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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas en aves de produccion causan pérdidas econdémicas a los
avicultores. Aunque los antimicrobianos se utilizan para prevenir enfermedades, su uso
excesivo ha llevado al desarrollo de microorganismos resistentes, representando un riesgo para
animales y humanos. Por lo tanto, es necesario buscar alternativas sostenibles que reemplacen
los antibidticos sin comprometer la nutricién y el rendimiento de las aves. Esta investigacion
evalla la influencia del probidtico Ecobiol “Bacillus amyloliquefaciens CECT 5940" sobre la

carga bacteriana y la respuesta inmunitaria en pollos COBB.

Se criaron 288 pollos de engorde COBB en la granja “La Pradera”, asignandolos
aleatoriamente en 4 tratamientos: CM y CH (Machos y Hembras alimentados con dieta
control), EM y EH (Machos y Hembras alimentados con dieta basal mas 0,5 kg/Tn de
probiotico), con 3 repeticiones cada uno. Se realiz6 vacunacion sistémica contra los virus que
provocan la enfermedad de Newcastle (ND), Bronquitis infecciosa (IB) y enfermedad
infecciosa de la Bursa (IBD). Se selecciond al azar 1 ave de cada repeticion que se sacrificaron

el dia 1, 21 y 42 de vida para la extraccion de muestras de ileon, sangre y érganos linfaticos.

La suplementacion con B. amyloliquefaciens en machos aumento el contenido de Escherichia
coli en ileon a los 42 dias de vida en comparacion al resto de tratamientos (p<0.01); mientras
que Clostridium perfringens se mantuvo constante durante el dia 1 (p> 0.05) y 21 (p> 0.05) de
crianza. La inmunidad humoral se analizo a través del titulo de anticuerpos que no presentaron
diferencias significativas durante los 3 puntos de muestreo para NDV (p=0.76; p=0.36; p=0.70)
e IBD (p=0.30 p=0.74; p=0.72); mientras que, se observo una mejora (p=0.02) en el dia 21 del

tratamiento CH respeto al resto.

El indice de bazo, bursa y timo no presentaron diferencias significativas entre los tratamientos.
Sin embargo, el indice de bursa mostrdé un atrofiamiento generalizado, respaldado por la
produccion de anticuerpos sugiriendo la presencia de una infeccion por IBD dentro de la nave
de crianza. Este estudio concluye que el probidtico utilizado no afectd la carga bacteriana
intestinal ni la respuesta inmunitaria de las aves. Aunque no se encontraron diferencias
significativas, se recomienda reformular la dosis del probiotico y realizar estudios adicionales
con diferentes niveles de inclusidn para evaluar su potencial sobre la salud y el rendimiento de

pollos de engorde.

Palabras clave: Pollos de engorde, probiotico, Bacillus amyloliquefaciens, inmunologia,

microbiologia



ABSTRACT

Infectious diseases in poultry cause economic losses to poultry farmers. Although
antimicrobials are used to prevent diseases, their excessive use has led to the development of
resistant microorganisms, representing a risk for animals and humans. Therefore, it is necessary
to look for sustainable alternatives to replace antibiotics without compromising poultry
nutrition and performance. This research evaluates the influence of the Ecobiol probiotic
“Bacillus amyloliquefaciens CECT 5940” on bacterial load and immune response in COBB

chickens.

A total of 288 COBB broilers were raised at “La Pradera” farm, randomly assigned into 4
treatments: CM and CH (Males and Females fed control diet), EM and EH (Males and Females
fed basal diet plus 0.5 kg/Tn of probiotic), with 3 replicates each. Systemic vaccination against
viruses causing Newcastle disease (ND), Infectious Bronchitis (IB) and Infectious Bursal
Disease (IBD) was performed. One bird was randomly selected from each repetition and
sacrificed on day 1, 21 and 42 of life for the extraction of ileum, blood and lymphatic organ

samples.

Supplementation with B. amyloliquefaciens in males increased Escherichia coli content in
ileum at 42 days of life compared to the rest of treatments (p<0.01); while Clostridium
perfringens remained constant during day 1 (p> 0.05) and 21 (p> 0.05) of rearing. Humoral
immunity was analyzed through the titer of antibodies that did not present significant
differences during the 3 sampling points for NDV (p=0.76; p=0.36; p=0.70) and IBD (p=0.30
p=0.74; p=0.72); while an improvement (p=0.02) was observed on day 21 of the CH treatment

with respect to the rest.

The spleen, bursa and thymus index showed no significant differences between treatments.
However, the bursa index showed a generalized atrophy, supported by the production of
antibodies suggesting the presence of IBD infection inside the broiler house. This study
concludes that the probiotic used did not affect the intestinal bacterial load or the immune
response of the birds. Although no significant differences were found, it is recommended to
reformulate the dose of the probiotic and conduct additional studies with different inclusion

levels to evaluate its potential on broiler health and performance.

Keywords: Broilers, probiotic, Bacillus amyloliquefaciens, immunology, microbiology
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CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1. Problema de investigacion

La industria avicola en el Ecuador enfrenta varias problematicas que deben ser resueltas para
mejorar las practicas de produccion, evitar brotes de enfermedades y disminuir los indices de
mortalidad de las aves. Por lo que, para satisfacer al mercado se requiere implementar varias
técnicas que mejoren la ingesta de alimento, la ganancia de peso y disminuyan la
susceptibilidad a enfermedades en aves, asegurando la salud, la fisiologia, la calidad y cantidad
del producto para los consumidores (Ebeid et al., 2021; Hedman et al., 2020; Saadaoui et al.,
2021). Por otro lado, la crianza de aves a pequefia escala (crianza traspatio), se emplea para
consumo propio y comercio local, produciendo pollos sin ninguna supervision técnica. Dicha
practica es coman en las regiones rurales y suburbanas del Ecuador, siendo Imbabura la cuarta
provincia con mayor produccion de pollos de engorde nivel nacional (INEC, 2023). Como
consecuencia de la produccion informal surgen brotes de enfermedades que afectan
econdémicamente a todo el sector avicola, debido a la falta de acciones oportunas de prevencion,

alerta y erradicacion que eviten su propagacion (AGROCALIDAD, 2013).

En Ecuador, enfermedades como Gumboro, Newcastle, bronquitis infecciosa y disbiosis
intestinales, generan un sin niamero de pérdidas econdmicas a los avicultores, aunado con los
escasos programas de prevencion y control de enfermedades por parte de AGROCALIDAD
(AGROCALIDAD, 2013). En consecuencia, el sector avicola debe buscar alternativas para

fortalecer el sistema inmune y aumentar el rendimiento del ave.

Por otra parte, el uso de probiéticos se ha asociado con la proteccién a una amplia gama de
infecciones, oponiéndose a la colonizacién de microrganismos patogenos, mejorando el
microbioma del tracto gastrointestinal, favoreciendo la digestion, absorcion y regulando el
sistema inmunitario (Chapman et al., 2011; El-Sharkawy et al., 2020; Feng et al., 2016; Grant
et al., 2018). En Ecuador, varios estudios respaldan el uso de probi6ticos como alternativa a
los antibioticos en la dieta de aves de corral. Sin embargo, en Imbabura no existen estudios a
nivel microbiolégico, inmunolégico y morfométrico que demuestren la influencia de Bacillus

amyloliquefaciens y otros probidticos en la produccion de pollos de engorde.
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1.2. Justificacion

El crecimiento demografico ha estimulado un aumento en la demanda de alimentos a nivel
global, siendo la carne del sector avicola casi el 40% de la produccion mundial de la industria
carnica en 2020. Tan solo en Ecuador en el 2021 el consumo de carne de pollo fue de 27,72
kg/persona/afo; esta proteina de origen animal es una alternativa para cubrir la creciente
demanda, ya que tiene un alto valor nutritivo y valor econémico bajo en comparacion con otras
carnes como las bovinas y porcinas (CONAVE, 2022; FAO, 2021; Mengesha, 2011).

Por otra parte, se establece que el uso de aditivos alimentarios con capacidad
inmunomoduladora es una estrategia para contrarrestar los efectos adversos ocasionados por
patdgenos que producen pérdidas econdmicas a los avicultores (Hafez & Attia, 2020). El uso
de probidticos constituye una alternativa confiable, segura y econdmicamente rentable, puesto
que mejora los parametros productivos, fisiologicos y nutricionales de los animales (Chavez et
al., 2016).

Los probidticos mejoran la digestién y absorcién de nutrientes, esto hace que aumente la
eficiencia de produccion, proporcionando carne de alta calidad al consumidor (Ramlucken
etal., 2021). Ademas, ayuda a reducir el uso masivo de antibiéticos como promotores de
crecimiento (AGP) que en dosis subterapéuticas altera la funcién intestinal y el metabolismo

de los animales (Jouybari et al, 2009).

Ecobiol es un aditivo alimenticio constituido por una cepa de Bacillus amyloliquefaciens CECT
5940 de rapido crecimiento utilizado en la nutricion animal para mejorar su salud. Entre los
principales beneficios del probidtico alimenticio Ecobiol se encuentran, reducir la colonizacion
de patdgenos en las células intestinales, manteniendo el equilibrio en la microbiota; es facil de
manejar, ayuda a reducir los costos de produccion, debido que se mantiene estable en altas
temperaturas, alta humedad y en condiciones de almacenaje. Ademas, es compatible con otros
aditivos comerciales (coccidiostatos, AGP y acidos organicos), por lo cual se establece como

un producto efectivo para garantizar el bienestar y rendimiento del animal (Evonik, 2018).

Por tal motivo, en esta investigacion se determinara la influencia del probiético Ecobiol en la
microbiota intestinal mediante el recuento de Unidades Formadoras de Colonias de coliformes
y Clostridium sp. Mientras que en el sistema inmunitario de pollos se definiran los efectos post-
vacuna (Newcastle+Bronquitis y Gumboro) sobre el titulo de anticuerpos, ademés de la

evaluacion del indice morfométrico de 6rganos linfaticos. Esto se realizard con el fin de
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determinar si el uso de Bacillus amyloliquefaciens es una alternativa segura y efectiva que

permita sustituir a los antibidticos en la alimentacion de aves de corral.
1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General:

Evaluar la influencia del probiotico Ecobiol “Bacillus amyloliquefaciens CECT 5940"
sobre la carga bacteriana y respuesta inmunitaria de pollos COBB.

1.3.2. Objetivos Especificos

e Determinar el efecto del probidtico Ecobiol en el recuento de UFC de coliformes y

Clostridium sp.

e Determinar los efectos del probidtico Ecobiol sobre el titulo de anticuerpos post-vacuna

(Newcastle + Bronquitis y Gumboro).

e Analizar los efectos del probiotico Ecobiol sobre los parametros alométricos de 6rganos

linfoides (bursa, bazo y timo).
1.4.  Pregunta directriz

¢Puede el probiotico Ecobiol modificar el sistema inmunitario, morfologia de los érganos

linfaticos y el microbioma del tracto gastrointestinal de los pollos Cobb?
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2. Enfermedades infecciosas en pollos
2.1 Principales enfermedades que afectan a los pollos

La demanda de alimentos por el crecimiento de la poblacion mundial ha intensificado la cria
de aves de corral. Un aspecto negativo del aumento de la produccion es el incremento de la
prevalencia de enfermedades. El sector avicola enfrenta una presion constante para producir
proteinas de alta calidad, teniendo que superar las enfermedades de las aves. Los tipos de
enfermedades, tanto virales como bacterianas, incluso pueden afectar al ser humano (Jones et
al., 2018).

2.1.1 Bacterianas (Escherichia coli y Clostridium perfringens)

La salud de las parvadas es un eje clave durante la produccion de pollos de engorde dado que
las enfermedades causadas por bacterias patdgenos ocasionan miles de millones de ddlares en
pérdidas debido a los bajos rendimientos y la mortalidad de las aves. Entre las principales
especies comunes del microbiota de pollos causan enfermedades se encuentran Escherichia

coli y Clostridium perfringens (Oakley et al., 2014).

E. coli es un habitante normal del microbiota gastrointestinal de los pollos de engorde y se
encuentra facilmente en el entorno avicola. No obstante, durante todo el ciclo de vida de los
pollos sanos su abundancia es baja. La mayoria de E. coli no es patdgena para el ave; sin
embargo, entre el 10 % y el 15 % de cepas aisladas en el tracto gastrointestinal puede ser
patogena aviar (APEC) ocasionando enfermedades como la colibacilosis (Clavijo y Florez,
2018).

La colibacilosis es una enfermedad sistémica que se caracteriza por la presencia de lesiones,
perihepatitis, pericarditis y aerosaculitis que posteriormente provocan septicemia y muerte
prematura de las aves. EI APEC y las cepas patdgenas extraintestinales en humanos comparten
similitudes en genotipo, genes de virulencia y patrones de resistencia a los antibioticos, mismos
que sugieren su potencial zoonético. La salud pablica se ve afectada puesto que genera pérdidas
economicas significativas debido a la transmisidn de residuos y la resistencia a antibidticos que

causan de enfermedades en humanos (Fancher et al., 2020; Diarra et al., 2007)

20



Por otro lado, C. perfringens es un microorganismo de la flora normal en el tracto
gastrointestinal de los pollos de engorde y el principal agente causante de la enteritis necrética
(NE); una enfermedad que dafia la capa epitelial intestinal costandole a la industria avicola
entre $ 2 'y 6 mil millones de ddlares anuales en todo el mundo. La NE es una infeccion que se
caracteriza por enteritis hemorragica, alta morbilidad y mortalidad que varia de 2 a 50%.
Dentro de los pollos de engorde la NE causan una disminucién del 40% en la ingesta diaria
promedio de alimento y una conversién alimenticia deficiente del 16 % (Fancher et al., 2020;
Fancher et al., 2021).

2.1.2 Viricas

Las principales enfermedades virales de importancia economica para las granjas avicolas son
Newcastle, Bronquitis infecciosa y Enfermedad de Gumboro, mismas que afectan a la
respiracion y la inmunidad de las aves de corral, provocando una alta mortalidad anual (Haji-
Abdolvahab 2019).

Newecastle (NDV) esté considerada como una enfermedad mortal para las aves de corral cuyo
agente causal es el Paramixovirus aviar tipo 1, se caracteriza por la presencia de signos
neuroldgicos y respiratorios severos que disminuyen la calidad y produccion de la carne (Zhao
etal., 2014; Luo et al., 2013) En la actualidad no existe un tratamiento eficaz frente a la NDV;
no obstante, el uso de vacunas profilacticas y las buenas practicas de bioseguridad en los
centros de crianza de pollos de engorde pueden reducir la probabilidad de brotes. A pesar de
que muchos paises mantienen una estricta politica de vacunacion para prevenir esta

enfermedad, los brotes pueden ocurrir de forma repentina (Dortmans, Peeters y Koch, 2012).

La bronquitis infecciosa es una enfermedad altamente contagiosa del tracto respiratorio
superior y el tracto reproductivo de los pollos. El agente etiol6gico es un coronavirus gamma
conocido como el virus de la Bronquitis Infecciosa (IBV), extremadamente dificil de identificar
y controlar en los pollos debido a que continuamente surgen nuevas variantes del virus debido
a mutaciones y eventos de recombinacion en el genoma viral. La morbilidad suele ser del 100
% y la mortalidad puede llegar al 50 % si patdgenos oportunistas como E. coli complican la
enfermedad (Jackwood, 2012; Cavanagh & Gelb, 2008)

La enfermedad infecciosa de la Bursa (IBD) o también conocida como enfermedad de

Gumboro es ocasionada por un Birnavirus, que genera una enfermedad aguda y altamente
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contagiosa en pollos jovenes. Entre los principales padecimientos se encuentran diversos
cambios morfoldgicos e histologicos observados en la bolsa de Fabricio, un importante 6rgano
linfatico que al atrofiarse ocasionan una respuesta inmune deficiente a la vacunacion contra
otros patdgenos (Muller et al., 2012; Berg, 2000).

2.2 Problematicas en Latinoaméricay en el Ecuador

En la mayoria de los paises de América latina las enfermedades infecciosas en pollos de
engorde no se monitorean ni informan de manera rutinaria. Como consecuencia de esta mala
practica, la informacion sobre la prevalencia de las enfermedades de los pollos de engorde,
causadas principalmente por patdgenos bacterianos como Escherichia coli, Clostridium
perfringens y Staphylococcus spp. a pesar de su alta prevalencia no se registran datos (Agunos,
2012; Bergeron et al., 2012).

El panorama ecuatoriano no es muy distinto a lo mencionado con anterioridad, puesto que por
parte de AGROCALIDAD no existen registros de la prevalencia tanto de enfermedades viricas
como bacterianas, ni programas que prevengan la entrada y transmision de agentes patdgenos.
De este modo, el control de la bioseguridad queda a manos de los productores y no de la entidad
reguladora, esto se debe principalmente al escaso personal en el area de avicultura en
AGROCALIDAD que provoca ineficiencia en los procesos de vigilancia, control y analisis del
estatus sanitario avicola nacional. En Ecuador se registra la presencia de las enfermedades de
Newcastle, Bronquitis infecciosa, Gumboro y Salmonella que son de importancia econémica
en la industria avicola; sin embargo, no se registran estadisticas de prevalencia y no se cuenta
con un programa oficial de prevencion y control de estas enfermedades (AGROCALIDAD,
2013).

2.3 Medidas preventivas de manejo de enfermedades en produccién avicola
2.3.1 Vacunas

La principal practica para la prevencion de enfermedades en el sector avicola son los planes de
vacunacion, que tienen el objetivo de reducir el riesgo de ocurrencia de epidemias, mediante la
aplicacién de medidas de bioseguridad. Cabe recalcar que las vacunas son estimulantes del
sistema inmune para reaccionar ante agente infecciosos, es decir, por si solas no protegen de
las enfermedades. Como medida profiléctica, se requiere del conocimiento de los diferentes
tipos de vacunas para obtener su méximo aprovechamiento (Thompson et al., 2016).
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Existen vacunas de virus vivo 0 activos, que contienen organismos vivos modificados o
atenuados con capacidad de producir la enfermedad sin complicaciones. Las vacunas
vectorizadas contienen varios genes de diferentes patégenos dentro de un portados, que puede
ser un virus, bacterias o fragmento proteico. Finalmente, las vacunas muertas contienen
particulas virales inactivas capases de estimular la produccién de anticuerpos (Fawzy et al.,
2020; AGROCALIDAD 2020).

2.3.2 Antibioticos promotores de crecimiento (AGP)

La adicion de antibidticos en bajas dosis a la dieta de aves de corral es una practica comun en
la produccion avicola, para ayudar a los animales a modular la microflora intestinal,
disminuyendo la abundancia de bacterias patdgenas. Sin embargo, el deliberado uso de los
antimicrobianos ha generado graves problemas medioambientales como la diseminacion y
seleccion de la resistencia a los antimicrobianos. Desde hace una década, la Administracion de
Drogas y Alimentos (FDA) de los Estados Unidos publico un documento que aconseja a la
industria de la produccion de animales para alimentacion el uso de antibidticos con criterio,
incentivando al desuso de los AGP como estrategia para combatir la resistencia a los

antimicrobianos (Fancher et al., 2020).
2.3.3 Inmunomoduladores

La produccion avicola requiere de procesos sostenibles que desarrollen alternativas para
disminuir las diseminaciones de la resistencia a los antimicrobianos. De este modo, la
implementacion de extractos de plantas, acidos organicos, aceites esenciales, prebioticos y
probidticos se han propuesto como una opcion capaz de estimular el sistema inmune,
contrarrestar el aumento de patégenos y mantener la microbiota benéfica para la salud en las
aves. (Lu etal., 2021)

El principal objetivo de los inmunomoduladores en la dieta avicola es elevar las barreras del
sistema inmunitario tanto innatas como adaptativas y preservar la integridad intestinal. Por ello
se ha motivado a los investigadores a examinar la produccion de alimentos

inmunomoduladores para mejorar el microbiota intestinal (Liu et al., 2018).
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2.4 Inmunidad aviar
2.4.1 Generalidades del sistema inmune

El sistema inmunoldgico de las aves se encuentra constituido por una serie de elementos de
defensa (Organos, células y sustancias quimicas) altamente organizados para proteger el
organismo de agentes extrafios que pueden llegar a interrumpir sus funciones normales (Ramos,
2015).

El sistema inmune aviar tiene dos mecanismos de defensa: la innata y la adaptativa. La
inmunidad innata incluye las barreras anatomicas (piel, mucosas y cilios traqueales),
fisiologicas (fiebre, enzimas, fluidos corporales y pH), sistema de complemento y células de
respuesta inflamatoria. Mientras que, la inmunidad adaptativa incluye la respuesta celular y

humoral dependiente de los 6rganos linfoides (Paredes, 2006; Ramos, 2015).

El sistema inmune adaptativo estd compuesto por los drganos linfoides primarios y
secundarios. En los primarios se da lugar a la maduracion linfocitaria en la bolsa de Fabricio,
timo y médula 6sea. Por otro lado, los secundarios son los responsables de la captacion y el
procesamiento del antigeno como el bazo, placas de Peyer, diverticulo de Meckel y las tonsilas
cecales (Astudillo, 2013).

La funcion principal del sistema linfoide es concentrar a los antigenos y transportar linfocitos
originados en la médula 6sea a los 6rganos linfoides primarios via sanguinea, para proceder
con la maduracién de linfocitos By T en la bolsa de Fabricio y timo respectivamente. Donde,
los linfocitos maduros migran a los érganos secundarios como por ejemplo el bazo para ejercer

su funcion efectora contra los agentes extrafios (Cortés et al., 2013).
2.4.2 Relacion entre salud intestinal e inmunidad

La microbiota intestinal juega un papel crucial en la proteccion, regulacion y estimulacion de
las reacciones del huésped a diversas infecciones causadas por virus, bacterias, hongos y
parasitos. Ademas, promueve los efectos beneficiosos en el desarrollo de la morfologia
intestinal y la inmunologia. También, descompone los compuestos toxicos facilitando la
digestion del alimento y la absorcién de nutrientes que por lo general son indigeribles por el
huésped (Waite & Taylor, 2014).

El microbioma intestinal influye en la maduracion y el funcionamiento del epitelio intestinal

promoviendo la proliferacion y diferenciacion celular, desencadenando secreciones
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enzimaticas y hormonales (Jozefiak, 2008). Asimismo, estimula las respuestas inmunologicas
activando los niveles basicos de inflamacion e influye en el desarrollo de los sistemas

inmunitarios celulares y humorales durante los primeros afios de vida (Waite & Taylor, 2014).

Las especies bacterianas que dominan a nivel de filo en la microbiota intestinal del pollo son
Firmicutes (Lactobacillus, Clostridium, Ruminoccocus, Turicibacter), Bacteroidetes
(Flavibacterium, Fusobacterium), Proteobacteria (Enterobacter) y Actinobacteria
(Bifidobacterium). Donde, Firmicutes y Proteobacterias representan el 76% y 14% del
microbioma, respectivamente. En cambio, Bacteroidetes y Actinobacterias juntas representan
el 6,5% de la microbiota (Kumari & Sejian, 2021; Waite & Taylor, 2014).

2.4.3 Inmunoglobulinas

Las aves tienen un buen sistema inmune tanto humoral como celular, se han encontrado grandes
proporciones de anticuerpos en el plasma sanguineo, asi como en la yema de huevo; este
proceso se da a través del epitelio folicular del ovario durante la oogénesis, similar a lo que

ocurre en la transferencia de anticuerpos mediante la placenta de los mamiferos (Murcia, 2009).

Tres clases principales de inmunoglobulinas (IgA, IgM e IgY) se encuentran en las aves, la
presencia de IgD e IgE han sido descritas, pero ain no se han logrado demostrar (Murcia,
2009). La cantidad de IgA e IgM transferido a la descendencia es menor al 1% de la
concentracion obtenida de estas inmunoglobulinas en el plasma de la gallina, mientras que la
cantidad transferida de IgY es del 27 al 30% (Balaguer, 2008).

La IgY equivalente a las IgG de los mamiferos aparece conforme avanza la respuesta inmune,
se encuentra principalmente en la yema y suero de las aves, ademas, es la inmunoglobulina
determinada para las pruebas seroldgicas como el ELISA (Leon et al., 2012). Por otro lado, la
IgM se forma durante la respuesta inmune primaria del ave y se encuentra en el liquido
amniético del huevo brindando proteccion a los pollitos de un dia de edad. Finalmente, la IgA
es responsable de la proteccion de las mucosas y se encuentra principalmente en las secreciones
del tracto respiratorio y gastrointestinal (Paredes, 2006). El nivel de anticuerpos maternos
transferidos a la progenie disminuye después de las tres semanas de edad, debido que las células
B de pollos jovenes comienzan a producir sus propios anticuerpos (Wickramasuriya et al.,
2022).
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2.5 Probioticos en la produccion de pollos de engorde
2.5.1. Importancia

Los probioticos son aditivos alimenticios utilizados como alternativa a los antibi6ticos
promotores de crecimiento (AGP), ya que juegan un papel importante alterando la microbiota
intestinal del huésped a través de la inhibicion del crecimiento de microorganismos patégenos,
la competicién por los nutrientes provoca la liberacion de sustancias antimicrobianas,
reduccion de pH ocasionada por el acido lactico, interferencia con la transcripcion de genes
patogenos involucrados en la colonizacion y modulacion del sistema inmunitario mediante el

aumento de la produccion de citocinas (Brisbin et al., 2008; Krysiak et al., 2021).
2.5.2. Beneficios

Los probidticos tienen un efecto positivo en el tracto intestinal de las aves y en el sistema
inmune siendo considerados como uno de los métodos mas efectivos para el control
microbiano, ya que no son tan perjudiciales para el medio ambiente y no dejan residuos en los
productos animales como los antibiéticos. El uso de probidticos permite aumentar la calidad
de lacarney la productividad de los animales que consumen, debido que proporciona productos

saludables y seguros para la sociedad (Birmani et al., 2019; Hussein et al., 2020).

Los probidticos afecta las propiedades fisicas y quimicas de la carne, es decir, que presentan
un efecto positivo en el peso total de canal, con una reduccién de la grasa abdominal, debido
que existe una mayor absorcion de nutrientes entre ellos aminoacidos Utiles para la
construccién de tejidos lo que resulta en una mejor calidad de canal en aves de corral,
representando un aspecto econémico importante para la industria avicola (Aziz et al., 2020;
Birmani et al., 2019).

2.5.3. Probioticos comerciales

Se ha descrito el uso de un gran nimero de probioticos disponibles en la industria avicola, que
son comercializados para fomentar el bienestar animal. Por lo cual, se recomienda exponer a
las aves tempranamente a los probidticos para comenzar el proceso de colonizacion. Los
microorganismos mas utilizados como probidticos son Lactobacillus sp, Estreptococcus
faecium, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus stearothermophilus vy
Saccharomyces cerevisiae como se muestra en la tabla 1 (Ifiguez et al., 2021; Khan et al.,
2011).
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Tabla 1

Relacion entre los probioticos y la salud del ave.

Cepa del microorganismo Actividad bioldgica Referencia

L. reuteri, L. gallinarum, L. | El recuento de E. coli en el ciego | Mookiah et al., 2013
brevis, L. salivaris disminuye a medida que aumenta
la poblacion de  bacterias

Lactobacillus y Bifidobacterium.

Saccharomyces boulardii Aumenta la altura de las | Khanetal., 2011
vellosidades intestinales y la
profundidad de la cripta en el

yeyuno e ileon de aves

Enterococcus faecium Mejora los pardmetros productivos | Chavez et al., 2016
de los pollos de engorde,
disminuyendo las poblaciones
intestinales de E. coli,
Staphylococcus aureus y

Enterococcus faecalis

Bacillus subtilis Disminuye la presencia de E. coli, | Medina et al., 2017
Salmonelas y coccidias. Mientras,

favorece la inmunidad humoral

incrementando IgE e IgA.

En el mercado se comercializan probidticos mixtos y simples a base de bacterias que son
utilizados para mejorar la microflora esencial del intestino en aves, por lo que se sugiere seguir
las recomendaciones del fabricante para su aplicacion. Un ejemplo de ello es Protexin
constituido de una premezcla concentrada de siete cepas bacterianas y dos levaduras, aislados
de una gama amplia de fuentes de alimentos de animales y plantas. Se ha determinado que son
seguros, libre de residuos tdxicos, fortalece la inmunidad sistémica, promueve la exclusion
competitiva contra entero bacterias patdgenas, mejora el crecimiento y la calidad de la carne
en aves de corral (Bahaddad et al., 2022; Hernandez et al., 2020; Ifiiguez et al., 2021).
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2.6 Bacillus amyloliquefaciens como aditivo alimentario

B. amyloliquefanciens (BA) ha sido utilizado como probiético en la alimentacion animal, ya
que produce enzimas extracelulares como amilasas, celulasas, proteasas y metaloproteasas que
favorecen la digestion de los nutrientes (Lee et al., 2008). Esto se corrobora con el estudio
realizado por Lei. (2015) donde se establece que la suplementacion a base de B.
amyloliquefanciens mejora el rendimiento de los pollos de engorde, la utilizacion de los

nutrientes, la morfologia intestinal y la microflora fecal.

La cepa de B. amyloliquefanciens CECT 5940 es utilizado como aditivo alimenticio para
animales pecuarios, ya que contiene efectos positivos sobre la reduccion de bacterias patdgenas
como C. perfringens y E. coli (De Oliveira et al., 2019). Conocido comercialmente bajo el
nombre de Ecobiol, esta cepa de rapido crecimiento es capaz de tolerar las secreciones gastricas
y biliares; gracias a que produce esporas dando una ventaja de sobrevivir en diferentes
condiciones de procesamiento de piensos (De Paula y Garcia., 2023). Ademés, mejora la tasa
de conversion alimenticia e influye en las interacciones entre diferentes poblaciones
bacterianas, ya que tiene una capacidad innata para producir acido lactico que constituye un
acido organico y amilasas que ayudan en la digestion de almidén en la dieta, esto favorece la
proliferacion de bacterias &cido-lacticas en el tracto gastrointestinal permitiendo obtener

resistencia a microorganismos enteropatogenos (Evonik, 2020; Gharib-Naseri et al., 2021).
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CAPITULO HII

MATERIALES Y METODOS

3.1 Descripcion del area de estudio

La cria de aves de corral se realizd en la Granja Experimental “La Pradera”, ubicada en la
parroquia Chaltura, canton San José de Chaltura, a una temperatura promedio de 12°C, con una
altitud de 2350 msnm situado cerca de la localidad Natabuela. Simultdneamente, el
procesamiento de muestras se desarrollé en el laboratorio de Biotecnologia Aplicada ubicado
en el campus del “Antiguo hospital San Vicente de Paul” localizado en el centro de la ciudad

de Ibarra.
3.2 Manejo de aves en campo

La presente investigacion se baso en el disefio experimental desarrollado por parte de la carrera
de Agropecuaria de la Universidad Técnica del Norte, que se encargd de monitorear el bienestar
animal al incorporar un probiotico en la dieta de las aves para evaluar el rendimiento productivo
de los animales. Se analizo el efecto de la suplementacion utilizando un probidético denominado
Ecobiol frente a una dieta basal (control) en 288 pollos de engorde de la raza COBB, los cuales
fueron distribuido en cuatro tratamientos: CM (Machos alimentados con dieta control), CH
(Hembras alimentados con dieta control), EM (Machos alimentados con dieta basal + 0,5 g de
Ecobiol/kg de alimento) y EH (Hembras alimentados con dieta basal + 0,5 g de Ecobiol/kg de
alimento) con tres repeticiones cada uno. Todos los pollos recibieron vacunas activas contra la
enfermedad de Newcastle, Bronquitis y Bursitis infecciosas, siguiendo el calendario de

vacunacion detallado en la Tabla 2.

Tabla 2

Plan de vacunacion de pollos engorde

Edad Vacuna Enfermedad Formade lavacuna  Administracion

(dias) (Cepa)

9 NEWCASTLE-  Enfermedad de Newcastle  Virus vivo modificado  Agua de bebida
BRONQUITIS y Bronquitis infecciosa y atenuado Intraocular
FARBIOVET

1 GUMBORO Enfermedad de bursitis Virus vivo (Lukert Agua de bebida

17 FARBIOVET infecciosa intermedia) Intraocular
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Figura 1

Disefio experimental y actividades.
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De acuerdo con el disefio descrito, se selecciond un ave al azar de cada repeticion (3
aves/tratamiento), en los dias 1, 21 y 42 del experimento, obteniéndose un total de 36 pollos
que fueron sacrificados en las fechas descritas. Previo al sacrificio se retird el alimento y agua
doce horas antes del sacrificio para evitar exceso de lipidos en las muestras sanguineas, el
sacrificio fue realizado por desangramiento, cortando las venas yugulares y carétidas (Khan
etal., 2011). A partir de la necropsia, se recolectaron muestras de ileon, sangre y se extrajeron
los 6rganos linfaticos de cada una de las aves, mismos que fueron utilizados en los ensayos de

microbiologia, inmunologia y morfometria detallados en la Figura 1.
3.3 Necropsiay recoleccion de ileon

Luego de sacrificar al ave, se extrajo cuidadosamente el tracto intestinal para su posterior
procesamiento. Para la obtencién de la muestra se cortd en condiciones asépticas el ileon
tomando como punto de partida 5 cm posteriores del diverticulo de Merckel hasta el inicio de
la union con los ciegos (Figura 2). Los segmentos recolectados se almacenaron en frascos de
plastico estériles para realizar el analisis en el laboratorio. Para la evaluacion microbiologica,
la muestra de ileon se maceré durante 1 min en una dilucién de 1:10 (p/v) con agua peptona
estéril. La mezcla se agitd manualmente para homogeneizarla antes de proceder con las

siembras en los medios correspondientes (Garcia et al., 2019).

Figura 2

Tracto gastrointestinal del pollo.
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3.3.1 Recuento de Escherichia coli en ileon

Después de homogeneizar la muestra con el agua peptona, se realizaron diluciones en serie de
(10! hasta 104, seguidamente se tomaron 100 ul de cada dilucion y se sembro por extension
en cajas Petri esteriles que contenian el medio Chromocult, la siembra se realizé por duplicado.
Posteriormente, las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas. Después de la incubacién, se
realizé un recuento de unidades formadoras de colonia de E. coli y se expresé como UFC por
gramo de muestra intestinal (ileon). Las colonias identificadas como E. coli fueron
identificadas por su tonalidad purpura o azul violeta, por la presencia de dos enzimas (B-
galactosidasa 'y B-glucuronidasa) que sintetizan Salmon-GAL y  X-glucoronico

respectivamente (Alonso y Poveda, 2008; Integratif et al., 2022).
3.3.1.1 Pruebas confirmatorias para E. coli

Para confirmar la presencia de colonias de E. coli, se uso el reactivo de Kovacs como prueba
de indol. Para lo cual, se inoculd por puncién vertical profunda en tubos con medio SIM,
durante 24 h a 37°C. Posteriormente, se afiadieron 4 o 5 gotas del reactivo de Kovacs,
resbalando por la pared del tubo sin agitar, las colonias positivas para E. coli se tornaron de
color rojo en la superficie del medio, en ausencia de coloracion la prueba resulta negativa y se
comprobé por incubacion extendida durante 24 horas mas y se repitié el proceso de la prueba.
(NTE INEN 1529.8, 2016).

Adicional, se realizaron pruebas bioquimicas en medios agar Hierro Triple Azlcar (TSI) y
Agar Citrato de Simmons. La prueba de TSI se realiz6 a partir de un cultivo puro del
microorganismo que se inoculé por picando en el fondo del medio y extendiendo sobre la
superficie. Mientras que para la prueba de citrato se inoculd por estriamiento en la superficie
en el medio Agar Citrato de Simmons. Ambos tubos se incubaron en aerobiosis a 37°C durante
24 horas. Finalizado este tiempo, se verific que la superficie y profundidad de los tubos con
TSI sea alcalina con presencia de gas; en tanto que, se comprob0 la ausencia de crecimiento en
medio citrato sin cambio en la tonalidad del medio para corroborar que las cepas obtenidas
durante la experimentacién fueran E. coli (Aryal, 2022; NTE INEN 1529.18, 2013).

3.3.2 Recuento de Clostridium sp en ileon

En tubos que contienen agar Triptona Sulfito Neomicina fundido (TSN) y temperado entre
44°C a 47°C, se sembraron 100ul de cada dilucién previamente realizada de (10! hasta 10°9)

32



insertando la pipeta hasta el fondo para depositar la muestra. Luego, se retird la pipeta con
movimiento helicoidal ascendente y se homogeniz6 en vortex durante 10 segundos. Este
procedimiento se realizé por duplicado. Una vez finalizado, se colocaron los tubos en un bafio
de agua fria para acelerar la solidificacion del agar. Posteriormente, se cubri6 la siembra con
una capa de vaselina liquida estéril de 1cm de espesor, para evitar la transferencia de oxigeno.
Los tubos se incubaron en anaerobiosis a 46°C durante 18 horas como se observa en la figura
3.

Las colonias que mostraron un color negro en el medio indicaron la presencia de C. perfringens,
a causa de la reduccidn del sulfito a sulfuro de hierro. Se registraron y calcularon las unidades
formadoras de colonias por gramo de muestra intestinal (NTE INEN 1529.18, 2013). Las
colonias tipicas se seleccionaron al azar y luego se sometieron a pruebas bioquimicas

confirmatorias detalladas a continuacion.

Figura 3

Esquema de siembra de Clostridium sp.
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Nota: Figura elaborada por los autores.
3.3.2.1 Pruebas confirmatorias para Clostridium sp

Las colonias se examinaron microscopicamente mediante tincién de Gram verificandose la
presencia de bacilos grampositivos cortos, gordos e inmoviles. Adicional, en tubos para
diagnostico de C. perfringens (CPT) que contiene tres capas de los siguientes medios, medio
agar TSN en el fondo, agar-agar intermedio y en la parte superior medio SIM, se sembraron
colonias purificadas mediante una picadura profunda en el centro del tubo. Luego, las siembras
se colocaron en jarras anaerobias e incubaron a 46°C durante 16 h para realizar las siguientes
pruebas de verificacion de las cepas (NTE INEN 1529.18, 2013).

33



Lectura de movilidad: Se considera como lectura de movilidad positiva la presencia de
turbidez en el medio de cultivo, alrededor de la linea de siembra, en cambio un resultado es
negativo cuando el crecimiento de la bacteria se da a largo de la linea de siembra (NTE INEN
1529.18, 2013).

Lectura de la prueba de indol: Después de la incubacion se cubrio la superficie del medio
con unas gotas del reactivo revelador de Kovacs, donde el aparecimiento de un color rojo indicd
una reaccion positiva, mientras que una reaccion negativa no presenta cambios (NTE INEN
1529.18, 2013).

3.4 Recoleccién sanguinea

Después del sacrificio y durante el desangramiento de las aves, se recolecté 1 mL de sangre en
tubos estriles. Posteriormente, las muestras sanguineas se centrifugaron a 3000 rpm durante 15
min, el suero fue trasladado a viales asépticos y se almaceno a -20°C hasta el posterior analisis
(Biasato et al., 2018; Kawasaki et al., 2020).

3.4.1 Ensayos ELISA

A partir del suero de pollos inmunizados se analizaron los titulos de anticuerpos post
vacunacion contra los agentes causales de las enfermedades de Newcastle, Bronquitis y Bursitis
infecciosa mediante ensayo indirecto de inmunoabsorbancia ligado a enzimas (ELISA)
utilizando kits comerciales (BioChek B.V., Holanda). Todos los ensayos se llevaron a cabo por

duplicado de acuerdo con la descripcion del fabricante (Alkhalf et al., 2010).

En la placa recubierta de antigeno se afiadi6 en cada uno de los pocillos 100 pl de controles o
muestras diluidas (1:500) dejandolo reposar durante 30 min, luego, lo pocillos fueron lavados
4 veces con tampon de lavado. Se adicionaron 100 ul de 1gG anti-pollo conjugada con enzima
fosfatasa alcalina y se incub6 durante 30 min. A continuacion, se repiti6 el procedimiento de
lavado para eliminar el excedente del conjugado. Después, se afiadieron 100 ul de sustrato
cromogeno pNPP (fosfato de p-nitrofenilo) durante 15 min. Finalmente, se adicionaron 100 pl
de la solucion de acido sulfirico a cada pozo de la placa para detener la reaccion. Por Gltimo,
el resultado fue evaluado por absorbancia utilizando un lector de microplacas (BIOBASE, BK-
ELIOC, China) a 405 nm. Se calculd la relacién S/P que corresponde a la relacion entre la

muestra sobre el control positivo representada mediante la formula (1), posteriormente se
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determinaron los titulos de anticuerpos con la ecuacion (2 y 3) (BioChek, 2012c, 2012a,
2012b).

Promedio de muestra de prueba — Promedio de control negativo

S/ — 1
/ P ™ promedio del control positivo — Promedio del control negativo (1)
Logqdel titulo = 1.0 * Log (S/P) + 3.62 2

Antilog = Titulo 3)

3.5 Necropsia de drganos linfaticos primarios y secundarios

La diseccion del cadaver se considerd de acuerdo con el procedimiento establecido por
Valladares (2014), se eviscer0 retirando los Organos internos para proceder con la

identificacion y extraccion de los siguientes érganos linfaticos:

e Bazo, 6rgano localizado en la cavidad abdominal cerca de la molleja,

e Bolsa de Fabricio o Bursa que se encuentra situada en la cavidad pélvica sobre la
porcion dorsal de la cloaca

e El timo que se encuentra ubicado sobre el cuello del ave entre el eso6fago y la traquea

como se observa en la figura 4 (Sosndéwka & Skomorucha, 2021).

Figura 4

Identificacion de los 6rganos linfaticos (a) Bazo, (b) Bolsa de Fabricio y (c) Timo.

Nota: Figura obtenida de Sosnéwka & Skomorucha, 2021
3.5.1 Calculo del indice morfométrico

Después de la extraccion se retird el tejido adherido que envuelve a los 6rganos linfaticos,

luego se pesaron los 6rganos por separado en una balanza analitica de precision para determinar
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el indice morfométrico, el cual se calcula a través de la relacion del peso de los 6rganos y el

peso corporal de cada ave mediante la formula 4 (Khan et al., 2011; Perozo et al, 2004).

M = Peso 6rgano (g)
" Peso corporal (kg)

(4)

3.6 Andlisis estadistico

Se utilizd6 un ANOVA para realizar los andlisis estadisticos de los resultados del titulo de
anticuerpos contra Newcastle, Bronquitis y Bursitis Infecciosa, asi como los indices de érganos
linfaticos. Este analisis se ajustd a un disefio completo al azar (DCA) con submuestras. Para
determinar las diferencias entre las medias de los tratamientos, se empleé la prueba de Tukey
con un nivel de significancia a=0.05. ElI cumplimiento de los supuestos de normalidad y
homocedasticidad se evaluaron mediante la prueba de Shapiro Wilks y Levene,
respectivamente. En los casos donde no se cumplié con la normalidad, se aplicaron
transformaciones a los datos. Por otro lado, dado que el recuento de unidades formadoras de
colonias (UFC) de E. coli y C. perfringens no cumplié con los supuestos requeridos, se utilizd
la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis. La descripcion de las variables y los tratamientos

utilizados para el desarrollo de la investigacion se presentan en la tabla 3 y 4.

Tabla 3

Parametros del disefio de la investigacion.

Factor de analisis Nivel Repeticiones Codificacion
_ Dosis 1 6 E
Ingesta de Ecobiol
Control - 6 C
Machos 6 M
Sexo del ave
Hembras 6 H
dia 1 6 di
Tiempo de muestreo dia 21 6 d21
dia 42 6 d42
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Tabla 4

Tratamientos realizados en la investigacion.

N° Descripcion Codificacion
1 Ingesta de Ecobiol en machos en el dia 1 EMd1
2 Ingesta de Ecobiol en hembras en el dia 1 EHd1
3 Ingesta sin Ecobiol en machos en el dia 1 CMd1
4 Ingesta sin Ecobiol en hembras en el dia 1 CHd1
5 Ingesta de Ecobiol en machos en el dia 21 EMd21
6 Ingesta de Ecobiol en hembras en el dia 21 EHd21
7 Ingesta sin Ecobiol en machos en el dia 21 CMd21
8 Ingesta sin Ecobiol en hembras en el dia 21 CHd21
9 Ingesta de Ecobiol en machos en el dia 42 EMd42
10 Ingesta de Ecobiol en hembras en el dia 42 EHd42
11 Ingesta sin Ecobiol en machos en el dia 42 CMd42
12 Ingesta sin Ecobiol en hembras en el dia 42 CHd42
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Recuento de UFC de E. coli en ileon

En el recuento de E. coli mostrd inicialmente una alta carga bacteriana en el primer dia de vida,
la cual fue disminuyendo con el transcurso del tiempo. Aunqgue, se notaron cambios en el
recuento bacteriano, no se encontraron diferencias estadisticas que indicaran la influencia del
probiotico utilizado. En el dia 1 de vida, se presentaron diferencias significativas (H= 8.01; p=
0.04) entre los tratamientos, con tres rangos de significancia encabezados por EH con un

recuento bacteriano de 187.1 x 10* UFC/g observados en la tabla 5.

En el dia 21 no se establecen diferencias entre los tratamientos (Anexo 3), mientras que en el
dia 42 se obtuvo significancia estadistica (H=9.57; p< 0.01), donde los machos suplementados
con Ecobiol contenian la poblacion mas alta de E. coli con un recuento de 13.7 x10* UFC/g,

en comparacion con el resto de los tratamientos, representado en la tabla 5.

Tabla s

Efecto de Ecobiol en el recuento de E. coli, presente en el intestino de pollos de engorde.

o E. coli (UFC g intestinot)*
Probidtico  Sexo

Dia 1l Dia 21 Dia 42
Control Hembra 266.9+113.8 AB 0.2+0.16 0.41+0.29 A
ontro
Macho 3.8+2.4 A 0.16+0.16 0.03x0.03 A
] Hembra 187.1+76.8 B 0.0£0.0 0.08+0.05 A
Ecobiol
Macho 0.5+0.2 A 4327 13.748.6 B

Nota: Cada dato representa el promedio de 3 aves por tratamiento * el error estdndar. *: los datos presentados
estan escritos en notacidn cientifica 1x10%. Las letras diferentes junto al valor de la media representan los rangos

de significancia.

La diferencia de E. coli encontrada en los polluelos de un dia en la investigacion, puede estar
relacionada a la colonizacion de este coliforme en el intestino neonatal de crias recién
eclosionadas, ya que presentan una prevalencia del 2.41% (Kemmett et al., 2013). Las distintas
cargas de E. coli observadas pueden atribuirse a diversos factores como a la transmision
vertical, el ambiente avicola en el que se crian, las practicas de manejo humano y el equipo de
transporte utilizado (Petersen et al., 2006). Ademas, la carga bacteriana alta de CH y EH con
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valores de 187.1 y 266.9 x10* UFC/g, respectivamente; encontrados en los primeros dias de
vida, puede ser un reflejo de la exposicién temprana a E. coli en la incubadora y durante los
primeros cuidados post-eclosion. La disminucién de la carga bacteriana en el dia 21 y 42 podria
estar asociada con el desarrollo del sistema inmunitario y la estabilizacion del microbioma

intestinal durante el crecimiento del ave (Kemmett et al., 2013).

La ausencia de diferencias significativas en el recuento de E. coli encontradas en el dia 21,
sugiere que el efecto del probidtico utilizado no fue lo suficientemente consistente como para
superar la variabilidad introducida por factores ambientales y de manejo. Esto destaca la
importancia de considerar maltiples aspectos en futuros estudios para comprender el impacto
de Ecobiol en el desempefio fisiologico de las aves (Fancher et al., 2020).

Por otra parte, la presencia de humedad en cama es capaz de aumentar los niveles de coliformes,
influyendo en la actividad microbiana dentro de una nave de pollos de engorde, por lo que, se
puede justificar los recuentos obtenidos en EM de 13.7 x10* UFC/g en el dia 42 que son
superiores a los encontrados en el dia 1 con valores de 0,5 x10* UFC/g. Estos datos se reflejan
como consecuencia de la instalacion defectuosa de los bebederos nipples en los corrales de las
aves suplementadas con Ecobiol (Gaucher et al., 2015).

Los resultados obtenidos presentan discrepancias, ya que algunos estudios han mencionado la
eficacia de la suplementacién de B. amyloliquefaciens en la dieta de pollos de engorde, donde
se observé un aumento en la cantidad de Lactobacillus sp., lo que ocasiond una reduccion de
la cantidad de E. coli en ileon, mejorando asi el rendimiento de los pollos de engorde durante

todo el periodo de crecimiento (Lu et al., 2003; Tsukahara et al., 2017).
4.2 Recuento de UFC de Clostridium sp en ileon

En el recuento bacteriano de Clostridium sp s6lo se obtuvieron datos en el dia 1 y 21 para la
evaluacion estadistica, mientras que en el dia 42 de vida no se obtiene valores, debido a la
escasa recuperacion del microorganismo en las muestras recolectadas. Matematicamente, en la
tabla 6, se establecié que CH contiene la mayor cantidad bacteriana en comparacién con los
demas tratamientos tanto en el dia 1 y 21 de evaluacién con valores de 283 y 366 x10* UFC/g,

respectivamente. Ademas, presentd un crecimiento en la cantidad bacteriana de Clostridium

sp.
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Tabla 6

Efecto de Ecobiol en el recuento de C. perfringens en el intestino de pollos de engorde.

o C. perfringens (UFC g intestino™) *
Probidtico  Sexo

Dia 1l Dia 21
Hembra 283+155 366+244
Control
Macho 83147 183+122
) Hembra 66+49 66+49
Ecobiol
Macho 0 0

Nota: Cada dato representa el promedio de 3 aves por tratamiento + el error estandar.

Los tratamientos evaluados no difirieron estadisticamente entre si en los dias 1 (H= 3.16;
p=0.21) y 21 (H=1,55; p= 0.44) (Anexo 8) como consecuencia de la alta variabilidad entre los
datos obtenidos; demostrando que Ecobiol no impacto significativamente la carga microbiana
de Clostridium sp. Mientras que el dia 42 no present6 datos para carga microbiana, debido a

esto no existe un analisis estadistico (Tabla 6).

La colonizacidn de este patdgeno anaerdbico en el tracto gastrointestinal de pollos de engorde
inicia a temprana edad debido a la ubicuidad principalmente de C. perfringens en el agua, suelo
y alimentos en las plantas de incubacién de las aves de corral (Xu et al., 2021; Immerseel et
al., 2004). Por otra parte, las especies pertenecientes al género Bacillus consumen gran cantidad
de oxigeno para multiplicarse y sobrevivir en el intestino (Song et al., 2014).
Consecuentemente, la temprana colonizacidn, rapido crecimiento y produccion de toxinas de
C. perfringens puede ser uno de los factore que afecte el desempefio in vivo de B.
amyloliquefaciens ocasionando una desventaja competitiva en el ileon y zonas anaerdbicas del

intestino de los pollos de engorde (Geeraerts et al., 2016).

En contraste con lo expuesto anteriormente, Jerzsele et al. (2012) determiné que la cepa de
B. amyloliquefaciens en conjunto con el butirato de sodio potencian la regeneracion del epitelio
que, a su vez, disminuye la cantidad de clostridios a-toxigénicos que pueden adherirse a la
superficie del tejido y producir la toxina que causa la enteritis necrética (De Oliveira et al.,
2019). La cepa de B. amyloliquefaciens inhibe la accion de C. perfringens modulando el
sistema quorum sensing, es decir, interrumpe la comunicacion entre bacterias patdgenas a
través de la produccion de metabolitos secundarios como el &cido lactico, surfactinas y
bactericinas con actividad bactericida para inhibir la inflamacion del intestino (Gharib-Naseri
etal., 2021).
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4.3 Titulo de anticuerpos contra el virus de la enfermedad de Newcastle (NDV)

Los titulos de anticuerpos anti-NDV detectados a través de la técnica indirecta ELISA de los
grupos experimentales se informaron graficamente en la figura 5. En el primer dia de vida de
las aves, se observd una alta cantidad de anticuerpos anti-NDV con valores superiores de 1300
en todos los tratamientos, los cuales disminuyeron progresivamente a lo largo del ensayo,
llegando a valores de 300 titulos de anticuerpos al final del estudio. La presencia de altos
niveles de anticuerpos anti-NDV en el dia 1 de vida proporcion6 una proteccion inicial contra
posibles infecciones, ya que estos anticuerpos provienen de la madre a través de la transferencia
pasiva. Aproximadamente el 30% de los anticuerpos IgY y el 1% de los anticuerpos IgA e IgM
presentes en el plasma de las gallinas son trasferidos a las crias (Isihak et al., 2020; Miuller
etal., 2012).

La disminucién progresiva de la cantidad de anticuerpos anti-NDV encontrados en el dia 21y
42 de la evaluacion del estudio, corresponden principalmente a la ausencia de un estimulo
antigenico para promover la inmunidad adaptativa del ave. Sin exposicion a un desafio, el
sistema inmunologico no tiene la necesidad de producir anticuerpos especificos contra NDV,
lo que lleva a niveles basales (Cardoso et al., 2005). Dentro del estudio, no se establecen
diferencias significativas para determinar la influencia del probidtico sobre el titulo de
anticuerpos contra el agente causal de la enfermedad de Newcastle (NDV) en el dia 1 (F=0.39;
p=0.76), 21 (F=1.24; p=0.36) y 42 (F=0.49; p=0.70) de vida de las aves (Anexo 15). Ya que
no se evidencia un aumento en la cantidad de los titulos de anticuerpos a lo largo del
experimento en aves que fueron suplementadas con el probidtico. Esto sugiere que la
suplementaciéon con el probidtico no tuvo un impacto significativo en la produccion de

anticuerpos anti-NDV.

Los anticuerpos maternos transferidos pueden llegar a interferir con la vacunacion viva al
neutralizar el virus de la vacuna. Por lo que, se debe establecer un esquema de vacunacion
adecuado para reforzar la respuesta inmune de una parvada, asegurando titulos protectores
superiores al 85% (Oberlénder et al., 2020). Este enfoque garantiza que las aves mantengan
una proteccién adecuada contra NDV, especialmente a medida que los anticuerpos maternos
disminuyen y el sistema inmunolédgico de las aves pueda comenzar a generar su propia

respuesta inmunitaria adaptativa.
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Figura 5

Titulo de anticuerpos obtenidos contra NDV de cada uno de los tratamientos en los dias 1, 21y 42 de
vida del ave.
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4.4 Titulo de anticuerpos contra el virus de la Bronquitis infecciosa (IBV)

Los titulos de anticuerpos contra IBV se comportaron de manera similar a los anticuerpos
obtenidos contra NDV. En la figura 6, se observd una alta cantidad de anticuerpos contra IBV,
con valores entre 5000 a 9000 titulos de anticuerpos en las aves de un dia de vida que
corresponden a los anticuerpos derivados de la madre, por la alta tasa de transferencia vertical
del 38.6%, con una vida media util de 4 a 6 dias (Gharaibeh et al., 2008; Roh et al., 2013).
Asimismo, se establece una disminucion general de los anti-IBV en los 21 y 42 dias de edad
de las aves, relacionado principalmente por la ausencia de agentes adversos que puedan
promover el sistema inmunoldgico del ave, asi como la degradacién natural de los anticuerpos
maternos. Ademas, la falta de estimulo antigénico, como una exposicion al virus o una
vacunacion de refuerzo, contribuye a esta disminucién, ya que el sistema inmunologico del ave
no estad inducido a producir nuevos anticuerpos especificos contra IBV (Meir et al., 2012;
Mondal y Naqgi, 2001).

No se presentaron diferencias significativas entre las aves suplementadas con y sin el probiotico
sobre los titulos de anticuerpos post vacunacion contra el agente causal de la enfermedad de
Bronquitis en el dia 1 (F=0.80; p=0.53) y 42 (F=0.10; p=0.96) (Anexo 17) de vida de las aves,

42



mientras que en el dia 21 (F=6.06; p=0.02) (Anexo 17) se establecen diferencias significativas
con titulos de anticuerpos negativos en mayor proporcion encontrados en el tratamiento CH en

comparacion con los demas tratamientos como se observa en la figura 6.

Los titulos negativos de anticuerpos en sangre no estan asociados con la proteccion contra IBV
porque indican que el organismo no ha desarrollado una respuesta inmune especifica al virus,
por lo tanto, se establece que la vacunacion es una herramienta fundamental en las aves, ya que
les confieren proteccion ante desafios, mejorando la inmunidad celular; promoviendo la
produccién y maduracion de linfocitos CD4 y CDS8, asi como la sintesis local de IgA (Meir et
al., 2012; Roh et al., 2013). Sin una adecuada vacunacion y estimulo antigénico, las aves no
pueden mantener niveles suficientes de anticuerpos protectores, lo que subraya la importancia
de un programa de vacunacion bien estructurado para asegurar la salud y la proteccion contra
IBV (Awad et al., 2016).

Figura 6

Titulo de anticuerpos obtenidos contra IBV de cada uno de los tratamientos en los dias 1, 21 y 42 de
vida del ave.
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4.5 Titulo de anticuerpos contra la enfermedad infecciosa de la Bursa (1BD).

Los resultados obtenidos sobre el nivel de anticuerpos contra IBD demostraron que en el dia 1
posterior a la eclosion era elevados, lo que se asocia principalmente con los anticuerpos

maternos. Autores como Chansiripornchai y Sasipreeyajan (2009) sugieren que los anticuerpos

43



maternos proporcionan proteccion hasta los 14 dias de edad, sin embargo, la eficiencia de la
respuesta inmunitaria depende de la madurez inmunoldgica y la capacidad celular de reconocer
antigenos especificos (Moraes et al., 2005). Se ha evidenciado una mejor respuesta inmune a
las vacunas contra IBD en ausencia de anticuerpos maternos, alrededor de los 21 dias de edad
debido a la disponibilidad de todo el antigeno de la vacuna para provocar una respuesta inmune
eficiente en las aves (Sedeik et al., 2019). Sin embargo, estos anticuerpos pueden llegar a
afectar negativamente la respuesta inmune a la vacuna contra la IBD. Por lo que no es
aconsejable vacunar con cepas de virus intermedio a los polluelos la primera semana de vida
(Kumar et al,.2000).

La investigacion realizada por Bose et al., (2003) destacan que la seroconversion positiva
(titulos > 385) en respuesta a una vacuna intermedia en pollos de engorde con un alto nivel de
anticuerpos maternos que se observa a partir de los 18 dias después de la vacunacion. Por esta
razén, se establece que en el dia 21 (3 dias post-vacunacion) se presentaron titulos negativos
de anticuerpos (433118 titulos), sugiriendo que el sistema inmunoldgico de las aves aun
estaba en proceso de respuesta a la vacuna y no habia alcanzado niveles detectables de

anticuerpos protectores.

Esto subraya la importancia de permitir un tiempo adecuado para que la respuesta inmune se
desarrolle completamente antes de evaluar la eficacia de la vacunacion. Ademas, es posible
que la presencia inicial de altos niveles de anticuerpos maternos haya interferido
temporalmente con la respuesta a la vacuna, retrasando la seroconversion positiva hasta que
los niveles de anticuerpos maternos disminuyeran lo suficiente para permitir una respuesta

efectiva a la vacuna (Sedeik et al., 2019).

Por otro lado, en la figura 7 se evidencia un aumento de anticuerpos contra IBD en el dia 42
(8261+ 1470 titulos) que no se refleja en las demés enfermedades evaluadas. La presencia de
altos titulos de anticuerpos mayores a 5000 en todos los tratamientos durante el dia 42 (25 dias
post-vacunacion) puede ser causado por la vacunacion. Sin embargo, los datos obtenidos
corresponden a una posible infeccion provocada por el virus de la bursitis infecciosa dentro de
la nave de crianza de pollos. Esto se respalda por los datos de atrofiamiento obtenidos en bursa
y por el bajo nivel de anticuerpos encontrados en las otras evaluaciones (NDV e IBV), lo que
demuestra indicios de una inmunosupresién en este érgano importante para la maduracion de

linfocitos B productores de anticuerpos (Kumar et al,.2000; Zorman et al., 2011).
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Los titulos de anticuerpos post vacunacion contra el agente causal de la enfermedad infecciosa
de la Bursa al igual que las anteriores evaluaciones, no presentan diferencias significativas
entre los tratamientos (CM, CH, EM y EH) en el dia 1 (F=1.46; p=0.30), 21 (F=0.42; p=0.74)
y 42 (F=0.46; p=0.72) (Anexo 19) de vida de las aves.

Figura7

Titulo de anticuerpos obtenidos contra IBD de cada uno de los tratamientos en los dias 1, 21y 42 de
vida del ave.
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4.6 Indice morfométrico de érganos linfaticos
4.6.1 Indice de Bazo

El mayor indice del bazo en el dia 1 se encontr6 en el tratamiento CH con un valor de 0.71
g/kg, mientras que en el dia 21 se posiciona EH con el valor mas alto de 0.84 g/kg. Finalmente,
en el dia 42 se determino que el indice més alto correspondia al tratamiento CM seguido de EH
con valores de 1.03 y 0.98 g/kg, respectivamente. Investigaciones como Xu et al. (2020)
establecen que el nivel méas alto del indice del bazo puede alcanzar un maximo de 0.80 g/kg en
el dia 42, después del cual estas cifras disminuiran ligeramente con el tiempo hasta llegar a
niveles basales con valores alrededor de 0.10 g/kg; llegando a ser coherente con el crecimiento

y desarrollo del ave.

Los resultados obtenidos en el analisis de la varianza mostraron que el tratamiento aplicado no

tuvo un efecto significativo en el porcentaje del peso del bazo en el dia 1 (F=0.38; p=0.77), 21
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(F=0.30; p=0.82) y 42 (F=0.48; p=0.71) (Anexo 27). La falta de significancia estadistica
sugiere que estas diferencias obtenidas no fueron lo suficientemente consistentes como para
ser consideradas relevantes a nivel bioldgico. A pesar de que hubo variaciones en el indice del
bazo a lo largo del estudio y los tratamientos aplicados no tuvieron un impacto en el peso
relativo de este 6rgano. Se establece que factores externos, como la composicion nutricional y

el ambiente, podrian haber influido directamente en el desarrollo del bazo (Xu et al., 2020).

Autores como Liu et al. (2015) observaron un resultado similar al obtenido en este estudio, ya
que los pollos de engorde desafiados con LPS alimentados con una dieta basada en BA
presentaron una disminucién del peso de la bolsa y del bazo, indicando que la suplementacion
con BA podria ejercer un efecto beneficioso sobre los mecanismos homeostaticos dentro de
estos organos inmunes y sugiriendo que el efecto beneficioso podria atribuirse a la accion
antiefecto inflamatorio del BA (Du et al., 2013).

Figura 8

Efecto de la dieta control y Ecobiol en el indice del bazo de pollos de engorde.
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4.6.2 Indice de Timo

En la figura 9, se puede denotar que los indices de timo encontrados el dia 1 son mayores a
2.91 g/kg en los tratamientos evaluados. Estos datos fueron superiores a lo observado por
Huralska et al. (2020), quienes obtuvieron valores de 1.13 + 0.27 g/kg a los 8 dias de edad.

Esto sugiere la presencia de células de defensa inmunitaria al final del desarrollo prenatal. Esta
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diferencia podria estar relacionada con factores genéticos, ambientales o de manejo que

influyen en el desarrollo del timo de aves.

Por otro lado, en el dia 21 de vida de las aves se presentan valores mayores a 3.26 g/kg, lo cual
se respalda en investigaciones realizadas por Alkie et al. (2019), quienes encontraron que en el
dia 20 del ensayo se presentd un aumento en el indice del timo de pollos alcanzando un valor
de 1.86 + 0.29 g/kg. Este aumento podria ser indicativo de un desarrollo robusto del sistema
inmunitario en las primeras semanas de vida, cuando las aves estan expuestas a diversos

antigenos del ambiente.

En el dia 42 de vida, se observo una disminucion en CM y EM con valores de 3.21y 3.44 g/kg,
respectivamente. Esto puede ser indicativo del proceso de envejecimiento del ave, donde el
timo, un 6rgano crucial para el desarrollo del sistema inmunoldgico, tiende a involucionar con
la edad (Xu et al., 2020). Por otro lado, se establece un aumento relativo del 6rgano en CH y
EH con indices de 4.62 y 3.73 g/kg, respectivamente. Este aumento pudo provocarse
probablemente por la ganancia de peso corporal del ave, ocasionada por factores hormonales
(Kannan et al., 2017). El indice del peso de Timo con respecto al peso corporal no difiere
estadisticamente entre los tratamientos para cada uno de los dias evaluados 1 (F=0.32; p=0.81),
21 (F=1.15; p=0.40) y 42 (F=0.73; p=0.57) (Anexo 28).

Sosa et al. (2020) no encontraron efectos en el peso relativo del timo al incluir un probidtico a
base de una cepa de Lactobacillus pentosus LB-31 suministrada en la dieta de pollos de ceba.
Por lo tanto, se determina que la accion efectora de los microorganismos probidticos depende
de la especificidad de la especie y cepa utilizada en la experimentacion, asi como de la
administracion, los métodos de preparacion, edad de los animales, composicion de la dieta y
estado de higiene de la nave de crianza. Estos factores pueden influir en la eficacia de los

probidticos en el desarrollo y la funciéon inmunoldgica del timo en pollos (Cao et al., 2013).

Los resultados obtenidos dentro de la investigacion destacan la importancia de monitorear el
desarrollo del timo en diferentes etapas de crecimiento, ya que este 6rgano desemperia un papel
fundamental en la maduracién de linfocitos T, que son fundamentales para la inmunidad
celular. Asimismo, la variabilidad encontrada en los indices del timo refleja diferencias en el
estado de salud y bienestar de las aves, asi como su capacidad para enfrentar desafios
inmunologicos (Arteaga y Jauregui, 2016; Campos et al., 2022).
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Figura 9

Efecto de la dieta control y Ecobiol en el indice del timo de pollos de engorde.
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4.6.3 Indice de Bursa

El indice de la bursa se establece como un indicador de inmunocompetencia, utilizado para
monitorear el estatus inmunolégico de una parvada. La bursa de Fabricio crece de forma
armonica hasta los 42 dias de vida, siempre y cuando no presenten factores de estrés. En pollos
de engorde de 3 a 6 semanas de edad, este indice se encuentra en un rango de 2 a 4 g/kg. Sin
embargo, valores iguales o inferiores 1 g/kg estan correlacionados con inmunosupresion en la

parvada (Giambrone, 1996).

En la figura 10, se observan valores atipicos inferiores a 0,47 g/kg en todos los tratamientos
del dia 42, lo que evidencia un atrofiamiento de la bolsa de Fabricio provocada por agentes
inmunosupresores que afectan el desempefio inmunoldgico de este drgano linfoide
(Thomrongsuwannakij et al., 2021). El atrofiamiento en la Bursa es un fendmeno comun, a
menudo ocasionado por la vacunacion. Rautenschlein et al., (2005) informa que las aves
inmunizadas con vacunas intermedias e intermedias plus contra IBD presentan indices de bolsa

inferiores a 0,7 g/kg en comparacion con aves no inmunizadas.

Las vacunas vivas tienen un efecto destructivo en diversos grados sobre la bolsa de Fabricio,
lo cual puede ser transitorio. Sin embargo, el descenso abrupto del indice observado en la
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investigacion no se debe a la vacunacion, ya que el sistema inmunoldgico del ave tuvo tiempo
para recuperarse y no se denota un decrecimiento al dia 21 de vida. Esto sugiere la presencia
de un factor exdgeno, como es el virus que provoca la enfermedad infecciosa de la bolsa de
Fabricio que detuvo su crecimiento. Este virus es el principal agente que afecta directamente
la funcionalidad de este Organo, provocando lesiones que, mediante una evaluacién
histopatoldgica, se puede diagnosticar el cuadro de inmunosupresion de la parvada (Kumar et
al., 2000; Sedeik et al., 2019).

El indice morfométrico de la Bursa de pollos COBB, al igual que los otros ensayos realizados
en bazo y timo, no presenta diferencias significativas entre los tratamientos evaluados en los
dias 1 (F=2.09; p=0.20), 21 (F=0.07; p=0.98) y 42 (F=0.61; p=0.63) (Anexo 29). La ausencia
de diferencias significativas en el indice de la bursa entre los tratamientos evaluados resalta la
importancia de considerar multiples factores al evaluar la salud y el desarrollo inmunoldgico

de las aves.

Figura 10

Efecto de la dieta control y Ecobiol en el indice de la bursa de pollos de engorde.
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El indice de 6rganos inmunitarios se ha utilizado como indicadores para medir la inmunidad
celular y humoral, debido que el desarrollo de los érganos linfaticos (bazo, timo y bursa)
mantienen una relacion directa entre el peso corporal del ave y su sistema inmunolégico. Se
determina que mientras mas desarrollado esté el drgano, mayor serd la proteccion inmunoldgica

que se brindara al ave. Esto subraya la importancia de monitorear el indice de la bursa como
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parte integral del manejo de la salud y el bienestar de las parvadas (Arteaga y Jauregui, 2016;
Perozo et al., 2004).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

El aditivo alimenticio Ecobiol suministrado en la dieta de las aves no disminuye el
recuento de E. coli y Clostridium sp en el ileon, lo cual, puede atribuirse a factores
externos no controlados como la humedad en cama y la falta de monitoreo técnico en
el galpon que favorecen a la proliferacidn de estos patdgenos en el intestino del ave.

La suplementacion con el probiético Ecobiol no evidencia un desempefio inmunolégico
en la actividad humoral, ya que los niveles séricos de la inmunoglobulina G no
mejoraron en el tiempo, llegando a niveles basales para NDV e IBV. Mientras que, en
el dia 42 de la experimentacion se observé un aumento de anticuerpos para I1BD,
probablemente ocasionado por una infeccion del virus dentro de la nave de crianza.

La ingesta de Ecobiol en las aves dentro del estudio no condujo a una mejora en el
aumento del indice de 6rganos linfaticos (bazo, timo y bursa). Se presume que, en el
dia 42, las aves experimentaron inmunosupresion, ya que el indice de la bursa mostro
un atrofiamiento ocasionado principalmente por factores exdégenos como virus (IBD),
que alteran directamente la funcionalidad, desarrollo y el rendimiento adecuado del

organo.
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5.2 Recomendaciones

Analizar los aminoacidos digeribles presentes en las distintas dietas de los pollos de
engorde, con el propdsito de estandarizar la elaboracién del alimento y verificar que

cumplan con los valores nutricionales requeridos en las distintas etapas de crecimiento.

Establecer un cuadro de vacunacion 6ptimo de acuerdo con estudios epidemiologicos,
la prevalencia del virus, los datos de brotes esporadicos, el diagnostico preciso y la

potencia de la vacuna.

Realizar la identificacién y cuantificacion de B. amyloliquefaciens en el tracto
gastrointestinal de pollos de engorde, con el fin de determinar la efectividad de

colonizacién del probidtico empleado.

Continuar con estudios seroldgicos donde se establezcan mas puntos de muestreo a lo
largo del tiempo para obtener datos que permitan realizar un monitore6 de vacunacion

maés exhaustivo.
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ANEXOS

Anexo 1. Prueba de Leven para E. coli de pollos de engorde

Variable Dia F.V. SC gl CM F p
RABS E. 1  Tratamiento  3.14*10%2 3 1.04*102 4.81 0.0111
coli 21 Tratamiento 1.5*106 3 5*10° 1.67 0.2061

(UFClg) 42 Tratamiento 6.3*10° 3 2*10° 2.63 0.0781

Anexo 2. Prueba de Shapiro wilks para E. coli de pollos de engorde

) ] Media
Variable Dia n D.E W* p
(UFC/g)
_ *10-11
RDUOE. 1 24 19*10 665572.67  0.82 <0.0001
col 21 24 147%10%2 62554 0.69 <0.0001
(UFClg) 42 24 1.8*1012  32876.44 0.53 <0.0001

Anexo 3. Kruskal Wallis para E. coli de pollos de engorde

Dia Tratamiento Medianas (UFC/g) H p

CH 2.05*106
CM 5*10°
1 8.01 0.044
EH 1.46*106
EM 3*10°
CH 0
CM 0
21 1.14 0.439
EH 0
EM 0
CH 0
CM 0
42 9.57 0.009
EH 0
EM 13500
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Anexo 4. Aislamiento de E. coli en medio Chromocult

Anexo 5. Identificacion de E. coli mediante tincion Gram.
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Anexo 6. Prueba de Leven de C. perfringens de pollos de engorde

Variable Dia F.V. SC al CM F p

RABS C. 1 Tratamiento 21666.67 3 722222 3.1 0.0501

perfringens ]
21 Tratamiento 31250 3 10416.67 1.28 0.3098
(UFCl/g)

Anexo 7. Prueba de Shapiro wilks de C. perfringens de pollos de engorde

. ) Media
Variable Dia n D.E W* p
(UFCl/g)
RDUO C. 1 24 0 69.16 0.87 0.0090
perfringens
(UFCIg) 21 24 0 103.21 0.75 <0.0001

Anexo 8. Kruskal Wallis de C. perfringens de pollos de engorde

Dia Tratamiento Medianas (UFC/g) H p
CH 100 3.16 0.212
CM 50
EH
EM
CH
CM
EH
EM

1.55 0.444

21

o O o o o o
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Anexo 9. Aislamiento de C. perfringens en medio TSN.

Anexo 10. Identificacion de C. perfringens mediante tincion Gram.
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Anexo 11. Tabla de la prueba de Shapiro Wilks del titulo de anticuerpos para IBV, IBD y

NDV.
Variable Dias n Media D.E W* p
Titulo de 1 0.00 619 0.98 0.94
anticuerpos 21 24 0.00 97.71 0.90 0.06
contra IBV 42 0.00 89.28 0.98 0.97
Titulo de 1 0.00 665 0.91 0.08
anticuerpos 21 24 0.00 43.93 0.99 0.98
contra IBD 42 0.00 2213 0.89 0.03
Titulo de 1 0.00 663 0.93 0.28
anticuerpos 21 24 0.00 116 0.96 0.64
contra NDV 42 0.00 53.32 0.98 0.95

Nota: Valores de p<0,05 no cumplen con la normalidad de datos.

Anexo 12. Tabla de la prueba de Levene del titulo de anticuerpos para IBV, IBD y NDV del

dia 1 de vida.
Variable FdV SC CM gl F p
Titulode  Tratamiento  7,27E+04 2,42E+04 3 0.16 0.91
anticuerpos Error 2,94E+06 1,47E+05 20
conraNDV — 1otg] 3,01E+06 23
Titulode  Tratamiento  7,44E+05 2,48E+05 3 1.40 0.27
anticuerpos Error 3,55E+06 1,78E+05 20
contra IBV Total 4,30E+06 23
Titulode  Tratamiento  3,72E+06 1,24E+06 3 8.20 <0.01
anticuerpos Error 3,02E+06 1,51E+05 20
contra IBD Total 6,75E+06 23

Nota: Lo valores obtenidos en el titulo de anticuerpos contra IBD no cumplen con la

homogeneidad de varianzas ya que se obtienen un valor de (p<0,05).
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Anexo 13. Tabla de la prueba de Levene del titulo de anticuerpos para IBV, IBD y NDV del

dia 21 de vida.
Variable FdV SC CM ol F p
Titulo de Tratamiento  4,57E+03 1,52E+03 3 0.29 0.83
anticuerpos Error 1,06E+05 5,32E+03 20
contraNDV' gy 1,11E+05 23
Titulode  Tratamiento  9,92E+03 3,31E+03 3 1.14 0.35
anticuerpos Error 5,83E+04 2,91E+03 20
contra IBV Total 6,82E+04 23
Titulo de Tratamiento  2,68E+03 8,92E+02 3 1.22 0.32
anticuerpos Error 1,46E+04 7,32E+02 20
contra IBD Total 1,73E+04 23

Nota: Todos los valores cumplen con la homogeneidad de varianzas (p>0,05).

Anexo 14. Tabla de la prueba de Levene del titulo de anticuerpos para IBV, IBD y NDV del

dia 42 de vida.
Variable FdV SC CM al F p
Titulode  Tratamiento  9,08E+03  3,03E+03 3 455 0.01
anticuerpos Error 1,33E+04 6,64E+02 20
conraNDV — Tqtq) 2,24E+04 23
Titulode  Tratamiento  3,46E+04 1,15E+04 3 5.67 <0.01
anticuerpos Error 4,06E+04 2,03E+03 20
contra IBV Total 7,52E+04 23
Titulo de Tratamiento  5,20E+06 1,73E+06 3 0.55 0.65
anticuerpos Error 6,27E+07 3,13E+06 20
contra IBD Total 6,79E+07 23

NOTA: Lo valores obtenidos en el titulo de anticuerpos contra NDV e IBV no cumplen con la

homogeneidad de varianzas ya que se obtienen un valor de (p<0,05).
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Anexo 15. Tabla ANOVA del titulo de anticuerpos para NDV en el dia 1, 21 y 42 de vida.

1 21 42
F.V. al SC CM F p-valor SC CM F p-valor SC CM F p-valor
Modelo 11 1,24E+08 1,13E+07 13,35 0,00 9,94E+06 9,04E+05 34,66 0,00 5,22E+06 4,74E+05 87,02 0,00
Tratamiento 3 1,60E+07 5,33E+06 0,39 0,76 3,15E+06 1,05E+06 1,24 0,36 8,10E+05 2,70E+05 0,49 0,70
Error muestral 8 1,08E+08 1,35E+07 15,99 0,00 6,79E+06 8,49E+05 32,56 0,00 4,41E+06 5,51E+05 101,07 0,00
Error experimental 12 1,01E+07 8,44E+05 3,13E+05 2,61E+04 6,54E+04 5,45E+03
Total 23 1,34E+08 1,03E+07 5,28E+06

Nota: No se obtiene diferencias significativas.

Anexo 16. Placas Elisa de la lectura del titulo de anticuerpos de NDV.
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Anexo 17. Tabla ANOVA del titulo de anticuerpos para IBV en el dia 1, 21 y 42 de vida.

1 21 42
F.V. gl sC CM F p-valor sC CM F p-valor sC CM F p-valor
Modelo 11 1,95E+08 1,77E+07 24,09 0,00 1,74E+06 1,58E+05 8,64 0,00 7,52E+05 6,84E+04 4,48 0,01
Tratamiento 3 451E+07 1,50E+07 0,80 0,53 1,21E+06 4,03E+05 6,06 0,02 2,78E+04 9,27E+03 0,10 0,96
Error muestral 8 1,50E+08 1,87E+07 25,46 0,00 5,32E+05 6,64E+04 3,63 0,02 7,24E+05 9,06E+04 5,93 0,00
Error experimental 12 8,83E+06 7,36E+05 2,20E+05 1,83E+04 1,83E+05 1,53E+04
Total 23 2,04E+08 1,96E+06 9,36E+05

Nota: Se obtienen diferencias significativas en el dia 21 de vida.

Anexo 18. Placas Elisa de la lectura del titulo de anticuerpos de IBV.
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Anexo 19. Tabla ANOVA del titulo de anticuerpos para IBD en el dia 1, 21 y 42 de vida.

1 21 42
F.V. al SC CM F p-valor SC CM F p-valor SC CM F p-valor
Modelo 11 3,25E+08 2,95E+07 34,78 0,00 1,86E+06 1,69E+05 45,74 0,00 2,65E+08 2,41E+07 2,56 0,06
Tratamiento 3 1,15E+08 3,83E+07 1,46 0,30 2,54E+05 8,47E+04 0,42 0,74 3,89E+07 1,30E+07 0,46 0,72
Error muestral 8 2,10E+08 2,62E+07 30,88 0,00 1,61E+06 2,01E+05 54,31 0,00 2,26E+08 2,82E+07 3,01 0,04
Error experimental 12 1,02E+07 8,49E+05 4 44E+04 3,70E+03 1,13E+08 9,39E+06
Total 23 3,35E+08 1,91E+06 3,78E+08

Nota: No se obtiene diferencias significativas.

Anexo 20. Placas Elisa de la lectura del titulo de anticuerpos de IBD.
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Anexo 21. Tabla de la prueba de Shapiro Wilks del indice del bazo, timo y bursa del dia 1 de vida.

Variable n Media D.E. W* p-valor

RDUO Ba/PC 12 0 0,13 0,92 0,4236
RDUO Ti/PC 12 0 0,47 0,97 0,9187
RDUO Bu/PC 12 0 0,18 0,89 0,1833

Nota: Todas las variables cumplen con la normalidad

Anexo 22. Tabla de la prueba de Shapiro Wilks del indice del bazo, timo y bursa del dia 21 de vida.

Variable n Media D.E. W* p-valor

RDUO Ba/PC 12 0,00 0,17 0,94 0,6367
RDUO Ti/PC 12 0,00 0,7 0,87 0,1130
RDUO Bu/PC 12 0,00 0,32 0,87 0,1173

Nota: Todas las variables cumplen con la normalidad.

Anexo 23. Tabla de la prueba de Shapiro Wilks del indice del bazo, timo y bursa del dia 42 de vida.

Variable n Media D.E. W* p-valor

RDUO Ba/PC 12 0,00 0,15 0,96 0,87
RDUO Ti/PC 12 0,00 0,93 0,79 0,01
RDUO Bu/PC 12 0,00 0,08 0,94 0,64

Nota: Todas las variables cumplen con la normalidad.
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Anexo 24. Tabla de la prueba de Levene del indice del bazo, timo y bursa del dia 1 de vida.

Ba/PC Ti/PC Bu/PC
F.V. gl SC CM F p-valor SC CM F p-valor SC CM F p-valor
Modelo 5 0,03 0,01 1,30 0,38 0,65 0,13 8,34 0,01 0,04 0,01 0,54 0,74
Tratamiento 3 0,02 0,01 1,72 0,26 0,39 0,13 8,42 0,01 0,04 0,01 0,9 0,49
Blogue 2 0,01 0,00 0,66 0,55 0,26 0,13 8,21 0,02 0,00 0,00 0,00 1
Error 6 0,02 0,00 0,09 0,02 0,08 0,01
Total 11 0,05 0,74 0,12
Nota: El indice del timo no cumple con la homocedasticidad. Ba: Bazo, Ti: Timo, Bu: Bursa 'y PC: Peso corporal.
Anexo 25. Tabla de la prueba de Levene del indice del bazo, timo y bursa del dia 21 de vida.
Ba/PC Ti/PC Bu/PC
F.V. al SC CM F p-valor SC CM F p-valor SC CM F p-valor
Modelo 5 0,04 0,01 0,74 0,62 0,30 0,06 0,32 0,89 0,08 0,02 0,55 0,74
Tratamiento 3 0,03 0,01 1,16 0,40 0,09 0,03 0,16 0,92 0,02 0,01 0,25 0,86
Blogque 2 0,00 0,00 0,10 0,91 0,21 0,11 0,56 0,60 0,06 0,03 1 0,42
Error 6 0,06 0,01 1,16 0,19 0,17 0,03
Total 11 0,10 1,46 0,24
NOTA: Todas las variables cumplen la homocedasticidad. Ba: Bazo, Ti: Timo, Bu: Bursa y PC: Peso corporal.
Anexo 26. Tabla de la prueba de Levene del indice del bazo, timo y bursa del dia 42 de vida.
Ba/PC Ti/PC Bu/PC
F.V. gl SC CM F p-valor SC CM F p-valor SC CM F p-valor
Modelo 5 0,05 0,01 2,95 0,11 0,72 0,14 0,75 0,61 0,01 0,00 2,25 0,18
Tratamiento 3 0,04 0,01 3,65 0,08 0,69 0,23 1,20 0,39 0,01 0,00 3,24 0,10
Bloque 2 0,01 0,01 1,90 0,23 0,03 0,01 0,07 0,93 0,00 0,00 0,78 0,50
Error 6 0,02 0,00 1,15 0,19 0,01 0,00
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Total 11 0,07 1,87 0,02
NOTA: Todas las variables cumplen la homocedasticidad. Ba: Bazo, Ti: Timo, Bu: Bursa y PC: Peso corporal.

Anexo 27. Tabla ANOVA del indice del Bazo en el dia 1, 21 y 42 de vida.

1 21 42
F.V. al SC CM F p-valor SC CM F p-valor SC CM F p-valor
Modelo 5 0,04 0,01 0,27 0,92 0,07 0,01 0,26 0,92 0,08 0,02 0,41 0,83
Tratamiento 3 0,04 0,01 0,38 0,77 0,05 0,02 0,30 0,82 0,06 0,02 0,48 0,71
Error muestral 2 0,01 0,00 0,10 0,91 0,02 0,01 0,21 0,82 0,02 0,01 0,29 0,76
Error experimental 6 0,20 0,03 0,31 0,05 0,24 0,04
Total 11 0,24 0,38 0,33

Nota: No se obtiene diferencias significativas.

Anexo 28. Tabla ANOVA del indice del Timo en el dia 1, 21 y 42 de vida.

1 21 42
F.V. gl SC CM F p-valor SC CM F p-valor SC CM F p-valor
Modelo 5 0,43 0,09 0,21 0,94 3,22 0,64 0,72 0,63 3,88 0,78 0,49 0,77
Tratamiento 3 0,39 0,13 0,32 0,81 3,08 1,03 1,15 0,40 3,44 1,15 0,73 0,57
Error muestral 2 0,05 0,02 0,06 0,94 0,15 0,07 0,08 0,92 0,44 0,22 0,14 0,87
Error experimental 6 2,42 0,40 5,36 0,89 9,45 1,58
Total 11 2,86 8,58 13,33

Nota: No se obtiene diferencias significativas.
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Anexo 29. Tabla ANOVA del indice del Bursa en el dia 1, 21 y 42 de vida.

1 21 42
F.V. al SC CM F p-valor SC CM F p-valor SC CM F p-valor
Modelo 5 0,79 0,16 2,8 0,12 0,28 0,06 0,29 0,90 0,04 0,01 0,65 0,67
Tratamiento 3 0,35 0,12 2,09 0,20 0,04 0,01 0,07 0,98 0,02 0,01 0,61 0,63
Error muestral 2 0,44 0,22 3,86 0,08 0,24 0,12 0,62 0,57 0,02 0,01 0,71 0,53
Error experimental 6 0,34 0,06 1,16 0,19 0,08 0,01
Total 11 1,13 1,43 0,12

Nota: No se obtiene diferencias significativas.

Anexo 30. Comparacion del tamafio de 6rganos linfaticos A) bazo, B) bursa C) timo en aves suplementadas con y sin Ecobiol del dia 1 de vida.
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Anexo 31. Comparacion del tamafio de drganos linfaticos A) bazo, B) bursa C) timo en aves suplementadas con y sin Ecobiol del dia 21 de vida.

Suplementado con Ecaobiol

Control
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Anexo 32. Comparacion del tamarfio de drganos linfaticos A) bazo, B) bursa C) timo en aves suplementadas con y sin Ecobiol del dia 42 de vida.

Suplementado con Ecaobiol
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