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Empleo de eubiéticos en dietas para pollo de engorda y su efecto en caracteristicas
productivas, salud intestinal y conteo de enterobacterias especificas.

RESUMEN
El uso de nuevos aditivos eubiodticos, como los bacteriéfagos, pueden reemplazar el uso

de antibiéticos promotores del crecimiento y mejorar la salud intestinal. Para ello se
realiz6 un experimento, con la intencion de estudiar el efecto de diferentes eubibticos
sobre caracteristicas productivas y de la canal, morfologia e histometria intestinal,
cambios histol6gicos como respuesta inmune y contenido de enterobacterias en ileon y
ciego. Se empledé un disefio completamente al azar con cinco tratamientos con 8
repeticiones de 25 pollos cada una. Se emplearon 1000 pollos Ross 308 mixtos, de un
dia de edad. Las aves se alojaron en piso de cemento en una caseta convencional. Se
emple6 una dieta basal sorgo+soya a la cual se le adicionaron los aditivos en estudio.
Los tratamientos quedaron distribuidos de la siguiente manera: T1 = Dieta basal sorgo-
pasta de soya sin promotor de crecimiento; T2 = Como 1 + bacteri6fagos (BF); T3 =
Como 1 + antibiético; T4 = Como 1 + probidtico; T5 = Como 1 + simbidtico. Los resultados
mostraron un mejoramiento (P<0.05) del 5% en la ganancia de peso e indice de
conversion al utilizar los aditivos eubi6ticos, incluyendo los BF. Se observé una menor
(P<0.05) densidad intestinal al suplementar con el probiotico. La altura y el area de las
vellosidades en duodeno, sitio de mayor absorcion, fue mayor (P<0.05) al utilizar los
aditivos eubibticos. En el score histolégico, fue mayor (P<0.05) en duodeno, con la
adicién del antibidtico y los eubidticos, asociado a una respuesta de inflamacién
fisiologica y controlada que permitié mayor integridad intestinal. Con la expresion relativa
de enterobacterias, como Lactobacillus reuteri y Lactobacillus salivarius permitieron
asociar cambios positivos en la microbiota y una mejor productividad al usar aditivos
eubidticos, incluyendo los BF, con resultados comparables al del antibiético. Finalmente,
el uso de estos eubidticos puede sustituir a la bacitracina como promotores del

crecimiento.

Key words: Pollo de engorda, salud intestinal, eubibticos, bacteriéfagos.



ABSTRACT

Using new additives eubiotics, as bacteriophages, it is possible to replace antibiotics
growth promoters and improve gut health. For this reason, an experiment was carried out
to study the effect of different eubiotics on productive characteristics, intestinal integrity,
as well as the content of enterobacteria in the cecum of broiler chickens. A completely
randomized design with five treatments and 8 replicates of 25 birds each was used. In
total 1000 mixed broiler chickens from Ross308 strain, one day old were obtained from a
commercial hatchery. The birds were housed on concrete floors in a conventional house.
A sorghum+soybean meal control diet was used, to which the additives under study were
added. The treatments were distributed as follows: T1 = Control diet without antibiotic or
eubiotic; T2 = T1 + bacteriophages (BP); T3 = T1 + antibiotic; T4 = T1 + probiotic; T5 =
T1 + symbiotic. The results obtained at 49 days of age for weight gain and feed conversion
rate enhanced (P<0.05) with the addition of antibiotic, eubiotics, including BP. A lower
(P<0.05) intestinal density was observed with the probiotic. The height and area of villi in
duodenum was higher (P<0.05) when antibiotic and eubiotics were included. In the
histological score, in duodenum, the antibiotic and eubiotics resulted with a higher score
(P<0.05), associated to a physiological and controlled inflammation response that allowed
improving gut integrity. With the relative expression of enterobacteria, such as L. reuteri
and L. salivarius, allowed associating positive changes in the microbiome and better
performance when including the eubiotics, including BP, with comparable results to the
antibiotic. Finally, the use of these eubiotics may substitute Zn-Bacitracine as growth
promothers.

Key words: Broiler chicken, gut health, eubiotics, bacteriophages.
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I. INTRODUCCION

El uso de aditivos como alternativas a los antibioticos promotores del crecimiento (APC)
ha ganado auge a nivel global, y con la prohibicion de estos antibiéticos en la formulacion
de alimento para aves, desde el afio 2006 en paises integrados al proyecto de Vigilancia
Europea del Consumo de Antimicrobianos Veterinarios (ESVAC, por sus siglas en inglés)
y a partir del 2017 con ciertas regulaciones en E.E.U.U. (Mehdi et al., 2018; Rahman et
al., 2022), la producciéon animal se ha enfocado en el control de enfermedades, para
disminuir los efectos negativos provocados por el manejo irracional de los antibiéticos en
las dltimas décadas, como la resistencia bacteriana a los antibiéticos, los residuos de
antibiéticos que terminan en productos avicolas de consumo humano y demas residuos
que las aves excretan como metabolitos téxicos al medio ambiente (Roberts et al., 2015;
Gao et al., 2017; Mehdi et al., 2018; Rafiq et al., 2022; Kalia et al., 2022). Estos aditivos,
clasificados por algunos investigadores como promotores “naturales” del crecimiento
(Caly et al., 2015; Sethiya, 2016), tienen un efecto benéfico sobre la salud intestinal,
destacando entre ellos; 1) probioticos, 2) prebibticos, 3) fitobiodticos, 4) acidos érganicos
y 5) enzimas (Parisien et al, 2007; Mehdi et al, 2018; Roberts et al, 2015;
Wickramasuriya et al., 2022; Kalia et al., 2022).

La salud intestinal esta fuertemente relacionada con la productividad en las aves, lo que
implica que exista simbiosis entre el huésped y su microbioma intestinal. Estos aditivos,
también conocidos como eubidticos, por su efecto modulador en la microbiota intestinal,
pueden rebalancear la disbiosis intestinal, inducida por agentes externos, empezando
por el alimento (Yasar et al., 2017). Esto es posible, mediante algunas acciones que
ejercen, de manera directa o indirecta, tales como; i) inhibir la adhesién de patégenos a
sitios en el epitelio intestinal; ii) estimular la produccién de metabolitos antimicrobianos;
iv) promover la inmunomodulacién; v) influir en las actividades metabdlicas y digestivas
del intestino (Cisek & Binek, 2014; Kocot et al., 2022; Rafiq et al., 2022; Shini y Bryden,
2022; Kalia et al., 2022). Aunque el costo de estos aditivos suele estar por encima del
antibiético que se reemplaza, el costo de la enfermedad es mucho mayor al costo de la

prevencion al establecer el uso de las alternativas de los APC (Roberts et al., 2015).



Todos ellos participan en el mejoramiento de la morfologia intestinal y la absorcién de
nutrientes, por lo que su inclusion promueve el crecimiento y el rendimiento productivo
de las aves (Thacker, 2013; Roberts et al., 2015). Sin embargo, pese a los efectos
positivos de estos aditivos, se siguen buscando nuevas alternativas comerciales. Dentro
de ellas, los bacteri6fagos se han propuesto, no sélo como biocontroladores de
enfermedades, sino como los nuevos probibticos, no obstante, aun hace falta mas
informacién sobre sus mecanismos de accion fisiolégicos, inmunolégicos vy
microbioldgicos a nivel intestinal (Roberts et al., 2015), para reconocer en ellos un efecto
eubidtico, capaz de influir positivamente en la salud intestinal. Por lo anterior, se realiz6
el presente estudio para evaluar el efecto de adicionar un antibiético, un probidtico, un
simbiotico y un coctel de bacteriéfagos en pollos de engorda alimentados con dietas
sorgo-soya sobre las caracteristicas productivas y de la canal, morfometria intestinal,
score de cambios histoldgicos y el conteo de algunas enterobacterias.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. ADITIVOS USADOS EN LA INDUSTRIA DEL POLLO DE ENGORDA

CLASIFICACION DE LOS ADITIVOS ALIMENTICIOS

Los diferentes aditivos usados en la produccion animal pueden ser de diferentes tipos, y
segun la Comunidad Econdémica Europea (CEE) se pueden clasificar como sigue:

Cuadro 1. Tipos de aditivos usados en la nutricion animal.

1. Antibioticos 8. Vitaminas o provitaminas.
2. Sustancias antioxidantes 9. Oligoelementos.
3. Sustancias aromaticas y saborizantes. 10. Agentes ligantes, antiaglomerantes vy

coagulantes.

4.Coccidiotatos 11. Reguladores de la acidez.

5. Emulsionantes, estabilizantes, espesantes y | 12. Enzimas.

gelificantes.
6. Colorantes y pigmentantes. 13. Microorganismos.
7. Conservadores. 14. Ligantes de radionucleicos.

Tomado de Sumano y Gutiérrez, 2010

Rosen (1996) sugirié el término de “microingredientes” al referirse a “aditivos
alimenticios”, clasificando los 14 grupos anteriores dentro de 4 categorias que definen
cual es su funcion como aditivos alimenticios y las funciones que comparten: a)

Nutricionales; b) Pronutrientes; ¢) Acondicionadores y d) Profilacticos (Cuadro 2).

Dentro de los nutricionales se encuentran las vitaminas, minerales, aminoacidos, acidos
organicos y en algunos casos incluyen a las plantas enzimaticas (Rosen, 1996;
Madhupriya et al.,, 2018). Los llamados pronutrientes son aquellos que promueven la
produccién animal, cominmente conocidos como aditivos zootécnicos (Rosen 1996),
incluyéndose en este grupo inmunomoduladores, antimicrobianos, promotores de la

salud intestinal (estimulacion de enzimas digestivas, modificacion de morfologia



intestinal, mejoramiento de la digestibilidad) y que coadyuvan en el rendimiento
productivo o la calidad de productos animales (Madhupriya et al, 2018). Los
acondicionadores, que puede incluir aditivos sensoriales o aditivos tecnolégicos que
pueden modificar las caracteristicas de los alimentos (Rosen, 1996) gracias a sus
propiedades pigmentantes, antioxidantes, absorbentes de micotoxinas y como
reductores de gases nocivos en la avicultura (Madhupriya et al., 2018). En el apartado
de los profilacticos se encuentran los anticoccidianos y otros medicinales con efecto
antimicrobiano (Rosen, 1996). Existen aditivos como los fitogénicos que pueden tener
mas de un efecto positivo y no pueden clasificarse estrictamente en uno solo de los

grupos descritos (Madhupriya et al., 2018) en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Division de aditivos alimenticios en categorias.

Categoria
Grupo Nutrientes | Pronutrientes | Acondicionadores | Profilacticos
Antibidticos + +
Antioxidantes + + +
Saborizantes + +
Coccidiostatos + +
Estabilizadores, gelificantes + + +
Pigmentantes + + +
Conservadores + + +
Vitaminas y analogos +
Elementos traza + +
Promotores del crecimiento +
Ligantes y antiaglomerantes + + +
Reguladores de la acidez + + + +
Enzimaticos +
Microorganismos +

Tomado de Rosen, 1996



ANTIBIOTICOS PROMOTORES DEL CRECIMIENTO Y SUS EFECTOS

Se refiere a aquellos antibiéticos que, se utilizan a dosis subterapéuticas para mejorar el
crecimiento y el indice de conversién en pollos de engorda (Dhama et al., 2014). Por mas
de 50 afos, el uso de los APC ha ayudado a prevenir los efectos negativos de
enfermedades bacterianas en la industria avicola. Los antibiéticos estan clasificados de
acuerdo con su estructura quimica, su modo de accién y su espectro de bacterias contra
las que actia. En la industria avicola, se han utilizado APC tales como tetraciclina,

bacitracina, tilosina, salinomicina, enramicina, virginiamicina, entre otros.

La promocion del crecimiento inducida en aves por diferentes antibidticos esta
acompanada por diferencias en el microbioma cecal, dando lugar a cambios metabdlicos
y fisiologicos que contribuyen a mejorar su rendimiento productivo: 1) mejoran la
capacidad microbiana para usar la urea y el amoniaco como fuentes de energia; 2)
aumentan la concentracion de sales biliares, al inhibir microbios que portan hidrolasas
de sales biliares; 3) aumentan la concentracion de bilirrubina en ciego, con actividad
antioxidante y antiinflamatoria; 4) promueven el metabolismo de aminoacidos y sintesis
de vitaminas (biotina, piridoxina); 5) incrementan la disponibilidad de nutrientes al reducir
microbios; 6) disminuyen la prevalencia de microbioma asociado con la degradacion de
mucina y la inflamacién; 7) aumentan la absorcion de nutrientes, a través de un epitelio
polarizado mas delgado, lo que en otro momento se describia como reduccion del grosor
de la pared intestinal (Applegate et al.,, 2010 ; Yadav y Jha, 2019; Plata et al., 2022;
Rahman et al., 2022).

Los APC también han sido de gran utilidad en la prevencidn de infecciones subclinicas y
la reduccidn en el uso de nutrientes por las bacterias patdégenas (Applegate et al., 2010).
No obstante, se sabe que microorganismos como Salmonella spp., E. coli, entre otros,
han mostrado resistencia a algun antibiético (Mehdi et al., 2018). La resistencia a los
antibioticos es definida como la habilidad de los microorganismos para proliferar en
presencia de un antibidético que generalmente inhibe o mata microorganismos de la

misma especie. La resistencia se da por mutacion o adquisicion de genes portados por



elementos genéticos maoviles tales como los transposones, integrones, plasmidos e
inclusive fagos. Ademas, algunos microorganismos con esta resistencia se han
detectado como residuos en los productos avicolas, tal es el caso de las tetraciclinas, los
macrolidos y los aminoglucésidos (Mehdi et al.,, 2018). Asimismo, gran cantidad de
antibiéticos administrados a los animales son excretados al medio ambiente via urinaria
y fecal, de tal manera, que se han encontrado residuos de antimicrobianos, como la
bacitracina, salinomicina,y virginiamicina en la cama de las aves, detectados en
concentraciones que van de 0.07 a 66 mg/L. La biotransformacién y la biodegradacién
de los antibiéticos pueden tomar hasta 150 dias y sus metabolitos pueden permanecer
bioactivos y ser potencialmente mas tdéxicos que sus compuestos originales (Mehdi et
al., 2018). Esto ha promovido la bioacumulacion de estos en los ecosistemas acuaticos
y suelos cercanos a sitios urbanos. El ambiente acuatico es considerado como un punto
importante de adquisicion y propagacion de genes de resistencia a los antibibticos, entre
las bacterias potencialmente patégenas como Enterococcus spp. y E. coli, lo cual es

potencialmente transferible a las bacterias que habitan en el humano (Mehdi et al., 2018).

Aunque los APC, no han promovido una adecuada homeostasis intestinal, se sabe que
los antibidticos preescritos para curar infecciones en humanos también tienen efectos
modulatorios significantes sobre la microbiota intestinal. El tratamiento con antibiético
causa reduccion de bacterias benéficas y de la alfa diversidad microbiana. Los
antibiéticos como moduladores de la relacién simbidtica entre el huésped y la microbiota
intestinal puede inducir cambios eubioticos en el ecosistema intestinal, tal es el caso de
la rifaximina en humanos (Ponziani et al., 2017). De ahi que dos propiedades principales
de los antibiéticos deben ser reconocidos: el efecto clasico contra patégenos
(enfermedades infecciosas) y la modulaciéon (positiva o negativa) de la microbiota
intestinal comensal, con lo cual algunos antibiéticos pudieran tal vez reclasificarse no
s6lo como antibiéticos sino como eubibticos si son capaces de ser moduladores positivos
de la microbiota del tracto gastrointestinal (Ponziani et al., 2017).



ADITIVOS PROMOTORES DE LA SALUD INTESTINAL

PROBIOTICOS

Son monocultivos 0 mezcla de cultivos de organismos vivos utilizados como aditivos,
que, en cantidades adecuadas, confieren salud al huésped (Roberts et al., 2015; Kocot
et al, 2022). La FDA (Food and Drug Administration) utiliza la frase “Productos
microbianos de alimentacion directa” (DFM, por sus siglas en inglés) para los probiéticos
utilizados en la alimentacién animal (FAO, 2016). Para que un microorganismo sea
llamado probidtico, debe satisfacer tres criterios estrictos: 1) estar vivos; 2) estar
correctamente caracterizados segun la cepa, género y especie; 3) deben ser seguros,
conforme a reportes cientificos (Kocot et al., 2022). La seleccion de cepas probidticas
también debe considerar los siguientes atributos: 1) no patégeno; 2) origen conocido; 3)
dosis estrictamente definida; 4) tolerante a procesos industriales, como la elaboracion
del alimento que las incluye; 5) habilidad para crecer en medios, econémicamente viables
para su produccion; 6) resistente al acido gastrico y a los acidos biliares. Al parecer
ninguna cepa, por si sola, cumple con todos los criterios (Kocot et al., 2022).

De acuerdo con Bajagai et al. (2016) y Molina (2019), los probidticos se pueden clasificar
de la siguiente manera: Probioticos bacterianos y no bacterianos (Saccharomyces
cerevisiae, Aspergillus spp.); Probioticos formadores (Bacillus spp) y no formadores de
esporas (gram negativos: Bacteriodes spp., Megaspahera spp.; gram positivos:
Bifidobacterium spp., Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc spp.,
Pediococcus spp., Propionibacterium spp.); Probioticos aléctonos (microbiota como
levaduras) y autoctonos (microbiota indigena); Probioticos mono-especie y
multiespecies. El grupo mas grande entre los probidticos es el de las bacterias acido
lacticas (LAB, por sus siglas en inglés). En este grupo destacan, Lactobacillus plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum de acuerdo con la nueva clasificacion taxondmica),
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri de acuerdo

con la nueva clasificacién taxonémica), entre otras cepas.



SUBPRODUCTOS BIOACTIVOS

El uso de probidticos se restringe a productos que contienen microorganismos vivos, de
ahi que para definir el uso de microorganismos no viables o fracciones microbianas que
afectan positivamente la salud intestinal, se describen de la siguiente manera:

Paraprobioticos. Es un término acunado para indicar el uso de células probiéticas
inactivadas o fracciones celulares de probioticos que confieren efectos benéficos para el
huésped, por lo que también son llamados probidticos inactivados (no viables) o
probiéticos fantasma (Danladi et al., 2022).

Postbioticos. También llamados metabibticos se definen como la “preparacion de
productos o subproductos metabdlicos de bacterias no viables derivados de
microorganismos probioticos con actividad biolégica en el huésped (Danladi et al., 2022).
Los postbioticos incluyen AGCC (acidos grasos de cadena corta), acidos teicoicos,
neuropéptidos derivados de peptidoglicanos, exopolisacaridos, enzimas y fragmentos de
paredes celulares. Son producidos en su mayoria como un producto de la fermentacion
de fibra dietaria (Kocot et al., 2022).

Péptidos antimicrobianos. Por sus propiedades antimicrobianas, han sido aislados y
caracterizados de microorganismos vivos. Representan componentes del sistema
inmune innato de defensa. La mayoria de los péptidos microbianos contienen entre 30 a
60 aminodacidos y son moléculas polares con regiones hidrofobicas. Estos péptidos
pueden tener actividad contra bacterias gram positivas y gram negativas, asi mismo,
contra hongos y virus. Cuando estos péptidos derivan de bacterias se denominan
bacteriocinas. Son muy especificos, por lo que afectan a bacterias patdgenas
especificas. Al ser proteinas, no se absorben como moléculas intactas, Por ende, no
implican un riesgo de aparecer en la carne de las aves. Estas bacteriocinas interactian
con las membranas, permitiendo la salida de metabolitos o iones, pérdida del potencial
de membrana y aumento en la permeabilidad (Thaker, 2013).



Acidos organicos. Son agentes de conservacién usados para proteger el alimento de
la proliferacion de bacterias y hongos. Estos acidos son principalmente acidos
carboxilicos portando un grupo hidroxilo sobre el carbono alfa, tales como los acidos
malico, lactico y el tartarico. Los &cidos organicos también pueden ser acidos
monocarboxilicos tales como los acidos acético, formico, butirico y propidnico. La accién
antimicrobiana de los acidos organicos es debido al hecho de que los acidos no
disociados pueden difundir a través de la membrana bacteriana lipofilica y alterar el
sistema de reacciones enzimaticas y de transporte (Mehdi et al., 2018).

Enzimas. La suplementacién enzimatica en la alimentacién animal es una préctica
habitual en diversas especies sobre todo no rumiantes como aves y cerdos. El objetivo
principal de esta suplementacion es la liberacion de nutrientes permitiendo una mejora
de la digestibilidad y absorciéon de los componentes nutricionales, como la fibra y la
proteina (Thacker, 2013; Roberts et al., 2015). Se incluyen en la dieta, bien sea mediante
la suplementacion de la actividad enzimatica endégena (a-amilasa, proteasa, lipasa) o
la suplementacion con actividades enzimaticas no existentes a nivel endégeno (xilanasa,
B-glucanasa, o-galactosidasa y fitasa) (Thacker, 2013). Dos de las enzimas
carbohidrasas dominantes, la xilanasa y la B-glucanasa ocupan el 80% del mercado
mundial (Thacker, 2013; Roberts et al., 2015). Las enzimas usadas en la alimentacién
animal son comunmente producidas por bacterias (ej.: Bacillus subtilis), hongos (ej.:

Trichoderma reesei, Aspergillus niger) o levaduras (ej.: Saccharomyces cerevisiae).

PREBIOTICOS

El termino prebidtico fue empleado por Gibson y Roberfroid en 1995, e incluye 3 partes
esenciales: un sustrato (ingredientes nutricionales, no digestibles), un efecto fisiolégico
benéfico y un mecanismo mediado por la microbiota (Flesh et al.,, 2014; Kocot et al.,
2022). El prebidtico debe satisfacer 3 criterios: 1) no ser hidrolizado/absorbido en
estbmago o intestino delgado; 2) debe ser especifico para beneficiar bacterias
comensales en el intestino grueso; 3) la fermentacion del sustrato debe inducir efectos

benéficos dentro del huésped (Roberts et al., 2015; Kiczorowska et al., 2017).



Los prebidticos se puede clasificar en: a) Carbohidratos polisacaridos (arabinoxilanos,o
AX, ciclodextrinas, fructanos, lactosa, [-glucano); b) Carbohidratos oligosacaridos
(mannano-oligosacaridos o MOS, fructuo-oligosacaridos o FOS, agaro-oligosacaridos o
AQOS, galacto-oligosaridos o GOS) (Kiczorowska et al., 2017; Kocot et al., 2022). La
definicién actual fue extendida para incluir también sustancias no carbohidratos, tales
como c) polifenoles (curcumina, quercetina, naringenina, hesperetina) y; d) acidos grasos
poliinsaturados (PUFA, por sus siglas en ingles), como LA, DHA y EPA (Kocot et al.,
2022).

Estimbioticos. Son definidos como aditivos no digeribles pero fermentables, como los
XOS (xilo-oligosacaridos fermentables). Los XOS es el sustrato preferencial de bacterias
benéficas, principalmente Bifidobacterias. Ademas, se atribuye a los XOS la funcién de
sefalizacion, como guia del microbioma para utilizar mas efectivamente un sustrato
fermentable (xilano) existente en el tracto gastrointestinal en vez de actuar como simple
sustrato para la fermentacion, demostrado al ver su efecto a dosis bajas (0.1 y 1 g/kg)
Ribeiro et al. (2018). Cho et al. (2020) describieron que, aunque estos estimbibticos
pueden estimular la fermentacion microbiana de la fibra, se apoya la hipétesis de que no
son propiamente prebibticos, precisamente, porque son requeridos en dosis muy bajas
(0.01%), hasta 20 y 30 veces menor que los MOS o los FOS, y con mejores resultados.

SIMBIOTICOS

Los simbibticos estan formados por la asociacion de uno o mas probiéticos con uno o
mas prebidticos (Flesch et al., 2014). En otras palabras, son definidos como “una mezcla
de microorganismos vivos y sustrato selectivamente utilizado por microorganismos que
confieren un efecto benéfico sobre el huésped”. Los prebibdticos son complementarios y
sinérgicos a los probidticos (Flesch et al,, 2014; Kocot et al., 2022). Por ende, esta
combinaciéon favorece el crecimiento y sobrevivencia de las bacterias probidticas
(Roberts et al., 2015). Flesh et al. (2014) mencionaron que de acuerdo con regulaciones
técnicas las cantidades minimas viables de un probidtico debe estar en el rango de 108
— 10° CFU en la recomendacion diaria del producto listo para consumo. Lo anterior con
la finalidad de alcanzar un minimo de 107 CFU en el contenido intestinal. Para el caso
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del prebiético se ha demostrado que 4-10 g/dia de FOS es el minimo requerido para
promover el crecimiento de Bifidobacteria.

FITOBIOTICOS

Llamados también fitogénicos o compuestos derivados de plantas. Incluyen un amplio
rango de materiales de plantas, que han sido utilizados como saborizantes,
conservadores, medicinales, en formas soélidas, secas, asi como extractos o aceites
esenciales. Por su origen, estos aditivos alimenticios tienen una variacién considerable
en su composicion quimica, razon por la cual puede haber diferencias en la eficacia de
los productos comerciales (Applegate et al., 2010). Se utilizan sus compuestos bioactivos

que son metabolitos secundarios de las plantas (PSM, por sus siglas en inglés).

Aceites esenciales. Estos representan una subcategoria de fitogénicos (Applegate et
al., 2010). Son liquidos oleosos aromaticos obtenidos de plantas y usualmente tienen la
caracteristica de olor y sabor de la planta de la que derivan. Son normalmente una
mezcla de metabolitos vegetales secundarios y pueden contener compuestos fendlicos
(ej.: timol, carvacrol y eugenol), terpenos (ej.: extractos citricos y de pifia), alcaloides
(capsaisina), lectinas, aldehidos (ej.: cinamaldehido), polipéptidos o poliacetilenos. Se
estima que existan 3000 aceites esenciales conocidos. En su mayoria pueden cambiar
la liposolubilidad en la superficie de las membranas externas de las bacterias, causando
su ruptura o desintegracion (Thacker, 2013; Sethiya, 2016).

BACTERIOFAGOS COMO TERAPIA ANTIBACTERIANA

Los bacteriéfagos (BF) o fagos son las estructuras biolégicas con acidos nucleicos mas
abundantes sobre la tierra, incluso rebasan en niumero a las bacterias, existiendo a razén
de 103" (Hernandez & Castellanos, 2014). D’Herelle fue el primero en aislar y caracterizar
a los BF y el también desarrollé la primer fagoterapia contra tifoidea aviar inducida por
Salmonella Gallinarum en pollos (Wernicki et al., 2017). A pesar de que se realizaron
multiples esfuerzos para generalizar su uso como agentes terapéuticos en las décadas

de 1920 y 1930 fueron cayendo en el olvido por la ciencia de la época, debido al
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descubrimiento de los antibibticos, también por falta de conocimiento de los BF y diversos
errores en la metodologia al momento de experimentar con ellos (Hernandez vy
Castellanos, 2014). La replicacion de los fagos es similar a virus de células eucariotas:
adsorcién, penetraciéon e inyeccién del acido nucleico, replicacion de acidos nucleicos
(periodo vegetativo), formacion y liberacion de viriones desde la célula hospedera, esta
ultima etapa considerada como de maduracién (Wernicki et al., 2017).

Ciclo de los bacteriéfagos (De Paepe et al.,, 2014; Wernicki et al., 2017; Dominguez-
Navarrete, 2020) (Figura 1):

Litico En el estado litico o virulento, infectan bacterias, se replican y ocasionan
lisis de las bacterias (fase pasiva), liberando nuevos fagos (fase activa).

Lisogénico Los fagos integran su material genético en el cromosoma bacteriano
(lamado en esta fase profago o temperado), se replica con él, pero no
ocasiona alteraciones en la célula bacteriana ni liberacién de nuevos fagos,

permaneciendo inactivos (atenuado) mientras las condiciones lo permitan.

Cronico Esclavizan bacterias para que las mismas secreten nuevos fagos al

ambiente. Bien puede considerarse parte de la fase activa.

La presentacién de los estados funcionales, litico y lisogénico, depende de la actividad
de dos genes: del represor, cl, que inhibe la actividad litica, y del regulador, cro, que
bloquea la funcién del gen represor (Dominguez-Navarrete, 2020). El ciclo lisogénico
puede ser interrumpido por rayos solares, rayos UV, agentes alquilantes como ciertos
antibioticos tales como la mitomicina C (Wernicki et al., 2017). Fagos con ciclo lisogénico:
A E. coli, Mu E. coli, Salmonella, Citrobactery Erwinia, MM1 S. pneumoniae; y @11 S.
aureus (Wernicki et al., 2017). Ademas, segun las condiciones ambientales y el tipo de
bacteria, la infeccion por fagos puede ser también: infeccién cronica, pseudolisogénica e
infeccidn abortiva (Wernicki et al., 2017).
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Figura 1. Los ciclos litico y lisogénico de los fagos. 1. Adsorcion a la superficie bacterina. 2. Inyeccion del

ADN. 3. Se replica el ADN. 4. Produccién y ensamble de proteinas de la capside. 5. Lisis del huésped bacteriano. 6. Fagos
temperados que pueden volverse liticos o lisogénicos. 7. Replicacion pasiva por la maquinaria bacteriana. 8. Induccién o activacién
viral por estrés y otras causas. (B) Cepas bacterianas poli-lisogénicas. 1. Nivel alto de viriones; 2. Eliminacion de algunos profagos
y restauracién del gen interrumpido por el profago con proteina de superficie; 3. Adsorcion de viriones adoptandolos como factores
de virulencia. Tomado de De Paepe et al., 2014.

Hasta el momento existen mas de 5500 BF. El 96% de los BF conocidos se clasifican
como caudovirales, los cuales se dividen en tres familias: Myoviridae (cola contractil),
Siphoviridae (cola no contractil) y Podoviridae (cola muy corta) (Kurtbdke, 2012; Parisien
etal., 2007). Dentro de las bacterias que han sido huéspedes de estos BF se encuentran:
Campylobacter spp. (fam. Myoviridae y Siphoviridae), Pseudomonas spp.,
Pseudoalteromona spp., Bacteroides fragilis, Staphylococcus aureus (Podoviridae,
Siphoviridae y Myoviridae), Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis,
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Salmonella spp., Escherichia coliy otras enterobacterias (Atterbury et al., 2007; Segundo
et al., 2010; Kurtbdke, 2012; Abbas et al., 2022).

Respecto al uso de BF como biocontroladores de bacterias patégenas (ver cuadro 3), se
han detectado retos para mejorar su eficacia en aves y otras especies productivas (Huff
et al, 2004; Atterbury et al., 2007; Parisien et al., 2007; Segundo et al., 2010; Jassim y
Limoges, 2014; Oliveira et al., 2015; Wernicki et al., 2017; Johnson et al, 2017).

» Proteccidn de los BF contra la acidez gastrica.

» Espectro de accién muy limitado, por su especificidad; especie, serotipo o cepa.

» Terapia fagica contra bacterias intracelulares.

» Liberacién de endotoxinas en la lisis bacteriana.

» Farmacodinamia y farmacocinética.

» Neutralizacion de fagos por el sistema inmune del hospedero.

» Resistencia bacteriana a los fagos.

» Seleccidn de bacteriéfagos, individual o grupal.

» Uso de bacteri6fagos para sinergizar la accién de otros productos.
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Cuadro 3. Actividad eubioética y no eubiética de aditivos alternativos a los APC.

ADITIVO

ACTIVIDAD EUBIOTICA

ACTIVIDAD NO EUBIOTICA

Referencia

Probioticos

Inhibicién de la disbiosis por exclusién competitiva.
Produccién de sustancias antimicrobianas.

Inhibicién de la produccién de toxinas por otras bacterias.
Produccién de acidos organicos.

Promueven el crecimiento de microbiota benéfica.

Mantenimiento y proteccién de la barrera intestinal.
Aumento de vellosidades intactas
Inmunomodulacién entre factores
inflamatorias.

Mejoramiento de la actividad enzimatica digestiva.

Sintesis del comp. B y de AGCC.

Disminucion del estrés relacionado al manejo. Disminucion de la
incidencia de diarreas.

anti-inflamatorios y pro-

Cisek & Binek, 2014
Elhassan, et al., 2018
Kocot et al., 2022
Rafiq et al., 2022
Shini y Bryden, 2022

Acidificantes

Accién antimicrobiana; reduce bacterias patégenos en
intestino.

Modulan el pH intestinal y limitan la proliferacion de
microbiota patogénica.

Modula secreciones pancreaticas y morfologia intestinal.
Inhibe procesos inflamatorios.
Quelacién de minerales.

Mehdi et al., 2018
Rahman et al., 2022

como efecto protector.

Balancean o restauran la microbiota intestinal en el lumen
y en el epitelio intestinal.

Disminuyen el pH intestinal.

Estimula el crecimiento de células de absorcion intestinal como
efecto tréfico.

Modulan al sistema inmune intestinal, mejoran inmunidad a nivel
GALT.

Incrementan altura de las vellosidades

Enzimas Incrementan la tasa de digestion, limitando la cantidad de | Disminuye la viscosidad en la dieta, por consumo de PNA de los | Roberts et al., 2015
sustrato para la microbiota. granos. Sethiya, 2016
En el ciego, producen azlcares que se absorben poco, que | Mejora el aprovechamiento de los nutrientes. Kogut, 2017
alimenta a las bacterias benéficas. Reducen la respuesta inmune inducida por alimento (FIIR) al | Rahman et al., 2022
fraccionar el tamafo de las fibras de los PNA evitando sea
reconocido por algun PRR.
Prebiéticos Ofrecen sitios de adherencia para bacterias patégenas, | Favorece la produccién de AGCC, como efecto metabodlico. Dhama et al., 2014

Roberts et al., 2015
Sethiya et al., 2016
Kocot et al., 2022

Estimbidticos

Actividad prebiotica, promoviendo un microbioma mas
benéfico para el huésped.

Estimula el incremento de bacterias fibroliticas y
productoras de butirato

Senalizacion de la microbiota para que desarrolle su capacidad de
degradacion de fibra.
Modulacién del sistema inmune.

Ribeiro et al., 2018
Cho et al., 2020

Actividad probiética.

Promocién de abundancia de microorganismos benéficos
en ciego.

Diminucién de conteo de Salmonella spp.

Mejoramiento de la morfologia intestinal (vellosidades).
Accion antiinflamatoria.

Regulacién de la inmunidad local (inmunomodulacién)
Aumento en la expresion relativa de TJ.

Fitobidticos Estabilizan la microbiota y aumentan su resistencia. Incrementan el consumo de alimento y su palatabilidad. Leusink et al., 2010
Polifenoles pueden estimular el crecimiento de | Estimulando el crecimiento de células de absorcién en el tracto | Koguty Arsenault, 2016
microorganismos benéficos e incrementar produccion de | intestinal. Sethiya et al., 2016
SCFA. Mejoran la morfologia, integridad y la funcion intestinal. Gheisar et al., 2017
Accion antimicrobiana (inhiben adhesion y aumentan | Aumento de células caliciformes. Ahsan et al., 2018
permeabilidad de la bacterias. Accion antiinflamatoria (por compuestos fendlicos y no fendlicos). Rahman et al., 2022

Produccién de enzimas antioxidantes (glutatién peroxidasa, super
oxido dismutasa).
Bacteriofagos | Regulacién de la poblacién bacteriana. Aumento en la produccién de AGCC. Luziak- Szelachowska., 2017

Zeng et al., 2021

Sarrami et al., 2022
Pantoja-Don Juan et al., 2022
Abbas et al., 2022

15




2.2. ESTRUCTURA E INTEGRIDAD INTESTINAL DE LOS POLLOS DE
ENGORDA

El intestino de un ave se divide en intestino delgado e intestino grueso. El intestino
delgado se divide en duodeno, yeyuno e ileon. El duodeno localizado cerca del pancreas
esta conectado estrechamente a este por venas y arterias. Sin embargo, el yeyuno e
ileon no estan fijos a otros tejidos, lo que permite a estos segmentos encogerse durante
el ayuno y agrandarse de nuevo cuando el alimento es consumido (Yamauchi, 2002). La
barrera intestinal es caracterizada por poseer permeabilidad selectiva, lo cual significa
que el agua, iones y sustancias de bajo peso molecular pueden pasar libremente,
mientras que es impermeable a macromoléculas, toxinas, alergenos alimenticios y
agentes patégenos (Kocot et al, 2022), considerados como componentes
proinflamatorios (Sharma et al., 2021).

Capas del intestino. El grosor intestinal en cada uno de sus segmentos esta conformado
por 4 capas, desde el interior hacia el exterior son: Mucosa, Submucosa, Muscular y
Serosa. La mucosa intestinal presenta una monocapa de células prismaticas y la lamina
propia formada de tejido conectivo laxo, le provee de soporte, nutricién y defensa. Por
fuera de la mucosa hay una delgada capa de fibras musculares lisas, la muscularis
mucosae, que marca el limite entre la mucosa y las demas estructuras de la pared
intestinal. La submucosa, esta formada por tejido conectivo mas denso por el que
transitan vasos sanguineos arteriales que proporcionan la irrigacidon sanguinea a la
mucosa, y por venas y vasos linfaticos que transportan al resto del organismo los
nutrientes absorbidos. En la submucosa hay ademas numerosos nervios y ganglios del
sistema nervioso autbnomo. Por fuera de la submucosa hay dos capas de tejido muscular
liso, la denominada circular interna, cuyas fibras musculares lisas estan dispuestas en
espirales apretadas en tanto que la capa longitudinal externa, cuyas espirales son muy

alargadas (Brunser et al, 2013).

Tipos celulares en la mucosa intestinal. La superficie de las vellosidades esta cubierta
con una capa celular de epitelio columnar simple (Yamauchi, 2002) que se continua hasta
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el fondo de las criptas de Lieberkiihn, donde se constituye el compartimiento germinal,
de maduracion y diferenciacion de los enterocitos (Brunser et al, 2013). A partir de aqui,
surgen 4 tipos de células epiteliales intestinales (IEC, por sus siglas en inglés): i)
ENTEROCITOS, como células de absorcion que comprenden mas del 80% de las IEC;
i) CELULAS CALICIFORMES, encargadas de producir varias mucinas y péptidos trefoil
necesarios en la reparacion celular; i) CELULAS ENTERO-ENDOCRINAS, las cuales
exportan péptidos hormonales; iv) CELULAS DE PANETH, que se asientan y se
diferencian en el fondo de las criptas, secretan criptidinas antimicrobianas o defensinas,
enzimas digestivas y factores de crecimiento. A diferencia de las células paneth, el resto
de las células migran hacia arriba para ser exfoliadas al llegar a la punta de las
vellosidades 5 dias después (Kim y Ho, 2010; Ensari & Marsh, 2018; Chelakkot et al.,
2018).

Moléculas de adhesion intercelular. Los enterocitos forman una monocapa cohesiva
la cual actia como una barrera permeable entre el lumen intestinal y el tejido subepitelial
estéril, a manera de compuerta para la digestion, la absorcién y el transporte de
nutrientes (Kogut & Arsenault, 2016; Ensari & Marsh, 2018). El espacio paracelular entre
los enterocitos esta sellado por un complejo de unidn intercelular compuesto de 3
estructuras: uniones estrechas (TJ, por sus siglas en inglés), uniones adherentes
intermedias (z6nula adherens) y desmosomas (macula adherens) (Alshamy et al., 2018;
Kocot et al., 2022). Las TJ, que involucran al 48% del complejo de unién, estan
conformadas por proteinas transmembrana como claudinas (CLDN), ocludinas (OC) y
proteinas de membrana periféricas (zénula ocludens, ZO; y proteinas regulatorias)
(Kocot et al., 2022). Las uniones adherentes y los desmosomas dan una sélida integridad
conectiva entre las células epiteliales. También fomentan las interacciones intercelulares,
pero no pueden regular la permeabilidad, a diferencia de las TJ que si pueden. En ese
sentido, las TJ ofrecen un doble papel, tanto como barrera como de poro (Panwar et al.,
2021). Es importante mencionar que la migracion de las IEC (desde la cripta a la punta
de las vellosidades), depende de las moléculas de adhesién entre las IEC, como las
proteinas de TJ, OC y la ZO-1, tal como se puede observar en la Figura 2 (Jeurissen et
al., 2002).
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Figura 2. Uniones paracelulares y sus componentes. A) Complejo de union intercelular formado por uniones

estrechas (TJ) en la parte apical, que permiten la difusion selective de fluidos, electrolitos y otras moléculas; Uniones adherentes
involucradas en la adhesién celular y senalizacion intracelular; Desmosomas y uniones GAP, involucradas en la adhesion célula a
célula y en la comunicacién intracelular, respectivamente. B) Componentes de las uniones estrechas. Tomado de Wells et al., 2016.

Moco intestinal. Las células caliciformes sintetizan glicoproteinas mucino-secretorias
(MUC2) y moléculas bioactivas tales como mucinas fijas a la membrana epitelial (MUC1,
MUC3, MUC17), péptidos factor trefoil, molécula B como resistina y proteina de fijacion
Fc-y'(Kim y Ho, 2010). En humanos, la proporcién de células caliciformes entre los tipos
de IEC incrementa caudalmente desde el duodeno (4%) al colon distal (16%), similar al
incremento en el nUmero de organismos microbianos (Kim y Ho, 2010). Las mucinas son
moléculas grandes con una estructura proteica rica en serina y treonina, las cuales estan
ligadas a cadenas laterales de oligosacaridos, que constituyen mas del 70% del peso de
la molécula. La secrecion masiva de MUC2 por exocitosis es desencadenada por
diferentes factores bioactivos, incluyendo agonistas colinérgicos, hormonas
(neuropéptidos), microbios, productos microbianos y toxinas, citoquinas inflamatorias y
especies reactivas al oxigeno y nitrégeno (Kim y Ho, 2010). La MUC2 cumple funciones
de proteccidn, lubricacion, transporte y eliminacién como componente de las capas de
moco. Ofrece sitios de adhesidn, y es fuente de nutrientes para las bacterias (Kim y Ho,
2010; Wickramasuriya et al.,, 2022). La mucina unida a membrana y el factor trefoil
apoyan en la restitucion epitelial y reparacién de heridas (Jeurissen et al., 2002; Kim y
Ho, 2010). El factor trefoil también incrementa la viscosidad del moco y la integridad
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estructural de las capas de moco. Ademas, facilita la migracion celular y bloquea la
apoptosis. La molécula [3 como resistina sobre regula la expresién de MUC2 e induce la
hiperplasia de las células caliciformes (Jeurissen et al., 2002; Kim y Ho, 2010). La
colonizacion por la microbiota intestinal comensal se limita a una capa de moco externa
“suelta” que interactla con los oligosacaridos de las glicoproteinas de la mucina, que le
sirven de sustrato para la unién, mientras que una capa mucosa interna “firme” esta en

gran parte desprovista de bacterias, ya que no permite la unién y la colonizacién (Kim y

Ho, 2010). Un grosor anormal en la capa de moco esta asociado con infeccidén entérica
y pobre rendimiento productivo si es muy delgada y con deficiencia en la mezcla de

enzimas digestivas si la capa de moco es muy densa tal como se aprecia en la Figura 3
(Jeurissen et al., 2002; Wickramasuriya et al., 2022).
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Figura 3. Formacion de células caliciformes en el epitelio intestinal de las vellosidades.
Tomado de Duangnumsawang et al., 2021.
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MECANISMO DE ACCION SOBRE LA INTEGRIDAD INTESTINAL

Como actuan los antibiéticos. Plata et al. (2022) aclararon que, como efecto indirecto
de los APC, al actuar sobre la microbiota intestinal, y mermar el nUmero de las bacterias
patégenas, es posible disminuir la degradacién del moco, con lo cual se favorece el

mantenimiento de la integridad intestinal.

Como actuan los eubioticos. Respecto a la integridad de la barrera intestinal en
yeyuno, Song et al. (2014) evaluaron la expresién de proteinas de las TJ, encontrando
que el uso de una mezcla de probioticos (B. subtilis, Bacillus licheniformisy L. plantarum)
promovieron la expresion de OC, aunque no para la ZO-1. Ademas, midieron la
permeabilidad de la TJ mediante resistencia eléctrica transepitelial y fluorescencia sin
cambios a la suplementacion con probidticos, sin embargo, demostraron que, por estrés
caldrico, las aves si incrementaron la permeabilidad mucosal. También se sabe que los
prebibticos, simbidticos y postbidticos, promueven la regulaciéon de expresion génica de
proteinas TJ como potencial mecanismo de accién sobre la barrera intestinal (Kocot et
al. (2022). La pérdida de integridad de la submucosa o perdida de proteinas de la TJ
(CLDN, OC, Z0) pueden afectar la barrera, permitiendo la entrada de
microorganismos/antigenos luminales dentro de la submucosa y posiblemente dentro de
la circulacion sistémica (Chelakkot et al., 2018; Wickramasuriya et al., 2022; Fathima et
al., 2022). Wu et al. (2019) mostraron que al adicionar E. faecium en dietas para pollos
con esteritis necrética inducida, sobre regulé notablemente CLDN-1 en yeyuno en aves
desafiadas y CLDN-3 en no desafiadas con C. perfringens, con lo que redujo la
permeabilidad intestinal al fortalecer las TJ.

Por otra parte, Ahsan et al. (2018) al utilizar 3 niveles de inclusién de un aditivo fitogénico
y Gurram et al. (2021) al usar inulina (derivado de achicoria) mostraron un incremento en
el conteo de células caliciformes en el intestino de pollos Ross 308, lo cual se asocia con
mayor produccién de moco como componente esencial de la barrera intestinal. No
obstante, en otro estudio reciente, con fitobibticos, no se observaron diferencias con el

grupo control, en el conteo de células caliciformes (Al-Garadi et al., 2022). El incremento
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en la produccién de moco, también pueden ocurrir en situaciones de estrés acompanado

de la presencia de C. perfringens (Zaytoff et al., 2020).

Como actuan los bacteridéfagos. Aun se investigan los mecanismos de accion por los
cuales, los bacteriéfagos mantienen la integridad intestinal, asi como los probidticos
promueven la produccién de moco, inhiben la translocacion bacteriana y fortalecen las
TJ (Shini y Bryden, 2022). En este tema Zeng et al. (2021) describieron que el uso de
bacteriéfagos (400 mg/kg de alimento), aumenté la expresion relativa de proteinas de las
TJ (ZO-1, OC y CLDN-1) y con ello la integridad de la barrera epitelial.

2.3. FUNCIONALIDAD INTESTINAL EN LOS POLLOS DE ENGORDA

Se dice que la funcién intestinal puede ser determinada midiendo: la altura de las
vellosidades, el area de vellosidad y la mitosis celular usando un microscopio optico; 2)
morfologia de la superficie de la vellosidad usando un microscopio electrénico de barrido
y 3) mediante la ultraestructura de las células epiteliales usando un microscopio
electrénico de transmisién (Yamauchi, 2002). En ese sentido, la funcionalidad esta
involucrada en la degradacion alimenticia y la absorcion intestinal. Factores
fisicoquimicos como la viscosidad y el pH intestinal pueden alterarla, al mismo tiempo
que afectan la actividad microbiana en el tracto gastrointestinal (Jeurissen et al., 2002).

Vellosidades. El tracto intestinal en las aves es relativamente mas corto que el de los
mamiferos, y, por tanto, poseen menor tiempo de retencion del alimento y menor
capacidad digestiva que los mamiferos (Wickramasuriya et al., 2022). No obstante, las
aves poseen un area de vellosidad mayor, que brinda mayor superficie de mucosa, que
permite aumentar el area de digestiéon y absorcién (Yamauchi, 2002; Lavin et al., 2008;
Wickramasuriya et al., 2022). Asi mismo esta superficie de absorcidén se incrementa por
10 a 20 veces, gracias al borde apical en cepillo de los enterocitos en las vellosidades
(Ensari y Marsh, 2018). En duodeno y yeyuno, la altura de las vellosidades puede
representar el 80% del grosor de la mucosa y a medida que se avanza hacia el ileon, su
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altura decrece y con ello, la absorcidn intestinal (Alshamy et al., 2018; Tang et al., 2020).
Segun Yamauchi (2002), durante el ayuno y la realimentacién, el cambio en la altura de
las vellosidades intestinales es un poderoso discriminador para juzgar la funcién del
duodeno, pero un discriminador insatisfactorio para el yeyuno y el ileon.

Densidad intestinal. Después de la primera semana de edad, existe un crecimiento
alométrico positivo del intestino, de las vellosidades intestinales y de la densidad
intestinal, lo que puede variar entre estirpes. Ademas, se ha visto que esta densidad
(g/cm) al ser evaluada por segmento intestinal, es mayor en duodeno, y desciende
gradual y aboralmente para ser menor hacia el colorecto (Alshamy et al., 2018). Esto,
compensado con la altura de las vellosidades que va en aumento con la edad, las aves
pueden absorber los nutrientes conforme sus demandas también aumentan al
incrementar su masa corporal, sin embargo, su capacidad digestiva intestinal, depende
mas del area de superficie de vellosidades que de la longitud y masa intestinal (Alshamy
et al., 2018).

Viscosidad y pH intestinal. La viscosidad se considera un biomarcador de la salud
intestinal en las aves. Su presencia limita la mezcla de nutrientes con enzimas
pancreaticas y acidos biliares, ademas disminuye el movimiento de nutrientes del lumen
hacia la mucosa, lo que afecta la digestién y absorcion de nutrientes (Jeurissen et al.,
2002; Roberts et al., 2015; Shini y Bryden, 2022). Si la viscoelasticidad del moco es baja
provee una mas alta permeabilidad para la difusion de moléculas (Duannumsawang et
al., 2021). El pH intestinal de los pollos va cambiando a lo largo del tubo intestinal,
disminuyendo cuando alcanza el proventriculo y la molleja, después progresivamente se
hace menos acido a lo largo del intestino delgado (Jeurissen et al., 2002): buche (5.5),
proventriculo (2.5-3.5), molleja (2.5-3.5), duodeno (5-6), yeyuno (6.5-7), ileon (7-7.5),
ciego (6.9), cloaca (8) (Shini y Bryden, 2022). El pH es un importante parametro
fisicoquimico de la digesta que puede afectar la actividad microbiana (Shini y Bryden,
2022). Ademas, si el pH del moco es més alto, incrementa la interaccion electrostatica

entre mucinas, lo cual mejora la permeabilidad selectiva de particulas cargadas. Si el pH
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del moco es bajo, puede aumentar la viscoeslasticidad del mismo (Duannumsawang et
al., 2021).

Borde en cepillo. Las microvellosidades junto sus enzimas y proteinas de transporte
representan la diferenciacion funcional mas importante dentro de las vellosidades (Ensari
& Marsh, 2018). Las enzimas del borde en cepillo (glucosidadas, peptidasas y fosfatasas)
se encargan de la digestién de carbohidratos y proteinas. Se ha reportado que la
actividad enzimatica total por vellosidad en el duodeno es mayor que la observada en
yeyuno e ileon, como resultado de una mayor altura de las vellosidades en el duodeno
(Ravindran y Abdollahi, 2021).

MECANISMO DE ACCION SOBRE LA FUNCIONALIDAD INTESTINAL

Como actuan los antibiodticos. Los APC son capaces de inhibir microbios que portan
hidrolasas de sales biliares, permitiendo un aumento en la concentracion de sales biliares
y mejorar la digestion intestinal (Jeurissen et al., 2002; Plata et al., 2022). Wang et al.
(2014) demostraron que el uso de un APC (Enramicina+Flavomicina), mejoraron las
caracteristicas productivas en pollo de engorda a los 21 y a los 42 dias de edad, asociado
a un aumento en la altura de las vellosidades y en la digestibilidad de nutrientes.

Como actuan los eubioticos. El intestino delgado representa casi el 3% del peso vivo,
mientras el intestino grueso apenas el 1% en las aves. Al respecto, se ha visto que el
uso de un probiotico (Enterococcus spp, L. acidophilus) o un prebidtico (MOS derivados
de S. cerevisiae) pudieron incrementar el peso relativo del intestino delgado comparado
al de aves suplementadas con enramicina como APC o que no recibieron aditivos
(Fernandes et al, 2014). Al-Garadi et al., 2022 observaron que un fitobiético, permitié
incrementar el peso (g) y la densidad intestinal (g/cm) en pollos de engorda, obteniendo
un mayor peso vivo a los 35 dias de edad, aunque sin mejoramiento en el indice de

conversion.
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Pelicano et al. (2005), quienes al utilizar B. subtilis registraron un aumento en la altura
de vellosidades en yeyuno y en la profundidad de criptas en duodeno, yeyuno e ileon en
pollos a los 21 dias de edad. También encontraron una mayor densidad de vellosidades
en duodeno, cuando combinaron el B. subtilis con MOS+acido organico, y mucho mejor
cuando utilizaron un probidtico multiple (L. acidophilus, L. casei, Streptococcus lactis,
Streptococcus faecium, Bifidobacterium bifidum and Aspergillus oryzae). Algo parecido
reportaron Song et al. (2014) al utilizar una mezcla de probibticos que incluia 2 especies
de Bacillus y una de Lactobacillus. Las aves que recibieron estos aditivos mostraron un
incremento en la altura de las vellosidades intestinales obtenidas de yeyuno, reflejado en
una reduccién en indice de conversion. Elhassan et al. (2018) reportaron que el uso de
B. subtilis, un acidificante (acidos citrico, fumarico, malico, lactico y ortofosférico) y su
efecto simbibtico, mostraron una mayor relacién V:C en duodeno, con un mayor
porcentaje de vellosidades intactas, al utilizar el probidtico. Igualmente, Fonseca et al.
(2010) registraron un aumento en la altura de las vellosidades del ileon al suplementar
un probiético mdaltiple (L. plantarum, L. bulgaricus, L. acidophillus, L. rhamnosus,
Enterococcus faecium, B. bifidum'y Streptococcus thermophilus) en las dietas de pollos
machos Cobb.

Ahsan et al. (2018) mostraron en pollos Ross 308 algunos efectos benéficos al utilizar 3
niveles de inclusién de un aditivo fitogénico (mezcla de aceites esenciales). Aunque los
resultados no mostraron cambios para el rendimiento productivo, se observaron cambios
positivos en morfologia intestinal (yeyuno), mejorando de forma variable la altura y el
diametro de las vellosidades, la profundidad de criptas, asi como el grosor de la capa
muscular y el conteo de células caliciformes. En otro experimento al utilizar un extracto
de abrojo como fitobiotico en 2 niveles de inclusion, se reporté un incremento en el area
de absorcidn intestinal al suplementar el extracto a 0.75 g/kg, sin embargo, al aumentar
la dosis, el efecto fue negativo sobre la morfometria de las vellosidades (Al-Garadi et al.,
2022).

Bogucka et al. (2019) al comparar un probi6tico multiespecie (L. lactis, L. casei, L.

plantarum, Carnobacterium divergens, S. cerevisiae) s6lo y combinado con un prebiético
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(RFO, oligosacarido de la fam. rafinosa), registraron un ancho y area de vellosidad, asi
como profundidad de criptas mayores al del grupo control en duodeno, yeyuno e ileon.
En otro estudio, utilizaron XOS (0.15%) como prebibtico y Pediococcus acidilactici (10°
UFC/kg) como probibtico. Al evaluar su efecto simbidtico, observaron que el pH y la
viscosidad redujeron mientras que la fermentacion de carbohidratos y la produccién de
acido butirico aumentaron, junto con altura de las vellosidades y la relacion V:C obtenidas
en ileon de pollos. El prebiético y el probidtico mostraron un mayor nivel de piridoxina y
otros metabolitos que ayudan a estabilizar la barrera mucosal del intestino. (Wu et al.,
2021). Julendra et al. (2021) mostraron este efecto sinérgico al combinar probidticos (L.
plantarum y S. cerevisiae) con 0.5 y 1% de inulina en la dieta, obteniendo una mejor
ganancia de peso, indice de conversién y menor mortalidad, que las aves que solo
recibieron los probioéticos. La mayor eficiencia alimenticia se debié al incremento en la

altura de las vellosidades en yeyuno, que fue dependiente de la concentracion de inulina.

Previamente, se ha reportado que la actividad enzimatica intestinal (amilasa, tripsina,
quimotripsina) en pollos de engorda permiti6 mejorar la altura de las vellosidades y la
mayor relacion V:C en yeyuno e ileon (Wu et al., 2013), a la vez que se favorecieron
otras variables, como la digestibilidad, tal como mencionaron Mountzouris et al. (2010),
al utilizar tres concentraciones (108, 10° y 10’ UFC/kg) de un probidtico de 5 especies
bacterianas (L. salivarius, L. reuteri, E. faecium, P. acidilactici, Bifidobacterium animalis)
y un antibiético (avilamicina). Determinaron un aumento en la digestibilidad al utilizar el
probidtico (108/kg dieta) y el antibiético. Similar a lo visto por Yun et al. (2017), que
registraron una mejora en la digestibilidad de la materia seca al suplementar dietas en
pollos de engorda (1 a 28 dias de edad) con probiéticos (0.2%) y prebiodticos (1%),
asociando este efecto, al aumento de Lactobacillus que se indujo por la combinacién de

los 2 aditivos.

Como actuan los bacteriéfagos. Kim et al. (2014) reportaron una mejor digestibilidad
de MS, PCy energia bruta, al incluir un coctel de BF en la dieta de cerdos en crecimiento,
mejor que el grupo tratado con probiéticos y el grupo control. Por su parte, Pantoja-Don

Juan et al. (2022) indicaron que el uso de BF, B-mananasas y la combinacién de estos,
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no produjo diferencias en los parametros productivos de pollos de engorda, sin embargo,
se observd un incremento en el largo de la vellosidad al utilizar los BF comparado al
obtenido en las aves que recibieron antibiético, y una reduccioén en la profundidad de las
criptas que a su vez incremento la relaciéon V:C al utilizar las enzimas, a diferencia de no
usarlas. Sarrami et al. (2022) evaluaron la histometria de vellosidades en yeyuno y la
concentracion de AGCC en ciegos de pollos Ross 308. Compararon el efecto de 3 niveles
de BF y el de un antibiético. La mayor y menor altura de vellosidad se report6 al usar el
nivel mas alto de BF (1.5 g/kg) y la colistina, respectivamente. En profundidad de cripta
el grupo control fue superior, no obstante, la relacién V:C, area de superficie de la
vellosidad y la produccién de AGCC fueron mejores al usar los BF (1.5 g/kg). También
Zeng et al. (2021) encontraron al comparar 3 niveles de BF (200, 400 y 600 mg/kg) con
un antibidtico, un incremento consistente en la altura de la vellosidad, profundidad de
cripta y relacion V:C de las vellosidades en duodeno, yeyuno e ileon en lechones, con
BF a la dosis de 400 mg/kg, mejor que lo obtenido con el antibiético.

2.4. INMUNIDAD INTESTINAL EN EL POLLO DE ENGORDA

Existen tres areas o compartimientos diferenciables anatdmicamente, que forman parte

del sistema inmune intestinal, descritos a continuacion:

Tejido linfoide organizado. En el intestino se desarrolla este tejido conocido como tejido
linfoide asociado al intestino (GALT) y que responde a los desafios antigénicos (Figura
4). El GALT es la estructura mas grande del sistema inmune en el intestino y el sitio
primario de induccion de respuesta inmunitaria. El GALT incluye estructuras linfoides
organizadas tales como la bolsa de Fabricio, tonsilas cecales, placas de Peyer y
diverticulo de Meckel. La bolsa de Fabricio es uno de los 6rganos linfoides primarios,
responsable del desarrollo de células B. Las tonsilas cecales y las placas de Peyer son
agregados linfoides definidos con un centro germinal conteniendo células inmunoldgicas,
tales como linfocitos, células plasmaticas y células M (enterocito especializado). Estas
células captan antigenos luminales, que luego entregan a células presentadoras de
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antigenos (CPA) tales como células dendriticas y macrofagos (Guarner, 2007;
Wickramasuriya et al., 2022). El diverticulo de Meckel, una estructura linfoide unica en
aves como un remanente de la yema en el intestino delgado, contiene un centro germinal

con macrofagos y células B (Wickramasuriya et al., 2022).
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Figura 4. Compartimentos que integran el GALT. GALT organizado (placas de Peyer y ganglios linfaticos

mesentéricos) y GALT difuso (linfocitos intraepiteliales o IEL y linfocitos de la lamina propia o LPL). Tomado de Hessissen, 2016.

Epitelio intestinal. Los enterocitos son parte importante del sistema inmunolégico innato
del intestino, capaces de fagocitar bacterias e inactivar toxinas (Chelakkot et al., 2018;
Wickramasuriya et al., 2022). Ademas, los enterocitos pueden actuar como células
presentadoras de antigenos y al iniciar una respuesta inmune (Figura 5), se da primero
la activaciéon de sensores, que continda con la migracion de factores transcripcion (NF-
kB y otros) al nucleo celular donde se activan la expresion de genes responsables de la
sintesis de proteinas proinflamatorias (citoquinas y enzimas inducibles) de este modo,
IEC emiten sefales con capacidad de atraer y activar leucocitos (Figura 6), aumentar el
flujo sanguineo e incrementar permeabilidad capilar. Otra funciéon inmune de las IEC es
la producciéon de péptidos antimicrobianos. Estos son un grupo diverso de pequenas
moléculas que poseen efecto protector, antimicrobiano, inmunomodulatorio y modulador
de la microbiota (Kogut & Arsenault, 2016, Fathima et al., 2022) y que son expresados
por una variedad de células, incluyendo células Paneth. Las defensinas son los péptidos

mas estudiados en pollos; el genoma de los pollos codifica para genes 14 [-defensina,
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conocidas como gallinacinas. Estos péptidos antimicrobianos poseen actividad
antimicrobiana contra bacterias gramnegativas y grampositivas, hongos, virus y
protozoarios, como NK-lysina que se ha reportado que juega un rol en la infeccion por
Eimeria spp (Wickramasuriya et al., 2022). Finalmente, el mecanismo de regulacion de
la integridad de la barrera intestinal a nivel de las proteinas de TJ esta mediado por
moléculas de senalizacion multiple, asi como el Factor alfa de Necrosis Tumoral (TNFa),

Interferén-Gamma (IFN-y) e interleucinas (IL) (Chelakkot et al., 2018).

Lamina propia. Dentro de esta capa delgada de tejido conectivo, que descansa debajo
de la capa de células epiteliales, se pueden encontrar linfocitos T, células plasmaticas
maduras productoras de inmunoglobulina A (IgA), asi como CPA, que actian como
células efectoras, a diferencia de las estructuras organizadas que son lugares de
induccion (Ensari & Marsh, 2018, Wickramasuriya et al., 2022).

Respecto a los linfocitos, existen 2 compartimientos; los linfocitos intraepiteliales
(intraepithelial lymphocytes, |IEL) y los linfocitos de la lamina propia (lamina propria
lymphocytes, LPL) (Jeurissen et al, 2002; Wickramasuriya et al., 2022). Los
subconjuntos de IEL son NK, heteroéfilos, células B y células T (CD8+ predominantes
sobre CD4+). Los LPL consiste en diferentes células inmunes, incluyendo granulocitos,
macréfagos, células dendriticas, células By T (dominados por CD4+) (Wickramasuriya
et al., 2022).

En condiciones normales, la mucosa intestinal contiene pocas células T activadas de
fenotipo Th1, y predominan las células T reguladoras (CD4+) (Guarner, 2007). Las
mucinas y la IgA secretora (IgAs) son componentes integrales del sistema inmune
intestinal, al conformar una barrera contra posibles patégenos antes de que logren
alcanzar los enterocitos (Wickramasuriya et al., 2022). Las células Th2 promueven la
proliferacion de células caliciformes, asi como también la metaplasia de células
epiteliales a células caliciformes por liberacion de interleucinas, seguido por un aumento
en la secrecion de moco (Zhang y Chenchen, 2020). Por su parte, la IgA y moléculas
bioactivas secretadas por células plasmaticas presentes en la lamina propia (Figura 5) y
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expulsadas a la superficie de células epiteliales en la capa mucosa interna neutralizan y
reducen el numero de patégenos que se adhieren al epitelio, limitando la translocacion a
través de los enterocitos o de las TJ, por lo que juegan un rol en la homeostasis intestinal,
incluyendo el establecimiento, mantenimiento y el control de microbios comensales
(Jeurissen et al., 2002; Wickramasuriya et al., 2022. A diferencia de la IgA circulante, la
IgA secretora (compuesta por 2 moléculas de IgA) es resistente a la protedlisis
intraluminal, no activa la via del complemento, y, por ende, no induce inflamacion
(Borruel, 2003).

intestinal lumen
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Figura 5. Representacion de la respuesta inmune innata y especifica intestinal. Interaccion
antigeno-célula IEC (izquierda), Produccién de IgAs a partir de ¢elulas plasméaticas (derecha). Tomado de
Jeurissen et al., 2002 y Borruel, 2003.

Inflamacion intestinal. La inflamacion es parte de las respuestas inmunes innata y
adaptativa, para proteger al huésped durante situaciones de estrés o disturbio intestinal,
causado inicialmente por la dieta (Wickramasuriya et al., 2022). En casos de infeccion
por bacterias, estas proliferan y se adhieren a la mucosa intestinal, causando inflamacién
y disminucién en la absorcién de nutrientes, con lo que se retarda el crecimiento y la
productividad en las aves (Dhama et al., 2014, Wickramasuriya et al., 2022). En este
proceso, la disbiosis, como promotor de la permeabilidad intestinal puede inducir una
indeseable inflamacion crdnica, sino se llega a encontrar un balance entre respuestas

pro y antiinflamatorias, lo cual puede ser particularmente dificil en aves jovenes, que aun
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no han alcanzado el desarrollo inmunol6gico completo, que se presenta alrededor de las
4 0 6 semanas de edad (Kocot et al., 2022; Wickramasuriya et al., 2022).

La respuesta inflamatoria (Figura 6) inicia luego de la deteccion de un patron molecular
asociado a un patégeno (PAMP, por sus siglas en inglés) por un receptor de
reconocimiento de patrones (PRR, por sus siglas en inglés) de células inmunes
residentes (IEC/circulantes). Los PRR, pueden ser del tipo Toll (TLR, por sus siglas en
inglés) de la membrana en el medio extracelular, y los receptores tipo NOD (nucleotide-
binding oligomerization domain) del citosol, en el medio intracelular (Guarner, 2007; Kim
y Ho, 2012; Tarradas et al., 2020). La activacion de TLR, induce vias de sefializacion, a
través de Kinasas (cascada MAP Kinasa), mismas que pueden activar o suprimir el factor
nuclear kB (NF-kB) y STAT (Tarradas et al., 2020; Cristophori et al., 2021). Los antigenos
procesados por CPA se presentan a linfocitos T en estado “naive” (virgen) y se activa la
expansion de los clones mas afines al antigeno, lo que da lugar a linfocitos “helper”
(células Th) de distinto fenotipo: Th1, Th2 o T reguladoras (Treg; Th3, Tr1 o células CD4-
CD25). Los Th1 se caracterizan por la secrecidén de citocinas proinflamatorias, IFN-y, IL-
2 y TNF-B (linfotoxina), y su funcién principal es la defensa mediada por fagocitos (NK,
macréfagos, TCRyd T) contra infecciones intracelulares (virus, bacterias, protozoarios).
Los Th2 productores de IL-3, IL-4 e IL-5 actuan como mediadores frente a infecciones
por helmintos. Las células Treg en su papel central en inmunotolerancia, segregan
citocinas reguladoras, antiinflamatorias (IL-10, TGF-B) y en algunos casos causan
inmunosupresion o simplemente subregulan una respuesta inflamatoria excesiva en
respuesta a antigenos que se reconocen como “comensales” y no patdgenos (Cuadro 4)
(Jeurissen et al., 2002; Tarradas et al., 2020; Wickramasuriya et al., 2022).

La microbiota residente en ocasiones incrementa la vascularizacion inducida por
inflamacion y el flujo sanguineo de la mucosa, para aumentar la absorcién de nutrientes
como se puede apreciar en la Figura 6 (lcaza-Chavez, 2013). Sin embargo, estos
nutrientes, dejan de ser destinados a propdsitos productivos (Wickramasuriya et al.,
2022).
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Figura 6. Respuesta proinflamatoria y antiinflamatoria para alcanzar la homeostasis
intestinal. Tomado de Bilal et al., 2022.

Particularmente con la respuesta innata, el costo de la inmunidad, durante una respuesta
de fase aguda en las aves, causa supresion del consumo de alimento, lo cual requiere
hasta un 10% del uso de nutrientes, que implica que el costo de nutrientes llegue a ser
de hasta 1.3 veces mayor que el de mantenimiento o un costo diario de 0.27 g de proteina
ideal/kg de PV (Applegate et al.,, 2010). Lo anterior con una pérdida del 41% de PV,
atribuido a la respuesta inmune (Cardoso et al., 2020). En la evaluacién de la enfermedad
inflamatoria en humanos, se hace uso de score histolégicos (score ISI histoldgico) para
determinar el grado de inflamacién, considerandose la celularidad de la lamina propia,
cambios epiteliales y dafno estructural en criptas. Se ha visto que el TNF-a, sirve como
marcador tisular brindando la deteccion de células inflamatorias como alternativa al score
histolégico (Bonfiglio et al., 2021). En el cuadro 4, se encuentran algunos factores

involucrados en la inflamacién como respuesta inmune innata.
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Cuadro 4. Factores involucrados en la inflamacién como respuesta inmune innata.

No activa la via del complemento y no induce inflamacion.
Neutralizan patégenos que se adhieren al epitelio intestinal.

Factor Accion Referencia
PAMPs Patr6n molecular Al unirse a PRRs, induce la activacion de la ruta NFk-B y de péptidos antimicrobianos (1L-18, Paone y Cani, 2020
asociado al patégeno B-defensina 3).
Indirectamente promueve la produccién y secrecién de MUC2
NFk-B Factor nuclear de Expresion de citocinas proinflamatorias. Borruel, 2003
transcripcién celular Promueve activacién de genes para produccion de TNF-a, IL6, IL-1, IL-8, IL-12.
Factor MyD88 Proteina Senalizador que activa factores de transcripcion que modulan expresién genética y produccion de Schat et al., 2014
adaptadora citocinas proinflamatorias.
intracelular
Citocinas IFN-y Estimula proliferacién GC y produccién de moco. Paone y Cani, 2020
proinflamatorias Mejora las defensas contra patégenos intracelulares.
1L-1B, TNF-a JAK/STAT/MAPK. Paone y Cani, 2020
Ruta NFk-f.
Indirectamente regula la produccion y secrecion de MUC2.
Citocinas IL-10, 1L-22 JAK/STAT. Schat et al., 2014
antiinflamatorias Ruta NFk-f.
Indirectamente promueve la produccién y secreciéon de MUC2.
IL-13 Estimula proliferacion de GC y produccién de moco. Schat et al., 2014
Linfocitos Thi Se caracterizan por la secrecién de citocinas proinflamatorias (IL.2, IFN-y, TNF-B). Duangnumsawang et al., 2021
Activan citocinas (IFN-y) que estimula proliferacion GC y produccion de moco. Wickramasuriya et al., 2022
Th2 Activan citocinas (IL -4, -5, -9, -13) que estimula proliferaciéon GC y produccién de moco Duangnumsawang et al., 2021
Treg Segregan citocinas reguladoras, antiinflamatorias (inmunotolerancia/inmunosupresién); IL-10, TGF-B. | Wickramasuriya et al., 2022
IgAs IgA secretora Aumenta la capacidad inmune de la mucosa intestinal. Borruel, 2003

Wickramasuriya et al., 2022
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MECANISMO DE ACCION SOBRE LA INMUNIDAD INTESTINAL

Como actuan los antibioticos. Una de las principales ventajas de los APC ha sido la
reduccién en bajo grado, de la inflamacién crénica inducida por el alimento, lo cual es
detrimental para el crecimiento de los animales, por lo que el retiro de los APC como
aditivos puede resultar en un incremento de desérdenes entéricos, infecciones vy
enfermedades Gao et al. (2017). La enramicina, por ejemplo, se ha visto que puede
disminuir la infiltracién inflamatoria y el grosor de la lamina propia al compararlo con

pollos desafiados sin ningun aditivo (Belote et al., 2018).

Como actuan los eubioticos. El microbioma intestinal, sujeto de ser alterado o
modificado por estos aditivos, actian como un regulador critico de la respuesta inmune,
influenciando en la diferenciacioén, funcién y maduracién de las células inmunes tanto del
sistema innato como adquirido, de ahi que estos eubibticos se consideren parcialmente
inmunomodulatorios en su funcién (Kogut, 2017). Diferentes indicadores se han tomado
en cuenta para evaluar la respuesta inmune, como Mountzouris et al. (2010) midieron en
plasma, la concentracion de IgA, IgM, IgG y la concentracion total de inmunoglobulinas
(Ig) sin encontrar diferencias en ninguno de los tratamientos utilizados (antibiético y un
probidtico multiespecie), no obstante, el probidtico sélo a una concentraciéon (101
UFC/kg), moduld positivamente la composicién de la microbiota, en pollos a los 42 dias
de edad.

Zhang et al. (2011) utilizaron L. salivarius B1 por sus propiedades probidticas en
lechones, administrado por via oral a los 0, 7, 11 y 26 d. Reportaron colonizacién
temprana de L. salivarius en mucosa duodenal. Lo anterior significé una mejor respuesta
inmune innata y barrera mucosal en los lechones, al sobreexpresarse pBD-2 (porcine [3-
defensine-2) en una manera no inflamatoria, sin cambios en TNF-a e IL-1B a nivel de
mucosa y con cantidades altas de acido lactico (in vitro). En otro experimento,
Shanmugasundaram et al. (2019) midieron la expresion genética relativa de IL-1, IL-10,
TLR-4 e IFN-y en las tonsilas cecales de pollos a los 42 d de edad. Encontraron que la

expresién de estas citocinas y el TLR-4 se redujeron con el uso de un antibi6tico
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(virginiamicina) y un simbidtico (E. faecium, L. reuteri, P. acidilactici, B. animalis +FOS).
Wu et al. (2019) observaron, que usando solo E. faecium, se redujo la traslocacion de C.
perfringens en el higado, asociado a un mejoramiento de la barrera intestinal por
incremento en la expresion de MyD88, NF-kB, IL-13, IL-4, GLP-2 entre otros, lo cual se

reflejé en disminucion de la inflamacion a 7 dias post-infeccion con C. perfringens.

Cho et al. (2020) también evaluaron marcadores proinflamatorios y endotoxinas en
sangre al utilizar XOS mas xilanasas en lechones, lo que permitié reducir TNF-a (plasma)
y aumentar la produccién de acido acético a los 35 d de edad, respecto al grupo control,
lo cual se asocié a una menor respuesta inflamatoria. Segun lo mencionado por Shini y
Bryden (2022) los probiéticos influyen en la inmunidad intestinal del huésped sin invadir
los tejidos de este, y como microorganismos vivos la mucosa intestinal responde a la
exposicidn de estas bacterias, a través de mecanismos innatos y adquiridos del sistema
inmune. La produccion de AGCC con la subsecuente sintesis de péptidos
antimicrobianos (bacteriocinas) les brindan el efecto antiinflamatorio. Al evaluarse la IgA
secretora, Gao et al. (2017) reportaron un incremento mayor al 10% en su expresién a
nivel intestinal a los 14 y a los 42 d, luego de adicionar L. plantarum en dietas de pollos

frente a lo obtenido en aves con antibiético y sin aditivo.

Como actuan los bacteriéfagos. Recientemente, Pantoja-Don Juan et al. (2022)
evaluaron en pollos de engorda a los 35 d de edad la respuesta inmune sistémica y la
produccién de anticuerpos IgA (inespecifica) en el epitelio del yeyuno. Se observd un
mayor indice morfométrico (49 d) en timo e higado al utilizar BF frente a enramicina. Para
la produccién de anticuerpos IgA fue mayor al utilizar BF y B-mannanasas. Los BF,
también pueden interferir con la liberacién de factores de virulencia, como son los
lipopolisacaridos (LPS) e inducir células mononucleares para producir antagonistas de
receptores de IL-10, IL-1 y reducir la inflamacién, asi como regular las funciones de
células dendriticas, monocitos y granulocitos e inhibir la ruta de NF-kB estimulado por
LPS. Los LPS son receptores comunes para los BF y son factores de virulencia que
inducen la produccién de citocinas inflamatorias (Shuwen y Kefeng, 2022). Al respecto

Sarrami et al. (2022) evalué la expresion de genes involucrados en la inflamacién a nivel
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de ileon, determinando PPARy y PGC-1a que regulan el metabolismo y migracién de
IEC, asi como IL-10 y TLR4. En esta investigacién, usando un nivel de inclusion de 1y
1.5 g de BF/kg, se redujo la expresion de PGC-1a. La expresion de la citocina IL-10
incrementd al reducir a 0.5 g de BF. La respuesta inmune fue positiva, al determinar
incrementos en IgM, IgG y en el peso de timo y bolsa de Fabricio. Algo parecido
encontraron Zeng et al. (2021), quienes observaron cambios al utilizar BF (400 mg/kg)
en lechones destetados, sobre la respuesta inmune: disminucién sérica de IL-1B y TNF-
a; aumentos en suero de IL-10, TGF-a e ITF; IgA sérica sin cambios, pero IgAs mucosal
aumentada. A nivel de mucosa (yeyuno) se encontraron incrementos en TNF-a, IL-1(,
IL-6, TLR-2, TLR-4 y TLR-9 al usar los BF, con lo que se confirm6 su acciéon como
activador y regulador del sistema inmune.

2.5. MICROBIOTA INTESTINAL EN EL POLLO DE ENGORDA

La microbiota intestinal comprende los microorganismos vivos que ocupan un nicho
ecolégico (bacterias, archea, hongos, protistas, algas, helmintos). También pueden
encontrarse BF que pueden ser usados como probidticos en pollos (Kogut, 2019; Berg
et al., 2020; Fathima et al., 2022). Si a esta microbiota se agregan sus genes, sus
funciones y productos derivados de la microbiota y del huésped, entonces se llama
microbioma (Kogut, 2019; Berg et al., 2020). La microbiota representa el elemento mas
inestable de la barrera intestinal, ya que su composicién depende de factores, como son
la dieta, condiciones de alojamiento, medicaciones, entre otros (Kocot et al., 2022). La
temprana colonizacién del intestino por microbios es crucial en cuanto a que puede

afectar la morfologia y la fisiologia del intestino y su susceptibilidad a infecciones.

Sucesion microbiana. La microbiota intestinal evoluciona con la edad de las aves,
aunque se ha visto que puede cambiar en horas (Oviedo-Rondén, 2009). Las primeras
especies bacterianas que colonizan el tracto Gl del pollito son coliformes y Streptococci
fecal, los cuales son abundantes al tercer dia post-eclosion (Fathima et al, 2022). Para
el séptimo dia de edad, la microbiota ileal puede esta dominada principalmente por
Lactobacillus, fam. Lachnospiraceae no clasificada y Enterococcus. En la fase de
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engorde, del dia 21 al 42, los organismos mas abundantes son Lactobacillus (L.
salivarius, L. johnsonii, L. reuteri, L.salivarius) (Abad-Guaman et al.,2017). De tal manera,
que la microbiota del intestino delgado se establece aproximadamente a las 2 semanas
de edad, en el ciego se establece entre las 6 y 7 semanas de edad. (Fathima et al., 2022).

Microbiota por area intestinal. En cuanto a la variacién espacial (Figura 7 y 8), se ha
descrito que, en el buche, el proventriculo y la molleja estan dominados por bacterias
grampositivas tales como Lactobacillus spp. y streptococci en cantidades de 10° a 10*
de UFC/g (Fathima et al., 2022, Wickramasuriya et al., 2022). Otras bacterias que se
pueden encontrar en esta parte del intestino, aunque en menor cantidad son
Gallibacterium, Veillonella, Enterococcus, Bifidobacterium, Clostridium. Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Eubacterium spp.,
Pseudomonas aeruginosa, Faecalibacterium, Bacteroides, entre otras (Fathima et al.,
2022; Wickramasuriya et al., 2022).
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Figura 7. Filotipos microbianos encontrados en el intestino del pollo de engorda.
Tomado de Kalia et al., 2022

La microbiota del intestino delgado es escasa en el duodeno (10° bacterias/g contenido
luminal), debido al pH bajo, enzimas digestivas, sales biliares y alta presiéon de oxigeno
(Yadav y Jha, 2019; Fathima et al., 2022), siendo mas abundante en el yeyuno y el ileon
(107-10%g contenido luminal) (Yegani y Korver, 2008; Fathima et al., 2022; Yadav y Jha,
2019; Wickramasuriya et al., 2022). La mayoria de la microbiota en el duodeno son
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Lactobacilliy Bifidobacteria, en yeyuno el 99 % de las secuencias bacterianas 16S rRNA
se relacionaron con Lactobacilli, Enterococciy Clostridiaceae y en ileon el 70 % de las
secuencias en ileon estan relacionadas a Lactobacillus, acompafnado de otros géneros
minoritarios como Clostridiaceae, Streptococcus, Enterococcus, Turicibacter,
Escherichia coli, Ruminococci y Bacteroides tal como se observa en la figura 7
(Wickramasuriya et al., 2022). En el ciego, las bacterias son un grupo que alcanzan
cantidades de 10'9-10'2 por gramo de contenido cecal (Yadav y Jha, 2019). El filotipo
Firmicutes predomina en ciego, seguido de Bacteroidetes, 10% de bacterias sin clasificar
y con un 2-3% entre Proteobacteria y Actinobacteria. El grupo Archaea es menos
abundante (10°-107/g en ciego). Géneros que se pueden encontrar en ciego son
Bifidobacterium spp., Clostridium spp., E. coli, Lactobacillus spp., Streptococcus spp.,
Eubacteriumi, Pseudomonas aeruginosa y Bacteroides spp. (Cisek and Binek, 2014;
Yadav y Jha, 2019; Fathima et al., 2022).
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Figura 8. Distribucion espacial de la composicion de la microbiota por filotipos en el
intestino de pollos Ross308 a los 28 d de edad. Tomado de Choi et al., 2014.
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MECANISMO ACCION SOBRE LA MICROBIOTA

Cuando se usan los antibiéticos. Engberg ef al. (2000) en su momento demostraron
la eficacia de la salinomicina, bacitracina zinc y una combinaciéon de ambos antibiéticos.
La adicién de bacitracina zinc, mostré una reduccidén en bacterias coliformes en ileon.
Por otra parte, el uso de estos APC disminuy6 significativamente los conteos de C.
perfringens, aunque también redujeron al L. salivarius, que fue encontrada como LAB
dominante en el contenido intestinal. Costa et al. (2017) realizaron un estudio para
observar los cambios que inducen los APC (bacitracina zinc, enramicina, halquinol
virginiamicina, avilamicina) sobre la microbiota cecal de pollos cobb500. El filo Firmicutes
fue el mas predominante en todos los tratamientos. La relaciéon Firmicutes:Bacteroidetes
no difiri6 entre los grupos tratados con antibiético. En la relacién
Firmicutes:Proteobacteria, los valores fueron menores al utilizar los APC respecto al
grupo control. La enramicina mostr6 una menor diversidad de géneros. En otro
experimento, Karimi et al. (2022) también estudiaron la participacion de los APC, en la
modulacién de la composicién del microbioma, encontrando que la suplementacién de la
dieta de pollos con BMD (bacitracina), salinomicina y salinomicina+penicilina,
disminuyeron la alfa-diversidad (especies y abundancia) de especies bacterianas,
comparado a lo obtenido en el grupo de aves control, a los 10 d de edad. Lo anterior fue
atribuido al efecto bactericida contra bacterias grampositivas. Al d 35 la diversidad
microbiana (especies) se redujo en las aves que se suplementaron con BMD. En cuanto
a la beta diversidad, el grupo control tuvo una mayor abundancia relativa de bacterias no
clasificadas comparado a los grupos tratados con antibi6tico, observandose que el grupo
tratado con BMD fue enriquecido con el género Helicobacter. Gao et al. (2017)
observaron que la adicién de 2 antibidticos (clortetraciclina+salinomicina) mostré un
retraso en la maduracién de la microbiota al compararlo con la microbiota de pollos

tratados con probiédtico y sin aditivo.

Cuando se usan los eubidticos. Se ha visto que la modulacion en la composicion de la
microbiota por el uso de probidticos, promueve un incremento en las poblaciones de

Lactobacillus y Bifidobacteria mientras las poblaciones de coliformes, particularmente E.
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coliy Clostridium spp. disminuyen (Mountzouris et al., 2010; Bajagai et al, 2016), aunque
Yun et al. (2017) al adicionar un probiético (Bacillus sp., Lactobacillus sp.+Aspergillus
niger) incluido al 0.2%, combinado con un prebiético (inulina y arroz integral) al 1% de
inclusién, reportaron un aumento de Lactobacillus sin disminucion de E. coli y sin
cambios con estos aditivos por separado. Al parecer, no siempre es posible modificar la
microbiota intestinal con el uso de probidticos, lo que puede requerir otra concentracion
0 su sinergia con un prebiético (Mountzouris et al., 2010; Yun et al. (2017). Wu et al.
(2021) por ejemplo, comprobaron efectos individuales con el uso de un prebidtico (XOS),
probibtico (P. acidilactici) y el simbidtico formado con ambos. El prebiético favorecio el
crecimiento de bacterias productoras de acido butirico. P. acidilactici enriquecié el
ecosistema con Faecalibacterium, benéfico para el mantenimiento intestinal. El
simbiotico redujo el filo Proteobacteria, asi como Campylobacter en pollos machos de 21

d de edad, ademas enriquecio al Lachnospiraceae.

Danladi et al. (2022) por su parte, al trabajar con diferentes paraprobibticos y postbioticos
derivados de L. plantarum, y hacer un analisis de secuenciacion de genes 16SrRNA,
encontraron cierto incremento en los indices de alfa diversidad, en muestras de colon de
aves. Proteobacteria en la mucosa colbnica fue disminuida por el uso de postbioticos,
paraprobioticos y el grupo positivo control, que incluia un antibiético (oxitetraciclina), por
lo que estos aditivos afectaron positivamente la microbiota. El uso de bacterias
probidticas esporuladoras, también han favorecido el mantenimiento de la homeostasis
intestinal, tal como explicaron Song et al. (2014) que al emplear B. subtilis, B.
licheniformis y L. plantarum como probiéticos en pollos Ross 308, de 22 a 42 d, se
registré un aumento de Lactobacillus y Bifidobacterium, con reduccion de coliformes y
sin cambios para Clostridium respecto al grupo de aves que no recibieron aditivo alguno.
Lo anterior se vio reflejado en un menor indice de conversion al utilizar la mezcla de

bacterias probidticas.

Shini y Bryden (2022), aclararon que los probidticos son considerados una alternativa a
los antibiéticos, no como tratamiento, sino como sustitutos en términos de modulacion

de la microbiota intestinal permitiendo con ello mantener o reconstruir el microbioma
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intestinal por estimulacién del crecimiento de microorganismos benéficos como
Lactobacillus o Bifidobacteria, dado que poseen en muchos casos, una mayor capacidad
de adherencia que bacterias patdégenas como E. coli. Ribeiro et al. (2018) reportaron un
incremento de bacterias del Género Solirubrobacter y Bifidobacterium, asi como de las
familias Lactobacillaceae y Lachnospiraceae, al comparar dietas de pollos
suplementadas con diferentes niveles de XOS (xilo-oligosacaridos) y xilanasa endégena
en diferentes experimentos. Por su parte, Cho et al. (2020) observaron que la
suplementacion con estimbiético en dietas de cerdos, estimul6 el incremento de bacterias
fibroliticas y productoras de butirato, de las fam. Clostridiales y Clostridiaceae,

promoviendo asi un microbioma mas benéfico para el huésped.

Ante ciertos desafios para replicar enfermedad, como enteritis necrética, se han utilizado
probidticos como B. subtilus, logrando controlar la proliferacion de C. perfringens. En
estos casos se ha logrado estabilizar la microbiota y se cree es factible prevenir otros
desérdenes intestinales causados por patégenos oportunistas como C. jejuni, E. coli'y
Salmonella spp. (Whelan et al., 2019). Shanmugasundaram et al. (2019) compararon el
efecto de un antibiotico (virginiamicina) y un simbidtico (L. reuteri, E. faecium, B. animalis,
y P. acidilactici + FOS) para reducir la colonizacién intestinal inducida con Salmonella
Enteritidis en pollos a partir del dia 21 de edad. Reportaron cambios positivos desde el
tercer dia post-inoculacion, y aunque hasta el séptimo dia el uso del antibi6tico disminuy6
notablemente la carga de Salmonella, para el dia 21 ambos productos disminuyeron por
igual la colonizacién de este patdgeno, por encima del grupo control.

Como actuan los bacteriofagos. Kim et al. (2014) en un experimento con cerdos en
crecimiento, comprobaron que al recibir un coctel de BF en combinacion con probioticos
se optimiz6 la presencia de bacterias benéficas, con mayor conteo de bacterias
anaerdbicas, Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. y menor conteo de Clostridium spp.
y coliformes. Al comparar la respuesta individual al utilizar BF y probidticos, BF
respondieron mejor que el probiodtico. Clavijo et al. (2022) evaluaron la diversidad
microbiana cecal en aves suplementadas via oral, con una suspension conteniendo 108

BF especificos para Salmonella, reportando inesperadamente la ausencia de
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Bifidobacterium. Se observd ademas una reduccion de Campylobacter, que mostrd
correlacién con el aumento de Helicobacter pullorum, lo que hizo inferir que existe cierta
dinamica competitiva entre estos géneros. Aunque se determiné que los BF no afectaron
el desarrollo normal de la microbiota, reportaron bacterias que son clave para su
adaptacién en la ultima etapa de produccién, y que son degradadoras de complejos
polisacararidos.y productores de AGCC, tales como Eisenbergiellay Lachnoclostridium.

Pantoja-Don Juan (2022), realizaron un analisis de alfa y beta diversidad del microbioma
cecal, sin reportar cambios entre tratamientos, que en su mayoria incluian BF. Los filos
predominantes en todos los tratamientos fueron Firmicutes (mayor del 65%), seguido de
Bacteroidetes, Proteobacteria y Actinobacteria. El filo Proteobacteria disminuyé al
combinar BF y B-mananasas, frente al uso individual de los 2 aditivos. Se demostr6 que
el uso de un producto comercial con BF, promovié la abundancia de microorganismos
benéficos en el ciego, concluyendo que los BF son una alternativa para mejorar el
rendimiento productivo de los pollos sin afectar la microbiota cecal. Algo parecido
afirmaron Abbas et al. (2022), que al reducir el conteo de Campylobacter jejuni. en pollos
con el uso de BF especificos, no se afect6 la microbiota. En otro estudio con pollos de
engorda (Ross308), se utilizaron BF anti-SE (Salmonella enteritidis) como aditivo
alimenticio en tres niveles de inclusién (0.05, 0.1 y 0.2%, con 10° UFC/g). Los resultados
no mostraron cambios en el crecimiento y en la produccién de carne, asi como en peso
relativo de 6rganos y en perfiles sanguineos, tal fue el caso del colesterol. La inclusion
de BF en todos los niveles, disminuy6 el conteo cecal de S. enteritidis, pero sin cambios
en el conteo de Lactobacillus spp. y E. colicomprobando con ello la especificidad de los
BF utilizados para Salmonella enteritidis. Wang et al. (2013), emplearon BF contra
Salmonella spp. y contra E. colien un estudio con pollos. Se usaron 2 niveles de BF (250
y 500 ppm), se comparé su efecto con la adicion de un antibiético (bacitracina, 500 ppm)
y finalmente se observé que la suplementacién de BF y bacitracina redujeron la
concentracion de Salmonella spp. y E. coli, y se incrementé la concentracion de
Lactobacillus spp. con BF (500 ppm). En el cuadro 5, se pueden observar algunos de los
mecanismos de accion de los probiodticos y prebibticos dentro del microbioma.
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Cuadro 5. Mecanismo de accion de probioticos y prebiéticos especificos sobre el microbioma de las aves

Filotipo/Especie

Actividad intestinal

Referencia

Firmicutes
Lactobacillus salivarius

1 1L-1B y factor regulatorio de IFN-7 en macréfagos

tindice fagocitico en heteroéfilos

| poblacién Clostridium perfringens y Salmonella enteritidis

Mejor respuesta inmune innata y barrera mucosal por sobreexpresion de una defensina.

Zhang et al., 2011
Yu et al., 2021
Yagoob et al., 2022

Firmicute
Lactobacillus reuteri

1 capa de moco
1 expresion de JAM2 en duodeno
| expresion B-defensina-10 aviar en ileon y ciego

Paone y Cani, 2020
Nii et al., 2020

Firmicute
Bacillus subtilis

Secretan a-amilasa, arabinasa, celulasa, p-glucanasa, DNAsa

1 respuesta de defensa en ileon Facilita el crecimiento de L. reuteri
| Crecimiento E. coliy Salmonella spp.

Expresién de genes de mucina

Al-Khalaifah, 2018
Gagliardi et al., 2018
Yagoob et al., 2022
Majidi-Mosleh et al., 2017

Firmicute
Enterococcus faecium

Produce &cido lacticoy | pH

1 TLR2, MyD88, NF-kB, TGF-B y reduccién de la inflamacién.
1 produccién IgA mucosal

Sobreregula CLDN en yeyuno

Produce enterocina que inhibe el crecimiento de enterobacterias (C. perfringens, Campylobacter spp.

Salmonella spp.)

Wu et al., 2019
Hernandez-Gonzalez, 2021
Yu et al., 2021

Yaqoob et al., 2022

Firmicute
Pediococcus acidolactici

Disminuye pH y viscosidad.

Puede incrementar las concentraciones de piridoxina.

Promueve el crecimiento de Faecalibacterium, benéfico para el mantenimiento intestinal.
Permite modular el microbioma (LAB) y el metaboloma.

Majidi-Mosleh et al., 2017
Wu et al., 2021

Actinobacteria
Bifidobacterium animalis

Producen vitaminas, enzimas y AGCC (lactico y acético)

Gagliardi et al., 2018

FOS

| proporcién de células B en tonsilas cecales

| sensibilidad mitégena de linfocitos

1 Lactobacillus

| Helicobactery Desulfovibrio en mucosa ideal

Yu et al., 2021

MOS

Subregulacion de IFN-y en tonsilas cecales
1 Butyricimonas y Roseburia en ciego

Yu et al., 2021

X0S

1 Bifidobacterium en ciego

Inducen abundancia de bacterias productoras de acido butirico.
Disminuye pH

Puede incrementar las concentraciones de piridoxina

Puede modular la microbiota intestinal y el metaboloma

Yu et al., 2021
Wu et al., 2021

Inulina

1 relacion heterdfilos:linfocitos
Colonizacién de células TCD8a+ y Tyd+ en tonsilas cecales

Yu et al., 2021

Paredes celulares de S. cerevisiae

| proporcién E. coliy S. enterica

Yu et al., 2021

B-glucano

1 proliferacion y actividad fagocitica de macréfagos y heterdfilos
Inhibicion de la colonizacién intestinal de Salmonella entérica

Yu et al., 2021
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2.6. INTERACCION DIETA-MICROBIOTA-SISTEMA-INMUNE

Los microorganismos que componen la microbiota pueden ser determinados por las
caracteristicas de la dieta, influyendo en el predominio de unos microorganismos sobre
otros (lcaza-Chavez, 2013; Belkaid y Hand, 2014). Dietas de pollos de engorda con
maiz o sorgo incrementaron los conteos de Enterococcus, dietas a base de cebada
incrementaron la cantidad de Lactobacillus, la dietas con avena mejoraron el
crecimiento de E. coliy Lactococcus, y las dietas con centeno, incrementaron el género
Streptococcus (Yegani y Korver, 2008). Haberecht et al. (2020) determinaron en
diferentes ingredientes alimenticios usados en pollos la presencia de Actinobacteria
(47.6%), Proteobacteria (38.9%), Firmicutes (11%) y Bacteroidetes (2.5%) distribuidos
en 50 géneros bacterianos. Al comparar la composicidon microbiana del alimento y la
constituida en el intestino, encontraron que era similar a la del ileon, variable con la
excreta, y mas distante con la comunidad cecal. Ademas, la microbiota intestinal fue
mas compleja y distinta con la harina de carne-hueso y harina de sangre, que al usar

ingredientes como sorgo, maiz, trigo, frijol soya, canola, entre otros.

Se conoce que el consumo de alimento, per se, asi como los componentes de la dieta,
tales como compuestos antinutricionales, micotoxinas, exceso de fibra soluble o
proteina, conllevan a la sobrecarga de metabolitos que actian como patrones
asociados al dano (DAMPs, por sus siglas en inglés), que detectadas por PRR (TLR4
y NLRP3) del sistema inmune innato, pueden estimular una respuesta inflamatoria de
bajo grado (IL-1B y IL-6), e incluso de tipo crénica en el intestino (Kogut, 2017; Cardoso
et al, 2020 y 2021). Esta inflamacién puede progresar desde los segmentos
proximales (duodeno, yeyuno) hacia distal (ileon) (Cardoso et al., 2020 y 2021). La
harina de soya, por ejemplo, contiene -galactomananos, como PNA, que también son
componentes de multiples patégenos e inmunogénicos y que dan lugar a una
respuesta inmune inducida por el alimento (FIIR, por sus siglas en ingles), lo cual
puede demandar un 3% de la energia metabolizable consumida por las aves (Kogut,
2017).

43



Es por ello, que cualquier disturbio en los aspectos fisico o fisiol6gico a nivel de
intestino, influyen en la homeostasis o salud intestinal (Sethiya, 2016; Wickramasuriya
etal., 2022, Shiniy Bryden, 2022) Es aqui donde el sistema inmune de la mucosa debe
satisfacer 2 funciones: 1) ser capaz de controlar la microbiota intestinal, previniendo el
sobrecrecimiento y translocacion a sitios sistémicos; 2) tolerar microbios, distinguir si
son patégenos y prevenir la induccién de una respuesta inmune excesiva y danina
(Guarner, 2007; lebba et al., 2016). Al mismo tiempo, la microbiota intestinal ayuda a
regular la respuesta inmune hacia la inflamacién o la tolerancia (lebba et al., 2016;
Wickramasuriya et al., 2022), siempre y cuando exista eubiosis, que implica la
presencia de una microbiota que mantenga el equilibrio entre bacterias benéficas y
potencialmente patdgenas, con preponderancia del filotipo Firmicutes y Bacteroides
(Dhama et al., 2014; lebba et al., 2016; Hooks y O 'malley, 2017; Gagliardi et al., 2018).
Por el contrario, la alteracion o desequilibrio microbiano, con baja diversidad,
desplazamiento de bacterias benéficas por patdégenas, cambios en la capacidad
metabolica-digestiva, conocido como disbiosis, tendra efectos negativos sobre la
respuesta inmune mucosal y, por ende, en la productividad (lebba et al., 2016; Hooks
y O'malley, 2017; Kogut, 2019; Gagliardi et al., 2018; Fathima et al., 2022). Al final, la
influencia de la microbiota intestinal sobre el sistema inmune puede tener
implicaciones sobre la salud y productividad, considerando el ahorro de energia, la
inmunidad y la inflamacién (Diaz carrasco et al., 2019).

2.7. USO DE ADITIVOS EUBIOTICOS Y PRODUCTIVIDAD.

Desde hace algunas décadas que se ha investigado el uso de alternativas a los APC,
tiempo en el cual se han ido resolviendo dudas respecto a sus efectos fisiolégicos y
microbiolégicos in vivo, asi como la persistencia y el alcance de sus efectos. Esto ha
hecho que los eubi6ticos ganen terreno en el mercado de los aditivos, ofreciendo
grandes beneficios basados en la productividad, que se considera el mejor juez para
dictar el éxito de cualquier aditivo en nutricion animal (Cho et al., 2020). Los APC
mejoran el rendimiento productivo de las aves sustancialmente, tal como Plata et al.

(2022) reportaron una diferencia del 9 a 14% mayor en ganancia de peso y de 3.8 a
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6.2% menor en indice de conversién a favor dietas que incluian antibiético. Pese a
ello, algunos probiéticos como el B. subtilis se ha utilizado con igual éxito, demostrando
que pueden alcanzar los mismos parametros productivos que con los APC, mejorando
el indice de conversion y porcentaje de mortalidad (Whelan et al., 2019). Yun et al.
(2017), al suplementar la dieta de aves con un probiotico (Bacillus sp., Lactobacillus
sp., Aspergillus niger) y 2 prebibticos (inulina de achicoria y salvado de arroz),
mejoraron el PV y el IC al compararlo con el grupo control, con tendencia a superar
estos resultados cuando se utilizd el efecto simbidtico (probidtico+prebidtico).
Khoobani et al. (2019) también registraron un mejoramiento del 10% en PV e IC
respecto a las aves del grupo control, utilizando un probiético y un fitobiético (achicoria
al 0.10%). Gurram et al. 2021) por su parte, demostraron que el uso de achicoria (>40%
de inulina) obtuvo un mismo IC al uso de bacitracina (BMD-500mg/ton), ambos
superiores al grupo control. Alkhulaifi et al. (2022) al realizar desafios con Salmonella
typhimurium (3x10° UFC/ml) y C. perfringens (4x108 UFC/ml) en pollos de engorda,
observaron que la suplementacidén con paredes de levadura de S. cerevisiae, ayudé a
mejorar el IC, viabilidad y el factor de eficiencia de produccidén europea, recuperando

las pérdidas reportadas en los pollos desafiados.

Ahora con la disponibilidad de productos comerciales con BF, son una promesa en el
ambito de la produccién animal y existe informacion que lo respalda. Como Kim et al.
(2014) al comparar un probiético multiespecie, un coctel de BF y su combinacion,
registraron una éptima colonizacién de microorganismos benéficos, que se reflejé en
una mejor digestibilidad y un mejor IC, en las aves que recibieron BF, superando a los
probidticos. Asi, en otro estudio, Sarrami et al. (2022) utilizaron coctel de BF anti-
Salmonella y anti-E. coli (1 y 1.5 g/kg) a una concentraciéon de 2.04 x 108 UFP/g.
Reportaron aumentos de GDP, IC y en el indice de eficiencia europea (EPEF, por sus
siglas en inglés), al compararlos con lo obtenido en las aves que no recibieron aditivos
y las que recibieron colistina como antibiético. Zeng et al. (2021), indicaron que el uso
de un coctel de BF (400 mg/kg; 108 UFP/g) mejor6 GP e IC frente al uso de
aureomicina, sefalando que estos resultados se debieron a la modulacién del sistema

inmune y de la microbiota intestinal.
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2.8. IMPACTO DE LOS EUBIOTICOS EN EL BIENESTAR ANIMAL.

El uso de aditivos eubiéticos permitira un cambio necesario para preservar la eficacia
de los antibi6ticos (Roberts et al., 2015) que, de ser requeridos, estos puedan actuar
sin que avance aun mas la resistencia bacteriana y sea posible detener una
enfermedad, como la colibacilosis, la salmonelosis y la clostridiasis que causan
grandes pérdidas en la avicultura (Harada et al.,, 2018; Abbas et al., 2022). El uso
profilactico de estas alternativas se ha visto promueven la salud intestinal, y la
utilizacion de nutrientes (Applegate et al,, 2010; Roberts et al., 2015) con lo que
forzosamente mejoran la salud animal y con ello la productividad (Roberts et al., 2015).

Se han registrado otros beneficios en cuanto al uso de eubibticos sobre el bienestar
de las aves, tal como Whelan et al. (2019), quienes comprobaron la disminucién en la
presencia de lesiones en los cojinetes plantares y el porcentaje de mortalidad en pollos
de engorda, con el uso de aditivos, como los probioticos, asi como Al-Sagan y
Abudabos (2018) observaron la reduccién en la severidad de lesiones a nivel de
mucosa en yeyuno e ileon, al utilizar B. subtilis y MOS como eubibticos, en pollos de
engorda vacunados vs coccidia y desafiados al mismo tiempo con C. perfringens. Por
otra parte, se sabe que el uso de Enterococcus faecium, puede atenuar los efectos
perjudiciales de la enteritis necrética en pollos de engorda, tal como fue descrito por
Wu et al. (2019).

En cuanto al uso de los BF para controlar infecciones bacterianas en aves, se sabe
que su espectro antibacteriano es limitado, tal como fue observado al evaluar la
efectividad de un céctel de BF (9.5-9.9 log UFC/ml por via IM), en pollos desafiados
con E. coli inoculada en sacos aéreos toracicos. Esto fue comparado con el uso de
enrofloxacina y la combinacién de ambos para conocer si es sustituto potencial del
antibiético en casos de colibacilosis en pollos (Cobb500). Los resultados mostraron
reduccién en la mortalidad de forma significativa, con la adicién de BF y enrofloxacina,
con 15 y 3% respectivamente, aunque las lesiones de aerosaculitis fueron menores

con el antibi6tico y con mejores resultados al hacer la sinergia con ambos tratamientos,
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con la ventaja adicional de reducir la cantidad de antibiético (Huff et al., 2004; (Harada
et al., 2018; Abbas et al., 2022). En lechones se ha visto que el uso de BF, pueden
reducir la incidencia de diarreas (5.06%), incluso con mejores resultados que con el
uso de antibiéticos (6.51%) (Zeng et al., 2021).

2.9. RELACION DE LOS EUBIOTICOS CON LA INOCUIDAD
ALIMENTARIA.

Aunque los microorganismos usados como probidticos en la alimentaciéon animal son
relativamente seguros, se sabe de algunos riesgos asociados con el uso de probidticos
(FAO, 2016, Bajagai et al., 2016). Los riesgos mas importantes hacen referencia a la
transferencia de genes de resistencia a los antibiéticos y las infecciones, asi como
afecciones por la presencia de toxinas en microorganismos probioticos. La informacion
documentada al respecto, sin embargo, es escasa, de tal manera que no es posible
declarar ningun grupo de probidticos como 100% seguros (Bajagai et al., 2016). En
cuanto al uso de BF, se afirma que no son tdxicos, alérgicos o pirogénicos y que sélo
atacan bacterias. Ademas, una vez que la poblacién bacteriana objetivo es eliminada,
el niumero de BF disminuye en gran proporciéon (Abbas et al., 2022; Shuwen y Kefeng,
2022). Actualmente el uso de BF en aves ha sido enfocado en reducir conteos
bacterianos y controlar las infecciones bacterianas por Salmonella spp., Escherichia
coli, Clostridium spp. y Campylobacter spp., las cuales son causa de enfermedad
clinica y subclinica, y que representan un problema sanitario con impacto econémico
y de riesgo para la salud publica (Wernicki et al., 2017; Johnson et al., 2017; Abbas et
al., 2022). Por ello, el uso de BF también se ha estudiado para reducir la contaminacion
bacteriana de canales de pollo en las salas de procesamiento carnico (Higgins et al.,
2005), como alternativa para el tratamiento contra bacterias que normalmente
contaminan las canales como C. jejuni, usados con éxito en pollos 24 h previo al
sacrificio para reducir sus conteos. (Firlieyanti, et al., 2016; Johnson et al., 2017; Abbas
et al., 2022).
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2.10. COSTO BENEFICIO DE LOS EUBIOTICOS.

De acuerdo con Chan et al. (2016), analizaron el retorno de inversion por uso de
Bacitracina (BMD) como profilactico contra enteritis necrotica (EN), considerando una
mortalidad de 1 a 20% con pesos objetivo de 4.63 a 7.94 Ib. El retorno promedio de
BMD/Ib de pollo producido fue de 0.8 a 2.1 délares, dependiendo la morbilidad por EN
y el peso objetivo. La conclusién de esto es que resulté positivo el uso de BMD en
parvadas con riesgo de EN, lo cual es un desafio en el aspecto econémico para su
reemplazo por alternativas a los APC. Lo anterior, fue confirmado en un estudio en
Brasil, donde realizaron un metaanalisis, encontrando que los pollos con APC obtienen
mayores ganancias de peso y menores indices de conversion, ademas de un impacto
econémico de no usarlos de 0.03 dblares por ave y un costo anual de 183,560,232
dolares por ano (Cardinal et al., 2019). En otro estudio, en un modelo expuesto para
reducir el uso de antimicrobianos bajo el supuesto de que esto incrementaria los costos
de produccién debido a mayor morbilidad/mortalidad, menor peso y mayor consumo
de alimento, se concluyé que, ante una enfermedad con un costo de 225 doélares,
reducir el uso del antibiético en un 20%, el costo de la enfermedad seria de 31 ddlares.
Reducir a un 50 y 100%, el costo seria de 83 y 147 dblares respectivamente. Es decir,
un costo del 14, 37 y 65% por arriba del costo actual. Sin embargo, de acuerdo con
estos autores, el ahorro de no usar antibiético es mayor para atender los costos
incrementados (Azabo et al., 2022).

En un estudio con aditivos herbales, entre ellos el ajo, mencionaron que el EBI
(European Broiler Index, por sus siglas en inglés) fue mayor con el uso de estos
aditivos en pollos. Ademas, en el analisis de eficiencia econdmica mostraron que el
aditivo con el menor costo por ganancia de peso fue el ajo (0.68 €/kg y la pimienta
negra con el mas alto costo por ganancia de peso (0.82 €/kg). El incremento en el
costo por el uso de estos aditivos fue minimo comparado al grupo control, con mayores
beneficios por oferta de un producto que satisface las demandas del mercado, seguros
y sanos, asi como mejores parametros productivos (Peso, IC, Mortalidad) (Puvaca et

al., 2020). Respecto al uso de probidticos, prebibticos y simbibticos existe un estudio
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que realiza una simulacion para el analisis de rentabilidad respecto al beneficio que
ofrecen estos aditivos como estrategia de intervencion para el controlar el
Campylobacter en los pollos de engorda y que afecta a la salud humana. Para este
caso en particular, analizado en 4 paises de Europa, se asumidé que el costo-
efectividad (costos anuales de implementacién de los aditivos dividido por los
beneficios anuales en salud publica) de los probidticos, prebibticos y simbidticos,
puede ser relativamente viable para Campylobacter incluso con niveles bajos de
eficacia del 1 al 10% (van Wagenberg et al., 2020). De acuerdo con Al-Khalaifah (2018)
el costo de los probiédticos o prebidticos hasta hace unos anos estaban en un rango de
1 a 20 dolares americanos por kg, dependiendo de la compania comercial y los
ingredientes activos del producto. Lo anterior es sopesado con un aumento en el peso
vivo, mejoramiento en el indice de conversion y aumento en la viabilidad. Asimismo,
mencionaron que el uso de un simbidtico puede ser mas eficiente en términos del
indice de Eficiencia Europea (EPEI) y Retorno sobre el Costo del Alimento (ROFC, por
sus siglas en inglés). Para el caso de los BF, no hay datos sobre su costo-beneficio,
no obstante, se sabe de las ventajas productivas que ha demostrado su uso, como
mejores ganancias de peso e indices de conversion, asi como Wernicki et al. (2017)
que enlistaron diversos estudios con BF, que muestran como reducen la morbilidad, la
mortalidad (20-100% dependiendo el agente patdégeno), severidad de la enfermedad,

asi como la contaminacion de productos avicolas
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3. JUSTIFICACION

La producciéon animal, con la prohibicién de antibiéticos como promotores del
crecimiento, fomenta el uso de alternativas comerciales disponibles, que se sabe
pueden influir positivamente en la productividad de las aves. Estas alternativas,
promueven la homeostasis intestinal y la modulacién de la microbiota, caracteristica
que les confiere el nombre de eubibticos (probiodticos, prebibticos, fitobiodtios, entre
otros). Algunos aditivos, de reciente uso comercial, como los bacteri6fagos, se
investigan para conocer si desempefian funciones, similares a los aditivos
mencionados, y si lo hacen, buscar las bases para sustentar su uso como eubi6ticos,
inmunomoduladores o simplemente como biocontroladores de bacterias patégenas.
Esto implica sumarse a los trabajos de investigacién que permita ir definiendo sus
mecanismos de accion a través de los cuales coadyuvan en la salud intestinal y en la
productividad. Por ello, el presente estudio se realizé con la finalidad de evaluar la
suplementacién con un antibiético, aditivos eubidticos y un coctel de bacteriéfagos, en
pollos de engorda alimentados con dietas sorgo-soya para discernir si los
bacteri6fagos replican los efectos del antibiético y/o de los aditivos eubibticos mas
utilizados en la alimentacion del pollo de engorda, mediante cambios morfol6gicos,
histométricos, histologicos (inflamaciéon como respuesta inmune innata) y en su caso,

bacteriolégicos a nivel intestinal y su relacién con la productividad.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de aditivos eubibticos y bacteriéfagos en dietas sorgo-soya para

pollos de engorda sobre caracteristicas productivas, salud intestinal y cuantificacion

relativa de enterobacterias especificas.

4.2. Objetivos especificos

1)

Evaluar caracteristicas productivas y de la canal en pollos de engorda
alimentados con dietas sorgo+soya, adicionadas con eubidticos vy

bacteriéfagos.

Determinar variables morfométricas intestinales, en pollos de engorda
alimentados con dietas sorgo+soya, suplementadas con eubidticos vy

bacteriéfagos.

Evaluar cambios histolégicos intestinales, en pollos de engorda alimentados con
dietas sorgo+soya, adicionadas con eubioticos y bacteriéfagos.

Realizar la cuantificacion relativa de ADN de bacterias especificas por PCR en

tiempo real a partir de contenido ileal y cecal, en pollos de engorda alimentados
con dietas sorgo+soya, suplementadas con eubibticos y bacteriéfagos.
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5. HIPOTESIS

1. La adicién de eubidticos y bacteriéfagos en dietas para pollos de engorda

incrementa los caracteristica productivas y de la canal.

2. La suplementacion con eubibticos y bacteriéfagos en dietas para pollo de

engorda mejoran las variables morfométricas intestinales.

3. Los tratamientos con eubiébticos y bacteri6fagos en dietas para pollo de engorda
estan asociados a los cambios histoldgicos intestinales, relacionados con
hiperplasia de células epiteliales, hiperplasia de células caliciformes e

infiltracidn linfocitaria.
4. Los tratamientos con aditivos eubidticos y bacteriéfagos en dietas para pollo de

engorda muestran cambios positivos en la cuantificacion relativa de

enterobacterias especificas en ileon y ciegos.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. AREA DE ESTUDIO

La presente investigacion se desarrolldé en el Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extensidén en Produccién Avicola (CEIEPAv) de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México. EI CEIEPAVv se localiza en
la calle Manuel M. Lopéz S/N en la Colonia Santiago Zapotitlan en la Delegacion
Tlahuac, Ciudad de México; a una altura de 2250 msnm, en el paralelo 19°17’ latitud
norte y el meridiano 99°02°30” longitud oeste. Bajo condiciones de clima templado
subhumedo (Cw), siendo enero el mes mas frio y mayo el mas caluroso, con una

temperatura promedio anual de 16°C y con una precipitacion pluvial anual de 747 mm.

6.2. POBLACION DE ESTUDIO Y MANEJO

Se emplearon 1000 pollos Ross 308 mixtos, de un dia de edad, con un peso promedio
de 43 g, vacunados contra la enfermedad de Gumboro y Marek. Las aves fueron
distribuidas en 40 lotes; se alojaron durante 7 semanas en una caseta de ambiente
natural con corrales de piso de cemento, cama de viruta, con una densidad de 10
aves/m? y crianza en tlnel. Se mantuvieron bajo un programa de luz natural, con 11
horas diarias de luz en promedio. Las primeras cuatro semanas recibieron calor
mediante criadoras cataliticas y terminaron con temperatura ambiente. La ventilacion
se control6 con cortinas laterales y se registraron las temperaturas dentro de la caseta.
Al dia 10, las aves se vacunaron contra la enfermedad de Newcastle, Cepa La Sota,
virus vivo via ocular y virus muerto via subcutédnea. Todos los cuidados y
procedimientos técnicos fueron aprobados por el subcomité institucional para el
cuidado y uso de animales experimentales (protocolo DC-2018/2-5) de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

6.3. DIETAS EXPERIMENTALES

Se emplearon dietas basales sorgo+soya (Cuadro 1) a la cual se le adicionaron los
aditivos en estudio y considerando 3 fases de alimentacion; Iniciacion (1-21 dias de
edad), Crecimiento (22-35 dias de edad) y Finalizacion (36-49 dias de edad). Los

53



tratamientos quedaron distribuidos de la siguiente manera: T1 = Dieta basal sorgo-
pasta de soya sin promotor de crecimiento; T2 = Como 1 + bacteriéfagos 500
g/Tonelada (bacteriophage'); T3 = Como 1 + bacitracina 300 g/Tonelada (bacitracina
zinc?); T4 = Como 1 + Bacillus subtilis 100 g/Tonelada (Baymix3); T5 = Como 1 +
simbidtico 500 g/Tonelada (Poultry star). El agua y alimento se ofrecieron ad libitum.
La composicién de las dietas basales experimentales se muestra en el cuadro 1. Todos
los aditivos fueron productos comerciales en forma de polvo y fueron agregados a las
dietas en los niveles recomendados por las empresas que los producen:
bacteriophage®, con titulos de cada bacteriéfago de 10° PFU/g de coctel (500 ppm).
Este producto fue obtenido de una compania fabricante de aditivos (CTC Bio Inc., Sel,
Republica de Corea) que incluye un coctel de bacterioéfagos liofilizados especificos
para Salmonella enterica serovariedades Typhimurium, Enteritidis, Cholerasuis y
Derby, Staphylococcus aureus, Escherichia coli (k88, k99 y f41) y Clostridium
perfringens tipo A y C. Estos bacteriéfagos son aislados de muestras de agua, suelo y
desechos de granja y su actividad antibacterial fue confirmada por un ensayo de placa
convencional; 2bacitracina zinc (30 ppm) equivalente a 100 g de bacitracina zinc® por
Ton de alimento; 3 Baymix®Grobig™ BS, con concentraciones de Bacillus subtilis
1x10'° cfu/g (100 ppm); “Poultry star®Biomin, polvo blanquecino conteniendo un
probidtico multiespecie; 1 x 10° UFC/g Lactobacillus salivarius, 3 x 10'° UFC/g
Enterococcus faecium, 5 x 10° Bifidobacterium animalis, 1.3 x 10'® Pediococcus
acidolactici, 1 x 10° UFC/g Lactobacillus reuteri, incluyendo un prebibtico, la inulina
(500 ppm).

6.4. CARACTERISTICAS PRODUCTIVAS Y DE LA CANAL

Se pesaron a los pollos semanalmente, también se llevaron registros de consumo de
alimento, conversién alimenticia y porcentaje de mortalidad. A los 49 dias de crianza,
se seleccionaron 26 aves por tratamiento, se identificaron, se pesaron y se sacrificaron
con previo ayuno de 8 h. Cada ave se someti6 al protocolo de la sala de sacrificio; 1)
Colgado en ganchos de la cadena transportadora; 2) Insensibilizacién, por medio de
un aturdidor comercial bajo los parametros de 25 V, 0.25 A y 460 Hz de corriente

directa del tipo pulsétil; 3) Desangrado por corte unilateral en cuello, durante 2 minutos;
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4) Escaldado en tanque con agua a 53°C durante un minuto; 5) Desplume mecanico y
6) Evisceracion, para lo cual se realiz6 manualmente haciendo un corte circular de la
cloaca y haciendo un segundo corte perpendicular a dicho corte para facilitar la
extraccion de las visceras, de las cuales se obtuvo su peso. Al instante se recolectd y
peso también la grasa abdominal, localizada cerca de la cloaca. Enseguida se
obtuvieron los pesos de la canal caliente eviscerada (sin cabeza y sin patas) y canal
fria. De esta ultima se obtuvieron cortes primarios, pechuga (Pectoralis major) y
piernas unidas a los muslos. También se contempld el rendimiento de la grasa
abdominal Para cada caso se pesaron 16 piezas por tratamiento, La pigmentacion
(amarillamiento) de la zona aptérica izquierda de la piel de la pechuga, se determiné
en pollo vivo y en canal (caliente y fria) utilizando un fotocolorimetro de reflectancia
Minolta CR 400®. El sacrificio de las aves se llevo a cabo en el rastro tipo comercial

perteneciente a dicho centro.

6.5. MORFOLOGIA INTESTINAL

Al dia 49, se seleccionaron 10 pollos por tratamiento, que fueron sacrificados, se les
retird el tracto intestinal desde el final del ventriculo hasta el recto de manera aséptica.
Se peso el intestino delgado, asi como cada porcidn de este (duodeno, yeyuno e ileon)
y se midieron con una cinta métrica: el duodeno, desde su abertura craneal de la
molleja hasta la porcién final de su asa ascendente distal; el yeyuno desde el final del
asa ascendente duodenal hasta el diverticulo de Meckel; y el ileon desde dicho
diverticulo hasta la abertura (union) de los ciegos (Alshamy et al., 2018; Riahi et al.,
2020). De esta manera, todo el intestino delgado, fue medido desde el sitio donde
emerge después de la molleja hasta el inicio de la unién de los ciegos (Zavarize et al.,
2012). Se incluy6 ademas el peso y la longitud de ambos ciegos. La masa intestinal
por unidad de longitud (g/cm) definida como “densidad intestinal” fue calculada
mediante la relacién entre el peso absoluto en gramos y la longitud en centimetros del

intestino delgado (g/cm) de acuerdo con Alshamy et al. (2018) y Riahi et al. (2020).
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6.6. PREPARACION HISTOLOGICA DEL INTESTINO DELGADO

Al dia 35 y 49, de cada tratamiento se sacrifico un pollo por réplica (8 pollos en total
por tratamiento; 4 hembras y 4 machos) y se retir6 el tracto intestinal completo desde
el final del proventriculo hasta el recto, de manera aséptica. Se obtuvieron muestras
de aproximadamente de 2 cm de largo; 1) segmento del asa descendente del duodeno;
2) segmento del yeyuno hasta 1 cm posterior al remanente del diverticulo de Meckel;
y 3) segmento de ileon, a 1 cm anterior al inicio de los ciegos. La muestras fueron
lavadas con solucion salina al 0.9% vy se fijaron en formalina amortiguada (phosphate-
buffered formalin) al 10% por un periodo minimo de 24 horas a 4°C en muestras de
pollos a los 35 d de edad y usando solucién de Bouin en muestras de pollos de 49 d
de edad, esto ultimo conforme a lo descrito por Laudadio et al., 2012; posteriormente
se procesaron mediante técnicas histolégicas de rutina, inclusién en parafina, corte
transversal de los segmentos a 5 um de espesor empleando para ello un microtomo.
Posteriormente se emplearon dos tinciones, hematoxicilina-eosina (HE) y PAS-AB
(Alcian Blue/Periodic Acid-Schiff); la primera tincion fue usada para la evaluacion
histométrica y parametros histologicos I1SI, mientras que la tinciéon PAS-AB fue usada
en el conteo de células caliciformes de las laminillas de intestino delgado (Setiawan et
al., 2018). 10 vellosidades bien orientadas y 10 criptas de Lieberkiihn fueron medidas
por seccion de cada segmento intestinal. Todas las observaciones y mediciones fueron
realizadas con un microscopio Optico (LEICA MC170HD®). Las preparaciones y
lecturas histologicas se realizaron en el Departamento de Patologia de la FMVZ —
UNAM.

6.7. HISTOMETRIA INTESTINAL.

Las observaciones fueron hechas usando un microscopio 6ptico, con los objetivos 10x
y 40x, determinando las siguientes variables: Largo de las vellosidades intestinales (LV
en um), Ancho de las vellosidades intestinales (AV en um), Area de las vellosidades
intestinales (mm?), Profundidad de criptas de Lieberkihn (PC en um). La medicién del
LV se realizd desde la punta (apice) de la vellosidad a la region de transicién de la
cripta y la vellosidad (Setiawan, et al., 2018). El AV fue medido como el promedio del

ancho en el primer tercio y el segundo tercio de la vellosidad. La medicién de la PC se
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tomo desde la base de la vellosidad a la submucosa. El area aparente de la vellosidad
(mm?), fue calculada usando la siguiente férmula: Area de vellosidad =
(AV primer tercio + AV segundo tercio) X 271 x LV, usada por Laudadio et al., 2012. La
relacion entre la altura de la vellosidad y la profundidad de la cripta fue calculada
mediante la siguiente formula: V:C = LV x PC'. Para el conteo de células caliciformes,
se obtuvo el promedio y la densidad se calcul6 por cada 100 células epiteliales (Sun
et al., 2013).

6.8. CAMBIOS HISTOLOGICOS INTESTINALES

Se evaluaron 3 parametros histolégicos (hiperplasia epitelial, hiperplasia de células
caliciformes e infiltracion inflamatoria de la lamina propia por linfocitos) que fueron
adaptados a lo descrito por Kraieski et al. (2017) y Belote et al. (2018), en su

metodologia ISI (I See Inside).

En esta metodologia, un factor de impacto (Fl) es definido para cada alteracién
histologica en intestino, de acuerdo con la reduccion en la capacidad funcional
considerando 3 caracteristicas con factor de impacto 1, 2 y 3 segun el mismo autor;
Proliferacion de enterocitos (F1 = 1), Proliferacion de células caliciformes (F1 = 2),
Infiltracién inflamatoria en la ldmina propia (F1 = 3). El FI = 3 es el de mayor impacto
sobre la funcién organica. Asimismo, se consider6 el grado de intensidad o frecuencia
observada, designado como “score” de la alteracién en cada tejido calificando desde
0 a 3: 0 (ausencia de alteracion o frecuencia observada), 1 (alteracién hasta del 25%
del area o frecuencia observada), 2 (alteracion del 25 al 50% del area o frecuencia
observada) y 3 (alteracion extendida en mas del 50% del area o frecuencia observada).
Para obtener el valor final del indice ISI, el FI de cada alteracién fue multiplicado por
el score respectivo, y el resultado de todas las alteraciones son sumados de acuerdo
con la formula ISI = } (FI*S), donde FI = factor de impacto y S = Score. Para nuestra
escala de evaluacion el resultado total va de 0 a 18 segun el Cuadro 2.
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6.9. CUANTIFICACION RELATIVA DE ENTEROBACTERIAS
ESPECIFICAS

Obtencidn de contenido intestinal para PCR. Al dia 49 se sacrificaron 8 pollos por
tratamiento, de los cuales se colectaron muestras de contenido ileal y cecal. En cada
caso se extrajo el contenido ileal/cecal y se depositdé de manera individual en frascos
viales estériles, tipo eppendorf de 2 ml para ser refrigerados inmediatamente en hielo
seco, previa identificacion. Una vez en el laboratorio, las muestras se refrigeraron por
un maximo de 1.5 hy se congelaron a -80°C hasta la extraccién del DNA. Las pruebas
de bacteriologia se realizaron en el Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica
de la FMVZ - UNAM.

Protocolo de extraccion de DNA en contenido ileal y cecal. El procedimiento
realizado fue una adaptacion del método de Wilson (1997). Para ello, 200 mg de
contenido cecal congelado se suspendié en 1 mL de PBS (phosohate buffered saline),
se homogeneizd y centrifugdé a 2000 rpm por 10 min a temperatura ambiente (TA). Se
desecho el sobrenadante y la pastilla se suspendié en 567 uL de buffer de TE
(Tris/EDTA) y se anadieron 50 pl de lisozima (10 mg/mL) y se incub6 a 37°C por 30
min. Pasado este tiempo se anadieron 30 uL de SDS (sodium dodecyl sulfate) al 10%
y 4 uL de proteinasa K (20 mg/mL) y se incubé por 1 h a 56°C. Pasado este tiempo,
se anadieron 100 uL de NACI 5 M y luego 100 uL de una solucién de CTAB/NaCl y se
incubd por 10 min a 65°C, posteriormente se anadieron 80 pL de cloroformo/alcohol
isoamilico y se centrifug6é a 14000 rpm durante 10 min. Se toma el sobrenadante (600
UL) sin tocar la interfase. Se igual6 el volumen con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(PCIA). Después del centrifugado (14000 rpm por 10 min), se obtuvieron tres fases:
fase organica (precipitado), interfase (proteinas) y fase acuosa (sobrenandante con el
DNA). Unicamente se tomé la fase acuosa (500 pL). Se afadieron 200 L de
cloroformo, se mezclé y se incub6é 10 min a temperatura ambiente. Se centrifugé a
14000 rpm por 15 min y se recupero el sobrenadante. Luego se agregaron 500 pL de
isopropanol frio, se mezcld y se incubd en congelacién por 24 h. Después se centrifugd
a 14000 rpm por 10 min y se decant6 el isopropanol. Se hicieron dos lavados con 300
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UL de etanol frio al 70% para remover los residuos del fenol, cloroformo y sales,
centrifugando a 10000 rpm por 5 min. Se removié el etanol y se dejé secar la pastilla
de ADN a temperatura ambiente durante 30 minutos. Por ultimo, se suspendio la
pastilla en 100 uL de agua grado biologia molecular (libre de DNasa/RNasa) y se
congeld hasta cuantificar el DNA por espectrofotometria usando un equipo Nanodrop
2000® (Thermo Scientific).

Procedimiento PCR tiempo real. En una Campana de bioseguridad Logic®, se
prepar6 un volumen total de 20 puL de la mezcla de reaccidén conteniendo: 10 pL de
reactivo Kappa Sybr Fast® (enzima FAST DNA polymerase), 0.8 puL de primers
liofilizados (forward y reverse) de la bacteria a cuantificar (cuadro 3), 2 pL de DNA de
la muestra de contenido (ileal/cecal) y 7.2 pL de agua grado Biologia Molecular. Cada
muestra de DNA se realiz6 por triplicado y una vez preparadas todas las muestras de
reaccion, se trasladaron a un termociclador Rotor Gene Q® con rotor tipo centrifuga
para el proceso de amplificacion del DNA. Las condiciones de amplificacion se
establecieron conforme las indicaciones del kit comercial del reactivo Kappa Sybr®:
Activacion de enzima, 95°C x 3 min, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién, 95°C
x 1-3 seg y Extension, 60°C x 10 seg. Las secuencias de primers fueron obtenidos de
articulos cientificos relacionados con las bacterias de interés, adquiridos en Sigma
Aldrich®, y mostradas en el cuadro 3.

Método de cuantificacion de la expresion genética con PCR en tiempo real. Los
nuameros de ciclos en los cuales la curva de fluorescencia atraviesa el umbral
establecido corresponden a los valores Ct que se utilizaron en los calculos posteriores
(Vinueza, 2009). Los valores Ct obtenidos de la amplificacién, se utilizaron para
analizar la expresion relativa de genes usando el método 224t (Livak y Schmittgen,
2001; Tan 2014), y el valor promedio de ACt de la muestra pool sirvié como calibrador
de cada muestra. El tratamiento control se design6 con un valor = 1 y el resto de los

tratamientos se compararon con respecto al grupo control.
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6.10. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados de los parametros productivos, variables histométricas y cambios
histol6gicos intestinales, asi como la cuantificacion relativa de enterobacerias
especificas se analizaron mediante un disefio completamente al azar, conforme al
siguiente modelo:

Yijk =p + Ti + elk i =Tratamientos (1, 2, 3, 4, 5)

k = Réplicas (1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8)

En donde:

Yijk = Valor de las variables de respuesta (caracteristicas productivas y de la canal,
morofologia intestinal, cambios histolégicos).

i = Media general.

Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento (dieta sin aditivos y dieta con aditivos)

eik = Error experimental.

Las variables de respuesta fueron analizadas mediante un analisis de varianza de un
solo factor (one way ANOVA). En cada caso se realizé previo andlisis de los supuestos
de normalidad (prueba de Shapiro-Wilk), homocedasticidad (prueba de Levene) e
independencia. La comparacion de medias fue realizada usando la prueba de Tukey,
considerando una significancia del 1% y 5%. Las variables expresadas en porcentaje
fueron transformadas a un valor angular para su andlisis, usando la féormula de
arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion. Ademas, los valores de la cuantificacion
relativa de enterobacterias fueron transformadas a logaritmo base 10 respectivamente,
previo al analisis. Se fijo un umbral minimo de significatividad de incremento en 2 (el
nivel de expresion genética es 2 veces mas que el grupo control) con p<0.05. La prueba
estadistica Mann-Whitney fue realizada cuando los datos no tuvieron distribucion
normal. Todos los analisis estadisticos fueron ejecutados usando el software SPSS
(version 17) (Chicago, IL, USA), con la asistencia del software GraphPad Prism
(version 4.00; GraphPad Software, San diego, CA).
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7. RESULTADOS

Caracteristicas productivas y de la canal. En cuanto a los parametros productivos
no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) de 0 a 35 d para consumo de
alimento, ganancia de peso, indice de conversion y mortalidad. Al dia 49, se obtuvo
una mayor ganancia de peso (P<0.01) y un menor indice de conversién (P<0.01) en
los pollos que recibieron el antibidtico y los aditivos eubiéticos, incluyendo los
bacteri6fagos (Cuadro 4). Respecto al consumo de alimento, mortalidad total y
uniformidad (% CV), no se encontraron diferencias estadisticas significativas (P>0.05)
entre tratamientos, tal como se observa en el cuadro 4. En las caracteristicas de la
canal (cuadro 5), los pollos alimentados con dietas sorgo-soya adicionadas con
antibiético (bacitracina) y eubi6ticos mostraron un mayor peso y rendimiento (P<0.05)
de la canal, aunque, sin diferencias estadisticas (P>0.05) para el rendimiento de
pechuga, piernas con muslos y grasa abdominal. EI amarillamiento en piel de los
pollos, tanto en pollo vivo como en canal, no mostrd (P>0.05) diferencias estadisticas
entre tratamientos (cuadro 6 y 7). También sin diferencias entre tratamientos, para el
peso y rendimiento de higado (Cuadro 8).

Morfologia e histometria intestinal. No se registraron diferencias estadisticas
significativas al dia 21 respecto al peso, longitud y densidad intestinal total (g/cm),
excepto en ileon que la densidad fue mayor (P<0.01) para los pollos que recibieron
antibiético y menor (P<0.01) para los del grupo control (Cuadro 9). A los 49 dias, se
encontrd una densidad intestinal mayor (P<0.01) en el grupo control y el antibiético, y
menor densidad (P<0.05) en los pollos que recibieron B. subtilis. (Figura 1). La
densidad intestinal reportada en yeyuno e ileon, fueron determinantes en lo encontrado
en densidad intestinal total (g/cm) (Cuadro 9). Respecto a la altura de las vellosidades
intestinales a los 35 d fue mayor (P<0.05) en yeyuno cuando se suplemento con el
simbiético (Cuadro 10). Asimismo, a los 49 d, las vellosidades mostraron una tendencia
a mejorar con el uso de los aditivos, siendo el probidtico y el simbiético los que
obtuvieron una mayor (P<0.01) altura y ancho de la vellosidad en el duodeno, siendo

el grupo control con el menor (P<0.01) valor para estas caracteristicas. Respecto al
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area aparente de la vellosidad en duodeno, fue mayor (P<0.01) en los pollos tratados
con aditivos eubiéticos (cuadro 10 y figura 2). Para el yeyuno, la altura de vellosidad,
area de la vellosidad y la profundidad de las criptas fueron mayores (P<0.05) en los
pollos suplementados con el probiotico. En ileon la altura y area de la vellosidad fueron

mayores (P<0.05) para el grupo control.

Se encontr6 un mayor (P<0.01) numero de células caliciformes en duodeno de los
pollos alimentados con los bacteriéfagos y un menor (P<0.01) nimero de estas células
en los pollos suplementados con el antibiético y el probiético (cuadro 11). En yeyuno
no se registraron cambios y en ileon, nuevamente los pollos que recibieron
bacteri6fagos y el grupo control resultaron con mayor (P<0.01) numero de células
caliciformes que el resto de los tratamientos. En las figuras 6 y 7 se observan las
vellosidades medidas en duodeno, yeyuno e ileon a los 21 y 49 d de edad en pollos
tratados con los diferentes tratamientos.

Cambios histoldgicos intestinales. Respecto al score histolégico (Cuadro 12), a los
35 dias de edad de edad, el grupo control, obtuvo el menor score (P<0.01) en los tres
segmentos intestinales, en la misma forma que los pollos tratados obtuvieron el mayor
(P<0.01) score en duodeno, yeyuno e ileon. A los 49 dias el grupo control mantuvo su
posicion con un menor (P<0.05) score histolégico en duodeno y yeyuno. También a
los 49 d, se encontr6 un mayor (P<0.01) score ISI en duodeno cuando se utilizaron los
aditivos en las dietas para pollos de engorda con una tendencia a disminuir el score
histol6gico en yeyuno e ileon. Para el caso de los pollos con dietas suplementadas con
bacteriofagos mantuvieron un mayor (P<0.05) score en cada uno de los segmentos
intestinales a los 49 d de edad. El score total ISI de los cambios histol6gicos en
duodeno a los 49 d de edad, fue mayor para los pollos que fueron suplementados con
el antibiético y los eubidticos, incluyendo los bacteri6fagos (Figura 3). Este resultado
se vio influenciado por el incremento en la hiperplasia de células caliciformes e
infiltracion de células inflamatorias la lamina propia, en duodeno, mostrado en el
cuadro 13, donde se puede observar que, para estas 2 caracteristicas, el grupo control
fue el que obtuvo el menor puntaje. En la figura 8 se muestran los parametros
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histol6gicos intestinales que fueron considerados en el IS| score histolégico de acuerdo
con la alteracion (hiperplasia epitelial, hiperplasia de células caliciformes e infiltracion

inflamatoria).

Expresion relativa de enterobacterias. Con relacion a la expresion relativa de las
enterobacterias determinadas por PCR en tiempo real en ileon (figura 4), E. coli se
incrementd mas (P<0.05) de 5 veces al utilizar dietas suplementadas con antibiético.
L. reuteri fue incrementado mas (P<0.05) de 15 veces al suplementar las dietas con
antibiético y probiético. Sin cambios (P>0.05) para B. animalis entre el grupo control y
el resto de los tratamientos. Para el caso de E. coli, en ciego (figura 5), no se observé
diferencias (P>0.05) entre el grupo control y los demas tratamientos a los 21 d de edad.
A los 49 d, se registré un incremento (P<0.05) de 3 (2.9) veces mas en su nivel de
expresion al usar bacteri6fagos y sin diferencias significativas con los otros
tratamientos respecto al grupo control. Para C. perfringens (gen aflatoxina) se
sobreexpres6 7.3 veces mas (P<0.05) al adicionar el probiotico B. subtilis que el grupo
control a los 49 d de edad y sin cambios a los 21 d. En relacion con L. salivarius el uso
del simbidtico permitié un incremento de 2 veces mas el valor respecto al grupo control,

sin embargo, no hubo diferencias estadistica (P>0.05) a los 21 y a los 49 d de edad.

8. DISCUSION

Caracteristicas productivas y de la canal. De acuerdo con diferentes
investigaciones, el rendimiento productivo de pollos de engorda suplementados con
aditivos eubidticos, pueden ser equiparables a lo obtenido con los APC (Pelicano et
al., 2005; Mountzouris et al., 2010; Ghazanfari et al., 2015; Gao et al., 2017; Hussein
et al., 2020), aunque de acuerdo con otros autores, estos aditivos no cubren los
beneficios econdmicos y productivos de un APC (Pedroso et al., 2003; Fernandes et
al., 2014; Oviedo-Ronddn, 2019). En el presente estudio se optimiz6 en un 5% el indice
de conversién al utilizar un antibiético y aditivos eubidticos, parecido a lo que Gao et

al. (2017), reportaron al obtener una mejoria del 5.9% en el indice de conversion al
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utilizar un probiotico (L. plantarum) frente una combinacion de antibiéticos. En otros
planteamientos, en los que se realizaron desafios con C. perfringens, fue posible
contrarrestar sus efectos al utilizar esporas de Bacillus (géneros subtilis y licheniformis)
y un compuesto fitobidtico en dietas de pollos Ross 308, lo que permitié lograr una GP
e IC similar al grupo tratado con un antibiético (avilamicina) (Hussein et al., 2020). De
igual forma Whelan et al. (2019), pese al doble desafio con Eimeria maximay C.
perfringens, obtuvieron el mismo peso que el grupo no desafiado y el que recibié el
antibiético, al utilizar B. subtilis. Con este ultimo, el IC fue mejor que el obtenido con el
antibiético. En el tema de los BF, se ha podido corroborar que es posible obtener un
mejor IC en las aves que se han suplementado con este aditivo, incluso con un
rendimiento productivo mayor al obtenido con un antibiético (Sarrami et al., 2022) o
con un probidtico (Kim et al., 2014).

El rendimiento de la canal mejord con el uso del antibiético, y en cierta forma con la
adicion de los eubidticos, frente al grupo control, parecido a lo reportado por Akhulaifi
et al. (2022) quienes después desafiar a pollos con S. typhimuriumy C. perfringens, y
adicionar paredes celulares de S. cereviasiae (ricas en B-glucano y MOS), mejoraron
el rendimiento de la canal a los 35 d de edad. En grasa abdominal no hubo diferencia
entre tratamientos, a diferencia de Khoobani et al. (2019) que reportaron disminucién
de grasa abdominal (%) y disminucién sérica de lipoproteinas de baja y alta densidad
(LDL y LHD, por sus siglas en inglés), al adicionar achicoria (0.10, 0.15 y 0.20% de
inclusién) en la dieta de pollos Ross308. Respecto a la mortalidad, aunque no
disminuyé usando aditivos eubidticos en esta investigacidén, se sabe que en pollos
desafiados con Salmonella spp.y C. perfringens esta se redujo usando B. subtilis como
probidtico (Whelan et al., 2019; Alkhulaifi et al., 2022).

Morfologia intestinal. En la evaluacion morfolégica intestinal, la densidad del intestino
delgado (g/cm), fue mayor en el grupo control, mostrando una disminucién con el uso
de los eubidticos, sobretodo con B. subtilis. EI aumento de la densidad o masa
intestinal puede estar relacionado a cambios, en la capa mucosa intestinal, que en
mamiferos representa un valor cercano al 50% del grosor del intestino (Di Donato et
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al., 2014) alcanzando un 80% en las aves, dado que sus vellosidades suelen ser mas
altas que en los mamiferos (Fernandes 2014; Smyth, 2016; Tang et al., 2020). Riahi
et al. (2020) al utilizar un metabolito de micotoxina en pollos de engorda, observaron
una menor densidad intestinal derivado, segun sus conclusiones, de una menor altura
de las vellosidades. Ravindran y Abdollahi (2021) establecieron que, aunque el tamano
relativo del intestino disminuye con la edad, este es compensado con el incremento de
la masa intestinal (g/cm) para mantener el suministro de nutrientes a los tejidos, lo que
supondria un aumento en la altura de las vellosidades, por lo mencionado antes. Si
fuera el caso, en el presente estudio donde las aves control, obtuvieron una mayor
densidad intestinal y una menor altura de vellosidades, la densidad podria estar
relacionada con la capa muscular. Wu et al. (2021) explicaron que la disminucién en
pH (ciego) y en viscosidad (yeyuno) al usar un simbidtico, resulté en un menor grosor
de la tunica muscular del intestino, y mayor altura de vellosidad, lo cual suena mas
parecido a lo obtenido con los eubidticos, sin embargo, no se tiene el valor de esos
parametros. Ghazanfari et al. (2015) indicaron que un menor grosor epitelial, una
menor densidad de células globosas y un menor grosor de la tinica muscular no afecta

la altura de las vellosidades para permitir una adecuada funcionalidad intestinal.

En ocasiones, los cambios en el grosor intestinal son debido a la atrofia de vellosidades
y adelgazamiento de la tunica muscular, lo que macroscépicamente permite ver mas
traslicida la pared intestinal, considerado como parametro de evaluacién en la
disbacteriosis, segun lo indicado por Teirlynck et al. (2011). Esta disbacteriosis debida
a una infeccion aguda o dafo tisular se manifiesta como una inflamacion patoldgica,
que cuando el sistema inmune del ave responde adecuadamente Unicamente
prevalece la inflamacién fisiol6gica (Kogut et al., 2018). Al parecer el grosor de las
tunicas del intestino guardan una relacion con su funcionalidad, aunque no siempre
son buenos indicadores. Cardinal et al. (2019) al evaluar la suplementacion con una
proteasa, plantearon que la reduccion en el grosor de la ldmina propia y el epitelio
superficial permitié que los nutrientes sean transportados mas facilmente, mejorando
su absorcidén. Si la absorcién de nutrientes se vio favorecida con el uso de los
eubidticos, es posible que en el grupo control, existid una mayor cantidad de nutrientes
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sin digerir en el lumen intestinal, lo que pudo hacer mas viscoso el moco, con ello, mas

denso el tejido, y producir una mayor densidad intestinal.

Histometria intestinal. La medicion de las vellosidades intestinales en duodeno arrojé
una mayor altura y area de estas, al suplementar las dietas de pollos, con el probidtico
y el simbidtico (Apajalahti y Vienola, 2016). Esto permite explicar el mejor rendimiento
de la canal observado al suplementar los aditivos eubibticos. Previamente, Markovic
et a.l(2009) reportaron un aumento en la altura y ancho de las vellosidades (duodeno,
yeyuno e ileon) al utilizar un probioético (L. acidophilus+E. faecium) y un prebiotico
(MOS) respecto al grupo control. Observaron, ademas, una disminuciéon en la
profundidad de criptas, lo cual esta relacionado a un menor reemplazo de enterocitos,
ante una menor demanda de regeneracion celular (Hassan et al., 2014; Kogut, 2019).
En otro experimento, Hussein et al. (2020) registraron incrementos en el largo de
vellosidad y su area intestinal en pollos desafiados con C. perfringens, al utilizar un
antibiético, un probidtico (Bacillus spp) y compuestos fitobidticos, superior a lo
encontrado en pollos desafiados y sin aditivos. De forma semejante, Al-Sagan y
Abudabos (2018) determinaron la respuesta a la adicién de eubibticos (B. subtilis,
MOS, Bs+MOS) sobre la morfologia intestinal en pollos Ross308, tras replicar la
enteritis necrética mediante inoculacién de C. perfringens. No registraron cambios en
la densidad intestinal (g/cm), aunque si un incremento en la altura de las vellosidades
en yeyuno, y en ileon, aunque en este ultimo sélo al usar el prebiotico. En el presente
estudio, la mayor altura de vellosidades para yeyuno e ileon se obtuvo con el probidtico
y el grupo control, respectivamente. En el caso de los bacteri6fagos, mostré ser
superior en ancho y area de la vellosidad a nivel del duodeno que el grupo control. En
otros estudios, el largo de vellosidad y la relacién V:C, han sido superiores con el uso
de BF, frente al grupo de aves sin aditivos (Zeng et al., 2021; Pantoja-Don Juan et al,;
2022; Sarrami et al., 2022). De hecho, la relacién V:C, al menos en duodeno, fue mayor
con el uso de BF. No obstante, el largo de vellosidad puede poseer un mejor coeficiente
de variacién (12.93 vs 25.60 %) respecto al V:C (Ringenier et al., 2021), lo que significa
que el largo de vellosidad es un indicador mas confiable para referirnos a funcionalidad
intestinal, aunque no siempre se refleja en el peso, como Bogucka et al. (2019) que no
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registraron un mayor peso vivo pese a lograr una mayor altura de vellosidades en

duodeno, yeyuno e ileon al adicionar un probidético.

Cambios histoldgicos intestinales. Al analizar el score histolégico basado en los
cambios epiteliales (hiperplasia epitelial y de células caliciformes) e infiltracion
inflamatoria de la lamina propia, se obtuvo en duodeno un score total que fue mayor al
usar el antibiético y los eubibticos, incluyendo a los BF, como suplementos respecto al
grupo control. Para el caso del yeyuno, solo el grupo tratado con BF, mostraron un
score mayor y para el ileon, el grupo de aves que fueron suplementados con el
simbidtico resulté con un score menor comparado al resto de los tratamientos. Para el
caso particular del duodeno, el aumento del score ISI, se debid al incremento en la
proliferacién de células caliciformes y la infiltracion inflamatoria de la ldmina propia
(IILP). Se sabe que la hiperplasia de células caliciformes puede ser inducida por
bacterias benéficas, tal como lo demostraron Hassan et al. (2014) que indicaron que
el uso de probidticos estimuld una mejora en altura de vellosidad, profundidad y altura
de criptas, asi como una mayor cantidad de células caliciformes en la capa epitelial de
las criptas, asociado a una hiperplasia activa en las vellosidades y criptas de
Lieberkihn. Huang et al. (2019), reportaron un aumento en la expresion relativa de
CLDN vy la MUC2 al utilizar E. faecium en pollos desafiados con E. coli, con una
reduccidn de esta bacteria desde el tercer dia post-infeccion. En el presente estudio,
el aumento en la hiperplasia de células caliciformes al utilizar, el antibiético y los
eubidticos, pudo deberse al aumento de bacterias benéficas, como Lactobacillus spp.,
ya que de acuerdo con Paone y Cani (2020), son bacterias que promueven la secrecion
y produccién de MUC2. Esto se puede sustentar, ya que de acuerdo a Gurram et al.
(2021) al realizar un experimento en pollos, observaron el efecto positivo de un
antibiético y de un aditivo herbal (polvo de achicoria, rico en inulina tipo fructanos,
oligofructosa y carbohidratos indigestibles) sobre el nUmero de células caliciformes en
duodeno, yeyuno e ileon, que fue incrementado, a la vez que se registré un aumento
de Lactobacillus, sobre todo con el 1 y 1.5% del aditivo herbal, y un reducido conteo
de UFC/g de E.coliy Salmonella. Se sabe que la prioridad a nivel del duodeno no es
la produccion de moco sino la absorcion de nutrientes (Duangnumsawang et al., 2021),
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sin embargo, debe haber un limite en la proliferacion de células caliciformes aun no
determinado, y que pueda explicar ese incremento cuando se utilizaron los eubiéticos
y que finalmente afectd positivamente la productividad.

Ghazanfari et al. (2015), reportaron un aumento en la altura de las vellosidades y
profundidad de criptas al suplementar dietas con antibiético y aceite esencial de
cilantro, sin embargo, observaron una disminucién en el grosor de la capa epitelial y el
nimero de células caliciformes/um? en las vellosidades, respecto al grupo control, lo
cual coincide con el conteo de células caliciformes, no asi cuando se hace la
evaluacién histolégica de la hiperplasia de células caliciformes en cada tratamiento.
Por otro lado, Hussein et al. 2020, observaron que el uso de aditivos (antibibtico, dos
probidticos y su combinacion) en pollos desafiados con E. coli, redujeron notablemente
el score de las lesiones a nivel de higado e intestino, observando en este ultimo,
hiperplasia epitelial y moderada metaplasia del epitelio intestinal a células caliciformes,
registrando regeneracion intestinal al utilizar B. subtilis. Wu et al. (2019) demostraron
también, que, bajo cierto desafio intestinal con pérdida de funcionalidad del epitelio
intestinal, el uso de E. faecium, pudo mejorar la proliferacién celular, similar a lo
observado por Al-Sagan y Abudabos (2018) que al desafiar pollos de engorda con C.
perfringens, observaron que el uso de eubio6ticos redujo la severidad de las lesiones
en intestino delgado, describiendo que las aves que no recibieron tratamiento
mostraron descamacién epitelial, metaplasia a células caliciformes y deplecién de
leucocitos en el GALT.

Sanches et al. (2020) describio la presencia de una enteritis proliferativa microscépica,
en pollos infectados y no infectados, con Eimeria spp. y C. perfringens, evaluando
parametros ISI, sugiriendo con sus resultados que el pollo puede desarrollar en algun
momento de su vida, un tipo de enteritis basal microscépica, aun sin un desafio. Esta
enteritis, en pollos sanos, fue asociada a lo observado en la expresion de a un
incremento en CD4+ y aumento en el grosor e inflamacion de la capa epitelial y la
lamina propia. En los pollos desafiados, el grosor de la capa epitelial y la congestion lo
describieron como parte de una inflamacion patolégica derivado del desafio y, de
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hecho, influyé en los parametros productivos, aun cuando no se desarrollaron todas
las lesiones comunes de la enteritis necrotica. En el presente estudio, los resultados
apuntaron al desarrollo de cierto grado de inflamacion al utilizar los eubioticos, que se
presume, fue del tipo fisiolégica, o como describe Sanches et al. (2022), una enteritis
basal microscépica, dado que el rendimiento productivo fue mejor al usar estos aditivos
frente al grupo control, que aun cuando se contrapone a la afirmacién de que a mayor
score ISl intestinal, menor productividad y a menor score ISI mayor productividad, lo
cierto es que los resultados de la evaluacién del presente estudio sélo fueron basados
en 2 categorias (infiltracién de células inflamatorias y cambios epiteliales), lo cual
puede ser un resultado parcial en la evaluacién histopatolégica de la inflamacién
intestinal, que contempla una tercer categoria (arquitectura de la mucosa), que a futuro
debera complementarse para verificar lo mencionado. Del grupo control, podria
suponerse un cierto tipo de inflamacién, si comparamos los resultados de la primera

evaluacion ISl a los 21 d con la de los 49 d.

Contrario a lo estudiado, Belote et al. (2018) indicaron que el uso de un antibidtico
(enramicina) redujo el score ISI histoldgico en ileon en pollos Cobb500, luego de ser
desafiados con Eimeria spp. (vacuna) y C. perfringens. En este caso, C. perfringens,
incremento la infiltracion inflamatoria de la Idmina propia y la infiltracion epitelial. En
todo esto, algo importante es que el aumento en la proliferacion de células caliciformes
es un efecto positivo que favorece el mantenimiento y la proteccién para favorecer una
adecuada morfologia de las vellosidades intestinales, que implican una mejor
absorcién y digestidn, tal como fue descrito por Izadi et al. (2013) al observar cambios
positivos inducidos por un prebiético (polvo raiz achicoria) en yeyuno de pollos. La
infiltracion linfocitaria de la ldmina propia al adicionar los bacteriéfagos y los otros
aditivos, que fue mayor al grupo control, es un variable que Sanches et al. (2022)
midieron en el ileon, en pollos desafiados y no desafiados (mencionado previamente),
sin embargo, el aumento de la infiltracion en la lamina propia y el epitelio, no se vio
reflejado en un aumento del grosor de la Idmina propia a los 28 d, que por el contrario
fue disminuyendo conforme la infiltracion aumentaba. Al medir por inmunohistoquimica

los macréfagos, TCD4+ y TCD8+, s6lo TCD4+ aumenté a los 21 d a nivel de ileon y
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TCD8+ e IL-10 a nivel hepatico. Esto puede sugerir que los eubiéticos modularon la
inflamacion, puesto que no se observé cambios en la hiperplasia epitelial, recurrente
ante desafios (Sanches et al., 2022), lo que no impididé obtener un buen rendimiento

productivo.

Conteo de enterobacterias en ileon y ciego. Al evaluar el contenido de
enterobacterias en ileon, los pollos que recibieron el antibiético tuvieron una expresién
relativa de E. coli mayor al grupo control, asi como la expresion de L. reuteri fue mayor
al utilizar el antibiético y el probidtico (B. subtilis), también, respecto al grupo control.
El antibidtico utilizado en este experimento, Bacitracina zinc, tiene dentro de su
espectro de accidén a bacterias grampositivas como el C. perfringens, 1o que puede
explicar el incremento en E. coli (Rahman et al., 2010). En cuanto al uso de Bacillus
subtilis, Oh et al (2017) determinaron que esta bacteria probidtica cambié la
composicion y diversidad microbiana en pollos de engorda por incremento de
microorganismos benéficos (Lactobacillus spp.), y con proteccién contra la infeccion
por Salmonella. Al-Khalaifah (2018) describieron, que B. subtilis produce un péptido
llamado subtilisina y asi como una enzima (catalasa), que facilitan el crecimiento de
otros organismos probidticos como L. reuteri. Por otra parte, el uso de BF (anti-
Salmonella y anti-E. coli) mostraron que puede aumentar la poblacion de Lactobacillus
y disminuir bacterias coliformes en ileon, cuando se incrementé su dosisa 1y 1.5 g
BF/kg (Sarrami et al., 2022). En ese aspecto, los BF no mostraron algin cambio a nivel

de ileon, en el presente estudio.

En el caso del ciego, la expresion relativa de E. coli no mostré cambios a los 21 d de
edad, sin embargo, a los 49 d, la E. coli mostr6 mayor expresion en los pollos
suplementados con bacteriéfagos. Para Clostridium perfringens la expresion relativa
fue mayor al usar el probiotico respecto al grupo control a los 49 d de edad, asi como
Lactobacillus salivarius fue mayor al utilizar el simbiético, respecto al grupo control, y
aunque en este ultimo caso no fue significativo, la expresidn relativa de L. salivarius se
expreso casi 2 veces mas que en el grupo control, a los 21 y a los 49 dias. La prueba
realizada de PCR en tiempo real no discrimina la presencia de bacterias viables,
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muertas o inactivadas, de tal forma, que la expresion relativa de E. coli con el uso de
BF, pudo indicar la cantidad de bacterias afectadas por el BF especifico anti-E. coli,
dentro del coctel ofrecido. Respecto a C. perfringens, algunas bacterias probidticas
como L. Salivarius y E. faecium pueden inhibir su crecimiento (Wu et al., 2019, Yu et
al., 2021 y Yaqoob et al., 2022), e incrementar la abundancia de géneros bacterianos
como, otros Lactobacillus y Butyricicoccus en el ciego, que ayudan a complicar el
crecimiento de bacterias patégenas como C. perfringens, causante de enteritis
necrotica (Wu et al, 2019). El B. subtilis también se ha utilizado en diversos
experimentos donde se ha comprobado su eficacia contra esta bacteria, causante de
enteritis necrética (Whelan et al., 2019; Hassan et al., 2020). Lo anterior puede
suponer, para el presente estudio, un posible cambio en la microbiota al utilizar el
probidtico, el simbidtico y el cocktel de bacteriéfagos que incluia un fago anti C.
perfringens, no obstante, sélo el probidtico marco diferencia frente el grupo control. En
el caso de la expresion de L. salivarius, al observar cierta tendencia a aumentar, a los
21 y 49 d de edad, puede explicarse el resultado, dado que esta incluido en el

simbidtico utilizado para este experimento, sin embargo, no fue significativo.

El uso de probiodticos ha sido visto como una herramienta efectiva para alterar
positivamente la microbiota, tal como mencionaron Gao et al. (2017), quienes
observaron a partir del grupo control, que la maduracion de la microbiota se adelanté
con el uso de una cepa de Lactobacillus plantarum, incrementando la poblacién de
Lactobacillus spp., mientras que se retrasé el indice de maduracién al usar antibioéticos,
y que se presume este ultimo tuvo que promover el crecimiento de bacterias benéficas
para que la productividad fuera mejor al grupo control, aun con dicho retraso. Oh et al.,
2017 concluyeron que para el establecimiento de bacterias patéogenas como
Salmonella se requiere del soporte de otros patdégenos u oportunistas. Por lo anterior,
se consideran de gran valor estudios donde se ha determinado la alfa diversidad
(numeros de especies y abundancia relativa) y la beta diversidad (diferencia entre
ecosistemas microbianos), buscando una perspectiva mas amplia del contenido de
bacterias por familia, género y especies, que permiten reflejar alguna interacciéon entre
filos bacterianos. En esa tarea, se ha visto, que el uso de B. subtilis, pudo incrementar
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mecanismos de suministro de energia asociado al intestino, para mantener estable a
la microbiota y proteger la integridad intestinal. Al respecto, Zeng et al. (2021) en un
estudio confirmaron ese efecto regulatorio sobre la microbiota cecal en lechones, con
la aplicacién de los BF, al determinar una mayor alfa-diversidad (riqueza) y mejor

abundancia relativa de los géneros Firmicutes, Bacteroidetes y Tenericutes.

Los cambios observados en el score histologico sugieren que la inflamacién fisiolégica
que es definido como una respuesta inflamatoria intestinal controlada (Cardoso et al.,
2020), no alcanzé el dano tisular, el cual como se ha visto, se presenta siempre que
hay un desafio (ej.: bacteria patégena), por lo que se presume solo existi6 una
respuesta inmune “baja”, para mantener la homeostasis intestinal que acompanado
por aumento de L. reuteri (en ileon) por uso del probiético, aumento de E. coliy C.
perfringens (presumiblemente células no viables) y aumento de L. salivarius en ciego,
por uso de eubiodticos, al final se reflejé en una mejor morfometria intestinal en duodeno
e hiperplasia de células caliciformes. Algunos biomarcadores de la inflamacién como
proteinas de fase aguda y otros, se deben acompanar de estudios histolégicos que
permitan relacionarlo con alteraciones en la arquitectura intestinal, como fue realizado
por Sanches et al. (2022). Sumado a esto, Adedokun & Olojede (2019) recomiendan
inducir un minimo de estrés intestinal para poder evaluar el efecto de alternativas a los
APC, como Wu et al. (2019) que indicaron que mientras no indujo un desafio no hubo
cambios positivos en el rendimiento productivo, ademas de acuerdo con Tarradas et
al., 2020 se ha visto que en algunos casos los mecanismos de accion de los
probidticos, como L. salivarius y B. animalis cambian ante la presencia de agentes
patdgenos, y en situaciones particulares actuardn como proinflamatorios o como

antiinflamatorios, denominados por ello inmunomoduladores.
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9. CONCLUSIONES

El rendimiento productivo fue mejorado en un 5% (mayor PV, menor IC) al adicionar el
antibiético, los bacteriéfagos, el probibtico (B. subtilis) y el simbibtico (L. salivarius, L.
reuteri, E. faecium, B. animalis y P. acidilactici + Inulina) en pollos Ross308 a los 49 d
de edad.

Se mejord la histometria intestinal, largo y area de las vellosidades en duodeno con la
suplementacioén de los eubibticos, asi como en duodeno y yeyuno con el probidtico.

El score ISI histologico del intestino, mostrdé mayor infiltracion inflamatoria de la lamina
propia y mayor hiperplasia de células caliciformes en duodeno, con la adicién de
eubidticos, incluyendo los bacteriéfagos, lo que se asocié con una inflamacion de tipo
fisioldgica, mayor integridad intestinal y mejor absorcion de nutrientes, que se expresé
en mayor productividad.

La expresidn relativa de algunas bacterias en ileon (L. reuteri) por uso de del probidtico
y Lactobacillus salivarius en ciegos, por uso del simbibtico, concordaron con los

efectos benéficos encontrados a nivel intestinal.
Los bacteriofagos demostraron un efecto benéfico al igual que el antibiotico y los
eubidticos, sin embargo, hace falta mas investigacién sobre sus mecanismo de accion

a nivel de eubiosis intestinal y su relacién con la productividad.

Se demostré6 que el uso de los eubidticos, incluyendo los bacteriéfagos, pueden

sustituir a la bacitracina, como promotores del crecimiento.
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Cuadro 1. Composicion de las dietas basales para pollos de engorda de 1-49 d.

Iniciacion Crecimiento Finalizacion
1-21d 22-35d 36-49d

Ingredientes 21% 19% 17%
Sorgo 583.0 624.15 675.31
Pasta de soya 328.7 277.50 226.80
Aceite vegetal 35.08 45.71 48.23
Ortofosfato 1820 18.79 16.61 15.41
Carb. de Ca 16.79 14.01 13.47
Sal (NaCl) 4.350 3.84 3.86
DL-Metionina 80% 4.130 4.005 3.61
L-Lisina HCL 78% 4110 3.460 2.94
L-Treonina 1.900 1.560 1.22
Cloruro colina60 + premezcla 2.500 2.500 2.500
Nicarbacina 0.500 0 0
Salinomicina 0 0.500 0.500
Antioxidante 0.150 0.150 0.150
Pigmento 0 6.00 6.00
Total (kg) 1000 1000 1000
Composicion calculada

EM, Kcal/kg 2988 3176 3176
Proteina % 21.00 18.00 17.00
Lisina tot % 1.22 1.04 0.99
Lisina dig. % 1.08 0.95 0.89
Metionina tot % 0.57 0.55 0.51
Metionina dig. % 0.45 0.42 0.39
Met+Cis tot % 0.91 0.82 0.78
Met+Cis dig. % 0.80 0.74 0.69
Treonina tot. % 0.93 0.72 0.71
Treonina dig. % 0.79 0.62 0.60
Triptofano % 0.27 0.23 0.22
Triptofano dig. % 0.23 0.20 0.19
Arginina % 1.34 1.13 1.03
Arginina dig. % 1.20 0.99 0.92
Ca % 1.05 0.90 0.85
P disponible % 0.50 0.45 0.42
Na % 0.22 0.19 0.18
Cl % 0.20 0.20 0.20

Vitamina A (12,000,000 Ul), vitamina D3 (2,500,000 UIP), vitamina E (15,000 Ul), vitamina K (2.0g), vitamina
B1 (2.25¢), vitamina B2 (7.5g), vitamina B6 (3.5g), vitamina B12 (20mg), acido félico (1.5g), biotina (125mg),
Acido pantoténico (12.5g), niacina (45g); 2Hierro (50g), zinc (50g), manganeso (110g), cobre (12g), yodo (0.30g),
selenio (0.20g), Cobalto (0.20g). Cantidades adicionadas de vitaminas y minerales por tonelada de alimento.
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Cuadro 2. Score ISl de cambios histoldgicos intestinales.

Organo Alteracion Factorde Score Score Maximum
impacto final* score

Duodeno Hiperplasia epitelial 1 3 3
Hiperplasia de células caliciformes 2 3 6

Infiltracién inflamatoria de lamina propia 3 3 9 18
Yeyuno Hiperplasia epitelial 1 3 3
Hiperplasia de células caliciformes 2 3 6

Infiltracion inflamatoria de lamina propia 3 3 9 18
fleon Hiperplasia epitelial 1 3 3
Hiperplasia de células caliciformes 2 3 6

Infiltracién inflamatoria de lamina propia 3 3 9 18

* Score final = Factor de impacto x Score. Adaptado de Kraieski et al., 2017; Belote et al., 2018.

Cuadro 3. Primers usados en el analisis de PCR en tiempo real.

Bacteria o gen

Secuencia 5’-3’

Referencia

Aflatoxina' de C. perfringens

E. coli

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus salivarius

F-TTACCTTTGCTGCATAATCCC

R-ATAGATACTCCATATCATCCTGCT

F-GTGTGATATCTACCCGCTTCGC

R-AGAACGCTTTGTGGTTAATCAGGA

F-CAGGATCGGTAATTGATG
R-TGGATATGGAAGTTCGTC
F-GATCGCATGATCCTTAGATGAA
R-GCCGATCAACCTCTCAGTTC

Kalender y Ertas, 2005

Sharmila et al., 2015

Sattler et al., 2014

Torok et al., 2013

gen para toxina hemolitica y necrdtica.
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Cuadro 4. Rendimiento productivo por semana, en pollos de engorda de 1 a 49
d, alimentados con dietas sorgo-soya suplementadas con eubiéticos.

. Consumo de Ganancia de Indice d.e .
Tratamientos X Conversion Mortalidad (%) CV (%)
alimento (g) peso (g) (9/9)
0 a 7 dias
Control 111 93.4 1.19 0
Bacteriéfagos 112 93.1 1.21 0.5
Antibidtico 112 92,2 1.22 0
Probiético 112 94.5 1.19 0
Simbiético 110 90.4 1.22 0
P .864 376 .782 421
EEM 2.1 0.1£.10
0 a 21 dias
Control 897 660 1.35 2.0 12
Bacteri6fagos 896 656 1.36 2.0 13
Antibidtico 908 662 1.37 2.0 12
Probiotico 898 659 1.36 2.0 11
Simbiético 899 661 1.35 2.5 12
P 912 .984 .970 913 .703
EEM 2.1+.42 12+.48
0 a 35 dias
Control 2642 1706 1.54 3.5
Bacteri6fagos 2660 1713 1.55 3.0
Antibidtico 2775 1794 1.54 4.5
Probiético 2707 1739 1.55 6.3
Simbiético 2715 1762 1.54 4.0
P 181 .081 .966 .875
EEM 4.2+.65
0 a49dias
Control 5352 2902b 1.84b 5.5 13
Bacteri6fagos 5199 2993ab 1.73a 4.0 14
Antibidticos 5318 3054a 1.74a 7.0 14
Probiético 5303 3059a 1.73a 9.8 12
Simbiético 5273 3005a 1.75a 4.5 14
P .387 .001 .0001 .762 .067
EEM 5281125 3003+14 1.75+.01 6.1+.92 13+.32

Peso promedio inicial de 43 g con un C.V. <2%. Literales distintas (a, b, c) en la misma columna indican diferencias
estadisticas significativas con p<0.05.
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Cuadro 5. Caracteristicas de la canal en pollos de engorda a los 49 d,

alimentados con dietas sorgo-soya suplementadas con eubioticos.

Tratamientos CcCt CF2 Pechuga® Plernas con Gras.a
muslos* Abdominal
Peso (g) de la canal y de los cortes primarios
Control 2135b 2173 568 665b 17
Bacteri6fagos 2222a 2256 582 671ab 14
Antibidtico 2292a 2304 588 709a 18
Probiético 2280a 2323 595 707a 14
Simbiético 2219a 2279 572 694ab 20
P .005 .665 411 .048 167
MediatEE 3081+35 2267127 581+10 68919 17+.9
Rendimiento (%) de la canal y de los cortes primarios
Control 72.5b 73.8 19.3 22.6 0.52
Bacteriéfagos 73.2ab 74.3 19.2 221 0.45
Antibidtico 74.0a 74.4 19.0 22.9 0.51
Probiético 73.5ab 74.9 19.2 22.8 0.44
Simbiético 72.8ab 74.8 18.8 22.8 0.64
P .020 272 371 916 0.168
MediatEE 73.2+.15 74.4+17 19.1+.1 22.7+.1 0.51+.02

' Canal caliente; 2 Canal fria;  Pectoralis major;, * Piernas con muslos, incluyendo piel y hueso. Literales distintas
(a, b, ¢) en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas con p<0.05
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Cuadro 6. Amarillamiento de la piel en pollos alimentados con dietas sorgo-soya
suplementadas con eubiéticos.

Tratamientos Sem 5 , S'em ° . sem 7
Lectura de amarillamiento (b) en unidades delta

Control 17.0 18.3 20.3
Bacteri6fagos 16.7 19.3 19.6
Antibiotico 17.6 18.7 21.2
Probidtico 17.4 19.5 20.2
Simbiédtico 16.6 19.0 21.3
P .865 .884 .489

MediatEE 17.0£.3 19.0+.3 20.5+.3

Literales distintas (a, b, ¢) en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas con p<0.05.

Cuadro 7. Amarillamiento de la piel medido en rastro de pollos de engorda
alimentados con dietas sorgo-soya suplementadas con eubiéticos.

) In vivo Canal caliente Canal fria
Tratamientos . , .
Lectura de amarillamiento (b) en unidades delta

Control 20.9 43.6 44 1
Bacteriofagos 19.7 43.1 454
Antibidtico 20.9 43.1 443
Probiético 19.6 42.3 44.6
SImbidtico 19.7 42 1 45.2
P 620 .540 .656

Media+EE 20.2+.3 42.8+.3 44.7+.3

Literales distintas (a, b, ¢) en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas con p<0.05.

Cuadro 8. Rendimiento de higado en pollos de engorda a los 21, 35 y 49 d,
alimentados con dietas sorgo-soya suplementadas con eubioticos.

Tratamientos 21d 35d 49d
Control 3.1 2.2 1.7
Bacteriofagos 3.2 2.2 1.7
Antibiético 3.0 2.2 1.8
Probiético 3.2 2.2 1.8
Simbiético 3.2 2.2 1.9
P .409 972 174
Media+EE 3.1+.04 2.2+.03 1.8+.02

Literales distintas (a, b, ¢) en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas con p<0.05.
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Cuadro 9. Morfologia intestinal en pollos de engorda alimentados con dietas sorgo-soya suplementadas con eubiéticos.

DUODENO YEYUNO ILEON INTESTINO DELGADO
Tratamientos g cm g/cm g cm g/cm g cm g/cm G cm g/cm %PV g/100 g PV
Alos21d
Control 6.4 23.8 0.27 12.0 56.9 0.21 7.8 53.6 0.14b 26.2 134.3 0.19 41 21.2
Bacteriéfagos 6.4 22.0 0.30 11.9 54.6 0.21 9.1 50.9 0.18ab 27.4 127.5 0.22 4.2 20.0
Antibidtico 7.2 23.2 0.30 12.8 55.2 0.23 9.9 48.1 0.20a 29.9 126.5 0.23 4.3 18.4
Probiético 6.6 22.5 0.29 10.5 53.0 0.20 8.5 51.0 0.17ab 25.7 126.4 0.21 4.0 19.9
Simbidtico 7.6 23.9 0.32 12.4 59.4 0.21 9.6 53.9 0.18ab 29.6 137.1 0.22 4.2 19.6
P 425 .593 527 .382 .391 .837 .190 .347 .021 .307 .294 .267 712 .201
MediazEE 6.8+.23 23.1+43 0.30+0.01 11.9+37 55.8+41.06 0.21+0.01 9.0+.30 51.5+99 0.18+0.01 27.8+.07 130.4 0.21+.01 4.1+x.07 19.8+.0.36
Alos 49d
Control 23.6a 27.0ab 0.89 40.9ab 68.3 0.61a 37.4a 73.4 0.51a 101.9a 168.8 0.60a 2.96 4.9
Bacteriéfagos ~ 22.0ab 25.4b .88 36.5ab 65.5 0.56ab 32.4bc 729 0.45abc 91.0ab  164.0 0.56ab 2.8 5.0
Antibiético 22.1ab 26.5ab .84 42.6a 73.4 0.58ab 36.8ab 76.1 0.50ab 101.5a  175.9 0.58a 2.9 5.0
Probiético 20.5b 26.4ab .78 35.1b 70.8 0.50b 29.4b 70.3 0.42b 85.0b 167.5 0.51b 2.7 5.3
Simbiético 23.5a 29.6a .80 38.2ab 70.7 0.54ab 30.7b 71.3 0.43bc 92.4ab  171.6 0.54ab 2.9 5.4
P 0.051* 0.020 130 .016 .220 .031 .000 512 .001 .000 420 .003 .078 .188
MediazEE 22.4+0.4 27.0x0.4 .84+.02 38.5+0.8 69.6+1.1 0.55+0.01 33.1 72.7 0.46+£0.01 94.0+1.5 169.3 0.56+0.01 2.8+.04 5.1+.0.08
24% 16% 41% 41% 35% 43% 100% 100%

Literales distintas (a, b, ¢) en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas con p<0.05.
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Cuadro 10. Histometria intestinal en pollos de engorda a los 49 d de edad, alimentados con dietas sorgo-soya suplementadas con

eubioticos.
DUODENO YEYUNO ILEON
Tratamiento LV AV PC Area V:C! LV AV PC Area V:C LV AV PC Area V:C
A los 35 dias de edad
Control 2145 198 332 421 6.5 1158b 160 213ab 187 5.6ab 879 146 180 128 5.1
Bacteri6fagos 1936 184 333 .362 6.0 1236ab 159 235ab .198 5.4ab 864 156 171 135 5.1
Antibiético 1959 192 290 .378 6.8 1186ab 186 248a 222 4.8b 831 148 178 124 4.9
Probidtico 1932 188 291 .366 6.8 1157b 160 190b .183 6.12 801 153 164 123 4.9
Simbiético 2051 188 290 .383 7.3 1344a 150 230ab .201 5.9ab 828 153 174 128 4.8
P .282 .930 189 .652 .138 .013 180 .010 443 .035 579 .846 .852 .869 .950
MediatEE 2004+36 19015 30748 .382+.013 6.7+.18 1217+20 16314.8 22315 .198+.007 5.6+.14  841+16  151+3.2 173+4.8 .128+.003 5.0+.15
A los 49 dias de edad
Control 1965¢ 209b 266ab .410c 7.6b 1533ab 184 190ab .282b 8.2 1158a 170ab 160ab .197a 7.3a
Bacteri6fagos 2122bc 255a 234b .536b 9.1a 1501b 209 197ab .313ab 7.7 1095ab 145b 184a .157b 6.0b
Antibiético 2032bc 267a 260b .545b 7.9ab 1448b 191 180b .275b 8.2 940b 171ab 180ab .162ab 5.4b
Probidtico 2166b 275a 264ab .596ab 8.3ab 1705a 201 214a .347a 8.0 964b 193a 154b .185ab 6.3ab
Simbiético 2441a 274a 303a .677a 8.1ab 1510b 194 188ab .293ab 8.3 1076ab 172ab 171ab .183ab 6.3ab
P .000 .000 .001 .000 .021 .004 149 .048 .012 .756 .002 .001 .023 .030 .000
MediatEE 214528 256+5.7 26615 .553+.016  8.2+.1 1540422 1963 194+3.8  .302+.007  8.0+.1 1047£20 170+3.7 17043.4 .177+.004  6.3+.1

Relacién V:C = relacién largo de vellosidad y profundidad de cripta. Literales distintas (a, b, ¢) en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas con p<0.05
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Cuadro 11. Conteo de células caliciformes en pollos de engorda a los 49 d,
alimentados con dietas sorgo-soya suplementadas con eubiéticos.

DUODENO YEYUNO ILEON
Tratamiento E: G2 G:100 E® E:G G:100 E E:G G100 E
Control 5.0abc 21.2ab 3.7 28.9 3.3cd 31.9ab
Bacteri6fagos 4.3c 24.3a 3.4 30.8 2.9d 36.72
Antibidtico 5.3ab 19.5b 3.5 29.8 3.9bc 26.8bc
Probiético 5.5a 19.1b 41 25.8 4.8a 22.8¢
Simbiético 4.6bc 22.8ab 3.9 26.9 4.3ab 25.3c
P .001 .001 .070 .136 .000 .000
MediazEE 4.9+.11 3.7+.08 28.5+69 3.9t.12  28.7+.89

"Relacion entre el nimero de células epiteliales por cada célula caliciforme. 2Relacion nimero de células
caliciformes por cada 100 células epiteliales. Literales distintas (a, b, c) en la misma columna indican
diferencias estadisticas significativas con p<0.01.
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Cuadro 12. Suma total del score de cambios histologicos en el duodeno,
yeyuno e ileon, de pollos tratados con eubiéticos, a los 35 y 49 d de edad.

Tratamientos Duodeno Yeyuno lleon
A los 35 dias
Control 3.9b 1.5¢ 5.2b
Bacteriofagos 9.4a 6.52 9.5¢
Antibioético 5.1ab 5.6ab 9.42
Probiotico 7.9a 4.5b 6.3b
Simbiético 5.9b 5.9ab 8.82
P .000 .000 .000
MediatEE 6.710.2 4.5+0.2 7.50.02
A los 49 dias
Control 6.4b 7.2b 8.78
Bacteriéfagos 10.8a 9.42 8.0a
Antibiético 9.2a 7.3b 7.4ab
Probidtico 9.9a 7.9ab 7.7ab
Simbidtico 9.7a 7.4b 5.8b
P .000 .019 .002
MediatEE 8.940.2 7.710.2 7.640.2

Metodologia adoptada de Kraiesky et al., 2017 y Belote et al., 2018. Literales distintas (a, b, ¢) indican
diferencias estadisticas (P<0.01).

Cuadro 13. Cambios histolégicos en duodeno, de pollos tratados con
eubiédticos a los 49 d de edad.

Tratamientos HE! HCC? [ILP® Score total
Control 1.14b 0.42b 4.9b 6.4b
Bacteriéfagos 1.91a 1.762 7.152 10.8¢2
Antibiético 1.41b 1.722 6.05ab 9.22
Probiético 1.50b 1.542 6.812 9.92
Simbidtico 1.49b 1.752 6.47° 9.72

P .000 .000 .000 .000
MediatEE 1.5+0.2 1.1+0.2 6.2+0.02 9.2

"Hiperplasia epitelial, 2Hiperplasia de células caliciformes, SInfiltracién inflamatoria de la lamina propia.
Metodologia adoptada de Kraiesky et al., 2017 y Belote et al., 2018. Literales distintas (a, b, c¢) indican
diferencias estadisticas (P<0.01).
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Figura 1 — Densidad intestinal (g/cm) en pollos de engorda a los 49 dias de edad alimentados con
dietas sorgo-soya suplementadas con aditivos eubibticos. Lineas verticales asociadas con barras
del histograma representan el error estandar de la media para el score histol6gico total. Literales

distintas (a, b) indican diferencias significativas (P < 0.01).
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Figura 2. Area de vellosidad (mm?2) en duodeno, yeyuno e ileon de pollos de 49 d, alimentados
con dietas sorgo-soya suplementadas con aditivos eubidticos. Literales distintas (a, b, c¢) indican
diferencias estadisticas con p<0.01.
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Figura 3. Suma total del score de cambios histolégicos en: A) Duodeno, B) Yeyuno e C) ileon, de

pollos alimentados con dietas sorgo-soya suplementadas con eubiéticos a los 49 dias de edad.

Literales distintas (a, b) indican diferencias estadisticas (P<0.05).
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Figura 4. Efecto de los aditivos eubioticos sobre la expression relativa mRNA de: A) E. coli; B) L.
reuteri y C) B. animalis en ileon de pollos alimentados con dietas sorgo-soya suplementadas con

aditivos eubiéticos, a los 49 d de edad.
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Figura 5. Efecto de los aditivos eubiéticos sobre la expression relativa mRNA de: A) E. coli; B) C.
perfringens; C) L. salivarius en ciegos de pollos alimentados con dietas sorgo-soya suplementadas
con aditivos eubidticos, a los 21 y 49 dias de edad. Lineas verticales asociados a las barras del
histograma representa el error estandar de las medias. Los asteriscos indican diferencias

estadisticas (P<0.05).
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Figura 6. Vellosidades de pollos alimentados con dietas sorgo-soya suplementadas con
eubidticos, a los 21 dias de edad (H&E; 100x).
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Figura 7. Vellosidades de los pollos alimentados con dietas sorgo-soya suplementadas con
eubidticos a los 49 dias (H&E; 100x).
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NORMAL
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Figura 8. Fotomicrografia de secciones histolégicas de duodeno (400x). Alcian Blue fue usado
para tenir las células caliciformes. Estructura histolégica normal (primera fila) de la vellosidad,
mostrado en A, By C; HCE= Hiperplasia de células epiteliales (circulo amarillo) mostrado en A, B
y C; HCC= Hiperplasia de células caliciformes (circulo blanco) en el epitelio de la vellosidad,
mostrado en A, B y C; IILP= Infiltracién inflamatoria de la Id&mina propia (LP) mostrado en Ay B
(flechas negras) e indicado en C (circulo), asi como ancho de la lamina propia.
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11. ARTICULO | Aceptado para su publicacion en Brazilian Journal of Poultry

Performance, Gut Integrity, Enterobacteria
Content in Ceca of Broiler Fed Different Eubiotic
Additives

ABSTRACT

An experiment was carried out to study the effect of different
eubiotics on productive characteristics, intestinal integrity, as well
as the content of enterobacteria in the cecum of broiler chickens. A
completely randomized design with five treatments and 8 replicates
of 25 hirds each was used. In total 1000 mixed broiler chickens from
Ross308 strain, one day old were obtained from a commercial hatchery.
The birds were housed on concrete floors in a conventional house. A
sorghum+soybean meal control diet was used, to which the additives
under study were added. The treatments were distributed as follows: T1
= Control diet without antibiotic or eubiotic; T2 = T1 + bacteriophages;
T3=T1 + antibiotic; T4 =T1 + probiotic; TS = T1 + symbiotic. The results
obtained at 49 days of age for weight gain and feed conversion rate
improved (p<0.05) with the addition of the antibiotic and eubiotics.
A lower (p<0.05) intestinal density was observed with the probiotic.
The height, width, and area of villi in duodenum was higher (p<0.05)
when antibiotic and eubiotics were included. In the histological score,
in duodenum, the antibiotic and eubiotics resulted with a higher score
(p<0.05), associated to a physiological and controlled inflammation
response that allowed improving productivity. Finally, the relative
expression of enterobacteria, such as Lactobacillus salivarius, allowed
associating positive changes in the microbiome and better productive
parameters when including the symbiotic, with comparable results to
the antibiotic when including the eubiotics.

INTRODUCTION

Currently, the development of feed additives as alternatives to the
use of antibiotic growth promoters (AGP) in broiler diets and other
productive species is still under investigation. Although several studies
show that it is complicated to match the productive and economic results
obtained with the use of antibiotics, the implications of continuing to
use them are also known; environmental contamination, risks to aquatic
organisms and, of course, antimicrobial resistance, which implies a
global challenge in the control of infectious diseases (Sethiya, 2016; Al-
Khalaifah, 2018; Oviedo-Rondén, 2019; Selaledi et al., 2020). The topic
of intestinal health has maintained interest in those additives classified
as biomodulators of the intestinal microbiota or also called eubiotics,
derived from eubiosis, understood as a balance of the intestinal microbial
ecosystem (lebba et al., 2016; Oviedo-Ronddn, 2019) and that their use
promotes among other things animal welfare and food safety (Sethiya,
2016; Oviedo-Ronddn, 2019). Some of these additives have been
known for several decades, such as probiotics, prebiotics, organic acids,
phytobiotics, enzymes (Caly et al., 2015; Sethiya, 2016) and recently
the use of new commercial alternatives, such as bacteriophages.
Among them, probiotics and symbiotics (probiotic+prebiotic), are
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widely used as AGP alternatives in poultry production,
for its low production cost (Oviedo-Rondén, 2019).
These additives promote the proliferation of desirable
bacteria in the gut by competitive exclusion, competing
for nutrients, immunomodulation, production of
antimicrobial compounds and of course, growth of the
probiotic organism, by providing a substrate available
to the probiotic fermentation in case of the prebiotic
(Roberts et af, 2015; Sethiya, 2016; Bajagai et al.,
2016; Oviedo-Ronddén, 2019). As for bacteriofages,
models have already been used to investigate the
dynamics of the phage-bacteria ecosystem (killing,
lysogenization, passage of the bacteriophage from
one strain to another),as descrived by De Paepe
(2014). However, despite the research done on these
alternatives there is much to be understood and tested
regarding their effects on intestinal health and integrity,
by reduction of the inflammatory response and better
immune response against pathogenic bacteria, without
affecting productive performance (M'Sadeq et al.,
2015; Sethiya, 2016; Tarradas et al., 2020). Therefore,
within eubiotic nutrition, what is sought is the
combination of additives for each circumstance, which
allows promoting the presence of a balanced and
“healthy” intestinal microbiome (Yasar et al, 2017) as
well as the integrity of the mucosal barrier, optimization
of gut morphology and digestibility, reduction in
nutrient excretion and intestinal immunomodulation
that help control inflammation (Qviedo-Ronddn,
2019; Tarradas et al., 2020) and prevent the transition
from physiological to pathological inflammation,
which normally reduces productivity. Therefore, the
present study was conducted to evaluate the effect of
adding eubiotics to the diet of broilers on productive
performance, carcass characteristics, intestinal integrity,
and the count of some enterobacteria in ceca.

MATERIALS AND METHODS

The research was carried out at the Center for
Teaching, Research, Extension and Poultry Production
of the Faculty of Veterinary Medicine and Zootechnics
of the UNAM. In total 1000 mixed broiler chickens
from Ross308 strain, one day old were obtained from
a commercial hatchery. All chicks were received with
an average initial weight of 43 g, vaccinated against
Gumboro-Marek’s disease and later against Newcastle
disease at 10 days of age. The birds were randomly
distributed in 40 compartments; they were housed for
7 weeks in a natural environment house with cement
floor pens, wood-shavings litter, with a density of 10
birds/m? and tunnel breeding. They were kept under a
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natural light program, with an average of 11 hours of
light per day. All animal care and technical procedures
were approved by the Institutional Subcommittee for
the Care and Use of Experimental Animals (protocol
DC-2018/2-5) of the faculty mentioned above.

Experimental design and diets

A completely randomized design was used with
five treatments with & replicates of 25 birds each.
A sorghum+soybean meal control diet was used
to which the additives under study were added,
considering 3 feeding phases: Initiation (1-21 days
of age), Growing (22-35 days of age) and Finishing
(36-49 days of age). The treatments were distributed
as follows: T1 = control diet without antibiotic or
eubiotic; T2 = T1 + bacteriophage (500 g/Ton); T3 =
T1 + antibiotic (300 g/Ton); T4 = T1 + probiotic (100 g/
Ton); T5 = T1 + symbiotic (500 g/Ton). The composition
of the experimental control diet is shown in Table 1.

Table 1 - Composition of the control diet used in the
experiment.

Initiation Growing Finishing

1-21d 22-35d 36-494d
Ingredient 21% 19% 17%
Sorghum 583.0 624.15 675.31
Soybeanmeal 328.7 277.50 226.80
Vegetable ol 35.08 45.71 4823
Ortophosphate 18.79 16.61 15.41
Caldium carbonate 16.79 14.01 13.47
Salt 4.350 3.840 3.860
DL-Methionine 80 % 4.130 4.005 3610
L-Lysine HC| 78% 4.110 3.460 2.940
L-Threonine 1.900 1.560 1.220
Cholinechloride + vit*/min** 2.500 2.500 2.500
Nicarbazin 0.500 0 0
Salinomicin 0 0.500 0.500
Antioxidant 0.150 0.150 0.150
Pigment 0 6.00 6.00
Total (kg) 1000 1000 1000
Nutrientcomposition
ME, Keal/kg 2988 3176 3176
Protein % 21.00 18.00 17.00
Lysine % 1.22 1.04 0.99
Met+Cis % 0.91 0.82 0.78
Threonine % 093 0.72 0.71
Tryptophan % 0.27 0.23 0.22
Arginine % 1.34 1.13 1.03
Calcium % 1.05 0.90 0.85
Phosphorus disp.. % 0.50 0.45 042
Na % 0.22 0.19 0.18
Cl % 0.20 0.20 0.20

*Vitamin A (12,000,000 [U), vitamin D3 (2,500,000 UIP), vitamin E (15,000 1U), vita-
min K (2.0g), vitamin B1 (2.25g), vitamin B2 (7.5g), vitamin B6 (3.5g), vitamin B12
(20mg), folicacid (1.5g), biotin (125mg), pantothenicacid (12.5¢), niacin (45g); **Iron
(50g}, zinc (50), manganese (110g), copper (12g), fodine (0.30g), selenium (0.20g),
cobalt (0.20g).
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Water and feed were supplied ad fibitum. All additives
were commercial products in powder form and were
added to the diets at the levels recommended by
the manufacturers. The bacteriophage-containing
product was obtained from an additive manufacturing
company (CTC Bio Inc.) that includes a cocktail of
lyophilized bacteriophages specific for Salmonella
enterica serovars Typhimurium, Enteritidis, Cholerasuis
and Derby, Staphylococcus aureus, Escherichia coli
(k88, k99 and f41) and Clostridium perfringens type
A and C. The titers of each bacteriophage in the
bacteriophage cocktail are 10° pfu/g cocktail. The
antimicrobial product was bacitracin-zinc and was
added at 30 ppm. The probiotic contained 107 CFU/g of
Bacillus Subtilis (BaymixGrobig®). The symbiotic product
(PoultryStar® ME, BIOMIN), consisted of the sum of
multispecies probiotic (1.3x10" CFU/g Enterococcus
faecium, 5.0x10"™ CFU/g Pediococcusacidilactici,
2.1x10° CFU/g Bifidobacterium animalis, 5.0x10°
CFU/g Lactobacillus reuteri, 5.0x10° CFU/g Lactobacillus
salivarius) and a prebiotic (Inulin).

Performance and Carcass parameters

Atthe end of each week, the body weight gain (WG)
and feed intake (Fl) of the birds of each treatment was
obtained, as well as the feed conversion ratio (FCR) and
percentage of general mortality. At 49 days of age, 26
birds per treatment were selected, identified, weighed,
and slaughtered after an 8-hour fast. Each bird was
subjected to the slaughter protocol of the processing
plant of the aforementioned center: 1) hanging and
electrically stunned, under the parameters of 25 V.,
0.25 A and 460 Hz of direct current, pulsed type; 2)
the slaughter was performed by unilateral neck cutting
in order to be bled out for2 minutes; 3) scalded in
water at 53°C for one minute; 4) mechanical plucking
and manual evisceration. The weights of the carcass,
abdominal fat, breast muscle (Pectoralis major) and
legs (thighs and drumsticks) were obtained. For each
case, the yields of carcass, abdominal fat and primal
cuts were determined on a live weight basis. Skin
pigmentation (yellowness) was measured in the lateral
apterium region, in the live chicken and in the carcass,
using a Minolta CR-400 reflectance colorimeter.

Histological preparation

At 49 days, from each treatment, one chicken per
replicate (8 birds per treatment)} was selected and the
intestine was dissected entirely. Intestinal segment
samples approximately 2 cm long were obtained from
the duodenum (the midpoint of the pancreatic loop).
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All samples were washed with 0.9% saline and fixed in
10% neutral-buffered formalin solution for a minimum
period of 24 hours at 4°C; they were subsequently
processed by routine histological techniques (Laudadio
et al., 2012); paraffin embedding and cross-sectioning
of the segments at 5 pm thickness. Subsequently,
two stains were used; hematoxicillin-eosin (HE) and
Alcianblue (AB)/periodic acid-Schiff (PAS); HE staining
was used for gut morphological measurermnents and 151
histological analysis, while PAS-AB staining was used
in the goblet cell counts of duodenum in accordance
to Setiawan et al. (2018). Ten well-oriented villi and
10 crypts of Lieberkihn were measured per cross-
section of each intestinal segment. All the observations
and measurements were performed with an optical
microscope (LEICA MC170HD®).

Intestinal morphometry measurement

The small intestine (from the end of the gizzard to
1 cm above the ileocecal junction) of each bird was
excised and weighed. The length of the small intestine
was obtained with a tape measure. Intestinal mass
per unit of length defined as “intestinal density” was
calculated as the ratio between absolute weight in
grams and length in centimeters of the small intestine
(g/cm) according to Alshamy et al. (2018) and Riahi et al.
(2020). In the duodenum, the following morphometric
variables were determined: height (um) and width
(um) of intestinal villi, crypt depth (pm) and goblet cell
count. Villus height (LV) was measured as the distance
from the tip of the villus to the transition region of the
crypt and villus. Measurement of intestinal crypt depth
was taken from the base of the villus to the submucosa.
The apparent villus surface area (mm?) was calculated
using the following formula: [(villus width at one-
third + villus width at two-thirds) x 2'x villus height]
used by Laudadio et al. (2012). Villus:crypt ratio was
calculated dividing villus height by crypt depth. The
number of goblet cells per 100 intestinal epithelial cells
in intestinal sections was determined (Sun etal., 2013).

Intestinal histological changes

Three histological parameters were evaluated
(epithelial hyperplasia, goblet cell hyperplasia and
inflammatory cell infiltration of the lamina propria
by lymphocytes) that were adapted to that described
by Kraieski et al. (2017), in their ISI methodology (I
See Inside). In this methodology, an impact factor
(IF) is defined for each histological alteration in the
intestine, according to the reduction in functional
capacity, considering 3 features with impact factor 1,

eRBCA-2021-1608

109



Garcia-Reyna A, Cortes-Cuevas A,
Judrez-Ramirez M, Marquez-Mota CC,
Gomez-Verduzco G, Arce-Menocal J,
Avila-Gonzalez E

2 and 3: Epithelial cell hyperplasia (IF = 1), Goblet cell
hyperplasia (IF = 2), Inflammatory cell infiltration (IF =
3). IF = 3 has the greatest impact on organ function.
Likewise, the degree of intensity or frequency observed
was considered, designated as score of the alteration
in each tissue qualifying from 0 to 3: O (absence of
alteration or frequency observed), 1 (alteration up to
25% of the area or frequency observed), 2 (alteration
from 25 to 50% of the area or frequency observed)
and 3 (alteration extended in more than 50% of the
area or frequency observed). To obtain the final value
of the ISI index, the IF of each alteration is multiplied
by the respective score number, and the result of all
alterations are summed according to the formula ISI =
5 (IF*S), where IF = impact factor and S = Score. For our
evaluation scale the total score ranges from 0 to 18.

Protocol for DNA extraction in cecal

content

At day 49, 8 chickens per treatment were sacrificed
and cecal content samples were collected from each
chicken. The samples were placed in sterile 2 ml
eppendorf vials and refrigerated for a maximum of 1.5
h. then, were frozen at -80°C until DNA extraction,
whose procedure was an adaptation of the method
of Wilson (1997). For this, 200 mg of frozen cecal
contents were suspended in 1 mL of PBS (phosphate
buffered saline), homogenized, and centrifuged at 389
x g for 10 min at room temperature. The supernatant
was discarded, and the pellet was suspended in 567
uL of TE (Tris/EDTA) buffer and 50 L of lysozyme (10
mg/mL) was added and incubated at 37°C for 30 min.
After this time, 30 pL of 10% SDS (sodium dodecy!
sulfate} and 4 uL of proteinase K (20 mg/mL) were
added and incubated for 1 h at 56°C. After this time,
100 pL of 5 M NACI was added followed by 100 pL
of CTAB/NaCl solution and incubated for 10 min at
65°C, then 80 pL of chloroform/isoamyl alcohol was
added and centrifuged at 19064 x g for 10 min. The
supernatant was taken, leaving the interphase behind.
The volume was equalized with phenol/chloroform/
isoamyl alcohol (PCIA). After centrifugation (19064 x
g for 10 min), three phases were obtained: organic
phase, interphase and agueous phase
(supernatant with DNA). Only the aqueous

Table 2 -
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incubated in freezing for 24 h. It was then centrifuged
at 19064 x g for 10 min and the isopropanol was
decanted. Two washes were made with 300 pL of cold
70% ethanol to remove residual CTAB, centrifuging at
9726 x g for 5 min. All centrifugations were performed
on Thermo Scientific Heraus Primo R. The ethanol was
removed, and the DNA pellet was allowed to dry at
room temperature for 30 min. Finally, the pellet was
suspended in 100 pL of DNase/RNase-Free Water
and frozen until DNA concentration was quantified
using a spectrophotometer (NanoDrop2000, Thermo
Scientific).

Real-time PCR procedure

A total volume of 20 pL of reaction mixture was
prepared containing 10 pL of reagent (Kappa Sybr®
Fast DNA polymerase), 0.8 uL of Ilyophilized primers
(forward and reverse), 2 uL of DNA and 7.2 uL of DNase/
RNase-Free Water. Each DNA sample was performed
in triplicate and once all the reaction samples were
prepared, they were tested using a Rotor Gene Q®
thermal cycler for the DNA amplification process. The
amplification conditions were set according to the
instructions of the KappaSybr® reagent commercial
kit: Enzyme activation, 95°C x 3 min, followed by 40
cycles of denaturation, 95°C x 1-3 sec and Extension,
60°C x 10 sec. Primer sequences are presented in Table
2. Ctvalues obtained from amplification, were used to
analyze relative gene expression using the 2**“method
(Livak & Schmittgen, 2001; Tan, 2014).

Statistical analysis

From the information collected, productive
performance, carcass characteristics and histological
examination were statistically analyzed by one-way
ANOVA. Comparison of means was performed using
Tukey's test, considering a significance level of 1%
and 5%. Variables expressed as percentage, were
transformed to arcsine before the analysis. The Mann-
Whitney statistical test was used when the data were
not normally distributed. All the statistical analysis was
performed using SPSS software (version 17.0, Chicago,
IL, USA) with assistance from GraphPad Prism software
(version 4.00; GraphPad Software, San Diego, CA).

Primer used in bacterial quantification.

phase was taken. 200 pL of chloroform

Microorganism

Primer sequence 5'-3 Reference

was added, mixed and incubated for 10
min at room temperature. Centrifuged
at 19064 x g for 15 min and the
supernatant was recovered. Then 500 pL

Clostridium perfringens
Escherichia colf

Lactobacillus salivarius

F-TTACCTITGCTGCATAATCCC
R-ATAGATACTCCATATCATCCTGCT
F-GTGTGATATCTACCCGCTTCGC
R-AGAACGCTTTGTGGTTAATCAGGA
F-GATCGCATGATCCTTAGATGAA
R-GCCGATCAACCTCTCAGTTC

Whelanetal, 2019
Faseleh et al, 2017

Torok et al., 2013

of cold isopropanol was added, mixed and
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RESULTS higher intestinal density (p00.01) compared to the diet
containing probiotic, and the other groups presented
similar results. The measurements of intestinal villi
(Table 5) in duodenum improved (p<0.01) with the use
Regarding productive data at 49 days of age, a of eubiotics and antibiotic.
higher BWG and a lower FCR (p<0.01) were obtained in
the chickens that received eubiotics and the antibiotic.
Analyzing Fl and percentage of mortality (Table 3), no 0.8+

Productive performance and carcass
characteristics

Small intestine

significant differences (p>0.05) were found between E a .
- . al

treatments. In carcass characteristics (Table 4),broiler B 0.6+
chickens fed the antibiotic showed a higher (p<0.05) -E
carcass yield than control diet and the others were S 044
similar. No statistical differences (p>0.05) were found ;
in the yield of breast muscle, thighs+drumsticks, and £ -
yellowness between treatments. a -

£
Table 3 - Effect of eubiotics on productive performance in = oo
broiler chickens at 49 days of age. i

™ O O S
- & oF & & &
. Feed intake  Weight gain FCR? Mortality & O O SO
Treatment o X 6@'
(g) (g) /g (%) L9 R ?& <¢ &
Control 5352 2902b 1.844b 55 6@(\
Bacteriophages 5199 2993ab 1.737a 4.0 Q'b
Antibiotic 5318 3054a 1.742a 7.0
e 5303 30592 17342 98 Figljlre‘ 1 — Effect p! eub\g{};csrl.mn intesliga\ density (g/cm) in broiler chwfzk;ns at 49;1.
Symbiotic 5273 30054 1.7553 45 Vertical hngs assgc\aledw;\t ‘|smgra‘ml ars re‘presem‘standard error of the mean for
the total histologic score. Asterisks indicate significant differences (p<0.01).

L 0.387 0.001 0.0001 0.762
SEM? 5289:25 300314 1.762:0.01 612092 Intestinal histological changes
Values with different letters (a, b) in the same row are statistically different (see proba- . s - ) .
bility). 'probability; *Average and standar error of means; *feed conversion ratio. Using the h\STO\Og\Céﬂ ISI evaluation in duodenum

(Figure 2), a higher (p<0.01) total ISI score considering
epithelial changes and inflammatory changes was

In total intestinal density (g/cm), it was observed found when using the antibiotic and eubiotics when
(Figure 1) that treatment with the control diet had  compared with the control group. The changes that

Intestinal morphology and histometry

Table 4 - Effect of eubiotics on carcass characteristics in broiler chickens at 49 days of age.

Treatment Carcass % Breast muscle® % Thighs+Drumsticks % Liver % Abdominal fat % Yelowness*
Control 72.5b 193 22.6 1T 0.52 44.1
Bacteriophages 73.2ab 18.2 22.1 1.7 0.45 45.4
Antibiotic 74.0a 19.0 22.9 1.8 0.51 44.3
Probiotic 73.5ab 19.2 22.8 1.8 0.44 44.6
Symbiotic 72.8ab 18.8 228 159 0.64 452

P 0.020 0.371 0916 0.174 0.168 0.656
SEM? 73.2+015 19.1:0.1 22.7+01 1.8+0.02 0.51+0.02 44.7+0.3

Values with different letters (3, b) in the same row are statistically different (see probability). 'prabability; *standar error of means; *only Pectoralis major; *Skin b* values (yellowness).

Table 5 - Effect of eubiotics on histological measurements (duodenum) in broiler chickens at 49 days of age.

Control Bacteriophages Antibiotic Probiotic Symbiotic p? SEM*
Villus height, pm 1965¢ 2122bc 2032b¢ 2166b 2441a 0.001 2145+28
Villus width, pm 209b 255a 267a 275a 274a 0.001 256+5.7
Crypt depth, um 266ab 234b 260b 264ab 303a 0.001 26645
Villus Surface Area, mm? 0.410¢ 0.536b 0.545b 0.596ab 0.677a 0.001 553016
Villus: Crypt ratio’ 7.6b 9.1a 7.9ab 8.3ab 8.1ab 0.021 8.20.1
GC%100 epithelial cells ratio 21.2ab 24.3a 19.5b 19.1b 22.8ab 0.001 21.320.5

Values with different letters (a, b, ¢} in the same row are statistically different (see probability). 'Villus height: crypt depth ratio; *number of goblet cells; probability; %standar errer of
means.
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favored this higher total score, were in accordance
with the obtained in goblet cell hyperplasia and
inflammatory cell infiltration.

Duodenum - Histology

mmm  Epithelial cell hyperplasia
=3 Goblet cell hyperplasia
= |nflamatory cell infiltration

I1SI total score

Figure 2 - Total sum of the histologic alteration score in the duodenum of broiler
chickens supplemented with eubiotics. Epithelial hyperplasia (IF=1), Goblet cell hyper-
plasia (IF=2), Inflammatory infiltration in the lamina propria (IF=3). Asterisks indicate
significant differences (p<0.01).

Relative expression of enterobacteria

In relationto the fold change of relative quantification
of enterobacteria determined by real time PCR can be
found in Figure 3. In ceca, in the case of E. coli, an
increase (p<0.05) of 2.9 times more in its expression
level was obtained when using bacteriophages than
the control group at 49 days of age. For C. perfringens,
it was overexpressed 7.3 times (p<0.05) more when the
probiotic B. subtilis was added than the control group
in chickens at 49 days of age. Regarding L. salivarius,
the use of the symbiotic allowed a 2-fold increase in
its expression level compared to the control treatment;
however, there was no significant difference (p>0.05).

DISCUSSION

Different studies support that the broiler
performance with the use of eubiotics is comparable
to that obtained with AGP (Mountzouris et al., 2010;
Ghazanfari et al., 2015; Gao et al., 2017; Hussein et
al., 2020), although according to other authors, these
additives do not cover the economic and productive
benefits of an antibiotic (Al-Khalaifah, 2018; Oviedo-
Rondan, 2019). In the present study, FCR was optimized
by 5% when including the antibiotic and eubiotics in
the diet, also obtaining a higher carcass yield when the
antibiotic was used with respect to the control group

Performance, Gut Integrity, Enterobacteria Content in
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E.coli 49d

& M= Control
B 3 = Bacteriophages
g B3 Antibiotic
22 =3 Probictic
E B3 Symbiotic
2

Control
Bacteriophages
Antibiotic
Prabictic
Symbiotic

Relative expression
pooon

Treatments

L. salivarius 49d

25
Control

Bacteriophages
Antibiotic
Probiotic
1.0 B Symbiotic

20

1.5

Relative expression

0.5

0.0
Treatments

Figure 3 —Effects of eubiotics in broiler chickens on the relative expression in cecum of
A} E. coli, B) C. perfringens and C) L salivarius. Error bars represent the standard error of
the mean of the relative expressions. Asterisks indicate significant differences (p<0.05).

(74% vs. 72.5%). Gao et al. (2017) reported a similar
improvement (5.9%) in FCR when using a probiotic
(Lactobacillus plantarum) compared with a combination
of antibiotics, just like Hussein et al. (2020) who, using
Bacillus spores (genera subtilis and ficheniformis) and a
phytobiotic compound to supplement diets of broiler
chickens infected with C perfringens, obtained a
BWG, FCR and mortality comparable to the group
treated with antibiotic (avilamycin). A study performed
with bacteriophages (0.5 and 1 g/kg), showed a higher
BWG than the control group, without effect in FCR
(Upadhaya et al.,2021). In the gut morphological
evaluation, the intestinal density (g/cm) was higher in
the broiler chickens of the control group, with respect
to the chickens fed B. subtilis-added diet. An increase
in intestinal density may be related to changes in the
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intestinal mucosa, which in some mammals represents
more than 50% of the thickness of the intestine, in
duodenum and jejunum (Di Donato et al., 2013), and
is possibly even greater in birds where the villi are
usually higher than that of mammals (Smyth, 2016).
On the other hand, it is known that, although intestinal
weight and length in chickens decrease after the first
week of age, this is compensated by an increase in
intestinal density to maintain nutrient delivery function
(Ravindran et al., 2006), which may indicate that birds
with higher intestinal mass have better nutrient
utilization. However, Cardinal et al. (2019) when
evaluating a reduced protein diet in broilers, observed
that supplementation of a protease reduced the
thickness of the lamina propria and epithelial surface,
which was associated with improved nutrients
transport and absorption, and thus higher productivity.
In another study, when using a mycotoxin metabolite
in broilers, it was observed a lower intestinal density
derived, according to their conclusions, from a lower
villi height (Riahi et af,, 2020). When changes in
intestinal thickness result in villi atrophy and thinning
of the tunica muscularis, macroscopically, the intestinal
wall becomes more translucent, which can be used as
an evaluation parameter for dysbacteriosis (Teirlynck et
al., 2011). This dysbacteriosis due to acute infection or
tissue damage manifests as pathological inflammation,
but when the immune response of the chickens is
appropriate, the inflammation is of a physiological
type (Kogut et al, 2018). To this extent, it can be
explained why the tendency to a lower intestinal
density implied a better productive response, as
obtained in this study. In the histometry of intestinal
villi, a greater height and area of villi in duodenum was
recorded, in chickens supplemented with the antibiotic
and eubiotics, being this intestinal segment, important
in the digestion and absorption of nutrients (Apajalahti
& Vienola, 2016). Something similar was reported in
other experiments, where using probiatics, prebiotics
and phytobiotics, improved characteristics of the villi
(Markovic et al., 2009; Giannenas et al., 2014; Hussein
et al., 2020). Elhassan et al., (2018) found that the use
of B. subtilis in chickens improved mucosal integrity in
the duodenum, reporting an increase in villi height, as
well as in the percentage of intact villi and a reduction
of somatostatin immunoreactive cells. When compared
with the use of an acidifier, it showed better results for
jejunum and ileum. For the specific case of
bacteriophages, there are data confirming that an
increase in villi height is possible, in duodenum and
jejunum, as shown by Kim et al. (2017) in weaned
piglets and that it was possible to verify it in the present
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investigation, at least for duodenum. When analyzing
the histological score based on epithelial changes and
inflammatory cell infiltration of the lamina propria, the
results of the research may be associated with a low-
grade inflammation status, since from a total score of
18, maximum values of 10 were reached in the
duodenum, with a higher score in the broiler chicken
fed additives. The above, because of an increase in
epithelial changes and inflammatory cell infiltration,
which positively affected intestinal integrity, obtaining
a better histometry of intestinal villi, which contributed
to intestinal health. In contrast, Ghazanfari et al.
(2015), when supplementing broiler diets with
antibiotic and coriander essential oil, reported an
increase in villus height and crypt depth, but at the
same time, a decrease in epithelial layer thickness and
number of goblet cells in the villi, which shows that
epithelial cell hyperplasia plays a dynamic role in
intestinal integrity and functionality. Cardinal et al.
(2019) in their evaluation of intestinal health, recorded
the best productive performance associated with a
lower histological score, although the differences were
only observed in three histological measurements;
decrease in lamina propria thickness, epithelial
thickness and enterocyte proliferation, without
changes in goblet cells and inflammatory infiltration.
Intestinal changes of this type were also reported by
Hassan et al. (2014) who indicated that the use of
probiotics favored a better performance due to the
increase in villi height and size and depth of the crypts,
as well as an increased amount of goblet cells in the
epithelial layer of the crypts, revealing an active
hyperplasia in the villi and crypts of Lieberktihn, which
is comparable to what was obtained in the present
investigation. In some cases, there are reports that the
use of B. subtilis can induce epithelial hyperplasia and
moderate metaplasia of the intestinal epithelium into
goblet cells, registering intestinal epithelium
regeneration (Hussein et al, 2020),which can be
compared with the results of current experiment
suggesting that the goblet cell hyperplasia and
histometry of the villi in the gut, favored intestinal
functionality and performance, as well as the treatment
with bacteriophages with a higher ratio of goblet cells
per 100 epithelial cells also improved productive
performance. Itis known that this hyperplasia of goblet
cells and mucus production can be induced by
beneficial bacteria, as demonstrated by Huang et al.
(2019), who reported an improvement in the relative
mRNA expression of proteins that compose tight
junctions, claudin and mucin 2 when using E. faecium
in chickens challenged with E. coli, whereas a reduction
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in E. coli counts was obtained from the third day post-
infection. In the evaluation of the content of
enterobacteria in the ceca, chickens that received diets
supplemented with bacteriophages and bacitracin
showed an increase in E. coli without changes in the
expression of the other bacteria at 49 days of age.
Engberg et al. (2000) indicated that bacitracin can
decrease the population of C. perfringens and L.
salivarius, although it didn’t happen in this study.
Respecting bacteriophages, Kim et al. (2017), observed
that when they were added to piglets, a decrease in
colonization by coliforms and Clostridium spp. was
observed, as well as an increase in the population of
Lactobacdillus spp., different from what was observed
in this study. Lactobacillus salivarius was found higher
than the control group, this accurred when symbiotic
was added to the diet, although no statistical difference
was recorded. It is noteworthy that this symbiotic does
contain L. salivarius as probiotic bacteria, and it was
the only one in which a clear tendency was found in its
increase. Something that is important to mention is
that there was an under expression of L. salivarius in
the ceca of the chickens treated with B. subtilis, and
that according to previous studies it is known that this
probiotic bacterium usually stimulates the presence of
bacteria of the genus Lactobacillus, especially L. reuteri,
because it produces subtilisin and catalase that facilitate
its growth (Al-Khalaifah et al, 2018), and therefore
can stimulate a change in microbial composition and
diversity in  broilers by increasing beneficial
microorganisms, contributing to protection against
Salmonella infection (Oh et al., 2017). The relationship
between B. subtilis and L. reuteri could not be
ascertained, so it is suggested to look for L. reuteri in
the ceca in a next experiment. Also, the addition of
probiotics such as L. reuteri and Bifidobacterium is
related to the stimulation in the production of MUC2
and the increase in the thickness of the mucus layer
(Paone & Cani, 2020) which may explain what was
obtained in the present study, that, although a greater
expression of L. salivarius was not demonstrated, there
was an increase in the hyperplasia of goblet cells in the
duodenum with the use of eubiotics. In general, what
has been seen so far has shown that the use of
multiespecie probiotics or symbiotics help to increase
the population of Lactobacillus spp. in, ileum or ceca,
as well as to decrease the population of bacteria such
as E. coli and sometimes C. perfringens (Mountzouris
etal., 2010; Giannenas et al., 2014; Dibaji et al., 2014).
The genus Lactobacillus are an effective tool to
positively alter the microbiome, as quoted verbatim by
Gao et al. (2017), who proved, that the maturation of

Performance, Gut Integrity, Enterobacteria Content in
Ceca of Broiler Fed Different Eubiotic Additives

the gut microbiome, was greatly accelerated with the
use of astrainof L. plantarum, increasing the population
of Lactobacillus spp., while the maturation was delayed
when antibiotic were used, however, the productivity
using the antibiotic was still possible, certainly because
the antibiotic promoted the growth of beneficial
bacteria. According to Tarradas et al. (2020), it has
been seen that in some cases, the mechanisms of
action of probiotics, such as L. salivarius and B. animalis,
change in the presence of pathogens, which implies
that the same changes may not always be observed, so
in particular situations they will act as pro-inflammatory
or as anti-inflammatory, being considered immuno-
modulators, that is why Adedokun & Olojede (2019)
do not recommend the use of these products in healthy
birds, without a minimum of intestinal stress or
challenge. In the case of bacteriophages, some authors
claim that they can also modify the microbiome, even
with the presence of temperate bacteriophages that
do not lyse bacteria (De Paepe et al., 2014). Upadhaya
et al. (2021) using bacteriophages as alternative
additives to APCs, indicated that the relative abundance
of L. salivarius increased from 18.86 % (control group)
to 37.80 and 40.13% with bacteriophages at 0.5 and
1% respectively in ileal mucosa of broilers at 35 days
of age. It should be added that the use of
bacteriophages, as commercial additives, requires
more information to prove their mode of action and
their effectiveness in the productive scale (Clavijo &
Vives, 2018). Finally, the findings observed in the
present study suggest that there was a physiological
inflammation, which according to Cardoso et al.
(2020), can be defined as a controlled intestinal
inflammatory response, in which only positive intestinal
histological changes were observed, evident in the
duodenum by the use of the antibiotic and eubiotics,
together with the optimal growth of intestinal willi,
which can be interpreted as described by Kim & Ho
(2010), as a balance and dynamic interactions between
intestinal epithelial cells, increased digestive capacity
and immunomodulation that is associated with the
integrity and maintenance of the intestinal mucosa,
promoted by the adequate colonization of beneficial
bacteria, which could only be observed as a trend of
colonization by L. salivarius when using the symbiotic.

CONCLUSION

The addition of the antibiotic bacitracin and eubiotics
used in the present study; bacteriophages, probiotic
(B. subtilis) and the symbiotic (L. salivarius, L. reuteri,
E. faecium, B. animalis, P acidolactici and inulin), in
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broiler diets, improved the productive performance at
49 days of age. This was congruent with what was
reported in the histometric variables of the villi, as well
as the histological changes that showed controlled
inflammation, fundamental for the maintenance
of intestinal integrity. The effect of bacteriophages
showed that they promote benefits at the intestinal
level as well as probiotics and symbiotics, however, it
is important to continue investigating the mechanisms
of action that make this possible. Considering the
variability in the results of enterobacterial counts, it
is recommended to contemplate the microbiome in
each study, since, as a dynamic system, more research
is required to understand the relationship of eubiosis
with productivity. For the time being, the use of
eubiotic additives, including bacteriophages, indicated
that they are an alternative to the use of the growth-
promoting antibiotic Bacitracin.
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