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RESUMEN

ARIADNA PAOLA MERIDA CAAMANO. Efecto de un manano oligosacarido sobre la
composicion de la microbiota intestinal y el comportamiento productivo del pollo de
engorda. (Bajo la supervision de PhD. Maria del Pilar Castafieda Serrano, PhD.
Nathalie Cabirol, PhD. Maria Teresa Casaubon Huguenin).

El experimento fue disefiado para evaluar el efecto de un manano oligosacarido (MOS)
sobre la composicion de la microbiota intestinal y el comportamiento productivo del pollo
de engorda. 486 pollos de 1 dia de edad fueron asignados en 3 tratamientos con 6 réplicas
cada uno. Los tratamientos fueron: 1) Control Negativo, dieta basal; 2) Control Positivo,
dieta basal més antibidtico promotor (bacitracina 0.03%); y 3) MOS, dieta basal mas Bio-
Mos® (0.1%). El consumo de alimento, ganancia de peso, peso corporal e indice de
conversion alimenticia fueron evaluados cada semana hasta el dia 48 de edad. A los 7, 14,
21y 45 dias de edad, el contenido ileal y cecal fue analizado con las técnicas PCR-TGGE
(electroforesis en gradiente de temperatura) para identificar la microbiota. Del patron de
bandas en el gel TGGE fueron identificadas las bacterias con el andlisis de secuenciacion.
El tiempo de transito gastrointestinal (TTG) fue analizado a los 12, 24 y 36 dias de edad. A
los 49 dias de edad fueron evaluados el rendimiento en canal, de la pechuga y la pierna con
muslo asi como el grado de pigmentacion (amarillamiento (b)* y enrojecimiento (a*)). Los
resultados obtenidos sobre parametros productivos no mostraron diferencia estadistica entre
tratamientos. El perfil de bandas TGGE del contenido cecal mostré mayor diversidad de
comunidades bacterianas que el contenido ileal. El analisis de secuenciacion indicé que las
bacterias Clostridium leptum, Ruminococcus gauvreaui, Lachnospiraceae, Clostridium sp.
fueron comunes a todos los tratamientos. No se observaron diferencias entre las dietas en el
TTG con una media de 175 min. El rendimiento en canal, de la pechuga y la pierna con
muslo no fue afectado por los tratamientos. EI MOS presentd mayor grado de pigmentacion
(b*) con respecto al control positivo (P<0.05). Los resultados del presente estudio
indicaron que la técnica PCR-TGGE fue una herramienta que pudo mostrar la diversidad de
comunidades bacterianas en el intestino. Se mostré un efecto positivo del MOS sobre
integridad intestinal que permitié una mejor deposicion y absorcién del pigmento.

Palabras clave: manano oligosacéaridos, prebidtico, microbiota intestinal, pollo de engorda
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INTRODUCCION

Los antibidticos han provisto de innumerables beneficios al hombre y a los animales
domésticos durante los Gltimos 50 afios. En este periodo se han utilizado mas de un millén
de toneladas de antibi6ticos en la biosfera, sus principales usos son terapéuticos en el
hombre y sus mascotas, como antibioticos promotores de crecimiento (APC) y profilaxis en
los animales domésticos en produccién (Hinton, 1986%). La inclusién de antibiticos en
dietas de pollo de engorda con dosis subterapéuticas con el fin de lograr mejores
velocidades de crecimiento, ha llegado a ser una practica comun en la industria avicola
(Fairchild et al., 2001%; Foster, 1972°%)

Los APC estan recientemente bajo escrutinio cientifico, publico y politico por el hecho de
la seleccién de genes de resistencia a los antimicrobianos en poblaciones de agentes
patdgenos en animales y humanos (Owens et al., 2004%; Parks et al., 2005°) e incluso en la
microbiota no patdgena de animales expuestos. Al respecto, se han aislado enterococos
resistentes a vancomicina, cepas de Escherichia coli resistentes a enrofloxacina en animales
de produccion (Bates et al., 1994°%). La posibilidad de resistencia bacteriana, y por otro lado
los efectos de residuos de antibidtico en los alimentos, han impulsado en algunas regiones
de los Estados Unidos de América y la union Europea entre otras muchas comunidades a
escala mundial, en prohibir el uso de la mayoria de los APC (Sims et al., 2004"). Las
estrategias para reducir el uso de antibidticos en la industria avicola incluyen aspectos de
bioseguridad, vacunacion, seleccién genética, nutricion. Los dltimos avances en
biotecnologia apoyan la hipétesis de que la dieta modula funciones del organismo que son
importantes para la vida, ademas de proveer los nutrientes necesarios para el desarrollo de
los individuos (Roberfroid, 2000®). Los productos que se han desarrollado como alternativa
para no utilizar los APC incluyen alimentos funcionales que contienen aditivos como los
acidificantes, enzimas, probiéticos, prebidticos que se encuentran en investigacion intensiva
en estas Gltimas dos décadas (Guo et al., 2004%; Manzanilla et al., 2004'%; Owens et al.,
2004%).

Los prebidticos son ingredientes no digestibles del alimento que confiere beneficios de

salud y bienestar a su hospedero por la estimulacion selectiva del crecimiento o actividad



metabolica de un nimero limitado de microorganismos intestinales (Gibson y Roberfroid,
1995™). EI prebiético a base de manano oligosacarido (MOS) es sintetizado a partir de la
pared celular externa de la levadura Saccharomyces cerevisiae y fue introducido como
aditivo en la alimentacion de las aves hace 15 afios (Shashidara y Devegowda, 2003*;
Zdunczyk et al., 2005™). EI MO no estimula selectivamente alguna poblacién bacteriana
benéfica, se piensa que podria favorecer el desarrollo de este tipo de poblaciones al haber
disponibilidad de receptores y nutrientes en el intestino, lo anterior por el hecho de que el
MO inhibe la adhesion de enterobacterias fimbria tipo 1 al epitelio intestinal. Algunas
investigaciones, han demostrado que la suplementacion de pollos de engorda con MO los
cuales se desafiaron con diferentes serovariedades de Salmonella enterica, disminuyo la
colonizacion y concentracion de Salmonella en el contenido del ciego de estas aves (Spring
et al., 2000**; Fernandez et al., 2002%)

Las especies bacterianas difieren en relacion a sus preferencias de sustratos y a sus
necesidades para el crecimiento. La composicion quimica y la estructura de la digesta
determinan ampliamente la distribucion de la comunidad microbiana en el tracto intestinal
(Wagner y Thomas 1987%°: Savoir, 1992'"). Los cambios en la composicién de la
microbiota intestinal de los animales pueden tener efectos benéficos o detrimentales sobre
la salud, crecimiento, y maduracion del animal hospedero. Por ello, la importancia de
evaluar el efecto de prebidticos como el MO sobre el desarrollo de la microbiota intestinal.
El impacto del desarrollo de la microbiota requiere consideracién especial cuando se le
analiza dentro del contexto de la produccion animal, cuyo principal objetivo es la eficiencia

en el crecimiento (Gaskins, 2005'%).



REVISION DE LITERATURA

1. ALIMENTOS FUNCIONALES

Un alimento se considera como funcional cuando beneficia a una o mds funciones
especificas en el cuerpo mas alla de los efectos nutricionales requeridos; proporcionando un
estado de bienestar y salud al reducir el riesgo de enfermedad. Asi mismo, un alimento
puede ser considerado como funcional si contiene un macronutriente esencial que tiene
efectos fisioldgicos especificos (como los polisacaridos del almidon, los acidos grasos
omega 3) o bien, si un micronutriente esencial se consume por arriba de la recomendacion
diaria. Adicionalmente, también podria ser un ingrediente del alimento el cual su valor
nutritivo no es reconocido como esencial (algunos oligosacaridos) o si carece de valor
nutricional (bacterias vivas y fitoquimicos) (Roberfroid, 1999 Silveira et al., 200320).

Los alimentos funcionales (AF) ejercen su accion sobre diferentes sistemas,
especialmente en el tracto gastrointestinal, cardiovascular e inmunologico.

Entre los principales objetivos del desarrollo de AF es favorecer la fisiologia del
intestino; asi como, la composicién y la actividad del ecosistema microbiano que lo

coloniza. Uno de los productos mas usados en la formulacioén de los AF son los prebioticos.

1.1 Prebidticos.

La clasificaciéon de un alimento o un ingrediente del alimento como prebidtico requiere
cumplir los siguientes criterios; 1) resistir a la acidez géstrica, a la hidrdlisis por enzimas de
mamiferos y a la absorcidon gastrointestinal, 2) ser fermentado por la microbiota intestinal, y
3) estimular selectivamente el crecimiento y/o actividad de bacterias intestinales asociadas
con salud y bienestar (Collins y Gibson, 199921; Audisio et al., 200122; Cummings et al.,
2001%).

Los carbohidratos, especialmente oligosacaridos y polisacaridos, han sido empleados
como prebioticos. Los prebidticos son obtenidos a partir de las plantas, por medio de la
hidrolisis controlada de polisacaridos naturales o bien por la sintesis enzimatica de un

disacarido utilizando hidrolasas y/o glicosiltransferasas (Grizard y Barthomeuf, 1999%%).



Son clasificados principalmente por el mondémero —osil que los compone. Los
oligosacaridos “no digestibles” (OND) incluidos los que contienen fructosa, manosa,
glucosa, xilosa, galactosa, lactulosa, sacarosa son los compuestos mas utilizados como
prebidticos en la industria alimenticia (Audisio et al., 200122; Flickinger y Fahey, 2002%;
Kolida y et al., 2002%°; Patterson y Burkholder, 2003*"). Cummings et al., (2001)* explican
que es preferible nombrar a los OND como carbohidratos resistentes de cadena corta
(CCC) debido a que no siempre se cumple con la estructura de un oligosacérido (union de 2
a 10 monosacaridos por enlace glicosidico) ni tampoco con la condicion de indigestibilidad.
Es necesario indicar el grado de polimerizacion de estos CCC (2 6 mas).

Los prebioticos tienen efecto sobre las funciones gastrointestinales pero no debido a sus
propiedades fisico-quimicas, sino por sus atributos bioquimicos y fisioldgicos. También
estan clasificados como compuestos de fibra dietética por incrementar el volumen fecal y el
contenido de agua en heces, por lo que mejoran la frecuencia, y consistencia de las heces.
(Salminen et al., 199828; Audiso et al., 200122). Dentro de los efectos benéficos atribuidos a
los prebidticos tenemos: a) incremento en la produccion de acidos grasos de cadena corta
(AGCC) (Campbell et al., 1997%%); b) estimulacion del crecimiento y/o actividad de
bacterias acido lacticas (Kleessen et al., 1997°%); ¢) mejora de la biodisponibilidad de
minerales (Van Loo et al., 1999°"); d) reduccion de niveles de triglicéridos y colesterol en
suero (Kok et al., 1998°%); ¢) disminucién del riesgo de cancer (Reddy et al., 1997°%).

La investigacion del efecto benéfico de los prebidticos sobre el estado de salud para el
hospedero estd directamente enfocada a las poblaciones de la microbiota intestinal, su

actividad, interacciones y por modular la funcion intestinal.

1.1.1Manano oligosacarido.

Quimicamente, el manano que constituye la pared de la levadura S. cerevisae tiene dos
tipos de sacaridos unidos a una proteina. La primer glicoproteina estd compuesta de una
cadena corta de oligosacaridos unidos a residuos de Serina o Treonina. La segunda
glicoproteina, tiene en el centro 2N-acetilglucosamina y cerca de 12 residuos de manosa, y
en el extremo una cadena externa de 100 a 150 residuos de manosa unida al aminoacido

Asparragina (Parodi, 1981°*). Figura 1.



1.1.1.1 MODO DE ACCION.

La adherencia de las bacterias a las células del hospedero les da proteccidon contra los
mecanismos de limpieza que operan en las superficies mucosas (fluidos, movimientos de
barrido) y al mismo tiempo incrementa su habilidad para colonizar el epitelio, multiplicarse
e invadir las células. El principal mecanismo de adhesion expresado por numerosas
bacterias, es por medio de lectinas. Las lectinas son proteinas de origen no inmunologico,
que se unen especificamente a carbohidratos complementarios presentes en la superficie de
las células del huésped. La mayoria de las lectinas bacterianas se localizan en los apéndices
filamentosos de la superficie de la bacteria llamadas fimbrias o pili. Un solo tipo de bacteria
puede expresar en su superficie mas de una lectina (Sharon, 1987°°; Sharon, 2006°°)

Las lectinas tienen una alta especificidad por un determinado carbohidrato y esta
directamente relacionado con el tropismo de la bacteria hacia su 6rgano blanco. Duncan et
al. (2005°") observaron que E.coli ORN13 se adhiere bien a las células epiteliales de la
vejiga de ratones y moderadamente a las células del intestino de estos animales. Y que en
contraste, S. typhimurium 6704 mostré6 minima adhesion a las células de la vejiga pero se
uni6 muy bien a las células del epitelio intestinal.

Existen varios tipos de fimbria con respecto a su estructura y especificidad por el
carbohidrato. Han sido definidas como tipo 1, tipo G, tipo P, tipo 2, tipo 5, tipo S, K99. A
estas estructuras también se les nombra adhesinas o aglutininas. La fimbria tipo 1 es
producida por una gran ntimero de cepas de E. coli y también por otras especies de
enterobacterias como Klebsiella pneumoniae, S. typhimurium y S. enteritidis. Estas
bacterias se han clasificado como manosa especifica y preferencialmente unen sus lectinas
con glicoproteinas que estan conformadas por estructuras tales como cadenas cortas de
oligomanosa o N-acetilglucosamina. Estas estructuras son constituyentes comunes de las
superficies celulares de muchas células eucariotas, incluyendo la levadura S. cerevisiae
(Sharon y Lis, 2004°®). En la investigacion de Duncan et al. (2005”7) demostraron que 2
tipos de bacterias fimbria tipo 1 se unieron a las glicoproteinas del manano de S. cerevisiae.
Salmonella se unié rapidamente a estas glicoproteinas, mientras que E. coli lo hizo de

manera mas lenta.



Si las bacterias fimbria tipo 1 se adhieren a las glicoproteinas del manano no atacan la
pared celular del intestino, no colonizan y son expulsados del intestino junto con las heces.
(Figura 2). El efecto de proteccion anti adhesiva de los carbohidratos ha sido demostrado en
una gran diversidad de investigaciones realizadas en diferentes especies animales y con
diferentes especies patogenas (Sharon, 2006°%). En su experimento Oyofo et al. (1989°%*)
adicionaron diferentes azlcares en el agua de bebida de pollos de engorda. El grupo de aves
al que se le proporciond el azicar manosa y que fue desafiado contra S. typhimurium
mostrd el menor grado de infeccion (P<0.05) asi como el numero significativamente mas
bajo de Salmonellas viables por gramo de contenido cecal.

Otro mecanismo de accion relacionado con el manano oligosacarido es la modulacion del
sistema inmune pero no estd bien dilucidada. Una de las hipotesis es que el tejido linfoide
asociado al intestino (GALT, por sus siglas en inglés) detecta la presencia de microbios por
medio del reconocimiento de moléculas presentes tinicamente en estos microorganismos las
cuales no estan relacionadas con células del hospedero. Estas moléculas microbianas son
llamadas patrones moleculares asociados a patogenos. En €stos se incluye los componentes
manano y glucano de la pared celular de la levadura y otras moléculas de microorganismos
como los son peptidoglicanos, lipopolisacaridos, y glicolipidos. Los patrones moleculares
de S. cerevisiae (el manano y el glucano) son reconocidos por varios receptores que se
encuentran en las células de defensa del GALT y se activa la respuesta inmune tal como la
fagocitosis, la via alterna del complemento y la via de la lectina. Shashidara y Devegowda,
(2003'%) citan a Salyers y Whitt (1994).

En gallinas reproductoras suplementadas durante dos semanas con el aditivo MO
(0.5g/kg) fueron inmunizadas contra el virus de la Infeccion de la Bolsa de Fabricio. Cuatro
semanas después se midieron los titulos de anticuerpos contra esta enfermedad y en este
grupo de aves se obtuvieron significativamente titulos mdas altos (Shashidhara y

Devegowda, 2003'%)

1.1.1.2 EFECTO DEL MO EN MODELOS BIOLOGICOS.

Se han llevado a cabo estudios donde se ha evaluado el efecto del aditivo con base a MO

(Bio-Mos®, producto comercial) sobre el crecimiento de algunos animales domésticos con



resultados variables. En pavos, por ejemplo, se ha demostrado que variables tales como el
consumo de alimento (CA), el indice de conversion (IC) no se vieron influenciadas por la
adicion de diferentes niveles de inclusion (0.1%, 0.25%, 0.5%) de Bio-Mos®; asi tampoco
el peso corporal (PC) hasta las 8 semanas de edad del pavo (Juskiewicz et al., 2003*";
Zdunczyk et al., ,2004%%; Zdunczyk et al., 2005 13). Sin embargo, este ultimo parametro
mejord significativamente después de la 16*. semana de edad con la dosis intermedia de
inclusion de Bio-Mos® en la dieta. Empero, otros investigadores han encontrado un efecto
positivo sobre parametros productivos en pavos suplementados con este aditivo a una
inclusion del 0.1% (Fairchild et al. ,2001% Sims et al., 2004*’). En lechones recién
destetados suplementados con Bio-Mos®, se ha observado un efecto negativo sobre el
consumo de alimento y la ganancia diaria de peso (White et al., 2002**; Burkey, 2004*°) y
en contraste, en otro trabajo, se demostré que este producto mejoré la GP y la conversion
de alimento. En vaquilla para reemplazo, la ganancia diaria de peso y la conversion
alimenticia fueron mejores cuando se utilizé el aditivo MOS (Terré et al., 2006*®). También
se ha evaluado el efecto de la suplementacion con Bio-Mos® en perros. Se demostrd que la
materia seca consumida, la materia seca ileal y fecal, asi como la digestibilidad de
macronutrientes no fueron afectados por este prebidtico (Strickling et al. 2000*”; Swanson
etal., 2002*%).

En diferentes investigaciones se ha reportado el efecto del MOS sobre la morfologia
intestinal. Se ha observado un incremento de la largura de las vellosidades del yeyuno e
ileon en pollos alimentados con Bio-Mos® (Iji et al., 2001%; Zhang et al., 2005") y
cuando se adicioné un simbidtico (Bio-Mos® mas un probidtico) hubo efecto de
interaccion entre la dieta y la edad del pollo (49 dias) en la largura de las vellosidades del
duodeno e ileon. En esta tltima region del intestino delgado fueron significativamente mas
grande la profundidad de las criptas y la relacion largura de vellosidad/profundidad de
cripta lo cual indica mayor superficie para el proceso de absorcion de nutrientes (Sun et al.,
2005°%; Zhang et al., 2005°°). Iji et al. (2001*°) determinaron que hubo cambios
significativos en la concentracion de ARN asi como en las proporciones de ARN/proteina,
proteina/ARN y ARN/ADN en el ileon. Los cambios en estas moléculas son indicativos de

que se estan llevando a cabo procesos de la funcion intestinal tales como la digestion y el



transporte de nutrientes. Lo anterior se corrobord en este mismo experimento al encontrar
un aumento en la actividad de las enzimas del borde de cepillo y un aumento en la cantidad
de L-triptofano absorbido en el yeyuno con la suplementacion de MOS en pollos de 21 dias
de edad. En otro estudio donde se evalu6 el efecto de la suplementacién con el aditivo
MOS sobre la integridad intestinal, las aves de 42 dias de edad tuvieron el mayor nimero
de células caliciformes en la vellosidad (Baurhoo et al., 2007>%). Las células caliciformes
sintetizan y secretan las muco proteinas que conforman la capa de moco que cubre el
epitelio del tracto intestinal. Esta capa de moco actia como un medio protector de la
mucosa intestinal contra el dafio ocasionado por sustancias quimicas o por
microorganismos patdgenos y tiene influencia entre el transporte del contenido luminar y la
membrana del borde de cepillo (Uni et al., 2003°"). Por otro lado, no se ha encontrado
efecto de los MOS sobre el peso relativo (PR) (g/Kg de PC) del ventriculo, intestino
delgado, ciego, pancreas o del higado. (Iji et al., 2001*; ZdunczyK et al., 2005"*). Cuando
se incrementa el nivel de inclusion de MOS (0.5%) aumenta significativamente el PR del

ciego de pavos (ZdunczyK et al., 2004*).
2. MICROBIOTA INTESTINAL

El TGI es el principal 6rgano de digestion, absorcion y simultdneamente contiene una
extensa variedad de especies microbianas referidas como microbiota gastrointestinal. Esta
representa todos los principales grupos de microbios predominando las bacterias. El
numero de células bacterianas es 10 veces superior al nimero de células de todo el animal
huésped y ejerce una profunda influencia sobre los procesos inmunoldgicos, nutricionales,
fisiologicos y de proteccion del animal que las alberga (Salminen et al., 1998%%; Gaskins,
2005'®). Esta relacion de comensalismo se ha seleccionado a través del tiempo evolutivo,
dando como resultado una microbiota estable en los animales maduros que generalmente es
similar tanto en composicion (aproximadamente 400 especies dominantes de bacterias)
como en funcion (Nord et al., 198454; Edwards y Parret, 2002%°; Gaskins, 200518). Las
poblaciones que constituyen a la microbiota intestinal tienen interacciones complejas entre

ellas y con las células del epitelio intestinal (Vaughan et al., 2002°°). La comunidad



bacteriana en un momento de tiempo dado, refleja la capacidad de cada grupo bacteriano
para competir frente a otros grupos y frente al sistema de defensa del huésped en
determinadas condiciones fisicas y quimicas del medio.

A pesar de la estabilidad evolutiva, la microbiota intestinal se desarrolla en los individuos
siguiendo un patrén caracteristico de sucesos que requiere la adaptacion sustancial del
huésped durante las primeras etapas de su vida (Gaskin, 2005'®) Por lo tanto es de gran
importancia obtener mdas informacion sobre los mecanismos de colonizacién de las
bacterias intestinales tales como las propiedades de adhesion, componentes de las
membranas, utilizacion de substrato y metabolismo de crecimiento. En el tracto
gastrointestinal las bacterias pueden encontrarse en el lumen, en la capa de moco o al
glicocalix, a las particulas del alimento o a los residuos digestivos (Macfarlane y
Macfarlane, 199757; Dunne, 200158).

Los mecanismos de colonizacién de la microbiota pueden estar influenciados por factores
externos o internos del hospedador. Los factores externos son: medioambiente, densidad
bacteriana, dieta, habitos alimenticios, y estrés. Los internos son los relacionados con el
huésped: edad, fisiologia, genética, metabolismo, por ejemplo, el pH intestinal, temperatura
corporal, peristalsis, produccion de acidos biliares, secreciones, respuesta inmune y los
receptores de la mucosa para las bacterias (Collins y Gibson, 1999°'; Mackie et al., 1999,
Vaughan et al., 2002°°). Algin ejemplo de los factores externos son sefialados en los
estudios realizados por Lan et al. (2004°%) quienes observaron que en los pollos bajo
condiciones de estrés calorico, la microbiota del yeyuno se modifica. Mientras que la
cantidad de algunas especies como Lactobacillus agilislaviarius aumenta otras como L.
fermentum, L. acidophilus, L. gasseri desaparecen.

La adherencia de unas bacterias con otras forma microcolonias, permitiendo asi el
desarrollo de un “estrato bacteriano”, el cual inicialmente puede estar compuesto de una
sola especie, pero que frecuentemente evoluciona a una comunidad compleja de diferentes
especies bacterianas (Klessen y Blaut, 2005°"). La distribucion de especies de bacterias es
caracteristica en cada region del tracto gastrointestinal. En el estomago e intestino delgado
hay poca densidad bacteriana debido al pH bajo y al transito intestinal rapido. El ileon

presenta mayor densidad de bacterias y mas diversidad que en la parte anterior del
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intestino. El intestino grueso y el ciego son el principal sitio de colonizacion, contiene el
mayor numero de bacterias, bajo potencial oxido-reduccion y altas concentraciones de

acidos grasos de cadena corta (Mackie et al., 199959; Manzanilla et al., 200410).

2.1 Actividad General.

En la microbiota intestinal encontramos dos tipos principales de bacterias: 1) Autoctonas
o indigenas que son ubicuas en el tracto gastrointestinal y ocupan todos los hébitat y nichos
disponibles, ejemplo de este tipo de bacterias son las acido lacticas y las bifidobacterias 2)
las aloautoctonas que son especies de bacterias que se encuentran en un habitat en el que
usualmente no estan establecidas, generalmente provienen de otro habitat gastrointestinal u
organo del huésped, o bien son introducidas por la influencia de un factor externo de
colonizaciéon como puede ser el agua y el alimento (Mackie et al., 1999”; Vaughan et al.,
2002°%; Dunne, 2001°%).

Algunas bacterias del intestino son potencialmente benéficas mientras que otras pueden
ser dafiinas. Las bacterias pueden causar dafio en el intestino a través de la produccion de
toxinas que provocan diarrea, por invasion de la mucosa o bien, por la activacion de células
cancerosas (Salminen, et al., 1998°%). Las bacterias benéficas incluyen principalmente las
bifidobacterias y lactobacilos. Los lactobacilos mantienen saludable el intestino delgado
(Manzanilla et al., 2004'%; Klessen y Blaut, 2005°") y en conjunto con la microbiota cecal
controlan los grupos patogenos evitando las infecciones (Klessen et al., 2001%, Klessen y
Blaut, 2005°"). Los mecanismos por los cuales estas bacterias constituyen una barrera para
la invasion de patogenos son: 1) productos finales de su metabolismo, como los acidos
grasos de cadena corta (AGCC); 2) competencia por sitios de colonizacion; 3) antagonismo
a través de la excrecion de productos antimicrobianos o bacteriocinas; 4) competencia por
nutrientes; y 5) estimulo antigénico para el sistema inmune (Nord et al., 1984°*; Gibson et
al., 2005%).

La microbiota intestinal tiene como funcion principal el proceso de fermentacion para
obtener energia de los carbohidratos que no fueron degradados por enzimas pancreaticas en
el intestino. A través de este proceso, el crecimiento bacteriano es estimulado (biomasa), y

son producidos AGCC, y los gases H,, CO, y CH4. Las proteinas y los aminoacidos pueden
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ser también substratos para las bacterias. Los acidos grasos de cadena ramificada (AGCR)
(el isobutirato, 2-metil-butirato e isovalerato) son productos finales de la fermentacion de
aminodcidos. Otros productos finales del metabolismo de proteinas incluyen NHj3, fenoles,
indoles y aminas (Salminen, et al., 199828).

Los AGCC son acetato, propionato y butirato, pero otros productos finales significativos
de la fermentacion de carbohidratos incluyen lactato, etanol, succinato, formato, caproato.
Los AGCC son rapidamente absorbidos en el intestino grueso y estimulan el mecanismo
para la absorcion de agua. La composicion de la dieta tiene influencia en la proporcion de
las concentraciones producidas de estos acidos. Los AGCC son metabolizados en el epitelio
intestinal, en el higado y el musculo, regularmente no se excretan en la orina y se detectan
en pequenas cantidades en las heces. Una de las propiedades mas importantes de los AGCC
es su aporte de energia para el epitelio intestinal. La produccion de AGCC ejerce un efecto
inhibitorio contra bacterias patogenas al establecerse un ambiente con pH bajo (Nord et al.,
1984°*; Salminen et al., 1998%%). Van Der Wielen et al. (2000°*) que estudiaron como estos
AGCC tienen un papel importante en el desarrollo de la microbiota cecal encontraron que
existe correlacion negativa entre el nimero de Enterobacteriaceae y la concentracion de
acetato (P<0.05, r=-0.593).

El acetato es el principal AGCC. El acetato es utilizado por varios tejidos del organismo
para obtener energia. El propionato es el principal precursor de glucosa en los animales
rumiantes. El 4cido propidnico y el acético reducen los niveles de colesterol en el plasma.
El 4cido butirico aporta el 50% de los requerimientos de energia para los enterocitos y
regula el crecimiento y diferenciacion de las células del epitelio intestinal (Tuohy et al.,
2005%).

En general no se ha encontrado efecto de los MOS sobre las concentraciones de AGCC ni
sobre el total de AGCR. Tampoco en la concentraciones de amonio y nitrégeno (Spring et
al., 2000'; Strickling et al., 2000"”; Swanson et al., 2002*; Juskiewicz et al., 2003*").
Juskiewicz et al. (2003) encontraron en sus estudios con pavos, que al adicionar el Bio-
Mos® al 0.1% se producen principalmente el acetato en una proporcion del 79%,
propionato (5-6%), butirato (11%) y en pequeiias cantidades el valerato. Estas proporciones

se consideran dentro del rango normal en esta especie. A las dosis de 0.25% y 0.5% se
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llegan a incrementar la concentracion total de AGCC, AGCR vy el butirato en el ciego
(ZdunczyK et al., 2004*%). Un estudio discrepa de los resultados anteriores pues se hall6
que a mayor nivel de inclusién de los MOS disminuy6 la concentracion de estos acidos
(ZdunczyK et al., 2005").

La inclusion del aditivo Bio-Mos (0.1%) en el alimento de pavos no ha mostrado un
efecto sobre la actividad glicolitica bacteriana en el ciego, especialmente en la actividad de
las enzimas que liberan las bacterias tales como a-, - glucosidasa; a -, -galactosidasa; y
B-glucoronidasa lo cual sugiridé que existe poca fermentacion de la microbiota cecal.
(Juskiewicz et al., 2003*'; ZdunczyK et al., 2005"%) Se ha reportado que las enzimas f-
glucoronidasa y B-glucosidasa han sido involucradas en la activacion de carcindgenos y
otras substancias toxicas en el intestino grueso (Edwars y Parret, 2002°°).

Por otro lado, la interaccion de las bacterias con la capa de moco que cubre el epitelio
intestinal juega un rol importante para la integridad de la “barrera de la mucosa” e influye
sobre su propiedad protectora. Una disrupcion de la estructura de la microbiota, la capa de
moco o las células epiteliales, provocaria que antigenos y otras sustancias dafiinas
intraluminales afecten la barrera de la mucosa y ocasionen un incremento de la
permeabilidad de la mucosa (Klessen y Blaut, 2005°', Smirnov et al., 2005°). Otros de los
efectos benéficos del desarrollo de la microbiota estdn la tolerancia a los antigenos del
alimento, desarrollo de la inmunidad (estimulo antigénico) y el mantenimiento de los
niveles de produccion de enzimas del borde de cepillo (Collins y Gibson, 1999%'; Vaughan

et al., 2002°°; Tlaskalova-Hogenova et al., 2004°7).

2.2 Métodos para el Analisis de la Microbiota.

Los estudios realizados acerca de la microbiota en varias especies animales y en una
diversidad de habitat sugieren que sélo una porcion de la comunidad microbiana se aisla
eficientemente cuando se usan técnicas clasicas de cultivos microbianos Existen pocos
métodos disponibles para monitorear toda la ecologia del tracto digestivo. La mayoria de
las bacterias que crecen en una comunidad tan compleja dependen de factores de
crecimiento abastecidos por otros microorganismos o de secreciones de los tejidos del

huésped. Debido a la complejidad de estos factores es comin que s6lo menos del 10% de
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las bacterias que se localizan en el intestino puedan ser cultivadas en condiciones de
laboratorio. La mayoria de los trabajos y conclusiones obtenidas hasta la actualidad reflejan
so0lo los cambios de miembros minoritarios de la microbiota (Apajalahti y Kettunen,
2002%).

Actualmente se utilizan técnicas que analizan los acidos nucleicos (ADN y ARN), base
del material genético en las células bacterianas para caracterizar el perfil complejo de las
comunidades de la microbiota intestinal o ambiental, para bacterias con crecimiento lento,
inusuales o dificiles, asi como para las bacterias que son pobremente diferenciadas por los
métodos convencionales de cultivo (Apajalahti y Kettunen, 2002°; Hume et al., 2003%;
Amit-Romach et al., 2004’°). El anélisis del ARN ribosémico (ARNr) 16S es la
macromolécula mds ampliamente utilizada en estudios de filogenia y taxonomia
bacterianas. Las caracteristicas relevantes por los que se utiliza esta macromolécula como
cronometro molecular son:

1) Esuna molécula muy antigua, presente en todas las bacterias actuales;

2) Su estructura y funcion han permanecido constantes durante un tiempo muy
prolongado;

3) Las alteraciones en su secuencia ocurren de manera muy lenta. Contiene ademas
suficiente variabilidad para diferenciar no s6lo los organismos mas alejados, sino
también los mas cercanos;

4) El tamano (1500 nt) del ARNr 16S minimiza las fluctuaciones estadisticas;

5) La conservacion de su estructura secundaria puede servir de ayuda en la
comparaciones, aportando una base para el alineamiento preciso;

6) Se puede secuenciar el ADNr 16S por lo que existen bases de datos amplias y en
continuo crecimiento (Blaut et al., 2002”"; Rodicio y Mendoza, 2004"%).

El método molecular de identificacion bacteriana estd conformado de las siguientes
etapas: a) métodos de extraccion de ADN o ARN total de una muestra; b) amplificacion in
vitro de un fragmento particular del ADN por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR); ¢) clonacion del producto de PCR; 4) secuenciacion y comparacion de la

secuencia obtenida en una base de datos.
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También se puede emplear la técnica TGGE (electroforesis en gradiente de temperatura)
para una estimacion rapida de la diversidad y dindmica microbiana de una o varias
muestras. El principio general de la TGGE es la separacion por electroforesis de genes del
ARNr 16S (amplificados previamente por PCR) basado en las diferencias de estabilidad de
temperatura desnaturalizante de estos genes. La electroforesis se lleva a cabo en geles de
poliacrilamida que contienen un gradiente linear quimico, en el caso de DGGE y un
gradiente linear de temperatura para TGGE. Con estas técnicas se logran separar
fragmentos de ADN del mismo tamafio pero con diferente secuencia de pares de bases. En
los geles se genera un patron de bandas que es representativo de la diversidad de la
comunidad bacteriana en una muestra. Los métodos DGGE y TGGE son especialmente
valiosos para monitorear cambios en la estructura de la microbiota que puedan ocurrir en
respuesta a modificaciones ambientales (Muyzer et al., 1993"°; McCartney, 2002). Es
importante tener en cuenta que ninguna técnica que muestre el perfil de la comunidad
bacteriana total puede al mismo tiempo ser especifica para alguna especie en particular. Si
ambos aspectos son necesarios debe utilizarse mds de un método de determinacion

(Apajalahti y Kettunen, 2002°%).

2.3 Composicién de la microbiota intestinal del pollo de engorda

Los pollitos recién nacidos carecen de microbiota gastrointestinal y son muy susceptibles
a la colonizacion por bacterias entéricas patdgenas. El beneficio del establecimiento
temprano de microbiota normal en el pollito sefialado por Nurmi y Rantala (19737) quienes
demostraron que la inoculacion oral de microbiota proveniente de aves adultas sanas
protegio a los pollitos ante la colonizacion por Salmonellas, lo cual fue denominado
exclusion competitiva.

El buche, ileon, ciego y colon de las aves son estructuras del tracto gastrointestinal
conocidas por albergar gran cantidad de bacterias (Guan et al., 20037°). Las poblaciones de
bacterias que constituyen la microbiota del buche cambian acentuadamente en los primeros
7 dias de nacidos los pollos y en el periodo de 14 a 42 dias de edad permanecen
relativamente estables. Diferentes especies de lactobacilos son predominantes en esta

region. La microbiota del buche se considera como un inoculo bacteriano para el intestino
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(Guan et al., 20037°). Sélo un dia después del nacimiento la densidad de bacterias en el
ileon y ciego de los pollos alcanza valores de 10° y 10" por gramo de digesta,
respectivamente. Durante los tres primeros dias después del nacimiento la cantidad de
microorganismos sobrepasa a 10'' por gramo de contenido cecal y 10° por gramo de
contenido ileal y permanece relativamente estable durante los siguientes 30 dias
(Apajalahti y Kettunen, 2002%; Lan et al., 2004’"). Maissonier et al. (2003’*) encontraron
en su experimento que las aves que tiene una microbiota cecal limitada tienen menor
longitud y peso en el aparato gastrointestinal.

Los estudios sobre la composicion de la microbiota intestinal de pollo de engorda se
remontan a principios del siglo XX. Investigaciones adicionales se llevaron a cabo en los
afios 40’s por Shapiro y Sarles (19497%), quienes estudiaron el desarrollo de la microbiota
cecal desde el nacimiento del pollo y encontraron principalmente bacterias anaerobias,
coliformes y acido lacticas. No fue si no hasta los afios 70’s que una amplia gama de
trabajos intentaron por el método de cultivo, aislar bacterias intestinales tanto como fue
posible. Mead y Adams (1975), encontraron en sus estudios un gran nimero de bacterias
anaerobias como componentes de la microbiota cecal capaces de descomponer acido trico,
en pollos de 3 a 6 horas de nacidos. En los siguientes 2-4 dias de edad del pollo,
estreptococcos y enterobacterias colonizan el intestino delgado y el ciego. Después de la
primera semana, los lactobacilos predominan en el intestino delgado, y el ciego es
colonizado principalmente por anaerobios (Bacteroides spp y eubacterium) con bajo
niumero de aerobios facultativos Enterobacteriaceae, enterococci y lactobacilli. La
microbiota tipica en el intestino delgado de aves adultas se establece dentro de las 2
primeras semanas, sin embargo, la microbiota cecal en los adultos, compuesta en su
mayoria por anaerobios obligados, tiene lugar hacia los 30 dias de desarrollo. Con la edad,
bifidobacterias y bacteroides van predominando en el ciego (Barnes et al., 1972%'; van der
Wielen et al., 2000%%).

Debido a que no todos las bacterias que constituyen la microbiota intestinal han podido
ser cultivadas, se han utilizado las técnicas moleculares para caracterizar la composicion de

las comunidades bacterianas del tracto gastrointestinal.
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Los autores Apajalahti et al. (2001** y 2002%*) analizaron la microbiota del pollo con
técnicas moleculares. Amplificaron el ADNr 16S por PCR usando iniciadores de todos los
microorganismos conocidos. La investigacion fue continuada por Apajalahti y Kettunen,
(2002°%) quienes clonaron los productos de PCR y después los fragmentos representativos
de ADN fueron secuenciados y analizados comparativamente. Este analisis filogenético
general revelo la presencia de alrededor de 200 especies microbianas. Estos resultados
parecen indicar que existen alrededor de 65 principales grupos de géneros bacterianos. En
este experimento se menciond la proporcion de los géneros mds abundantes presentes
globalmente en el tracto gastrointestinal de pollos. El género mas cuantioso fue el de
Clostridium con 18%, Bacteroides 11%, Bifidobacterium 10%, Faecalibacterium 5%,
Strepto/enterococcus 5%, y “Otros” 34%

Con el empleo de estas herramientas moleculares se ha podido dilucidar la composicion
de la microbiota en cada region del tracto intestinal del pollo de engorda. Van der Wielen et
al. (2002*") observaron el coeficiente de similitud de las comunidades bacterianas
dominantes que residen en los diferentes compartimientos gastrointestinales en pollos de
diferentes edades. A los 4 dias de edad fueron significativamente altos los coeficientes de
similitud entre el buche, el duodeno y el ileon mientras que las poblaciones bacterianas del
ciego tuvieron similitudes bajas con el resto de los compartimientos. A partir de la segunda
semana de edad el coeficiente de similitud se incrementd entre el ileon y el ciego.
Conforme el pollo crece, la similitud de bacterias dominantes en cada region del tracto
gastrointestinal llega a ser muy especifica para cada compartimiento.

Amit-Romach et al. (2004°) cuantificaron el ADNr de los 6 principales géneros que
tienen influencia en el crecimiento y salud del intestino, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli y Clostridium. Los autores indicaron que
solamente la presencia de Lactobacillus fue consistente en todas las regiones del intestino
variando ligeramente en proporcion y que también se detectaron significativamente E. coli
y Clostridium en duodeno y yeyuno. Diversos trabajos han descrito el desarrollo de la
comunidad bacteriana en la region del ileon, los grupos bacterianos que dominaron fueron

Lactobacillus (L. aviarius y L. salivarius predominantemente) Streptococcus, Pediococcus
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y Enterococcus (Knarreborg et al., 2002*; Lu et al., 2003%; Bjerrum et al., 2006"’;
Dumonceaux et al;2006%; Johansen et al., 200689)

Otras investigaciones han analizado la composicion de la microbiota en el ciego. En los
primeros dias de edad los grupos de bacterias que representan mas del 90% del total de
bacterias detectadas por biologia molecular son: Lactobacillus, Streptococcus,
Enterococcus, Clostridium y Bifidobacterium. Durante las primeras semanas disminuye la
cantidad de estas bacterias pero continian predominando. En la 6* semana de edad se
detectan diferentes especies de los grupos Sporobacter, Clostridium sp (principalmente C.
coccoides, C. Leptum, C. Subclase XIVa), Faecalibacterium, Ruminococcus, E. coli. Los
grupos de Bacteroides y Bifidobacterium se mantienen relativamente estables desde la 1*
semana y el grupo de enterobacterias disminuye con la edad. (Gong et al; 2002°°; Lan et
al., 2002°!; Zhu et al., 2002°%; Lu et al., 2003%¢; Zhu y Joerger, 2003%; Amit-Romach et al.,
2004"°; Bjerrum et al., 2006*”; Gong et al., 2007°).

2.4 Manipulacion de la microbiota intestinal

La composicion de la dieta es un factor importante por el cual la microbiota intestinal
puede ser modificada debido a que tiene influencia sobre el substrato disponible para las
poblaciones bacterianas. La bacteria que puede mas rapidamente degradar y usar este
substrato proliferarda mas que las otras (Strickling et al., 2000*"). Dietas de carbohidratos,
proteinas, aminoacidos y lipidos no digestibles son importantes substratos para bacterias
intestinales (Collins y Gibson, 1999°!: Mackie et al., 1999; Zentek et al., 200394).
M¢étodos mas directos como los antibidticos, prebioticos, probidticos u otros aditivos en el
alimento también influyen sobre la composicion de la microbiota intestinal (Knarreborg et
al., 2002*°; Lan et al., 2004""; Smirnov et al., 2005°).

Se han llevado a cabo diferentes estudios para evaluar el efecto de los prebioticos sobre la
composicion de la microbiota intestinal del pollo. En el experimento realizado por Guo et
al. (2004°) fue evaluado el efecto de prebidticos a base de extractos de hongos sobre la
ecologia cecal. Los investigadores observaron los conteos significativamente mas altos de
anaerobios totales, bifidobacterias y lactobacilos y los mas bajos de Bacteroides spp. y E.

coli en el grupo de aves suplementado con estos prebioticos. En otro trabajo se adiciono
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fructooligosacaridos al 0.4% en el alimento de pollos y se demostré que los conteos de
Bifidobacterium y Lactobacillus incrementaron, asi mismo se inhibi6 el crecimiento de E.
coli en el contenido del intestino delgado y del ciego (Xu et al., 2003°%). Los isomalto-
oligosacaridos aumentaron la biomasa en el contenido del ciego del género Bifidobacterium
y se redujeron los conteos de Salmonella. Sin embargo este prebidtico no tuvo influencia
sobre el conteo total de aerobios, de Lactobacillus y E. coli (Zhang et al., 2003°°; Chung y
Day, 2004”7). El efecto del manano oligosacarido sobre la microbiota cecal se evalud en
pavos suplementados con Bio-Mos® (0.1%), en los que se observd un incremento
significativo en la cantidad de Bifidobacterium y el total de anaerobios mientras que
disminuy6 la concentracién de Clostridium perfringes (Sims et al., 2004*).

El campo de estudio sobre la composicion de la microbiota intestinal ademas de
establecer la identificacion de nuevas poblaciones bacterianas y su relacion filogenética, se
pretende conocer la actividad de cada tipo de bacteria y como estas interactiian entre ellas
en la ecologia intestinal, como puede ser favorecido o disminuido su desarrollo para
establecer un equilibrio de la microbiota. También explicar los posibles mecanismos por los
cudles esta microbiota intestinal le proporciona a su hospedero salud y bienestar. En la
medida que se vayan esclareciendo estos puntos se buscara manipular la microbiota
intestinal a través de aditivos como el MO para mantener la salud y mejorar el rendimiento

de los animales en produccion.
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JUSTIFICACION

Una de las principales rutas por la cual se transmiten bacterias resistentes a antibioticos,
es por la cadena alimenticia en la cual se incluye a los alimentos y a los manipuladores de
éstos. La carne de pollo es una de las fuentes mas importantes de proteina de origen animal
para varias poblaciones del mundo, sin embargo ésta también se ha identificado como un
vehiculo transmisor de patdgenos resistentes a los antimicrobianos. EI hecho de prescindir
de los antibidticos promotores del crecimiento en las dietas para aves, puede influir en la
salud intestinal de estos animales en términos de la frecuencia en la que se presenten
infecciones asociadas con microorganismos potencialmente patogenos. Lo anterior en
conjunto con la demanda de los consumidores por alimentos con altos estandares de calidad
y que ademas le proporcionen beneficios a su salud, obliga a la industria avicola a buscar
alternativas que sean seguras y efectivas para mantener una buena produccion y calidad de
las aves. Una de estas alternativas, moduladoras de la microbiota intestinal, es el prebiotico
MO que ha mostrado eficacia en la remocion de bacterias patégenas. Sin embargo, en
diferentes experimentos donde se ha evaluado el impacto del aditivo MO sobre el
comportamiento productivo en pollos de engorda y pavos, los resultados han sido poco
consistentes. Lo anterior entre otros aspectos por las condiciones experimentales, dosis y
manufactura del producto empleado.

Con el siguiente trabajo de investigacion se proporcionara informacion relacionada con
las caracteristicas, modo de accion y efecto del MOS sobre la microbiota del pollo de

engorda, asi como en relacién al efecto del producto en el desarrollo de las aves.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de un manano oligosacarido a la dosis del 0.1% sobre la
composicion de la microbiota ileal y cecal asi como en el comportamiento productivo del
pollo de engorda, para proponer su uso como alternativa al empleo de el antibidtico

promotor de crecimiento.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Identificar la composicion de la microbiota en ileon y ciego de pollos de engorda
suplementados con el prebi6tico manano oligosacéarido.

e Analizar el tiempo de transito gastrointestinal en pollos suplementados con el
prebidtico manano oligosacérido.

e Evaluar el efecto de un manano oligosacarido sobre el peso corporal, la ganancia
diaria de peso, consumo de alimento, y el indice de conversion alimenticia en pollos
de engorda.

e Evaluar el rendimiento en canal y la pigmentacion en piel de pollos suplementados
con el prebidtico manano oligosacarido, como indicadores de calidad de la carne.
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HIPOTESIS
La suplementacion con un manano oligosacarido modifica la composicion de la

microbiota intestinal y beneficia el comportamiento productivo del pollo de engorda.
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MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizo en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion
Avicola (CEIEPAvV) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM
ubicado en Delegacion Tlahuac, México, D. F.

El CEIEPAVvV se encuentra a una altitud de 2 250 msnm, tiene una superficie total de 48

470 m2 con una temperatura media anual de 18°C y una precipitacion pluvial de 747 mm.

Animales y dietas

Se utilizaron 486 pollitos de 1 dia de edad de la estirpe Ross X Ross de ambos sexos que
fueron asignados aleatoriamente a 3 tratamientos con 6 réplicas de 27 pollos cada una. Las
aves fueron criadas en piso con cama de viruta. La temperatura se mantuvo a 30-32°C en la
1* semana y fue disminuyendo 3-4°C por semana hasta mantenerla en 24°C en el periodo
de finalizacion. Los animales recibieron agua y alimento ad libitum durante las 7 semanas
de experimentacion.

Las dietas se formularon en dos etapas: 1) iniciacion (1-20 dias de edad) y finalizacion
(21-49 dias de edad), balanceadas conforme a las recomendaciones del NRC (1994°%), para
cubrir los requerimientos nutricionales del pollo de engorda (Cuadro 1).

Las dietas basales estuvieron formuladas con base a pasta de soya y sorgo, sin antibidtico
y con nicarbacina (0.05%) como coccidiostato, esta dieta se asignd para el tratamiento
Control Negativo.

El tratamiento Control Positivo fue la dieta basal mas la adicion de bacitracina (0.03%)
como APC.

El tercer tratamiento se denomindé como MOS, en éste a la dieta basal se le adiciono el
prebidtico Bio-Mos® (Alltech Inc., Nicholasville, KY) al 0.1% de inclusion. Este producto
es obtenido de la pared celular de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

En el periodo de finalizacion a la dieta basal se incluyo el pigmento Avelut® al 0.54% y

fue sustituido el coccidiostato nicarbacina por monensina al (0.05%).
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Parametros Productivos

Para determinar el consumo de alimento, la ganancia de peso, y el peso corporal de las
aves se obtuvieron datos a los 7, 14, 21, 28, 35, 42 y 48 dias de edad por réplica en cada
uno de los tratamientos. Los animales y el alimento fueron pesados en una balanza digital y
las observaciones fueron registradas en gramos. El consumo de alimento se ajustd a la
mortalidad. El indice de conversion alimenticia se calculé como la razén entre el alimento
consumido y la ganancia de peso.

Los pardmetros productivos fueron determinados también en los intervalos de 0-3

semanas y de 0-7 semanas de edad.

Identificacion de la Microbiota Intestinal

Para conocer la composiciéon de la microbiota en el contenido ileal y cecal fueron
utilizadas la reaccion de PCR y la técnica molecular Electroforesis en Gradiente de
Temperatura (TGGE). Una vez obtenido el patrén de bandas en el gel TGGE fueron

identificadas las bacterias con el analisis de secuenciacion.

COLECCION DE MUESTRA. Para la coleccion de muestra del contenido ileal y cecal se
utilizaron dos pollos por réplica a los dias 7, 14, 21 y 45 dias de edad en cada uno de los
tratamientos. El contenido intestinal de dos aves fue colectado en un mismo tubo para
obtener un total de tres réplicas por tratamiento.

Los pollos fueron sacrificados por dislocacion cervical y el tracto gastrointestinal fue
removido de la cavidad abdominal cuidadosamente. Dos regiones de intestino fueron
seccionadas, la porcion distal del ileon (15 cms anterior a la unién ileocecal) y los ciegos
completos. El contenido ileal y cecal fue colectado asépticamente en tubos estériles, los
cuales se mantuvieron a 4°C durante la coleccién. Posteriormente las muestras fueron
trasladadas al Instituto de Ingenieria de la UNAM, en donde fueron conservadas a -80°C

hasta el momento de la extraccion de ADN.
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EXTRACCION DE ADN. Se utiliz6 el kit Ultra Clean Fecal DNA de Mo-Bio® (Laboratories
Inc, Solana Beach, Calif).

Protocolo: 1) En una columna pesar de 250-350 mg de muestra; 2)anadir 550 pl de
solucion Fecal Bead y mezclar las muestras; 3) agitar solucion S1; 4) adicionar 60 pl de S1
y mezclar; 5) agregar 200 pl de solucidon IRS; 6) agitar ( mecéanica con vortex) a maxima
velocidad por 10 min; 7) centrifugar a 10, 000 x g durante 2 min; 8) obtener el
sobrenadante y vaciarlo a un tubo limpio; 9) adicionar 250 pl de solucion S2 al stper
nadante; 10) agitar con vortex durante 5 seg. 11) Incubar a 4°C/5 min; 12) Centrifugar a 10,
000 x g durante 1 min; 13) obtener el sobrenadante y vaciarlo a un tubo limpio; 13)
adicionar 900 pl de solucion S3 al sobre nadante y agitar con vortex 5 seg; 14) colocar 700
ul de la muestra dentro de una columna filtro y centrifugar a 10 000 x g por 1 min.
Desechar el precipitado. Realizar este mismo paso hasta terminar con el total de la muestra;
15) adicionar 300 pl de solucion S4 y centrifugar a 10 000 x g durante 30 seg; 16) Desechar
el liquido restante; 17) centrifugar por 1 min; 18) colocar el filtro en otro tubo; 19)
adicionar 50 pl de solucion S5 al centro del filtro o ddH,O; 20) centrifugar por 30 seg; 21)
descargar el filtro. El ADN queda precipitado y purificado.

De cada una de las tres réplicas por tratamiento fueron tomados 20ul del ADN purificado
y depositados en un tubo limpio para formar una muestra compuesta por edad y por cada

region del intestino.

AMPLIFICACION POR PCR. Se llevo a cabo una prueba piloto para determinar la
concentracion 6ptima de ADN y las condiciones para la reaccion de PCR. Se realiz6
primero la cuantificacion de ADN en cada muestra en un gel de Agarosa al 0.8%. El gel fue
analizado con el equipo Gel Doc Bio-Rad® y fue calculado que en 2 pl de muestra de ADN
purificado hay 200 ng de ADN.

La region variable V3 de 16S rADN fue enzimdticamente amplificada en la PCR con
iniciadores de regiones conservadas de genes del ARNr 168S. Las secuencias de nucleotidos
de los iniciadores fueron: P518, 5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3'; P341-GC, 5'-
CGCCCGCCGCGCGLCGGLCGGGLCGGGGCGGGGGLCACGGGGGGCCTACGGGA

GGCAGCAG-3', este iniciador tiene en la posicion 5' 40-nucledtidos con una secuencia
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rica en bases GC (conocida como GC “grapa”). Se utilizaron la combinacion de P518 y
P341-GC para amplificar las regiones del ADNr 16S en diferentes especies bacterianas las
cuales corresponden a las posiciones 341 a 534 en E. coli (Muyzer et al., 19937).

La reaccion de Amplificacion se llevé a cabo en un volumen total de 50ul: Syl de
Tampon para enzima 10X; 3ul de Mg; 10 pl de Sol Q; 0.5ul de nucleétidos; 1ul de
iniciador P341-GC; 1ul de iniciador P534; 2 ul ADN para muestra de intestino y 1 pul de
ADN de Salmonella enteritidis como control; 0.3ul de Enzima Hot Star Taq Polimerasa; El
volumen total fue ajustado a 50 pl con ddH2O. Esta reaccion se llevd a cabo en un

Termociclador de Gradiente Eppendorf® bajo el siguiente programa:

94°C 94°C 53°C 72°C 72°C 4°C
15 min 1 min 1 min Imin30seg 5 min 0
\— /
v
30 ciclos

La presencia de los productos de PCR fue analizado por electroforesis en un gel de Agarosa
al 2%.

Para obtener mayor concentracion de ADN en cada muestra a estos productos de PCR se
les realizd6 nuevamente una PCR bajo las mismas condiciones de reaccion y el mismo
programa en el termociclador. La presencia de los productos de PCR fueron analizados por

electroforesis en un gel de Agarosa al 2%.

ELECTROFORESIS EN GRADIENTE DE TEMPERATURA. La TGGE se realiz6 en un DCode
Universal Mutation Detection Sistem (Bio-Rad, Hercules, Calif.). Se utilizaron geles de
poliacrilamida-bisacrilamida de 16 cm por 16 cm por Imm de grosor. Los geles fueron
hechos al 8% con los siguientes reactivos: 8ml 40% archilamida/bis; 1ml tampon TAE
50X; 16.8g Urea para 7M; 30 ul de TEMED; 400 pl de persulfato de amonio 10%; aforar a

un volumen total de 40 ml con ddH,p. La electroforesis fue establecida con un voltaje
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constante de 130V durante Shr y 30min. En el sistema Dcode Universal la temperatura fue
programada para que incrementara la tasa de temperatura 2°C cada hora. El gradiente de
temperatura inicid con 56.9°C y termind en 68°C. Para analizar el perfil de comunidades
bacterianas se utilizé un gel para cada una de las regiones de intestino (ileon y ciego). Al
término del proceso de electroforesis los geles fueron tefiidos en una solucion de bromuro
de etidio y se analizaron en un transiluminador de rayos UV con el software Quantity-One

(Bio-Rad, Hércules, Calif).

IDENTIFICACION DE BACTERIAS POR SECUENCIACION DE BANDAS OBTENIDAS POR PCR-

TGGE. Del patron de bandas obtenido por TGGE fueron seleccionadas las bandas de mayor
interés para el trabajo (por su posicion y/o intensidad). Estas bandas se cortaron
asépticamente y fueron colocadas en tubos limpios. A cada banda se le adicionaron 200l
de ddH,0O y se mantuvieron a temperatura ambiente por 24hrs para permitir la elusion del
ADN. Posteriormente se llevd a cabo una reaccion de PCR utilizando los mismos
iniciadores pero sin la grapa GC. La reaccion de PCR se llevo a cabo en un Termociclador

Eppendorf® bajo el siguiente programa:

94°C 95°C 58°C 72°C 72°C 4°C
5 min 30 seg 30 seg 1 min 10 min 0
\— _/
Y
30 ciclos

La presencia de los productos de PCR fue analizado por electroforesis en un gel de
Agarosa al 2%.

El producto resultado de la PCR fue purificado con el Kit Purificacion de PCR QIAquick
(Qiagen). Finalmente se realizé una electroforesis en gel de Agarosa al 2% para analizar el
ADN limpio de los reactivos de PCR.

El Analisis de secuenciacion se llevo a cabo en el Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.
Las secuencias obtenidas fueron comparadas en la base de datos Gen-Bank para lo cual fue

empleado el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment & Search Tool). E1 BLAST es un
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programa que compara secuencias de nucleotidos o proteinas con secuencias de bases de

datos y calcula la significancia estadistica de esta comparacion.

Analisis del Tiempo de Transito Gastrointestinal (TTG)

Se realizaron 3 evaluaciones del TTG a los 12, 24 y 36 dias de edad del pollo. Se
utilizaron dos aves por réplica en cada tratamiento, los mismos pollos cada semana para
reducir la variacion individual. El 6xido férrico fue utilizado como marcador a una dosis de
200mg/kg peso para determinar el TTG (Washburn, 1991°%).

El consumo de alimento se restringié durante 2 horas a los pollos seleccionados para la
prueba y se colocaron aleatoriamente en jaulas individuales con piso de malla que fue
cubierto con papel blanco, cada jaula tenia recipiente para agua y alimento. Posterior al
tiempo de ayuno el marcador fue administrado en una cépsula de gelatina que fue colocada
en la orofaringe del ave para su deglucion espontanea. Las cépsulas se dieron al mismo
tiempo a los 2 pollos de cada réplica, los pollos tuvieron acceso libre al agua y a su dieta
tratamiento correspondiente durante el tiempo de la prueba. Se revisaron las excretas cada
10 minutos en las primeras dos horas pos administraciéon de la cépsula y después mas
frecuentemente hasta encontrar el tinte rojo del marcador en las heces. El tiempo en que el
marcador se administrd y el tiempo en el cual apareci6 la tonalidad roja en la excreta fue
registrado para cada pollo (unidad experimental). EI TTG fue calculado como la diferencia

entre estos dos tiempos de registro en minutos.

Evaluacion del Rendimiento en Canal

Se registrd el peso (g) de 30 pollos seleccionados aleatoriamente por tratamiento a los 49
dias de edad y se design6 como peso vivo.

Se llevo a cabo el proceso de sacrificio de estos animales bajo condiciones comerciales.
Posteriormente se registré el peso de la canal eviscerada (g).

El rendimiento en canal fue la relacion centesimal del peso de la canal con el peso vivo
del ave. Asi mismo, fue evaluado el rendimiento de la pechuga y de la pierna con muslo al
pesar la carne (con hueso) en una balanza digital. Este peso se expres6 como porcentaje en

relacion al peso de la canal eviscerada.
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Evaluacion del Grado de Pigmentacién

Los valores de luminosidad (L), amarillamiento (b*) y enrojecimiento (a*) se midieron
con el colorimetro de reflectancia Minolta® (Modelo CR-400) con el sistema CIELab. La
lecturas se realizaron en la zona conocida como la “vena de la grasa” (apterilo lateral) en
los 30 pollos (49 dias de edad) seleccionados para el procesamiento comercial. La
evaluacion de la pigmentacion en piel se hizo en los pollos vivos y en las canales después
del desplume (pollo caliente). La calibracion del colorimetro Minolta fue hecha con la placa

blanca (de ceramica) de referencia incluida en el aparato.

Analisis Estadistico

El analisis estadistico de los resultados se realizé con un software comercial de SAS®'™.
El Modelo estadistico fue un Disefio Completamente Aleatorizado para la evaluacion de
parametros productivos, la determinacion del grado de pigmentacion y la determinacion del
rendimiento en canal. Se utilizé un modelo de Parcelas Divididas para la determinacion del
TTG. Los datos fueron analizados por Analisis de la Varianza con el procedimiento de
Modelos Lineales Generales. Las diferencias entre grupos fueron determinadas por

comparaciones multiples de Tukey con una significancia predeterminada de P<0.05.
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RESULTADOS

Parametros Productivos

PESO CORPORAL Y GANANCIA DE PESO. Durante las 7 semanas de experimentacion el
peso corporal y la ganancia de peso no fueron afectadas por los tratamientos (Cuadro 2). El
grupo alimentado con dieta control fue el de menor peso y menor ganancia, sin embargo no

hubo diferencia significativa entre dietas.

CONSUMO DE ALIMENTO E INDICE DE CONVERSION ALIMENTICIA. No se observo efecto
significativo de los tratamientos control negativo, control positivo y el Bio-Mos sobre el
consumo de alimento y el indice de conversién en ambos periodos de 0-3 y de 0-7 semanas
(Cuadro 3).

Identificacién de la Microbiota lleal y Cecal

Se realiz6 la técnica TGGE y el Anélisis de secuenciacion de los fragmentos de ADN
obtenidos por cada regién de intestino. Existié poca diferencia en el nimero de bandas
dominantes visibles en las muestras de los pollos de diferentes edades y dietas. De un total
de 19 bandas del gel TGGE se obtuvieron resultados en el analisis BLAST con la base de
datos Gen-Bank. Algunos resultados de estas bandas no se presentan debido a que fueron
altamente inespecificos en la base datos empleada.

PERFIL DEL TGGE Y SECUENCIAS OBTENIDAS EN EL CONTENIDO DEL ILEON. La
comparacion de bandas del contenido ileal (imagen del gel TGGE) de las principales
bandas visibles sobre el gel que contiene las muestras de los 3 grupos tratamiento (Control
negativo, Control positivo y MOS) en aves de 4 diferentes edades (7, 14, 21 y 45) analizado
con el software Quantity-One (Bio-Rad) (Figura 3).

En el tratamiento Control negativo en las aves de 21 dias de edad estuvo presente el
fragmento a. El analisis de secuenciacion de este fragmento de ADN mostr6 un 94% de
similitud con Clostridium sp. La banda b fue identificada en el analisis BLAST (100%
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similitud) con la bacteria Ruminococcus gauvreaui también a la edad de 21 dias. El
fragmento e (90% de similitud) corresponde a una bacteria todavia no cultivada (con
numero de acceso DQ801263.1 en Gen-Bank) se refiere a una bacteria de intestino humano
asociada con obesidad y fue localizada a los 7, 21 y 45 dias de edad en este grupo de aves;
la banda f (94%) corresponde a Rumen bacterium (no cultivado) fue detectada en los pollos
de primer semana de edad y en el dia 45; la banda i representa con un 92% de similitud en
el andlisis BLAST a una bacteria todavia no cultivada (DQ416137.1 en Gen-Bank). Esta
banda se encontr6 en todas las edades y se refiere a una bacteria perteneciente al subgrupo
de Clostridium leptum.

En la dieta Control positivo estuvieron presentes los fragmentos a y b Unicamente en las
aves de segunda semana de edad. La banda e (que refiere a una bacteria de intestino
humano asociada con obesidad fue detectada en los pollos de 21 y 45 dias de edad; el
fragmento de ADN f (Rumen bacterium) fue localizado en las aves de 45 dias de edad
pertenecientes a este tratamiento; la banda i se refiere a una bacteria que pertenece al
subgrupo Clostridium leptum estuvo presente a partir del dia 14 de edad en adelante y en el
carril que corresponde a Salmonella enteritidis.

En el tratamiento MOS en los pollos de 7 dias de edad estuvieron presentes las bandas a y
b (Clostridium sp y Ruminococcus gauvreaui, respectivamente). Durante todo el periodo de
crecimiento observado se detectaron los fragmentos de ADN e (bacteria asociada con
obesidad) y el i (bacteria que pertenece al subgrupo Clostridium leptum). En las aves
pertenecientes a este grupo no fue encontrada la banda f (Rumen bacterium).

PERFIL DEL TGGE Y SECUENCIAS OBTENIDAS EN EL CONTENIDO DEL CIEGO. La
comparacion de bandas del contenido cecal (imagen del gel TGGE) de las principales
bandas visibles sobre el gel que contiene las muestras de los 3 grupos tratamiento (Control
negativo, Control positivo y Bio-Mos®) en aves de 4 diferentes edades (7, 14, 21 y 45) fue
analizado con el software Quantity-One (Bio-Rad) (Figura 4).

En la dieta Control negativo fue detectado el fragmento de ADN a que fue identificado en
el anélisis BLAST como Clostridium sp. (95% similitud) en los pollos de 14, 21 y 45 dias

de edad; el Ruminococcus gauvreaui (100% similitud), banda b, se presento en las aves de
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45 dias; el fragmento ¢ (89%) representa a una bacteria perteneciente a la familia
Lachnospiraceae aparecié en todas las edades en este tratamiento; la banda d fue
identificada como Ruminococcus sp. (94% similitud) Unicamente fue localizada en este
tratamiento en las aves de 21 dias de edad; el analisis de secuenciacion de la banda e
mostré un 90% de similitud con una bacteria no cultivada hasta el momento (con nimero
de acceso en el Gen-Bank DQ801263.1) se refiere a una bacteria de intestino humano
asociada con obesidad. Esta banda fue detectada a los 21 y 45 dias de edad en este grupo de
aves. Rumen bacterium (98% similitud), banda f, fue detectada durante todo el periodo de
crecimiento observado; el fragmento g corresponde a alguna de las bacterias aun no
cultivadas que se han encontrado por biologia molecular en el ciego de pollos de engorda.
El analisis BLAST mostré un 96% de similitud con estas bacterias con numero de acceso
en el Gen-BanK: DQ342337.1; AF376204.1; ABO75623.1 y fue encontrado Unicamente a
los 14 dias de edad; la banda h corresponde a una bacteria no cultivada todavia (localizada
en intestino humano) con un porcentaje de similitud de 96 en el analisis BLAST (con
numero de acceso en el Gen-Bank EF604703.1) estuvo presente solamente en aves de
primera semana de edad; el fragmento de ADN i (92% de similitud) correspondi6 a la
bacteria aun no cultivada con nimero de acceso en Gen-Bank DQ416137.1 (pertenece al
subgrupo CI. leptum) y fue encontrada durante las tres primeras semanas de vida en los
pollos de este tratamiento

En el tratamiento Control positivo el Clostridium sp. (banda a) fue detectado durante todo
el periodo de crecimiento evaluado; la banda b correspondié a Ruminococcus gauvreaui y
estuvo ausente en este tratamiento; el fragmento de ADN denominado ¢ representa a una
bacteria perteneciente a la familia Lachnospiraceae y fue localizado principalmente en los
pollos de primera, segunda y tercer semana de edad; la banda d no aparecio en este grupo
de aves; el anélisis de secuenciacion de la banda e mostré un 90% de similitud con una
bacteria no cultivada hasta el momento (DQ801263.1) se refiere a una bacteria de intestino
humano asociada con obesidad. Esta banda fue detectada en los pollos pertenecientes a este
tratamiento a los 14 y 21 dias de edad; Rumen bacterium (banda f) fue detectada en todas
las edades; el fragmento g corresponde a alguna de las bacterias aun no cultivadas que se

han encontrado por biologia molecular en el ciego de pollos de engorda (DQ342337.1;
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AF376204.1; ABO75623.1 en Gen-BanK) y fue localizado Unicamente a los 21 dias de
edad. La banda h corresponde a una bacteria localizada en intestino humano (con nimero
de acceso en el Gen-Bank EF604703.1) estuvo presente solamente en aves de primera y
tercer semana de edad; el analisis de secuenciacion de la banda i mostré un 92% de
similitud con una bacteria que pertenece al subgrupo Clostridium leptum (DQ416137.1 en
Gen-Bank) y apareci6 en los pollos de 7 y 14 dias de edad.

En la dieta MOS el fragmento de ADN a, Clostridium sp., fue detectado a los 7, 14,y 45
dias de edad del pollo; la banda b correspondié a Ruminococcus gauvreaui y se presento en
las aves de 14 y 21 dias de edad; el fragmento c representa a una bacteria perteneciente a la
familia Lachnospiraceae y fue localizado en las edades de 7, 14 y 45 dias; el Ruminococcus
sp. (banda d ) no estuvo presente en este tratamiento; la banda asignada como e fue
detectada solamente hacia el final del periodo de engorda (45 dias), el analisis de
secuenciacion indico que es una bacteria no cultivada hasta el momento (DQ801263.1 en
Gen-Bank) se refiere a una bacteria de intestino humano asociada con obesidad. Rumen
bacterium (banda f) fue detectada durante todo el periodo de crecimiento observado; el
fragmento g corresponde a alguna de las bacterias aln no cultivadas que se han encontrado
por biologia molecular en el ciego de pollos de engorda (DQ342337.1; AF376204.1;
ABO75623.1 en Gen-Bank) y fue localizado en aves de 7 y 14 dias de edad en las aves
pertenecientes a esta dieta; la banda h corresponde a una bacteria no cultivada (con nimero
de acceso en el Gen-Bank EF604703.1) estuvo presente en la primer semana de edad de los
pollos y ha sido detectada en intestino humano; del subgrupo CI leptum (DQ416137.1 en

Gen-Bank) la banda i, aparecio en los pollos de 7 y 14 dias de edad.

Analisis del Tiempo de Transito Gastrointestinal

El TTG no fue afectado por las dietas de las aves de 12, 24 y 36 dias de edad con una
media de 175 min. No hubo interaccion entre la edad y el tratamiento (P= 0.12). Hubo
efecto significativo (P<0.05) de la edad sobre el TTG observandose un incremento

conforme la edad avanzd.
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Evaluacion del Rendimiento en Canal

Los resultados del rendimiento en canal (Cuadro 4) no mostraron diferencia significativa
de los tratamientos en cuanto al rendimiento en canal. Tampoco hubo efecto de los
tratamientos sobre el rendimiento de la pechuga y el rendimiento de la pierna con muslo
(P>0.05).

Evaluacion del Grado de Pigmentacion

Hubo evidencia estadisticamente significativa (P<0.05) que el tratamiento MOS mejord
el grado de amarillamiento (b*) 43.36 en relacién al tratamiento control positivo 41.21 en
pollo caliente (despues del desplume). Las mediciones que también se realizaron en pollo
caliente indicaron que el grado de enrojecimiento (a) del grupo MOS fue de 1.28 y para el
control negativo y el control positivo, 2.11 y 2.47, respectivamente (P=0.071). No se
encontro evidencia estadisticamente significativa para inferir que alguno de los tratamientos
control o el MOS fuera diferente en cuanto a los grados de pigmentacion a* y b* en el

pollo de engorda vivo (Cuadro 5).

34



DISCUSION

Parédmetros Productivos

El experimento fue disefiado para evaluar el efecto de un MOS sobre el comportamiento
productivo del pollo de engorda. Los resultados aqui presentados demostraron que no hubo
influencia de los tratamientos sobre el peso corporal (PC) y la ganancia de peso (GP). Estos
resultados van de acuerdo con los de otras investigaciones (lji et al. 2001*°, Waldroup et
al., 2003, Sun et al., 2005°%, Baurhoo et al., 2007°%). En otros resultados se concluyé que
las aves suplementadas con 0.3% de la pared celular de S. cerevisiae, lograron las mejores
GP en un periodo de evaluacién de 5 semanas (Zhang et al., 2005%).

No se observaron diferencias entre dietas en el consumo de alimento (CA) e indice de
conversion alimenticia (ICA). En cambio, otros estudios encontraron que el ICA de pollos
de engorda fue significativamente mejorado por el aditivo MOS (Waldroup et al., 2003'%*;
Zhang et al., 2005>°). Se ha observado un efecto sinérgico entre el MOS y los probiéticos.
Los autores Sun et al., 2005°? emplearon un programa de alimentacién en pollos de engorda
como sigue: administraron un probidtico (Lactobacillus, Enterococcus y Pedococcus) al
nacimiento y posteriormente estas aves fueron suplementadas con MOS en el alimento.
Con este programa de alimentacion el ICA acumulado a 49 dias fue mejorado
significativamente.

En un estudio retrospectivo (1997-2003) intitulado “Holo-analisis de la eficacia del Bio-
Mos® en la nutricién del pollo de engorda” el autor concluyé que para obtener respuestas
positivas de este aditivo sobre la GP se necesitaria emplear una dosis de Bio-Mos® por
encima de 1.88 g/kg alimento y para mejorar el ICA se requeriria a una inclusion por arriba
de 2.17 g Bio-Mos/kg alimento (Rosen, 2007'%%). El nivel de inclusién del Bio-Mos® en la
dieta tratamiento asignado fue adicionado a 1kg/ton (0.1%). Probablemente por esta razon
no se obtuvo una respuesta positiva sobre los parametros productivos. Por otro lado, ha sido
reportado que los antibidticos promotores del crecimiento y la mayoria de los aditivos
moduladores de la microbiota gastrointestinal, son mas efectivos cuando existen
condiciones de estrés y enfermedad, tales como temperaturas ambientales extremas,

sobrepoblacién, manejo ineficiente (Sims et al., 2004*). El presente trabajo fue realizado
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bajo condiciones higiénicas (baja densidad de poblacidn, cama limpia, manejo apropiado de
temperaturas y ventilacion) lo cual indico que existié un minimo desafio bacteriano. De
esta manera pudiera explicarse que las aves no necesitaron de ningln aditivo para lograr
niveles de crecimiento adecuados.

Los mecanismos de accién del MOS por los cuales el comportamiento productivo del
pollo puede ser beneficiado son la adsorcion de bacterias que expresan lectinas Fimbria tipo
1 como lo son E. coli y Salmonella en el tracto gastrointestinal (Oyofo et al., 1989%“;
Spring et al., 2000™:; Fairchild et al., 2001%; Zdunczy et al., 2005*); mejorando la funcién
e integridad intestinal (lji et al., 2001*°; Sun et al., 2005°%; Zhang et al., 2005°%; Baurhoo et
al; 2007%) y la modulacién del sistema inmune (Swanson et al., 2002*%; Shashidhara y
Devegowda, 2003").

Debemos considerar que en los pollitos, cuando ocurre la transferencia del contenido del
Saco Vitelino o el alimento toma lugar en el tubo digestivo, se inicia un rapido desarrollo
de la estructura y funcion del intestino delgado. Durante la primer semana de vida este
6rgano crece a una velocidad superior a la del peso corporal (lji et al., 2001'%, Sklan y
Noy, 2003 y es la etapa mas susceptible en la que el pollito puede ser infectado por
bacterias patdgenas. La presencia del alimento en el intestino es un estimulo substancial
para el crecimiento de la mucosa en aves y mamiferos. Ha sido demostrado que la masa del
intestino incrementa cerca del 600% dentro de los primeros 7 dias del nacimiento del pollo
alimentado y que el volumen de vellosidades y profundo de criptas intestinales se eleva

enormemente de los 4 a los 21 dfas de edad (Batal y Parsons, 2002'%

). Aditivos como el
prebiotico MOS en el alimento puede favorecer el desarrollo y la salud del tracto

gastrointestinal en los pollos.

Identificacidn de la Microbiota lleal y Cecal

Se evaluo el efecto del aditivo MOS sobre la composicion de la microbiota intestinal en
dos regiones del tracto gastrointestinal (ileon y ciego) del pollo de engorda para lo cual se
utiliz6 la técnica molecular Electroforesis en Gradiente de Temperatura (TGGE) con los
productos del ADNr 16S amplificados. Los resultados obtenidos en el presente trabajo

mostraron que el contenido ileal y cecal de pollos de diferentes edades con los tratamientos
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control negativo (CN), control positivo (CP) y MQOS, albergan relativamente un bajo
numero de comunidades bacterianas predominantes entre las cuales las familias
Clostridiaceae, Lachnospiraceae y el Ruminococcus gauvreaui fueron cominmente
detectadas.

En el ciego hubo mayor diversidad de comunidades bacterianas que en el ileon (Figura 3
y 4) por el hecho de mostrar un mayor nimero de bandas visibles en el gel TGGE. Estos
resultados van de acuerdo con los de otros investigadores que han estudiado el desarrollo de
la microbiota en el ileon y el ciego (Bjerrum et al., 2006%"; Johansen et al., 2006%°; Gong et
al., 2007'%). La diferencia en composicién y concentracién de nutrientes, pH intraluminal,
disponibilidad de oxigeno, y temperatura entre estas regiones del intestino pudieran
contribuir a este efecto (Simpson et al., 2000*”’; Johansen et al., 2006%).

En las imagenes de los geles TGGE (Figura 3 y 4) hubo minima diferencia en el nimero
de bandas visibles en las muestras de ileon y ciego en las diferentes edades (7, 14, 21y 45
dias). En el ileon el Clostridium sp y las bacterias no cultivadas con nimero de acceso en
Gen-Bank DQ416137.1 (pertenece al grupo Clostridium leptum) y DQ801263.1 (bacteria
asociada con obesidad en humanos) fueron localizadas durante todo el periodo de
crecimiento observado en las aves. En el ciego fue detectado Rumen bacterium vy
Clostridium sp. en todas las edades observadas. EI Ruminococcus gauvreaui e integrantes
de la familia Lachnospiraceae estuvieron presentes a partir de la segunda semana de edad
del pollo de engorda. Algunos autores han demostrado que la complejidad del patron de
bandas generado en geles (DGGE y TGGE) se incrementa conforme aumenta la edad de las
aves (Knarreborg et al., 2002%%; van der Wielen et al., 2002%*; Hume et al., 2003%;
Johansen et al., 2006%). Lu et al. (2003*) indico que la estructura de las comunidades
bacterianas son relativamente estables durante el periodo del crecimiento esquelético
acelerado (14-28 dias) y después se observa sin cambios significativos durante el periodo
de mayor ganancia de peso y hacia el final del periodo de la engorda (49 dias).

Por lo que se refiere a la edad y el tratamiento, en el contenido del ileon las bacterias
Clostridium sp. y el Ruminococcus gauvreaui aparecen en las aves del tratamiento CP y el
CN, en la segunda y tercera semana de edad, respectivamente, mientras que en el MOS en

las aves de 7 dias; una bacteria de la familia Lachnospiraceae, la bacteria nimero
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DQ801263.1 en Gen-Bank (bacteria asociada con obesidad) fueron detectadas en los
tratamientos CN y CP a los 21 y 45 dias de edad. La bacteria Rumen bacterium solamente
fue detectada en los tratamiento control no asi en el MOS. En cambio la bacteria que
pertenece al subgrupo Clostridium leptum (DQ416137.1 en Gen-Bank) fue comun a todos
los tratamientos y edades.

En el contenido cecal destacan las bacterias Ruminococcus sp. que estuvo presente
solamente en el tratamiento CN; el Ruminococcus gauvreaui el cual fue localizado en el
CP, en aves de 45 dias de edad y en el MOS a las edades de 14 y 21; el Rumen bacterium
fue comin a todos los tratamientos y edades. La bacteria localizada en intestino humano
asociada con obesidad (DQ801263.1 en Gen Bank) estuvo presente en los grupos CP a los
14 y 21 dias de edad y en el CN a la edad de 21 y 45. Las bacterias identificadas en ciego
de pollo en Gen-Bank se encontraron en el CN a los 14 dias, a los 21 en el CP y en aves de
7'y 14 dias de edad en el tratamiento MOS.

Los resultados anteriores indicaron un efecto de la composicion de la dieta sobre el
desarrollo de las comunidades bacterianas dominantes en el ileon y el ciego. Diferentes
investigaciones se han llevado a cabo para evaluar como la composicion de la dieta tiene
influencia sobre la estructura de la microbiota intestinal, tipo de ingredientes y manufactura
(Apajalahti et al., 2001%), administracién de aditivos como los APC (Knarreborg et al;
2002%; Dumonceux et al., 2006%), los probidticos (Lan et al., 2004”"; Netherwood et al.,
1999'%) y prebiéticos.

Estudios basados en método de cultivo han caracterizado el tipo de bacterias presentes en
el contenido del ciego en pavos suplementados con Bio-Mos. Zdunczyk et al., (2005™)
advirtio una correlacién negativa (r=-0.551, P<0.01) entre los conteos de E. coli y el
contenido de Bio-Mos® en la dieta. En otro trabajo, pavos suplementados con Bio-Mos®
(0.1%) se incremento significativamente la concentracion de Bifidobacterium y el total de
anaerobios mientras que disminuyd la concentracion de Clostridium perfringes (Sims et al.,
2004*%). En un trabajo realizado con pollos de engorda se evalué el efecto del Bio-Mos
sobre el nimero de E. coli, Salmonella, lactobacilos y bifidobacterias presentes en el
contenido cecal. Las aves suplementadas con MOS tuvieron los nimeros significativamente

méas altos de lactobacilos y de bifidobacterias (Baurhoo et al., 2007°%). En el presente
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trabajo en el tratamiento MOS fueron identificadas bacterias tales como Clostridium
leptum, Ruminococcus sp, Rumen bacterium en el contenido del ileon y en el ciego fueron
encontrados el Ruminococcus gauvreaui, Clostridium sp., microorganismos de la Familia
Lachnospiraceae y clones de secuencias de bacterias ain no cultivadas que se han
identificado en el ciego de pollo de engorda. Otras investigaciones que han empleado
herramientas moleculares para estudios sobre la microbiota intestinal del pollo de engorda
han mostrado que los grupos de comunidades bacterianas en el ciego mas abundantes
pertenecieron a bacterias Gram positivas entre las que destacan Clostridium,
Ruminococcus, Bacteroides ademés de Fusobacterium prausnitzii, y bacterias Gram
negativas que pertenecen al grupo de Proteobacterias. Las poblaciones bacterianas que
dominan la regién del ileon referidas pertenecen a las familias Lactobacillaceae y
Enterococcaceae. Algunos de estos grupos de bacterias dominantes que albergan en el
ileon y ciego no se detectaron en los resultados presentados. Lo anterior puede explicarse
por la diferencia entre las técnicas empleadas para la caracterizacion de la microbiota, los
ingredientes de las dietas, diferencia entre la administracion o no de aditivos,
anticoccidianos, que fueron utilizados en otros trabajos de investigacion. Ademas de las
distintas condiciones para la reaccion de PCR y diferencia de las secuencias en los
iniciadores universales. Todo lo anterior pudo haber contribuido a la presencia o ausencia
de algunos géneros bacterianos.

La técnica TGGE es una herramienta empleada para estudiar los cambios en la microbiota
intestinal que se dan como consecuencia de la influencia de factores externos como los
ambientales, estrés, dieta, infecciosos. La TGGE en este trabajo mostrd un analisis rapido
de la dinamica de las comunidades bacterianas (dominantes) presentes en las diferentes
dietas tratamiento. Sin embargo esta técnica posee una limitacion importante. Cuando se
utiliza TGGE con iniciadores universales el limite de deteccion de bacterias es de
aproximadamente 10° a 10° UFC/g. Este nimero corresponde mas o menos al 1% de la
microbiota en el ciego del pollo de engorda, especies de bacterias que representen <1% de
la comunidad microbiana pueden ser subestimados (Muyzer et al 19937). Por otro lado el
empleo de iniciadores universales para los estudios moleculares de la diversidad

microbiana es insuficientemente sensible para abarcar el total de la estructura de la
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microbiota intestinal por lo que se pierde informacion de una diversidad bacteriana real.
Esta limitacion puede ser corregida con el uso de iniciadores para PCR especifico para cada
grupo de bacterias de interés (McCartney, 2002"*; Bjerrum et al., 2006%"). Ademas una vez
obtenido el perfil de banda en el gel TTGE debe emplearse la técnica de clonacién seguida
de la secuenciacion.

Las poblaciones de bacterias observadas en este proyecto han sido identificadas con
técnicas moleculares en el tracto gastrointestinal de humanos (Zoetendal et al., 1998'%°;
Favier et al., 2002*°) y otros animales como los cerdos (Pryde et al., 1999'*%) y los ratones
(Walter et al., 2000M2). Otras especies bacterianas en cambio tuvieron altos porcentajes de
similitud con los clones de secuencias aislados en el ciego del pollo de engorda. Se ha
sugerido que los animales hospederos pueden evolucionar en conjunto con especies de
bacterias especificas, mismas que se han adaptado para utilizar los carbohidratos presentes
en los tejidos de cada animal hospedero (Lu et al., 2003%%). Estos carbohidratos son
componentes de las glicoproteinas y glicolipidos que se encuentran en la membrana celular
del epitelio que reviste el tracto gastrointestinal. Los microorganismos que ocupan este
habitat han desarrollado la habilidad para utilizar estos carbohidratos especificamente como
sitios de adhesion (Sharon, 2006°). La microbiota intestinal puede ser entonces un reflejo
de la composicion de carbohidratos existentes sobre la capa de moco y en las superficies
celulares del intestino en conjunto con la evolucion de los mecanismos de adhesion
(lectinas) y la produccién de enzimas bacterianas (glicosidasas) que le permiten a la
bacteria tener un mejor acceso a los nutrientes y degradar los azucares para su
metabolismo.

Aditivos moduladores de la microbiota intestinal tal como el manano oligosacarido
(extraido de la pared celular de la levadura Saccharomyces cerevisiae) es un substrato el
cual puede bloquear la adhesion de las bacterias que expresan lectina Fimbria tipo 1
(enterobacterias) al epitelio intestinal. En el analisis de secuencias BLAST no se obtuvieron
resultados relacionados con microorganismos que presentan este tipo de lectinas. Sin
embargo se determind un efecto del manano oligosacéarido sobre la dinamica de algunas
bacterias como Rumen bacterium, Clostridium sp, Ruminococcus gauvreui comparacion

con los tratamiento Control negativo y Control positivo.
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Tiempo de Transito Gastrointestinal (TTG)

El TTG puede ser definido como el tiempo que toma el alimento en pasar a traves del
tracto gastrointestinal (TGI). En general las aves tienen un TTG relativamente mas corto
que los mamiferos, lo cual pudiera ser atribuido al tamafio corto de su TGl (Vergara et al.,
1989'"%). No se encontrd diferencia estadistica entre las dietas en el TTG. Las evaluaciones
mostraron un TTG promedio de 175min. No existid interaccion entre la edad y el
tratamiento (P=0.12), hubo efecto de la edad sobre el TTG (P<0.05) siendo més corto a los
12 dias (139min) y aument6 conforme las aves tenian mayor edad (202min). EI TGI se
desarrolla anatémica y fisiolégicamente con la edad lo cual tiene influencia sobre el TTG.
Shires et al. (1987'*%) mencionaron que el tiempo de retencién media (TRM) increment6
conforme aumentd el PC de los pollos y que es mas lento en aves adultas que en las
jévenes. Un incremento de 100gr en el PC fue asociado con un aumento en el TRM de 9.7
+ 1.7min en todo el TGI. En varias investigaciones se obtuvieron TTG similares a las
respuestas (por edad) aqui presentadas en pollos de engorda aunque en ninguna se evalla
un manano oligosacarido (Teeter et al., 1985™°; Washburn, 1991%; Golian y Maurice,
1992 Danicke et al., 1999''"; Léazaro et al., 2003"%; Nava, 2002*°; Davila, 2005'%)
(Cuadro 6).

Se ha mencionado que el TTG puede intervenir en la nutricion de los pollos porque afecta
el tiempo disponible para los procesos de digestion, absorcion y por lo tanto la eficiencia en

la utilizacién del alimento (Washburn, 1991%, Golian y Maurice, 1992

). La composicion
de la dieta es uno de los factores primordiales que pueden influir sobre el TTG. El alimento
puede contener caracteristicas especificas de calidad y diferencias en cantidad de
carbohidratos, fibra, proteinas, grasas y aditivos que pueden alterar el TTG (Shires et al.,
1987, Washburn, 1991%, Golian y Maurice, 1992'*%, Almirall y Esteve-Garcia, 1994'?%).
Alimentos con alto contenido de polisacaridos no almidonaseos producen un mayor TTG
debido al aumento de la viscosidad intestinal lo cual interfiere con la accion de las enzimas
digestivas hacia sus substratos y con el movimiento de la digesta a través del lumen
intestinal. Con los resultados obtenidos se observa que el TTG no fue modificado por los
tratamientos lo cual puede ser indicativo de que los procesos de digestion y absorcion en el

intestino se llevaron a cabo eficientemente. Los pollos de engorda han sido seleccionados
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para un rapido crecimiento y una eficiente utilizacion de dietas altamente digestibles, en
caso contrario, las aves se vuelven deficientes y su desempefio productivo se vera
disminuido.

Es importante mencionar que en algunas porciones que componen el TGI el tiempo de
retencién del alimento es mas largo que en otras. En el buche por ejemplo, 3hr después de
ingerido el alimento permanece todavia la mitad de éste. En 30min ya se encuentra el
marcador en todo el TGI y cantidades significativas de alimento se encuentran en el
intestino delgado después de 2 a 2.5hr. Las particulas que entran en el ventriculo sufren un
proceso de molido y quedan de diferentes tamafios y como consecuencia hay diferentes
tiempos de retencién dependientes del tamafio de la particula (Svihus et al., 2002*%).

Se ha demostrado que el método empleado para obtener el TTG tiene influencia sobre el
calculo. Washburn, (1991%) reveld diferencias significativas entre administrar el marcador
en el alimento, administrarlo con capsula de gelatina y no administrar marcador, siendo este
ultimo el que proporciono el TTG mas lento. Los factores que determinan el flujo del
marcador a través del TGI son principalmente el tamafio de particula, densidad e
higroscopicidad (Svihus et al., 2002%). Vergara et al., (1989'**) demostraron que un
marcador soluble pasé rapidamente a través del ventriculo mientras que el marcador
insoluble fue retenido mayor tiempo en este drgano.

En la presente investigacion el procesamiento de datos sobre el TTG emitié un
coeficiente de variacién alto (16.93) lo cual reflejo la excesiva variacion en el TTG de los
pollos. Este dato coincide con otros investigadores que utilizaron la misma metodologia
(Washburn, 1991%, Golian y Maurice, 1992 Almirall y Esteve-Garcia, 1994%). Se
sugiere que en estudios posteriores se realice un mayor numero de repeticiones para

disminuir la variabilidad.

Rendimiento en Canal

En el presente experimento fueron analizados el rendimiento en canal, el rendimiento de
la pechuga y el rendimiento de la pierna con muslo. No hubo evidencia estadistica de que
alguno de los tratamientos fuera diferente sobre estas evaluaciones. Lo anterior coincide

con otros trabajos donde se observo que el rendimiento de partes econdémicamente
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importantes incluyendo, alas, piernas, muslo, pechuga no fueron influenciados por las
dietas probadas las cuales incluyen el aditivo MOS (Fritts y Waldroup, 2003"%; Parks, et
al., 2005°; Sun et al., 2005°2).

Con la forma de accion de MOS se esperaria un mejoramiento en la utilizacion de los
nutrientes y que esto a la vez se vea reflejado en la ganancia de peso y el desarrollo del
musculo. El analisis de los datos (no presentado) en este experimento revelé que las aves
que tuvieron los mayores pesos en vivo generalmente tuvieron elevados rendimientos en
canal, de la pechuga y de la pierna con muslo que aquellas con bajo peso.

Los MOS se han evaluado en otros aspectos de calidad de la carne. Zhang et al. (2005
demostraron que al suplementar pollos con MOS fue mejorada significativamente la

terneza y la estabilidad oxidativa de la carne.

Evaluacion del Grado de Pigmentacién

La apariencia (factores visuales como lo son tamafio, forma, textura, brillo y color) es un
importante criterio para la seleccion y la ultima evaluacién de un alimento por los
consumidores. La pigmentacion de la piel del pollo de engorda ha sido enjuiciado como un
importante atributo de calidad y frescura (Fletcher, 1992'2%). EI color de la piel de los
pollos es debido a pigmentos carotenoides presentes en la dieta de las aves (Pérez-Vendrell
et al., 2001'®). Los pollos sanos absorben los pigmentos de su dieta, los cuales son
transportados via sanguinea hacia la grasa subcutanea y en la piel, donde son almacenados.
Este mecanismo sufre detrimento en aves afectadas por enfermedades, especialmente por
infecciones intestinales y por las infestaciones parasitarias (Tyczkowski et al., 1986%°).

En México las evaluaciones por medio de colorimetria de reflactancia determinan un
valor minimo de 41 en la escala de amarillamiento (b*) y de 2 en el enrojecimiento (a*)
para considerar el pollo como un producto bien pigmentado a nivel comercial (Fernandez
2001%%"). El tratamiento MOS (0.1%) presentd el mayor grado de amarillamiento (43.36) en
pollo caliente que el control positivo (41.21) (P<0.05). Hubo una respuesta positiva del
prebidtico MO sobre este parametro y es indicativo de un buen estado de salud intestinal en
este grupo de aves que permitié una mejor absorcion y deposicion del pigmento.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este experimento mostraron que la técnica PCR-TGGE fue
una herramienta que pudo indicar de una manera rapida la diversidad de comunidades
bacterianas en el intestino del pollo de engorda y monitorear los cambios en estas
poblaciones durante el tiempo y por efecto de la dieta. El analisis de secuenciacion mostro
que existen poblaciones de bacterias que permanecieron relativamente estables en el
intestino del pollo.

El TTG no fue modificado por el MOS lo cual puede ser indicativo de que los procesos
de digestion y absorcidn en el intestino se llevaron a cabo eficientemente. Otra evidencia de
este hecho fue la mejor absorcion y deposicion del pigmento en piel en las aves
suplementadas con MOS.

Deben continuar las investigaciones sobre el empleo de aditivos moduladores de la
microbiota intestinal como el prebidtico MOS para sustentar su uso como sustituto al
empleo de antibidticos promotores del crecimiento. Estos estudios deben realizarse con la
utilizacion de diferentes herramientas moleculares y/o de cultivo para investigar la
composicion de la microbiota intestinal o grupos especificos de bacterias que tengan
influencia en el crecimiento y salud del intestino del pollo de engorda. Se debe evaluar su

efecto con diferentes ingredientes en las dietas y condiciones de crianza de los pollos.
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Cuadrol. Composicién de la dieta basal para pollo de engorda

Iniciador

546.852
359.203
49.474
18.673
15515
4.399
2.124

1.078
1
1
1
0.5
0.3
0.05
1,000.00

Anélisis Calculado

22
1.20
0.58
0.90

0.50
1
3000

! vitamina A (12000,000 UI), Vitamina D3 (2,500,000), Vitamina E (15,000 Ul), Vitamina K (2.0g), Vitamina B1
(2.25g), Vitamina B2 (7.5g), Vitamina B6 (3.5g), Vitamina B12 (20 mg), Ac. Pantoténoico (12.5g), Ac. Félico (1.5g),
Biotina (125 mg), Niacina ( 45 g ), Hierro (50g), Zinc  (50g), Manganeso (110g), Cobre (12g).
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Cuadro 2. Efecto de la suplementacion con MOS sobre el peso corporal (PC) y la

ganancia de peso (GP) en pollos de engorda®.

Control Bio-Mos?
Negativo?

41.01 41.16
757 765
3027 3054
716 124
2986 30139

!Los valores representan el promedio de las 6 réplicas por tratamiento. No hubo diferencia estadistica entre
tratamientos (P>0.05)

ZControl Negativo= dieta basal; Control Positivo= dieta basal + antibi6tico promotor 0.3Kg/ton; MOS= dieta
basal + Bio-Mos 1kg/ton.
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Cuadro 3. Efecto de la suplementacion con MOS sobre el consumo de alimento (CA) y

el indice de conversion alimenticia (ICA) en pollos de engorda®.

Control Bio-Mos?
Negativo®
1041 1033
5960 6011
1.45 1.43
1.995 1.996

!Los valores representan el promedio de las 6 réplicas por tratamiento. No hubo diferencia estadistica entre

tratamientos (P>0.05)
“Control Negativo= dieta basal; Control Positivo= dieta basal + antibi6tico promotor 0.3Kg/ton; Bio-Mos=

dieta basal + Bio-Mos 1kg/ton.

3E indice de conversién se calculd dividiendo el consumo de alimento entre la ganancia de peso.
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Cuadro 4. Efecto de la suplementacion con MOS sobre el rendimiento en canal, el

rendimiento de la pechuga y el rendimiento de la pierna con muslo*

Determinacion Control Control Bio- Error
(%) Negativo® Positivo® Mos® Estandar
Rendimiento en canal* 79.9 79.5 79.9 0.31
Rendimiento pierna con 271.7 27.4 26.9 0.23
muslo*
Rendimiento pechuga 31.5 32.0 31.6 0.31

!Los valores representan el promedio de los 30 pollos por tratamiento (*se eliminaron valores extremos para
que los datos tuvieran una distribucion Normal). No hubo diferencia estadistica entre tratamientos (P>0.05)
“Control Negativo= dieta basal; Control Positivo= dieta basal + antibiético promotor 0.3Kg/ton; Bio-Mos=
dieta basal + Bio-Mos 1kg/ton.

El rendimiento de la canal = (peso de la canal eviscerada X 100) / peso vivo del pollo.

El rendimiento de la pechuga = (peso de la pechuga X 100) / peso de la canal eviscerada.

El rendimiento de la pierna con muslo = (peso de la pierna con muslo X 100) / peso de la canal eviscerada.
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Cuadro 5. Efecto de la suplementacién con MOS sobre el grado de pigmentacién del

pollo de engorda™

Grado de enrojecimiento

(@)

-2.46+0.32°
2.11+0.33

-1.99+0.23
2.47+0.34

-2.33+0.29
1.28+0.43

!Los valores representan el promedio de los 30 pollos por tratamiento.
ab | as medias dentro de la columna que presentan diferente literal son diferentes estadisticamente

significativo (P<0.05)
ZControl Negativo= dieta basal; Control Positivo= dieta basal + antibi6tico promotor 0.3Kg/ton; Bio-Mos=
dieta basal + Bio-Mos 1kg/ton.

*Error Estandar
* PV=pollo vivo; PC= pollo caliente (después del proceso de desplume)
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Cuadro 6. Tiempo de transito gastrointestinal (TTG) en el pollo de engorda de
diferentes edades’.

Edad
(dias)

Referencia

Mérida 2008

Lazaro 20038

2116

Golian y Maurice 199

Mérida 2008
Washburn 1991%

42

! Fue registrado el tiempo en que el marcador se administrd y el tiempo en el que se observo la
primera evidencia de una tonalidad roja en la excreta. EI TTG fue calculado como la diferencia
entre estos dos tiempos de registro en minutos.
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Figura 1. Estructura quimica de las porciones manano y glucano de la pared celular de la
levadura Saccharomyces cerevisiae. M, manosa; GIcNAc, N-Acetil-glucosamina; ASN,

asparragina; SER, serina; THR, treonina (Parodi, 1981).
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BEACTERIA

' CARBOHIDRATO 3 §
SUPERFICIE

Figura 2. Modo de accién de los manano oligosacaridos. Los manano oiligoscaridos tienen
un efecto de adsorcion de bacterias patdgenas que expresan lectinas Fimbria Tipo 1. Este
tipo de lectinas son comunes en numerosas especies de E. coli, Salmonella y son
especificas para residuos de manosa. Si los patogenos se adhieren a este producto no se
adhieren a la pared celular del intestino, no colonizan y son expulsados del intestino junto
con las heces.
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Figura 3. Patron de Bandas en el Gel de la Electroforesis en Gradiente de Temperatura
(TGGE) obtenido de muestras del contenido ileal en pollos de 7, 14, 21 y 45 dias de edad
utilizando iniciadores universales. La parte inferior corresponde a los tratamientos como
sigue: 1) Control negativo, 2) Control positivo, 3) MOS. Los fragmentos de ADN (bandas)
fueron analizados por secuenciacion para obtener el género o especie bacteriana: banda a
Clostridium sp., banda b Ruminococcus gauvreaui, banda e DQ801263.1 en Gen-Bank
(microbiota de intestino humano), banda f Rumen bacterium, banda h EF604703.1 en-Bank

(microbiota de intestino humano).
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Figura 4. Patrén de Bandas en el Gel de la Electroforesis en Gradiente de Temperatura
(TGGE) obtenido de muestras del contenido cecal en pollos de 7, 14, 21 y 45 dias de edad
utilizando iniciadores universales. La parte inferior corresponde a los tratamientos como
sigue: 1) Control negativo, 2) Control positivo, 3) MOS. Los fragmentos de ADN (bandas)
fueron analizados por secuenciacion para obtener el género o especie bacteriana: banda a
Clostridium sp., banda b Ruminococcus gauvreaui, banda ¢ Lachnospiraceae, banda d
Ruminococcus sp., banda e DQ801263.1 en Gen-Bank (microbiota de intestino humano),
banda f Rumen bacterium, banda g DQ342337.1 o DQ456458.1 o AF376204.1 o
ABO75623.1 en Gen-Bank (bacterias localizadas en ciego de pollo), banda h EF604703.1
en Gen-Bank (microbiota de intestino humano), banda i DQ416137.1 en Gen-Bank
(pertenece al subgrupo Clostridium leptum).
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