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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar una nueva formulacion de probidticos incluidos en el
agua de bebida y determinar sus efectos sobre pardmetros productivos y morfometria
intestinal en pollos broiler. Se usaron 240 pollos broiler Ross 308, de 1 dia, distribuidos en
tres tratamientos: Control (sin probidticos N=80), P1 (1,75 mL de probidtico/ave N=80), y
P2 (3,5 mL de probidtico/ave N=80). Los probidticos se administraron via agua de bebida
por 42 dias. Se calculd: peso vivo (PV), ganancia diaria de peso (GDP), consumo de
alimento (CA), y eficiencia de conversion alimentaria (ECA). Se determinaron también los
pardmetros histomorfoldgicos en intestino delgado (dias 22 y 42): alto de mucosa y alto de
vellosidades (AlV), ancho de vellosidades, profundidad de la cripta (PC), y proporcion
(AIV:PC). Se obtuvieron mayores PV en P1 los dias 22 y 32, la GDP se incremento el dia
22 en P1. El CA disminuy6 en P1y P2 el dia 42. La ECA aumento los dias 22y 42 en P1y
P2. En cuanto a histomorfologia intestinal, el dia 22 el grupo P2 obtuvo las vellosidades
mas anchas y las criptas menos profundas. El dia 42 el alto de mucosa fue mayor en P2, y
las vellosidades mas largas se observaron en los grupos P1 y P2. Al final del estudio el
probidtico mejor6 la ECA y algunos pardmetros morfométricos como AlV y alto de
mucosa. Los resultados podrian mejorar en condiciones Optimas de temperatura y

mantencidon del probiotico, necesitandose estudios futuros para su evaluacion.

Palabras clave: broiler, probioticos, parametros productivos, histomorfologia duodenal.



ABSTRACT

The aim of this study was the evaluation of a new formulation of probiotic to be included in
water drink, and determinate it effects on performance and histological changes at intestinal
mucosal in broiler chickens. It was used 240 chicks broiler Ross 308, 1 day old,
randomized in three treatment: Control (without probiotic N=80), P1 (1,75 mL
probiotic/bird N=80) and P2 (3,5 mL probiotic/bird N=80). The probiotic was
administrated daily in drinking water, for 42 days. The following parameters were
recorded: body weight (BW), daily weight gain (DWG), feed intake (FI) and feed
conversion rate (FCR). Also, duodenal morphology was evaluated as a measure of
intestinal integrity, measuring the following parameters: (days 22 and 42): mucosal height
(MH) and villus height (VH), villus width (VW), crypt depth (CD) and villus height to
crypt depth ratio (LV:CD). We observed an increased BW in P1 on days 22 and 32, the
DWG increased the day 22 in P1. FI decreased in P1 and P2 in day 42. The FCR was
higher on days 22 and 42 in P1 and P2. Regarding histomorphology, on day 22 group P2
had villus wider and lower crypt depth. On day 42 MH was higher in P2, and the longest
villus were observed in P1 and P2 groups. At the end of the study the probiotic improved
the ECA and some morphometric parameters such as VH and HM. These results could
improve in optimum conditions of temperature and maintenance of probiotic, requiring

further study for evaluation.

Key words: Broiler, probiotic, productive performance, duodenal histomorphology.



INTRODUCCION

Los probioticos son definidos como microorganismos vivos que tras ser ingeridos en
cantidades suficientes generan efectos beneficiosos sobre la salud de quien los ingiere, mas
alla de los efectos nutricionales convencionales (Anadon et al., 2006). Mejoran el balance
de la microbiota intestinal, aumentan la resistencia contra la colonizacion de agentes
patdgenos y mejoran la respuesta inmune (Sugiharto, 2014). Estos efectos beneficiosos
dependen de numerosos factores, como los inherentes al probiotico: tipos de
microorganismos usados, dosis, modo de administracién, tiempo y condiciones de
almacenaje (O,, CO,, sustratos alimenticios, temperatura), forma de vehiculizaciéon:
alimento o agua de bebida (Huyghebaert at al., 2011). Los procesos tecnoldgicos de
elaboracion también influyen en los efectos del probidtico (Sen et al., 2012; Del Piano et
al., 2006), tales como deshidratacion, congelacién, liofilizacion, secado por atomizacion,
microencapsulacion, entre otros (Paez, 2013; Kabir, 2009). Ademas, influyen factores
propios de los animales a los cuales se les entregan los probidticos como la especie animal,
edad, estado fisiol6gico-productivo y sanitario, y las condiciones ambientales de
alojamiento de los animales, entre los principales (Gaggia et al., 2010). Los
microorganismos deben cumplir requisitos para ser aceptados como probi6ticos, entre ellos
ser originario del hospedero y ejercer un efecto benéfico, persistir en el tracto
gastrointestinal, ser resistentes a las condiciones gastricas y acidos biliares, adherirse al
epitelio 0 mucosa intestinal, no ser patdgenos, ni toxicos, resistir ciertos procesamientos y
métodos de almacenaje, producir sustancias antimicrobianas, modular la respuesta del
sistema inmune, y ejercer antagonismo hacia bacterias patdgenas (Gaggia et al., 2010;
Singh et al., 2011).

La obtencién de microorganismos probidticos involucra diferentes procedimientos y
evaluaciones: toma de muestra desde el intestino de humanos o animales, aislacion,
identificacion vy tipificacion de la cepa, clasificacion taxondmica e identificacion de
secuencias de genes, evaluacion de la capacidad de crecimiento, evaluacion de la

resistencia a secreciones gastricas, biliares y pancreatica, evaluacion de seguridad con



verificacion de ausencia de genes de resistencia a antibiéticos o plasmidos de virulencia,
evaluacion de la estabilidad, vida util, viabilidad de almacenaje, estabilidad en procesos de
manufactura, estudios in-vitro, investigaciones clinicas en animales y humanos (Del Piano
et al., 2006). Los probidticos se elaboran a partir de una Unica especie microbiana o
realizando una mezcla de especies y/o cepas. Los microorganismos bacterianos
mayormente investigados y utilizados en produccion animal pertenecen a los géneros
Lactobacillus, Enterococcus, Bifidobacterium, Bacillus, Streptococcus y Pediococcus
(Anadon et al., 2006). Para el caso de levaduras y hongos son Saccharomyces (Gaggia et
al., 2010), Aspergillus y Candida (Kabir, 2009; Mountzouris et al., 2007).

Los probidticos surgen como una alternativa al uso de antibioticos como promotores del
crecimiento en aves de corral y otras especies animales, debido a su implicancia en la
emergencia de microbios resistentes a antibidticos (Kabir, 2009; Huyghebaert at al., 2011).
Esto llevd a la prohibicion de su uso en la industria avicola en algunos paises: Union
Europea (Huyghebaert at al., 2011), Chile (Chile, 2006), y otros. Es en este escenario que
los probidticos aparecen como una alternativa viable, con similares efectos promotores del
crecimiento en pollos broiler, ademéas de ejercer efectos beneficiosos sobre la salud y
sanidad animal, en particular sobre la salud intestinal (Franz et al., 2011).

La industria avicola ha evaluado diversos productos que permitan mejorar el rendimiento
productivo, entre ellos los probio6ticos (Agostini et al., 2012). La inclusién de probidticos
en la dieta de diferentes especies animales ha mostrado efectos positivos sobre parametros
productivos y de salud animal (Mountzouris et al., 2007), entre los cuales se mencionan
una mejora del balance de la microflora intestinal (Kabir et al., 2005; Kabir, 2009;
Mountzouris et al., 2007), mayor resistencia a agentes patdégenos, como Clostridium,
Salmonella spp., Campylobacter, Shigella, Escherichia coli (Kabir, 2009; Sen et al., 2012;
Fonseca et al., 2010; Mountzouris et al., 2007), fortalecimiento de la barrera intestinal
(Franz et al., 2011), mayor eficiencia de los procesos de digestion y absorcion intestinal
(Kabir, 2009; Sen et al., 2012), estimulacion del sistema inmune (Kabir, 2009), reduccion

de los niveles de triglicéridos y colesterol (Alkhalf et al., 2010), disminucion de la



excrecion de urea y amonio (Samanya y Yamauchi, 2002; Kabir, 2009), incremento del
rendimiento productivo (Sen et al., 2012; Awad et al., 2009; Samanya y Yamauchi, 2002;
Alkhalf et al., 2010), reduccién de la mortalidad, mejoramiento de la eficiencia de
conversion de alimento (Awad et al., 2009) y también cambios histolégicos intestinales
(Lopez et al., 2008; Awad et al., 2009; Sen et al., 2012; Kabir, 2009; Samanya Yy
Yamauchi, 2002; Fonseca et al., 2010). Se han realizado diversos trabajos de investigacion
en pollos broiler respecto del efecto de probidticos, principalmente sobre parametros
productivos y en menor medida sobre salud intestinal. En relacion a los parametros
productivos, numerosas investigaciones muestran sus efectos positivos sobre la ganancia
diaria de peso, mejora de la eficiencia de conversion alimentaria y el rendimiento de la
canal, disminucion de la tasa de mortalidad, entre otros (Alkhalf et al., 2010; Awad et al.,
2009; Kabir et al., 2004; Mountzouris et al., 2007; Samanya y Yamauchi, 2002). Sin
embargo, otros trabajos se contraponen a esta informacion y no han demostrado efectos
sobre los parametros productivos y sanitarios antes mencionados, al incluir probi6ticos en
la dieta (Fonseca et al., 2010; Karaoglu y Durdag, 2005).

La salud intestinal estd intimamente relacionada con su integridad, la cual puede ser
entendida como el Optimo funcionamiento y mantencion del epitelio que recubre la
superficie intestinal, lo que permite alcanzar el maximo desempefio y eficiencia productiva.
Esta integridad es sefial de salud intestinal, ya que diferentes microorganismos pueden
dafiar el epitelio ocasionando alteraciones de su funcion. El rendimiento productivo y la
eficiencia alimentaria, aspectos esenciales en produccion aviar, estan estrechamente
relacionados con la estructura morfologica intestinal, en especial con la mucosa intestinal,
entre otros (Huyghebaert et al., 2011; Sugiharto, 2014). Se sabe que vellosidades mas altas
y anchas aumentan la funcion digestiva y la superficie de absorcion del intestino (Markovic
et al., 2009; Awad et al., 2009), y que la disminucion de la profundidad de la cripta se
correlaciona con un incremento en la tasa de crecimiento de los animales, dado que la
continua renovacion de tejido tiene un alto consumo energético y proteico (Markovic et al.,
2009).



Los procesos de absorcién de nutrientes dependen completamente de los mecanismos que
ocurren en la mucosa intestinal (Pelicano et al., 2005). Alteraciones del metabolismo y/o
procesos inflamatorios cronicos de la mucosa intestinal, tienen como consecuencia una
disminucion en el alto y ancho de las vellosidades intestinales, aumento en la profundidad
de las criptas, lo que estd directamente relacionado con un incremento de la renovacion
celular y disminucion de la absorcion de nutrientes (Pelicano et al., 2005), que repercute en
la sanidad y productividad de los animales (Sugiharto, 2014).

A pesar de que el efecto de los probidticos sobre las caracteristicas histoldgicas de la
mucosa intestinal no es claro ain (Samanya y Yamauchi, 2002), los probioticos se han
usado en la dieta de aves para mejorar rendimiento y consecuentemente la eficiencia
energética del intestino, ya que sus mecanismos de accion serian capaces de evitar
alteraciones en la mucosa y en la microflora intestinal, disminuyendo los efectos negativos
sobre las microestructuras intestinales (L6pez et al., 2008; Pelicano et al., 2005). En
relaciéon a salud intestinal, se ha reportado que la inclusion de probioticos genera
vellosidades intestinales mas altas, anchas y densas, y criptas intestinales menos profundas,
junto con un incremento de la proporcion alto de vellosidad y profundidad de cripta,
ademas de modificar las poblaciones bacterianas, incrementando la poblacion de las
bacterias beneficiosas, principalmente lactobacilos (Awad et al., 2009; Fonseca et al.,
2010; Mountzouris et al., 2007; Sen et al., 2012; Samanya y Yamauchi, 2002), pero al igual
que con los pardmetros productivos, hay resultados contradictorios. Pelicano et al. (2005)
evalu6 la efectividad de diferentes preparados probidticos entregados en el alimento,
asociado o no al uso de prebidticos, en pollos broiler, obteniendo vellosidades intestinales
mas altas cuando Bacillus subtilis se asocié con prebidticos y la densidad intestinal no se
vio influenciada por el uso de algin promotor del crecimiento. Rodriguez et al. (2010)
evaluaron la inclusion de un probiotico en el alimento y su efecto sobre la morfometria de
vellosidades intestinales en duodeno, sin presentarse efectos significativos en los
parametros de altura y ancho de las vellosidades intestinales, mientras que la densidad de

las vellosidades fue significativamente menor en el grupo que recibid probiéticos.



En general, la entrega de probioticos se realiza a través del alimento (Alkhalf et al., 2010;
Awad et al., 2009; Fonseca et al., 2010; Karaoglu y Durdag, 2005; Pelicano et al., 2005,
2007; Samanya y Yamauchi, 2002), por lo que es muy importante asegurar una correcta
homogenizacién de la dieta y que los procesos tecnoldgicos de procesamiento del alimento
no afecten la viabilidad de los microorganismos. Se sabe que existen diferentes factores que
afectan la viabilidad de los probidticos durante su incorporacion al alimento, entre ellos la
temperatura (Del Piano et al., 2006; Paez, 2013; Pérez et al., 2013; Amerah, 2013). Por otra
parte, son escasos los estudios donde la entrega de probidticos se realiza a través del agua
de bebida. Entre éstos, Hosseini et al. (2013) no reportaron efectos del uso de probidticos
sobre el consumo de alimento, pero si obtuvo una mejora de la ganancia de peso corporal y
de la eficiencia de conversion alimentaria. Kabir et al. (2004) reportaron que las aves que
recibieron probioticos obtuvieron mejores resultados para todos los pardmetros estudiados:
ganancia de peso vivo, rendimiento de pierna y pechuga, y produccion de anticuerpos.
Timmerman et al. (2006) describieron una leve mejoria de los pardmetros productivos
cuando las aves recibieron probidticos en el agua. Swain et al. (2011) también describio
una significativa mejora en varios parametros productivos en pollos que recibieron
férmulas de lactobacilos en el agua. Un estudio comparativo fue el que realizaron Karimi et
al. (2010), quienes evaluaron la efectividad del probi6tico comercial Protexin, agregado en
el agua de bebida y en el alimento, sobre el rendimiento y la respuesta inmune de pollos
broiler. En relacién a los resultados de rendimiento productivo, estos indicaron que la
administracion en el agua de bebida mejord la ganancia de peso vivo, consumo de alimento

y eficiencia de conversion de alimento.

Las investigaciones consultadas que han evaluado la inclusion de probidticos en el agua de
bebida consideraron el estudio de mdltiples variables, entre ellas las productivas, pero no
el efecto de los probioticos sobre la morfologia de la mucosa intestinal de los animales. Por
tanto, la presente memoria de titulo tuvo como objetivo evaluar una nueva formulacion de
probiédticos incluidos en el agua de bebida y determinar sus efectos sobre parametros

productivos y morfometria intestinal en pollos broiler.



MATERIALES Y METODOS

Probidtico

El probidtico utilizado en este estudio fue suministrado por la empresa Oikos Chile Ltda.,
correspondiente al producto ProBio Balance™ Original, de presentacion liquida. Se
almacend en un recipiente plastico con capacidad para 20 L, cerrado con una tapa plastica,
siguiendo las directrices de la empresa, durante toda la duracion del estudio, en las
condiciones del galpon de alojamiento de los animales. En el producto comercial, las cepas
se encontraban en una concentracion de 6 x 10° UFC/mL, y su composicion se detalla en la
Tabla Nro. 1.

Tabla Nro. 1. Composicion bacteriana del probiotico utilizado (ProBio Balance™).

Bacillus subtilis Lactobacillus fermentum
Bifidobacterium animalis Lactobacillus plantarum
Bifidobacterium bifidum Lactococcus lactis (Streptococcus lactis)
Bifidobacterium longum Rhodopseudomonas palustris
Lactobacillus acidophilus Saccharomyces cerevisiae

Lactobacillus casei Streptococcus thermophilus

Lactobacillus delbrueckii

OIKOS Chile Ltda. 2013.

Manejo de los animales

Se utilizaron 240 pollos broiler de la linea genética Ross 308, machos, de un dia de edad. El
estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de FAVET (4-2013). El estudio se realizo
en la “Unidad Experimental de Produccion y Nutricion Avicola” de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (FAVET), en los meses de diciembre a

enero (estacion de verano en Chile), que cuenta con un pabellén experimental de



construccion convencional con piso de cemento, ventilacion natural y control de
temperatura ambiental mediante campanas de gas. Las horas luz, se mantuvieron dentro de
los rangos establecidos para pollos broiler Ross 308 (Aviagen Group, 2010). El piso de los
corrales fue cubierto con cama de viruta de madera (20 cm de altura). Cada corral dispuso
de un comedero tipo colgante con capacidad para 10 kg de alimento y un bebedero tipo
campana conectado al agua potable. La dieta entregada fue concentrado para pollo broiler
etapa de inicio (1-22 dias) y final (23-42 dias) adquirido en Alimentos Cisternas S.A. Se
ofrecio alimento y agua potable ad libitum durante todo el periodo de crianza de 42 dias. Se
tomaron muestras en duplicado del alimento y se les realiz6 un analisis quimico proximal
en el Laboratorio de Nutricion de FAVET. El alimento cumplié con los requerimientos

nutricionales de pollos broiler Ross 308 establecidos por Aviagen Group (2010).

Disefio experimental

Las aves fueron distribuidas en un disefio experimental completamente al azar en un arreglo
factorial de 1x3 con 1 producto probiotico a evaluar y 3 niveles de inclusién, con un total
de 3 tratamientos con 4 réplicas de 20 aves cada una. Los siguientes tratamientos fueron
aplicados: Control (sin probiético), P1 (probiotico en agua en cantidades de 1,75 mL/ave,
35 mL por corral de 20 aves), y P2 (probi6tico en agua en cantidades de 3,5 mL/ave, 70 mL
por corral de 20 aves). Estas dosis fueron las recomendadas por el fabricante. Los
probidticos se administraron de forma manual utilizando una jeringa e incorporados
homogéneamente al agua de los bebederos, diariamente a la misma hora (15:00 horas)
durante toda la duracion del estudio (42 dias).

Parametros de rendimiento productivo

Todos los pollos fueron pesados los dias de estudio: 1, 22, 32 y 42 (utilizando una balanza
digital). Una hora antes del pesaje el alimento fue retirado a todas las aves. EI consumo de
alimento (CA) se controlo los dias 22 y 42, para lo cual se peso el alimento de forma
acumulativa cada vez que este se entregd a los animales, y en los dias indicados se pesaron
los restos de alimento que las aves no consumieron desde los comederos, obteniendo el CA
por diferencia. Se calcularon los siguientes indicadores productivos: ganancia diaria de
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peso vivo (GDP) (Ecuacion 1) y eficiencia de conversion alimenticia (ECA) (Ecuacién 2)
(Tabla Nro. 2).

Los animales que fueron encontrados muertos se descontaron al momento de realizar los
calculos de CA'y ECA.

Tabla Nro. 2. Formulas para el célculo de los indicadores productivos.

Ecuacion 1
Pf-Pi
GDP =
N
Donde: Pf es peso final, Pi es peso inicial y N corresponde al nimero de
dias considerados.
Ecuacion 2

CATperiodo / animal
Pf

ECA =

Dénde: CAT es consumo total de alimento en el periodo (kg), Pf peso final
total en el periodo (kg).

Anélisis morfométrico de intestino

La obtencion de las muestras de intestino delgado se realizd en la Sala de Necropsia del
Departamento de Patologia Animal de FAVET, en los dias 22 y 42 de estudio. Se
sacrificaron 8 aves de cada tratamiento por dislocacion cervical y se les retird el tracto
gastrointestinal, para tomar muestras en triplicado de 1 cm x 1 cm de duodeno, las cuales se
fijaron en formalina al 10% por 48 hrs (Wang et al., 2008). Cortes transversales de las
muestras fueron embebidos en paraplax, para luego obtener cortes de 4 um de espesor, los
que se montaron sobre porta objetos y fueron tefiidos con hematoxilina y eosina, con el
objetivo de realizar un estudio histoldgico (Cediel et al., 2009). En las muestras se
realizaron las siguientes mediciones (um) (Figura Nro. 1): (1) alto de mucosa, (2) alto de




las vellosidades intestinales, (3) ancho de las vellosidades intestinales, (4) profundidad de
las criptas intestinales y (5) proporcion alto de vellosidad y profundidad de cripta. Se
midieron las vellosidades que en los cortes de seccién mostraron disposicion vertical, desde
el apice hasta la base de la vellosidad, en el encuentro con la cripta intestinal. Aquellas
vellosidades que presentaron cortes o mal posicionamiento fueron excluidas. Las
mediciones se obtuvieron por microscopia dptica (NIKON Eclipse E400), y con el apoyo
de un programa computacional de medicion (Imaging Software NIS Elements 3.00). Se

realizaron 50 mediciones para cada parametro, por grupo de tratamiento.
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Figura Nro. 1. Esquema explicativo de las mediciones de morfometria intestinal.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados a través de un ANOVA mediante el procedimiento GLM y
prueba de Tukey del paquete estadistico SAS®. EI modelo matematico utilizado fue el
siguiente: Yi=p + ai + Bj + afij + €i, siendo Yi: variable productiva del animal o variable
histomorfométrica; |: la media general de todas las observaciones; a: el efecto del
tratamiento (C, P1 y P2); f: el efecto del tiempo de muestreo (22 y 42 dias); af: la
interaccion entre estos factores y €: el error aleatorio. Las medias se presentaron a traves de

promedios y comparando por Tukey. Se considerd un nivel de significacion del 5%.



RESULTADOS Y DISCUSION

La mezcla probidtica fue afiadida al agua de bebida diariamente segln las instrucciones del
proveedor del producto, y como se indicé en la seccion de métodos. Sin embargo, la forma
de conservacion del producto no fue el adecuado, debido a factores ambientales como las
altas temperaturas alcanzadas en el galpon de alojamiento de los animales, en donde se
encontraba el probiotico, y otros factores inherentes a este tipo de producto, lo que se
discutira a continuacién, y explicaria en parte algunos de los resultados obtenidos en la

presente investigacion.

Rendimiento productivo

La Tabla Nro.3 presenta los resultados de los parametros productivos, asi como también los
valores de significancia de interaccion entre el efecto del probidtico y tiempo de
administracion de éste. La administracion de probi6ticos en el agua no tuvo efecto sobre el
peso vivo antes del dia 22, posiblemente debido al proceso de desarrollo del sistema
digestivo de las aves. En estas, los mecanismos de absorcion estan desarrollados desde el
nacimiento pero no se encuentran maduros y la capacidad digestiva no es completamente
funcional (Mateos et al., 2002), la que se alcanza a las dos semanas de edad (Gomez,
2010). A partir del dia 22 se presentdé un aumento significativo del peso vivo en P1, en
comparacion al grupo control, el cual no difiri6 del grupo P2. Al dia 32, las aves que
recibieron probidticos en el agua mostraron pesos superiores respecto del grupo control,
independiente de la dosis de probiotico utilizada. Al dia 42 no se observaron diferencias de

peso Vvivo entre los tratamientos.
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Tabla Nro. 3. Efecto del tratamiento con probioticos en el agua sobre parametros de
rendimiento productivo de pollos Broiler (promedio £ DS) y valor-p de interaccion

probidtico y tiempo de administracion.

Grupos de tratamiento

Valor-p
Dia/Periodo de Control P1 P2 interaccion
medicion Peso vivo ()
1 41+ 3% 42 + 3% 42 + 4% -
10 158 + 16% 170 + 15% 170 + 16% -
22 448 + 718 486 + 62 471 + 7333 0,032
32 864 + 110* 953 + 104> 956 + 112 0,022
42 1.473 + 176% 1.477 +202%°  1.468 +177% -
Ganancia diaria de peso Vvivo (g)
22 18 + 3% 20 + 2" 19 + 3%1 0,041
42 34 + 4% 34 + 4% 33 + 4% -
Consumo de alimento (kg/réplica)
1-22 13+ 0,8 12 + 0,24 12 +0,1% -
1-42 55 + 0,8% 47 +0,2" 47 + 0,1 0,017

Eficiencia de conversién alimentaria (kg alimento/kg peso vivo)

1-22 1,50 + 0,09% 1,34 + 0,02 1,36 + 0,01™ 0,044

1-42 211 +0,03% 1,85 + 0,01 1,83 + 0,04 0,042

P1: 1,75 mL/ave de probidtico en agua; P2: 3,5 mL/ave de probiético en agua; Valor-p interaccion:
significancia de interaccion entre factores probidtico y tiempo de administracion. Dentro de la misma fila los
promedios con distintas letras en superindices (*°) indican diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos. En cada columna y para cada variable ndimeros distintos (****°) indican diferencias
estadisticamente significativas segun el tiempo (p<0,05). (-) no significativo.

Estudios previos, como el de Alkhalf et al. (2010) evidenciaron mejoras del peso vivo de
pollos broiler por efecto de la adicion de probidticos en el alimento. Karaoglu y Durdag
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(2005) también obtuvieron aumento del peso vivo de pollos tras administrar probidticos en
el alimento, aunque el efecto desaparecid a partir del dia 35. Los resultados de Medina et
al. (2014) en cambio no dan cuenta de un incremento del peso vivo al utilizar probidticos
durante los 42 dias que dur0 el ensayo. En este estudio, el efecto del probiotico sobre el
peso vivo desaparece el dia 42, lo que podria ser atribuido a una disminucion de la
efectividad del probidtico por menor viabilidad de los microorganismos presentes en el
producto. Se sabe que las condiciones de almacenamiento y medio ambientales afectan la
sobrevivencia de las bacterias probidticas, lo que disminuye su nimero viable, y altera la
dosis que permite ejercer los efectos beneficiosos del probidtico (Del Piano et al., 2006). El
fabricante del probidtico utilizado en este estudio garantizd una concentracion de
microorganismos viables de 6 x 10° UFC/mL al comienzo del estudio. Sin embargo, en la
Memoria de Titulo de Vargas (2014), donde se utiliz6 este mismo producto bajo las mismas
condiciones, se reportd que el recuento de aerobios mesofilos (RAM) en la solucion que
contenia el probidtico disminuyd constantemente, a medida que avanzd el tiempo del
estudio, siendo el recuento al dia 22 de 4,8 £ 0,02 log10 UFC/mL vy al dia 42 de 3,8 + 0,03
logl0 UFC/mL. Vargas (2014) atribuyo el menor RAM del dia 42 a la falta de sustrato
alimenticio para el desarrollo de las bacterias, lo cual llevo al agotamiento de sus
poblaciones, asi como también, a la fluctuacién de gases O, y CO, dentro del envase que
contenia el probidtico, dada la naturaleza anaerobia de algunos géneros bacterianos
incluidos en esta mezcla probidtica, y a las condiciones de elevada temperatura del galpon
en donde los pollos estuvieron alojados, que pudieron influir en la viabilidad de 2 de las
especies probidticas susceptibles a altas temperaturas y que fueron utilizadas en la

elaboracion de este producto (Rhodopseudomonas palustris y Saccharomyces cerevisiae).

Respecto de la ganancia diaria de peso vivo, esta presentd una dindmica consistente y
similar a la del peso vivo. El dia 22 el grupo P1 alcanzo6 la mayor ganancia diaria de peso
vivo respecto del grupo control. EI grupo P2, tuvo un incremento tal que no resulto ser
distinto del grupo control y P1. En el dia 42, no se apreciaron diferencias significativas
entre la ganancia diaria de peso de los distintos grupos de tratamiento, efecto que tampoco
se present0 sobre el peso vivo al dia 42 (Tabla Nro. 3), lo que podria atribuirse a un bajo

recuento y viabilidad de las bacterias probioticas como se menciond anteriormente. Los
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resultados de ganancia diaria de peso vivo concuerdan con los obtenidos por Hosseini et al.
(2013), asi como también con los de Sen et al. (2012) y Alkhalf et al. (2010), aunque para
estos dos ultimos autores la ganancia diaria de peso vivo se mantuvo hasta finalizado el
periodo de estudio, o que no ocurrié en este caso. Por otra parte, también hay trabajos
donde no se obtuvo un incremento de la ganancia diaria de peso vivo al incluir probidticos
(Karaoglu y Durdag, 2005; Medina et al., 2014).

Los efectos dosis-respuesta obtenidos el dia 22, tanto en el peso vivo como en la ganancia
diaria de peso vivo, donde la menor dosis de probidtico (P1) consiguié el mejor
desempefio, se condice con experiencias previas, donde bajas concentraciones de
probidticos resultan mas eficaces en comparacion con concentraciones superiores. Alkhalf
et al. (2010) obtuvieron mayores pesos vivos y ganancia diaria de peso vivo con dosis bajas
de probidticos, tal como ocurrié en este estudio al dia 22. Por el contrario, Swain et al.
(2011) obtuvieron incrementos en la ganancia diaria de peso vivo e ingesta de alimento
conforme la dosis de probioticos administrada iba en aumento, y la tasa de conversién de
alimento, la tasa de eficiencia proteica y el indice de rendimiento solo mejoraron con la
dosis superior. Sen et al. (2012) también obtuvieron mejoras de la ingesta de alimento, la
ganancia diaria de peso vivo y la tasa de conversion de alimento conforme incrementd la
dosis de probidtico en la dieta. Por tanto, pareciera ser que la dosis adecuada, que segun
Sen et al. (2012) es la ingesta diaria de entre 10°-10° microorganismos, deberia ser en
funcién del efecto esperado y del estado de desarrollo del animal. La edad de las aves seria
un factor a considerar, ya que el intestino es mas susceptible a variaciones de la microflora
en etapas iniciales, y una vez establecida la poblacién microbiana adulta se torna bastante
estable, ademas el crecimiento del intestino podria demandar una dosis distinta conforme su

tamano aumente.

El consumo de alimento registrado entre los dias 1-22 no presentd diferencias entre los
grupos de tratamiento (Tabla Nro. 3), sin embargo para el periodo total, comprendido entre
los dias 1-42 de estudio, hubo una disminucion del consumo de alimento en los grupos que

recibieron probidticos en el agua. Medina et al. (2014) y Hosseini et al. (2013) no tuvieron
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variaciones del consumo de alimento al incluir probidticos durante los dias 1-21 de vida, al
igual como ocurrid en esta experiencia. Sin embargo, Medina et al. (2014) registraron un
incremento del consumo de alimento para el periodo total, de 42 dias, por efecto del
probidtico, situacion contraria a la obtenida en este estudio. En general, los resultados de
experiencias previas muestran un aumento del consumo de alimento, ya sea en algin
periodo o en el periodo total de evaluacion (Sen et al., 2012; Alkhalf et al., 2010), mientras
que otros no registran efecto de la inclusion de probidticos sobre el consumo de alimento
(Karaoglu y Durdag, 2005).

En las aves, el consumo de alimento es regulado por diversos factores, entre ellos el factor
ambiental mas importante es la temperatura, siendo la éptima para el desempefio general de
los pollos entre los 20-25°C, rango que corresponde al de neutralidad térmica (Quishpe,
2006; Corona, 2012). Cuando la temperatura sobrepasa la neutralidad térmica el consumo
de alimento disminuye (Quishpe, 2006). El bajo consumo de alimento que tuvieron las
aves, respecto de la ingesta esperada para la linea genética (5.050 g/42 dias) (Aviagen
Group, 2014), puede ser explicado por las condiciones de alta temperatura ambiental que se
presentd dentro del galpén de crianza durante el desarrollo del presente estudio, que
oscilaron entre los 22 a 37°C. El bajo consumo de alimento se correlaciona con los bajos
pesos que tuvieron las aves, que para la linea genética se estiman en 1.040 g al dia 22 y
3.023 g al dia 42 (Aviagen Group, 2014). Aunque estudios previos dan cuenta de un
aumento en el consumo de alimento al recibir probioticos, Hosseini et al. (2013) menciona
que el consumo de probidticos puede provocar una disminucion en el consumo de alimento,
ya que mejoran la retencion de nutrientes, debido a que las bacterias secretan enzimas que
hidrolizan nutrientes energéticos, lo que llevaria a reducir el consumo de alimento. Esta

hipétesis es concordante con lo ocurrido en este estudio.

La eficiencia de conversion de alimento mejoré en los grupos que recibieron probioticos, en
ambos periodos evaluados. La mejora del periodo de 1-22 dias, puede asociarse a mayores
pesos en P1y P2, respecto del grupo control, dado que el consumo de alimento durante este

periodo no tuvo diferencias significativas entre los grupos experimentales. Para el periodo
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total (dias 1-42), la mejora de la ECA en las aves que recibieron probi6tico se condice con
el menor consumo de alimento registrado durante el mismo periodo, ya que los pesos de
finalizacion de las aves fueron similares entre los grupos experimentales. En este estudio,
la eficiencia de conversion de alimento mejord en las aves que consumieron probioticos,
independiente de la dosis administrada. Esto puede atribuirse al incremento de la eficiencia
de los procesos de digestion y absorcion de nutrientes dada por la presencia de bacterias
probidticas (Alkhalf et al., 2010).

El efecto del consumo de probidtico y el tiempo de administracion tuvieron una interaccion
significativa en todos los momentos en los cuales los probi6ticos mostraron algun efecto
sobre los parametros evaluados. Por lo tanto, el efecto del probioético depende del tiempo
por el cual éste sea administrado, lo que ademas podria relacionarse con la edad en que los
pollos lo consumen, tal como ha sido reportado por varios autores (Alkhalf et al., 2010;
Karaoglu y Durdag, 2005; Hosseini et al., 2013; Medina et al., 2014).

Morfometria intestinal

La Tabla Nro.4 presenta los resultados de los parametros histomorfoldgicos evaluados los
dias 22 y 42 de estudio, asi como también los valores de significancia de la interaccion

entre el efecto del probiédtico y tiempo de administracion de éste.

Los resultados del dia 22 muestran que los parametros de alto de mucosa y alto de
vellosidad intestinal no presentaron diferencias entre grupos. El ancho de vellosidad
intestinal, en cambio, fue superior en P2, observandose un efecto dosis dependiente, a
diferencia de lo que ocurrié con el grupo control y P1, los cuales resultaron ser similares.
Respecto de la profundidad de cripta, esta fue menor para P2, sin diferenciarse del grupo
control, mientras que P1 obtuvo el mayor promedio de profundidad de cripta. La relacion
alto de vellosidad y profundidad de cripta fue inferior para el grupo P1, mientras que los
grupos control y P2 presentaron relaciones superiores y similares entre si. En las

mediciones realizadas el dia 42, la altura de mucosa fue superior en P2, respecto de los
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Tabla Nro. 4. Efecto del tratamiento con probioticos en el agua sobre parametros
histomorfoldgicos de duodeno en pollos Broiler (promedio + DS) y valores-p de interaccion

probidtico y tiempo de administracion.

Grupos de tratamiento

Valor-p
Parametros Control P1 P2 interaccién
Intestinales Dia 22 de estudio
AM (um) 1.558 + 229* 1.436 + 190™ 1.529 + 268" -
AlV (um) 1.333 + 224% 1.195 + 166 1.242 + 203* -
AnV (um) 141,9 + 33 150 + 36™ 175 + 46* 0.023
PC (um) 209 + 50™ 240 + 69" 185 + 49 0,002
AIV:PC (um) 6,8 + 2,2 52+1,7™ 7,3+22% 0,031
Dia 42 de estudio
AM (um) 1.947 + 399% 1.946 + 342% 2.097 £268" 0,021
AlV (um) 1.408 + 317% 1.568 + 326" 1.652 + 314" 0,011
AnV (um) 210 + 47% 223 +51% 231 + 58% -
PC (um) 399 + 83* 364 + 81% 391 + 81% -
AIV:PC (um) 3,7+1,2% 4,8 + 2,4% 4,5 +1,6% -

AM: alto de mucosa, AlV: Alto de vellosidad intestinal, AnV: ancho de vellosidad intestinal, PC:
profundidad de cripta, AIV:PC: relacion alto de vellosidad y profundidad de cripta; Valor-p interaccion:
significancia de interaccién entre factores probiético y tiempo de administracién. Dentro de la misma fila los
promedios con distintas letras en superindices indican diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos. En cada columna y para cada variable nimeros distintos indican diferencias estadisticamente
significativas segun el tiempo (p<0,05). (-) no significativo.

grupos control y P1, observandose un efecto de la dosis utilizada en este parametro. El alto
de vellosidad de los grupos P1 y P2, fueron similares y significativamente superiores
respecto del grupo control. No se observaron diferencias en el ancho de vellosidad

intestinal, profundidad de cripta ni relacion largo de vellosidad y profundidad de cripta.
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Ademas, se obtuvo una interaccion significativa entre los factores probidtico y tiempo de

administracion en todos los momentos en que el probidtico tuvo un efecto significativo.

Los resultados obtenidos en este estudio fueron contrastados con experiencias previas que
entregaron probiodticos en el alimento, ya que en base a los recursos bibliogréaficos
consultados no se cuenta con estudios que hayan entregado probiéticos en el agua de
bebida y evaluado posteriormente parametros histomorfolégicos. Los resultados de la
inclusion de probidticos hasta los 22 dias de vida no son concordantes con los obtenidos
por Fonseca et al. (2010), quienes luego de entregar probioticos desde el dia 7 al 28 de
vida, obtuvieron vellosidades més largas. Tampoco concuerdan con los resultados de Lopez
et al. (2008), quienes obtuvieron un incremento en la relacion alto de vellosidad y
profundidad de cripta luego de entregar probidticos hasta el dia 22 de vida. En los
resultados del dia 42 es posible observar que el efecto de los probidticos fue sobre alto de
mucosa Yy alto de vellosidad. Resultados similares son los de Song et al. (2014), quienes
obtuvieron un aumento del alto de vellosidad y ningun efecto sobre la profundidad de
cripta, asi como tampoco sobre la relacion alto de vellosidad y profundidad de cripta.
Rodriguez et al. (2010) tampoco encontraron efectos sobre el ancho de vellosidad ni el alto
de vellosidad luego de entregar probidticos a partir del dia 21 de crecimiento.

Los cambios de la mucosa intestinal que se presentaron en este estudio no son concordantes
con los resultados de Mohan et al. (1996), quienes reportaron que el efecto benéfico de los
probidticos en pollos ocurre solamente después de la cuarta semana de crecimiento. Esto
podria estar relacionado al establecimiento inicial de la flora intestinal en aves, al ser
expuestas a factores ambientales, de alimentacion y de manejo. La colonizacion temprana
del intestino por bacterias benéficas juega un rol importante en el desarrollo de la estructura
y morfologia intestinal, ya que las bacterias comensales, asi como las probioticas,
contribuyen con elementos nutricionales que son aprovechados por las células epiteliales,
como acidos grasos de cadena corta que favorecen la renovacion y la funcién de barrera del
epitelio, en particular el acido butirico, el cual tiene un efecto trofico en los enterocitos al

ser una fuente directa de energia y modular la proliferacion de las células intestinales
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(Sugiharto, 2014). Se sabe que durante la primera semana de vida el intestino se somete a
una maduracion rapida, de tal manera que el alargamiento de las vellosidades alcanza el
50% de su tamafio adulto (Aviagen Group, 2013). Segun Rodriguez et al. (2010), la edad
de las aves es un factor determinante, presentandose mayor amplitud, nimero y area de
vellosidades a mayor edad. Esta dinamica de desarrollo podria coincidir con los resultados
del presente estudio; en principio el ancho de las vellosidades y la profundidad de la cripta,
y finalmente el alto de mucosa junto con el aumento del alto de las vellosidades
intestinales. Ademas, segun Sen et al. (2012) los probioticos ejercen sus efectos por accion
acumulativa, razon por la cual también podria haberse provocado cambios

histomorfoldgicos tardios en el tiempo.

La dosis alta de probiotico (P2) mostrd efectos dosis dependiente en ancho de vellosidad y
alto de mucosa, mientras que la dosis baja (P1) resulto ser suficiente para incrementar el
alto de vellosidad. Cambios asociados a determinadas dosis son también reportados por
Samanya y Yamauchi (2002), quienes obtuvieron vellosidades mas altas al incluir un 0,2%
de probidtico en el alimento, y por el contrario dosis superiores no fueron eficaces. Sen et
al. (2012) encontraron vellosidades mas altas al suplementar con 0,30% y 0,45% de
probidtico en el alimento, siendo dosis inferiores ineficaces. El efecto relacionado a una
dosis en particular podria deberse a diversos factores, como la edad, los microorganismos
qgue componen el probiodtico, dado que existen determinados efectos relacionados a
determinadas cepas. También la viabilidad del producto tiene un rol fundamental, asi como

su capacidad de persistir en el hospedero.

En este estudio se obtuvieron mejoras del rendimiento productivo sin los cambios
esperables de la mucosa intestinal, a excepcion del alto de mucosa y del alto de las
vellosidades intestinales. El incremento del alto de vellosidad se condice con un incremento
en la funcion digestiva y absortiva del intestino debido al aumento de la accion de enzimas,
sistemas transportadores de nutrientes y del area de absorcion intestinal (Awad et al.,
2009), lo que repercute en una mejora de la eficiencia de conversion de alimento, entre

otros. Al finalizar el estudio se obtuvo un incremento del alto de vellosidad en las aves que
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recibieron probidticos, asi como también un incremento del alto de mucosa, aunque esta
ultima solo fue significativamente superior en el grupo que recibié la dosis alta de

probidtico.

CONCLUSIONES

La inclusion del probiotico ProBio Balance en el agua de bebida mejoré significativamente
los parametros productivos e histomorfoldgicos de eficiencia de conversion de alimento y

alto de vellosidad intestinal, independiente de la dosis administrada.

El uso de 1,75 mL de probidtico por ave o 35 mL de probiotico por 20 aves es suficiente

para obtener mejoras productivas e histomorfologicas.

Las condiciones ambientales de temperatura y mantencion del producto probiético no
fueron las Optimas, por lo que los resultados podrian mejorar en condiciones favorables,

necesitandose mas estudios futuros para su evaluacion.
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