indica una reduccién del dolor visceral (Nobaek, 2000).
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JUSTIFICACION

La salmonelosis es un problema para la salud humana, debido a la ingestién de
alimentos contaminados entre otros la carne de pollo. Reduciendo este vector con
la inclusion de probidticos en este caso Lactobacillus farciminis en la alimentacion
de las aves de corral, en diferentes concentraciones.

En el presente trabajo es una propuesta para mejorar la salud intestinal en los
pollos y de esta manera contribuir a la salud humana.

Los costos que generan en las unidades de produccion por la utilizacién en este
caso de probidticos reducen las cargas econdmicas para los productores, al ser un
meétodo natural. Sin embargo vale la pena investigar los diferentes probidticos por
la salud de los pollos y en beneficio de la humanidad.
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OBJETIVOS
General

Determinar la respuesta en el mejoramiento de la salud intestinal en las aves
al agregar un probiético (Lactobacillus farciminis) en su dieta, al desafiarlo con una
cepa de Salmonella paratyphi

Especificos

Determinar el consumo de alimento, conversion alimenticia y mortalidad para
observar el efecto de los tratamientos del probidtico sobre estos parametros

Determinar el efecto del probiético sobre la cepa de salmonella en el
intestino delgado por medio de cortes histolégicos y observar los dafios sobre la
mucosa intestinal.

Realizar mediciones de las vellosidades intestinales para determinar el
efecto positivo o negativo del probidtico sobre la infeccion de Salmonella
paratyphi.
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HIPOTESIS

Se tendr4 una mejoria en la salud intestinal en los pollos de engorda (Gallus
gallus) con la adicion de Lactobacillus farciminis (probidtico) a diferentes
concentraciones en su dieta, al infectar las aves con una cepa de Salmonella
paratyphi.
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MATERIAL Y METODOS

Material bioldgico.

120 Pollos broiler (Gallus gallus) de 3 dias de eclosion. Estos animales se
mantuvieron en jaulas de 1.5 m x 0.5 m x 0.5 m. (con 2 divisiones para tener 3
compartimentos) en un cuarto de 3.0 m x 2.0 m x 3.0 m, que esta en la sala de
donadores del Centro de Investigacién y Estudios avanzados en Salud Animal
(CIESA). Cada grupo tenia su propia jaula y se encontraban superpuestas de la
siguiente manera, de arriba hacia abajo: Grupo control, dosis baja (0.003 gr de
Lactobacillus farciminis) y dosis alta (0.03 gr de L.farciminis) excepto el grupo
testigo el cual fue separado en un cuarto aparte para evitar su infecciéon. Debajo
de cada jaula una habia una charola de aluminio evitaba que los desechos de los
pollos cayeran a los niveles inferiores. El grupo control y testigo estaba constituido
por 15 animales, mientras que los otros dos grupos estaban constituidos por 16
animales cada uno. Los 4 grupos recibieron alimento ad-libitum.

Grupo Tratamiento

Testigo 1)Sin lactobacilo sin infeccion

Control 2)Infectado de  Salmonella, Sin
lactobacilo

Dosis baja 3)0.003 L. Farciminis e infectado

Dosis alta 4)0.03 L. farciminis e infectado

Tabla 1. Grupos establecidos para los tratamientos

Instalaciones
El experimento se realiz6 en la sala de donadores del Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA) de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autobnoma del Estado de México
(UAEMéx), ubicado en el kilbmetro 15.5 de la Carretera Panamericana Toluca-
Atlacomulco, Toluca, Estado de México.
Previo a la llegada de los animales experimentales, las instalaciones fueron
lavadas, desinfectadas con cuaternarios de amonio y encaladas para proveer a los
pollos de un dia de edad, de un ambiente libre de patégenos.
La ventilacion estaba dada por una ventana lateral en el cuarto. La temperatura en
los inicios del experimento (con la llegada de los pollitos recién eclosionados) fue
controlada con focos incandescentes de 200 watts color blanco. Al principio, los
pollitos se mantuvieron a una temperatura de 38°C y se redujo 2°C por dia hasta
llegar a 32°C, que fue la temperatura que se mantuvo el resto del experimento
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Adicion del probidtico (Lactobacillus farciminis)
Lactobacillus farciminis, el producto comercial fue almacenado segun las
especificaciones, a temperatura de 4°C, la presentacion que se tiene es el frasco
de 100gr SAFISIS (compafiia biotecnolégica especializada en el desarrollo de
ingredientes naturales por medios microbioldgicos).
La dosis se calculé de la siguiente manera: El producto comercial contiene una
concentracion de 3 x 1011 UFC/g- 1. Se utilizaron 0.003 g y 0.03 g de producto
por kg de alimento libre de antibiéticos para dosis de 1 x 10° UFC/Kg-1y 1 x 10°
UFC/Kg de alimento, respectivamente para las dosis baja y alta de probidtico.
Peso
Cada mafiana, antes de alimentarlos, cada grupo experimental fue pesado en una
balanza con capacidad de hasta 15 kg. Una vez pesados y anotados, se calculo el
peso promedio, el cual fue anotado en la bitacora. Se suministré de alimento sin
aditivo (L. farciminis), a todos los grupos de aves durante los primeros tres dias
como periodo de “adaptacion”, al cuarto dia, el alimento proporcionado se le
adiciond con L. farciminis para los grupos experimentales.
Se preparo Unicamente la cantidad consumida por dia. Se pesaron en una balanza
analitica 0.033gr de L. farciminis, los cuales se diluyeron en un tubo coénico (de
15ml) con 11 ml de agua destilada para ser llevado a un voOrtex y mezclarlo,
posteriormente se retird 1ml y se disolvido en 9 ml de agua destilada (también en
tubo cénico de 15ml). Esta agua fue vertida en el alimento y mezclada con una
batidora Oster.®
Para evaluar la mezcla se hicieron cultivos en “Agar Man, Rogosa y Sharpe” (Agar
MR S, agar exclusivo para lactobacilos) y posteriormente el alimento fue
depositado en los comederos (Lourenco et al, 2012)

Parametros de produccion.
El agua total ofrecida diariamente fue de 5000 ml., para cada uno de los grupos
experimentales. El alimento proporcionado no era de origen comercial, ya que
estos alimentos contienen antibiético que podria causar efectos en el experimento.
Durante el inicio del experimento, a cada grupo de animales se les proporcioné
una cantidad de 1000 gr de alimento (y la cantidad de alimento ascendié a 1500 gr
cuando ya no fueron suficientes 1000 gr), cada dia se peso el alimento que sobré
en los comederos y fue anotado en la bitdcora para su analisis. Durante la primera
semana del experimento, el agua fue adicionada con vitaminas (Perusquia et al,
1985).
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Tabla 2. Ingredientes contenidos en el alimento y su proporcién (aproximada) respecto a un Kg.

Ingrediente Cantidad gr
Sorgo (8.5%) 547.30
P. Soya (46%) | 368.0
Aceite Vegetal | 38.0
Ortofosfato 17.0
Calcio (38%) 14.0
Pigmento (20 0.0
gr/kg)

Sal Refinada 3.3
DI-Metionina 3.3
Bicarbonato de | 2.2
Sodio

Premezcla 2.0
Vitaminas

Cloruro de 1.0
Colina (60%)

L-Lisina 2.3
Premezcla 0.60
Mineral

Coccidiostato 0.0
Carophil Rojo 0.0
Antioxidante 0.15
L-Treonina 0.30
TOTAL (gr) 1000

Inoculacion de la infeccion (Salmonella paratyphi)
Se utilizé una cepa de Salmonella paratyphi, la cual se inocul6 a tres de los cuatro
grupos de pollos (Control, 0.003[DB] y 0.03 [DA]) en un lapso de 10 dias de haber
sido adaptados. Se preparé 250ml de caldo peptonado en un matraz Erlenmeyer,
a la cual se afadié 1ml de la sepa de Salmonella paratyphi con el fin de obtener
UFC 1x10° para administrar 1ml a cada pollo de los grupos experimentales
excepto al grupo testigo (Oto et al, 1999)

Sacrificios y necropsias
Se hicieron los sacrificios en la sala de necropsias del CIESA, los sacrificios fueron
realizados a los 14, 18 y 21 dias de haber iniciado el experimento, por el método
fisico de dislocacién cervical; bajo la NOM-033-ZO0-1995, Sacrificio humanitario
de los animales domeésticos y silvestres, es una técnica que se ha utilizado durante
muchos afios la cual es efectiva y humanitaria. Para darle colocacion al cadaver,
se desarticularon los muslos a nivel de la articulacion coxofemoral, posteriormente
se retird la piel de la region abdominal. Se hizo un corte en la pechuga caudal y se
jalé hacia la parte superior para exponer las visceras toracicas y abdominales. Se
tomo el duodeno de los animales sacrificados, esta se tomé del asa duodenal,
después se hizo un amarre con hilo de tal forma que el intestino tendra forma de
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U, se le inyecto formalina al 10% y se introdujo en un frasco de PET de 250ml con
formalina. El yeyuno se tomé antes del diverticulo de Meckel y se efectud el
mismo procedimiento como con el duodeno. El ileon se tom6 antes de los ciegos y
se efectud el mismo procedimiento con los anteriores cortes. (Perusquia et al,
1985).

Histologia

Los tejidos fueron sacados de los frascos previamente clasificados (ver seccion de
Sacrificios y Necropsias), se tomé solo una parte de cada seccion intestinal, donde
se procesé un total de 120 secciones de cada parte del intestino delgado
(duodeno, yeyuno e ileon). De cada seccion del intestino se cortdé un segmento de
aproximadamente de 6 mm y se colocaron en cassettes histosettes (pequefias
cajas especializadas en histologia, ya que estan hechas de poliacetal y son
resistentes a los solventes, sus dimensiones son: 40 x 28 x 6 mm), ya que
estuvieron en los cassettes, se sumergieron en agua para eliminar el residuo del
alimento contenido en las secciones intestinales, después los cassettes fueron
llevados para iniciar el proceso de deshidratacion y aclaracion sumergiéndolos en
alcoholes a distintas concentraciones. Posteriormente, se realizé la inclusion de
los tejidos en parafina fundida, una vez que la parafina se solidifico, se hicieron
cortes de 10 um en un micrétomo. Los cortes fueron colocados en portaobjetos y
tefildos con hematoxilina-eosina (HE) (Tapia et al, 2012).

Microscopia y mediciones
Se utilizd un microscopio Motic® modelo BA210 (con camara incluida), esté
microscopio fue conectado a una computadora que tiene instalado el software
Motic-Images Plus 2.0 en el Centro de Investigacion en Recursos Bi6ticos (CIRB)
de la Facultad de Ciencias de la UAEMéx. Una vez enfocada la imagen, se tomod
la foto desde la computadora, la imagen debié ser guardada inmediatamente, con
la cual se pudo empezar a trabajar con las mediciones de las vellosidades. Las
mediciones fueron tomadas a partir de la capa muscular de la mucosa (Horst et al,
1971), con el objetivo 4x, haciendo mediciones de las longitudes de cada seccién
del intestino delgado, realizando un total de 1080 mediciones; 360 de duodeno,
360 de yeyuno y 360 de ileon, de las cuales 90 de las mediciones correspondian a
cada uno de los diferentes grupos (Testigo, control, dosis baja [DB] y dosis alta
[DA]), a su vez 30 mediciones corresponden a cada dia de sacrificio.
Analisis estadisticos.

Se realizaron analisis de varianza (ANOVA simple) para determinar las diferencias
entre los tratamientos, ademés, un Modelo Lineal Generalizado para analizar
cuales variables influiran en la variable dependiente (Petrie et al., 2006), utilizando
el programa Statgraphics Centurion XV.
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Resultados
Pardmetros de produccion analizados
Consumo de alimento promedio

Como se puede observar en la grafica (Figura 1), el consumo de alimento fue
variado para los cuatro grupos sobre todo para el grupo dosis alta (DA), al dia
nueve el grupo DA, es el grupo que consume la menor cantidad de alimento, en el
dia 17 el consumo de alimento en el grupo DA es menor a comparacion de los
deméas grupos donde puede estar influenciado por el estrés ocasionado por la
infeccion Salmonella paratyphi. Por ultimo se observa que el grupo control (C) es
el que consumié mayor alimento que los demas grupos, estadisticamente se
puede observar diferencias significativas (P<0,05)
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Figura 1. Consumo promedio de alimento a partir del inicio del tratamiento. Dénde la flecha indica las diferencias
significativas en el grupo DA.

Consumo de agua promedio

Como se puede observar en la gréafica (figura 2), el consumo de agua promedio
por individuo fue similar para los cuatro grupos excepto hasta el dia 19 donde se
puede observar que en el grupo C fue el que consumié mas agua esto puede ser
debido a los sintomas subclinicos de la Salmonella paratyphi en los cuales es la
perdida de electrolitos por deshidratacién y por consecuencia el individuo tiene la
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necesidad de saciar su sed a lo que también se puede observar el mismo caso en
el dia 20 donde el grupo infectado con salmonella dosis baja (DB) se puede
observar que fue el grupo que tomo mas agua debido a la necesidad por la
pérdida de electrolitos, estadisticamente se pueden observar diferencias
significativas (P<0,05).
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Figura 2. Consumo de agua promedio por individuo a partir del inicio del tratamiento. Donde las flechas indican
diferencias significativas en los grupos Cy DB

Peso individual promedio

Como se puede observar en la gréfica (figura 3), los pesos individuales por grupo,
se observan diferencias de pesos entre los grupos. Donde se puede observar que
el grupo testigo (T) es el grupo donde tiene mas ganancia de pesos individuales a
principio del experimento y es el mas homogéneo hasta el final del experimento.
En el dia 19 se puede observar que el grupo con menor peso promedio fue el de
DA, ademas se puede observar que los grupos infectados con salmonella tienen
una diferencia de peso en comparacion con el grupo Testigo. Al final del
experimento se puede observar que el grupo control C tuvo un repunte en el peso
promedio por individuo por lo que se le puede atribuir a que este grupo a pesar de
la infeccidn no estuvo bajo el estrés de la exclusién competitiva entre el lactobacilo
y la infeccion de salmonella, estadisticamente existen diferencias significativas
(P<0,05).
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Figura 3. Peso promedio individual por grupo a partir del dia en que comenzé el tratamiento. Donde la flecha indica
las diferencias significativas en el grupo C

Estudios histologicos

Las mediciones de las longitudes de las vellosidades, fueron tomadas a partir de la
capa muscular de la mucosa, debido a las diferentes formas que presentaron las
vellosidades, se midieron formas completamente rectas y también vellosidades
curvas, e incluso en forma de “S”, para las vellosidades que presentaban curvas,
el programa Motic® contiene una opcién que puede medir arcos, por lo que fue
utilizado en estos casos.

Se midieron un total de 1080 vellosidades durante el experimento (360 de
duodeno, 360 de yeyuno y 360 de ileon), en las cuales se observo que el duodeno
siempre tuvo las mediciones mas largas, seguido del yeyuno y las mediciones mas
cortas se encontraron en el ileon. Se pudo observar que el rango de las
mediciones fue muy amplio en los grupos infectados con Salmonella paratyphi y
tratados con Lactobacillus farciminis, en el segmento del yeyuno e ileon se obtuvo
una mejora significativa bajo el efecto de la, DA donde en los segmentos del
yeyuno e ileon se observaron efectos positivos del Lactobacillus farciminis.

Longitudes de las vellosidades del duodeno
Los rangos de las mediciones de las vellosidades del duodeno (Tabla 3)

fueron muy amplios para los cuatro grupos principalmente en el grupo testigo T.
Durante el dia 14 del tratamiento, la longitud mas corta se encontré en el grupo
DA y la mas larga en el grupo T. Al tomar en cuenta el valor podemos observar
que el grupo testigo T es el que muestra un valor mayor. En el dia 18 de
tratamiento el grupo DA tiene la longitud mas corta. Mientras la medicion mas

24



Adicion de Lactobacillus farciminis (probiético)en la dieta de pollos de engorda (Gallus gallus)
en desafié con una cepa de Salmonella paratyphi

2017

larga se encuentra en el grupo Testigo. En el dia 21 del tratamiento, el grupo DA
tiene la longitud mas corta, sin embargo al final del experimento la medicion del
grupo DA tuvo una medida mas larga con respecto a los grupos infectados, C y
DB por lo que se puede describir que el tratamiento de Lactobacillus farciminis
tuvo un efecto ligeramente positivd con respecto a la infeccion de Salmonella

paratyphi.
Duodeno
Dia 14 de tratamiento
Min (um) Max(um) X(£)S(um)

Testigo 931.6 1479.75 1129.33 (180.1)
Control 340 1024 637.38 (161.3)
DB 277.6 1065.6 647.33 (209.78)
DA 219.2 1272.4 702.70 (313.84)

Dia 18 del tratamiento
Testigo 1057.7 1606.25 1306.3 (151.78)
Control 369.6 1003.6 665.73 (173.02)
DB 281.6 1145.6 693.48 (218.34)
DA 242 1040 689.84 (236.02)

Dia 21 del tratamiento
Testigo 840.1 1911.85 1415.7 (294.49)
Control 314.4 1202.8 772.84 (249.79)
DB 272.8 1166.8 710.64 (203.29)
DA 223.6 1358 785.37(246.01)

Tabla 3. Mediciones de las vellosidades del duodeno de los grupos de estudio en los diferentes dias de tratamiento
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Las vellosidades observadas (Tabla4) en cada uno de los grupos, mostraron una
morfologia diferente. En el dia 14, 18 y 21 se puede observar el grupo T el cual
cuenta con vellosidades angostas, con un mejor desarrollo, con mayor
recubrimiento de mucosidad y entre cada vellosidad un espacio muy corto. El
grupo C a lo largo de los dias (14, 18 y 21 dias) mostré un menor desarrollo en
cuanto al crecimiento longitudinal, se logra visualizar un menor numero de
vellosidades y los espacios entre cada una de estas es mayor con respecto al
grupo T, en cuanto al recubrimiento de mucosa se observa ser menor. En el grupo
DB a lo largo de los dias las vellosidades logran tener una menor longitud, con
respecto a los dos grupos anteriores ademas se observa un deficiente desarrollo
de las vellosidades, los espacios entre cada vellosidad son aun mas amplios que
en el grupo C excepto al dia 21 se observa una leve mejora en la morfologia de
las vellosidades donde se observa un mejor recubrimiento de mucosa en las
vellosidades. En el grupo DA a lo largo de los dias, las vellosidades se pueden
observar un nimero mayor con respecto al grupo DB y menor con los grupos T y
C. Podemos observar que el desarrollo de las vellosidades duodenales es mejor
en los grupos T y DA sin embargo con respecto a los grupos con dosis de
Lactobacillus farciminis e infectados con Salmonella paratyphi se observa que el
grupo con DA tuvo una leve mejora ya que se puede observar un mejor
recubrimiento de la mucosa con respecto al grupo C y dosis DB.
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[ DUODENO

TESTIGO CONTROL DOSIS BAJA DOSIS ALTA

La escala equivale a 100 ym
Tabla 4. Cuadro comparativo de las vellosidades del duodeno de los grupos de estudio, en distintos dias de tratamiento,
vistas con un objetivo 4x. Tamario de cada imagen 800x600.
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La grafica (figura 4) muestra las medias de las longitudes de las vellosidades del
duodeno a lo largo del experimento. Durante el dia 14 de tratamiento la media del
grupo T se encuentra muy alejada de resto de los grupos, se puede observar una
diferencia de media ente los grupos DB y DA. Se observa claramente que la media
del grupo C, se empata con la media del grupo DB. Se le atribuye un efecto
positivo con respecto a la infeccién de Salmonella paratyphi en la longitud de las
vellosidades duodenales a los grupos que se les administré el lactobacilo, estos
son el grupo DB y DA. El valor de P= 0,0001 < 0,05 lo que indica que existen
diferencias significativas entre los grupos (Al dia 18 del tratamiento el grupo T)
mostro las longitudes de mayor tamafo, mientras el grupo control tiene la media
mas baja ademas se puede observar un empate entre la media del grupo DB y DA
donde se puede observar, que el efecto del Lactobacillus farciminis, al dia 18
presenta una leve mejora en contra de la Salmonella paratyphi. Sin embargo,
estadisticamente existen diferencias significativas entre las longitudes de las
vellosidades. Debido a que el valor de P= 0,0001 < 0,05 donde existen diferencias
entre los grupos. En el dia 21 de tratamiento se observa que la cepa de
Salmonella paratyphi resulto agresiva donde se observa en el caso del grupo T, la
media tiene una diferencia significativa con respecto a los grupos infectados, para
el caso de DB hubo una respuesta negativa al tratamiento manifestandose en el
dia 21 con menor desarrollo de las vellosidades. En el caso del grupo DA se
manifestd un crecimiento con la media mas alta con respecto a los grupos
infectados por lo que el tratamiento de Lactobacillus farciminis tuvo una leve
mejora contra la infeccion de Salmonella paratyphi. Estadisticamente existen
diferencias significativas entre los grupos debido al valor de P=0.0001 < 0,05
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Figura 4. Comparacion de las longitudes de las vellosidades del duodeno mostrando las medias de los tres diferentes dias de
tratamiento, donde las flechas indican las diferencias significativas entre los grupos.

Longitudes de las vellosidades del yeyuno
Los rangos de las mediciones de las vellosidades del yeyuno (figura 5) fueron

muy amplios para los cuatro grupos principalmente en el grupo T. Durante el dia
14 del tratamiento, la longitud mas corta se encontrd en el grupo dosis baja (DB) y
la mas larga en el grupo DA. Al tomar en cuenta el valor podemos observar que
el grupo DA es el que muestra un valor mayor. En el dia 18 de tratamiento el
grupo C tiene la longitud mas corta, mientras la medicibn mas larga se encuentra
en el grupo DA sin embargo el grupo control muestra un valor mayor. En el dia
21 del tratamiento, el grupo DB tiene la longitud mas corta, y al final del
experimento la medicién del grupo T tuvo una medicion mas larga. Con respecto
a los grupos infectados el grupo C se observa con la mayor medida de
vellosidades seguido de la DA por lo que se puede describir que el tratamiento de
Lactobacillus farciminis en el yeyuno tuvo un efecto ligeramente positivd con
respecto a la infeccion de Salmonella paratyphi.
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Yeyuno

Dia 14 de tratamiento

Min(um) Max(um) X(£)S(um)
Testigo 358.1 762.15 533.61 (100.66)
Control 267.2 633.2 412.94(100.94)
DB 206.4 749.6 483.28(129.169
DA 302.4 813.2 606.37 (154.45)
Dia 18 del tratamiento
Testigo 365.2 945.8 476.1 (113.63)
Control 133.6 815.6 557.92(194.16)
DB 237.2 764.4 427.92 (104.019
DA 198.8 984 506.10 (202.65)
Dia 21 del tratamiento
Testigo 612 1024.65 835.72 (118.36)
Control 189.6 972.4 617.32 (208.63)
DB 170.8 808.8 555.09 (177.79)
DA 209.6 952.8 531.37 (212.38)

Tabla 5. Mediciones de las vellosidades del yeyuno de los grupos de estudio en los diferentes dias de tratamiento.
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Las vellosidades observadas en cada uno de los grupos (tabla 6), mostraron una
morfologia diferente. En el grupo T a lo largo de los dias de experimento se
pueden observar vellosidades angostas, con un desarrollo de vellosidades con
mayor mucosidad y entre cada vellosidad un espacio muy corto. El grupo C a lo
largo de los dias del experimento con respecto a ser uno de los grupos infectados
mostré un menor desarrollo en cuanto al crecimiento longitudinal, ademas se
logra visualizar un menor niumero de vellosidades, los espacios entre cada una de
estas, y menor mucosidad en cuanto al desarrollo de vellosidades, parece ser
menor que el del grupo T. En el grupo DB a lo largo de los dias del experimento,
las vellosidades tienen una menor longitud, con respecto a los dos grupos
anteriores ademas se observa un deficiente desarrollo de las vellosidades, los
espacios entre cada vellosidad son aun mas amplios y existe un menor
recubrimiento de mucosidad en las vellosidades que en el grupo C. En el grupo
DA las vellosidades se puede observar una mejora con respecto a los grupos
infectados donde se puede ver un numero mayor de vellosidades y un mejor
recubrimiento de la mucosidad. Podemos observar que el desarrollo de las
vellosidades del yeyuno reacciond favorablemente al tratamiento de Lactobacillus
farciminis con respecto a la infeccién de Salmonella paratyphi en una dosis alta.

31



Adicion de Lactobacillus farciminis (probiético)en la dieta de pollos de engorda (Gallus gallus)
en desafié con una cepa de Salmonella paratyphi

2017

YEYUNO

Dia
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A

™

DOSIS ALTA

La escala equivale a 100 ym

Tabla 6. Cuadro comparativo de las vellosidades del yeyuno de cada grupo de estudio, en diferentes dias de tratamiento, vistas con un
objetivo 4x. Tamafio de cada imagen 800x600

La grafica (figura 5) muestra las medias de las longitudes de las vellosidades de la
seccion del yeyuno. Durante el dia 14 de tratamiento la media del grupo DA se
encuentra muy alejada de resto de los grupos, se puede observar una diferencia




Longitud vellosidad (micras)
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de media ente los grupos C y DB. El efecto del grupo con DA de lactobacilos, se le
atribuye un efecto positivo con respecto a la infeccion de Salmonella paratyphi en
la longitud de las vellosidades del yeyuno a los grupos que se les administr6 el
Lactobacillus farciminis, estos son el grupo DB y DA. El valor de P=0,0001<0,05
(Gl 119) lo que indica que existen diferencias estadisticas entre los grupos. En el
dia 18 del tratamiento el grupo C mostro las longitudes de mayor tamafio, mientras
el grupo DB tiene la media mas baja ademas se puede observar que el efecto de
la DA sigue con una constante mejora a través del tiempo de tratamiento con
lactobacilos. Estadisticamente existen diferencias significativas entre las
longitudes de las vellosidades. Debido a que el valor de P=0,0184<0,05 (Gl 119)
donde existen diferencias entre los grupos. En el dia 21 de tratamiento se observa
que la cepa de Salmonella paratyphi resulto agresiva donde se observa en el caso
del grupo T la media tiene una diferencia significativa con respecto a los grupos
infectados, para el caso de DB hubo una respuesta positiva al final del
experimento con respecto al tratamiento manifestandose en el dia 21 con una leve
mejora en el desarrollo de las vellosidades. En el caso del grupo DA se manifesto
un crecimiento con la media mas baja al dia 21 con respecto a los grupos
infectados. Sin embargo a través del tiempo de tratamiento se puede observar una
mejora constante con respecto a los dias del experimento. Estadisticamente
existen diferencias significativas entre los grupos debido a que el valor de
P=0,0001<0,05 (Gl 119).

YEYUNO

Dia 18 del tratamiento Dia 21 del tratamiento

Dia 14 del tratamiento
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Figura 5. Comparacion de las vellosidades del yeyuno mostrando las medias de los tres diferentes dias de tratamiento donde, las flechas
indican las diferencias significativas entre los grupos

Longitudes de las vellosidades del ileon
Los rangos de las mediciones de las vellosidades del ileon (Tabla 7) fueron

muy amplios para los cuatro grupos. Durante el dia 14 del tratamiento, la longitud
mas corta se encontrd en el grupo DA y la mas larga en el grupo T. Al tomar en
cuenta el valor de podemos observar que el grupo T es el que muestra un valor
mayor. En el dia 18 de tratamiento el grupo DA tiene la longitud més corta, al igual
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de tener medicion mas alta, sin embargo el grupo T muestra un valor mayor. En
el dia 21 del tratamiento, el grupo DB tiene la longitud mas corta, sin embargo al
final del experimento la medicién del grupo C tuvo una medicion mas larga. Por
con respecto a los grupos tratados con Lactobacillus farciminis e
infectados con Salmonella paratyphi se pudo observar que el grupo DA tuvo un

otro lado

efecto positivo a través del tiempo del experimento.

lleon

Dia 14 de tratamiento

Min(um) Max(um) X(£)S(um)
Testigo 301.3 697.1 453.58 (112.56)
Control 272.4 704.8 398.00 (105.14)
DB 249.6 762.8 434.60 (148.91)
DA 181.6 602 331.37 (110.39)
Dia 18 del tratamiento
Testigo 266.25 551.15 414.79 (72.8)
Control 177.6 599.2 338.53 (106.57)
DB 168.4 629.2 395.53 (118.75)
DA 94.8 613.6 334.69 (142.92)
Dia 21 del tratamiento
Testigo 258.35 659.25 421.56 (105.98)
Control 192.4 820 415.00 (121.49)
DB 155.6 652.4 356.97 (106.20)
DA 266.8 703.6 461.21 (122.08)

Tabla 7. Mediciones de las vellosidades del ileon de los grupos de estudio en los diferentes dias de tratamiento.
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Las vellosidades observadas en cada uno de los grupos (tabla 8), mostraron una
morfologia diferente. En el grupo T a lo largo del experimento (14 18 y 21 dias) se
pueden observar mayor numero de vellosidades, con mayor recubrimiento de
mucosidad y entre cada vellosidad un espacio muy corto. El grupo C a lo largo del
experimento al ser uno de los grupos infectados mostré6 un buen desarrollo en
cuanto al crecimiento longitudinal, ademés se logra visualizar menor niumero de
vellosidades con respecto al grupo testigo y tener el mayor espacios entre cada
una de estas, ademas de tener un menor recubrimiento de mucosidad. En el grupo
DB, a lo largo del experimento las vellosidades tienen una mejor longitud, con
respecto a los dos grupos anteriores ademas se observa un minimo incremento en
el desarrollo de las vellosidades, los espacios entre cada vellosidad mas cortos
que en el grupo C y tener mejor recubrimiento de la capa de la mucosidad. En el
grupo DA a lo largo del experimento las vellosidades se puede observar una
mejora con respecto a los grupos infectados donde se puede ver un numero
mayor de vellosidades con respecto al grupo DB y menor con el grupo T. Ademas
de estar mas integra la pared de la mucosa, Podemos observar que el desarrollo
de las vellosidades del ileon reaccion6 de manera positiva al tratamiento con DA
de Lactobacillus farciminis en contra de la cepa de Salmonella paratyphi.
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ILEON
TESTIGO CONTROL DOSIS BAJA DOSIS ALTA

La escala equivale a 100 um

Tabla 8. Cuadro comparativo de las vellosidades del ileon de los grupos de estudio, en cada dia de tratamiento, vistas con
un objetivo 4x. Tamaiio de cada imagen 800x600
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La gréfica (figura 6) muestra las medias de las longitudes de las vellosidades de la
seccion del ileon. Durante el dia 14 de tratamiento la media del grupo DA se
encuentra por debajo del resto de los grupos, se puede observar una minima
diferencia de media ente los grupos C y DB. El efecto del grupo con DB y DA de
Lactobacillus farciminis, se le atribuye un efecto positivo con respecto a la
infeccion de Salmonella paratyphi. En cuanto a los datos estadisticos de longitud
de las vellosidades del ileon durante el dia 14 de tratamiento los cuatro grupo
obtuvieron un valor de P=0.008<0,05 (Gl 119) lo que indica que existen diferencias
significativas entre los grupos). En el dia 18 del tratamiento el grupo C mostro las
longitudes de similar tamafio, a las del grupo DA donde sus medias empatan.
Mientras el grupo DB sigue con una constante mejora a través del tiempo de
tratamiento con lactobacilos. Sin embargo, estadisticamente existen diferencias
significativas entre las longitudes de las vellosidades. Debido a que el valor de
P=0,004<0,05 (Gl 119) donde existen diferencias entre los grupos). En el dia 21 de
tratamiento se observa que la cepa de Salmonella paratyphi resulto agresiva sin
embargo se puede observar una notable mejora, para el caso de DB y DA donde
hubo una respuesta positiva al final del experimento con respecto al tratamiento
del Lactobacillus farciminis. En el caso del grupo DA se manifesté un crecimiento
con la media mas alta hasta dia 21 con respecto a los grupos infectados.
Estadisticamente  existen diferencias significativas entre los grupos donde
P=0,006<0,05 (Gl 119)

Figura 6. Comparacion de las longitudes de las vellosidades del ileon mostrando las medias de los tres diferentes dias de tratamiento,
donde las flechas marcan las diferencias significativas entre los grupos.
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Modelo lineal generalizado (MGL)

El modelo lineal generalizado, compara cada una de las variables independientes
con la variable dependiente.

Longitud de vellosidad vs tratamiento

Se puede observar en la grafica (Figura 7) que las longitudes de las vellosidades
mas largas (incluyendo el grupo testigo sin infeccion ni tratamiento) se encuentra
en el grupo Testigo ademas se pude observar que no se observa alguna diferencia
entre los grupos infectados por lo que la infeccidn y el tratamiento fueron positivos
al observarse en la grafica que se generd un estrés entre los grupos control, dosis
baja (DB) y dosis alta (DA). Estadisticamente se observan diferencias, por lo que
P=0.0001<0.05. 1200
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Figura 7. Medias de las longitudes de las vellosidades en cada tratamiento donde la flecha muestra las diferencias
significativas en el grupo testigo

Longitud de vellosidad vs seccién intestinal

Se puede observar en la gréfica (figura 8) que la seccidn intestinal que tuvo las
longitudes mas largas fue el duodeno, seguida del yeyuno y por ultimo el ileon.
Debido a la fisiologia de cada seccion, resulta l6gico. Ya que la longitud de las
vellosidades del duodeno son mas largas y las ileon las mas cortas. El valor de
P=0.02 < 0,05.
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Figura 8. Medias de las longitudes vs la seccion de intestino. Donde la flecha muestra las diferencias significativas entre
los segmentos duodeno yeyuno e ileon
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Longitud de vellosidad vs dia de tratamiento
Durante el experimento, se puede observar en la grafica (figura 9) que el factor

tiempo (dia de tratamiento y dia de sacrificio) tiene influencia sobre la longitud de
las vellosidades. El dia 14 de tratamiento, se ve menor favorecido que el dia 18 y
el dia 21, donde el dia 18 es el que presenta las longitudes mas largas. Esto
podria indicar que el efecto del Lactobacilo farciminis no es el mismo con el paso
del tiempo con respecto a la infeccion de Salmonella paratyphi. No existen
diferencias entre los grupos el valor de P=0.46 > 0,05.
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Figura 9. Medias de las longitudes vs dia de tratamiento. Donde no existen diferencias significativas.
Discusion

Los probiodticos son definidos como un suplemento alimenticio que benefician la
salud del hospedero. Generalmente es considerado que éstos llevan a cabo un
mejoramiento en el balance microbial. Sin embargo cada vez es mas claro el
beneficio que estos tienen en la salud via inmunidad. El tracto gastrointestinal
cumple varias funciones tales como la absorcion y digestién de nutrientes. Una de
estas es que el intestino es hospedero de una compleja mezcla de microbios,
estos son parte de nuestra microbiota, los cuales juegan un papel importante en la
salud. Bifidobacterium y Lactobacillus son una fuerte asociacién que mantiene el
balance microbial de los intestinos (Cruz, 2009; Milian, 2005).

Gran parte del sistema inmune esta dedicado a proteger el tracto gastrointestinal,
por eso existen sistemas adicionales que protegen el sistema digestivo. Un
elemento clave en la defensa del sistema digestivo es la microbiota endégena. Las
bacterias benéficas compiten con los patégenos por los sitios de adhesiéon y por
nutrientes, es por ello que se necesita de nuevos enfoques para limitar la
concentracion de patégenos en el tracto gastrointestinal (Spring, 2004). Por esta
razon es importante el uso de probidticos para desarrollar en el ave una
colonizacion microbiologica efectiva del tracto digestivo (Moreno, 2009). Pero este
equilibrio se puede perturbar, cuando el ave sufre agresiones: estrés,
desequilibrios nutricionales, vacunaciones, suministro masivo de antibidticos y
sustancias que perturban el valor del pH del intestino. Entonces, los factores que
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perturban el equilibrio de la flora intestinal, tienen una repercusion en la salud del
animal (Botero, 2008).

Los lactobacilos crecen bien en medios ligeramente 4cidos, con pH inicial de 6,4 -
4,5. La mayoria de las cepas de Lactobacillus son principalmente aerotolerantes;
su crecimiento Optimo se alcanza bajo condiciones microaerofilicas o anaerdbicas.
La mayor parte de los lactobacilos son mesofilos, con un limite superior de 40°C.
Aunque su rango de temperaturas para el crecimiento oscila entre 2° y 53°C. Los
miembros de este género transforman la glucosa y las hexosas aldehidicas
similares, los carbohidratos que producen estos azucares simples y los alcoholes
polihidroxilicos en acido lactico por homofermentacion o bien, en &cido lactico y
otros productos finales adicionales como acido acético, etanol, diéxido de carbono,
acido férmico y acido succinico (Boonkumklao et al., 2006)

Patterson y Burkholder, (2003) reportaron que los microorganismos como
lactobacilos pueden actuar en la inhibicion de patdégenos a través de mecanismos
como la competencia por sitios de unién o por nutrientes, la produccién de
compuestos toxicos y la modulacion del sistema inmunitario. Las bacterias del
género Lactobacillus spp. han demostrado ser eficaces en la reduccion de la
presencia de Salmonella minnesota.

Los brotes de salmonelosis en los seres humanos se asocian a menudo con el
consumo de huevos y carne de aves de corral contaminadas con esta bacteria
(Molbak y Neimann, 2002). Por esta razon, la cadena avicola ha implantado
estrictas medidas de bioseguridad destinadas a controlar la Salmonella spp., en
las parvadas y reducir el potencial de contaminacién de sus productos. Otras
herramientas que también se utilizan para este proposito son el uso de probidticos,
prebibticos, extractos de plantas y &cidos organicos en la dieta o en el agua
potable destinada a los animales (Van Immerseel et al., 2006). Las serovariedades
no tificas como Salmonella paratyphi, pueden causar septicemia, estado portador
o infecciones como meningitis, artritis, osteomielitis, colangitis, neumonia, arteritis,
endocarditis o infecciones del aparato urinario (Uribe et al., 2006).

La adaptaciéon del pollito al periodo post eclosion junto con diversos factores de
estrés, derivados de las practicas utilizadas en la produccion intensiva de pollos de
engorde, puede debilitar la funciéon inmune y asi la predisposicion a los pollos a la
colonizacion del tracto gastrointestinal por patdgenos bacterianos, lo cual
representa una amenaza para la salud de las aves. Para atenuar estas
dificultades, las dietas son suplementadas con probidticos, los cuales han
mostrado ser efectivos en la disminucion de los trastornos diarreicos y en la
promocioén del crecimiento animal (Armstrong, 1986; Parker y Armstrong, 1987)
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Lactobacillus farciminis ha sido usado como probidtico en cerdos hasta el destete,
durante ese experimento se observo un incremento en los parametros productivos
(EFSA, 2008; Piloto et al.,, 2010); también ha sido utilizado en ratas como
tratamiento para reducir la inflamacion del colon por estrés, los resultados fueron
favorables ya que al parecer este lactobacilo previene la inflamacion y la
hipersensibilidad (Ait-belgnaoui et al., 2009 ); en avicultura solamente ha sido
reportado utilizado en una dosis veinte veces mas alta sobre la minima requerida,
verificando que este probiético no causa dafio alguno sobre el sistema
gastrointestinal de las aves, pero sin ningun dato sobre su influencia en la salud
intestinal o los parametros productivos (EFSA, 2006). Es por eso que se decidio
formar cuatro grupos, en los que el grupo testigo no se le administro dosis de
Lactobacillus farciminis ni se inoculo con infeccion de Salmonella paratyphi esto
con el fin de tener una comparacion de aves sanas con respecto a los demas
grupos infectados. El grupo control (C) solo se le infecto con Salmonella paratyphi
sin administrar tratamiento con lactobacilos con la finalidad de poder comparar un
grupo infectado sin tratamiento con respecto a los grupos dosis baja y dosis alta
los cuales se les administro el Lactobacillus farciminis y se les inoculo con
Salmonella paratyphi con la finalidad de observar el efecto del lactobacilo contra
una infeccion de Salmonella paratyphi. Smirnov et al. (2005) investigaron en pollos
de engorde el efecto de un antibidtico promotor del crecimiento (avilamicina, 5
mg/kg de alimento) y de un suplemento probidtico (constituido por Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum y Enterococcus faecium,
2 g/kg de alimento y concentracién celular minima de 1,0 x 108 UFC/g) en la
poblacién microbiana del intestino y la dindmica de la mucina. Cuando se compara
con el grupo control (dieta sin antibiéticos o probi6ticos), la dieta con antibiético
indujo a: un incremento de Bifidobacterium spp. En el duodeno, un aumento de la
densidad de las células bordes en el yeyuno e ileon y menor nivel de
glicoproteinas de la mucosa en el duodeno. Por su parte, las aves que se trataron
con el probidtico: incrementaron la poblacion de Lactobacillus spp. En el ileon,
provocaron el engrosamiento significativo del area de las células bordes a través
del intestino y elevaron los niveles de glicoproteinas de la mucosa en el yeyuno.

Se analizaron en los cuatro grupos el consumo de agua, consumo de alimento y
ganancia de peso individual. Lo cual se obtuvo como resultado que existen
diferencias significativas. El grupo testigo (T) se mantuvo con las mediciones mas
altas probablemente porgue se mantuvieron las condiciones sanitarias correctas y
no se indujo a un estrés del sistema inmune de los pollos. Sin embargo en los
grupos de dosis alta (DA) y dosis baja (DB) con Lactobacillus farciminis decrecio el
consumo de alimento y de agua, probablemente por el estrés generado por las
dosis de Lactobacillus farciminis y la inoculaciéon de Salmonella Paratyphi ya que
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se puede observar el efecto en los parametros de produccion debido a que la cepa
inoculada de Salmonella paratyphi es considerada una enfermedad subclinica esto
quiere decir que la sintomatologia no es tan notoria ni tan agresiva con el
organismo portador pero puede alterar el comportamiento de la obtencion de
nutrientes como la ingesta de alimento y el consumo de agua. Por lo que debe
existir permanentemente un equilibrio entre el tipo de flora que se genera, la
integridad de la mucosa intestinal y la dieta de los animales. Si se rompe este
equilibrio, puede llevar a una lesion o enfermedad con esto conlleva a una perdida
en los parametros de produccion. (Sansalome, 2008).

Los resultados obtenidos de la morfometria de las vellosidades de diferentes
segmentos (duodeno, yeyuno e ileon) donde la tasa de crecimiento es mayor en la
seccién duodenal, decreciendo progresivamente a medida que se acerca al colon.
De hecho el duodeno muestra una mayor tasa de crecimiento temprano que el
yeyuno e ileon (Barnes et al., 1972). En la seccién del duodeno se pudo observar
que el efecto de Lactobacillus farciminis donde se obtuvo la respuesta esperada
ya que en la mediciones los grupos con dosis de Lactobacilos farciminis estan muy
por debajo del grupo testigo (T). Un estudio de Santin et al., en el 2001 y Artiga en
el 2002, donde obtienen longitudes de vellosidades que van de entre 1900 y 1987
um en la seccion del duodeno. Por lo que también se puede observar en los
cortes histologicos y las mediciones la influencia de la infeccion con Salmonella
paratyphi debido a la disminucion de las mediciones de las vellosidades y a los
espacios entre ellas y el dafio, como la disminucién de la mucosa alrededor de las
vellosidades probablemente la infeccion de la Salmonella paratyphi en el
segmento del duodeno tenga mejor adaptacion y fijacibn mientras que el
lactobacilo necesite una mayor dosis para contrarrestar el efecto de la Salmonella
paratyphi . Los microorganismos que se utilizan como probi6ticos se caracterizan
por producir diferentes sustancias que inhiben a los microorganismos patdgenos,
estos Ultimos poseen la capacidad de adherirse a la mucosa intestinal de los
animales y causar enfermedades entéricas (Edelman et al., 2003), ya que en los
grupos infectados sobre todo en el grupo dosis baja (DB) se puede observar un
minimo recubrimiento de mucosa, una mayor separacion entre cada vellosidad y
tener vellosidades menos angostas, lo cual se puede comparar con el estado
optimo del grupo testigo probablemente fue debido a que los espacios de
adhesion fueron ocupados por la infeccion de Salmonella paratyphi y el estrés al
sistema inmune que causo la adicion del lactobacilo a la microbiota intestinal por lo
que, los factores estresantes pueden interferir en el establecimiento de una
microbiota gastrointestinal normal (Vandelle et al., 1990) y provocar mayor
incidencia de enfermedades y més alta mortalidad (Alvarez, 1995). Al observar las
graficas de las mediciones de las vellosidades conforme paso el tiempo y los
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diferentes dias de sacrificio se puede observar que del dia 14 de sacrificio al 21 la
dosis baja (DB) no tuvo un efecto positivo frente a la infeccion de Salmonella
paratyphi mientras que la dosis alta (DA) tuvo un efecto ligeramente positivo ya
que al comparar con el grupo control (C) el cual no tiene tratamiento con
Lactobacilos farciminis pero infectado con Salmonella paratyphi, el Lactobacillus
farciminis en una dosis alta se adhirio ligeramente mejor proporcion que la
salmonella en el dia 21, sin embargo, las mediciones fueron muy bajas en
comparaciéon con el grupo testigo (T) probablemente por el dafio causado de la
salmonella y el minimo efecto positivo del lactobacilo en el segmento del duodeno.
En un estudio usando un probidtico obtenido a partir del epitelio de la mucosa del
ciego de pollos. Donde en un estudio el probidtico utilizado fue destacado como
una biota accion del controlador o inhibidor de microorganismos patdégenos, las
aves mostraron un mejor desempefio en comparacion con los tratamientos de
control. En general, independientemente de los tratamientos empleados en este
experimento, se produjo mejores tasas de crecimiento de las aves en relacion a la
linea estandar que se utiliza (Rossi et al., 2005).

En los grupos del segmento yeyuno se puede observar los grupos con dosis de
Lactobacillus farciminis e infectados con Salmonella paratyphi tuvieron un efecto
significativo incluso se puede ver los dias de tratamiento del 14 al 18 se obtuvieron
valores mas altos que el grupo testigo probablemente porque el Lactobacillus
farciminis se estableci6 mejor en los primeros dias de consumo, pero al pasar el
tiempo el efecto de la Salmonella paratyphi tuvo un efecto negativo en el
crecimiento de las vellosidades ya que este tipo de Salmonella paratyphi no es
tan agresiva como las variedades tificas, sin embargo, se puede observar en los
cortes histologicos que las dosis alta (DA) y baja (DB) al final del experimento se
visualizan vellosidades mas angostas incluso con mayor recubrimiento de la
mucosa pero con menor crecimiento con respecto al grupo testigo (T)
probablemente el efecto del probi6tico mejore a la accion de secrecion de mucosa
y se adhiera mejor al segmento del yeyuno sin embargo se puede observar en el
dia 21 que el grupo control (C) tiene mediciones mas altas que las del grupo dosis
alta (DA) pero al comparar los cortes histoldgicos el grupo de dosis alta (DA) tiene
mayor recubrimiento en la mucosa por lo que el lactobacilo probablemente se
enfoque a ser un auxiliar en la secrecion de mucosa y engrosamiento de las
vellosidades aun asi el efecto de la salmonella es visible por lo que se deberia
aumentar la dosis de los lactobacilos. Ademas, los probiéticos se describen como
suplementos de microorganismos vivos que benefician la salud de los animales a
través del equilibrio del tracto intestinal, tienen la capacidad de unirse a la pared
intestinal, inhibiendo la adhesién de las bacterias patdgenas (Brooker y Fuller,
1975). Estas bacterias también se pueden encontrar en grandes cantidades en el
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intestino delgado lo cual mejora el engrosamiento de las vellosidades en el
segmento del yeyuno, donde también se asocian con la inmunomodulacion
(Brooker et al., 2011).

En los resultados analizados del segmento del ileon se puede observar en los
grupos con tratamiento de lactobacilo e infectados con Salmonella paratyphi el dia
14 la dosis alta tuvo una minima repuesta probablemente generado por el estrés
de la infeccion y la competencia por los espacios de adherencia en las
vellosidades. Sin embargo, los dias 18 al 21 se obtuvo una respuesta favorable del
Lactobacillus farciminis ya que se muestran valores mas altos en las mediciones
de los grupos dosis baja (DB) y dosis alta (DA) probablemente el lactobacilo tuvo
un medio donde favorecié a su crecimiento mejorando su adherencia a las
vellosidades y teniendo éxito en la exclusion competitiva. La adherencia a la
mucosa intestinal es una de las propiedades mas importantes de los
microorganismos seleccionados como probidticos. Esta habilidad tiene gran
influencia en la defensa del organismo, ya que las bacterias beneficiosas
conforman una barrera de exclusion a los microorganismos patdégenos,
fundamentalmente, por la ocupacion de los sitios de adhesion y la estimulacion del
sistema inmune. De ahi que, una caracteristica deseable de los probidticos, es
gue al menos colonicen temporalmente el TGI (tracto gastro intestinal) y si existe
una interaccion estrecha con la mucosa, aumentara su efecto (Ouwehand et al.,
1999). En la grafica del ileon del dia 21 de tratamiento se puede observar que el
grupo dosis alta (DA) tuvo mayores diferencia entre los grupos incluso por encima
del grupo testigo (T) lo que supone una efectividad de las dosis frente a una
infeccion de salmonella ademas se puede observar vellosidades mas integras con
mucosa y espacios mas cortos entre ellas ademas de tener una morfologia mas
sana comparada con los deméas grupos. Hay dos tipos de vellosidades en el
duodeno y el ileon de pollos, las vellosidades en forma de dedo (finger like) y en
forma de flecha (narrow plate-like) que presentan una disposicion de zigzag. Las
primeras son predominantes a una edad temprana, tanto que las segundas seran
predominantes en aves con mayor desarrollo epitelial. La disposicién en zigzag
esta relacionada con la funcién digestiva, ya que retrasa el paso de la digesta
sobre la mucosa digestiva mejorando su contacto con el epitelio y es ademas
caracteristica de animales en buen estado de salud (Gerard et al., 2008). En las
graficas del MLG se puede observar que la Unica diferencia de la longitud de las
vellosidades y de los grupos es el grupo testigo tal vez por ser el Unico grupo que
no tuvo un estrés en su sistema inmune ademas se tratd de tener las medidas
sanitaras apropiadas, esto en referencia con la exclusion competitiva entre el
Lactobacillus farciminis y la infeccion de la Salmonella paratyphi , ya que un
microorganismo patégeno en accion actla un probiotico, si este no es tdxico o
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causa enfermedad el probiotico debe ser capaz de resistir los acidos y la bilis, asi
como el proceso de digestion del estdmago del animal, el individuo que es capaz
de establecerse y colonizar los intestinos; es cuando el probiotico establece la
habilidad de inhibir el crecimiento de los patdgenos (Rodriguez et al., 2012).
Mientras que los resultados de longitud de vellosidad y seccion intestinal la
diferencia fue normal ya que la morfologia del intestino delgado desde el duodeno
va decreciendo la longitud y el niumero de vellosidades hasta llegar al ileon
(Barnes et al., 1972). En la grafica de longitud de vellosidad y dia de tratamiento
se observa que la mayor mediciones se encuentran al dia 18 probablemente es la
fase donde el Lactobacillus farciminis tiene una mejor adherencia a los diferentes
segmentos del intestino donde al dia 21 del experimento se necesita elevar la
dosis para consolidar su adherencia y un efecto prolongado de Lactobacillus
farciminis sin embargo también se pudo ver el efecto que tuvo la Salmonella
paratyphi ya que al no ser tan agresiva como otras variedades de Salmonella se
observo su efectos subclinicos en los segmentos del intestino, las mediciones de
las vellosidades y en la morfologia de las mismas.

Conclusiones

Este trabajo demostré que el efecto del Lactobacillus farciminis contra una cepa de
Salmonella paratyphi tuvo un efecto positivo en el segmento del duodeno yeyuno
e ileon.

También se observd que las dosis usadas de Lactobacillus farciminis no son
suficientes para mantener estable la accion continua frente a una infeccién de
Salmonella paratyphi

El efecto de la Salmonella paratyphi mermé la salud intestinal de los segmentos
del ave ya que al ser comparada con el grupo testigo se puede observar la
disminucién notoria de las medidas de las vellosidades

Se debe continuar estudiando el efecto de Lactobacillus farciminis en aves de
corral con una mayor dosis ofrecida que en este estudio, ya que al ser desafiado
con Salmonella paratyphi se pudo observar una exclusion competitiva en la cual la
infeccion interfirié con la salud intestinal de los pollos.
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