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1. INTRODUCCION

1.1 Situacion actual de la avicultura

La avicultura nacional es importante ya que dentro de las areas de produccion pecuaria, ha
sobresalido por ser la méas dinamica y tecnificada, siendo la principal industria transformadora de
proteina animal de alto valor nutritivo. Al respecto, la avicultura mexicana ha reportado el Producto
Interno Bruto pecuario (PIB) mads alto a nivel pecuario, representando en el 2007 el 63.24%, y ha
mostrado una tasa de crecimiento promedio anual de 5% en los ultimos 5 afios, segiin datos
reportados la Union Nacional de Avicultores (UNA).

Desde 1997 la carne de pollo es la que mas consume el mexicano; el consumo per-cépita observado
en el 2007 para carne de pollo fue de 25.47 Kg. Asi mismo, México es el principal consumidor de
huevo en todo el mundo, el consumo per cépita de huevo reportado por la UNA es de 21.6 Kg. En
ese mismo afio se reporta una produccion de 2 682 775 millones de toneladas de carne de pollo y
2 278 477 millones de toneladas de huevo.

En el ambito mundial México ocupa la quinta posicion como pais productor de carne de pollo, y
huevo. (UNA 2008).

La carne de pollo es un alimento importante en la dieta de los mexicanos por ser una excelente
fuente de proteina animal, de bajo costo, frescura, gran disponibilidad y ofrecer una variedad de
alternativas para su consumo (nuggets, rostizada, frito, cocido, en embutidos, etc.).

Convirtiéndose en un reto para los productores de pollo de engorda la produccion de carne, de
forma mas natural, empleando a nivel nutricional otras alternativas naturales diferentes a los
antibioticos como agentes promotores del crecimiento.

1.2 Inocuidad Alimentaria

Este concepto se ha convertido en un tema de gran relevancia e interés a nivel mundial, ya que tiene
como objetivo fundamental la seguridad alimentaria para el consumidor. La suplementacion de
antibioticos a niveles subterapéuticos en el alimento de animales en produccion, ha sido un manejo

utilizado comuinmente en los sistemas de produccion animal, fundamentado por lograr un



incremento en el peso, principalmente en el caso de aves y cerdos. Es por esto que desde 1946 se
incluyeron antibidticos promotores de crecimiento (APC) por primera vez en dietas de pollo
logrando, una mejora en peso. El mecanismo exacto por el cual estos APC realizan su efecto
promotor, es todavia desconocido; sin embargo (Yokohama, et al., 1982) se proponen los siguientes
mecanismos, 1) la supresion de bacterias patdgenas causantes de infecciones subclinicas, lo que
favorece la absorcion y la utilizacion de nutrientes por la reduccién de enterobacterias patdogenas
(Jones and Rickie, 2003), 2) reduccion en la produccion de toxinas bacterianas, 3) se favorece la
presion selectiva, que permite la eleccion de cepas bacterianas resistentes a la droga utilizada; en la
mayoria de los casos esta seleccion de resistencia se encuentra codificada de manera genética en
plasmidos que pueden ser trasferidos a otras bacterias, esto puede ocurrir aun en ausencia del
quimico con que se estd realizando el proceso de presion selectiva (Barton, 2000). Las
implicaciones de esta presion selectiva originada por los APC han mostrado temor, en el gremio
cientifico y en los consumidores ante la generacion de microorganismos resistentes a este tipo de
antibidticos en bacterias propias de humanos que consumen proteina de origen animal
suplementada con APC. Siendo esta la causa principal por lo que en la Comunidad Europea en el
afio 2006 se legisla la prohibicion total de APC. Esto ha provocado la busqueda de alternativas
diferentes con el fin de encontrar beneficios similares a los que se obtienen la utilizaciéon de los
APC.

1.3. Sistema Digestivo en las Aves.

El concepto anteriormente utilizado del sistema digestivo como un sistema meramente metabolico
ha evolucionado, ya que desarrolla otras funciones diferentes a la digestion, absorcion y
metabolismo de los nutrientes. El tubo digestivo representa, un punto de reunion para expertos en
disciplinas como, la clinica, zootecnia, nutricidon, inmunologia y bioquimica, etc. Por lo tanto es
importante lograr un conocimiento mas profundo de su estructura, composicion, funcionamiento e

interacciones (Kleasing, 1998).



El tubo digestivo es también la puerta de entrada que utilizan gran cantidad de agentes etiologicos
de impacto econdomico en la avicultura como son, bacterias, virus y parasitos; por ejemplo
salmonela, reovirus y coccidia solo por mencionar algunos. Ademads por su tamafio, representa una
superficie de interaccion constante entre el medio ambiente externo y el ave.

Desde el punto de vista inmunolégico, el sistema inmune digestivo, se considera como uno de los
mas grandes e importantes, (Muir, 2000) ya que de todo el cuerpo es el sitio que contiene mayor
cantidad de células inmunolégicas; por lo tanto, es un lugar donde se realizan de manera diferentes
y multiples funciones efectoras, como la fagocitos, liberacién de interleucinas, citotoxicidad, etc.
todas estas con el objetivo de mantener un estado saludable.

La estimulacion de cualquier funcidon inmune efectora necesita de nutrimentos que aporten el costo
energético necesario desarrollar adecuadamente esta repuesta; la falta de conocimiento en este
ambito ocasiona que los nutridlogos solo formulen en base un metabolismo basal. Por esto Klasing,
(2007) menciona que se deben de formular dietas que puedan aportar el requerimiento energético
suficiente para desarrollar una respuesta inmune eficiente.

1.4. Sistema inmune Digestivo en las Aves.

Las estructuras anatdmicas en las que se han identificado grandes cantidades de células del sistema
inmune digestivo en las aves comerciales son, bolsa de Fabricio (BF), diverticulo de Meckel (DM),
placas de Peyer (PP), tonsilas cecales (TC), tejido linfoide asociado a intestino (GALT), (Kajiwara,
et al. 2003; Muir, et al. 2000; Schat and Mayers 1991.) y tonsila esofagica (Olah, et al. 2003;
Nagy, et al 2005).

Respuesta inmune en el tubo digestivo

Otra de las funciones del tubo digestivo, ademéas de la hidrolisis de las macromoléculas
(carbohidratos, proteinas y grasas), es la absorcion de nutrientes que atraviesan el lumen intestinal y
que posteriormente alcanzaran la circulacion sistémica. El tubo digestivo podria considerarse como
un ecosistema muy complejo donde, de manera simultanea se realizan funciones endocrinas y

defensivas. Estas acciones de defensa tienen como objetivo principal, evitar la penetracion y



establecimiento de agentes patdgenos. Para ser eficiente en esta funcion protectora, se describen
mecanismos de defensa, los cuales se identifican como mecanismos de resistencia o innatos y
mecanismos especificos. (Sanz ML, 2001)

Mecanismos de resistencia o innatos.

Son la primera linea de defensa natural contra microorganismos invasores, su objetivo principal, es
restringir la entrada y penetracion de microorganismos. Estos mecanismos de resistencia estan
integrados por el epitelio y la mucosa intestinal, cuya integridad evita la entrada o el
establecimiento de agentes patogenos, (Tlaskalova, et al., 2004) ademas, los cilios los movimientos
peristalticos y la produccion de moco poseen la capacidad de captar y desplazar particulas extranas
hacia el exterior funcionando como una barrera fisica. El grado de acidez o alcalinidad (pH) es otro
ejemplo de estos mecanismos, asi como los péptidos antimicrobianos y las proteinas, como la
lisozima que se sintetiza en la base de las criptas intestinales, puede inactivar algunas bacterias
gram positivas al degradar sus paredes celulares, (Cummings, et al., 2004). El proceso de
inflamacion es otro de los mecanismos de resistencia, se caracteriza por un aumento en el flujo
sanguineo en el 4rea afectada y con ello la llegada de numerosas estirpes celulares (heterofilos,
eosinofilos, basofilos, macrofagos y células dendriticas) que de manera particular, realizan el
proceso de fagocitosis. También existe un aumento en la permeabilidad capilar, lo que permite el
paso del complemento, de anticuerpos y otras moléculas presentes en el plasma (Cummings, et al.,
2004) como ejemplo, mencionamos a las citocinas proinflamatorias como la IL-1; que la producen
los monocitos, los macrdéfagos y el tejido intestinal y es una de los principales mediadores de la
inflamacion. Se ha detectado que en los enterocitos de pollo, el chIL-1 RNAm (4cido ribonucléico
de tipo mensajero para IL-1 en pollos), se expresa desde el primer dia de nacimiento (Bar-shira and
Friedman, 2006).

Para que las células del sistema innato puedan realizar las acciones efectoras antes mencionadas,
tienen que reconocer un patréon de superficie comun y constante, presente en los microorganismos

llamado patron molecular asociado a patdgenos (siglas en inglés PAMP’s). Entre los mas



estudiados se encuentran, el lipopolisacérido, el acido teicoico, la manosa, el RNA bicatenario
caracteristico de virus, etc. Este PAMP, es reconocido por receptores localizados en la superficie de
las células del sistema inmune innato, llamados receptores de patrones (siglas en inglés PRR), la
interaccion entre el receptor y su ligando, desencadena diferentes tipos de respuestas efectoras,
dependiendo del tipo celular activado. Dentro de los PRR existe un grupo llamado receptores tipo
Toll (siglas en inglés TLR's). En pollos, se ha descrito la presencia de 10 TLR's diferentes (Akira,
2006; Temperley, et al,. 2008 ) .

Se pueden activar diferentes TLR’s con una misma molécula, por ejemplo el zymosan puede activar
TLR2 y TLR6 al mismo tiempo. La activacion de los TLR’s desencadena cascadas de senales
intracelulares que culminan con la liberacién de citocinas, quimiocinas y con la expresion o sobre
expresion de marcadores de superficie (Igbal et al., 2005; Stuart M, 2004).

Mecanismos de defensa especificos.

Se desarrolla cuando el cuerpo del ave esta expuesto a un antigeno y construye una defensa que es
especifica para dicho antigeno ademds de generar memoria. Estos mecanismos son a través de la
respuesta inmune humoral y la respuesta inmune celular.

Respuesta inmune humoral

La inmunidad humoral se sustenta en la produccién de inmunoglobulinas o anticuerpos, que
producen las células plasmaticas derivadas de la estimulacién de los linfocitos B. En general, la
respuesta de anticuerpos esta dirigida contra antigenos con localizacion extracelular (Scott, 2004)
En pollos de lineas comerciales se han descrito 3 isotipos de inmunoglobulinas; IgY, IgM e IgA,
pero en el tracto digestivo de las mismas, solo se ha detectado la presencia de la IgA (Dallaol, et
al., 2005).

Como caracteristica de la respuesta inmune humoral en superficies mucosas, se encuentra la
produccion de IgA. La cual es un isotipo de anticuerpo o inmunoglobulina que a nivel sistémico se
detecta en concentraciones muy bajas pero en la bilis y en secreciones intestinales se encuentra de

manera abundante, reportandose concentraciones de 3.5-12.0 mg/ml (Robinson, et al., 2001). En el



suero su estructura es monomérica y en las secreciones es en forma polimérica (trimeros o
tetramero). Las formas poliméricas pueden transportarse de manera selectiva a través de los
epitelios hasta la luz intestinal. Similar a lo sefialado en mamiferos, en las aves la IgA también se
asocia en forma polimérica, por medio de un elemento de unioén y un elemento secretor, este ultimo
facilita su transporte a través de la célula epitelial. Sin embargo, una diferencia con los mamiferos,
es que la IgA en aves esta principalmente como trimero o tetrdmero; a diferencia de los mamiferos
en los que solo se han descrito formas diméricas. El componente de unién (J) asociado a la IgA de
pollo, se identificé utilizando un antisuero que reconocia la cadena J en humanos por lo que se
concluye que este componente es muy similar en peso molecular; asi como por su contenido de
cisteina.

El elemento secretor 34 se identifico, inyectando pollos con IgA monomérica y recuperando IgA
dimérica asociada a una proteina, posteriormente se determiné el peso molecular de 80 kDa, el cual
fue similar al peso molecular del componente secretor en humanos (Weiland, et al,. 2004).
Respuesta inmune celular

En la respuesta inmune celular, los linfocitos T son las células que reconocen y responden de
manera especifica a los antigenos extrafos; para que se realice este proceso de reconocimiento y
activacion se requiere de la intervencidon de las células presentadoras de antigeno (CPA) (Sanz,
2001).

Los linfocitos T se subdividen en 2 clases, de acuerdo a los marcadores de superficie en su
membrana: CD4 (colaboradores o inductores) y CD8 (citotdxicos); para que estos linfocitos puedan
realizar sus mecanismos efectores es necesario que las CPA procesen (degraden) y presenten a los
antigenos en el contexto de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad. El complejo
principal de histocompatibilidad (CPH), esta codificado en una region polimorfica de genes, cuyos
productos se expresan en la superficie de diferentes poblaciones celulares en forma de receptor, se
sabe que todas las células nucleadas expresan en su superficie moléculas clase I del CPH. Las

poblaciones de células denominadas CPA (por ejemplo, células dendriticas, linfocitos B,



macrofagos, células endoteliales) expresan moléculas clase II del CPH (Dallaol, et al. 2005;
Quereshi, et al,. 1998).

De manera interesante y contraria a los mamiferos, se ha encontrado la presencia de una molécula
clase IV del CPH en lineas de aves comerciales, la cual le confiere una funcién co-estimuladora en
la respuesta de anticuerpos (Zekarias, et al.,2002).

Desarrollo de la respuesta inmune especifica en el intestino.

Los antigenos penetran por via oral alcanzando el lumen intestinal, la superficie intestinal estd
recubierta por un epitelio simple y continuo; formando parte de este epitelio, se encuentran unas
células especializadas en el transporte de macromoléculas, particulas y microorganismos, llamadas
células M. Para lograr estd funcion inmune, las células M poseen gran cantidad de vesiculas
endociticas capaces de trasportar los antigenos de la superficie apical al polo basal; donde son
liberadas, e interactian directamente con las placas de Peyer, tonsilas cecales, GALT o linfocitos
intraepiteliales. Al alcanzar estos sitios, los antigenos sufren un proceso de degradacion y
presentacion a través de moléculas clase 1 y clase II del CPH. . Los linfocitos CD8 reconocen
péptidos presentados bajo el contexto del CPH clase I, siendo su funcion efectora la citotoxicidad
(Guy-Grand, et al., 1991; Telemo et al., 2003).  Los linfocitos CD4 reconocen péptidos presentados
en el contexto de moléculas clase IT del CPH y su funcién efectora es la produccion de citocinas

La variabilidad en la intensidad asi como en el tipo de respuesta desarrollada en el intestino puede
deberse a: la naturaleza quimica del antigeno, la ausencia o presencia de sefiales co-estimuladoras
(por ejemplo CD28-CD80; familia B7) que inducen tolerancia o anergia de células inmunes al
patron de liberacion de citocinas que producen las células T inductoras, la genética de las estirpes
de aves, asi como su relacion con otros sistemas como el neuroendocrino.

Ontogenia de células competentes en el GALT en aves

El desarrollo de la funcion inmunolédgica es un tema de gran importancia, ya que indica en que
momento las células del sistema inmune que integran el GALT llegan a poblar sus sitios en el

intestino (1ji et al., 2001), pero lo mas importante en este tema es, establecer en qué momento estas



células ya son funcionales; y son capaces de responder de acuerdo a su fenotipo y a su funcion
efectora. Bar-shira and Friedman (2006) mencionan que el proceso de maduracion del GALT
ocurre en dos fases, la primera se refiere a la colonizacion de células CD3+ en intestino, al dia 4 de
edad las glicoproteinas localizadas a nivel transmembranal, utilizadas como marcador de superficie
de linfocitos, llegan a su pico maximo de expresion. La evaluacion en la capacidad de respuesta de
estas células CD3+, se realizd midiendo la expresion ARNm (4cido ribonucléico de tipo mensajero)
de la Interleucina 2 (IL-2) y del Interferon gamma (INF-y) demostrando que la IL-2 se expresa
desde el primer dia de edad en los sitios mas distales del intestino (tonsilas cecales). La maxima
expresion del ARNm para INF-y se mostr6 el cuarto dia de edad.

La segunda fase de colonizacion de células CD3+, es durante la segunda semana de edad.
Mostrando el duodeno y yeyuno un méximo incremento en su expresion al octavo dia; por lo que la
colonizacidon y maduracion de linfocitos T en intestino se realiza en forma biféasica; la primera fase,
involucra tonsilas cecales y colon principalmente y la segunda se realiza en duodeno y yeyuno.

La colonizacién de linfocitos B se evalud por la expresion acido ribonucléico de tipo mensajero de
Bu-1, alcanzando el maximo pico de expresion en tonsilas cecales desde el primer dia. A partir del
sexto dia de edad existe un flujo constante de linfocitos B en diferentes sitios del tubo digestivo.

La colonizacion y maduracion temprana del GALT, demostrada en aves, enfatiza su importancia al
nacimiento y durante las 2 primeras semanas de vida.

Al revisar la ontogenia en los mecanismos de repuesta innata, Bar-Shira y Friedman (2006)
evaluaron la expresion de genes para Interleucina 1(IL-1). La expresion de la IL-1, se inicia desde
el el nacimiento en colon, duodeno y ciego; al segundo dia aumenta al doble su expresion, esto
puede deberse a que los pollos inician su alimentacion y con ello, principia la colonizacion de

bacterias comensales que inducen el aumento de esta citocina inflamatoria (Kunkel, et al., 2003)



4. Levaduras

Son hongos unicelulares clasificados genéricamente como levaduras, el Saccharomyces cerevisiae,
mejor conocida como la levadura de cerveza ha sido utilizada histéricamente por el hombre, en la
produccion de bebidas alcoholicas y para panaderia. Es un sistema eucariota, con una complejidad
solo ligeramente superior a la de la bacteria, con un rapido crecimiento y facilidad para aislar
mutantes; destaca por la facilidad para trabajar con el ADN. Por otro lado, la ausencia de
patogenicidad permite su manipulacion con las minimas precauciones. El Saccharomyces cerevisiae
SC7 es la especie de levadura aprobada como un microorganismo seguro para su empleo en la
alimentacion de animales en produccion en la Union Europea (EEC 70/524) .

Paredes de levaduras de Saccharomyces cerevisiae

El mayor componente de las paredes de estas levaduras son carbohidratos no digestibles por
animales monogastricos; estos azucares pertenecen al grupo de los oligosacaridos que
estructuralmente estan formados por unidades repetidas ya sea de un monosacarido o disacarido;
(Jamroz, 2002; Swennen, et al., 2006). Las paredes celulares de Saccharomyces cerevisiae son en
su mayoria (85 al 90%) oligosacaridos y el 15 al 10% restante son proteinas. Los oligosacaridos
pertenecen en su mayoria a los grupos de los B-glucanos y manano-oligosacaridos (MOS). Las
paredes celulares de levaduras de Saccharomyces cerevisiae (PCL) se postularon como candidato
alterno al uso de los APC (Webstrate, et al., 2002; Patterson and Burholder, 2003). Datos en la
literatura muestran que la administracion de -glucanos en modelos murinos demuestran un efecto
positivo y adyuvante en la respuesta inmune. (Tsukada, et al., 2003; Susuki, et al., 2001; Harada,
et al,. 2006;, Hida, et al., 2006; Zhongeum, et al., 2005). Ademas su utilizacion en perros reporto
un aumento en la actividad de los neutrofilos en respuesta a una vacunacion (Swanson, et al.,
2002a, 2002b). Por otra parte la suplementacion de levaduras completas, fracciones de levaduras y
mezclas con probioticos, en dietas para pollos y pavos, (Arce, et al., 2005; Chae, et al., 2006; Solis,
et al., 2007; Zhang, et al., 2005; Lee, et al., 2007,) han demostrado mejorar algunos parametros

productivos. Sin embargo sus mecanismos especificos de accion no han sido determinados; se



muestra un efecto positivo en la integridad intestinal, exclusion de microorganismos patégenos y
funcién inmunoestimulante; bondades entre las que destacan, la resistencia a infecciones por
Salmonella (Guo, 2003).

El objetivo de este estudio fue la inclusion de las PCL de Saccharomyces cerevisiae, en dietas

sorgo-soya para pollo de engorda y evaluar su efecto productivo e inmunologico.



2. HIPOTESIS
Eluso de paredes de levaduras de  Saccharomyces cerevisiae en dietas de pollo de engorda con
base en sorgo-soya, producen un efecto positivo en  los pardm etros productivos; asi com o, en la
respuesta inmune.
3. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la adicion de la s paredes celulares de levaduras de S. cerevisiae en dietas base
sorgo-soya para pollos de engorda a través de la respuesta inm une hum oral y celular, con la

finalidad de mejorar los pardmetros productivos

Para cum plir este objeti vo, se realizaron 3 experim entos en pollo de engorda con tres esquem as
diferentes y con objetivos particulares para cada uno de ellos:

Experimento 1.

Objetivos particulares

Evaluar la inclusion paredes ce lulares de levaduras (PCL) de  S. cerevisiae y comparar con un
antibiotico prom otor del crec imiento (Bacitracina cinc) en dietas base sorgo-soya para pollos de
engorda a través de la respuest a inmune hum oral y respuesta inm une celular con la finalidad de

mejorar los pardmetros productivos.

Experimento 2.

Objetivos particulares

Evaluar la suplem entacion de paredes celulares de S. cerevisiae en una dieta base sorgo-soya para
pollos de engorda contaminada con aflatoxina B1, a través la respuesta inmune humoral y respuesta

inmune celular con la finalidad de mejorar los paradmetros productivos.



Experimento 3

Objetivos particulares

Evaluar la capacidad de inm uno-estimulante de las pare des celulares de S. cerevisiae incluidas en
dietas base sorgo-soya para pollos de engorda  comparando este efecto con coccidiostato y con
vacuna, durante la exposicion naturala ~ Eimeria spp m idiendo la respuesta inm une hum oral y

respuesta inmune celular con la finalidad de mejorar los parametros productivos.



4. MATERIAL Y METODOS

Experimento 1.

Comportamiento Productivo e inmune de una pa rvada de pollo de engorda alimentad a con
dietas suplementadas con paredes celulares de Saccharomyces cerevisiae.

Todos los procedim ientos que involucraron el uso  de animales fueron aprobados por el Com ité
Institucional para el Cuidado y Uso de los An imales Experimentales (CICUAE FMVZ-UNAM).
Se realiz6 un estudio con pollitos de engorda com  erciales, los cuales se alojaron en casetas de
ambiente natural, la temperatura de crianza fue disminuida gradualmente iniciando con 32°C, hasta
llegar a 21°C el dia 28 de edad. El ciclo producti vo se realiz6 en piso ¢ on una duracion de 49 dias.
Las dietas empleadas en los tratamientos fueron con base en sorgo-soya se muestra su composicion
en Cuadro 1. El agua y el alim ento se proporcio naron a lib re acceso. Se realizé con 432 pollito s
mixtos (50% de cada sexo) Ross 308, de 1 dia de eda d, los cuales se alojaron de manera aleatoria.
Se empled un disefio completamente al azar de 4 tratamientos, con 3 réplicas de 36 pollos cada una.
Tratamiento 1: Dieta tes tigo (iniciacion y finalizaci dn) sin promotores de crecimiento, Tratamiento
2: Como 1 + PCL 0.05% (Saf manan Safm ex, Toluca-México) Tr atamiento 3: Com o 1 + APC
(Bacitracina cinc 30ppm) y Tratamiento 4: Como 1 + 0.05% PCL y 30ppm de APC.

Experimento 2.

Efecto de la suplementacion de PCL de S. cerevisiae a una dieta sorgo-soya contaminada con
aflatoxina B1 sobre los parametros produc tivos, resp uesta in mune humoral y respuesta
inmune celular.

Se realiz6é un experimento con 144 pollitos m ixtos (50% de cada sexo) estirpe Ross 308, de un dia
de edad, los cuales se alojaron de manera aleatoria en baterias de ambiente controlado Petersime. Se

empleo un diseiio completamente al azar, con arreglo factorial 2 x 2, cada tratamiento con 6 réplicas



de 6 pollos cada una. Un factor fue con y sin la adicion de 0.05% PCL a la dieta testigo de
iniciacion sorgo-soyay el otro factor con y sin la contaminacion con 400ppb de AFBI (400mg/ton).
Las aflatoxinas se obtuvieron por contaminacion natural de m aiz, con Aspergillus flavus link; el
cual produce aflatoxinas B1 y B2. El material fue cuantificado com o aflatoxina total, fue donado
por la Unidad de Investigac i6n en Granos y Se millas de la Faculta d de Estudios Superior es
Cuautitlan de la Universidad Nacional Autébnoma de México.

Experimento 3.

Capacidad de inmuno-estim ulacion de las P CL de S. cerevisiae adicionadas a dietas sorgo-
soya para pollos de engorda con coccidiostato o en pollos vacunados contra coccidiosis,
valorando parametros productivos, respuesta inmune humoral y respuesta inmune celular.

Se utilizaron pollos 840 pollos m ixtos de un dia de edad estirpe Ross 308, los cuales se
distribuyeron en 28 pisos con viruta de madera (30 pollos, mitad hem bras y mitad machos) en una
caseta experimental de ambiente natural. La tem peratura de crian za fue dism inuida gradualmente
iniciando con 32°C, hasta llegar a 21°C en el dia 28 de edad. Las  dietas empleadas en cada fase
basados en sorgo-soya, iniciaci 6n (1 a 21 dias de edad) y finalizacion (22 a 49 dias). En los
tratamientos se empled un arreglo factorial 2x2; un factor fueron con y sin adicion de PCL y el otro
factor la ad icidn de coccidios tato en las dietas o la vacunacion contra coccidia. Cada tratam iento
conto6 con 7 repeticiones. Se utiliz 6 en las dietas con coccidiostato (Nicarbazina Helm, Naucalpan,
Meéxico en la fase de iniciacidon y S alinomicina Helm, Naucalpan, México en fase de finalizacion).
Los pollos que fueron vacunados individualm ente por via oral con una vac una comercial contra
coccidia el prim er dia de edad, esta se adm inistr6 directam ente en el buche d e acuerdo a las
especificaciones del fabricante. (A dvent, Viridus Ani mal Health LLC-Novus International Inc., St

Louis,MO)



4.2 Parametros productivos
Las aves y el alim ento se pesaron sem analmente, para obtener datos de la ganancia de peso, el
consumo de alimento e indice de conversion. L os datos informados son de 0 a 21dias y de 0 a 49

dias de edad en los Experimentos 1 y 3. En el Experimento 2 se reportan de 0-21dias.

4.3 Amarillamiento y rendimiento en canal.

En el Experim ento 3, al finalizar el ciclo productivo (49 dias),  se tom aron 20 aves de cada
tratamiento y se sacrificaron por di slocacion cervical, para evaluar el rendimiento de la canal tipo
rosticero (sin plum as, sangre, patas, cabeza y viscer as). La pigm entacion amarilla de la piel de la
pechuga, se midié después del procesamiento en frio con un colorimetro de reflectancia (Minolta®)

CR 400 en la vena de la grasa.

4.4 Respuesta in mune humoral. Para detectar el efecto inm unoestimulante de PCL a nivel
sistémico, se realizd una vacunaci6 n simultdnea, por via ocular virus vivo y via subcutanea, virus
inactivado con el virus de la enfermedad Newcastle. A los diez dias de edad en el Experimento 1, se
tomaron muestras de sangre a los dias 7 y 14 dias post-vacunacién (5 muestras/réplica). Para el
Experimento 2, las muestras se tom aron lo sdias 4y 11 dias post-vacunacién (9
muestras/tratamiento). En el Experim ento 3 se to maron muestras de sangre los dias 7 y 14 dias
post-vacunacion (5 m uestras/réplica), en los tres  experimentos, se obtuvieron los sueros y se
congelaron a -20°C, para posteriorm ente determinar titulos de anticuerpos séricos especificos para
el virus de Newcastle a través de la prueba de Inhibicion de la hemoaglutinacion.

4.4.1 IgA traqueal

Con hisopos estériles, se tom aron muestras en el Experim ento 2 de exudados traqueales, el dia 21
de edad (5 muestras / tratamiento), que se coloca ron en tubos con PBS esté ril y se centrifugaron a
1200 x g, se tomd el sobrenadante y se congel6d a -20° C para su posterior evaluacion a través de la

prueba de ELISA.



4.4.2 IgA intestinal

Se sacrificaron por dislo cacion cervical 10 po llos por tratamiento, se to maron 10 cm de duode no,
posteriormente se realizaron lavados con 10 m 1 de PBS frio y estéril, pasando tres veces el PBS en
la fraccion del lumen intestinal, se recolectd y se centrifugd a 1200 x g; se tom¢ el sobrenadante y
se congeld a -20°C para su posterior evaluacion con la prueba de ELISA.

ELISA

Las placas d e 96 pozos (Nunc, Fisher Scientific Rochester S ite, US) de fondo plano, se cubrieron
con IgA (Chicken IgA ELISA Quantitation Kit Be thyl Laboratories Inc PO Box 850 Montgom ery
TX 77356) de pollo previam ente reconstituida en buffer de carbonatos (0.05M pH 9.6) toda la
noche a 4°C. Se lavaron tres ve ces con PBS adicionado de T ween-20 al 0.05%, Se afiadi6 solucion
de bloqueo PBS-leche descremada al 0.5%, Sacarosa 0.2%, se lavaron y se depositaron las muestras
de los lavad os intestinales y traquea les y se inc ubaron 1hr a 37°C. Posteriorm ente se retiraron las
muestras, y las placas se lavaron 5 veces con PBS Tween-20 al 0.05%. Se afiadio6 el conjugado HRP
(goat anti-chicken IgA -HRP, Bethyl Labor atories Inc P O Box 850 Montgom ery TX 77356)
incubandose, y nuevam  ente se realizaron 5 lavados. Para afiadir el sustrato ABTS, y
posteriormente se incub 6 durante 2 0 minutos, la r eaccion se detuvo con la adicion de solucion de

paro (H,SO4 2M) se realizd la lectura de la absorbancia a 405nm.

4.5 Respuesta inmune celular

4.5.1 Hipersensibilidad cutanea basofilica. La evaluacion se realizé en los Experimentos 1y 2, el
dia 14 de edad; en el E xperimento 3, el dia 21 de edad m ediante una prueba de hipersensibilidad
tardia ( Edelman, et al., 1985; Corrier and DeLoach., 1990) como respuesta a la inoculacion
intradérmica en la m embrana interdigital de las falanges 3 y 4 de la extrem 1idad inferior dere cha,
empleandose (2 pollos/ réplica, 12/tratam iento), con Phitoheam aglutinina (PHA-A, Sigm a Sigma-
Aldrich, Inc.) a una concentracion de 0.1m g/0.Iml. Enlam embrana interd igital de la pata

izquierda, se realizé el mismo procedimiento utilizando solucion salina estéril (0.1ml) como testigo.



A las 24 horas pos-inoculacion, se determino el grosor de la membrana interdigital con un ve rnier
digital.

4.6 Hematologia

Se tomaron muestras de sangre con s-m onovette EDTA (Sarstedt) de las venas radiales de 3 pollos
por réplica (12 pollos/tratam iento) los dias 21, 35 y 49 (Experim  ento 1). Se realiz6 el conteo
leucocitario diferencial en frotis sanguineos tefiidos con Wright, Las cuentas totales se determinaron
indirectamente por el calculo de los porcentajes de la célula y de cuentas totales (Campbell, 1995).
4.7 Histologia

En el Experim ento 1, s e sacrificaron 10 de pol los de cada tratam iento a los 21 dias de edad, se
tomaron muestras de tejido intestinal de 2 ¢ m de longitud, posteriores al diverticulo Meckel, se
fijaron en for malina buferada al 10%, para posteriormente ser procesados, m  ontados en
portaobjetos y teflidos con Hematoxilina-Eosina (Berezovskii, 1978) para su posterior observacion y
evaluacion m ediante microscop ia d e luz. Se midi6 en micras (p) la longitud y el grosor de las
vellosidades intestinales.

4.8 Conteo de Ooquistes.

El conteo de ooquistes sefialado en el Experi mento 3, se determind segun lo descrito por Dalloul et
al. (2002), se tom aron 10 m uestras de heces po r tratamiento al d ia 21 de edad. Se determ 1ino el

conteo de ooquistes utilizando una cdmara de McMaster.

4.9 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de las  variables en estudio, s ¢ anali zaron estad isticamente m ediante
analisis de varianza conforme al disefio experimental empleado. Las variables productivas asi como
el indice hematologico del Experimento 1, se analizaron mediante un disefio completamente al azar
con mediciones repetidas segiin el procedim iento GLM del paquete estadistico SAS (SAS6e d.
Institute, Cary, NC). Cabe mencionar también, que los titulos de anticuerpos en los 3 experim entos,

se sometieron a una transformacién logaritmica base 2.



Los resultados de estas pruebas se encuentran en los articulos incluidos en los anexos.



5. DISCUSION.

En la busqueda de aditivos naturales con efec  tos sim ilares a los A PC, capaces de m ejorar su
productividad en la avicultura, las paredes celulares de levaduras de ~ Saccharomyces cerevisiae se
postulan como un posible candidato.

Experimento 1

Los parametros productivos en dietas sorgo-soya adicionadas con 0.05% de paredes celulares de
Saccharomyces cerevisiae mostraron un incremento en la ganancia de peso (P<0.05) a los 49 dias
de edad; de manera similar a un antibiotico promotor del crecimiento (Bacitracina cinc) este efecto
promotor del crecimiento concuerda con lo encontrado por algunos autores (Arce, et al., 2005), este
efecto promotor del crecimiento fue potenciado cuando se administraron de manera simultdnea PCL
y antib iotico. En las variables consum o de alim entoy conversion alim enticia, no se detectaron
diferencias entre los tratamientos (P>0.05).

La suplementacion de PCL, produjo un incremento en la longitud de las vellosidades del yeyuno,
observandose un mayor efecto con la adicion simultanea de PCL y APC (P<0.01); estos resultados
concuerdan con Baurhoo et al., 2007 quienes adicionaron m anano-oligosacaridos (MOS) a dietas
de pollo, y observaron un incr emento en la longitud de las vellosidades del yeyuno. Solis de los
Santos et al., 2005 también encontraron un aumento en la longitud de las vellosidades del duodeno
al adicionar a la dieta un prebiotico, los autores explican este efecto, argumentando que la presencia
de microbiota in testinal es lar esponsable d e e stimular la vascularizaci 6n 'y el desarrollo de la
vellosidad, y esto incre menta la su perficie de ¢ ontacto y por tanto, se aum enta la eficiencia de
digestion y absorcion.  Otras investigaciones Hume et al., 2006, Solis de los Santos et al 2007;
Oviedo et al 2006 confirman estos resu Itados y sefialan que varios prom  otores nutricionales
influyen en la funcién del intestino; favoreciendo la longitud de las vellosidades intestinales.

El resultado de los hemogram as en el Experim ento 1 indicaron un aum ento en los linf ocitos, se

infiere que las PCL favorecieron el increm ento de esta po blacion celular, al estimular recepto res



tipo lectinas, descritos en poblacion es celulares de linaje linfoide , que reconocen azlicares como
ligando y esta union favorece el proceso de mitosis.

Al respecto, se ha descrito la pres encia de lo s recepto res tipo Toll, com o un gr an sistem a de
reconocimiento (Roeder et al 2004; Stuart 2004; Akira et al 2006) expresados en diferentes células;
reconocen patrones moleculares  asociados a patégenos, (PAMP’s) iniciando con la respuesta
inmune innata. Se ha determ inado, que los azucares de tipo m ananos y el zym osan; presentes en
Saccharomyces cerevisiae estimulan TLR4, TLR2 y TLR6 respectivam ente.; lo que posteriormente
desarrolla respuestas in mune especifi cas. Por estas im plicaciones las PCL de Saccharomyces
cerevisiae se pueden considerar com o estim ulantes del sistem a inmune, y prom otoras del
crecimiento al ser adicio nadas en dietas so rgo + soya para pollos de engorda, por lo que resultan
una alternativa a los APC.

Experimento 2

Santin, et al., 2003 demuestran que el consumo de alim ento y la ganancia de peso se afectan por
contaminacion de aflatoxinas; sin em  bargo en los resultados de los  parametros productivos
arrojados en este estudio, no se encontraron di ferencias estad isticas sign ificativas en el
comportamiento productivo, (P<0.05) para ganancia de peso, consumo de alim ento y conversion
alimenticia. Aunque numéricamente el peso fue mayor (1.5 %) con la adiciéon de PC L y menor (1.8
%) en las dietas con aflatoxinas. En este estudio la ganancia de pe so no se afectdé con la inclusion
de AFBI (400ppb), Tejada et al 2008 observan que experim entalmente niveles S00ppb de AFB1
durante tres semanas no causan reduccion en el peso de los pollos; sin embar go si se consume este
mismo nivel de AFB1 (400ppb) durante un periodo de 4 sem anas, se aprecia una reduccion en el
peso de las aves (Kubena et al., 1993). Diaz et al 2008 proponen que la aflatoxicosis en aves puede
generar un efecto de hormesis; fenémeno toxicoldgico que se caracteriza por estimular a dosis bajas
e inhibir a d osis altas. D e manera especifica con las aflatoxinas, este autor plantea que dosis bajas

de aflatoxina estimulan el crecimiento, dosis elevadas lo deprimen.



En estudios realizados por Morales, et al., 2009 con PCL adicion adas en dietas trigo-cebada, no
encontraron diferencias estadist icas significativas en los pard metros productivos, estos autores
atribuyen este efecto, al contacto limitado con la microbiota ambiental; ya que ambos experimentos
fueron realizados en baterias y no hubo una interaccion real con el medio ambiente.

La evaluacion de anticuerpos sistém icos especificos para el virus de la enfer medad de Newcastle;
indica, que la adicion de PCL increment6 el titulo de anticuerpos sistémicos. Esto concuerda con lo
publicado con Sashidhara and Devegowda 2003 quienes utilizaron una fraccion purificada de PCL
(mananoligosacaridos) y m ostraron un aum ento signi ficativo en el titu lo de an ticuerpos en la s
reproductoras; asi como en la progenie.

En los resultados hem  atoldgicos; se observar on cam bios en las poblaciones de leucocitos,
heterofilos y linf ocitos. Los tr atamientos adicionados con aflatoxina most raron un decrem ento en
las poblaciones de leucocitos, neutréfilos y linfocitos posiblemente por el desarrollo de un estado de
inmunodepresion (Mitchell and Johns 2008). Sur and Celik 2003, demuestran que las aflatoxinas
inducen inmunodepresion y en este estado fisiologic o, no solo se deprimen las funciones celulares
si no también se disminuye el nimero de linfocitos T en sangre periférica y en tejidos linfoides. Al
respecto Celik et al., 2000 observan que la dosis inm unotoxica de las aflatoxinas es relativam ente
menor, que la dosis necesaria para ejercer un efecto detrimental en el peso.

Al realizar la evalu acion de lares puesta inm une celular cuantificad a a través de la prueba de
hipersensibilidad tardia basofilica, se observo un aumento en el grosor interdigital (P<0.05) en los
pollos inc luidos en los tra tamientos suplem entados con las PCL; de m  anera contraria en los
tratamientos adicionados con el fact or aflatoxina hubo una dism inucioén (P<0.01) que pudiera estar
determinada por generar inmunodepresion en los pollos.

Experimento 3

Los parametros productivos en la etapa de iniciacion (0-21dias) mostraron diferencias (P<0.05); la

ganancia de peso fue mejor en aves no vacunadas, que en el caso de las aves que fueron vacunadas



contra co ccidia, es to p udiera deb erse a que en  las aves vacunadas, los ciclosd e replicacion
intracelular de la coccid ia (Morris et. al,2003) dafaron las células epite liales del in testino y por
consiguiente se alter6 la absorcion  de nutrien tes, lo que lim it6 el crec imiento. Otra posible
explicacion pudiera deberse a que el sistema inmune al ser estimulado por un antigeno; en este caso
la vacuna, necesita para poder desarro  llar sus f unciones efectoras, nutrientes; por lo que la
generacion de una respuesta inm une, pudo contribuir a un efecto detrim ental en el peso Klasing y
Calvert, 2002; Morris et. al, 2003). Durante todo el ciclo productivo, se mostr6 un efecto promotor
de crecimiento en las aves suplementadas con las PCL, incluso en las aves vacunadas, posiblemente
pudiera deberse a la restauracion de 1 epitelio intestinal, asi como de sus func iones de digestion y
absorcion de nutrientes. Los resu ltados en la mejora de los indices produc tivos concuerdan con lo
descrito por Arce et al., 2005y 2008 y Zhang et al., 2005 quienes utilizaron 500pm y 3000ppm de
PCL en die tas sorgo-soyay m aiz- soya re spectivamente. Varios autores sefialan (  Hume et. al.,
2006; Solis de los Santos et al., 2007 y Oviedo et al., 2006) que varios prom otores nutricionales
influyen en la estructura, m aduracion y funcion de 1intestino y ev itan cam bios drasticos en la
microflora intestinal en aves.

Se ha reportado que anticuerpos séricos especificos, juegan un papel im portante en el desarrollo de
la respuesta contra coccidia (Girard et al., 1997). Los resultados de este experim ento cuantificando
anticuerpos sistém icos especificos p ara el virus de la enferm edad de Newcastle, indican que la
suplementacion con PCL increm enta el titulo de anticuerpos sistém icos ( P<0.05), de m anera
similar a lo reportado con Sashidhara y Devegowda (2003) quienes ev aluaron la respuesta inmune
humoral en reproductoras con la utilizacion de m  anano-oligosacaridos provenientes de  S.
cerevisiae, observaron un aum ento significativo en los titulos de anticuerpos en las reproductoras,
asi como en la progenie. Ademas Guo et al.( 2004 ) demostraron que aves infectadas con E tenella
y suplem entadas con polisacaridos obtenidos de Lentinus edades, incrementaron de m anera

significativa los titulos de anticuerpos a los 14 y 21 dias post-infeccion.



En este experim ento los pollos suplem entados con PCL, m ostraron un aumento significativo
(P<0.05) de la IgA intestinal, esto concuerda con lo reportado con Yun et al. (2000) que encontraron
que la IgA es capaz de u nirse a los esporozoitos y asi evitar la inva sidn intracelular del parésito; se
infiere, que en los pollos vacunados se desarroll6 una respuesta inmune local mayor con una mayor
concentracion de IgA, pero estos anticu  erpos fueron utilizados com o m ecanismo ef ector de la
respuesta inmune. Esta hipotesis se pudiera conf irmar al evaluar el conteo de ooquistes, ya que en
los tratam ientos con P CL dism inuy¢ significativam ente ( P<0.01) el nim ero de ooquistes en
comparacion con los vacunados.

La repuesta inmune desarrollada contra la coccidia, se caracteriza por dirigirse hacia una respuesta
de tipo celu lar; siendo las células T las responsables de esta respuesta ( Lillehoj et al., 2000). En
este estudio se encontrd, que la adicion en la dieta de PCL aument6 significativamente la respuesta
celular evaluada por la prueba de hipersens ibilidad cutdnea basofilica en los tratamientos con PCL,
en comparacion con los tratam ientos no suplementados . Con respecto al efecto de las PCL en la
liberacion de ooquistes, con su adicion se liberaron menor cantidad de ooquistes en las heces que
los no suplementados. Estos resultados concuerdan, con lo reportado con Lee et al. (2007) quienes
observaron una reduccién en la li beracion de ooquistes de aves suplementadas con un probidtic o
base Pediococcus-Saccharomyces, e infectadas con Eimeria sp.

La diversidad de resultados m ostrados, indican que factores com o el peso m olecular, el grado de
polimerizacion, fuentes de carbono en m edios de cu Itivo, ingredientes en las dietas, interaccion
directa con la m icrobiota son un grupo de factores que influyen en la obtencion de resultados

Optimos.



6. Conclusiones
La influencia m undial dirigida al desuso de antibidticos co mo promotores del crecim iento
(APC), obliga a la busque da de diferentes alternativas con un resultado similar a los APC. El
uso de de paredes celulares de  Saccharomyces cerevisiae (PCL) en d ietas para pollo pudiera
funcionar como alternativa a los APC, partiendo que las PCL incluidas al 0.05% en dietas base
sorgo-soya m ejoran la ganancia de peso y mu estran un efecto inm unoestimulante en la
respuesta inmune hum oral sistémica y local, asi como optimizando el proceso de vacunacion
reflejando m ejores titu los de antic uerpos s istémicos y loc ales en po llos sanos y en pollos
deprimidos con aflatoxina B1. Este efecto benéfico en la respuesta inmune celular se reflejo en
pollos suplementados con PCL.
Los resultados obtenidos en este trabajo pueden ser de utilidad en la avicultura para mejorar la

productividad y la salud de aves comerciales.

Perspectivas.
Los datos obtenidos en esta investigacion m uestran un afecto es timulante de las P CL al ser
administradas en el alim ento de pollos en la respuesta inmune; sin embargo seria interesante

poder dilucidar los mecanismos moleculares, por los cuales se desarrolla esta respuesta.
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8. ANEXOS
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7. ANEXOS

Abstract

Two experiments were conducted on broilers Ross 308 fed sorghum-soybean meal
diets. In Experiment 1, broilers from 0 to 49 days of age were used in a completely
randomized design with 4 treatments and 3 repetitions of 36 chicks each one, the
treatments were: 1.-Control diet, 2.- As 1+wall cell yeast (YWC), 3.-As
1+Bacitracine zinc 30 ppm (GPA) and 4.- As 1+YWC+GPA. The YWC and GPA
improved at 49 days the weight gain (P<0.05), being greater the effect when the
YWC + GPA. The cell immune response evaluated by the basophilic
hypersensibility test and the humoral immune response measured by antibodies
titers against Newcastle disease (ND) was increased (P<0.05), the YWC
ameliorated the response. The addition of YWC and GPA increased (P<0.05) the
duodenal villi length measured at the 21 days age. In Experiment 2, Ross broilers
from 1 to 21 days of age were fed diets contaminated or not with aflatoxin B1
(AFB1). A completely randomized design 2 x 2 factorial arrangement with 6
repetitions of 6 chicks each one were used. The factors were presence or absence
of 0.05% YWC and presence or absence of AFB1 (400mg/ton). The 21 days of age
data for weight gain, feed intake, feed conversion were similar (P>0.05) for both
factors; nevertheless the humoral immune response against NCD and the cellular
immune response increased (P<0.05) with YWC and decreased with AFB1.These
data indicated that the YWC added in sorghum-soybean meal diets improve the
growth and increase the cellular and humoral immune response of broilers.

Key words: wall cell yeast, Saccharomyces cerevisiae, immune response,

aflatoxin, bacitracin.
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7. ANEXOS

Resumen

Se realizaron dos experimentos con pollos Ross 308 alimentados con dietas
sorgo+ pasta de soya. En el Experimento 1, se emple6 un disefio completamente
al azar con 4 tratamientos y 3 repeticiones de 36 pollos cada una de 49 dias de
edad. Los tratamientos fueron: 1.- Dieta sorgo+pasta de soya, 2.- Como
1+paredes celulares de levadura (PCL), 3.- Como 1+antibiético promotor del
crecimiento bacitracina cinc 30ppm (APC) y 4.-Como 1+ PCL+APC. Los
resultados en 49 dias indicaron que las PCL y el APC mejoraron la ganancia de
peso (P<0.05), siendo mayor el efecto cuando se adicionaron juntas las PCL y el
APC en la dieta. La respuesta inmune celular evaluada por la prueba de
hipersensibilidad tardia basofilica y la respuesta humoral sistémica medida por
anticuerpos contra Enfermedad de Newcastle (ENC) (P<0.05) aumentaron por
efecto de las PCL. La adicion de PCL y APC incrementaron (P<0.05) la longitud de
las vellosidades intestinales medidas en duodeno a los 21 dias edad. En el
Experimento 2, se empled un arreglo factorial 2 x 2 con 6 réplicas de 6 pollos
cada una de 1 a 21 dias de edad. Los factores a considerar fueron: con vy sin la
adicion de 0.05% PCL; asi como, con y sin la contaminacion de 400mg/ton de
aflatoxina B1 (AFB1) a una dieta sorgo+pasta de soya. Los datos a los 21 dias de
edad para ganancia de peso, consumo de alimento y conversién alimenticia fueron
similares (P >0.05) para ambos factores; sin embargo la respuesta inmune
humoral contra ENC y la respuesta celular cutanea (P<0.05) incrementaron con
PCL y disminuyeron con AFB1. Los resultados de este estudio indican que las
PCL, mejoran el crecimiento de los pollos e incrementan la respuesta celular y

humoral.
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1 Palabras clave: Paredes celulares, Saccharomyces cerevisiae, respuesta inmune,
2 aflatoxina, bacitracina.
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7. ANEXOS

Introduccion

El empleo de los antibioticos promotores del crecimiento (APC), como aditivo en la
alimentacion animal desde hace mas de 50 afios, ha mostrado la posibilidad de
generar microorganismos resistentes a este tipo de antibiéticos'. Por lo que en
2006, se legisld su prohibicion total en la comunidad europea. Por lo anterior, se
estudian diferentes alternativas con el fin de encontrar resultados similares a los
obtenidos con los APC?.

En la alimentacién de las aves se utilizan granos, los cuales se pueden contaminar
con hongos del genero Aspergillus, algunas especies producen compuestos
heterociclicos denominadas aflatoxinas. Los efectos bioldgicos de las aflatoxinas
se subdividen de manera en, carcinogénicos, mutagénicos y teratogénicos. Estos
efectos son influidos por variaciones de especie, sexo, edad, estado nutricional,
mezcla con otras micotoxinas, dosis y el periodo de exposicion®*. El efecto toxico
mas importante es en el higado, pudiendo provocar también problemas renales®.
Su efecto citotdxico se debe a la peroxidacion de lipidos; las aflatoxinas también
inhiben la sintesis de DNA y RNA, producen transversiones de Guanina por
Timina, e inducen la separacion de DNA, que se traduce en mutaciones y
formacién de tumores (efectos carcinogénicos, mutagénicos y teratogénicos)®. Se
ha encontrado un efecto en la reduccion la sintesis de vitamina K y un efecto
inmunodepresor®.

Se pueden aplicar diversas estrategias Para evitar el efecto nocivo de las
aflatoxinas, se debe evitar la produccion de aflatoxina por parte del hongo, la
destoxificacion de alimento y bodegas contaminados y por ultimo, la inhibicion de

la absorcién de aflatoxinas en el tracto digestivo®.
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7. ANEXOS

Las paredes celulares de levaduras de Saccharomyces cerevisiae (PCL) pueden
ser una alternativa a los APC’. El mayor componente de las paredes de estas
levaduras, son carbohidratos no digestibles por monogastricos, estos azucares
pertenecen al grupo de los oligosacaridos, estructuralmente formados por
unidades repetidas ya sea de un monosacarido o disacarido, a traves, de enlaces
quimicos®.. Los oligosacaridos de las PCL de Saccharomyces cerevisiae
pertenecen en su mayoria a los grupos de los B-glucanos y mananooligosacaridos
(MOS). Se ha estimado que el porcentaje de oligosacaridos presentes en las PCL
es del 85 al 90% y el 15 o 10% restante son proteinas. Estudios con la
suplementacion de PCL® """ fracciones purificadas de estas en dietas para pollos
y pavos han mostrado mejorar los parametros productivos'"'?. Sin embargo, sus
mecanismos especificos de accion no han sido determinados, hay un efecto
positivo en la integridad intestinal, ™ exclusion de microorganismos patdégenos y
funcion inmunoestimulante, destaca la resistencia a infecciones por Salmonella
por el uso de B-glucanos y manano-oligosacaridos''. En un estudio, se demostro
la capacidad de los MOS para secuestrar aflatoxina B1 (AFB1) reduciendo su
absorcion gastrointestinal’®. Por otra parte, la administracién de B-glucanos en
modelos murinos demuestran un efecto positivo y adyuvante en la respuesta

inmune17,18,19,20,21 )

Su uso en dietas de perros, aumenté la actividad de los
neutréfilos en respuesta a la vacunacién®. Con estos antecedentes se planted el
presente estudio, para evaluar la adicion de PCL en dietas a base de sorgo-soya,
con y sin un contaminante para pollos de engorda en su comportamiento

productivo y respuesta inmunoldgica.

4. Material y Métodos
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4.1 Aves y alojamiento

Se realizaron 2 experimentos; todos los procedimientos de manejo que
involucraron a las aves cumplieron con los requisitos sefialados por el Comité
Institucional para el cuidado y uso de los animales experimentales (CICUAE
FMVZ-UNAM). La temperatura de crianza fue disminuida gradualmente iniciando
con 32°C, hasta llegar a 21°C en el dia 28 de edad. Las dietas empleadas en los
tratamientos fueron con base en sorgo-soya. El agua y el alimento se
proporcionaron a libre acceso.

4.2 Diseio experimental

Experimento 1

Se realiz6 con 432 pollitos mixtos (50% de cada sexo) Ross 308, de 1 dia de
edad, los cuales se alojaron de manera aleatoria en 12 pisos con cama de viruta
de madera. Se empled un disefio completamente al azar de 4 tratamientos, con 3
réplicas de 36 pollos cada una. Tratamiento 1: Dieta testigo (iniciaciéon y
finalizacion) sin promotores de crecimiento (Cuadro 1), Tratamiento 2: Como 1 +
PCL™ 0.05%, Tratamiento 3: Como 1 + APC (Bacitracina cinc 30ppm) y
Tratamiento 4: Como 1 + 0.05% PCL y 30ppm de APC.

Experimento 2.

Se emplearon 144 pollitos mixtos (50% de cada sexo) Ross 308, de 1dia de edad,
los cuales se alojaron de manera aleatoria en baterias de ambiente controlado
Petersime. Se empled un disefio completamente al azar, con arreglo factorial 2 x

2, con 6 réplicas de 6 pollos cada una. Un factor fue con y sin la adicion de 0.05%

"® Saf-mannan.Lesaffre Feed Additives
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7. ANEXOS

PCL a la dieta testigo de iniciacion (Cuadro 1) y el otro factor con y sin la
contaminacion de Aflatoxina (400mg/ton).

Las aflatoxinas se obtuvieron por contaminacion natural de maiz, con Aspergillus
flavus link; el cual produce aflatoxinas B1 y B2. El material cuantificado en
aflatoxina B1 fue donado por la unidad de investigacién en granos y semillas de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan de la Universidad Nacional Auténoma

de México.

4.4 Pardmetros productivos

Las aves y el alimento se pesaron, para obtener datos de la ganancia de peso, el
consumo de alimento e indice de conversion. Los datos obtenidos fueron de 0 a
21dias y de 0 a 49dias de edad.

45 Respuesta inmune humoral. Para conocer si existia efecto
inmunoestimulante de PCL a nivel sistémico, se realizd una vacunacion
simultanea, por via ocular virus vivo y via subcutanea, virus inactivado con el virus
de la enfermedad Newcastle. A los diez dias de edad en el Experimento 1, se
tomaron muestras de sangre a los dias 7 y 14 dias post-vacunacion (5
muestras/réplica). Para el Experimento 2, las muestras se tomaron los dias 4 y 11
dias post-vacunacién (9 muestras/tratamiento), se obtuvieron los sueros y se
congelaron a -20°C, para posteriormente determinar titulos de anticuerpos séricos
especificos para el virus de Newcastle a través de la prueba de Inhibicién de la
hemoaglutinacion.

4.5.1 IgA traqueal
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Con hisopos estériles, se tomaron muestras en el Experimento 2 de exudados
traqueales, el dia 21 de edad (5 muestras/ tratamiento), que se colocaron en tubos
con PBS estéril y se centrifugaron a 1200 x g, se tomé el sobrenadante y se
congeld a -20°C para su posterior evaluacion a través de la prueba de ELISA.
4.5.1 IgA intestinal

En el Experimento 1, se sacrificaron por dislocacién cervical 10 pollos por
tratamiento, se tomaron 10 cm de duodeno, posteriormente se realizaron lavados
con 10 ml de PBS frio y estéril, pasando tres veces el PBS en la fraccién del
lumen intestinal, se recolectd y se centrifugd a 1200 x g; se tomé el sobrenadante
y se congeld a -20°C para su posterior evaluacion a través de la prueba de ELISA.
45.1.2 ELISA

Las placas de 96 pozos? de fondo plano se cubrieron con IgA (Chicken IgA ELISA
Quantitation Kit Bethyl Laboratories Inc PO Box 850 Montgomery TX 77356) de
pollo previamente reconstituida en buffer de carbonatos (0.05M pH 9.6) toda la
noche a 4°C. Se lavaron tres veces con PBS adicionado de Tween-20 al 0.05%,
Se afadio solucion de bloqueo PBS leche descremada al 0.5%, Sacarosa 0.2%,
se lavaron y se depositaron las muestras de los lavados intestinales y traqueales y
se incubaron 1hr a 37°C. Posteriormente se retiraron y se lavaron 5 veces con
PBS Tween-20 al 0.05%. Se anadi6é el conjugado HRP (goat anti-chicken IgA-
HRP'") incubandose, y nuevamente se realizaron 5 lavados, para afiadir el

sustrato ABTS, con el que se incubd durante 20 minutos, la reaccién se detuvo

* Sigma-Aldrich, Inc.
** Sarstedt AG & Co
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7. ANEXOS

con la adicion de solucion de paro (H,SOs 2M) se realizé la lectura de la
absorbancia 405nm.

4.6 Respuesta inmune celular

4.6.1 Hipersensibilidad cutanea basofilica. La evaluacién se llevé a cabo en
ambos experimentos, el dia 14 de edad mediante una prueba de hipersensibilidad
tardia®®, como respuesta a la inoculacién intradérmica en la membrana interdigital
de las falanges 3 y 4 de la extremidad inferior derecha, empleandose (2 pollos/
réplica, 12/tratamiento), con Phitoheamaglutinina (PHA-A*) a una concentracion de
0.1mg/0.1ml. En la membrana interdigital de la pata izquierda, se realiz6 el mismo
procedimiento utilizando solucion salina estéril (0.1ml) como testigo. A las 24
horas pos-inoculacion, se determind el grosor de la membrana interdigital con un
vernier digital.

4.7 Hematologia

Se tomaron muestras de sangre con s-monovette EDTA (Sarstedt”) de las venas
radiales de 3 pollos por réplica (12 pollos/tratamiento) los dias 21, 35 y 49
(Experimento 1). Se realizé el conteo leucocitario diferencial en frotis sanguineos
tefidos con Wright, Las cuentas totales se determinaron indirectamente por el
calculo de los porcentajes de la célula y de cuentas totales®*.

4.9 Histologia

En el Experimento 1, se sacrificaron 10 de pollos de cada tratamiento a los 21 dias
de edad, se tomaron muestras de tejido intestinal de 2 cm de longitud, posteriores
al diverticulo Meckel, se fijaron en formalina buferada al 10%, para posteriormente

ser procesados, montados en portaobjetos y tefildos con Hematoxilina-Eosina,
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7. ANEXOS

para su posterior observacion y evaluacion mediante microscopia de luz. Se midié
en micras (u) la longitud y el grosor de las vellosidades intestinales.

5.0 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos de las variables en estudio, se analizaron
estadisticamente mediante analisis de varianza conforme al disefio experimental
empleado. Las variables productivas asi como el indice hematolégico del
Experimento 1, se analizaron mediante un disefio completamente al azar con

mediciones repetidas segun el procedimiento GLM del paquete estadistico SAS?

Los titulos de anticuerpos en ambos experimentos, se sometieron a una

transformacion logaritmica base 2.

6 RESULTADOS

Experimento 1

Los resultados de las variables productivas, se muestran en el Cuadro 2. Se
puede apreciar que la ganancia de peso, consumo de alimento y conversion
alimenticia fueron mayores a los 49 que a los 21 dias de edad (P<0.05). También
se observa, que la ganancia (P<0.05), mejor6é con la adicién de PCL, APC vy la
suplementacion conjunta de PCL y APC. Para consumo de alimento y conversion
alimenticia, no existieron diferencias entre los tratamientos (P>0.05).

La inclusion de PCL y APC en la dieta de los pollos incrementé la longitud de las
vellosidades intestinales, siendo mayor este efecto con la adicidon conjunta
(P<0.01); sin embargo, el grosor de las vellosidades (P<0.05) disminuy6 con la

suplementacién de ambos promotores (Cuadro 3).
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7. ANEXOS

El perfil hematolégico mostré diferencias significativas entre tratamientos (P<0.01)
en linfocitos, heterdfilos, eosindfilos, basofilos y monocitos (Cuadro 4). Se observa
en general que los linfocitos aumentaron al adicionar los promotores de
crecimiento en la dieta; sin embargo, el porcentaje de heterofilos, eosinofilos,
basdfilos y monocitos disminuyé (P<0.01) con la suplementacion de PCL Y APC.
La respuesta inmune humoral sistémica que aparece en el Cuadro 5, mostré que
los titulos de anticuerpos séricos contra el virus de la enfermedad de Newcastle,
en los tratamientos adicionados con PCL, APC y ambos fueron mayores (P<0.05).
La respuesta inmune humoral local, cuantificando la concentracién de IgA
intestinal; aumentd (P<0.05) en los tratamientos con promotores y fue mayor con
PCL y APC.

Para la respuesta celular evaluada a través de la prueba de hipersensibilidad
tardia basofilica, se encontré un aumento en el grosor interdigital (P<0.05) en los

pollos suplementados con PCL.

Experimento 2

En el Cuadro 6, se aprecia que no se encontrd diferencia (P<0.05) entre factores,
para ganancia de peso, consumo de alimento y conversiéon alimenticia. Sin
embargo numéricamente el peso fue mayor (1.5 %) con la adicion de PCL y menor
(1.8 %) en las dietas con aflatoxinas

En el Cuadro 7, a los 11 dias postvacunacion (21dias de edad), se nota que los
titulos de anticuerpos fueron mayores (P<0.05) para la adicion de PCL. En la
evaluacién de IgA traqueal no se encontro diferencia (P=0.05) entre los factores, ni

efecto de interaccion.
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Para la respuesta celular evaluada a través de la prueba de hipersensibilidad
tardia basofilica, aumento el grosor interdigital (P<0.05) en los pollos por la adicion
de PCL, y hubo disminucion con el factor aflatoxina (P<0.01)

En el perfil hematolégico, se mostré un efecto de interaccion (P<0.05) PCL x AFB1
en los leucocitos, linfocitos y heterdfilos (Cuadro 8). Se aprecia que los leucocitos
aumentaron con la suplementacion de PCL, siendo mayor el porcentaje con la
dieta sin contaminar y los heterofilos disminuyeron con todas las dietas excepto el
testigo. La poblacién de linfocitos se incrementé con la adicion de PCL. Sin
embargo en los pollos con las dietas contaminadas con AFB1 no se noté un efecto

significativo.
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7.0 Discusioén

La tendencia mundial hacia la eliminacién de antibiéticos promotores del
crecimiento (APC) en los alimentos balanceados, ha originado una busqueda de
alternativas con beneficios similares a los APC. Las PCL de Saccharomyces
cerevisiae adicionadas en dietas sorgo-soya al 0.05% mejoraron la ganancia de
peso de los pollos (P<0.05) a los 49 dias de edad, de manera similar a la
Bacitracina cinc, este efecto promotor del crecimiento concuerda con lo
encontrado por algunos autores®. Este efecto promotor del crecimiento fue
potenciado cuando se administraron de manera simultdnea PCL y antibiotico.
Ademas, los resultados de este estudio confirman lo reportado por algunos
autores'®'®,  quienes sefialan que varios promotores nutricionales influyen en la
funcion del intestino, ya que las PCL de Saccharomyces cerevisiae favorecieron la
longitud de las vellosidades intestinales, ejerciendo un efecto positivo en el tamafo
(P<0.01), esto a su vez pudiera favorecer la superficie de absorcién de nutrientes.
Los resultados del comportamiento productivo en el Experimento 2, no se
afectaron con la inclusion de AFB1 (400ug/kg). Experimentalmente niveles
500ug/kg durante tres semanas no causaron reduccion en el peso de los pollos?;
sin embargo se ha observado reduccion en el peso de las aves, con este nivel
cuando se consume durante 4 semanas®’. Diaz et al 2008%, proponen que la
aflatoxicosis en aves puede generar un efecto de hormesis, fendmeno toxicolégico
que se caracteriza por estimular a dosis bajas e inhibir a dosis altas.

La respuesta a la vacunacion es una herramienta para evaluar una de las
funciones inmunes efectoras, la evaluacidon de anticuerpos sistémicos especificos

para el virus de la enfermedad de Newcastle, indica, que la adicion de PCL de
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increment6 el titulo de anticuerpos sistémicos. Esto concuerda con lo publicado
con algunos investigadores®®, quienes utilizaron una fraccion purificada de PCL
(mananoligosacaridos) y mostraron un aumento significativo en el titulo de
anticuerpos en las reproductoras; asi como, en la progenie.

Los hemogramas del Experimento 1 indicaron un aumento de los linfocitos, lo que
pudiera indicar que las PCL favorecieron el aumento de esta poblacién celular,
implicada de forma importante en la respuesta inmune. En los hemogramas del
Experimento 2, hubo cambios solo en las poblaciones de leucocitos, heterdfilos y
linfocitos. Los pollos con aflatoxina disminuyeron el porcentaje de leucocitos,
neutrdéfilos y linfocitos por un estado de inmunodepresion®, esto pudiera deberse
a lo reportado por Sur and Celik 2003°!, que demuestran que la inmunosupresion
que inducen las aflatoxinas no soélo se deprimen las funciones celulares, si no
también se disminuye el numero de linfocitos T en sangre periférica y en tejidos
linfoides. La dosis inmunotoxica de las aflatoxinas fue relativamente mas baja, que
las dosis necesarias para producir un decremento en el peso®. Esto pudiera
explicar que en el Experimento 2 no se encontré efecto en los parametros
productivos, pero en el caso de las variables inmunoldgicas si se encontré un
efecto inmunodepresor por parte de la aflatoxina B1.

La respuesta inmune celular mostré que la adicién en la dieta PCL, aumento la
respuesta celular evaluada por la prueba de hipersensibilidad cutanea basofilica,
una posible explicacion podria ser que la estructura quimica de las PCL,
determinadas en su mayoria por azucares, que funcionan como ligando de
receptores de tipo lectinas, descritos en poblaciones celulares de linaje linfoide.

Por otro lado se ha descrito la presencia de los receptores tipo Toll*>* presentes
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en diferentes células; que reconocen patrones moleculares asociados a
patdgenos, (PAMP’s) iniciando con la respuesta inmune innata. Se ha
determinado, que los azucares de tipo mananos y el zymosan; presentes en
Saccharomyces cerevisiae estimulan TLR-4 y TLR-2 y TLR-6 respectivamente, lo
que posteriormente desarrolla respuestas inmune especificas. Por estas
implicaciones las PCL de Saccharomyces cerevisiae, se pueden considerar como
estimulantes del sistema inmune, y promotoras del crecimiento al ser adicionadas
en dietas sorgo + soya de pollos de engorda, por lo que resultan una alternativa a
los APC.
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Cuadro 1. Composicion de las dietas testigo empleadas en los experimentos (kg/ton).

Ingredientes Ini ciador Finalizador
(0-3sem) (4-7sem)
Sorgo 522 926 563.932
Pasta de Soya 382.754 332.153
Aceite vegetal 50.566 60.369
Ortofosfato 18 737 16.558
Carbonato de calcio 13.678 12.573
NaCl 4 194 3.716
DL-Metionina 2 S12 1.949
Premezcla vitaminica*® 1.000 1.000
Premezcla Mineral** 1.000 1.000
Cloruro de Colina 60% 1.000 0.800
L-lisina HCI 0.983 0.000
Coccidiostato*** 0 .500 0.500
Antioxidante 0 150 0.150
Pigmento amarillo (Tagetes erecta) 0 .000 5.300
Total 1000 1 000
Nutrientes Analisis calculado
EM (Kcal/Kg) 3100 3200
Proteina cruda (%) 22.00 20.09
Lisina (%) 1.20 1.00
Metionina+ cistina (%) 0.900 0.800
Calcio (%) 1.00 0.90
Fosforo Disp. (%) 0.50 0.45

Proporciona por kg. Vitamina A, 12 000 000 UI; Vitamina D3, 2,5 00 000 UI; Vita mina E, 15, 000 U1,
Vitamina K3, 2.0 g; Vitamina B1 2.25g, vitamina B2, 7.5 g; B12 20 mg; Piridoxina, 3.5 g; Pantotenato de
calcio, 12.5 g; Niacina, 45g; Biotina, 125 mg; cloruro de colina, 250 g; acido folico, 1.5g.

** Proporciona por kg. Selenio, 200 mg; cobalto, 0.20 g; Yodo, 0.30 g; Cobre, 12 g; Cinc, 50 g; Hierro, 50g;
Manganeso, 110 g; Excipiente cbp, 1000 g.

***Iniciador (Nicarbazina) Finalizador ( Salinomicina)
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1 Cuadro 2. Efecto de la adicion de Paredes Celulares de L evadura y Bacitracina cinc
2 en dietas de pollos de engorda de 0 a 21 y 0a 49 dias de edad. (Exp. 1)
3

Tratamientos
Edad Testigo PC L* APC** PCL* + Prob.
Variable i APC** F
(dias)
Ganancia de 21 713%+6.3 732 43 5720 1857 50%+3.8
Peso g 49 30404 £24.0  3137*+479 3091 +7.3 3160%+57.00  .000
Media 18765+52019  35°B+538 19  05*B+530 19 55445390 05

Consumo de 21 959°+17.2310 25"+18.98  995°+13.28 96 9%a+16.380  .000

alimento g 49 5914°422.50 6  045"+88.8157  77"+47.5559  55"+62.46
Media 34364 +£1108 35354 +1123  3386*+1067 3461 +1115 0.063
Conversion 21 1.337+0.02 1 A4240.02 1. 38+0.02 1.35 2+0.05
alimenticia g/g 49 1.94°+0.02 1.  92°+0.04 1.8  6"+0.01 1.88 "+0.03
Media 1.634+0.14 1.674 +0.12 1.624 +0.11 1.624 +0.12 0.298
4 Valores con distinta letra en el mismo renglén son diferentes (p<0.05)
5 *Paredes Celulares de Levadura
6  ** Bacitracina cinc.
7
8
9

10  Cuadro 3. Grosor y lon gitud de las vellosidades intestinales e n duodeno d e poll os

11  suplementados con Paredes Celulares de Levadura y Bacitracina cinc. (Exp. 1)
12

Tratamientos
Testigo PCL* APC** PCL* Prob.
+ F
APCH*
Vellosidades
Grosor (1) 106.39*+6.74 109 93*+8.08 91 .28%P+5.02 87 .06"+3.53 0.05
Longitud (u)

1274.75°+54.10 145 7**+£44.09 1 493.33%+24.45 1570 *+44.21 0.01

13 Valores con diferente letra en el mismo renglon son diferentes.
14  *Paredes Celulares de Levadura
15  ** Bacitracina cinc.
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1  Cuadro 4. Indices hema tologicos e n po llos de eng orda c on Paredes Ce lulares de
2  Levaduray Bacitracina cinc. (Exp. 1)

3
PCL*
Célula Dia Testigp PCL*  APC** + EEM Prl‘:’b'
APC**
Linfocitos 8 619  64.9 61.8 65.1
% 17 549  65.0 65.0 69.9
24 550  69.2 66.2 67.3
promedio 58.8° 64.4*°  66.2° 67.4° 3.15 0.0001
, 8 222 207 21.6 20.7
Heteﬁ/‘o’ﬁlos 17 246 220 224 19.1
24 288 194 20.8 20.1
promedio 25.2° 207 208" 20.0° 2.29 0.0001
- 8 1.8 1.2 2.1 1.6
EOSI{;ZﬁlOS 17 16 1.1 0.7 0.3
24 1.6 0.8 0.7 0.7
promedio 1.6°  1.0° 0.7° 0.9° 0.70  0.0001
, 8 3.3 23 34 2.3
Basf;ﬁl"s 17 24 18 22 13
? 24 3 2 1.1 1.3 1.7
promedio 3.0 1.7 1.3 1.8° 0.87 .0001
8 10 .8 109 11.1 10.3
Monocitos 17 12 .0 10.1 9.7 9.3
24 11 4 97 110 10.2
promedio  11.4° 102" 11.0° 10.0° 1.39 0.002
4  Cifras con letra diferente en cada renglon son diferentes.
5  *Paredes Celulares de Levadura
6  ** Bacitracina cinc.
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16

17
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7. ANEXOS

Cuadro 5. Respuesta in mune humoral y celul ar en dietas de pol lo de engorda con
Paredes Celulares de Levadura y Bacitracina cinc. (Exp. 1)

T ratamientos

Testigo PCL* APC** PCL* Prob

+ EEM F

Variable APC**
HI VEN"&** 5.75°7.75 2637 be 7 ® 099 0.01
IgA intestinal

DO* 0.891°0. 998" 1 272%1 337%0.05 0.05

HTB mm"™ 0.5722°0  .7656™ 0 5456°0 8744*0.08 73  0.05

Valores con diferente letra en el mismo renglon son diferentes

*Paredes Celulares de Levadura

** Bacitracina cinc.

+ T itulos en logaritmo base 2 dela prueba de Inhibicié ndela hemoaglutinacion
contra el virus de la enfermedad de Newcastle.

++ Densidad optica

+++ Hipersensibilidad Tardia Basofilica
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Cuadro 6. Efectos mayores de 1a adicion de Paredes Celulares de Levadura en dietas
sorgo-soya de pollos de 0 a 21 dias de edad con y sin aflatoxina. (Exp. 2)

Ganancia de Consumo de Conversion
Peso g Alimento g Alimenticia
PCL
Sin 785 1125 1.34
Con 797 1031 1.32
AFB1
Sin 798 1101 1.34
Con 784 1055 1.31
EEM 3.86 24 470 .01
Factor Fuente de Variacion
PCL* 0.1250 5770 183
AFB1*%* 0.144 0 .099 0 505
PCL* x AFB1** 0.5310 5610 631

*Paredes Celulares de Levadura
** Aflatoxina B1.
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1 Cuadro 7. Efectos mayores de la inclusion PCL en la respuesta inmune humoral y
2 celular. (Exp.2)

3
HI VEN©2* IgA traqueal HTB™
ng/ml mm
PCL
Sin b
Con 5.7 0.193 0.4808"
AFBI ) 03075
. 5.05 0.151 )
Sin 4.90° 0.193 0.2383
Con
EEM 0.19 0.01 0.04
Factor Fuente de Variacion
PCL 0.05 0. 534 0.001
AFB1 0.093 0 188 0.002
PCL x AFB1 0.010 0 591 0.068

*Paredes Celulares de Levadura

** Aflatoxina B1.

+ T itulos en 1 ogaritmo base 2 dela prue ba de Inhibicio n dela hemoaglutinacion
contra el virus de la enfermedad de Newcastle.

+++ Hipersensibilidad Tardia Basofilica

SO 03N N b~
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Cuadro 8. Perfiles hematologicos mayores en pollos alimentados con y sin aflatoxina
B1. (Exp. 2)

Leucocitos X10°/L Heteré  filos X10°/L Li  nfocitos X10°/L

PCL
Sin 4.4°1. 51 2.2
Con 5.5°1. 97 2.7
AFB1
Sin 5. 2 2.09° 2. 4
Con 4 8 1.39° 2. 5
Testigo 423" 2. 74° 1.97°
PCL 6.20° 1. 44° 2.93°
AFB1 4.68" 1. 20° 2.56"
PCL + AFB1 4.89% 1. 59° 2.57%
EEM 0.36 0.18 0.14
Factor Fuente de Variacion
PCL 0.018 0 .002 0.011
AFB1 0.312 0 .02 0.502
PCL x AFB1 0.048 0 .000 0.013

SO 0 IN N A

*Paredes Celulares de Levadura
** Aflatoxina B1.
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