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l. INTRODUCCION

La Industria Avicola Ecuatoriana en los ultimos @etiios ha incrementado su
produccion a diferencia de otros tipos de carnenwstro pais el aumento en el
consumo de carne de pollo ha sido muy significattgasi como entre el 2004 vy el
2008 se observo un incremento del 23% al pasarlde 2 26,6 kg/hab/afio el

consumo peér-capita, debiéndose a la gran oferéstéeproducto (Villamizar, 2008).

El Censo Avicola Nacional 2008 realizado por el MAAESA, CONAVE y
AMEVEA, da a conocer que la produccién fue de 296 fillones de aves, siendo
198 450 millones la linea de broilers, 9 130 milerde postura, 5 580 millones
machos que corresponden a los nacimientos de da lpostura, 1 800 millones

reproductoras pesadas y 136 millones de reprodgctioianas (Guzméan 2008).

Para el Economista Esteban Zambrano Gerente RégierRRONACA Santo
Domingo, menciona que el consumo de pollos y susatos crece sostenidamente
en el mercado ecuatoriano y se ha convertido duelate de proteina mas barata.
Para satisfacer este mercado empresas como Prquigracon mas del 45 % de
participacion en el mercado, lidera la producciéocpsando un total de 4 650,19
Ton de carne de pollo/afio incluyendo avicolas ppi integradas concentradas en

la zona de Santo Domingo.

Debido a los métodos de manejo intensivos actlakesnimales de granja,
fundamentalmente las aves, son muy susceptiblestmthnces bacterianos entéricos
que llevan a una insuficiente conversion de laneatitos y a una disminucion en la
respuesta zootécnica. Para atenuar estas difies|tdals dietas son suplementadas
con antibioticos, los cuales han mostrado ser igfecten la disminucion de los

trastornos diarreicos y en la promocion del creenta animal (Milian, 2005).

La biotecnologia esta aportando a los nutriciogistaa nueva generacion de
productos que son alternativas viables a los atittois promotores de crecimiento y
que pueden ser promocionados como naturales y cecuara el animal, el

consumidor y el medio ambiente como son los maigogdcaridos, el selenio



organico, probidticos, inulina y fructuoligosacarid condroitin sulfato vy

glucosamina, antioxidantes y acidos organicos.

Los probidticos son definidos como un suplemeritoaiticio que beneficia la
salud del hospedero. Generalmente es consideradoestos llevan acabo un
mejoramiento en el balance microbial. Sin embargda vez es mas claro el
beneficio que estos tienen en la salud via inmuhid&l tracto gastrointestinal
cumple varias funciones tales como la absorciomggstion de nutrientes. Una de
estas es que el intestino es hospedero de una eganmpézcla de microbios, estos
son parte de nuestra microflora los cuales juegapapel importante en la salud.
Bifidobacteriumy Lactobacillusson una fuerte asociaciéon que mantienen el balance

microbial de los intestinos (Salvador y Cruz, 2009)

Gran parte del sistema inmune estd dedicado a gemotel tracto
gastrointestinal, por eso existen sistemas adi@engue protegen el sistema
digestivo. Un elemento clave en la defensa deémiagtdigestivo es la microflora
enddgena. Las bacterias benéficas compiten corpdt®yenos por los sitios de
adhesion y por nutrientes, es por ello que se iaas nuevos enfoques para limitar

la concentracion de patdégenos en el tracto gaststinal (Spring 2004).

Barrera (2008), sostiene que la produccion avicalda dia debe ser mas
competitiva y sus resultados deben ser exceleuates alternativa para mejorar la
produccion son los llamados productos probidticos contienen microorganismos

Vivos Yy activos que colonizan el tracto digestivo.

Segun Moreno (1999), cuando nacen los polluelomtestino practicamente
esta estéril, desarrollandose su flora intestinahmte las primeras semanas de vida,
donde predominan bacterias del géneaiotobacillus, Enterococcug Bacillus, esta
flora autéctona es especifica y esta determinadalgso condiciones fisicas y
guimicas existentes en su aparato digestivo. Rarragon es importante el uso de
probioticos para desarrollar en el ave una colandramicrobiolégica efectiva del

tracto digestivo.



El desconocimiento de los beneficios de las baxteprobidticas en la
productividad hace que estas no sean utilizadasppde de los avicultores. La
poblacion que se beneficiara, seran todos losugtotes avicolas de la zona y
técnicos dedicados a esta area, indirectamentspareellegar a otros avicultores
dedicados a la produccion de gallinas de postuia guae hagan uso de las bacterias
acido lacticas y observen los beneficios.

Basado con estos antecedentes se realizo la gaestn tomando en cuenta

los siguientes objetivos.

GENERAL
. Determinar los efectos de la inclusion de proba&idurante la etapa de
crianza en pollos broilers (Linea ROSS-308), mranejoramiento de los

parametros sanitarios, productivos y econémicos.

ESPECIFICOS

. Aislar e identificar las cepas nativas ldectobacillus acidophilusy Bacillus
subtilis.

. Formular el probiotico a base Hactobacillus acidophilusy Bacillus subtilis.

. Determinar la relacion de la inclusion de probidsi@a través del consumo de
agua en la ganancia de peso para pollos Broiles BoR.

. Evaluar la adicion de probidticos en la dieta, elaaién con la Conversion
Alimenticia en pollos Broiler Ross 308.

. Determinar la tasa de Mortalidad.

. Determinar el tratamiento mas econdémico para ineluiiso de probioticos en

la dieta utilizando la metodologia Perenal

La hipotesis planteada para la investigacionaesdlusion de probidticos durante la
etapa de crianza mejorara los parametros sanit@rnoguctivos y econémicos de los

productores en pollos Broiler Ross-308



I. REVISION DE LITERATURA

2.1. SISTEMA DIGESTIVO DEL POLLO

Segun Heinz (2000), el intestino es un 6rgano cejppiue forma parte del
tracto gastrointestinal y es el paso obligado denlatrimentos que sirven de base

para el metabolismo, el crecimiento y el mantenmae

Jensen (2001) citado por Mroz (2004), observé guermentacion gastrica en
el intestino delgado daba lugar a una gran cantilgadcido lactico, mientras que la
fermentacion en el ciego y en el colon produciadpminantemente, acido acético,
propionico y butirico. La cantidad total de acidpasos de cadena corta existente en
el tracto digestivo se halla correlacionada coralatidad de sustrato (fibra) que tiene
disponible la microflora intestinal. Lo cual es imgcindible realizar un ajuste a

través del agua de bebida.

ﬂf Al qun
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Figura 1. pH en diferentes 6rganos del sistema digestivadel
Fuente:http://www.engormix.com/MA-avicultura/nutricion/étilos/salud-intestinal-clave-
productividad-t518/p0.htm

2.1.1. Boca

Segun Marck (2002), el pollo no tiene labios, patatilando, mejillas y
dientes, pero tiene mandibulas corneas superiofeadr que circundan la boca; la

superior se encuentra unida al craneo, mientrasaguaéerior es colgante.



2.1.2. Lengua

Es de forma de cabeza de flecha, su funcion esrefeemsion, seleccion y
deglucién del alimento. En este 6rgano del apat@festivo se encuentra la enzima
amilasa (Marck, 2002).

2.1.3. Esoéfago

Ensminger (2000), sostiene que es simplemente nducto o tubo que sirve
para conducir los alimentos y el agua desde la hasta el buche, y de alli hasta la
molleja.

2.1.4. Buche

Segun Avila (2005), el buche desarrolla la funcidle oOrgano de
almacenamiento ademas de dar paso al alimento élkajzarato digestivo. En este
organo, el alimento se remoja con agua y salivia éeca; de modo que el buche de
las aves permite consumir grandes cantidades mermtlb. El contenido del buche es
siempre acido con un pH 5.

2.1.5. Proventriculo

Marck (2002) afirma que en el proventriculo es dosé produce el jugo
gastrico. Las células glandulares secretan pepsina, enzima que ayuda a la

digestion de proteinas, y acido clorhidrico.

2.1.6. Molleja

La molleja es de forma oval con dos aberturas, comunica con el
proventriculo y la otra hacia el duodeno. Su ppgakfunciéon es moler y aplastar los
alimentos gruesos. La actividad motora de la meoksj de caracter ritmico, de modo
gque aparece una contraccion de los dos musculeserita un pH de 4,06 por lo que

tiene una reaccion acida (Ensminger 2000).



2.1.7. Intestino Delgado

Segun Avila (2005), comenta que el intestino dedgew las aves se divide en:

duodeno, yeyuno e ileon y se describe a continnacio

2.1.7.1. Duodeno

La reaccion del contenido del duodeno es casi seergida, presentando un
pH de 6,3 por lo que posiblemente el jugo gastjeoce aqui la mayor parte de su
accion.

2.1.7.2. Yeyuno

El yeyuno consta de unas diez asas pequefias, siapw®mo una guirnalda y

suspendidas de una parte del mesenterio. Preseptd de 7,04.

2.1.7.3. _lleon
El ileon, cuya estructura es estirada y se encuemtrel centro de la cavidad
abdominal. El pH es de 7,59.

2.1.8. Ciegos

Marck (2002) y Ensminger (2000) sostienen que na@®ce la funcion
exacta de los sacos ciegos, pero es evidenteanedue ver con la digestion. El pH
del ciego derecho es de 7,08 mientras que el pHiegb izquierdo es de 7,12. Se
cree que la funcidon de los ciegos es de absorcigueyestan relacionados con la

digestion de celulosa.

2.1.9. Cloaca

Segun Ensminger (2000), la cloaca es un 6rgano ra@rlas tractos urinario,

digestivo y reproductivo. Por lo tanto la orinaag heces se eliminan juntas.



2.1.10. Organos Digestivos Complementarios

2.1.10.1. Pancreas

Esta dentro del asa duodenal del intestino delgadsecreta el jugo
pancreatico cuyas cinco poderosas enzimas ayuldagigestion de almidones, grasa
y proteinas (Ensminger, 2000).

2.1.10.2. _Higado

Marck (2002), sostiene que esta formado por dasdgs lobulos. Entre sus
funciones esta la de secretar la bilis, que esigumido ligeramente pegajoso,
amarillo-verdoso, y que contiene acidos biliarag g@yudan a la digestion, de las
grasas. Su principal funcién consiste en neutmalezacidez del duodeno y digerir

las grasas.

2.1.10.3. Vesicula biliar

Organo muscular que almacena la bilis, presentdaemayoria de los
vertebrados. En cuanto a su estructura la vesistta formada por una cubierta
peritoneal externa (tlnica serosa), una capa nudi@jido fibroso y muasculo liso
(tinica muscular) y una membrana mucosa intermacéiimucosa).La bilis pasa del
higado al intestino por dos conductos biliares.c@hducto derecho almacena la
mayor parte de bilis. EI conducto izquierdo no ssaecha, por lo que una pequefia

cantidad de bilis pasa directamente al intestinar{i, 2002).

2.2. INTEGRIDAD INTESTINAL

La Integridad Intestinal se define como el funcioiento 6ptimo del tracto
intestinal, el cual maximiza el desempefo prodocte las aves. Porgue el tracto
intestinal es uno de los factores principales éskdhpeio y rentabilidad de las aves,

la Integridad Intestinal es fundamental para temea produccion rentable. La



Enteritis Bacteriana (EB) y la Coccidiosis son |asncipales amenazas de la
Integridad Intestinal (Hoerr, 2009).

Para Palacios (2009), la salud intestinal del érailpollo de carne, conocida
también como integridad intestinal es la funciétima del tracto digestivo, aspecto
primordial en la crianza de pollos de carne quepksnite alcanzar el peso y la
conversion alimenticia esperada para la linea gen&n cuestion. Los peligros
contra la salud intestinal, presentes en todasiegraciones avicolas son la coccidia

y la enteritis bacteriana.

Segun Milian (2005), la microflora intestinal semgmne en su mayoria por
bacterias acido lacticas; esta microflora es eakpeira descomponer las sustancias
alimenticias que no fueron digeridas previamentanteniendo la integridad de la
mucosa intestinal. Al desdoblar los alimentos poeduvitaminas (sobre todo del
complejo hidrosoluble) y acidos grasos que al nmartda estabilidad intestinal
logran aumentar la respuesta inmune; se conoceupralo estos mecanismos son
agredidos por algun agente externo es el momeiwedal para el accionar de las
bacterias probidticas.

Duchatel (2005), afirma que las vias digestivatadeaves asi como las de los
mamiferos, albergan una flora microbiolégica fueliste ecosistema digestivo esta
en equilibrio y permanece normalmente constantardertoda la vida de un animal
adulto. Pero este equilibrio se puede perturbamnaao el ave sufre agresiones: estrés,
desequilibrios nutricionales, vacunaciones, suriimisnasivo de antibioticos y
sustancias que perturban el valor del pH del imestEntonces, los factores que
perturban el equilibrio de la flora intestinal,n& una repercusion en la salud del

animal.

Segun Sansalone (2008), existen al menos 400 esgmatterianas en el GTI,
de los cuales se conocen solamente el 15 % de Efitsflora, participa activamente
de todos los fendmenos digestivos, nutricionalsanjtarios de las aves. Debe existir

permanentemente un equilibrio entre el tipo deaftpe se genera, la integridad de la



mucosa intestinal y la dieta de los animales. 3o8®ge este equilibrio, puede llevar

a una lesiéon o enfermedad.

2.3. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA SALUD INTESTINAL

Segun Granados (2008), son:

. Barreras fisicas: La integridad intestinal se ve comprometida cudadsared
de la mucosa es dafiada, las células epitelialetadfs o destruidas, el
suministro vascular interrumpido o el sistema inencamprometidos.

" Factores estresantesEl equilibrio intestinal también se puede ver altler por
factores de estrés como manejo inadecuado o degecty transportacion,
sobrepoblacion, cambios bruscos del medio ambigateinaciones, etc.

. Factores de la dieta:Deficiencias nutricionales debido a: desbalancdade
formula, mal manejo del grano, alta carga bactariam el alimento y
micotoxinas, que afectan la salud intestinal.

. Toxinas del alimento: Las toxinas del alimento y toxicos también afedtan
integridad intestinal.

. Micro flora intestinal: El equilibrio en la microflora intestinal permitaai
optima integridad intestinal. Las bacterias Ut{lesctobacillus acidophilus, L.
bulgaris, Bifidobacterium bifidum, B. infantis, Blws sp) juegan un papel
importante en el control de la flora y estimulandelsarrollo de la pared
intestinal.

. Deformidad del pico: Una deformidad del pico evita un consumo adecuado d
alimento y puede causar dafio al desarrollo int&stin

. Estado sanitario: Enfermedades como la coccidiosis y célera aviactafe
severamente la integridad intestinal. Los viruspdos bacterias, parasitos y

toxinas pueden ser la causa.

Endo y Nakano (2000) citado por Milian (2005), ds&won los efectos del
empleo de un probidtico en pollos de ceba el audlia especies deactobacillus,
Bacillus, Streptococcug Saccharomycesn una dosis de 3 g/kg de concentrado. El

probidtico decrecié el numero de Enterobacterad&aeoli y Salmonellpen el
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ciego. También estudios realizados por Maruta (L@formados por Bortolozo
(2002) citados por Milian (2005), administraron probiético a base dBacillus
subtilisa pollos de ceba, muestran un aumento de la misladisminucion de la
grasa abdominal, principalmente en machos. Aderhésrearon que el suministro
de este probidtico disminuyd el porcentaje de beste patdgenas,
fundamentalment&almonelladesde un 60 a un 20 %.

Rossi,et al. (2006); realizaron un estudio usando un prolodtibtenido a
partir del epitelio de la mucosa del ciego de llibres de patégenos de la
Salmonella El probiético utilizado fue destacado como unatdiaccion del
controlador o inhibidor de microorganismos patogeias aves mostraron un mejor
desempeiio en comparacion con los tratamientos d#roto En general,
independientemente de los tratamientos empleadestenexperimento, se produjo

mejores tasas de crecimiento de las aves en relad#linea estandar que se utiliza.

Cortés y Avila (2000), evaluaron el efecto del dtibo (Bacillus toyoi10™
esporas/g) sobre el comportamiento productivo elogode engorde cuyos
resultados indican que el probidtico adicionada alieta para pollos de engorda
permiten tener un efecto promotor del crecimientigminuy6 la mortalidad. Los
resultados en 49 dias para ganancia de peso fddevantes (P< 0,05); se encontré
efecto a la adicion del probidtico (2 408 2 344 g). La mortalidad general y por
sindrome ascitico (SA) fue mayor (P< 0,05) en tomales que comieroad libitum
en comparacion con los que tuvieron restricciometitaria (9,55%, 2,45%, 4,52% y
1.45%, respectivamente). Hubo efecto (P< 0,05) adlaién del probidtico en SA
(0,90%vs 5,07%), con menor mortalidad.

Hoyos (2008) utilizé los microorganismos eficac®$ gie contenian bacterias
y levaduras l(actobacillus cassel03 ufc/ml,Saccharomyces cerevisid@®? ufc/ml,
Rodhopseudomona palustrd®® ufc/ml) a concentraciones mayores a 100 000
ufc/ml de solucién. Se evaluaron los parametrodymrtivos como ganancia de peso,
conversion alimenticia, mortalidad acumulada ytikdad de los EM en la reduccion
de la carga de coliformes totales presentes eanae los pollos. Se encontr6é que

los EM mejoraron los parametros productivos dealass como ganancia de peso,
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indice de conversién y mortalidad. Los EM lograreducir la carga de coliformes
totales presentes en el ambiente de los pollosngerge. En Ganancia de peso se
observé una diferencia significativa (p< 0,05) épeso de los machos tratados con

EM de 120,4 g (5,4%) con una dosis de 1 ml de ptoi por dos litros de agua.

Araujo (2005), prob6 HYDROENZIME producto a base m®bioticos y
enzimas en cuanto a la absorcion de alimento, gande peso y la disminuciéon de
mortalidad en el pollo de engorde, observo difdeesmnificativa en la ganancia de
pesos a los pollos tratados con HYDROENZIME a @gltas de 2047,5y 1706,34
g. una conversion alimenticia altamente signifiaatipara los pollos con

Hydroenzime de 1,82 y el control de 2,02.

2.4. FLORA BACTERIANA DEL TRACTO DIGESTIVO

En el organismo existe una flora microbiana de impligena y otra compuesta
por microorganismos que potencialmente pueden cdarge como patdgenos. En
términos fisiol6gicos se realiza una simbiosis elr organismo superior y la flora
microbiana indigena, el primero se comporta comgpédador suministrando a los
microorganismos el ambiente para su crecimientstgsedltimos como simbiontes,
ponen a disposicion del hospedador su capacidathtisis (proteinas y vitaminas)
y de ruptura celular (celulolisis). Sin embargo Iqueer alteracién del ecosistema
microbiano con pérdidas de microorganismos de fipdigena, implica que
microorganismos transeuntes, potencialmente pabdgpnedan tomar posesion de

los nichos que dejaron vacios las bacterias indg@Rodriguez, 1994).

Chogue (2008), encontrd que la interaccion eogearlicroorganismos y el TGI
se refleja en distintos niveles: participando eoncesos digestivos; evitando el
establecimiento de microorganismos potencialmentogenos; produciendo
metabolitos tdxicos; incrementando la tasa de racion epitelial; degradando la
capa de mucina e induciendo respuesta inmunitanidacproliferacion de células de

defensa.
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2.5. DESARROLLO DE LA MICROFLORA INTESTINAL

Tissier, citado por Rodriguez (1994) comenta duieGd del feto es estéril, se
encuentra en lo que se denomina estado axéniau6figio. Sin embargo, la
colonizacion microbiana es extremadamente prea@pigla, de modo que a las 24-
48 horas del nacimiento se alcanzan concentracibads}-10" microorganismos/g
de heces, cifras cercanas a las observadas emwlt, atktectandoskactobacillus,
cocos gram-positivosClostridium perfringensy E. coli, apareciendo mas tarde

cocos gram-negativosBacteroides.

2.6. MICROFLORA EN LOS DISTINTOS TRAMOS INTESTINALE S

Pareja, (2005) afirma que el buche interiormenté egbierto de una capa de
epitelio escamoso estratificado. La poblacién baria del buche esta compuesta
mayoritariamente por lactobacilos, con un pequefionato de coliformes y
estreptococos. No se encuentran normalmente aneeredtrictos. Las bacterias se
hayan asociadas al epitelio con una capa de magsti@celular, manteniéndose a
una distancia de unos 7nm, estableciéndose pudatesntacto entre las bacterias.
Al parecer, estos lactobacilos colonizan el buclesgocas horas del nacimiento y
persisten a lo largo de la vida de las aves (Bamag000). También se puede
distinguir Estreptococcus, Salmonella, Shigella, Lactobagillischerichia y

Clostridium

Segun Apajalahti (2002), ElI TGI de los pollos alsjamerosas especies
bacterianas. Los recientes desarrollos en el @élksla comunidad microbiana por
métodos basados en ADN han dado nueva luz sobréclabiologia del TGI de
muchas especies animales. La figura 2 muestra éergs de bacterias mas

abundantes presentes globalmente en el TGI despollo
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Fuzobacterium

5% Strepto/
Bifidobacterium enferococcus
10 % 5%
Bacteroides Others
11 % 34 %
Clostridium
8% Lactobacilllus

17 %

Figura 2. Principales géneros de bacterias en el ciego tesp@asado en secuenciacion
ADNr 16S)
Fuente: Apajalahti (2002)

Segun Cervantes (2010), en el intestino delgadedpscies dominantes sBn
coli, Estreptococgs Enterococcus, Sthapylococcus y Lactobacillisambién
anaerobios obligados comcaEubacterium, Propionibacterium, Clostridium,
Gemmigery Fusobacterium Ciego: Cocos Gram + anaerobidsgcteroidaceae,
Eubacterium sp., Bifidobacterium spp., Budding spddlostridium sp. Gemmiger
formicilis. De igual manera Choque, (2008), da a conocer dasaripcion mas

completa que se ilustra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Tabla de diversidad bacteriana del tracto gas@siinal de pollos,
en funciéon de la variacion del pH y el tiempo medio retencion, en minutos
(TMR) de la digesta en la fase solida.

Seccion Contenido digestivo ,

. . Bacterias

intestinal

pH TMR
Lactobacillus®, EstreptococcUsE. coli,

Buche 4,5 3141 | granhylococetls
Proventriculo 4,4-4.8 39 Estreptococcus coliformes
Molleja 2,6 33 Lactobacillus®
Yeyuno 5,8 71-84 | Clostridium®

) coliformes, Eubacterium, Bacteroides
lleon 6,3 90-97 Staphylococcus Estreptococcus
Lactobacillus®

Clostridium™ ,Bacteroides
Ciegos 5,7 119 Eubacterium, Fusobacterium,
Bofidobacteria
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2.7. FUNCIONES Y EQUILIBRIO DE LA FLORA INTESTINAL

Los autores aceptan que la flora intestinal infldiyecta e indirectamente en el

estado de salud del hombre y los animales a ta/éss siguientes funciones:

. Produccion de vitaminas y acidos grasos de cadmte C
. Degradacion de sustancias alimenticias no digeridas
. Integridad del epitelio intestinal,

. Estimulo de la respuesta inmunitaria.

. Proteccion frente a microorganismos enteropatégenos

La estabilidad de la flora microbiana intestinalmprescindible para que estas
funciones puedan desarrollarse, sin embargo el totradigestivo no
es un sistema biologico cerrado. Diariamente catimlento se envian y afluyen a la
luz gastrointestinal gérmenes y sustancias divergashabituales, que resultan
normalmente inofensivos debido a los multiples msraos de defensa que las

bacterias ponen en juego (Feuchter, 2005).

2.8. DESEQUILIBRIO MICROBIANO INTESTINAL

Las enfermedades entéricas como la coccidiosgindrome de malabsorcion,
colibacilosis y la enteritis necrética, son causa mkrdidas significativas en
produccion y calidad del pollo broiler. En la adi@d, estas enfermedades entéricas
se controlan en la practica mediante el uso de tegeanti-microbianos en el
alimento y/o el agua de bebida. Los agentes amfiaiianos incluyen los
coccidiostaticos, los promotores de crecimientoindotobianos (PCAM) vy
medicamentos especificos. Sin embargo, la crecigm@ocupacion de los
consumidores sobre el posible traslado de la ezgigt antibidtica a los patdégenos
causantes de enfermedades humanas, ha provocpduhibicion de la mayoria de
los PCAM y el uso restringido de medicamentos e@denunidad Europea. Si no se
desarrolla ningun producto alternativo, este mosnto podria llevar a un aumento
en la incidencia de enfermedades entéricas confagtoeadverso en el bienestar

animal y la produccion.
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Las perturbaciones del ecosistema bacteriano dslpieal pueden ser definidas
como disbacteriosis. La disbacteriosis se refierlwsacambios en el niamero o
composicion de las bacterias intestinales no pasiseel comensal que le pueden
originar perturbaciones digestivas. La disbactesine es tanto una infeccion sino un
desequilibrio microbiano. Sin embargo, es probablke en muchos casos clinicos, la
disbacteriosis y las infecciones entéricas estésgmtes simultdneamente, existiendo
una relacion causal. La disbacteriosis puede can$acciones y las infecciones
pueden causar disbacteriosis. Se ha descrito,j@mpk, que pollos infectados con
coccidiosis tenian un mayor nimero de colonia€ldstridiumy menor nimero de

colonias deBifidusy deLactobacillus(Smits, 2001).

Feuchter (2005), encontr6 que en determinados moete la vida del
animal factores exdgenos diversos (cambios de atami#n, infecciones y
parasitismos, tratamientos con antibioticos, gitoyocan la ruptura del equilibrio
intestinal y todo el sistema digestivo se ve afwtan mayor o menor grado. El
primer sintoma de esta ruptura es la diarrea, skprele la debilidad de las defensas
intestinales que posibilita a los gérmenes paté&eimaplantarse, adherirse y
proliferar en las células epiteliales del intestino

2.9. EXCLUSION COMPETITIVA

Segun Cervantes (2010), los mecanismos de accidpugstos para el

fendmeno de Exclusién Competitiva son los sigugnte

a) Fisico:competencia por los lugares de unién al epitéioadherencia de la flora
normal por medio de lectinas muy especificas esng@rtancia esencial, las
bacterias anaerobias se adhieren firmemente aulgexficies mucosas y poseen
filamentos que parecen penetrar el epitelio derfiojge Esta capa homogénea de
diferentes anaerobios crea una barrera fisicatdecahsistencia, que evita que las
bacterias entero-patdgenas se adhieran al revestorepitelial.

b) Biologico: el crecimiento anaerobio crea un habitat con teajaion de oxigeno y
un microambiente de exclusion duradero que es dasfiale para el crecimiento de

enterobacterias micro aerofilicas, como Salmorsgla
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c) Quimico: se conoce bien que la reduccién del pH debida prbduccion de
acidos organicos (acidos grasos volatiles comaidbdactico y acido propiénico)
de determinados grupos bacterianos por ejemplodaciios inhibe enteropatdégenos
comoSalmonella spy E. coli.

d) Bioquimico: Muchos microorganismos intestinales cobaztobacillus sppy E.
coli producen sustancias inhibidoras, denominadas,ef@@inas, que son de
naturaleza antimicrobiana.

e) Nutricional: estudios con cultivos de exclusion in vitro se damostrado que

anaerobios Yalmonella spcompiten por aminoacidos esenciales y azlcares.

2.10. INTERACCION DEL SISTEMA INMUNOLOGICO Y EL TRA CTO
GASTROINTESTINAL

Aproximadamente el 75% de las células inmunitadelsave (3% del peso
vivo) estan localizadas en el intestino delgadayciaslas al tejido linfoide.
En las aves la bolsa de Fabricio y el timo, sondl@mnos linfoides primarios; y el
bazo, diverticulo de Meckel, gldndula de Harderacas de Peyer y amigdalas son
los secundarios. A la eclosion, el sistema inmunitas inmaduro y evoluciona mas
lentamente que el sistema digestivo anteriormeaterdo, por lo que durante la
primera semana de vida el pollito depende en gragida del ambiente en que se
encuentra. La presion genética sobre velocidadreeingiento, tiene un impacto

negativo sobre el sistema inmunitario (Ortiz, 2006)

El sistema inmune digestivo se considera como ernogimas grandes al ser el
sitio que contiene mayor cantidad de células inddgicas organizadas en
diferentes estructuras (Placas de Peyer, Tonsi&&sl€s, Diverticulo de Meckel,
Tonsila Esofagica, Tejido Linfoide Asociado a Mua®sBolsa de Fabricio). Por
ello, el estudio del sistema inmune digestivo enal@es representa una oportunidad
para aplicar este conocimiento en granjas comes;ilecho con el cual sera posible
optimizar sus funciones y lograr una mejora progadiGoémez, 2010).
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2.10.1 Propiedades del Mucus del Intestino v de Barrera Mucosa

El mucus constituye una barrera muy selectiva, a@slkepara proteger la
mucosa de las secreciones digestivas, de los pet®gg de las agresiones
fisicoquimicas. Los microorganismos del huéspedayg Inmunoglobulinas se
encuentran integrados en el mucus. Ademas, la aei@v continua del mucus y de
la barrera fisica creada por la capa de mucosigaeyiene la fijacion de
microorganismos patdégenos a la superficie epiteldi, los cambios de las
propiedades fisicoquimicas del mucus, causadasfgmbores externos al lumen
intestinal o por via de la mucosa€r sé pueden afectar a la resistencia a las

infecciones y alterar la absorcion de nutrientesi{§ 2001).

2.11. LOS PROBIOTICOS

Un probidtico se define como "un suplemento alinoemimicrobiano vivo que
beneficia al animal huésped mediante el mejoramidet su equilibrio microbiano
intestinal". Los probidticos se pueden usar pardutaw las bacterias del intestino.
Las preparaciones comerciales de probidticos puseede cepa Unica o multiple y
también como una mezcla de varias especies (npdtess) de bacterias. Los
productos multiespecies pueden tener el benefieisalt eficaces contra una gama

méas amplia de condiciones del tubo digestivo (Yeg@@10).

Milian (2005), menciona que los probidticos sondouaios naturales que
utilizados como promotores del crecimiento en losmales permiten obtener
mayores rendimientos, mas elevada resistencia ioldgica y reducida cantidad de
patdgenos en el tracto gastrointestinal (TGI). &€dtacterias representadas por
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgarisBifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium infantigy otros microorganismos beneficiosos, son la prinigrea
de defensa del cuerpo contra los microorganismésnp@lmente dafiinos que se

inhalan o se ingieren.
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2.12. IMPORTANCIA DE LOS PROBIOTICOS

El papel mas importante de las bacterias prob®&saactuar en resistencia en
contra de la colonizacion de agentes exogenos, gpabdd potenciales.
Bifidobacteriumy Lactobacillusson bacterias Gram positivas productoras de acido
lactico, constituyentes de una gran parte de laafhica intestinal en animales. Por
un microorganismo patdégeno en accion actla un @iobj si este no es téxico o
causa enfermedad el probibtico debe ser capazsiiirdos acidos y la bilis, asi
como el proceso de digestion del estomago del anehandividuo que es capaz de
establecerse y colonizar los intestinos; es cuahg@oobidtico establece la habilidad

de inhibir el crecimiento de los patégenos.

Los probidticos son capaces de prevenir la praidfién de enfermedades
causadas por patégenos como lo soBdeherichia coli y Salmonella. Esto puede
ocurrir de dos formas: Primero incrementando lasteiscia a infecciones y
enfermedades infecciosas por un antagonismo direcpmr estimulacion de la
inmunidad (incremento de la actividad fagocitica ejevada secrecién de
Inmunoglobulina A (IgA). Los probidticos estan puestos para el uso en animales
y establecer la salud de la microflora de los times y prevenir el establecimiento
de bacterias patdgenas, para restablecer la no@ofbenéfica agotada por
antibioticos y prevenir la reinfeccion por patogeng reducir los efectos del estrés
(Salvador y Cruz, 2009).

Milian (2005), plantea que son muchas las badsgriavaduras que se pueden
usar de forma beneficiosa para mantener una figestiva sana y en equilibrio. Los
microorganismos mas usados da@ttobacillus sp., Sreptococcus faeccium, Bacillus
subtilis, B. cereus, B. licheniformis, B. stearothephyllus y Saccharomyces
cerevisiae Los Lactobacilluscrecen rapidamente en el intestino son quizamias
conocidos, se trata de bacterias que pueden tramesfda lactosa en acido lactico.
Este aumento de &cido lactico disminuye el pH tmak(Figura 1) a unos niveles
tan bajos asi como disminuye la supervivencia teoorganismos comce. coli,

Salmonellaentre otros.
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El acido lactico que producen las bacterias delegéihactobacillus y
Bifidobacteriumayudan a controlar las bacterias patégenas cBatmonellas, E.

coli, enteritis, al establecer un pH bajo (Botero 2008).

Los probidticos producen acido lactico y acido i@cétos cuales crean una
alteracion del pH que funcionan como un antiséptleb sistema digestivo y al
mismo tiempo minimiza la proliferacion de microanganos patdégenos, al competir

por nutrientes y alojamiento en las paredes imales (Lastras 2009).

2.12.1. Criterios para un Probi6tico

Segun Nava (2008) un probiotico debe reunir lagisiges caracteristicas:

. La seguridad biolégica, no deben causar infeccidee&ganos o de sistemas.

. La capacidad de ser toleradas por el sistema irarimidel organismo
huésped, por lo tanto, deben ser preferiblemengeaesniencia intestinal.

. La capacidad de resistir la accion de los acidetrigas y de las sales biliares
para llegar vivas en grandes cantidades al intestin

. La capacidad de adherirse a la superficie de laosaumtestinal y de colonizar
el segmento gastrointestinal.

. La sinergia con la microflora endégena normal degdstino

. El efecto barrera, este término define la capacdtag@roducir sustancias que
tengan una accion trofica sobre el epitelio de aasa intestinal.

. La capacidad de potenciar las defensas inmunitdelisuésped.

2.12.2. Mecanismos de Accion de los Probidticos

. Algunos acidos excretados por los microorganisneo®sl probioticos bajan el
pH intestinal por debajo del nivel que toleranpasdgenos.
. Efecto competitivo que puede ser mediado por Ipacidn de los lugares de

colonizacion y mejoria de los mecanismos barredungtcionales.
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. Capacidad de secrecion por parte de los lactolsagilbacterias bifidas de
bacteriocinas que tienen amplio espectro de aetividomo lactocinas,

helveticinas, lactacinas, curvacinas, nicinas glbdinas (Pinos, 2007).

Segun Borin (2006), la forma de accién es:

. Disociacién del acido liberando"Hpara el medio.

. Modulacion de la microflora intestinal.

. Incremento del nimero de microorganismos benéficos:
—Bifidobacterium, Lactobacillus, Entercoccus, Bagll

. Reduccion del nimero de microorganismos indeseables

—Salmonella sp, E. coli, Clostridium, Staphylococcus

La microflora intestinal estd involucrada en unapkangama de sucesos
fisiologicos, nutricionales e inmunologicos, que egen afectar directa o
indirectamente la salud y la productividad de lasradas comerciales. La poblacion
normal de microbios en el intestino protege al ahinhuésped de los
microorganismos patdégenos. También se informarenlagibacterias benéficas (por
ejemplo,Lactobacillus acidophilus fueron capaces de suprimir los efectos
patogenos deClostridium perfringengn el intestino delgado de pollos de engorda
mediante la inhibicion de la proliferacion de laoguccion de toxinas de este
microorganismo. En otro estudio, se observaronejuactobacillussp. aislado del
intestino del pollo presentaba efectos inhibitorsxsbre el crecimiento de las

bacterias patdogenas, comdSamonellay E. coli (Yegani, 2010).

2.12.3. Beneficios de los probiéticos en producci@mimal

Los efectos potenciales de las bacterias prob®segun Samaniego y Sosa

(2002) se resumen a continuacion.

. Produccion de nutrientes de especial importancra f@ mucosa intestinal,
tales como acidos grasos, particularmente los deneacorta y aminoacidos

como: arginina, glutamina y cisteina.
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. Produccion de micronutrientes, especialmente vitam{algunas vitaminas del
complejo B), antioxidantes y aminas (histamina, B-idiperidina, tiramina,
cadaverina, pirrolidina, agmatina, espermidina yrgacina), muchos de los
cuales son utilizadas por todo el organismo.

. Prevencion del sobre crecimiento de microorganisnpugencialmente
patdgenos.

. Estimulacion del sistema de defensa inmunointdstieéerido como sistema
de tejido linfoide asociado al tracto.

. Eliminacion de toxinas y sustancias innecesaribBiden.

. Participacion en la regulacion de funciones intedéis, tales como: utilizaciéon
de mucus, absorcion de nutrientes, motilidad gaxéstinal y flujo de sangre,
lo cual ocurre a través de la produccion de acgtasos de cadenas cortas,
hormonas, enzimas, poliaminas y citoquininas y @xiroso.

. Importancia del mecanismo de exclusién competifarael Cuadro 2. aparece

un listado de las bacterias acidos lacticas usaalo® probioticos.

Cuadro 2. Tabla de bacterias acido lacticas usadas comagpicus

Lactobacillus Streptococcus Bifidobacterium
L. acidophilus S. cremoris B. bifidum
L. casei S. salivarius subsp. B. adolescentis

thermophilus

L. delbrueckii subsp.

. S. faecium B. animalis
bulgaricus
L. brevis S. diacetylactis B. infantis
L. cellobiosus S. intermedius B. longum

Fuente: Samaniego y Sosa (2002).

Milian (2005), estudié el uso de un probidtico aséadeBacillus cereus
(Toyocerin) en pollos de ceba. Suministraron 50 O Ing/kg en la dieta y
comprobaron que el peso final era superior en %% %, en los animales tratados
respecto al control. Asi mismo, mejoré la conversih2% y 2%. La mortalidad fue

disminuida a 2,7% y 4,5% con respecto al gruporoant
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Milian (2005), menciona que el efecto del emplealds probidticos (esporas
deBacillus sp.a razén de 100 ppm con@ifc/g y una mezcla de microorganismos
lacticos, levaduras y enzimas digestivas a raz6hOfleppm en dietas de pollos de
engorde, ademas del antibidtico licomicina un adnpositivo. Encontraron una
mejora en la ganancia de peso. La accién de logpadsoticos no difirié entre si,
pero si con el antibidtico y el grupo control.

2.13. BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Nava (2008), menciona que la capacidad de lagtastiacticas para inhibir el
crecimiento de otros organismos en cultivos mixtassido observada durante mas
de 70 afos, lo que comunmente se ha llamado ansagotéactico. La reduccion de
pH y la utilizacion de los carbohidratos disporsbfgarecen constituir el principal
mecanismo de antagonismo microbiano. No obstaatebien se conoce que las
bacterias lacticas producen ademas de acidos ocganperoxido de hidrogeno,
radicales libres, diacetilo, acetaldehido, isom&ate los aminoacidos, antibioticos

y bacteriocinas

2.13.1. Bacterias Productoras de Acido Lactico

Segun Jaramillo (2010), los probidticos mas engasason las bacterias
capaces de producir acido lactico, comactobacillus acidophilusL. casei, L.
bulgaricus, L. reuterii, L. rhamnosus, Bifidobacdten breve, B. longum, B. infantis,
B. animalis, Streptococcus salivarissibespecighermophilusy Saccharomyces

boulardii.

2.14. CARACTERISTICAS DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTIC AS

2.14.1. Caracteristicas dé& actobacillus acidophilus

El géneroLactobacillus(lactis-leche; bacillus-pequefios bacilos) se taraa
por presentar células en forma de bacilos largestgndidos, aunque con frecuencia

pueden observarse bacilos cortos o coco-bacilogneformes. Las colonias de
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Lactobacillus en medios sélidos son pequefias (2-5 mm), convexas/es, con
margenes enteros, opacas Yy sin pigmentos. Sololg@mos casos presentan
coloracion amarillenta o rojiza. Algunas especi@gmfan colonias rugosas.
Normalmente no reducen los nitratos, pero estaci@aguede ocurrir en algunos
casos, cuando el pH esta por encima de 6,0. Lasbkacilos no lician la gelatina ni
digieren la caseina, aunque muchas cepas produegqoeias cantidades de
nitrogeno soluble. Tampoco producen indol ni sd@ (H,S). Son catalasa
negativos, pero algunas cepas producen la enziewalpsatalasa que descompone el

peréxido de hidrogeno. Son citocromo negativos |pausencia de porfirinas.

Los lactobacilos crecen bien en medios ligeramaonigos, con pH inicial de
6,4 - 4,5. La mayoria de las cepas Hactobacillus son principalmente
aerotolerantes; su crecimiento 6ptimo se alcangadwadiciones microaerofilicas o
anaerobicas. La mayor parte de los lactobacilosnsesofilos (30 - 40°C), con un
limite superior de 40°C. Aunque su rango de tentprs: para el crecimiento oscila
entre 2 y 53°C. Los miembros de este género tremsfo la glucosa y las hexosas
aldehidicas similares, los carbohidratos que prexlwestos azlcares simples y los
alcoholes polihidroxilicos en &cido lactico por hafermentacién o bien, en &cido
lactico y otros productos finales adicionales cammo acético, etanol, didxido de

carbono, acido férmico y acido succinico (Samanie§osa, 2002).

Segun Lastras (2009)actobacillus acidophilugs una bacteria gram positiva
dominante en el intestino delgado, donde se proliuo®ayor parte de la digestion,
mientras quédifidobacterium bifidunreside en el intestino grueso donde se procesan
los desechos para ser evacuadod.. Btidophilusabsorbe la lactosa y la metaboliza
formando acido lactico. Durante la digestion, tagnbayuda en la producciéon de

niacina, acido félico y vitamina B6 (piridoxina).

La produccién de &cido lactico hace que su ambisedeacido, lo cual inhibe
el crecimiento de bacterias patdgenas. Algunascespdel actobacillusson usadas

industrialmente en la produccion de yogurt (Gorgal897).
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2.14.2. Clasificacion taxonémica deactobacillus

Segun Samaniego y Sosa (2002), en el transcurstmbsdafios y con el
desarrollo de la Biologia Molecular se han empleaalgos criterios taxondmicos
para perfeccionar la posicion taxondémica del géhaatobacillus en particular y de
las bacterias acido lacticas en general. Entresestiterios pudieran citarse los

siguientes:

. Determinacién de oligonucleétidos del coeficientesédimentacion (16S) del
rRNA (RNA ribosomal).

. Estudios serologicos que involucran antisuerosraarizimas malicas, del tipo
de la fructosa-1,6-difosfato aldolasa y de la gétsehido-3-fosfato
deshidrogenasa de varias bacterias acido lacticake yalgunas bacterias
aerdbicas y anaerdbicas.

. Porcentaje molar de Guanina+Citocina del ADN.

. Nivel de homologia ADN/ADN, poco significativo eatla mayoria de las
especies.

. Hibridizacion ARN/ ADN.

2.14.3. Caracteristicas d8acillus subtilis

Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva, aerobio facultativo
comunmente encontrada en el suelo. Miembro delrg&azillus B. subtilistiene la
habilidad para formar una resistente endosporagtat, permitiendo al organismo

tolerar condiciones ambientalmente extremas (La0Q9).

Segun Milian (2005), otros de los elementos quactariza a lo8acillus sp.
es la produccion de enzimas hidroliticas que aywdarejorar la utilizacion de los
alimentos. Dentro de estas se encuentran las pasteamilasas y las glicosidasas
gue descomponen las complejas moléculas de loemti® y las transforman en
nutrientes mas simples. Estos compuestos son atbserinas rapidamente por el
animal o pueden ser empleados por otras bacterasefibiosas para el

establecimiento de una microflora intestinal bad@ua. EI empleo de las bacterias
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del géneroBacillus y sus endosporas también viene dado por su capladéda
produccion de enzimas, estas ademas de mejoragdatidn en el hospedero, son

capaces de inhibir el crecimiento microbiano dddyas dafinas.

2.14.4. Clasificacion Taxondmica de Géneacillus

Cuadro 3. Tabla sobre la clasificacién taxonémica del gémadaillus

Reino Firmicutae
Filum Endosporobacteria
Clase Bacilli
Orden Bacilliales
Familia Bacilliaceae
Genero Bacillus
Especie subtilis
N. cientifico Bacillus subtilis

Fuente: Galan (2007).

2.14.5. Caracteristicas d®ifidobacterium

Jaramillo (2010), considera que las bifidobacgesan bacterias anaerdbicas
Gram positivas, que habitan principalmente en é&tsimo delgado, habitantes
normales del TGI tanto del hombre, como de los al@m Son bacilos o cocos no
motiles, anaerobios estrictos, con formas que dkperde la especie a la que
pertenezcan. Representan uno de los mayores gdgpbacterias intestinales y se

utilizan principalmente como flora probiotica emguctos lacteos.

2.15. BACTERIOCINAS

Las bacteriocinas se definen como proteinas yg@pbioldgicamente activos,
gue tienen propiedades bactericidas contra ot@eces estrechamente relacionadas,
miembros de la misma especie 0 especies muy rekdas con la cepa productora.

Sin embargo, recientemente este concepto se hdicaddi, ya que se ha encontrado
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también acciones bactericidas contra cepas disi@axifilogenéticamente de la cepa
productora (Dolz, 2000).

Las bacteriocinas, son derivados del metabolisnmcipalmente de algunas
bacterias acido lacticas (BAL), con funcion antiraliana, de naturaleza peptidica,
sintetizadas ribosomalmente y que afectan a basteelacionadas con las que las
producen. Se ha comprobado que pueden actuar dwdmeerias patogenas,
especialmente en Gram positivas y en algunas Gegyatiwas. Las bacteriocinas han
sido encontradas en casi todas las especies laat®racido lacticas examinadas
hasta la fecha, y aun dentro de una especie poskfgmroducidas diferentes tipos de

bacteriocinas (Jaramillo, 2010).

2.15.1. Produccién de Bacteriocinas

Adicionalmente, muchos de los microorganismos prtades de bacteriocinas
son, a su vez, probidticos. La nocidon de probialigle, en general, al conjunto de
efectos fisioldgicos que, vinculados a los balam@sobianos del tracto intestinal,
resultan favorables para la entidad biologica hdape. Se trata de un concepto
relativamente difuso, que se ha relacionado sag® ¢on la mejora de la resistencia
a las enfermedades por estimulacion de las deferdasles, y que puede implicar
mecanismos de naturaleza bastante heterogénea. dlog se citan con frecuencia
sin detalles concretos la competencia con microusgaos patdgenos por nutrientes
limitantes o por puntos de adherencia a las mucdagsroduccion de sustancias
inhibidoras de estas especies y la activacion deespuesta inmunitaria. Las
bacteriocinas mas conocidas son sin duda las si¢laatibiéticos dd_actococcus
lactis), pero en estrecha relacion con ellas se encuentras lantibiéticos como

subtilina, estafilococcina, (Pastrana, 2004).

Samaniego y Sosa (2002), afirman que entre la demliede sustancias
antimicrobianas producidas por las bacterias dddiicas se encuentran las
bacteriocinas, proteinas bactericidas que inhispeaes estrechamente relacionadas
con el cultivo productor. Como ejemplo de estasasiesas pueden citarse las que se

han identificado y caracterizado:
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» LlactacinByF

» Helveticin V-1829
= Fermenticin

= SakacinA,MyP
» Lacticinas Ay B

= Lactocin S

= Lactocin LP27

» Plantaricin BN

= Bavaricin MN

» Plantacin B

2.15.2. Mecanismos de Accion de las Bacteriocinas

Jaramillo (2010), menciona el mecanismo de acgdrpuesto para las
bacteriocinas es una unién inicial a la membranatebana por atraccion
electrostatica entre los lipidos cargados negatwvdeny las bacteriocinas con su
carga neta positiva localizada fundamentalmentarende los extremos. Luego se
produce la insercion de la bacteriocina en la l@dggdica, en el caso de la nicina
esta insercion se realiza por su extremo N-termiAal se forman poros en la
membrana, la cual queda permeabilizada, la célolpieza a perder iones y
metabolitos fundamentales para su supervivencientaalmente se produce la
muerte de la bacteria.

2.16. INTERACCION DE LOS PROBIOTICOS CON LA MATERIA
ORGANICA Y ELIMINACION DE MALOS OLORES

El EM (microorganismos eficaces) ha sido ampliameriizado en el sector
agropecuario tanto en suelos y cultivos como edywcion animal, tratamiento de
residuos organicos y aguas residuales, reducciastice de plagas (moscas),
eliminacién de olores molestos producidos por lacdmposicion de excretas y
orina. Los altos volimenes de desechos animalesefes y orina) que se manejan
en las instalaciones avicolas, ha traido como coeseia un incremento de gases

amoniacales y sulfurosos dentro y fuera de laslexgbnes que afectan tanto a los



28

operarios como a los mismos animales; creando Uneate altamente contaminado,
generador de olores ofensivos y una alta poblad@®moscas que afectan ademas a
las comunidades vecinas. Las aspersiones de EMcama e instalaciones buscan
establecer las poblaciones de microorganismos icesén las excretas, impidiendo
la proliferacion de otros microorganismos que padeemateria organica. De esta
manera el EM por fermentacién del material redacgdneracion de malos olores y

la presencia de insectos plaga.

Bacterias Fotosintéticas o fototréficd8hpdopseudomonas 9pjEs un grupo
de microorganismos autotrofos e independientes tpsaficientes, los cuales
sintetizan sustancias Utiles a partir de las senres de las raices, materia organica
y/o gases nocivos (Ej. Amoniaco, sulfuro de hidnagenetano), usando la luz solar
y el calor del suelo como fuentes de energia. uaggcias sintetizadas comprenden
aminodcidos, acidos nucleicos, sustancias bioaciivazucares. Estos metabolitos
son absorbidos directamente por ellas, y actuarbiG@mcomo sustrato para

incrementar la poblacion de otros microorganisnmeghcos (Salgado, 2010).
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1. CARACTERISTICAS DEL CAMPO EXPERIMENTAL

3.1.1. Ubicacién Politica

El ensayo de investigacion se realizo en la Gramjaola la Tolita, Integrado
de la Empresa Pronaca, Parroquia Luz de Américajriia Santo Domingo de los
Tsachilas, km 7 de la Via Santo Domingo-Quevedogerarizquierdo, cinco

kilbmetros via a la Reforma.

3.1.2. Ubicacion Geografica

Coordenadas UTM: 00° 20 854" Sur 79° 13 512t®es

aell Bevieis Romin. Bar
O lagupza

5, (Buddd e Znoora -]

i

P
S

e L omuns Mapalg

Figura 3. Croquis de ubicacion del &rea experimental.
Fuente: Sistema de Informacion Geografica del Gobierndad®rovincia de Pichincha,
Microimagenes, Inc. TNT Client 6.9

3.1.3. Ubicacion Ecol6gica

Segun el diagrama de Zonas de Vida de L. Holdridgeona de estudio
corresponde a Bosque Humedo Tropical (bh ¢CBfadas, L. 1983)
= Altitud : 665 msnm.
= Temperatura 18-

» Precipitacion : 1600 mm/afio
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3.2. MATERIALES

3.2.1. Insumos

. 5985 Pollos Ross 308

. 65 litros de probiético nativo

. 1 kilo de probiético comercial

. 28022 kilos de alimento balanceado PRONACA

. Vacunas (6000 dosis de Newcastle - Clone 30, 608 dle Bronquitis — IBH
120 y 6000 dosis (Gumboro — Bursine)

. 6 kilos de Vitamina (vitalizador avicola)

. 11 litros de cloro

. 4 litros de neutralizante de agua

. 1 kilo de leche en polvo

. 1 kit de reactivo para pH y cloro

. 1 galdén de CID-20

. 8 litros de yodo

. 5 litros de virukill

= 60 kilos de cal viva

3.2.2. _Equipos

. 42 comederos tubulares de 12 kg

. 21 comederos iniciales BEBE

. 21 bebederos manuales de galén

. 21 bebederos automaticos

. 6 criadoras a gas

. 20 tanques de gas industrial de 15 kg
. 1 rollo de cortinas (2.8m x 50m)

. 1 rollo de cortina (1m x 50m)

. 1 termometro

. 1 camara fotografica

= Balanza electrénica



3.2.3. Instrumentos
3 Registros de campo
1 Libreta de campo

2 Esferos

3.2.4. Herramientas
1 machete

1 Pala redonda

28 estacas

3 rollos de alambre #18

1 rollo de malla plastica de 1.8 m x 50 m

3 baldes plasticos de capacidad 20 litros

3.2.5.

Materiales y equipos de laboratorio

Cuadro 4. Tabla de equipos utilizados en laboratorio

Equipo Unidad Cantidad

Estufa bacterioldgica U 1
Incubadora U 1
Microscopio compuesto U 1
Camara flujo laminar U 1
Balanza analitica U 1
Cocineta U 1
Refrigeradora U 1

Cuadro 5. Tabla de materiales y reactivos utilizados ennatiooio

Equipo Unidad | Cantidad
Cajas petri U 80
Test enzimatico U 1
Porta objetos ) 10
Tubos de ensayo U 20
Pipeta U 2
Vasos de precipitacion (500 ml) U 4
Elenmeyer (50 ml) U 4
Agua destilada L 4(
Agar MRS Gr 500
Caldo MRS Gr 500
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ContinuacionCuadro 5. Tabla de materiales y reactivos utilizados
en laboratorio

Alcohol industrial
Alcohol antiséptico
Suero fisiol6gico
Mascarillas
Guantes quirargicos
Placas Petrifilm3 M
Piceta

Mecheros

Do

CCCCC|—|—'_
w

(GO0 all N

3.3. METODOLOGIA

3.3.1. FASE DE LABORATORIO

3.3.1.1. Recoleccién de muestra

. Se selecciond al azar un pollo de engorde Ross (@6 obtener los
microorganismos con los cuales se elaboro el pticbidativo. De esta ave se
seleccioné el sistema digestivo que conformd léepaedia del ileon y ciegos
(Anexo 6).

3.3.1.2. Siembra en los medios de cultivo

Se tomd un raspado de la mucosa del ileon y deidg®s respectivamente,
para ser colocado en 5 ml de suero fisiol6gico preeedié a la siembra en cajas
petri conteniendo medios especificos para el dakame Bacterias Acidolacticas,
Agar y Caldo MRS (Anexo 10). Luego se colocaroraeimcubadora a 2€ por 48
horas pardactobacillusy 72 horas parBacillus

3.3.1.3. Purificacion de colonias

Se procedié a purificar las cepas sembradas qeermieban caracteristicas del
géneroLactobacillus(Borde uniforme y liso, Colonias grandes y dengaBacillus

(Bordes irregulares, Color blanco a crema, Rugd3alenias grandes)
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3.3.1.4. Identificacidbn de cepas nativas

Para la identificacion se utilizaron caracterigticslorfologicas, Pruebas

Bioquimicas y Moleculares.

3.3.1.5. Concentracidon de bacterias

Para medir la concentracion de las bacterias dedutel método para
Crecimiento de Bacterias Acido lacticas en Plaedsffim™ 3M y paralelamente se

enviaron muestras a un laboratorio especializad geterminar la concentracion.

3.3.1.6. Formulacion del probiotico

. Se selecciond una caja petri purificada de cad&ebac

. Se tomO una muestra de cada caja petri y se in@rulél medio de cultivo
Caldo MRS, para obtener una solucion madre deligmiob nativo (SMPN) y
se colocé en la incubadora #@%or 48 horas.

. Para la activacion del probidtico nativo se toma nmuestra de 10 ml de la
solucion madre con una pipeta para ser inoculadaarsolucion de agua mas
melaza.

. De la misma manera se activo el probidtico comercia

3.3.2._ DISENO EXPERIMENTAL

3.3.2.1. Factores a probar

a) Tipo y Dosis de probioticos

To: 0 ml/l agua

T1: Probidtico nativo: 1,5; 3,0; 4,5 ml

T,: Probidético comercial: 1,5; 3,0; 4,5 ml
b) Lote
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3.3.2.2. Tratamientos a comparar

Para evaluar el efecto de un probidtico nativo afatho en base a
Lactobacillus acidophilugy Bacillus subtilisen pollos Broiler Ross-308 en Santo
Domingo de los Tsachilas se probd los siguientgartrientos.

TRATAMIENTO CcODIGO DESCRIPCION

T, P 1,5 ml probidtico nativo/l agua

T, Pn, 3,0 ml probiético nativo/l agua

Ts P 4,5 ml probidtico nativo/l agua

T4 Pc 1,5 ml probiotico comercial/l agua
Ts Pc 3,0 ml probiético comercial/l agua
Te PG 4,5 ml probiotico comercial/l agua
T Sp Testigo

3.3.2.3. Tipo de diseio

Se aplicd un Disefio de Bloques Completos al Az&QR). Adicionalmente
se realizdé un analisis de varianza (ADEVA) para im&xs cambios a través del

tiempo.

3.3.2.4. Observaciones

La investigacion consto de tres bloques. Cada leldgg un ciclo productivo.

3.3.2.5. Caracteristicas de la UE

Numero de UE 21

Area Total : 297 M

Area Util : 231
Forma : Rectangular
Largo 11m

Ancho :3m

NuUmero total de aves : 5985
NuUmero de aves por blogue : 1995
NUmero de aves por tratamiento : 285

NUmero de aves por repeticion : 95
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3.3.3. Andlisis estadistico

3.3.3.1. Esquema del analisis de varianza

Se utilizé un DBCA, con siete tratamientos, trexjoks en diferentes épocas.

Cuadro 6. Esquema del analisis de varianza para los factorestudio

Fuente de Variacion Gl

Tratamiento 6
Testigo vs resto 1
P nativo vs P comercial 1
P nativo lineal 1
P nativo cuadratica
P comercial lineal 1
P comercial cuadratica 1
Lote 2
Tratamiento*lote 12

Error experimental 12

Error de muestreo 42

Total 62

3.3.3.2. Andlisis funcional

Prueba de significancia Tukey al 5% para comparadias de tratamientos
significativos.

3.3.4. Datos tomados y métodos de evaluacion

3.3.4.1. Peso

Al final de cada ciclo productivo se peso el tatal pollos por tratamiento y

por repeticion y se calcul6 el peso promedio camselde la siguiente férmula:

Pezo total de la observacion
Peso promedio (g) = )

#pollos observados
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3.3.4.2. Conversion Alimenticia

Se llevo un control diario del consumo de alimetiocada tratamiento y al
final se calcul6 mediante la siguiente formula:
ky wlirmenlv corsurnido

Conversion Alimenticia = ——x 100
kg de carne producida

3.3.4.3 Mortalidad

Se contabilizé la mortalidad diaria y al final deda lote productivo se calculd
en porcentaje para sus respectivas comparaciBaes el ADEVA se calculd la raiz

de los datos de mortalidad para mejorar el coefieide variacion.

, L # depollos muertos
0 Mortalidad = - - —x 100
# depollosingresados

3.3.4.4. Anélisis bacterioldgico

Se enviaron muestras a un laboratorio especialipada la identificacion y

determinacion de bacterias patdgenas en las aves.

3.3.5_.METODOS ESPECIFICOS DE MANEJO DEL EXPERIMENT O

3.3.5.1. Limpiezay desinfeccion del galpon

. Se procedio a lavar el galpon utilizando detergamtastrial (tipol).

. Para el control de insectos y acaros presentesa erarha se fumigd con
cipermetrina.

. La desinfeccion del galpén y de equipos se reatiad formol y CID-20
(formaldehido 20%).



37

3.3.5.2. Preparacion del galpén antes de la recepnide los pollitos

Se utilizaron cortinas de lona para hermetizar detamente el galpon.

Se colocaron tanques de agua y mangueras par&ataaiento.

También se realizaron corrales para recibir a ltgs bb, utilizando una
densidad de 40 pollosfm

Colocacion de las criadoras uniformemente al cedib corral (criadora
Gasolec 2500 Kcal con una capacidad para 100ag®)lli

Se distribuy6 uniformemente todo el equipo parnshyo.

3.3.5.3. Recepcioén de los pollitos

Se procedié a colocar la racion alimenticia pardacaatamiento, de igual
manera el agua de bebida.

Para lograr mantener una temperatura ideal laslazaa se prendieron seis
horas antes de la llegada de los pollitos.

Los pollitos se colocaron debajo de la criadora.

3.3.5.4. Programa de Vacunacion

7 DIAS:

14 litros de agua por cada 1000 pollos

3 gramos de leche en polvo por litro de agua

1 dosis de vacuna por avdD CLONE 30 (Newcastle), H 120 (Bronquitis),
BURSINE (Gumboro). Laboratorio Aventis.

16 DIAS:

22 litros de agua por cada 1000 pollos
3 gramos de leche en polvo por litro de agua
1 dosis de vacuna por ave, Avinew (Newcastle), BINES (Gumboro).

Laboratorio Aventis.
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3.3.5.5. _Manejo

Todos los dias se suministr6 el alimento a las gweslavaron los bebederos.
Se registré diariamente la mortalidad.

La temperatura interior del galpdén fue manejada iame una tabla de
referencia.

Las ampliaciones y espacios para las aves fuemddpms.

Los pesos se tomaron cada siete dias.

3.3.5.6. Protocolo del probidtico

La inclusion en el agua de bebida fue duranteci giroductivo.

La aplicacion del probidtico fue suspendida unatites y un dia después en
procesos de vacunacion y medicaciones.

Para realizar la mezcla del probiético en el ageabdbida se utilizd6 un
neutralizante de cloro.

Se prepararon soluciones frescas diariamente.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. FASE DE LABORATORIO

4.1.1. Identificacion de los aislamientos bacterias

En las pruebas bioquimicas y caracterizacion magfoh realizadas en el
Laboratorio de Control Biologico de la Carrera degdnieria en Ciencias

Agropecuarias Santo Domingo, se obtuvieron losiesrdes resultados:

Cuadro 7. Pruebas morfolégicas de los géndrastobacillusy Bacillus

Género Forma Tamafo Color  Superficie Tincién Agrup&ion

Lactobacillus Bacilos 2-5 mm Crema Coéncava Positivo Cadena

1,2-10
m

Bacillus Bacilos Amarillo Coéncava  Positivo Cadena

Cuadro 8. Pruebas Bioquimicas de los géndrastobacillusy Bacillus

Geénero Catalasa Oxidasa Gelatinasa Ureasa
Lactobacillus  Negativo Negativo Negativo Negativo
Bacillus Positivo Negativo Positivo Positivo

Luego de una primera caracterizacion las cepastobacillus yBacillus se
enviaron al Laboratorio de Microbiologica y Contile Calidad Concepto Azul para
complementar la caracterizacion a nivel de espaeaiemedio de la identificacion

molecular.

4.1.2. Identificacion Molecular de las Cepas Nativa

Para la identificacibn molecular se envié una nraest por bacteria
precaracterizada por pruebas morfolégicas y biompaisn Este proceso realizado por
el laboratorio Concepto azul dio como resultadoskecuencias de ADN Ribosomal

16S para cada cepa.
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Los resultados de la secuenciacion de la cepari@zaeBacillus) permitié
analizar una secuencia de 1508 pares de basesialamostré tener 100% de

homologia con cepas @acillus subtilis(Anexo 2).

La cepa bacteriand_dctobacillug permitid analizar una secuencia de 1352
pares de bases, la cual mostré tener 100% de hgfaaton cepas deactobacillus

acidophilus. A partir de estas cepas se obtuvo el probiotitvaa/Anexo 2)

4.1.3. Control de colonias viables de las cepasrada formulacion del
probidtico

La concentracion de las bacterias obtenidas em&is& de laboratorio fue
bastante alta, por lo cual se pudo asegurar goetcolo establecido para producir
el probidtico a suministrar a las aves conteniden@s viables en una cantidad de
10" ufc deLactobacillus acidophilus 28 °C por 48 horas y 10fc a 28 °C por 72

horas respectivamente. (Anexo 1)

4.1.4. Recuento de Aerobios

Como Método rapido para determinar el Crecimientaugnero de Bacterias
Acido-lacticas se usaron Placas Petrifim™ Las&aPetrifilm para Recuento de
Aerobios en combinacion con el caldo MRS y unalacion anaerobia favorecié el

crecimiento de la bacteria acido-lactica.

Las colonias heterofermentativas son de un coloraccafé-rojizo, se estimo

un recuento aproximado de®®lonias viables por cm(Anexo 7).

4.2. FASE DE CAMPO

4.2.1. GANANCIA DE PESO

Para esta variable, el ADEVA establece que existéerencias significativas,

para los tratamientos y error experimental. Mienijae para los contrastes existe
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diferencia estadistica significativa. Al realizarténdencia polindmica se observa que
en el probidtico nativo existe diferencia no siguifiva para la lineal y cuadratica y
en el probidtico comercial existe diferencia sigaifiva para la lineal y no

significativa para la cuadratica.

Los lotes evaluados en diferentes épocas muestrardiferencia estadistica
significativa es decir que los lotes no fueron lgsaDe igual manera la interaccion

tratamiento x lote muestra diferencia estadisigrifecativa.

Cuadro 9. ADEVA para medir el efecto de diferentes dosis de
probidticos sobre el peso en pollos broiler en &&amingo, 2010.

Fuente de Variacion SC Gl CM F Prob.

Tratamiento 76872,41 6 12812,07 29,61 <,0001*
Testigo vs resto 59664,02 1 59664,02 302,11 <,0001*
P nativo vs P comercial 8189,35 1 8189,35 41,47 <,0001*
P nativo lineal 72,00 1 72,00 0,36 0,5492 ns
P nativo cuadratica 18,96 1 18,96 0,10 0,7582 ns
P comercial lineal 8888,88 1 8888,88 45,01 <,0001*
P comercial cuadratica 39,18 1 39,18 0,20 0,6583ns
Lote 4666,95 2 2333,47 5,39 0,0213*
Tratamiento*loté 5192,82 12 432,73 2,19 0,0305*

Error experimental 9859,78 12 704,27

Error de muestreo 3627,72 42 197,49

Total 95026,86 62

CV (%) 0,53

* Significativo, ns no significativo

L Error usado para Tratamiento y Lote

Al realizar la prueba de significacion de Tukeyp &b de probabilidad (Cuadro
10), se detectaron cuatro rangos de significa@adrel primer rango se muestra gl T
con un promedio de 2710 g, en el dltimo rango sei@mtra el testigo que presento

un promedio de 2586,67 g que es un peso muy infaifims demas.

El coeficiente de variacion (0,53%), refleja ehdp de precision y exactitud

con que se ha manejado esta investigacion.
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Cuadro 10.Prueba de Tukey al 5% para los promedios de peso.

Tratamiento Medias n E.E.

T, 2710,00 9 468 A

Ts 2685,22 9 468 A B

Te 2665,56 9 4,68 B

T, 2664,89 9 4,68 B

T, 2661,11 9 4,68 B

T3 2660,89 9 4,68 B

T, 2586,67 9 4,68 C

En la Figura 4, se analizan los resultados delt@fde los probioticos en la
ganancia de peso, el tratamiento que presentéyarnganancia de peso final fue la
dosis 1,5 ml de probiético comerciak, Tcon un valor de 2710 g y dentro del
probidtico nativo se encuentra el don un valor de 2664,89 g, a diferencia dgler
cual presenté el peso mas bajo 2586,67 g. Los{iobs reportaron mejor ganancia

de peso promedio, incrementando 87 g mas al #malelacion al testigo.

Esto concuerda con Hoyos (2008), que en gananciesie observo que los
machos tratados con EM (microorganismos eficageggementaron 120,4 g en la
ganancia de peso final. Los resultados se debemedas bacterias usadas como
probiotico ayudan al mejoramiento de la flora baate intestinal mejora las
caracteristicas nutricionales del alimento y podeemejora la digestibilidad del
mismo, aumenta la energia metabolizable lo cu@dénen la ganancia de peso de las

aves.

Lo que demuestra que los probidticos mejoran laralis del alimento y el
rendimiento de las aves. Y se constata con Cortégilg (2000) y Araujo (2005)
guienes observaron una diferencia significativa les pollos tratados con

probioticos.
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Cv=0,53
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Figura4. Efecto de diferentes dosis de probiético nativangnercial sobre el peso en pollos
broiler a los 42 dias, en Santo Domingo, 2010.

En la Figura 5, se observa el andlisis de corr@apara el probidtico nativo
cuyo coeficiente de determinacién indica un mejosta cuadratico. Ademas, al
resolver la ecuacién  y = a + bx ¥ &e determina que la mayor ganancia de peso
se obtiene cuando x tiene un valor de 3,08 ml gquessponde a una produccién

maxima de 2673 g.

2690 -
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Pesoeng

2620 - y=-8.715x+ 53.81x+ 2590.
y=1£ 5%+ 2610 R2=01914
2610 - = RZ=0.557

2600 1///
2590

& 258667
2580 : : :

0.0 1.5 3.0 4.5

Dosis probiotica nativo ml

Figura 5. Andlisis de correlacion del probiético nativo pkraariable peso en pollos broiler
a los 42 dias, en Santo Domingo, 2010.
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En la Figura 6, se observa el analisis de cormata@ara el probidtico
comercial cuyo coeficiente de determinaciéon tambigdica un mejor ajuste
cuadratico y al resolver la ecuacion y =a + bx 2 ee determina que la mayor
ganancia de peso se obtiene cuando x tiene un @al@69 ml que corresponde a

una produccion méaxima de 2708,6 g.

2720
#2710 =
2700
2680 © 268522
I ® 2665.56
@
2
S 2640 y= 14 12x+ 2630
R?=0.263
2620 /// y=-15.88x2+ 85.62x+ 2594
2—
2600 R2=[.862
& 258667
2580
0.0 1.5 3.0 4.5
Dosis prohiotico comercial

Figura 6. Andlisis de correlacion del probidtico comercialgp#a variable peso en pollos
broiler a los 42 dias, en Santo Domingo, 2010.

4.2.2. CONVERSION ALIMENTICIA (CA)

Para la variable Conversion Alimenticia, el ADE\Sstablece que existen
diferencias  significativas y para la comparacioel destigo vs el resto de

tratamientos existe diferencia estadistica sigaiifia.

Al realizar la tendencia polinGmica se observaeuel probiético nativo existe
diferencia significativa para la lineal y no sigogtivo para la cuadratica y en el
probiotico comercial de igual manera existe difera significativa para la lineal y no

significativo para cuadrética.

Los lotes evaluados en diferentes épocas muestrardiferencia estadistica
significativa y para la interaccion tratamiento otel existe una diferencia no

significativa.
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El coeficiente de variacion (1,11%), es bajo ycdafianza a los resultados

obtenidos en la investigacion.

Cuadro 11. ADEVA para medir el efecto de diferentes dosis pbibticos
sobre la conversion alimenticia en pollos broileiSanto Domingo, 2010.

Fuente de Variacion SC Gl CM F Prob.

Tratamiento 0,1 6 0,02 39,/6 <,0001s
Testigo vs resto 0,0715 1 0,0715 170,71 <,0001s
P nativo vs P comercial 0,0163 1 0,0163 39,05 <,0001s
P nativo lineal 0,0018 1 10,0018 4,30 0,0444 s
P nativo cuadratica 0,0000 1 0,0000 0,00 11,0000 ns
P comercial lineal 0,0098 1 10,0098 23,39 <,0001s
P comercial cuadratica 0,0004 1 0,0004 1,13 0,2936 ns
Lote 0,0113 2 0,0056 1355 <,0001s
Tratamiento*loté 0,0029 12 0,0002 0,58 0,8430ns

Error experimental 0,01 12 0,001 2,44 1,94 s

Error de muestreo 0,0087 42 0,0004

Total 0,13 62

CV (%) 1,11

* Significativo, ns no significativo
2 Error usado para Tratamiento y Lote

En el Cuadro 12, se observa que dentro del rangsigtgficacion A, se
encuentra los tratamientos que se aplicaron eifdiob T4, Ts, Tg y T1, cONn mejores

conversiones alimenticias.

Cuadro 12.Prueba de Tukey al 5% para los promedios de CA

Tratamiento Medias n E.E.

4 1,78 9 0,01 A

5 1,82 9 0,01 A B

6 1,83 9 0,01 A B

1 1,83 9 0,01 A B

2 1,84 9 0,01 B

3 1,85 9 0,01 B

7 1,92 9 0,01 C

En la Figura 7, se observa que el tratamiento geseptd la mayor eficiencia

fue la dosis 1,5 ml de probidtico comerciai)(Tcon un valor de 1,78 a diferencia del
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T+, el cual present6 un valor mas alto 1,92. Se dedue la conversion es baja por

que presenta menor numero de aves muertas corct@spes demas tratamientos.

El uso de probidticos, tanto nativos como comegsiaimejord la Conversion
Alimenticia, los microorganismos ayudaron a mejdaadigestion y asimilacion de
los nutrimentos, lo cual se afirma con Hoyos (208 observé una diferencia en el

indice de conversion alimenticia a favor de los moadratados con EM de 0,11.

También se puede constatar con Araujo (2005) quiein6 un producto a base
de bacterias y enzimas y comprobd una eficiencieelenonsumo de alimento.
Ramirezet al (2005), demostraron que al incluir probioticoasd ded_actobacillus
sp, y Bacillus spla conversion alimenticia mejord, puesto que gestearon datos de
pollitas que al adicionar probiético en su dietéidton una conversion alimenticia

de 2,35 mientras que el tratamiento control tuva eonversion de 2,68.

En un estudio realizado por Hansen (2004), cifatdMilian (2005) menciona
qgue al adicionar un probidtico compuesto por espaoBacillus licheniformisy
subtilis Demostrando que las enzimas que producen espas c®mo: amilasas,
proteasas, lipasas contribuyen a mejorar la diyeste los ingredientes del pienso,
hecho que se refleja en claras mejoras en los p#m@snproductivos como la

ganancia de peso, conversion, mortalidad e ingEsmsdmicos.

Palacios (2009), corrobora diciendo que la sahidstinal del broiler es la
funcion optima del tracto digestivo aspecto prinmrdue le permite alcanzar el

peso y la conversion alimenticia para la linea iea&n cuestion.
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Figura 7. Efecto de diferentes dosis de probi6tico nativeoynercial sobre la conversién

alimenticia en pollos broiler en Santo Domingol@0

En la Figura 8, se observa el andlisis de corr@apara el probidtico nativo y

se deduce que a medida que se incrementa la dpsigiade 2,96 ml por litro de

agua, la conversion alimenticia tiende a increntsgta
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Figura 8. Analisis de correlacion del probidtico nativo pdea variable conversién
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En la Figura 9, se observa el analisis de corm@ta@ara el probidtico
comercial y se determina que a medida que se imcrienta dosis a partir de 2,81 ml

por litro de agua, la conversion alimenticia tieadacrementarse.

1.94
1.92 < .
p 192 y=0.016%2- 0.090x + 1.909
S 19 p2-0.799
=1 \ y=-0.015x+1.872
E 1.88 gy R?=0.252
= 186 RN —
S 1.34 A A
bt 1.83
g 132 A \¢ﬁz§/ -
g 1.8 \\ T
U .
1.78 o178
1.76
00 1.5 3.0 4.5 6.0
Dosis de probidtico comercial ml

Figura 9. Andlisis de correlacion del probittico comercialrgpda variable conversion
alimenticia en pollos broiler a los 42 dias, ent&&omingo, 2010.

4.2.3. MORTALIDAD

Para esta variable, el ADEVA establece que exisliéerencias significativas,
para los tratamientos y error experimental. Mienijae para los contrastes existe

diferencia estadistica significativa.

Al realizar la tendencia polinGmica se observaeuel probiético nativo existe
diferencia significativa para la lineal y no sigogtivo para la cuadratica y en el
probiotico comercial existe diferencia significatiypara la lineal y no significativo

para el modelo cuadratico.

Los lotes evaluados en diferentes épocas muestrardiferencia estadistica
significativa y para la interaccion tratamiento otel existe una diferencia no

significativa.
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El coeficiente de variaciéon (11,57%), es bajo ycdafianza a los resultados

obtenidos.

Cuadro 13. ADEVA para medir el efecto de diferentes dosis dgbjdtico nativo
y comercial, sobre la mortalidad en pollos broderSanto Domingo, 2 010.

Fuente de Variacion SC Gl CM F F tab

Tratamiento 2,79 6 0,47 8,90 <,0001
Testigo vs resto 1,392 1 1,39 26.63 <.0001s
P nativo vs P comercial 0,799 1 0,79 15.29 0.0003 s
P nativo lineal 0,236 1 0,23 4.53 0.0393 s
P nativo cuadratica 0,0002 1 0,00021 0.00 0.9495 ns
P comercial lineal 0,3210 1 0,321 6.14 0.0173 s
P comercial cuadratica 0,0427 1 0,042 0.82 0.3711 ns
Lote 0,18 2 00899 1,72 0,1911s
Tratamiento*loté 0,0029 12 0,0002 0,58 0,8430ns

Error experimental 0,54 12 0,04

Error de muestreo 1,91 42 0,05

Total 5,42 62

CV (%) 11,57

* Significativo, ns no significativo

3 Error usado para Tratamiento y Lote

Se ha transformado los datos de mortalidad quesride un conteo de eventos

raros, obteniéndose un coeficiente de variacionnegls

Cuadro 14.Prueba de Tukey al 5% para los promedios de Rafzattalidad.

Tratamiento Medias n E.E.
7 2,34 9 0,07 A
3 2,14 9 0,07 A B
2 2,04 9 0,07 B C
1 1,92 9 0,07 B C D
6 1,89 9 0,07 B C D
5 1,85 9 0,07 C D
4 1,63 9 0,07 D

Al realizar la prueba de significacion de Tukey5aPt de probabilidad, se
detectaron cuatro rangos de significacion, en déngr rango se muestra el
tratamiento T 1,5 ml de probi6tico comercial, es el que tienenlartalidad mas

baja.
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La Figura 10, ilustra al s,T/con menor mortalidad y por ende tiene mayor
namero de aves y se ve reflejado en una mejor csidvealimenticia frente a los
otros tratamientos.

Cv=11,57
2,5

=
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0,0 1,5 3.0 4,5 1,5 3,0 4,5

T7 T1 T2 T3 T4 TS T6

Cosis Probidtico native (ml) Dosis Probié

Figura 10. Efecto de diferentes dosis de probiético nativaoynercial sobre la raiz de
mortalidad en pollos broiler en Santo Domingo,201

En la Figura 11, el tratamiento que presentd m@oocentaje de mortalidad
fue la dosis 1,5 ml delsIcon un valor de 2,69% Yy dentro del probidtico vatiTs
con un valor de 3,74 % a diferencia de] &l cual present6 el mas alto 5,5%, y se
deduce que las bacterias benéficas tienen la cguhdie multiplicarse, adherirse y
colonizar el segmento gastrointestinal y esto perrmantener un buen estado
sanitario lo cual coincide con Cortés y Avila (2P0® indican que el uso de
probiéticos para pollos de engorde permiten laceidn de la mortalidad y de igual
manera se afirma con Maruta (1996) mediante estdeéiermind que la mortalidad
fue disminuida a 2,7% y 4,5%, con respecto al gegrol.

Hansen (2004), el cual es citado por Milian (200Ayiemas inhibe el
crecimiento de agentes patdgeno8lostridium perfringens, Staphylococgus
bacterias coniformeskimerig) y estimulan la respuesta inmunitaria dotando al
animal completamente sano.
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Los probidticos mantuvieron un equilibrio de larflosaprofita logrando
mantener la salud de las aves y se confirma casdaeracion de Granados (2008)
gue las bacterias utiles conh@actobacillus, Bifidobacterium y Bacillusiegan un
papel importante en el control de la flora y estanal desarrollo de la pared
intestinal. Nava (2008) corrobora diciendo que fescanismos de accion de los
probidticos juegan un papel muy importante en stbsia digestivo, bajando el pH,
un efecto competitivo, estimulacion de defensa momtestinal y produccion de
bacteriocinas.
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Figura 11. Efecto de diferentes dosis de probiotico nativaoynercial sobre la mortalidad

expresado en porcentaje en pollos en broiler eto$zmingo, 2010.

En la Figura 12, se observa el andlisis de coiif@lac se deduce que a medida
gue se incrementa la dosis del probiético nativotatalidad tiende a subir cuando
se administra una dosis de 2,5 ml por litro de adaade el porcentaje de mortalidad
llega al 3,8 %.
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Figura 12. Analisis de correlacion del probiotico nativo p&aanortalidad en pollos broiler
a los 42 dias en Santo Domingo, 2010.

En la Figura 13, se observa el andlisis de coiitalac se deduce que a medida
que se incrementa la dosis del probidtico comert@almortalidad tiende a

incrementarse al suministrar una dosis de 2,7 onl una mortalidad de 2,8 %.
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Figura 13. Andlisis de correlacion del probidtico comerciakgpda mortalidad en pollos
broiler a los 42 dias, en Santo Domingo, 2010.
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4.2.4. FACTOR EFICIENCIA EUROPEA (FEE)

El factor del indice de eficiencia europeo tienevalor constante de 300, cuyo
objetivo es valorar los resultados zootécnicodatelpara determinar la rentabilidad
econdmica. Si el resultado es mayor a 300 el lmdyztivo es bueno en términos

econdmicos Yy si fuese un valor menor a 300 subéiatad es menor.

TRAT. DOSIS (ml/l) F.EE
4 1,5 342,56
5 3 338,15
6 4,5 332,21
1 1,5 330,49
2 3 335,08
3 4,5 330,44
7 0,0 309,12

El mejor resultado corresponde para el tratamiean&dro cuyo valor supera a
todos los tratamiento con 342, cabe mencionar qdestlos tratamientos que se

aplico probidticos obtienen un valor idéneo parta ésctor de evaluacion.

4.2.5. ANALISIS BACTERIOLOGICO

Para los tres factores evaluados no se enconteécidh porSalmonellaen

pollos de engorde (Anexo 4-5).

Mediante reporte del analisis para parasitos gagsiinales el tratamiento
testigo tuvo gran cantidad de infeccion por Coesdgimeria tenella, maxima y
acervuling y huevos de Ascaris, mientras en los tratamieodmsprobioticos no se
encontrd. Y se afirma con un estudio realizadoHmerr (2009), que la enteritis y la
coccidiosis son las principales amenazas de Igridted intestinal. De igual manera
se concuerda con Milian (2005) y Rossial (2006), el probidtico utilizado fue
destacado como una biota accién del controladarhibidor de microorganismos
patdgenos, las aves mostraron un mejor desempefcomparacion con el

tratamiento control.
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La prueba microtest HI/Newcastle fue mas baja dastigo 1:0, 1:40 y la mas
alta fue en los probidticos con 1:80, 1:40, losoxed mas altos determinan una
excelente cantidad de anticuerpos y estimulaciosistéma inmunoldgico. En el
testigo existe un desafio que debe ser evaluadbalidad. Esto también concuerda
con Ortiz (2006), a la eclosién el sistema inmuittaes inmaduro, y el pollito
depende en gran medida del ambiente en que sengrecuea capacidad de producir

anticuerpos es menor en el transcurso de geneescsutesivas.

La inclusién de probibéticos ayud6 a estimular etesna inmunolégico
digestivo y se afirma con lo descrito por Gomezl(®0 que el sistema inmune
digestivo se considera como uno de los mas graaldesr el sitio que contiene
mayor cantidad de células inmunoldgicas organizadadiferentes estructuras. Los
mejores reportes de la inclusion de probiodticosdiagpara el comercial, se deduce
por que contiene varios géneros de bacterias ynaszbenéficas y es un producto
liofiizado y esto concuerda con Yegani (2010),iegu menciona que las
preparaciones comerciales de probidticos puederdeserepa Unica o multiple y
también como una mezcla de varias especies (mdtiess) de bacterias. Los
productos multiespecies pueden tener el benefieigedt eficaces contra una gama

mas amplia de condiciones del tubo digestivo.

Con estos resultados esta demostrado que las ibacgpeobidticas ayudan a

mejorar los parametros productivos en pollos deetwy

4.2.6. ANALISIS ECONOMICO

Siguiendo la metodologia del presupuesto parags Perrinet al. (1976),
se procedi0 a obtener el beneficio bruto que spoedido al rendimiento en
kilogramos de las aves procesadas en cada tratamiesie peso se multiplico por el

valor del kilo de carne de pollo en el mercado orzal.

Por otro lado se obtuvieron los costos variablesa pcada uno de los
tratamientos, de la diferencia entre el beneficiddy los costos variables se obtuvo

el beneficio neto.
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Cuadro 15. Costos variables y beneficios para los tratamsentm
la adicién de probidticos a base Heacidophilusy B. subtilis

Trat. Dosis Total de Costos Beneficios Beneficios Dom.
Prob. (ml) que varian ($/Trat) Bruto ($/Trat) Netos ($/Trat)
7 0 0 2884,2391 2884,2391 nd
1 15 4 3026,6321 3022,6321 nd
2 45 8 3007,618 2999,618 d
4 3 9 2992,7623 2983,7623 d
3 3 12 3111,5205 3099,5205 nd
5 15 18 3057,10618 3039,10618 d
6 45 28 3031,06328 3003,06328 d

Ordenando los costos que varian de manera creciacbmpanados de los

beneficios netos, se procedié a realizar el asaldge® dominancia, donde el

tratamiento dominado es aquel que a igual o meeroefitio neto, presenté un

mayor costo variable.

De este analisis se determind que los tratamiemdosominados son el 7,1,3.

Al realizar el analisis de la tasa de retorno mmigel tratamiento numero 3 se

constituyo en la alternativa econémica recomendable

Cuadro 16.Analisis marginal de tratamientos no dominados

Total de ..
Trat Dosis Costos Beneficios cv BN marg TRM%
Prob. ; netos marg
que varian
7 0 0 2884,2391 -
1 1,5 4 3022,6321 4 138,393 2,8903196
3 3 12 3099,5205 8 76,8884 10,4046904

Los beneficios netos aumentan conforme la caniialagttida crece, la tasa de

retorno marginal para gastos por encima de los Y92 es de 10,4%

. El costo

marginal del primer incremento es de $4, el beitefieto marginal es de $138,29, y
la tasa de retorno marginal es por lo tanto 2,8EPcosto marginal del segundo

incremento es de $8, el beneficio marginal es @8by la tasa de retorno marginal
10,4%
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Figura 14. Curva de beneficios netos

En la Figura 14, se observa la relacion entre lostos variables de las
alternativas y los beneficios netos obtenidos, sgestna claramente que el

tratamiento % tiene un beneficio neto maximo.

Aparentemente no existe una diferencia muy margaga estos dos indices
desde el punto de vista econémico, pero teniendocuemta que se trata de un
producto competitivo y sensible econémicamentel eneecado por el alto volumen
en el que se produce se consideran algunos aspeditisos en el lote experimental
con el probiético nativo como el menor costo dedpozion por unidad en pie (kg),

una mayor utilidad neta siendo esta mayor que kteecontrol sin probidtico.
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V. CONCLUSIONES

. Los probidticos no son antibioticos, pero si senusarrectamente junto con
medidas nutricionales de manejo y de biosegurigagéden ser una herramienta
poderosa para mantener la salud del tracto gatstiimal de las aves, mejorando asi

su rendimiento zootécnico.

. Las bacterias benéficas si contribuyen a inhiberetimiento de las bacterias
patdgenas mediante diversos mecanismos, ademas stitaular al aparato

inmunocompetente, sintetizan vitaminas, que ayadaantener sano al animal.

. En cuanto a las variables de peso, conversion afioie y mortalidad los
mejores resultados se obtuvieron con la dosis Sienl tanto el probidtico nativo y
comercial por litro de agua.

. La aplicacion de bacterias probiéticas hace maseete el uso y consumo de
alimento balanceado ya que con el mismo consumaligento permite tener una
mejor ganancia de peso final y esta constatadouocanconversion de 1,78 que

corresponde al T

. Los microorganismos benéficos ayudan a mantener flora saprofita
equilibrada en el sistema digestivo y se obtuvo megora en la digestion de los
nutrimentos ya que se observl heces consistenliesey de alimento balanceado
(Anexo. 9).

. La inclusion de bacterias probidticas contribuymejorar el estado sanitario
de las aves, siendo mas efectivas en el tratamiermioy cuatro con la dosis de 1,5

ml fue la que alcanzé mayor ganancia de peso.

. Considerando la alternativa mas recomendable edomfrente, los
tratamientos que presentaron una mejor relacioeflmém costo fueron el Ty Ts;

ambos pertenecientes al probidtico nativo. Las mgeiaa obtenidas al incrementar la
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dosis a 3 ml son mayores que las dosis de logrtiatdos T y T, pero con un

incremento de los costos que varian.

. Todos los tratamientos a los cuales se les agE@iobidticos obtuvieron una
eficiencia europea adecuada superando la constaptevalor es 300. Pero el que
mostro ser mas eficiente fue el tratamiento cudéigprobidtico comercial debido a
que obtuvo un peso mas alto, menor mortalidad § t@ajversion alimenticia.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda la inclusion de probidtico nativamercial en dosis de 1,5 ml
por litro a través del consumo de agua, puestamgjera la ganancia de peso,

mejor conversion alimenticia y sanidad de las aves.

Es necesario buscar nuevas alternativas en lapieattion de bacterias acido
lacticas nativas, diversos sustratos con y sinmikséeion para la reduccion de
costos en la produccién de los probioticos y adateim producto competitivo y

al alcance de los avicultores.

Se recomienda utilizar neutralizante de cloro adéersealizar la inoculaciéon en
el agua de bebida, ya que las bacterias mueremesergia de cloro y otros

productos desinfectantes.

Realizar nuevos estudios empleando levadurasos aticroorganismos con

caracteristicas probidticas.

El manejo y preparacion de las bacterias debevoseeat estéril posible a fin de

evitar posibles contaminaciones, alterando la rbiota de la solucion.

Se trata de microorganismos vivos y no debemosaalolesellos.



60

VIl. RESUMEN

La Industria avicola ha experimentado un importarecimiento en el Ecuador
durante estos dUltimos afios, convirtiéendose en uadysto con creciente
representatividad a diferencia de otros tipos aaecéEn el Ecuador, ha sido poco
estudiada la inclusion y accion de los probidtisobre el sistema gastro intestinal,
ya que existen gran cantidad de bacterias patoggumascausan un desequilibrio
microbiano en el sistema intestinal de las avesjetidos al uso excesivo de
antibiéticos los cuales han incrementando los sod®® produccion. Existe por lo
tanto la necesidad de implementar biotecnologieecwstias al manejo de los
broilers, una de ellas es la aplicacion de badeébenéficas o microorganismos
eficientes a través del agua de bebida, siendobgtivo del presente estudio
determinar los efectos de la inclusion de probi&tidurante la etapa de crianza en
pollos broilers (Linea ROSS-308), para el mejoamtd de los parametros
sanitarios, productivos y economicos. Se uso6 uefidisie Bloque Completamente al
Azar (DBCA) en diferentes épocas, utilizandose 3iglale probiotico nativo y
comercial que fue de 1,5; 3,0 y 4,5 ml/ | aguaideatificaron en la parte media del
ileon y ciegos del tracto gastrointestinal en poBwoiler Ross-308 de seis semanas
en produccidn, microorganismos benéficos princigalia del génertactobacillus
acidophilus y Bacillus subtilid.a multiplicacién del inGculo nativo inicial resalser
efectiva al mantener la concentracién dé Gift/ml paraBacillus subtilisy 10/
ufc/ml para Lactobacillus acidophilus En cuanto a las variables evaluadas, la
aplicacion de probidticos influyé positivamente mobla ganancia de peso,
conversion alimenticia y disminuyo la tasa de nimi&al. El porcentaje de
colonizacion de las bacterias benéficas fue eleyadgue no se reportaron parasitos
gastrointestinales mediante analisis en laboratprontribuyé a mejorar el estado
sanitario de las aves, evidenciandose pollos lideds. coli, Eimeriay Salmonella
Los tratamientos con una mayor relacion benefiosiacfue el T y T3 (1,5 y 4,5 ml

probidtico nativo/l agua)Siendo el mejor el T
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VIIl. SUMARY

The poultry industry has experienced significartvgh in Ecuador in recent years,
becoming a product with growing representationantrast to other types of meat. In
Ecuador, has been little studied inclusion andoactf probiotics on the gastro
intestinal system, as there are many pathogenitefi@cthat cause microbial
imbalance in the intestinal system of birds sulgi@édb excessive use of antibiotics
which have increased production costs. There isetbee a need to implement
appropriate biotechnology to the management ofldngi one of which is the
application of beneficial bacteria or microorganssefficient through drinking water,
with the objective of this study to determine tlilees of the inclusion of probiotics
in stage of aging in broiler chickens (Line ROSS33for the improvement of health
parameters, productive and economical. Design vesl @ randomized complete
block (RCBD) at different times, using 3 doses afive and commercial probiotic
was 1.5, 3.0 and 4.5 ml / | water. Were identifiedhe middle part of the ileum and
blind the gastrointestinal tract in Ross-308 Bmoilehickens six weeks into
production, beneficial microorganisms Lactobacibksdophilus mainly and Bacillus
subtilis. The multiplication of the initial nativenoculum was effective in
maintaining the concentration of 106 cfu / ml fadBlus subtilis and 107 cfu / ml
for Lactobacillus acidophilus. As for the variablesaluated, the application of
probiotics had a positive effect on weight gainedeconversion and decreased
mortality. The percentage of colonization of beadiafibacteria was high since there
were no reported gastrointestinal parasites thrdabbratory analysis and helped
improve the health status of birds, showing chiskénee of E. coli, Eimeria and
Salmonella. Treatments with higher benefit cosbratas the T1 and T3 (1.5 and 4.5
ml probiotic native / | water). Being the best T3.



62

IX. BIBLIOGRAFIA

APAJALAHTI, J. 2002. Efecto de la dieta sobre lardl microbiana en el tracto
gastrointestinal de aves. FEDNA. Dieta y microbjddoen aves. Barcelona-
Espafia. Consultado el dia sabado 31 de 01 de 20010.
http://docs.google.com/viewer?a=v&g=cache:wSiBjpd&Ewww.etsia.upm.e
s/Fedna/capitulos/2002CAP_lIl.pdf+microorganismas+dGl+del+pollo&hl
=es&gl=ec&sig=AHIEtbTdsWOrMEculJZY99s_jN9MmyY60g

ARAUJO, R. 2005. Beneficios de la utilizacion de BROENZIME en la ganancia
de peso y conversion alimenticia en pollos de agorUniversidad
Salvadorefia Alberto Masferrer. Consultado el 18051, 15:00 horas.
http://www.agranco.com/pdf/hydroenzime_prueba edstor.pdf

AVILA, E. 2005. Alimentacién de las aves. MéxicBegunda edicion. Editorial
Trillas. 25p.

BARRAGAN, J. 2000. El buche como un importante elato de control de
patdgenos en canales de pollo. 5p. Consultado-@Ba8)11

http://www.wpsa-aeca.es/aeca imgs docs/wpsall832a9sif

BARRERA, P. 2008. Probidticos, Conciencia AnimalpgBta-Colombia. 5 p.
Consultado el dia sabado 31 de 01 de 20010.

http://www.conciencia-animal.cl/paginas/temas/tempiaz?d=976

BORIN, 2006. Importancia de los alimentos en la@ftad de la flora microbiana
para la salud del ave. AMEVEA-PERU. Nutricion Anim@onsultado el dia
sabado 21 de marzo de 2009.

http://www.ameveaperu.org/documentos/palestra rdeno.pdf

BOTERO, L. 2008. Salmonelosis y su control.icéltura Ecuatoriana. No, 128.
Agroeditorial CIA. LTDA. 30 p.



63

CANADAS, L. 1983. Agro ecosistemas Andinos en eludor. El mapa

bioclimatico y ecoldgico del Ecuador. Banco cendiell Ecuador. Quito.

CERVANTES, M. 2010. Principales fundamentos de #siéh competitiva. Bayer
A. G. N° 259. México D. F. 2p.
http://www.bayersanidadanimal.com.mx/index.php2d#30&categ=25&exp
and=2/24/25&file=view_article.tp

CHOQUE, L. 2008. Evaluacién del estado oxidativeajud intestinal en pollos de
carne en respuesta a la alimentacion con grasadadss. Tesis doctoral.
Universidad Autonoma de Barcelona — Espafa. 10-22msultado 04-05-
2011.
http://www.tdr.cesca.es/TESIS _UAB/AVAILABLE/TDX-0%4109-
121137/jachlldel.pdf

CORTES, C. AVILA. G. 2000. El efecto dBhcillus toyoisobre el comportamiento
productivo en pollos de engorda. Veterinaria. Méxiconsultado el 6-02-2010
http://www.medigraphic.com/espanol/e-htms/e-vetraaxh2000/e-vmO0-
4/ervm004e.htm

DOLZ, M. 2000. Bacteriocinas de Probioticos. Nuewrdoques bioterapéuticos.
Centro de informacién de medicamento del colegiciafde farmacéuticos de
Zaragoza — Espafia. 2p. Consultado el 12-03-2011.
http://www.nutricion.org/publicaciones/revistas/NRICION-28-3 20_37.pdf

DUCHATEL, J. 2005. Aparato Digestivo. Tomado dedaista "gut Flug", editada
en Bélgica. Consultado el 6-02-2010
http://www.mispalomos.com/portal/index.php?nametiBas&reqg=viewarticl
e&artid=75&page=1

ENSMINGER, M. 2000. Zootecnia general. Buenos Airésgentina. Tercera
edicion. Editorial EIl Ateno. 45 p.



64

FEUCHTER, F. 2005. Los Probi6ticos en Nutricion mal, Aditivos Bioldgicos,
México Distrito Federal, 3p. Consultado el 30-01-20

http://www.midiatecavipec.com/nutricion/nutriciorlfd4.htm

GALAN, C. 2007.Bacillus subtilis Departamento de Microbiologia. Universidad de
Valencia. Comunidad Valenciana — Espafa. 3p. Ctatkukl 08-03-2011
http://tubiologia.foroactivo.net/t338-bacillus-silis

GOMEZ, G. 2010. Sistema inmune digestivo en las alrerestigacion y Ciencia.
Universidad Autonoma de Aguascalientes México. VA8. Num. 48. 9p.
Consultado el 12-03-2011
http://redalyc.uaemex.mx/src/inicio/ArtpdfRed.j§y2=67413203003

GONZALES, A. 1997. Bacilos Gram Positivos, Univdesd de Oviedo, Espafia, 5 p.
Consultado el 01-01-2010

http://microral.wikispaces.com/Bacilos+Gram+posif

GRANADOS, J. 2008. Factores que influyen en lagntiad Intestinal del Broiler.
Listado de Memorias Seminario AMEVEA. Quito-Ecuadz24p.

GUZMAN, O. 2008. Impacto del Sector Avicola en laoBEomia Ecuatoriana.
Revista Avicultura Ecuatoriana N° 135. 46 p.

HEINZ, J. 2000. Nutricion de aves. Departamentoridioinal. Zaragoza, Espafa.
Editorial Acribia. 330 p.

HOERR, F. 2009. La Integridad Intestinal y su Inpocia Econdémica en la
Industria Avicola. Departamento de Produccion AnirGansultado el 12-03-
2011

http://www.porcicultura.com/avicultura/home/artiogl int.asp?cve art=458




65

HOYOS, D. 2008. Utilidad de los microorganismoscafes (EM®) en una
explotacion avicola. Cérdoba-Colombia. Consultalddi@ Martes 27 de abril
de 2010.
http://www.scielo.org.co/scielo.php?pid=S012202881 020001 3&script=s

ci arttext

JARAMILLO, D. 2010. Evaluaciéon de la produccion Hdacteriocinas a partir de
Lactobacilos y Bifidobacterias. 1Universidad de LAsdes, Facultad de
Ingenieria, Departamento de Ingenieria Quimicaretarl Este, N° 19A-40,
Edificio Mario Laserna, Bogot4 D. C., Colombia. R-£onsultado el 15-03-
2011
http://www.rvcta.org/Publicaciones/Vol1Num2/ArchsM1N2/Jaramillo-
Giraldo_et_al. RVCTA-V1N2.pdf

LASTRAS, P. 2009. Probioéticod,.actobacillus acidophilusy Bifodobacterium
bifidum, Suplementos nutricionales, Salud BIO, 12 p. Cdadol el 15-12-
2009
http://saludbio.com/articulo/suplementos/probiagidactobacillus-acidophilus-

bifodobacterium-bifidum

MARCK, N. 2002. Manual de produccién avicola. MéxicTercera edicion.
Editorial, El Manual Moderno. 10-25p.

MILIAN, G. 2005. Empleo de probidticos a baseBieillus spy sus endosporas en
la produccion avicola. Instituto de Ciencia AnimApartado Postal 24. San
José de las Lajas, La Habana, 16p. Consultad®2{2310.
http://www.bibliociencias.cu/gsdl/collect/librosdiax/assoc/HASHO1b8.dir/do

c.pdf.

MORENO, E. 1999. Probidticos y aves, Veterinari@af€ional, Islas Canarias-
Espafa. 5 p. Consultado el 25-10-2009

http://www.timbrado.com/artprobioticos.shtml




66

MROZ, Z. 2004. Acidificantes, fitasas y sus intmianes en la alimentacién de
cerdos y pollos. Institute for Animal Science andatth (ID-Lelystad). ID-
TNO. Department of Animal Nutrition. Lelystad. PAS BAJOS. Consultado
el dia sdbado 21 de marzo de 2009.

http://www.avancesentecnologiaporcinammienidos/acimar3.html

NAVA, J. 2008. Evaluacién de Bacterias Acido LaasicComercializadas como
Probioticas. Universidad de los Andes. Departameetdiologia. Merida —
Colombia. 15-16p.

ORTIZ, A. 2006. Salud Intestinal. Ajustes de dietadiculos técnicos de Sanidad.
Licenciado en Veterinaria. Madrid-Espafa. 22p.

http://www.engormix.com/mbr-218934/andres-ortiz

PALACIOS, M. 2009. Uso de anticoccidiales y prommetode crecimiento en el
desarrollo de la salud intestinal del broiler. LiPard. 15P. Consultado el 07-
02-2010.
htt://www.ameveaecuador.org/datos/USO%20DE%20ANTICIIALES%
20Y%20PROMOTORES%20DE%20CRECIMIENTO%20EN%20EL.pdf

PAREJA, J. 2005. Anatomia Y fisiologia del apaidigestivo de las aves. Bacterias
en la molleja de pollos. 12p. Consultado el 02-0312
http://es.scribd.com/doc/36440314/Anatomia-y-Fisipd-Intestinal

PASTRANA, L. 2004. Produccién de probidticos y leasicicinas a partir de
subproductos de la industria alimentaria. MemadiglsCongreso Internacional
de Seguridad Alimentaria. Universidad de Vigo Espa8il8p. Consultado el
02-03-2011

http://www.150facultadefarmacia.com/simal/publicames/Coisa2004.pdf

PERRIN et.al1976. Formulacion de recomendacién de datos agrooémun
Manual Metodolégico de Educacion Econdmica. Ter&ati@ion. México DF.
Cymmit. 54 - 55 p.



67

PINOS, A. 2007. Breve resefia de los probiéticosvéisidad Agraria de la Habana.
Instituto de Ciencia Animal. La Habana. Consultati®d1-01-2010.

http://www.monografias.com/trabajos55/efecto-debpoticos/efecto-de-

probioticos2.shtml

ROSSI, A; SANGOI, M; PADILHA, J. 2006. Uso de préticos en la prevencion de
salmonella en pollos de engorde. Zootécnica y nreligeterinaria. Brasil.
Consultado el 23 de abril 2009.
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttept@=S1413-
70542007000400039&Ing=en&nrm=iso.htm&ting=pt

RODRIGUEZ, M. 1994. Bacterias productoras de adualdico: efectos sobre el
crecimiento y la flora intestinal de pollos, gazapolechones. Universidad
Complutense de Madrid. Facultad de Veterinaria. idaispafia. 8-27p.

SALGADO, D. 2010. Una nueva tecnologia ambientlpsra la produccion animal.
Microorganismos eficaces. Agropecuaria Carrillo.

http://agroca.com.ve/mundo.php?id=69

SALVADOR, F; CRUZ, D. 2009. Nutracentricos. Univielesd Auténoma de
Chihuahua. Facultad de Zootecnia. México D.F. 88p.

SAMANIEGO, L. SOSA, M. 2002. Lactobacillus spp.: gortantes promotores de
actividad probiotica, antimicrobiana y bioconseiwad Centro de Estudios
Biotecnoldgicos. Facultad de Agronomia. UniversidizgdMatanzas “Camilo
Cienfuegos”. Matanzas, Cuba. Consultado el 19-G4:20
http://www.bibliociencias.cu/gsdl/collect/librosdiax/assoc/HASHO011d/e18c5
081.dir/doc.pdf

SANSALONE, P. 2008. Conceptos sobre AlternativasAmtibioticas en aves de
consumo. Listado de Memorias. Seminario AMEVEA. L{ENTACO S.A.
Quito-Ecuador. 224 p.



68

SMITS, C. 2001. Modulacion a través de la dieta cahfort intestinal de los
pollitos. 2Department of Avian Virology, DLO Inatie for Animal Science y
Health, Lelystad. The Netherlands. FEDNA. 4-9p. §ldiado el 19-04-2011.
http://www1.etsia.upm.es/fedna/capitulos/99CAP4.pdf

SPRING, P. 2004. Glycomics: el rol de carbohidra¢specificos como nuevos
aditivos alimenticios. Swiss College of Agriculturd&kevista Avicultura
Profesional. Volumen 22, N° 4. 17-19p.

VILLAMIZAR, J. 2008. La Industria Avicola en lostirthos afios. POFASA. Revista
Avicultura Ecuatoriana N° 130. Agroeditorial CIATDA. 30 p.

YEGANI, M. 2010. Manipulacion de la Flora Intestiren Aves. Universidad de
Alberta Canadéa. Consultado el 02-03-2011.
www./Manipulaci%C3%B3n%20de%20la%20microflora%?26stinal%20de
%20las%20aves.htm




69

X. ANEXOS

Anexo 1.Conteo de bacterias acido lacticas

(@ Concepto Azul
-\\-yu-xm.. JGIA ABLICATIA AL DESARROLLO SUSTENTARLE

Guavaguil: Cdla. Vernaza Norte Mz, 10 V. 34
Tel-Fax: (04) 2284066 2284615 Celular: 097488010
e-mail: conceptazul@gmail.com

Guavaauil. 21 de Junio de 2010

PARA: ESPE
3r. 3antiago Enriquez

DE: CONCEPTO AZUL
Tenlga. Paula Pinto B.

REPORTE DE ANALISIS

MUESTRAS RECIBIDAS:

-Probidticos en cultivos liquidos:
2B—-APE-MRS
Lactobacillus ciego
Bacillus

FECHA DE ANATISIS: 16 de Junio del 2010 a las 13 :00 horas

ANALISIS REALIZADOS:

- Cultivo y conteo de células viables en cada uno de las muestras

CLAVES:

UFC Unidad formadora de colonias.

A Amarilla R: Redonda L: Luminiscente
T: Transparente M: Mediana Cr: Cremosa
AlCo: Amarilla con Centro 1: Lregular B: Blanca

V: Verde G: Grande Ry Roja

V/Co: Verde con Centro P Pequertia An:  Anaranjada

Vda: Verdosa Co: Con centro
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Continuacion Anexo 1. Conteo de bacterias acidicEe

RESULTADOS DE ANALISIS:

2B - APS - MRS

Lectura a los 3 dias {72 horas)

Tenlga. Paula Pinto B.

fod Ao Bt

NOTA: Solo los reportes con firma ¥ sello de la empresa son validos. !

MORFOLOGIA COLONIAS BACTERIANAS UFC v
CrIP 160X 10° 33
il .:
TRP 120X 10 )
Agﬂl' )'IRS 20X 10
ARP : 17
3 3
CrRP ZaxIn 25
TOTAL UFC/mL arx1e 100
48X 10°
Lactobacillus
MORFOLOGIA COLONIAS BACTERIANAS UFC %
CiRP 2.0 x10' 10
Agar MRS TRP 15.0x10° 7
BRP 40x10 19
T
TOTAL UFC/mL 21.0x10 100
2.1X10°
Bacillus
MORFOLOGIA COLONIAS BACTERIANAS UFC %
Agar MRS BRP 1.0x10°
TOTAL UFC/mL 1.0x 10° | 100
1.0x 10°
Atentamente.

Rogistro Unjeo de Cantribeywntss

|_Ne.

4001

Gueyoqull -

CONCEPTAZUL S.A.

Cdin. verngas Moris Mz, 10 V. 34
Tei: Z89-247
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Anexo 2.Resultados moleculares

ROl APLICAT AL DFEAAERH LD AU TEST 4R

@Concepto Azul
g

Cuayacqul: Cdla. Vernaza Norte WMz 10V, 34
Tel-Faz (04 2284066 2284415 Celular (09 423 695 e+tnail:
Heoncepto@@aye satnet net
Cruaymuil, 23 de septieribre de 2010,
PARA: ESPE
Atencion: Sr. Juan Carbs Aguavil/Santiage Entiguez
DE: CONCEPTO AZUL Tenlga. Paula Pinto B.

IREP ORTE DE ANALISIS
MUESTEAS RECIBIDAS:

-1 cepa bacteriana

-1 cepa bacteriana

ANALISIS REALIZADO 5

- Identificacidn molecular de 2 cepas de bacterias.

1- Subculttvo de la cepaen medio sdlido o lguide.

2- Extraceidn del ADN cromosdmden.

3- Amplificacidn mediante PCE. del zen 165 rBHA en bacterias.

4 Purificacion de los arnplicones

5- Secuenciacidn

f- Andlisiz de las secuencias en bancos de datos (GenBank, ENBL etc...), mediante
alineardento de homologia uwsando el BLAST (Basic Local Alignenent Search Tool).

7- Entrega del inforrme.

Por medio de la presents, l2 hago entrega del informe correspondient: al andlisiz raoleculay
para la identificacidn de las cepas de bacterias entregadas.
Loradeciendo por su interés en muestros servicios, quedo de Ud, para cualguier irdormacidn
adicional gue se recuiera.

Btentaments,

;gm, oo s 8 .

Tcnlga. Paula Pinto B.
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Continuacion Anexo 2. Resultados moleculares

eniificaridn nlecular de cep as d e Bacterias
Ohjetrros.
dentificarion molecularde 2 cepas bacterianas.

eindologia
Sub culiro de las Bacierias,
Fueron recthidas 2 cepas bactenanas | las nosmas que fieron maboalbvadas en agar TSA & neubadas a
GO durante 2 dias, conel finde obtener mmestras frescas para el proceso de extraccidn de ADH
Extraccion de ADN.
Para las cepas bacterianas obtemidas se procedis a extraer s ADN zendnuco mediante los
protocolo s aplicados parabactenas [ “TENE ™).
Anwp ificacinpor PCR.
[El trabajo de anplificaridn por PCE fiie primeramente walizado sobre los genes
185 rEHA enbacterias, obteriendo los flagmentos del tamatio esperado.
Purificacién de s amphcones
Los fragmentos amplificados del zen 165rEMNA fiaeron purficados mediate el
Whizard POR Clean Up System de Promega v ervmiadas a secuenciar.
Secusnciacion y analisie d e secwstrias,
Los fragmentos parficades fiieron enviados para la secuerciacidn v posteriommernte se realizd el
hlineanuento de las semuencias, enpleando el softerare ombive Blast (Basic Local Alizment Search
Tocl]. Se deternund la homologia de cada cepa bacteriana mediante conparacidn de las semuencias
con las existentes en el GenBank (Banco de Geresbase de datos de las semiencias mgstadas a mivel
moardial).

s,

Cepa Bacteriara 1

100203-05_G05_ESPE-Bac-514F ab 1985

AATCTICCGCAATGEACG AALAGTC TGACGG AGCA ACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTC
GATCGTAL GG TCTE TG TTAGG GALGAMC A MG TACCGTICGALTAGGGCGGTACC TTGAC
GTACCTALACCAGALLGCCACGSCTAAC TACGTECCAGCAGCOCGCGETAATACGTAGS TG
ALGCGTIGTCCGGALMTTATIGGGCGTALLGGGCTCGCAGGCGGTITC TTAAGTCTG ATGTS
AAGCCCCCGEECTCA ACCGGGEASGETCATTG GALLACTGGGEAAC TTGAGTGC AGALGAGS
GAGTGGALTTCCACG TETAGOGGTGAL A TGCGTAGAGATE TGGAGEALCACCAGTGGCOGA
G GAC TCTC TEETC TG TAAC TEACGITGAGS AGC GALAGCGTGEEGAGCCGAACAGGATT
GATACCCTEETAGTCCACGCCGTALL CGATG AGTGFCTAAGTGTTAGGGFGTTICCGCCCCT
AGTGCTGCAGCTAACGCATTAL GCACTCCGOCTEGGEASTACGGTOGCALGACTGALLCTC
ALGEASTIGACGGGGGCCCGCACAMGCGETEGAGCATG TG TTTALATICGALAGCALCGCG
AGA AT TTACCAGGTC TG ACATCCTC TGACAATCCTAG AGATAGGACGTCCCCTTC GGG
CAGAGTGACAGETEG TECATGGTIGTC G TCAGCTCG TG TCGTEAG ATGTIGGGTTALGTCC
AL GAGCGCAACCCTTGATCTTAGTIGC CAGCATICAGTIGGGCAC TCTAAGGTZACTS
GG TEACL L ACCGGAGEAMGGTGEEEATG ACGTCALATC ATCATGCCCCTTATGACC TS
CTACACACG TG TACAATGGACAGALCAMLGGGCAGCGARACCGCGAGGTTALGCCALATC
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Continuacion Anexo 2. Resultados moleculares

FJ685766:Bacillus subtilis strain PEBSB307040301...

Query ID gil2244950741abIF1685766.1
Description Bacillus subtilis strain PEBSB307040301 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Molecule type nudeic acid
Query Length 1508

Other reports: >Search Summary [Taxonomy reparts] [Distance tree of results

¥ Graphic Summary

Database Name
Descripti

nr

All GenBank+EMBL+DDB1+PDB sequences (but no EST, 5TS, GS5,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS

sequences)
BLASTN 2.2.25+ b Citation

Distribution of 122 Blast Hits on the Query Sequence &

[Mouse over ta see the define, click to shaw alignments

Color key for alignment scores
<40 4050
| 1 1
1 300 900 1200 1500
¥ Descriptions
Legend for links to other resources: [0 UniGene I3 6E0 [ Gene B structure [l Map Viewer B PubChem BioAssay
Sequences producing significant
Accession [ Description Query coverage E value Max ident

HM015507.1 Bacillus subtilis strain PEBS2501 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2785 100% 0.0 100%

F1685766.1 Bacillus subtilis strain PEBSB307040301 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2785 100% 0.0 100%

HOB51067.1 Bacillus subtilis strain NBY44 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2780 100% 0.0 99%

HQ236066.1 Bacillus subtilis strain TAT1-8 16 ribosomal RNA gene, partial sequence 2780 100% 00 99%

HMS87993.1 Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2780 100% 0.0 99%

GU191916.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain SB 3130 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2780 100% 0.0 99%
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain SB 3175 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2780 100% 0.0 99%
Bacillus subtilis strain L4 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2780 100% 00 99%
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 complete genome 2.766e+04 100% 0.0 99%
Bacillus subtilis strain CM5 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2780 100% 00 99%
Bacillus subtilis gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: LB-01 2780 100% 0.0 99%
Bacillus subtilis strain PY79 tRNA-Arg gene, partial sequence; tRNA-Pro and tRNA-Ala genes, compl 2780 100% 00 9%
Bacillus subtilis strain Setapak 8 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2780 100% 0.0 99%
Bacillus sp. TUT1206 gene for 165 rRNA, partial sequence 2780 100% 0.0 35%
Bacillus subtilis gena for 165 rRNA, partial sequence 2780 100% 00 909
Bacillus subtilis strain IDCC1105 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2780 100% 0.0 99%
Bacillus subtilis strain IDCC 1101 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2780 100% 0.0 99%
Bacillus subtilis gene, 180 kiobase region of replication origin 11076404 100% 00 as%
Bacillus subtilis strain WD23 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2778 959 00 99%
Bacillus subtilis strain BCRC 10058 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2778 99% 0.0 99%
Bacillus subtilis gene for 165 rRNA, complete sequence 2776 100% 0.0 99%
Bacillus subtilis strain TUL322 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2774 100% 0.0 99%
Bacillus subtilis BSnS, complete genome 2.784e+04 100% 0.0 99%
Bacillus subtilis strain zj2008 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2774 100% 00 99%
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain S8 3295 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2774 100% 0.0 99%
Bacillus licheniformis 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2774 100% 0.0 99%
Bacillus licheniformis strain dhs-55 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2774 100% 0.0 99%
Bacillus subtilis strain L520 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2774 100% 00 99%
Bacillus subtilis gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence, strain: Acj 115 2774 100% 0.0 99%
Uncultured bacterium clone ZT-5-7 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 2774 100% 0.0 95%
Bacillus subtilis strain CD-25 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2774 100% 0.0 99%
Bacillus subtilis strain YRRO2 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2774 100% 0.0 99%
Bacillus subtilis strain IDCC 1106 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2774 100% 0.0 99%
Bacillus subtilis strain PAB1C8 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2774 100% 0.0 99%
Bearillie ciihtiic <brain WI1RA 148 hneamsl BNA name nsrbal camisnre 772 1005 0o aco.

La cepa bactenana | pemmitio analizar wia secuencia de 1508 pares de bases, la cual

mostrd tener 100% de homalogia con cepas de Bacillus subtilis.
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Continuacion Anexo 2. Resultados moleculares

Cepa Bacteriana 2

=100903-05_E03_ESFE-Lac-514F abl 982
GGGACGAACGUTGGCGGCGTGOC TAATACATGCAAGTCCACCAACAGATTG

CGAGCTGAACACTTCGGTGATGACGTTGGGAAGUGAGCGGCGGATGGGTGA
GTAACACGTGGGGAACCTGCOCCATAGTOTGGGATACCACT TG GAAACAGG
TECTAAGAAAGUAGATTACCGGATAACGCATGATCAGCTTATAAAAGGUGG
CGTAAGCTGTCGUTATGGGATGGCCCCGCGGTOCATTAGCTAGTT GG TAGS
GTAACGGCOTACCAAGGCAATGATGCATAGUCGAGTTFAGAGACCATTGGG
B CTTGATCGGUCAGAGACACGGCCCAAACTOCTACGGGAGGUAGCAGTAGG
GAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTEATGGAGC AACGUCOGOGTGAGTGAA
GAAGGTTTTCGCTC TG TTGTTGATCGTAAAGGATAGAGGTAGGTGAAGAAG
GTAACTGGCCTTTATTTGACGG TAATCAACCAGAAAGTCACGGUTAACTAC
GTGUCAGCAGCOGCGETAATACGTAGGTGGUAAGCGTTGTCCGGATTTATT
GGG TAAAGOGAGCGCATAAGTCTGATGGCGGAAGAAGTGAAAGCCCOTC
GGLTTAACCGAGGAACTGEAGTGCAGAATGTTITTTCTTCATCGGAAACGAG
GATAGTGGAACTCCATGGAATGUGTAGGAACACCAGTATATATGGAATGTA
GCGGTGGCTCTCTGGTGGCGAAGGOGCGCTGAGGCTC TG CAACTGACGAAL
GCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCG TAAAT GA
TEAGTGGGAGGTTTTGUTAAGTGTCCGUCTC TCATAACGCATTAGTGCTGCA
GCOCTGGOGAGTAAGUACTC CGUC GACCGCAAGG TTGAAACTCAAAGGAATT
FACGGGGOCCCTOGAGCATGTGCACAAGUGGGGTTTAATTCGAAGAACCTT
A CCAGGTCTTGAAGCAACGOGACATCTAGTGAGATACGGAGCAATCCGTAG
GEACACTAAGTTCCCTTCGGCATGGCTGTGACAGGTGGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGACGAGDGLAACAGTCCCGCAACCTTGTCATTTGTTGGGTTAAGTTG

CCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCUCGEGAGGAAGGTGTGACA
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Continuacion Anexo 2. Resultados moleculares

Edit and Resubmit  Save Search Strategies  Formatting options  »Download

HQ293112:Lactobacillus acidophilus strain...

Query ID qil310757456|ab|H0293112.1] Database Name nr
Description Lactobacillus acidophilus strain NWL89 165 ribasomal RNA gene, partial sequence Description Al GenBank+EMBL+DDBI+PDB sequences (but no EST, STS, GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS
Molecule type  nudaic adid sequences)
Query Length 1359 Program BLASTN 2.2.25+ pCitation

Other reports: ©Search Summary [Taxanomy reports] [Distance tree of results
¥ Graphic Summary

Distribution of 104 Blast Hits on the Query Sequence &

[Mouse over ta sse the defline, click to show alignments |

Color key for alignment scores

Legend for links to ather resources: [ UniGene I3 6E0 [8 Gene B Structure [ Map Viewer Bl PubChem BioAssay

Sequences producing

Accession Description Max score Total score Query coverage [ Evale Max ident Links
ERE83087.1 L partial 165 rRNA gene, strain VPI 6032 2510 100% 0.0 100%
JF238560.1 Uncultured bacterium clone ncd2771g11c1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2510 100% 0.0 100%
H293112.1 L strain NWLEO 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2510 100% 0.0 100%
1H0293108.1 L strain NWLB6 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2510 100% 0.0 100%
H293108.1 L strain NWLSS 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2510 100% 0.0 100%
HD203107.1 L strain NWL84 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2510 100% 0.0 100%
HD203102.1 L strain NWL79 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2510 100% 0.0 100%
HD293096.1 L strain NWL73 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2510 100% 0.0 100%
HO293046.1 L strain NWL23 16 ribosomal RNA gene, partial sequence 2510 100% 0.0 100%

Lactobacilus acidophilus strain CECT 4179 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2510 100% 0.0 100%
Lactobacillus acidophilus strain CECT 4529 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2510 100% 0.0 100%
Uncultured bacterium clone nbu71h03c1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2510 100% 0.0 100%
L strain CH-2 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2510 100% 0.0 100%
L gene for 165 RNA, partial sequence, strain: YIT 0070 {= ATCC 4356) 2510 100% 0.0 100%
L: NCFM, complete genome 1.004e+04 100% 0.0 100%
L strain BCRC10695 165 ribosomal RNA gene, complete sequence 2510 100% 0.0 100%
Lactobacilus acidophilus strain IMAU30066 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2508 99% 0.0 100%
Uncultured bacterium clone ncd2606e11c1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2505 100% 0.0 9%
Uncultured bacterium clone ncd2408g05c1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2505 100% 0.0 9%
Uncultured bacterium clone R-8272 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2505 100% 0.0 9%
Uncultured bacterium clone R-8171 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2505 100% 0.0 9%
Uncultured bacterium clone R-9141 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2505 100% 0.0 9%
Uncultured bacterium clone R-9081 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2505 100% 0.0 9%
Uncultured bacterium clone R-9059 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2505 100% 0.0 9%
Uncultured bacterium clone R-9036 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2505 100% 0.0 9%
Uncultured bacterium clone R-8981 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2505 100% 0.0 9%
Uncultured bacterium clone R-7624 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2505 100% 0.0 9%
Uncultured bacterium clone R-7475 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2505 100% 0.0 9%
Uncultured bacterium clone R-6596 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2505 100% 0.0 9%
Uncultured bacterium clone R-9776 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2505 100% 0.0 9%
Uncultured bacterium clone R-9764 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2505 100% 0.0 9%
Uncultured bacterium clone R-9753 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2505 100% 0.0 9%
Uncultured bacterium clone R-9742 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2505 100% 0.0 9%
Uncultured bacterium clone R-9695 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2505 100% 0.0 9%

La cepa bacterianal pertritid analizar una secuenca de 1352 pares de bases, la cual

tnostra tener 10080 dehomologia con cepas de Lactobarilius acicdophilus,

Conclusion

Cepas Identificacion Molecular
Cepa bactenana 1 | Dere s subtilis
Cepa bactenana 2 Teactobanilius aoidophilus
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ANEXO 3. RESULTADOS MICROBIOLOGICOS PARA EL TRATAMIENTO
TESTIGO

MINISTERIO DE SALUD PUBLICA

‘é' INSTITUTO NACIONAL DE HIGIENE Y MEDICINA TROPICAL
ot

S — LABORATORIOS VETERINARIOS

TELF: 2690-749/26590-806 Dirsccion

CASILLA: 174 Panamericans Sur

Quito- Ecuador Em 12%
DIAGNOSTICO

MUESTRA: REG:34/011

REMITE:

PROVINCIA: CANTON: PARROQUIA:

Quito D.M.: O1/02/2011

LABORATORIO: BACTERIOLOGIA
ESTUDIO: BACTERIOLOGICO

Lote Mo. 1

LABORATORIO: Bacteriologia

ESTUDIO: Bacterioldgico
Analisis Bacteriologico

Cultivo directo de visceras:
Agar Mac Conkey = Negativo
Agarverde brillante: Negativo
AgarSangre= Estafilococosp.

Cultivo de visceras en medios de enrigquecimientos, trasplantes a medios especificos y selectivos=

ANTIBIOGRAMA

Oxitetraciclina (R}
Sulfatrimetoprin {R)
Kanamicina (5)
Ciprofloxacina (s)
Amoxicilina + A_clavuldnico (R)
Estreptomicina (5)
Enrofloxacina (s}
Morfloxacina {s)
Cloranfenicol (R)
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Continuacién Anexo 3. Resultados microbiologicos tratamiento testigo

Estaphilococossp. ANTIBIOGRAMA

> Enrofloxacina (5)
Penicilina (R)
Estreptomicina (5)
Cloxacilina (R)
Gentamicina (5)
Doxicilina (R)
Amoxicilina+ A. Clavuldnico (R)
Eritromicina (R)
Amoxicilina (R)

Andlisis Serolégico.- Salmonella pullorum, prueba en placa= Negativo
HI/Newcastle, prueba microtest=1:0, 1:40

Analisis Parasitologico.- Infestacion masiva por Eimeria sp. Y huevos de ascaris

DICTAMEN: E.coli
Coccidiosis
Ascaridiosis

Negativoa Salmonella sp.

OBSERVACIONES: e

DR.IULIO AREVALO
PROFESIOMAL RESPONSABLE
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Anexo 4. RESULTADOS MICROBIOLOGICOS PARA EL TRATAMIENTO
PROBIOTICO NATIVO

MINISTERIO DE SALUD PUBLICA

.6" INSTITUTO NACIONAL DE HIGIENE Y MEDICINA TROPICAL
2w

e LABORATORIOS VETERINARIOS

TELF: 2690-749/2690-806

Diraccion
CASILLA:274 Panamaricana Sur
Quito- Ecuador Emi2i:
DIAGNOSTICO
MUESTRA: REG:36011
REMITE:
PROVINCIA: Tsachila CANTON:Sto Domingo PARROQUIA:

Quito D.M.:  01/0272011

LABORATORIO: BACTERIOLOGIA

ESTUDIO: BACTERIOLOGICO

Analisis Bacteriologico
Cultivo directo de visceras:
AgarMac Conkey =E. coli
AgarVerde brillante: E. coli
Agar Sangre= Estafilococo sp.

Cultivo de visceras en medios de enriguecimientos, trasplantes a medios especificos y selectivos=

E.Caoli

AMNTIBIOGRAMA

Oxitetraciclina (R)
Sulfatrimetoprin (s)
Kanamicina (S}
Ciprofloxacina (S}
Amoxicilina + A.clavulonico (5)




79

Continuacién Anexo 4. Resultados microbiologicosapal tratamiento probidtico

nativo

Estreptomicina {S)
Enrofloxacina (s)
Norfloxacina {s)
Cloranfenicol (S)
Estaphilococos sp. ANTIBIOGRAMA

Enrofloxacina (5)
Penicilina (R)
Estreptomicina (R)
Cloxacilina (R)
Gentamicina (5)
Doxicilina (R)
Amoxicilina + A. Clavulonico (R}
Eritromicina (R)
Amoxicilina (R)

Analisis Seroldgico.- Salmonella pullorum, prueba en placa= Megativo
HI/Newcastle, prueba microtest=1:40,1:10

Analisis Parasitoldgico.- Negativo a parasitos gastrointestinales.

DICTAMEN: E.coli

Estafilococo sp.

Negativoa parasitos gastrointestinales

Negativo a Salmonella sp.

OBSERVACIONES ... e e

DR.JULIO AREVALO
PROFESIOMAL RESPONSABLE
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Anexo 5. RESULTADOS MICROBIOLOGICOS PARA EL TRATAMIENTO
PROBIOTICO COMERCIAL

ﬁ «*‘”@3 MINISTERIO DE SALUD PUBLICA
MMSTITUTO NACIONAL DE HIGIENE Y MEDICINA TROPICAL
LABORATORIOS VETERINARIOS

TELF: 2650-M3650- 206 Direcciin

CASTLLA: 274 Prremericara S

(hte- Enmder B 12%
DIAGNOSTICO

MUESTRA: REG:33/011

REMITE:

FROVINCIA: CANTON: PARROQUIA:

Quito D M.

01-02-2011

LABORATORIO: BACTERIOLOGIA
ESTUDIO: BACTERIOLOGICO
Analiss Bacteriologico

Cultivo directo de visceras

Agar Mac Conkey = E. coli

Agar Werde brillante: E. cali

Agar Sangre= Estafilococo sp.

Cultivo de visceras en medios de enriquecimientos, trasplantes a medios especificosy selectivos

E.Coli ANTIBIOGRAMA
Oxitetracicling 3]
Sulfatrimetoprin 9]
Kamarmicina 9]
Cipraofloxacina IR)
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Continuacién Anexo 5. Resultados microbiologicosapal tratamiento probidtico
comercial

Amoiciling + A clawuldnico (R
Esrreptomicina (R)
Enrofloxacina (R)
Morfloxacina 15
Clararfenical [5)
Estaphilococas sp. AMNTIBIOGRAM A

Enrofloxacina 31
Penicilina (R)
Escreptomicina 31
Cloxaciling [133]
Gertamicing 5]
Doxicilina [R)
Arnoxiciling + &, Clavuldnico (R
Eritrarnicina R
Amoxicilina R

Andlisis Seroldgico- Salmonella pullorum, prueta en place= Megativo
HifMewcastle, prueba microtest= 1:80, 1:40
Andlisis Parasitoldgico.- Negativo a parasitos gastrointestinales,
DICTAMEM: E.coli
Estailococo sp.
Megativo a pardsitos gastrointestinales

MNegativo a Salmmanella sp.

DR.JULIO AREVALO
PROFESIONAL RESPOMSABLE




82

Anexo 6.AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS Y FORMULACION DEL
PROBIOTICO NATIVO

a. Muestreo del contenido intestinal b. Inoculacion en suero fisiologico

c. Elaboracion del medio de cultivo Agar MRS

d. Siembra dé.actobacillus acidophiluy Bacillus subtilis
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e. Cultivo deLactobacillus acidophilugn anaerobiosis, cultivadas a 28°C por 48

horas

f. Placas d@acillus subtiliscultivadas a 28°C por 72 horas

g. Identificacién y caracterizacion por pruebas madatas
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h. Aislamiento y purificacién dBacillus subtilis

i. Identificacién por pruebas bioquimicas

j. Elaboracién de la cepa madre del probidtico nativo
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k. Mezcla de melaza mas agua  |. Control de la acidez de la solucion

m. Inclusion de la cepa probiotica n. Producto final
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Anexo 7.CONTEO DE BACTERIAS ANAEROBIAS

a. Colocacion del difusor 3M
a.

b. Interpretacion de lectura de la concentracion ufc/m
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Anexo 8.FASE DE CAMPO

I. Instalacion de tanques de agua para bebida

b.Instalacion de red de tuberias c. Colocacion de bridas

d. Instalaciéon de tuberias de gas divisionese. Malla divisoria para tratamientos
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f. Sistema de filtro para una agua de calidad

i. Conformacion del lote durante el ensayo
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Anexo 9.MUESTREO DE HECES

a.Probiotico comercial (heces consistentes) b. Probidtico nativo

c. Tratamiento testigo (heces blandas)
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Anexo 10.Composicion quimica del Agar MRS. (Formula en gramaor litro)

Composicion Instrucciones

Proteasa peptona N°3 10,0  1.Suspender 64 g de
Extracto de carne 8,0 medio en un litro de

Extracto de levadura 4,0 agua destilada.

Glucosa 20,0 2. Reposar 5 minutog
Monoleato de sorbitan1 ml | Y mezclar calentando a
Fosfato dipotasico 2.0 ebullicion durante 1 6 2
Acetato de sodio 5,0 Mminutos.

Citrato de amonio 20 3. Esterilizaren

Sulfato de magnesio| 0,2 autoclave durante 15
Sulfato de manganesp 0,05 Minutos a 121 °C.
Agar 13,0

pH final: 6.4 £ 0.2

Anexo 11.Composicion quimica del Caldo M.R.S. (Formula eangps por litro)

Composicion Instrucciones
Proteasa peptona N°3  10j0 1. Suspender 51 g
Extracto de carne 8,0 del medio en un litro de
Extracto de levadura 4,0 agua destilada.

Glucosa 20,0
2. Reposar 5

Monoleato de sorbitan 1 ml .
minutos 'y  mezclar

fosfato dipotasico 2,0 L,

calentando a ebullicidn
Acetato de sodio 5.0 durante 1 6 2 minutos.
Citrato de amonio 2,0

Sulfato de magnesio 0.2 3. Esterilizar en

5autoclave durante 15
min a 121 °C

Sulfato de manganeso 0,0
Agar 13,0
pH final: 6,4 £ 0,2




