ore|
2

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

EFECTO DE UN PRODUCTO DE EXCLUSION
COMPETITIVA SOBRE LA MORFOLOGIA
INTESTINAL Y GRADO DE EXCLUSION DE
Salmonella enteritidis EN POLLOS DE ENGORDA .

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
MEDICA VETERINARIA ZOOTECNISTA

P A € s E N T A :
MARIA DOLORESZ AGUILAR CRUZ

ASESORES: MVZ MC MARCO ANTONIO JUAREZ ESTRADA
MVZ MC NESTOR LEDESMA MARTINEZ

2003



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



PAGINACION
DISCONTINUA



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

EFECTO DE UN PRODUCTO DE EXCLUSION COMPETITIVA
SOBRE LA MORFOLOGIA INTESTINAL Y GRADO DE EXCLUSION
DE Salmonella enteritidis EN POLLOS DE ENGORDA.

TESIS

que para obtener el titulo de
Médica Veterinaria Zootecnista

Presenta:
Maria Dolores Aguilar Cruz

Asesores:
MVZ MC Marco Antonio Juarez Estrada
MVZ MC Nestor Ledesma Martinez

México D.F. 2003

N



DEDICATORIA

A mi familia: Maria, Abel, Lilis, Yanis, Simoncito y Dianis
por apoyarme e impulsar todos mis suefios.

A Julio Octavio Malvido Valverde y Mario Javier Sanchez
Esquivel por darme una oportunidad y creer en mi.

A todos mis amigos que siempre estuvieron conmigo en
las buenas y en las malas.

11



AGRADECIMIENTOS

A mis padres por darme la vida.

A mis queridos asesores MVZ MC Marco Antonio Juarez
Estrada y MVZ MC Nestor Ledesma Martinez por ensenarme
y apoyarme en todos los aspectos relacionados con el
presente estudio y por la paciencia que me tuvieron.

Al D.P.A.:Aves por las facilidades que me brindaron para
realizar el presente estudio dentro de sus instalaciones.

A todo el personal académico, administrativo y técnico del
D.P.A.: Aves por su ayuda y su amistad.

Al laboratorio Boehringer Ingelheim Vetmedica por las
facilidades que nos otorgaron para el presente estudio.

Al MVZ José Jesus Cabriales Jiménez que sin su ayuda no
se habria logrado realizar el presente estudio.

Al Dr. Marquito que siempre estuvo a mi lado para ensefiarme
y corregir todo los errores y por darme la oportunidad de
trabajar con él.

A Lorenzo A. R. Que siempre me apoyo en los momentos de
desesperacion y me dio mucha serenidad para realizar todos

mis suefio.



CONTENIDO

Pagina

RESUMEN. .. ...t it e it et et et aee et cas s sabeseasesnaeiasaneees
INTRODUGCION. .. ...t et i e e s e e 2
MATERIAL Y METODOS .. .o.iiiin e oo e eee s ees e eee cen et eee s vessenaneaeaenes D)

RESULTADOS. ...ttt cr et cr e cen e s

DISCUSION. ..ottt et et e el e et s s e et e e i 18
CONCLUSIONES. .. ... ..ot et eas v et ehaee ce see dos e aen sastee 22ien e ‘
LITERATURA CITADA .. ..o it ee e ien e e aed et v e aee oainz e




RESUMEN

AGUILAR CRUZ MARIA DOLORES. Efecto de un producto de exclusién competitiva
sobre la morfologia intestinal y grado de exciusion de Salmonella enteritidis en pollos de
engorda. (Bajo la asesoria de Marco Antonio Juarez Estrada y Nestor Ledesma Martinez).

Se efectud un experimento con pollos de engorda de un dia de edad criados en
baterias eléctricas, con la finalidad de evaluar la adicién de un producto de exclusion
competitiva de tipo definido (PECD) sobre la morfologia intestinal y grado de exclusion
ante un desafio con un indécuio de 1 x 10° UFC de Salmonella entenitidis (SE)/ave. Cuatro
grupos de 40 poillos fueron desafiados con SE a ios 12 dias y otros cuatro grupos a los 19
dias de edad. El grupo uno fue el testigo negativo, el dos recibié el PECD al dia de edad.
El grupo tres recibio el PECD al dia de edad y se desafio a los 12 y 19 dias de edad. El
grupo cuatro fue el testigo positivo al desafio. Al dia 13 y 20 de edad se efectuoc la
recuperacion de SE a partir de higado-bazo y tonsilas cecales, se obtuvieron ademas 10
aves de cada grupo, a partir de cada ave se procesaron histolégicamente muestras de
duodeno, yeyuno, ileon y saco ciego. A los 13 dias de edad el PECD incrementod el
tamano de la vellosidad del duodeno en el grupo sin desafiar el cual difirié (p<0.05) con el
testigo negativo y positivo. Esta tendencia se conservd para yeyuno, ileon y saco ciego
que fueron diferentes (p<0.05) a los grupos desafiados. El tamafio de la vellosidad del
duodeno al dia 20 de edad en el grupo con el PECD fue mayor y diferente (p<0.05) al
testigo negativo, no fue diferente al resto de los dos grupos. El tamarno de la vellosidad en
yeyuno e ileon del grupo desafiado, fue mayor y diferente (p<0.05) al resto de los grupos.
En esta fecha el testigo negativo presento el menor tamaifio de vellosidad del saco ciego.
En ias dos fechas de evaluacion el grupo testigo positivo presentd mayor nimero (p<0.05)
de aves positivas a SE en tonsilas cecales que el grupo suplementado con el PECD. No
hubo diferencia en la recuperacion de SE a partir de higado-bazo. El PECD ejerce un
efecto positivo sobre el crecimiento de las vellosidades intestinales; posiblemente a traveés
de la produccién de metabolitos secundarios y debido al rapido establecimiento de la
microbiota nativa intestinal (MNJ). E] PECD administrado al dia de edad en polios de
engorda ejerce un nivel adecuado de proteccidn en epitelio cecal, excluye

significativamente la presencia de SE,



INTRODUCCION

La Salmonelia spp., es la causa mas frecuente por la cual los humanos sufren de
enteritis por ingerir insumos alimenticios contaminados.! Durante las dos décadas
pasadas, se ha observado en muchos paises de! mundo el aumento de brotes por
Salmonella ententidis (SE) por ejemplo, entre 1980 y 1989 los aislamientos de SE
aumentaron 13 veces en el Reinc Unido.?2 En 1987 debido a una gran difusion de 1a
prensa en Estados Unidos sobre éste hecho hubo una reduccién inmediata sobre el
consumo de carne de pollo cercano al 5O %, lo cual ocasiond una pérdida econdmica a

largo plazo del 10 al 20%.723

En nuestro pais esta enfermedad representa un riesgo permanente para la
avicultura tanto en productividad zootécnica como en el riesgo potencial para la salud
publica. El riesgo potencial se debe en gran parte a la afeccién por paratifoideas, como
las producidas por S. enteritidis las cuales pueden liliegar a ser mortales en nifos,
ancianos y pacientes inmuno-comprometidos, ademas de llegar a producir baja

productividad en las aves domésticas.?>®

El impacto econémico, aunque no es claramente visible, no deja de ser importante
ya que practicamente cada racion de alimento para pollo de engorda tiene incorporado un
nivel fijo de antibidticos o promotores de crecimiento, los cuales aumentan e! costo del
alimento por tonelada.' En las aves como en muchas de las especies seleccionadas para
la produccién intensiva (vacas lecheras, cerdos magros, cabras lecheras) fa microbiota
nativa intestinal (MNI) desempena un papel importante en la digestion de aigunos
nutrientes de la dieta, ademas de constituir una barrera de primer orden que ayuda a
inhibir la colonizacién por agentes patogenos entéricos, 578210

El avance creciente de la legislacion internacional (World Health Organization,
WHO) propone cada vez con mayor intensidad el retiro paulatino de los antibioticos que
se han empleado por décadas como promotores de crecimiento, dando como opcion ia
suplementacion deil alimento con otro tipo de aditivos inocuos que ayuden a evitar la
transmisidn de resistencias bacterianas y que pudieran consecuentemente disminuir ia
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eficacia de los antibiéticos de uso humano, lo cual paulatinamente se ha convertido en

una realidad.’"?

Ante la necesidad de productos inocuos y naturales que proporcionen los mismos
beneficios que se han atribuido a los antibidticos empleados rutinariamente como
promotores de crecimiento, actualmente se estan efectuando estudios con cultivos

bacterianos benéficos conocidos como probidticos,'9:1213.14

La alta susceptibilidad a agentes patdogenos entéricos en las aves jovenes y su
falta de MNI fue sefialada inicialmente por el profesor Esko Nurmi en Finlandia hace mas
de 25 anos.'® Su grupo de estudio mostrd que la colonizacién por Salmonella spp., en los
pollitos recién nacidos, podia ser prevenida por medio de la administracion oral de

bacterias procedentes de la flora bacteriana de aves adultas sanas.''®

La propuesta de Nurmi ha sido ampliamente adoptada en diferentes paises para el
control de la salmonelosis en aves y se conoce genéricamente como “Concepto de Nurmi”
o "Exclusion Competitiva" (EC).'"®

La EC involucra una interaccion dinamica entre {os niveles y especificidad de la
poblacién de MNI y el ambiente ecoldgico de cada una de las secciones del aparato

gastrointestinal de las aves domeésticas. 71416

Desde hace tiempo se ha efectuado investigacion con bacterias como
Lactobacillus spp., y Bifidobacterium spp. Las cuales han mostrado su utilidad en la
reduccion de la contaminacion por Sa/monella spp., en las granjas de produccion y
durante el procesamiento de las parvadas.'’ Actualmente existen varios tipos de cultivos
bacterianos que se utilizan como fuentes de MNI, este tipo de microbiota benéfica debe
poblar el tracto digestivo de las aves desde el primer dia de vida. Este tipo de cuitivos
bacterianos se dividen genéricamente en dos tipos, los definidos y los indefinidos; un
cultivo de tipo definido @s aquel que contiene microorganismos bien identificados y son
inocuos para el hombre y las aves, mientras que uno de tipo indefinido es aquel que
aunque aparentemente ejerce efectos benéficos de EC, no se conoce exactamente que
microorganismos contiene el indculo primario o si estos son completamente inocuos para

las aves y el hombre.'®



No todos los productos empleados hoy dia cumplen con los requerimientos
lograr la optimizacion de los parametros

especificados ' por . los  productores para
ia funcion

productivos y la exclusion efectiva de agentes patogenos especificos; ya que
de proteccion (bacteriocinas, colicinas) y la bioquimica de cada una de las bacterias que
los componen se encuentran reguladas por procesos interactivos muiltifactoriales que

actualmente no se encuentran completamente entendidos ni aclarados.''®

Algunos de ios factores que influyen en la formacion definida de comunidades o
nichos ecoldgicos por parte de la MNI en el intestino se pueden explicar posiblemente por
la edad del huésped, el grado o intensidad de estrés productivo, la finalidad zootécnica,
composicion del alimento, calidad microbiolégica del alimento, empleo de farmacos y las
condiciones medio ambientales de crianza y produccién 123671001.13 gi,  embargo, se
requiere estudiar cada uno de estos factores por separado y posteriormente integrarlos
en forma conjunta para determinar las principales causas de accion por parte de este tipo

de productos que utilizan MN! de tipo benéfico.

Bajo las condiciones actuales de presion econdmica, alta productividad, bajos
costos de produccidn y rapida amortizacion de instalaciones, la produccion del pollo de
engorda debe ocupar el menor tiempo las instalaciones productivas. Actuaimente el pollo
destinado para rosticeria permanece Unicamente de 35 a 42 dias en granja y el destinado
a supermercado unicamente 49 dias. Bajo estas condiciones de produccion intensiva los
pollitos obtenidos de las incubadoras nacen con el tracto gastrointestinal inmaduro y sin
MNI, ésta dltima en condiciones naturales de crecimiento la adquieren a partir de la
convivencia con la madre, sin embargo, en condiciones intensivas de produccion el pollito
jamas convive con la gallina, por lo cual para favorecer una rapida madurez del tracto
gastrointestinal es imprescindible proporcionar una MNI conocida a partir del primer dia de

edad.’

Cuando se utilizan alimentos conocidos actuaimente como funcionales en Ia
alimentacion animal, los cuales generalmente han sido complementados con prebioticos,
probidticos o simbidticos la productividad se mejora.'’®' Esto se logra al modificar la
ecologia gastrointestinal y promover el mejor aprovechamiento de los nutrientes de la
dieta, ademas de disminuir la cantidad de microorganismos patogenos en el tracto
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gastrointestinal, ya que se genera un ambiente restrictivo por la produccion de metabolitos
bacterianos secundarios, de acidos organicos, disminuciéon de! pH intestinal y por la

produccién de sustancias bactericidas.’®#1°

Se ha observado que la aplicacion de cultivos de MNI experimentales y
comerciales en las aves recién nacidas, facilita el rapido establecimiento de ia MNI,
manteniendo un buen estado de salud en las aves y un incremento en los parametros de

produccion %1915

Se ha reportado que el establecimiento de la MNI en el sistema digestivo del ave
se encuentra relacionada con un incremento en la concentracion de acidos organicos y la
subsiguiente disminucion en el pH intestinal, sin embargo, se han observado ademas

cambios estructurales e histolégicos de la mucosa cecal,310.18.19.20.21.22.2224.25.26.27.28.29

Lupton et al.,?* sugiere que la fermentacién de carbohidratos no digestibles en el
intestino grueso del ave, puede ser un factor importante en la proliferacién de las células
de !la mucosa intestinal. Estos cambios en la mucosa intestinal han sido asociados con un
buen estado de salud y con un incremento de los parametros productivos del ave.'??%27
Algunos autores han reportado que en cerdos, las vellosidades y criptas intestinales de

tamafio pequefio, estan relacionadas con una pobre absorcidn de nutrientes.?32

Bi Yu et al.,>® al administrar probidticos a pollos de un dia de edad observaron un
aumento significativo de los parametros productivos en pollos de engorda en el periodo
critico de desarrollo (0 a 3 semanas). También se ha observado que la suplementacion de
acidos grasos de cadena corta (AGCC™) pueden incrementar los parametros de

produccion en gallinas de postura.™’

La intensa seleccidn genética a la que el pollo de engorda ha sido sometido en las
ultimas cinco decadas, ha resultado en una seleccion indirectamente desfavorable, donde
la presentacion de problemas principalmente de tipo fisiolégico ha aumentado 29 3233.3435
Por ejemplo a pesar de que el ave ha incrementado su precocidad en cuanto al peso al
mercado, se ha optimizado su conversion alimenticia y su rendimiento en canal, el largo
del intestino a disminuido paulatinamente.?®3 Por lo cual en los daltimos afnos, ha

aumentado el interés de los nutridlogos y fisiélogos avicolas para combatir las limitaciones
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del tracto gastrointestinal en los procesos fisicos y quimicos de la digestidn y absorcion de
nutrientes.?*?* Hoy en dia se sabe que la digestién y absorcién de nutrientes en las
primeras horas de vida del pollo recién nacido, constituyen dos funciones importantes y
que si no se efectuan adecuadamente pueden llegar a ser detrimentales para su
sobrevivencia y desarrollo, no solo en la primera semana de vida, sino durante todo e!

ciclo de produccion, 2232.33.34.35.36

En los ultimos cinco afos, se han efectuado una gran cantidad de estudios para
mejorar la calidad de los nutrientes y las dietas que se ofrecen a las aves de produccién,
el uso de enzimas (fitasa, xilanasa, proteasa, etc.) y otros aditivos (acidos organicos,
levaduras, carbohidratos complejos) se han implementado como una practica cotidiana de
incorporaciéon en algunos alimentos. Sin embargo, hasta el momento no se conoce el
mecanismo exacto de accidon, ni el impacto que tiene el uso de estos aditivos sobre el
sistema gastrointestinal del pollo de engorda. De aqui la importancia de desarrollar
estudios (in vivo e in vitro) para tratar de entender algunos de los factores que aiteran la
fisiologia gastrointestinal, la absorcion de nutrientes y el desarrollo de una ecologia
intestinal “funcional”, para entender el pape! que juega la microbiota intestinal en la
nutricion y la salud de los animales y desarrollar alimentos funcionales con la finalidad de

remediar las posibles limitaciones de tiempo y salud.

En un estudio efectuado por Nava et al/.?’ determinaron que un prebidtico tiene
accion directa sobre las microvellosidades, promoviendo un crecimiento temprano; en ese
estudio se determiné que al estimular un crecimiento mas temprano de las mismas, el
prebiético que tiene accion directa sobre la MNI promueve un mejor aprovechamiento de
los nutrientes lo cual contribuyo a obtener una mejor uniformidad del lote de aves. Se ha
descrito que la produccion de AGCC’ como metabolitos terminales de gran parte de
bacterias benéficas suministradas en los productos de exclusion competitiva juegan un
papel importante sobre la exclusidon de patogenos entéricos y sobre el grado de
maduraciéon de la mucosa intestinal.’?®193% Se ha mencionado ademas que los AGCC®
tienen un efecto regenerador sobre la mucosa intestinal de ratas, determinandose que el
butirato es mas efectivo que el acetato o el propionato en ésta labor '9°7383% Ademas de
los efectos toxicos de los AGCC™ que han mostrado sobre las células bacterianas nocivas,
mismos que son causados por la acumulaciéon de aniones polares en el citoplasma y esta
acumulacion depende del pH que existe a traves de la membrana celular, si este pH es
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menor, el efecto de los AGCC’ se potencializa. Otros ingredientes que se han empleado
para estudiar la regeneracion de la mucosa son la glutamina o algunos de sus derivadas,
como el acido a-cetoglutarico (AKG) o la omitina (a-cetogiutarato) que son precursores
muy importantes para la sintesis de la proteina mucosal. Otro elemento evaluado es la
arginina la cual se metaboliza dentro del enterocito a través de la arginasa
transformandose en ornitina y urea.*® Esta es capaz de estimular la replicacion celular en
el timo y la liberacién de la hormona del crecimiento.*’ Otra substancia importante es la
treonina, como factor precursor en la proliferacion de células epiteliales y en la produccion
de mucina. Otro agente importante es este proceso regenerativo es la giutamina y los
fosfolipidos de membrana los cuales interaccionan con la capa de mucus, se deben
considerar también en este proceso algunos probidticos, especiaimente algunos
microorganismos del género Lactobacillus spp., y Bifidobacterium spp., aunque

actualmente no existe suficiente informacion sobre su efecto en pollos, 25:39.42.43.44

En el presente estudio se evalta el efecto que tiene un producto de exclusién
competitiva de tipo definido sobre la integridad de Ia mucosa intestinal a lo targo de! tracto
digestivo del pollo de engorda y el grado de inhibicion en ia colonizacion de sacos ciegos
e invasion de organos internos por Sal/monella enteritidis.



HIPOTESIS

- La administracion profilactica de un producto de exclusidn competitiva de tipo definido
modificara la longitud de la vellosidad intestinal, ademas disminuira la colonizacion por

Salmonella enteritidis en pollo de engorda.

OBJETIVOS

- Observar el efecto de la administracidon profilactica de un producto de exclusion
competitiva de tipo definido sobre la longitud de la vellosidad intestinal en pollos de
engorda infectados y no infectados experimentalmente con Salmonella enteritidis.

- Evaluar el porcentaje de inhibicién en la invasividad a higado, bazo y tonsilas cecales
por Sal/monella enteritidis en pollos de engorda tratados profilacticamente con un producto

de exclusion competitiva de tipo definido.



MATERIAL ¥ METODOS

Ani de experi ion.- Se emplearon pollos de engorda de un dia de edad,
mixtos (Ross x Ross) obtenidos de una incubadora comercial. Se mantuvieron en
condiciones de manejo y bienestar de acuerdo con la NOM-069-Z00-1999, en baterias
eléctricas del Departamento de Produccion Animal: Aves de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la U.N.A.M. Fueron alimentados con una dieta isocalorica e
isoproteica en forma de harina de acuerdo con las necesidades indicadas para su edad
(tablas del NRC-USA; 1994), no se les adiciond ningun tipo de antibiético ni anticoccidiano
en el alimento, se les proporciono agua potabie ad /ibiturn. A su arribo a las instalaciones
se tomo una muestra de 10 pollos, 80 gramos de muestra de la cama de cada caja de
transporte y 500 gramos de muestras del alimento que se proporciond durante el
estudio, a estas muestras se les efectuo un estudio bacterioldgico para confirmar la

ausencia de Salmonella spp.

Indculo.- Para el desafio se empled una cepa de Salmonella ententidis fagotipo 13a (Pt-
13°), proveniente del National Veterinary Services Laboratory en Ames, lowa; con
autorizacién para poder utilizarse en el Departamento de Producciéon Animal: Aves de la
FMVZ-UNAM. Esta cepa es resi ite (resi cia genomica) al acido nalidixico (NA) y
Novobiocina (NO). Con la finalidad de inhibir el crecimiento de otras bacterias diferentes a
la cepa de referencia empleada, el medio selectivo de agar verde brillante (AVB) utilizado
para su cultivo contenia 200 pg/ml de acido nalidixico (NA) y 25 ug/ml de novobiocina
(NO). El indculo de SE fue estandarizado por espectrofotometria en solucion amortiguada
de fosfatos (PBS) estéril. La dosis de desafio empleada fue de 1x10® unidades
formadoras de colonia (UFC) contenidas en 250 ul por ave. La concentracion optima del
indculo se determind mediante el conteo de UFC a partir de las Gltimas cuatro diluciones
de ocho diluciones décuples seriadas provenientes del inoculo original, las cuales fueron
sembradas en placas de agar verde brillante predosificadas con NA y NO como ya se
describié anteriormente. El desafio se efectio con una sonda de polipropileno directa a
ingluvies. A las aves testigo, en cada ocasion de desafio unicamente se les proporciond

PBS estéril.

Producto de lusio, petitiva de tipo definido (PECD).- Se utilizé un probiotico
de origen Europeo de tipo definido que actualmente se comercializa en el mercado
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mexicano de productos avicolas, este cultivo de exclusion competitiva proviene de la
microbiota de una sola ave libre de patdogenos especificos (SPF), ésta microbiota es una
mezcia refinada de bacterias anaerobias obligadas y facultativas. Se han obtenido 32
cultivos puros diferentes de este probidtico. los cuales ya han sido caracterizados. Los
aislamientos incluyen 22 especies de bacilos y cocos aerobios representados en cinco
géneros y diez especies de bacilos anaerobios facultativos y cocos que representan tres
géneros. El probidtico esta completamente libre de cualquier organismo formador de
esporas y levaduras. Contiene una cuenta bacteriana de 1 x 10'® bacterias por gramo de
polvo liofilizado. Con la finalidad de que cada ave recibiera la dosis adecuada, esta se
administro por medio de una sonda de polipropileno directa a ingluvis. A las aves tratadas
se les administré 1 mg/polio del producto de exclusidn competitiva al dia uno de edad.

Disefio experimental.- Para la determinacion de la variable de respuesta (grado de
invasion por SE a higado, bazo y tonsilas cecales) se asignaron 320 aves en 4 grupos de
20 pollos cada uno, compuestos cada grupo por dos réplicas en dos fechas distintas de
desafio. Para la asignacion de la variable explicativa se realizo el siguiente disefio
experimental que contemplid dnicamente el analisis de un factor. Grupo 1, a las aves se
les administré 250 ul de PBS estéril directamente al ingluvies al dia de edad, no se
desafiaron. Grupo 2, a las aves se les administréo el producto de exclusion competitiva
(variable explicativa: cultivo definido) al dia uno de edad a traves de ingluvies, no se
desafiaron. Grupo 3, a las aves se le administré el producto de exclusién competitiva
(variable explicativa: cultivo definido) al dia uno de edad a través de ingluvies, dos réplicas
con tratamiento se desafiaron con SE a los 12 dias de edad y otras dos réplicas con este
mismo tratamiento se desafiaron al dia 19 de edad. Grupo 4, aves sin producto de
exclusion competitiva de tipo definido, unicamente recibieron 250 ul de PBS estéril
directamente en e! ingluvies al dia de edad. Dos réplicas se desafiaron con SE a los 12
dias de edad y otras 2 réplicas con este mismo tratamiento se desafiaron al dia 19 de
edad. Para la determinacién de la variable de respuesta (largo de ias vellosidades
intestinales) 24 horas posteriores a cada desafio con SE (12 y 19 dias de edad) de cada
grupo (1,2,3 y 4) se tomaron 5 aves por réplica (tota! por grupo de tratamiento n=10), a
partir de las cuales se obtuvieron las muestras histoldgicas a partir de diferentes

secciones del intestino.
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- DISENQ EXPERIMENTAL DEL ESTUDIO

Grupo “ Tratamiento - | Via de aplicacién Desafio Sacrificio
g G Alos 13 y 20
1 ..0.25 ml de PBS dias de edad

Alos 13y 20
dias de edad.

2.
A los 13y 20

3 dias de edad
) : 5 o . Oral 0.25 ml con 1 x 10%ufc| A los 13 y 20

4 0.25 ml de PBS 1 dia de edad de S. enteritidis a los | dias de edad

12, 19 dias de edad

PDEC = Producto de exciusién competitiva comercial con MNI definida

Evaluacién del - A las veinticuatro horas post-desafio con SE, 322454647 |35 aves
procedentes de cada grupo fueron sacrificadas por dislocacion cervical de acuerdo con lo
indicado en el reporte del panel sobre eutanasia organizado por la asociacion americana
de medicina veterinaria (Dislocacion cervical: pag. 240-241 AVMA por sus siglas en
inglés).*® A partir de cada ave se obtuvieron de manera aséptica, bajo condiciones de

laboratorio (mechero bunsen) una muestra de higado, bazo y tonsilas cecales, las cuales
se sembraron como una scla muestra combinada (higado-bazo) y tonsilas cecales por
separado en 10 ml de caldo tetrationato.® Las muestras se incubaron durante 24 horas a
37°C de acuerdo a lo descrito por Nisbet et al.*® Después de la incubacion el caldo
tetrationato fue cultivado en AVB acondicionado con 25 ug/mi de NO y 200 ug/ml de NA,
se incubaron durante 24 horas a 37°C. Posteriormente se buscaron las colonias tactosa
negativas sugestivas de SE resistentes a NO y NA. De las colonias lactosa negativas

¢ Difco, Ann Arbor, Ml USA
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se selecciond una muestra del 20% para su identificacion por medio de pruebas

bioquimicas y serotipificacion.

Eval ion morfc ica de la mucosa intestinal.- VVeinticuatro horas después del
desafio con SE e inmediatamente después de la eutanasia se colectaron muestras por
porciones de aproximadamente 3 cm a partir de duodeno (se seccioné un centimetro
después de la curvatura de la primera asa duodenal, involucrando una porcion de
pancreas). Para el yeyuno se corté primariamente de forma transversal dos centimetros
anteriores al conducto de Meckel, posteriormente se tomaron 3 cm hacia {a parte anterior
del intestino. Del ileon se obtuvieron los tres centimetros requeridos a partir de un corte
realizado dos centimetros antes de la valvula ileocecal y los tres centimetros fueron
seccionados hacia la parte anterior del intestino. A partir del ciego se corté una porcion de
3 cm exactamente a la mitad, de manera equidistante hacia cada uno de los extremos de
uno de los dos sacos ciegos. Los fragmentos de tejido se fijaron al menos durante 72
horas en solucidn de formalina tamponada al 10%. Las muestras se procesaron de
acuerdo con las técnicas histolégicas empleadas de rutina (con base en parafina).* Las
secciones cortadas en el microtomo (~4um) fueron tefidas con hematoxilina y eosina.*®
Los cortes histoldgicos se evaluaron en un microscopio 6ptico compuesto (Zeiss®). El
largo de las vellosidades intestinales se midid con una cuadricula micrométrica y la
mucosa se evaluo en cinco sitios seleccionados al azar.®

Analisi: i - La variable de respuesta (porcentaje de aves positivas a SE) se

evaluo a través de la prueba de ji-cuadrada con un grado de significancia estadistica de
P<0.05. la variable de respuesta (largo de las vellosidades en micrometros) se evalud por
medio de un analisis de varianza con un procedimiento para modelos lineales generales
(GLM). Las diferencias entre los grupos se determinaron por medio de la prueba de
comparacion multiple de medias de Turkey con un grado de significancia estadistica para

alfa de 5 % respecto a la unidad.®?
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RESULTADOS

Las muestras de aves, alimento y cama analizadas para determinar la posible

presencia de Sa/monella spp., fueron negativas.

El PECD incrementé el tamarno de la vellosidad intestinal del duodeno a los trece
dias de edad en las aves que no recibieron el desafio con S. enteritidis, las cuales fueron
diferentes (p<0.05) al grupo testigo negativo y al grupo testigo positivo, sin embargo, no
difirid con el grupo que recibié el PECD y fue desafiado (Tabla 1).

El tamano de la veliosidad del yeyuno en e! grupo suplementado unicamente con
el PECD fue el mayor de los cuatro grupos, aunque no difirid respecto al grupo testigo
negaﬁvo. los dos grupos si fueron diferentes (p<0.0S5) con relacion a los dos grupos que
recibieron el desafio con S. enteritidis.

E! grupo suplementado con el PECD al dia 13 de edad mostré el mayor tamaio de
vellosidad en ileon y aunque no fue diferente respecto al grupo testigo negativo, si difirid
{P<0.05) con relacién a los grupos desafiados, ésta misma tendencia se observd con
relacion al tamarfio de las vellosidades en el saco ciego de los diferentes grupos (Tabla 1).

E! tamano de la veliosidad del duodeno al dia 20 de edad en el grupo
suplementado con el PECD fue el mayor, mostré diferencia estadistica (p<0.05) con el
grupo testigo negativo, sin embargo, no difirido con el resto de ios grupos (Tabla 2).

En yeyuno el grupo desafiado mostro una fuerte tendencia ai crecimiento de la
vellosidad mostrando diferencia (p<0.05) respecto al resto de los grupos. En ileon el grupo
testigo positivo fue el de mayor tamarno difiriendo con el resto de los grupos, el grupo con
suplementado con el PECD y que fue desafiado mostro ser diferente a los dos grupos

restantes que mostraron menor tamafno de la vellosidad.
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En saco ciego el grupo con el PECD fue diferente con relacién al grupo testigo
negativo (p<0.05) y/auhqi.ae mostré una tendencia similar a la observada a los 13 dias de
edad, en e;ta ocasién no fge diferente a los grupos desafiados con S. entertidis (Tabla 2).

E! porcentaje de colonizacion a higado-bazo por SE en los grupos desafiados al
dia 13 y 20 de edad no mostroé diferencia estadistica significativa, sin embargo, en el
grupo testigo positivo el porcentaje de aves positivas a SE en tonsilas cecales en
cualquiera de las dos fechas evaluadas (13 y 20 dias de edad) fue significativamente
mayor (p<0.05) que en el grupo suplementado al dia de edad con el PECD (Tabla 3).

l.as muestras probables de contener Sal/monella spp., fueron verificadas por medio
de pruebas bioquimicas, se determindé que el 100% correspondian a Salmonella spp..
movil, al efectuarse la serotipificacion a partir de las mismas muestras, éstas correspondieron
a Salmonella enteritidis serotipo ententidis (grupo D1; O:1,9,12; H:g.m).
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DISCUSION

E! PECD empleado en el presente estudio es un probidtico que funciona
principaimente por medio del concepto de Nurmi, excluyendo patogenos entéricos a
través de los mecanismos que anteriormente se han propuesto para explicar la
funcionalidad de este tipo de productos, 1552535455 {jng de los mecanismos mas factibles
es la restriccion ambiental que genera este tipo de microbiota nativa intestinal en el tracto
digestivo, la cual en el presente estudio fue proporcionada por el PECD comercial. Otro
mecanismo importante que posiblemente explica la funcionalidad de este tipo de
productos es la ocupacion de receptores o bien por la adhesion a las vellosidades de las
células intestinales, principalmente las del saco ciego, ocupando los espacios fisicos
disponibles excluyendo de esta forma la adhesion de patégenos entéricos del tipo de las
Salmonelas.'*® En el presente estudio el efecto de exclusién competitiva se manifesto de
mejor forma con la exclusién de SE a nivel de sacos ciegos, que la observada a nivel de
érganos internos, de acuerdo con los hallazgos efectuados por Schneitz et al..'® quien
estudio este mismo producto, el PECD empleado en el presente estudioc contiene
microorganismos seleccionados para adherirse especificamente al epitelio cecal.

La pared intestinal es la Unica barrera fisica que existe entre un medio altamente
contaminado con millones de microorganismos potencialmente patogenos y el interior de
la cavidad corporal de un organismo sano y saludable. Existe una gran cantidad de
estructuras quimicas organicas, inorganicas y biomoléculas de diferentes origenes que
interactian homeocinéticamente para mantener un delicado equilibrio entre lo interno del
organismo y lo externo del medio ambiente, ademas de pernmitir la absorcion de nutrientes
evitando el paso a microorganismos patégenos al interior del sistema circulatorio. En el
presente estudio se determiné que el efecto de las bacterias contenidas en el PECD sobre
el grado de maduracion de las vellosidades intestinales del duodeno es muy importante,
debido a que a los 13 y 20 dias se observo que el grupo que unicamente fue
supiementado con el PECD presentd anatomicamente las vellosidades intestinales mas
largas con relacion al resto de los grupos:; lo cual se puede atribuir a un efecto benéfico
directo sobre esta porcion del intestino por parte de las bacterias contenidas en el
producto de exclusion competitiva; ya que los efectos benéficos del PECD al estimular el
crecimiento de las vellosidades, ayuda a regular la funcion fisiologica del tracto intestinal y

a tener un sano equilibrio entre las bacterias benéficas que poblan el tracto
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gastrointestinal de las aves domésticas. Bahena et al.,%® observo un efecto semejante en

las vellosidades de yeyuno pero no del duodeno en aves de 23 dias de edad

suplementados con 10 ppm de avilamicina, en tanto que a los 37 dias de edad observé
una mayor diferencia de tamano en la longitud de las vellosidades de duodeno y yeyuno
en las aves suplementadas con la avilamicina, esta diferencia analoga al del presente
estudio posiblemente se debe a la seleccidon de un tipo especifico de MNI presente en la
{uz intestinal y a sus efectos benéficos. sin embargo, el mecanismo exacto de este efecto

aun no se encuentra totaimente explicado.

Lo que en el presente estudio fue evidente es que en el grupo suplementado con
el PECD y desafiado a los 12 dias de edad, el efecto de proteccion fue mayor al grupo
positivo no suplementado y desafiado con SE, al mismo tiempo no difirié respecto al grupo
testigo negativo. Observandose un efecto de falta de estimulo de crecimiento de las
vellosidades en el grupo positivo. Es posible que este efecto ya no se pudiera verificar
adecuadamente al dia diecinueve debido al cambio de condiciones fisicoquimicas en este

sitio del tracto digestivo.

En yeyuno a los 12 dias del desafio el grupo suplementado Unicamente con el
PECD y sin desafio no es diferente al grupo negativo. Mientras que los dos grupos
desafiados en esta misma fecha mostraron un tamafio de vellosidad menor, atribuyendo
esto posiblemente al desafio con SE. Si bien no se puede descartar una presién negativa
sobre el crecimiento de la vellosidad o sobre el desarrolio normal de la misma por parte de
las bacterias del! desafio (SE) debida principalmente a los efectos de coionizacion, para
poder determinar este efecto se requeria acortar los tiempos en la toma de muestras para
verificar adecuadamente el comportamiento dinamico de la morfologia intestinal a este
nivel, ademas verificar en cada ocasion el grado de traslocacion bacteriana existente.

Aunque se conoce muy bien que el sitio de invasion por parte de la Sa/monelia
spp., €s el saco ciego, en el presente estudio hubo una marcada estimulacion del
crecimiento de las células de la vellosidad intestinal en sacos ciegos, lugar donde se ha
mostrado que la S. enterntidis encuentra un nicho propicio para su establecimiento. Et
lograr que se establezca rapidamente una microbiota conocida € inocua como la
proporcionada por el PECD permite que la exclusion de patdégenos entéricos como la
Sal/monella spp, sea satisfactoria, como la observada en el presente estudio.
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Si bien se observd cierta tendencia de estimulo en el crecimiento de las

vellosidades en ducdeno y yeyuno, esta fue poco significativa desde el punto de vista de
exclusion, ya que a este nivel actian otro tipo de factores propios del ave que inhiben
significativamente la adhesion y colonizacion por parte de bacterias del tipo de la
Sal/monella spp. No debe descartarse que la microbiota proporcionada en el PECD podria
estar estimulando favorablemente la activacion y maduracion de las veliosidades de
absorcion en esta etapa temprana del ave, de acuerdo con lo reportado por Quwehand et
al.”” quien menciona un efecto importante de estimulacion fisica y enzimatica por parte de
las bacterias contenidas en los productos conocidos como probiodticos. Nuotio y Mead,5®
menciocnan que las comunidades bacterianas del tracto gastrointestinal son
metabdlicamente muy poderosas, por lo cual una microbiota bien desarrollada y funcional,
ayudara a mantener optimamente la integridad morfolégica y el funcionamiento del

sistema digestivo.

A los trece dias de edad se notd muy bien la tendencia de crecimiento de las
vellosidades de sacos ciegos e ileon, sin embargo a los 20 dias esta tendencia, aunque
se observa, no es lo suficientemente significativa respecto a los grupos desafiados, una
razon del aumento del tamafio de la vellosidad podria ser debida en cierta forma al grado
de colonizacién severa por parte de S. enteritidis, ya que en estos grupos se observé
ademas una gran cantidad de infiltrado mononuclear, aunque ésta fue menor en el grupo
suplementado con el PECD. Lo cual posiblemente se debio a la accion de proteccion
conferida por la MNI, misma que de acuerdo con Nava et al., ® favorece la produccion de
sustancias antibacterianas (bacteriocinas), y estimula la respuesta inmune (actividad de
macrofagos, células T, interferdn, interlucinas, placas de Peyer) en contra de patégenos

intestinales.

En un estudio efectuado por Nava et al.,'? al suplementar la dieta de aves con 3%
de un oligasacarido sintético comercial compuesto por fructosa y dextrano (oligasacarido)
y posteriormente desafiar a las aves con S. ententidis no observo ningun tipo de efecto
sobre el crecimiento de las vellosidades de los sacos ciegos tanto en los grupos
suplementados dnicamente con el oligasacarido como en los grupos desafiados con SE,
por otro lado estos autores mencionan que con la suplementacion de lactosa al 10% y el
desafio con S. entertidis se observé una marcada reduccion en el espesor de la lamina
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propia del saco ciego, asi como un aumento de proliferacion celular, aunque esta
observacién fue de tipo subjetiva. En el caso de este autor el tipo celular observado es
compatible con la infiltracibn mononuclear observada en los grupos desafiados con S
enteritidis del presente estudio. En el estudio de Nava et al.,'® estos autores mencionan
que la fermentacion de carbohidratos no digestibles en el intestino grueso, es un factor
determinante para la proliferacion de la mucosa celular, ya que gracias al continuo
intercambio de gradientes de pH intracelular y extracelular se activa la division celular,
aunque este efecto se atribuye actualmente con mayor relevancia a la accion que ejercen
los acidos grasos de cadena corta (AGCC’) producidos como metabolitos secundarios por
ia biota benéfica establecida previamente en los sacos ciegos, suministrada ésta a través

de un probidtico.

Nava et al.,>”*® determinaron que la administracién de un derivado de Harina de
Aspergillus spp., (HA) que tiene ta funcion especificada para los prebidticos, en polios de
engorda neonatos favorecié el desarrollo de la mucosa intestinal, ya que en aves
alimentadas con la dieta suplementada con HA, estos autores observaron las vellosidades
del ileon al dia 20 de edad 48.9% mas largas que las vellosidades del ileon del grupo
control sin HA, sin embargo, no determinaron diferencias respecto a la longitud de las
vellosidades en sacos ciegos, como si se realizé en el presente estudio. Ademas Nava e?
al., *°® no observé diferencias en el aumento de las vellosidades del saco ciego e ileon al
dia 10 de edad en aves suplementadas con HA, mientras que en el presente estudio se
observé una diferencia muy notoria a esta temprana edad. ya que el tamafo de las
vellosidades al dia 13 de edad en el grupo suplementado Unicamente con el PECD fue
diferente al resto de los grupos desafiados con la SE, tendencia que se observo también
en ias vellosidades del saco ciego, por lo cual se determiné que la suplementacién con el
PECD a esta edad tiene un efecto marcado sobre el tamarno de la vellosidad de iteon y
saco ciego principalmente. Aunque este comportamiento no se pudo determinar a los 20
dias, si se observo que las vellosidades del saco ciego del grupo con el PECD fueron
mayores a las del grupo testige que no recibié el PECD ni el desafio. Situacién que es
diferente con la reportada por Nava et al.,2”%° Esta situacion posiblemente se deba a una
diferencia en los efectos o grado de afectacion (de manera favorable, por el tipo de
producto que el autor utilizé fue prebidtico y lo que se usd en el presente estudio fue
probidtico sin levaduras, lo cual favorece probablemente mas el crecimiento de
vellosidades) de las bacterias contenidas en el PECD o las bacterias inducidas a
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establecerse por un prebiético como el utilizado por Nava et al., ?’5° el cual tiene una

accion general sobre una microbiota que no es especifica ni es proporcionada al mismo
tiempo que el prebidtico, esta microbiota se establece a partir del medio ambiente a
diferencia de un probidtico definido como el empleado en el presente estudio, el cual, de
acuerdo con Schneitz et a/.,'® tiene una afinidad especifica hacia mucosa cecal.

El aumento de la vellosidad del ileon, Nava et al.,?”? lo atribuye al aumento de la
actividad de la microbiota intestinal y a la sintesis especifica de AGCC'. Sin embargo,
esto atin no se ha podido corroborar, ya que otros autores como Yu et al.; 26 Rolls et al.;*°
Topping et al.; 8' y Jamroz et al.,%2 han atribuido esta accidn principaimente al estimulo
mecanico sobre la mucosa intestinal, observando que cuando se suplementa el alimento
con particulas de mayor grosor el aumento del tamano de la vellosidad intestinal es

proporcional al aumento de la particula alimentaria.

La HA utilizada como prebidtico por Nava et al..?”*® se compone de hasta 45% de
fibra no vegetal. El porcentaje de inclusion en la dieta de HA fue unicamente del 0.2%, el
efecto de la HA sobre las vellosidades, estos autores lo atribuyen directamente al papel
que ejerce este prebidtico sobre la microbiota benéfica, mas que a un probable efecto
mecanico, sin embargo, no lograron corroboraric. La acciéon de la HA, estos
investigadores la definen directamente como un factor importante de influencia sobre la
MN! de tipo benéfico del saco ciego con la finalidad de producir AGCC'. Esto en
concordancia con lo reportado por Sakata y Yajima; > Topping et al..°' y Kripke et al., ®*
quienes han reportado que los AGCC’ en roedores tienen la capacidad principal de
estimular el desarrollo de la mucosa de ileon y colon. El crecimiento de vellosidades es
aumentado por la MNI del PECD por lo tanto la MNI aumenta la proteccion contra agentes
patdgenos probablemente también por una produccion temprana de AGCC'. De acuerdo
con lo reportado por Fuller et al.,%* a mayor eficiencia de ta MNI, mayor aprovechamiento,
mejor inmunomodulaciéon y una adecuada contribuciéon nutritiva para el huésped.

Koruda et al.,*® observaron que la suplementacion con AGCC' retarda la atrofia de
ia mucosa intestinal en animales alimentados unicamente por via parenteral. En tanto que
Reimer y McBurney.®® verificaron que la alimentacion de roedores con carbohidratos
fermentables, promueve el crecimiento de las células de ileon y aumenta los niveles del

peptido-1 mMRNA, el cual es responsabie de la replicacion celular. Por lo cual ademas de

19



promover el desarrolio de la mucosa intestinal, ios AGCC", principaimente el butirico,
reducen el riesgo de transformaciones malignas en las células del intestino grueso,
ademas de impedir algunos tipos de traslocaciones bacterianas.

Velasquez et al.,°” por su parte han mencionado que en condiciones normales, el
acido butirico en una concentracion de 10 a 25 mM en el lumen intestinal favorece (a
proliferacion celular en las criptas de las vellosidades del intestino de ios roedores. En
experimentos previos con pollos, patos y gansos Yu et al.,?® Furuse et a/., > Smits et al.,*'
Rolls et al.;®® Jamroz et al.,®® Yasar y Forbes..®® y Langhout et al..°® han encontrado y
definido que al menos existen dos factores considerados muy importantes que influyen
directamente en el desarrolio e integridad de la mucosa del tracto intestinal, el primero es
el tipo de dieta (suplementada con fibra fermentable) y el segundo es el incremento en la
actividad de la microbiota intestinal (sintesis de AGCC")

Actualmente no se conoce el mecanismo exacto a través del cual los AGCC’
actian en el flujo sanguineo de los sacos ciegos e ileon, y si bien el mecanismo de accion
podria estar relacionado con efectos en las redes nerviosas locales, principalmente sobre
los receptores que se pueden afectar directamente en !a musculatura intestinal, la accion
de los AGCC® producidos en el saco ciego por una microbiota definida como ia
proporcionada por el PECD evaluado en el presente estudio podria estar mostrando
ademas de un efecto benéfico sobre la exclusién competitiva, un aumento del flujo
sanguineo, de oxigenacion, de transporte y de absorcion de nutrientes.

Los resultados del presente estudio avalan y coinciden con el trabajo efectuado
por diferentes investigadores que han mostrado el grado de proteccion optimo que se

obtiene contra la colonizacion e invasion de organos por Sa/monella spp., al suministrar
5,45 46 4 .50,54,55,56,57,70

MNI proveniente de aves maduras a pollitos de un dia de edad. %!

No debe descartarse el hecho de que la EC es una opcion viable a la sustitucion
de los antibidticos empleados como promotores de crecimiento en polio de engorda.
Pérez et al,”’ coincide con ios resultados obtenidos en el presente estudio sobre el
aumento de la actividad probiotica observada en los grupos suplementados con el PECD,
explicados mediante una mejora en el balance microbiano de los sacos ciegos de polio de
engorda. Lo cual constituye uno de los principales mecanismos de accion propuestos por
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diferentes investigadores para los antibidticos empleados como promotores de
crecimiento de aves.’ Sin embargo, no se debe dejar de considerar como contraparte y
de hecho como justificacion para la elaboracion de mayor investigacion en esta area que
de acuerdo con Orencia et al., .’ determinaron que la EC solo es una herramienta mas
que contribuye a tener un control sobre la microbiota patogena, mas no a la eliminacién

total de la misma.

Se requiere efectuar mas estudios que determinen el efecto directo de los
metabolitos secundarios producidos por una microbiota benéfica especifica definida sobre
el tamarfo de la vellosidad en las primeras etapas de vida del pollo de engorda, su
relacion con la eficiencia en los parametros de produccion y ademas verificar el grado de
exclusion competitiva de los PECD a través de la cuantificacion directa de UFC de SE
presentes en los sacos ciegos. debido a que una verificacion de este tipo corroboraria la
fiabilidad de la metodologia cualitativa de crroboracion de ia presencia de SE empleada

en el presente estudio.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se pudo determinar que el PECD ejerce un
efecto positivo sobre el crecimiento de las vellosidades intestinales, independiente del
desafio efectuado con Salmoneilla enteritidis.

El PECD ejerce un nivel adecuado de exclusion competitiva en el epitelio cecal en
los grupos que lo recibieron al dia de edad, en comparacién con érganos intermos como
higado-bazo, excluyendo significativamente {a presencia de Salmonella enteritidis.
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Tabla 1.- Efecto de un producto de exclusion competitiva definido sobre el tamafio de la
vellosidad intestinal de duodeno, yeyuno, ileon y sacos ciegos de pollos de engorda de
13 dias de edad infectados 24 horas antes con Salmonella enteritidis (PT-13°).

Grupo - Duodeno - - Yeyuno - - lleon - - Ciegos -

1
(Testigo-)  1,394.401104.84 BC*  832.00£156.31 A 653.80£79.51 AB 258.86£36.44 AB

2
PECD-MNI 148867416019 A 852.25¢159.22 A 714.00£130.51 A 264.00452.71 A

3
PECD-MNI+Se  1463.00£107.74 AB  694.17:71.26 B 548.331116.38 C 22067:41.53C

4
(Testigo Se+)  1,344.00:116.08 C  702.33:19583 B 595.00£130.96 BC ~ 2366741.56 BC

Valores en pm¢D.E. de cada columna con diferente literal (mayuscula) son estadisticamente diferentes por medio de la prueba
de Tukey (p<0.05) n=10. Valores provenientes de cinco lecturas por sitio anatdmico de evaluacion.
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Tabla 2.- Efecto de un producto de exclusion competitiva definido sobre el tamaiio de la
vellosidad intestinal de duodeno, yeyuno, ileon y sacos ciegos de pollos de engorda de 20
dias de edad infectados 24 horas antes con Salmonella enteritidis (PT-13°).

Grupo - Duodeno - - Yeyuno - - lleon - - Ciegos -

1
(Testigo -} 1,47350£167.728*  904.00¢175.10C*  626.50+162.39 C* 233.25£54.55 B

2
PECD-MNI 1,622.25¢222.43 A 997.50£161.46 B 696.50£123.76 C 289.50146.84 A

3
PECD-MNI +Se 1,673.25¢4175.79AB  938.00:+16227BC  783.79+139.58B 2842515360 A

4
{Testigo Set) 15683.75¢10596A  1,16375¢12650A  846.36#156.25A 290.25¢58.19A

* Valores en pm#D.E. de cada columna con diferente literal (mayiscula) son estadisticamente diferentes por medio de la prueba de
Tukey (p<0.05) n=10. Valores provenientes de cinco lecturas por sitio anatomico de evaluacion.



ze

Tabla 3.- Efecto de un producto de exclusion competitiva definido sobre el porcentaje de

invasividad a higado-bazo y tonsilas cecales de pollos de engorda infectados con
Salmonella enteritidis PT-13.**

13 dias 13 dias 20dias 20 dias
Higado-Bazo Tonsilas- cecales Higado-Bazo Tonsilas- cecales
Grupo
1
(Testigo-) 0/40 (0.00%) B* 0/40 (0.00%)C* 0/40 (0.00%)B* 040 {0.00%)C*
2
PECD-MNI 0/40 (0.00%)B 0/40 (0.00%)C 0/40 (0.00%)8 0/40 (0.00%)C
3
PECD-MNI +Se 4140 (9.52%)A 9140 (21.43%) B 10/40 (25.0%)A 17140 (42.5%)8
4

(Testigo Se+) 140 25%)A  1THMO(25%)A 1140 (75%)A 31140 (T381%)A

* Valores en cada columna con diferente fiteral (maytiscula) son estadisticamente diferentes a través de la prueba de X¥ (p<0.05) -
Valores reales de las dos réplicas presentadas por separado. Los valores dentro de paréntesis indican e! porcentaje de invasion a
higado-bazo

**Prugbas efectuadas en bateria: La recuperacion bacteriana a parfir de higado bazo y tonsilas cecales se efectud 24 horas después
del desafio.
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