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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar los parametros productivos, morfometria y microbiologia
intestinal e inmunidad humoral en pollos de engorda alimentados con dietas
basadas en sorgo + soya y adicionadas con un complejo enzimatico (amilasas,
proteasas y xilanasas) y un probiotico (Bacillus subtilis), se realizé un estudio con
780 pollos de un dia de edad distribuidos en un disefio completamente al azar, con
un arreglo factorial 2x3. El primer factor fueron las dietas (Basal positiva + y basal
negativa -) y el segundo factor los aditivos (Testigo, Probidtico, Probiotico+
enzimas). Se tomaron muestras de duodeno, yeyuno e ileon y se midi6 la longitud
de vellosidades, espesor de lamina propia, y profundidad de criptas. Se
determinaron los titulos de anticuerpos séricos a la enfermedad de Newcastle e
IgA secretora en duodeno. Se realizo el conteo de coliformes totales en intestino.
En el factor dietas, se observd 7% mas (p<0.05) peso corporal, 8% mas de
ganancia de peso, 8 puntos menos de indice de conversion y 2% mas de
rendimiento en canal en los animales que consumieron la dieta Basal positiva (+),
la cual tenia mayor contenido de energia metabolizable, proteina y aminoacidos
esenciales. En el factor aditivos, se observd 1.6% mas (p<0.05) peso corporal y
ganancia de peso en los pollos adicionados con Probidticos y Probioticos+
enzimas. En duodeno se apreciéo que la lamina propia fue 28% mas delgada
(p<0.05) con el consumo de los aditivos; con la dieta Basal positiva (+), las
vellosidades fueron 6.5% mas largas. Se encontro interaccion Dietas x Aditivos en
yeyuno e ileon (p<0.05). No se observé diferencia estadistica (p>0.05) en la
inmunidad humoral. En los pollos que consumieron la dieta Basal negativa (-), asi
como Probidticos solos o en combinacién con enzimas disminuyeron (p<0.05) los
conteos de coliformes totales. Se concluye de la informacion obtenida, que el
complejo enzimatico a base de (amilasas, proteasas y xilanasas) y el probiotico
(Bacillus subtilis) mejoran el valor alimenticio de dietas sorgo + soya para pollos de

engorda.

Palabras Clave: amilasas, proteasas, xilanasas, Bacillus subtilis, sorgo, soya



ABSTRACT

In order to evaluate performance, intestinal morphometric and microbiology and
humoral immunity in chicks fed diets based on sorghum + soybean and
supplemented with a probiotic (Bacillus subtilis) and a multi-enzyme complex
(amylase, protease and xylanase), the present study was conducted. Seven
hundred and eighty one day old broiler chickens were distributed in a completely
randomized design with a 2x3 factorial arrangement. One factor was the diets
(Basal positive and Basal negative) and the second factor was the use of additives
(Control, Probiotic, Probiotic +enzymes). Samples were taken from duodenum,
jejunum and ileum and were measured the length of villi, lamina propria thickness,
mucosal thickness and depth crypts. Serum antibody titers to Newcastle disease
and IgAs in duodenum were determined and intestinal total coliform count was
measured. In factor diets, in animals fed the Basal positive (+) diet 7% higher
(p<0.05) body weight, 8% higher body weight gain, 8 points lower feed conversion
rate and 2% heavier carcass yield was observed. In factor additives, 1.6% higher
(p <0.05) body weight and weight gain was observed in chickens fed with
Probiotics alone or in combination with enzymes. No statistical difference was
observed (p>0.05) in humoral immunity. In duodenum, the lamina propria was 28%
thinner (p <0.05) with the addition of additives; chickens fed with Basal positive (+)
diet, had 6.5% longer Vvilli. Interaction between Diets x Additives was observed in
jejunum and ileum (p <0.05). No statistical difference (p > 0.05) was observed in
humoral immunity. In chicks fed the Basal negative (-) diet and probiotics alone or
in combination with enzymes decreased (p <0.05) total coliform counts. It is
concluded from the data obtained that the enzyme complex containing amylases,
proteases and xylanases and the probiotic based in Bacillus subtilis improve the

nutritional value of sorghum + soybean diets for broilers.

Keywords: amylase, protease, xylanase, sorghum, soybean meal
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1. INTRODUCCION

La carne de pollo, integrante de la canasta bésica, es una de las principales
carnes que son consumidas en México y constituye una parte importante en la
alimentacién como fuente de proteinas. Existen diversos elementos que han
favorecido el incremento en el consumo de esta carne en el pais, segun la Union
Nacional de Avicultores (UNA), los factores que favorecen el consumo de la carne
de pollo son: la versatilidad que tiene este alimento al permitir diferentes formas de
preparacién, el cambio en los habitos alimenticios debido a que existe la tendencia
de consumo hacia carnes blancas (de bajo contenido graso) y el incremento de
restaurantes de comida réapida. Otro factor importante, que influye en el consumo
de la carne de pollo, esta en funcion de su precio, pues resulta altamente
competitivo con respecto al precio de otros carnicos (cerdo y res), por lo que se
convierte en un producto con mayor accesibilidad para personas de cualquier

estrato social.!
1.1 Avicultura en México

En México una de las actividades ganaderas con mayor desarrollo en los ultimos
afios es la avicultura, ya que de 1997 a 2011 presentd una tasa media de
crecimiento anual de 5.2% y en 2012 representd el 63 % de la produccion
pecuaria nacional. El volumen de la produccion de carne de pollo en 2012 fue de
2,791,639 toneladas, con un valor de 76,096,680 de pesos 2, con lo cual mantiene
el primer lugar dentro de la produccion de carne en el ambito nacional, mismo que
ocupa desde 1997, afio en que rebaso a la carne de bovino con un 7.6% mas en
niveles de produccién.® De la misma manera, el consumo per-cépita de la carne
de pollo aumenté de 15.83 Kg en 1994 a 25.70 Kg durante el afio 2012.° En 2012,
la produccion de huevo fue de 2,318,261 toneladas con un valor de produccion de

38,166,797 de pesos? y se tuvo un consumo per capita de 20.8 Kg.*



1.2 Sistema digestivo de las aves

El concepto empleado anteriormente de definir al sistema digestivo como
meramente metabdlico ha evolucionado, esto debido a que también desarrolla
otras funciones distintas a la digestion, absorcion y metabolismo de nutrientes. El
tubo digestivo representa un punto de reunién para expertos en disciplinas como
la clinica, zootecnia, nutricién, inmunologia y bioquimica. Por lo tanto es necesario
lograr un conocimiento mas profundo de su estructura, composicion,
funcionamiento e interacciones.” La salud del sistema digestivo y la nutricién
estan intimamente ligadas; por ejemplo, una lesion intestinal afectara el proceso
digestivo, asi como una pobre calidad de los nutrientes en la dieta ocasionara una
menor productividad.® El tracto gastrointestinal de las aves se puede subdividir
en secciones anatomicas (pico, esoéfago, inglubis, proventriculo, ventriculo,
intestino delgado, intestino grueso y ciegos). De todas las secciones anatdmicas,
el intestino delgado es el que se involucra mas criticamente en los procesos de
digestion y absorcion de los nutrientes de la dieta. El intestino grueso y ciegos son
regiones muy importantes de colonizacién microbiana.® El epitelio intestinal se
puede dividir a su vez en 5 regiones principales: la capa de células epiteliales que
forman las microvellosidades y vellosidades, lamina propia, lamina muscularis
mucosae, el tejido linfoide asociado a intestino (GALT, por sus siglas en inglés) o
sistema inmune intestinal y la capa muscular.®’ El epitelio intestinal es la primera
linea de defensa natural contra microorganismos invasores, cuya integridad
favorece la absorcion de nutrientes y evita el establecimiento de agentes

patégenos.’

Por otra parte, la microbiota intestinal se define como la mezcla compleja de
poblaciones bacterianas, que colonizan un area determinada del tracto
gastrointestinal en animales que no han sido afectados por intervencion médica,
experimental o enfermedad.® La composicion dietaria y la microflora, asi como la
interaccion entre ambas, puede afectar el desarrollo intestinal y la arquitectura de

la mucosa.’ La microflora intestinal puede ser regulada de varias maneras, y a su



vez, la microbiota puede regular la fisiologia y nutricion del animal. La eleccion de
los nutrientes dietarios puede afectar draméaticamente el perfil microbiano en el
intestino, lo mismo sucede con el uso de aditivos, como son antibioticos,

prebiéticos, probidticos, o enzimas exégenas.™®

Las principales funciones de los probidticos incluyen: 1) favorecer el desarrollo de
una microbiota saludable/ predominio de bacterias benéficas, 2) reduccion/
prevencién de la colonizacién por microorganismos patégenos, 3) mejora de la
inmunidad mucosa, 4) incrementar la capacidad digestiva, 5) aumentar la
maduracién e integridad del tejido intestinal.2® Las enzimas exdgenas, a su vez,
afectan la microbiota intestinal al incrementar la digestion de los ingredientes
dietarios y de esta manera remover los sustratos fermentables por ciertas
bacterias. De esta manera no solo se reducen las poblaciones bacterianas si no

que también se modifica la diversidad de dichas poblaciones.™

Los mecanismos de accion de los probidticos y enzimas exdgenas, se describen

con mas detalle a continuacion.
1.3 Probidticos

El interés en la microbiologia intestinal y el uso dietético de probidticos florecié en
los afios 1800 vy principios de 1900. Entre 1907-1908, Elias Metchnikoff establecid
las bases de lo que ahora conocemos como microorganismos probioticos o
microorganismos de alimentacion directa (DFM, por sus siglas en inglés); él
propuso que las bacterias intestinales eran dafiinas y que el consumo de bacterias
acido lacticas contenidas en lacteos fermentados tenian un efecto positivo en la

salud.*?*3

El tracto gastrointestinal esta mas densamente poblado con microorganismos que
cualquier otro 6érgano. Los microorganismos dominantes, en términos numericos,
son anaerobios, incluyendo bacteroides, bifidobacterias, eubacterias,

estreptococos, lactobacilos y enterobacterias. El equilibrio de la microbiota es fragil



y se puede afectar por diversos factores, tales como la dieta, medicacion, edad,
ambiente y estrés.” Como ya se menciond, los nutrientes contenidos en la dieta
pueden influenciar la composicion de la microbiota, pues para que una especie
microbiana particular se establezca es necesario que encuentre los nutrientes

adecuados y espacio en el cual vivir."

Las bacterias que se encuentran de manera natural en el intestino se denominan
“autdctonas”, estas colonizan el intestino como resultado de la exposicion
ambiental y alimentacion; las bacterias “aloctonas” se introducen al tracto digestivo

como suplementos dietarios a través del alimento o agua de bebida.®

Los probidticos se definen como suplementos alimenticios basados en
microorganismos vivos que afectan de manera benéfica el organismo animal, al
mejorar su balance intestinal.'” Estos caen en dos amplias clasificaciones, los
usados en la alimentaciéon humana y los usados en la alimentacion animal; estos
ultimos son considerados alternativas al uso de antibiéticos, de ahi que sean
empleados como promotores del crecimiento. No existe una clase universal de
bacterias probioticas; se utilizan bacterias autdéctonas, como es el caso de las
bacterias acido lacticas (por ejemplo, Lactobacillus spp.) y bacterias aléctonas,

como las bacterias formadoras de esporas (Por ejemplo, el género Bacillus spp.).*®

En produccién animal, uno de los principales intereses es la relacion entre
nutricion y salud intestinal. En animales monogastricos la digestion, absorcion y
barrera intestinal se deben optimizar para ocupar la minima cantidad de nutrientes
utilizados en respuestas inmunolégicas e inflamatorias y asi lograr el maximo
desempefio productivo.®® Una microbiota estable es esencial para que un animal
resista a las infecciones, particularmente en el intestino, este fenémeno se ha
descrito como antagonismo bacteriano, interferencia bacterial, resistencia a la
colonizacion o exclusién competitiva.’® Esto se logra con el uso de probiéticos, el

cual se ha establecido en el sector avicola debido a su potencial para reducir la



presentacion de enfermedades entéricas y la subsecuente contaminacion de los

productos avicolas.*?
1.3.1 Género Bacillus spp

Las especies del género Bacillus son bacterias saprofitas Gram-positivas,
encontradas comunmente en el suelo, agua, polvo o aire. Al considerarse
aléctonas, estas entran al tracto gastrointestinal en asociacién con el alimento.*®
Son bacterias formadoras de esporas, producidas para sobrevivir en condiciones
ambientales extremas. La esporulacion se produce al haber una disminucion de
nutrientes en la vecindad de las bacterias, las cuales entonces sufren un proceso
irreversible de desarrollo que da como resultado la formacion de una espora 8
horas después.” La espora contiene en el centro un cromosoma condensado
inactivo rodeado de capas ricas en peptidoglican que forman el cortex y una o mas
capas de material proteinaceo referido como la envoltura de la espora.? Estas
capas protegen a la espora de radiacion ultravioleta, calor extremo (80-85 °C),
exposicion a solventes, peroxido de hidrégeno y enzimas (lisozima). La espora por
si misma se encuentra deshidratada y si se expone a los nutrientes apropiados,
esta germina en cuestion de minutos, dando paso nuevamente a la célula
vegetativa.?* Algunas ventajas de los probiéticos basados en esporas bacterianas
son su resistencia al calor, lo que permite su almacenamiento a temperatura
ambiente y en forma deshidratada; de la misma manera son capaces de alcanzar

el intestino delgado y sobrevivir al pH acido del estomago.?®
1.3.2 Cinética de transito

En humanos, con bacterias del género B. stearothermophilus y B. polyfermenticus
se ha visto excrecién de esporas por 10 y 14 dias respectivamente, después de
que se administra la Ultima dosis.'® Con el uso de Bacillus cereus en pollo de
engorda se ha visto germinacién en todos los segmentos intestinales, con
mayores unidades formadoras de colonias en yeyuno; la germinacion se detecto

desde 30 minutos posteriores a la inoculacién.?* En modelos murinos, con el uso



de B. subtilis se ha visto germinacion dentro de las tres horas posteriores a la
ingesta de las esporas, asi como replicacion de las células vegetativas una vez
germinadas, al detectarse hasta 6 veces mas esporas de las inoculadas
inicialmente.?® La célula vegetativa es sensible a las condiciones del estémago y
tracto gastrointestinal; las esporas, por otra parte, son resistentes a las

condiciones antes mencionadas.*®
1.3.3 Mecanismos de Probiosis

Los mecanismos de probiosis propuestos incluyen la inhibicion de patdégenos
debido a la competencia por sustratos, produccion de compuestos téxicos que
crean un ambiente desfavorable (sustancias inhibitorias con efecto antibiotico,
acidos grasos volatiles que favorecen la disminucion del pH, enzimas),
competencia por sitios de union en el epitelio intestinal y estimulacion del sistema

inmunolégico.*?

-Exclusién competitiva y competicion por nutrientes. Se han propuesto numerosos
mecanismos de exclusion competitiva, incluyendo competencia por los sitios
receptores en la mucosa del hospedero, produccion de acidos grasos volatiles y

competencia por nutrientes esenciales.’®

-Sintesis de antimicrobianos. Esta se considera uno de los principales
mecanismos de probiosis, terapia de interferencia microbiana, que inhibe
patégenos en el tracto gastrointestinal. Bacillus subtilis sintetiza una amplia gama
de metabolitos, entre ellas natocinasas que es una proteasa de serina con accién
fibrinolitica, aminocoumacina A que es un antibiético con actividad contra
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Shigella flexneri, Camphylobacter

jejuni y Helicobacter pylori, e isocoumarina que es una proteasa.'®??

-Estimulacién inmunolégica. Varias especies de Bacillus, B. subtilis en particular
ha mostrado ser de gran importancia en el desarrollo del tejido linfoide asociado a

intestino (TLAI), en donde el proceso de esporulacion es clave en el mecanismo



de inmunoestimulacién.?*%* Se ha visto que posterior a la administracién oral de
B. subtilis, las esporas se diseminan a las placas de Peyer y linfonodos
mesentéricos, en donde pueden estimular la proliferacion de células dentro de los
centros germinativos de dichos tejidos. A su vez, las esporas son capaces de
inducir la produccién de citocinas TNF-a, IFN-y, IL-1a, IL-5 e IL-6 en linfonodos
mesentéricos'®?’: los titulos de IgA secretora e IgG sistémica también se ven
incrementados.?® El componente de peptidoglican de la fase vegetativa de la

bacteria ha mostrado estimular la proliferacién de linfocitos CD4+ y CD8+.'
1.3.4 Uso de probidticos del género Bacillus spp. en pollo de engorda

Fritts et al. (2000)* reportaron que la inclusién de B. subtilis en dietas maiz +
pasta de soya como ingredientes principales, en pollo de engorda de la estirpe
Cobb 500, mejoro el peso corporal, mejoro el indice de conversion a los 42 dias y
tuvo un efecto favorable en la calidad microbioldgica de las canales, al disminuir
los conteos de Salmonella spp., Escherichia coli y Campylobacter jejuni. Cortés et
al. (2000)*° adicionaron Bacillus toyoi en dietas para pollos de engorda de la
estirpe Arbor Acres, con sorgo + pasta de soya como ingredientes principales y
encontraron un aumento en la ganancia de peso a los 49 dias, asi como una
disminucién significativa en la mortalidad ocasionada por sindrome ascitico. La
Ragione et al. (2001)*! y La Ragione y Woodward (2003)* observaron que la
administracion de B. subtilis en pollitos Leghorn libres de patdégenos especificos,
de un dia de edad, disminuy¢ la colonizacion intestinal, asi como de higado y bazo
por Salmonella enteritidis (S1400 nap"), Clostridium perfringens cepa FDOO 385 y
E. coli O78:K80 respectivamente. Khaksefidi y Ghoorchi (2006)** observaron que
en dietas para pollos de engorda de la estirpe Ross, con maiz + pasta de soya
como ingredientes principales, la adicién de B. subtilis mejor6 la ganancia de peso
y disminuyé la conversion alimenticia a los 1-21 y 22-42 dias de edad. Teo y Tan
(2007)** adicionaron B. subtilis en dietas con maiz + pasta de soya como
ingredientes principales, en pollos de la estirpe Ross y a los 42 dias de edad

observaron disminucién en el indice de conversion respecto a los pollos que no



fueron adicionados y no observaron diferencia respecto a los adicionados con
bacitracina de zinc como promotor de crecimiento; también observaron que con la
inclusién de B. subtilis en la dieta, hubo una disminucién en la colonizacion por
Clostridium spp y E. coli en intestino. Molnar et al. (2011)* observaron que la
inclusién de B. subtilis en dietas con maiz + pasta de soya como ingredientes
principales, en pollos de engorda de 42 dias de edad, mejoraron la ganancia de
peso, indice de conversion, el porcentaje de pechuga, los titulos de anticuerpos a
la vacunacion contra la enfermedad de Newcastle y disminuyeron los conteos de
E. coli en fleon. Sen et al. (2012)* adicionaron B. subtilis a dietas basadas en
maiz + pasta de soya, en pollos de engorda de la estirpe Ross de 35 dias de edad
y observaron mayor ganancia de peso, consumo de alimento, menor indice de
conversion, mejora en la retencion de energia bruta y proteina cruda, disminucion
en los conteos cecales de Clostridium spp y coliformes y mayor altura en las
vellosidades intestinales de duodeno e ileon. Amerah et al. (2013)* adicionaron B.
subtilis a dietas basadas en maiz + pasta de soya, en pollos de engorda de la
estirpe Ross y observaron un menor indice de conversion y mayor secrecion de Ig

A secretora duodenal en los animales que fueron adicionados con el probidtico.

1.4 Enzimas exdgenas

En la producciéon avicola el alimento representa el rubro mas importante de los
costos de produccion, con oportunidades de modificacion gracias al uso de la
tecnologia disponible; de la misma manera, las practicas de alimentacion se
reflejan de manera contundente sobre los parametros productivos.® El rendimiento
de los animales depende de la digestibilidad de los nutrientes contenidos en los
alimentos y el grado de absorcion y utilizacion de los mismos. Existen nutrientes
en los alimentos que no pueden ser digeridos ni absorbidos por las aves, de la
misma manera, existen diferentes factores que pueden llegar a interferir con la

digestibilidad, absorcion y utilizaciéon de los mismos.®® La mayoria de los



ingredientes vegetales usados en las raciones para aves contienen compuestos
que pueden tener efectos antinutricionales (taninos, fitatos, polisacaridos no
amilaceos) y afectar el rendimiento del animal, sin embargo, la mayor parte de
dichos compuestos son potencialmente susceptibles a la modificacién
enzimatica.*

El uso de enzimas en el sector pecuario es una herramienta que permite el mejor
uso de los ingredientes contenidos en la dieta, contribuyendo a aumentar la
digestibilidad de la materia prima.*’ Estas se introdujeron en el sector avicola
desde los 80°s, enfocando principalmente su uso en granos viscosos (trigo y
cebada) con un alto contenido de fibra soluble, lo cual afectaba los parametros
productivos de las aves. Las primeras en introducirse al mercado fueron las
xilanasas y pB-glucanasas, que resolvieron satisfactoriamente los problemas
relacionados con el uso de dichos granos. En los 90°s se introdujeron al mercado
las fitasas, que aportaban el beneficio adicional de reducir la excrecion de fosforo,
disminuyendo de esta manera el costo ecolégico de la produccién en aves y
cerdos.** El uso de enzimas en cereales no viscosos (maiz, sorgo), se introdujo a
finales de los 90°s, consistiendo en complejos multienzimatico basados en una

combinacién de amilasas, proteasas y xilanasas.*?
1.4.1 Enzimas exdgenas en cereales no viscosos

Las enzimas se clasifican de acuerdo al sustrato que degradan. De manera
general, existen cuatro tipos de enzimas que se emplean en las dietas para aves:
las enzimas para degradar fibra, proteoliticas, amilasas y fitasas.*** La
suplementacién con enzimas se ha vuelto una practica comuin en la elaboracién
de dietas para aves y cerdos, como una manera de mejorar la utilizaciéon de
nutrientes y la eficiencia productiva, aunados a estos beneficios, se ha mostrado
gue las enzimas también tienen influencia en el ecosistema microbiano intestinal,
dirigiéndolo a un estado mas saludable, al favorecer el desarrollo de microbiota

benéfica como Lactobacillus spp.*



1.4.2 Amilasas

El grado de digestibilidad del almidon en ingredientes vegetales varia de acuerdo
a la cantidad de almidones resistentes, tamafio de los granulos de almidén, asi
como composicién y encapsulacion de los mismos, tal variabilidad se debe a
diversos factores tales como las diferencias genéticas de las plantas, condiciones
de cultivo, manejo, secado, almacenaje, y procesos de elaboracién del alimento.
Las amilasas degradan el almiddn en los granos haciendo mas disponibles dichos
nutrientes para el animal.** El maiz ha sido visto como un estandar de oro de
materias primas, al considerar que tiene una digestibilidad de alrededor del 95%;
sin embargo, diversos estudios han demostrado que en pollos de engorda de 4-21
dias de edad, la digestibilidad del almidén en ileon raramente excede el 85%.® De
la misma manera, se ha reportado que la secrecidn neta diaria de amilasa en el
duodeno es baja a los 4 dias de edad e incrementa conforma avanza la edad del
ave. La adicion de amilasas a las dietas para aves, puede ayudar a exponer y
digerir el almidon de manera mas rapida en el intestino delgado y como

consecuencia llevar a una mejora en el crecimiento.*
1.4.3 Xilanasas

Todos los ingredientes vegetales contienen fibra, existen dos tipos
principales de fibra, la soluble y la insoluble. La fibra puede actuar de muchas
formas como un antinutriente; en el caso de la fibra insoluble esta puede atrapar
particulas de almidon y proteina en la fibra insoluble de las paredes celulares de
los cereales. Debido a que las aves no poseen enzimas para digerir dicha fibra, los
nutrientes quedan inaccesibles para los animales. Por su parte, la fibra soluble se
disuelve en el intestino de los animales formando geles viscosos que atrapan los
nutrientes, disminuyendo la digestion y transito intestinal. Mas aun, la fibra puede
atrapar agua y nutrientes solubles, asi como disminuir el vaciado gastrico con la
consecuente disminucién en el consumo de alimento y crecimiento corporal.** La

fibra insoluble es una compleja mezcla de polisacaridos que se encuentra
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predominantemente en las paredes celulares de las plantas y esta formada por
polisacaridos no amilaceos (PNA) -de naturaleza distinta al almidon- y lignina. Los
PNA son polimeros de monosacéaridos unidos por medio de enlaces glucosidicos.
En los granos de cereales, la cascarilla (pericarpo y testa) estd compuesta por
PNA insolubles y lignina, de ahi que la celulosa y hemicelulosa estan presentes
en el endospermo y en las paredes celulares primarias de cereales, en una
proporcion de 35%-50% de celulosa, 25%-30% de hemicelulosa y 10-25% de
lignina.***® Las xilanasas desdoblan los arabinoxilanos, prevalentes en granos de
cereales y sus subproductos, liberando particulas de almidén y proteina que

pudieran estar atrapadas y xilooligosacéaridos de diversos tamafios.*®
1.4.4 Proteasas

Distintos ingredientes contribuyen con el contenido de proteina en la dieta de los
animales, por lo que existe gran variabilidad en la calidad y disponibilidad de la
protefna en las dietas formuladas para monogastricos.*® Las semillas, en particular
las de leguminosas como la soya, contienen altas concentraciones de proteinas de
almacenaje, generadas por la planta para proveerle una fuente de nitrdgeno
durante la germinacion. Estas proteinas de almacenaje pueden unirse a los
almidones disminuyendo su disponibilidad para ser digeridas y absorbidas; aunado
a ello, las semillas de leguminosas también contienen factores antinutricionales
como los inhibidores de tripsinas que pueden inhibir la digestion al bloquear a la
enzima tripsina y las lectinas que son proteinas ligadoras de almidon, lo que
también reduce su digestibilidad. Las proteasas son enzimas degradadoras de
proteina empleadas en dietas de aves y cerdos, al afiadirlas a las dietas se
pueden neutralizar los efectos negativos de los factores antinutricionales
proteinicos contenidos en las leguminosas y romper las proteinas de almacenaje,

lo que hara mas disponibles los nutrientes para su digestion y absorcion.*
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1.4.5 Uso de enzimas exdgenas en pollo de engorda

Ritz et al. (1995)* utilizaron pavitos hasta las 5 semanas de edad y adicionaron
amilasa o xilanasa a las dietas; ellos observaron un incremento en el peso
corporal, consumo de alimento, eficiencia alimenticia y mayor longitud de
vellosidades yeyuno e ileon en los pavos a los que se adicioné amilasas en la
dieta. Mahagna et al. (1995)° utilizaron dietas basadas en sorgo + pasta de soya
y adicionaron amilasa y proteasa en las dietas de pollos de engorda de 14 dias de
edad, ellos observaron un menor peso en intestino delgado, una disminucion de
las enzimas pancreaticas quimiotripsina, tripsina y amilasa y mejora en la
digestibilidad de aminoéacidos. Douglas y Parsons (2000)>* emplearon un producto
comercial que contenia 2000 U/g de amilasa, 800 U/g de xilanas y 6000 U/g de
proteasa en dietas con maiz + pasta de soya como ingredientes principales, ellos
observaron un aumento en la energia digestible ileal con la inclusion del complejo
enzimatico. Café et al. (2002)°* emplearon un producto que contenia amilasas,
xilanasas y proteasas en dietas con maiz + pasta de soya como ingredientes
principales en pollos de engorda de la estirpe Cobb 500, ellos observaron mayor
peso corporal en los pollos que consumieron las dietas adicionadas con el
complejo enzimatico, asi como menor mortalidad acumulada. Gracia et al. (2003)*
adicionaron 1720 U de alfa-amilasa/ Kg de alimento a dietas para pollos de la
estirpe Cobb 500, basadas en maiz + pasta de soya y observaron mayor ganancia
de peso, menor indice de conversion, un aumento en la digestibilidad ileal del
almidon y una disminucién en el peso del pancreas en los pollos que consumieron
las dietas en las que se usé la enzima. Onderci et al. (2006)>* emplearon amilasas
microbianas en dietas para pollos de engorda de la estirpe Cobb 500, basadas en
maiz + pasta de soya, y observaron mejor ganancia de peso, consumo de
alimento, conversion alimenticia, disminucién en el peso del pancreas, mayor
altura y ancho de vellosidades, mejor digestion de la materia organica y materia
seca en los pollos que fueron adicionados con amilasa microbiana en el agua de
bebida.
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Cowieson et al. (2006)>*® agregaron un producto comercial que contenia 300 U/g
de xilanasa, 400 U/Kg de a-amilasa, 4000 U/Kg de proteasa y 500 U/Kg de fitasa a
dietas basadas en en maiz + pasta de soya, en pollos de engorda de la estirpe
Ross 308, ellos observaron que en pollos que consumieron la dieta adicionada con
el producto enzimatico presentaron mejor digestibilidad de nutrientes en dietas sin
reduccion de nutrientes y mayor digestibilidad de fésforo, calcio, sodio, materia
seca y grasa; también observaron mejora en el indice de conversién. Liu et al.
(2011)°" adicionaron diferentes niveles de una xilanasa (0, 1200, 2400 y 3600 U/
Kg) comercial en dietas basadas en maiz-pasta de soya- granos secos de
destileria con solubles de maiz (DDGS), en pollos de la estirpe Cobb 500, ellos
observaron que con la inclusion de xilanasa aumentd el coeficiente de
digestibilidad aparente de la hemicelulosa en un 20% vy el coeficiente de
digestibilidad ileal de la materia seca, proteina cruda y hemicelulosa. Barekatain et
al. (2012)*® adicionaron xilanasa a dietas basadas en maiz—pasta de soya-DDGS
de sorgo para pollos de la estirpe Cobb 500, observaron mejor indice de
conversion y una mejora parcial en la digestion de proteina. Odetallah et al.
(2003)>° emplearon una queratinasa con actividad de 300 000 U/g en dietas maiz
+ pasta de soya en pollos de engorda y observaron una disminucién en la
viscosidad intestinal de yeyuno, mayor ganancia de peso y menor conversion
alimenticia cuando la queratinasa se agregaba desde el dia uno de edad. Ghazi et
al. (2003)*° emplearon dos tipos de proteasas, solas o en combinacién con una a-
galactosidasa y observaron mayores valores de energia metabolizable verdadera,
digestion verdadera del nitrégeno, mayor ganancia de peso y menor conversion

alimenticia en los pollos cuyas dietas fueron adicionados con enzimas.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar dos aditivos comerciales nuevos en
México, un probidtico que contiene esporas de tres cepas de B. subtilis y un
complejo enzimatico que contiene xilanasas, amilasas y proteasas, en dietas con

sorgo + pasta de soya como ingredientes principales.
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1.5 JUSTIFICACION

Existe poca informacién acerca del efecto de la combinacion de probiéticos que
contienen Bacillus subtilis y complejos de enzimas exdgenas. Como ya se
menciono, el uso eficaz de ambos aditivos es dependiente del sustrato de la dieta.
En México gran parte de la formulacion de alimentos balanceados para aves es en
base a sorgo + pasta de soya®, por lo que es necesario generar y analizar datos
de respuesta de dichos aditivos en pollos de engorda alimentados con dietas

basadas en sorgo + pasta de soya como ingredientes principales.
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1.6 OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de un complejo enzimético que consiste de amilasas, proteasas

y Xxilanasas y un probi6tico que consiste en tres cepas de Bacillus subtilis, en

pollos de engorda alimentados bajo dos dietas con distinta densidad de nutrientes.

1.6.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar los pardmetros productivos; consumo de alimento, ganancia de
peso, indice de conversion, rendimiento en canal y amarilleamiento en
canal fria, en los pollos de engorda alimentados con dos dietas en base a
sorgo + soya, un complejo multienzimatico y un probidtico.

Medir la longitud de vellosidades, espesor de lamina propia y profundidad
de las criptas de los pollos de engorda con dos dietas en base a sorgo +
soya, un complejo multienzimatico y un probiotico.

Cuantificar los titulos de anticuerpos a la enfermedad de Newcastle e IgA
secretora intestinal en los pollos de engorda alimentados con dos dietas en
base a sorgo + soya, un complejo multienzimatico y un probiético.
Determinar los cambios ocurridos en la microbiota intestinal de los pollos
de engorda con dos dietas en base a sorgo + soya, un complejo

multienzimatico y un probidtico.
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1.7 HIPOTESIS

« El uso del probidtico y del complejo enzimatico en la dieta de los pollos de
engorda mejora las variables productivas.

« La altura de la vellosidad, espesor de ldmina propia y profundidad de criptas
se afectan con la adicién del probidtico y el complejo multienzimético a las

dietas de los pollos de engorda.

« Los titulos de anticuerpos a la enfermedad de Newcastle e Ig A secretora
intestinal son afectados en los pollos de engorda a los cuales se afadio el

probidtico y el complejo multienzimatico

« Los conteos de coliformes totales disminuyen en los animales
suplementados con el probidtico y el complejo multienzimatico a las dietas

de los pollos de engorda.
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2. MATERIAL Y METODOS

El experimento se realiz6 en las instalaciones del Centro de Ensefianza,
Investigacion y Extension en Produccion Avicola (CEIEPAv) de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM), ubicado en la calle Manuel M. L6pez s/n, colonia Zapotitlan, delegacion
Tlahuac en México, Distrito Federal entre los paralelos 19° 15" latitud Oeste, a una
altura de 2,240 msnm. El clima es templado himedo, con una temperatura media

anual de 16.8° C y una precipitacion pluvial anual de 550.1 mm.®

Las pruebas de laboratorio se realizaron en el Departamento de Medicina y
Zootecnia de Aves y el andlisis histologico en el Departamento de Patologia, de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM. Estos se localizan en Av.
Universidad 3000 Col. UNAM, CU Delegaciéon Coyoacan 04510, México Distrito

Federal.
2.1 Disefno de tratamientos

Los procedimientos de manejo realizados en las aves del presente experimento,
fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los
Animales Experimentales (CICUAE-FMVZ-UNAM).

Se utilizaron 780 pollitos de la estirpe Ross 308® de un dia de edad con un peso
promedio de 44.5 + 0.8 g, provenientes de una incubadora comercial, las cuales
se distribuyeron en un disefio completamente al azar con un arreglo factorial 2x3.
Los factores fueron las dietas (Basal positivo + y Basal negativo -) y los aditivos
(Testigo (T), Probiético (P) y Probiético+tenzimas (P+E)). Se tuvieron 6
tratamientos, con 5 réplicas por tratamiento de 26 animales cada una, los cuales
estuvieron conformados de la siguiente forma: 1) Basal positivo (+), 2) como 1 +
probidtico, 3) como 2 + enzimas, 4) Basal negativo (-), 5) como 4 + probiético y 6)
como 5 + enzimas. Las aves fueron alojadas en piso, en corrales de 3 m? con

cama de viruta de madera de 8 cm de espesor, en casetas de ambiente natural,
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por un periodo de 42 dias. La densidad fue de 8.6 pollos/m? por corral. Como
fuente de calor artificial se utilizaron criadoras convencionales de gas; la
temperatura de recepcion fue de 30°C y fue disminuida hasta llegar a los 20°C a
los 28 dias de edad. El alimento y el agua fueron suministrados ad libitum. Al dia
10 se aplicé la vacunacién Newcastle + influenza (Newcastle cepa La Sota® y
Newcastle Plus emulsionada® Laboratorios Avilab) a los pollos de todos los

tratamientos.

2.2 Dietas

Se formularon dietas de inicio (1-21 dias de edad) y finalizacion (22-42 dias de
edad), las cuales fueron calculadas con el paquete computacional NUTRION®. Se
utilizaron dos dietas basales con sorgo + soya como ingredientes principales,
ambas bajas en energia metabolizable. La dieta basal positiva fue una dieta tipo
comercial con nutrientes que cubrieron las necesidades de las aves; la dieta basal
negativa fue reducida en nutrientes (-85 Kcal EM/ Kg y -1.5% de proteina y

aminoacidos esenciales).

Se adicionaron dos productos comerciales a las dietas basales de los tratamientos
Probidtico y Probidtico +enzimas, un producto probidtico que contiene tres cepas
de B. subtilis (Enviva PRO 202 GT®, Dupont, Animal Nutrition. 1.5 x 10° ufc/g) a
razon de 1 Kg de probiotico/ tonelada de alimento. A los tratamientos Probiotico
+enzimas, ademas del probidtico, se les adiciond6 un complejo enzimatico que
contiene xilanasas (4000 u/g derivados de Trichoderma longibrachiatum),
proteasas (8000 u/g derivados de B. subtilis) y amilasas (400 u/g derivados de
Bacillus licheniformis) (Axtra XAP®, Dupont, Animal Nutrition) a razén de
500g/tonelada de alimento. Se realizé un analisis en los laboratorios DuPont
Nutrition & Health (W227 N752 Westmound Dr. #4, Waukesha WI, USA) para
determinar el contenido de B. subtilis y amilasas en las dietas. En las dietas de
inicio, se tuvo un promedio de 5.2 x 10° ufc/g de B. subtilis y en las dietas de
finalizacién un promedio de 3.2 x10* ufc/g de B. subtilis. El promedio del contenido

de amilasas en las dietas de iniciaciéon fue 215 U/Kg y en las dietas de finalizacion
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de 210 U/Kg. Las dietas empleadas para iniciacion, de 1-21 dias y finalizacion, de
22-42 dias de edad se muestran en los Cuadros 1y 2, respectivamente.

Cuadro 1. Composicién y analisis calculado de dietas sorgo + soya en iniciacion
de los pollos adicionados con Bacillus subtilis y un complejo enzimético.

Ingredientes Dieta Basal + (KQg) Dieta Basal — (KQ)
Sorgo 580.09 608.86
Pasta Soya 302.75 290.46
Granos Secos o!e Destileria con 50.00 50.00
Solubles de maiz
Aceite vegetal 20.91 4.08
Ortofosfato de calcio 18.47 18.46
Carbonato de calcio 15.35 15.39
Sal 4.35 4.35
DL-Metionina 98 2.86 2.89
L-Lisina HCI 2.07 2.36
Premezcla de vitaminas* 1.00 1.00
Cloruro de colina, 60% 1.00 1.00
Premezcla de minerales ** 0.5 0.5
Nicarbazina 0.5 0.5
Antioxidante’ 0.15 0.15
Total 1000 1000.0
Andlisis Calculado
Energia metabolizable, Kcal/Kg 2950 2860
Proteina cruda, % 21.00 20.68
Lisina, % 1.20 1.19
Met+Cist, % 0.93 0.92
Calcio Total, % 1.00 1.00
Fdésforo disponible, % 0.50 0.50
Sodio, % 0.18 0.18

* NUcleo comercial que aporta; Vit. A 12,000,000 UI, Vit. D3 2,500,000 UIP, Vit. E 15,000 Ul, Vit K3
2,000 mg/Kg, Vit. B; 2,250 mg/Kg, Vit. B, 7,500 mg/Kg, Vit. Bs 45,000 mg/Kg, Vit Bs 12,500mg/Kg,

Vit. Bg 3,500, Vit. B, 20mg/Kg, Acido félico 1,500 mg/kg, Biotina 125 mg/kg

** Nlcleo comercial que aporta: Yodo 300 mg/Kg, Hierro 50,000 mg/Kg, Manganeso 110,000
mg/Kg, Cobalto 200 mg/Kg, Cobre 12,000 mg/Kg, Selenio 200 mg/Kg, Zinc 50,000 mg/Kg

+ BHT y BHQ



Cuadro 2. Composicion y analisis calculado de dietas sorgo + soya en finalizacion
de los pollos adicionados con Bacillus subtilis y un complejo enzimatico.

Ingredientes Dieta Basal + (KQg) Dieta Basal — (KQ)
Sorgo 609.25 638.11
Pasta Soya 254.38 242.12
Granos Secos d,e Destileria con 50.00 50.00
Solubles de maiz
Aceite vegetal 40.30 23.43
Ortofosfato de calcio 16.35 16.34
Carbonato de calcio 13.92 13.96
Cloruro de colina 60% 0.80 5.33
Sal 3.85 3.85
DL-Metionina 98 2.31 2.33
L-Lisina HCI 1.22 1.51
Premezcla de vitaminas* 1.00 1.00
Premezcla de minerales ** 0.50 0.80
Pigmento amarillo’ 533 0.50
Salinomicina 0.50 0.50
Antioxidante* 0.10 0.10
L-Treonina 0.19 0.12
Total 1000 1000

Analisis Calculado

Energia metabolizable, Kcal/Kg 3100 3015
Proteina cruda, % 19.00 18.68
Lisina, % 1.00 0.99
Met+Cist, % 0.82 0.81
Calcio Total, % 0.90 0.90
Fésforo disponible,% 0.45 0.45
Sodio,% 0.16 0.16

* NUcleo comercial que aporta: Vit. A 12,000,000 UI, Vit. D3 2,500,000 UIP, Vit. E 15,000 UlI, Vit K3
2,000 mg/Kg, Vit. B; 2,250 mg/Kg, Vit. B, 7,500 mg/Kg, Vit. Bs 45,000 mg/Kg, Vit Bs 12,500mg/Kg,
Vit. Bg 3,500, Vit. B, 20mg/Kg, Acido félico 1,500 mg/Kg, Biotina 125 mg/Kg

** Nlcleo comercial que aporta: Yodo 300 mg/Kg, Hierro 50,000 mg/Kg, Manganeso 110,000
mg/Kg, Cobalto 200 mg/Kg, Cobre 12,000 mg/Kg, Selenio 200 mg/Kg, Zinc 50,000 mg/Kg

tXantofilas amarillas de Tagetes erecta, 14g/Kg

1 BHT y BHQ

20



2.3 Parametros productivos

Se midi6 el peso corporal, ganancia de peso, consumo de alimento y
conversion alimenticia de los dias 1-21, 22-42 y 1-42, asi como el amarilleamiento
en canal fria.®® Al dia 42 se sacrificaron 72 pollos, 12 pollos por tratamiento, y se

midi6 el rendimiento en canal tipo supermercado o mercado publico eviscerado.®
2.4 Andlisis histolégicos

Al dia 21 y al término del experimento, de cada tratamiento se sacrificé un animal
por réplica (5 pollos en total) y se retiré el tracto digestivo desde el final del
ventriculo hasta el ileon. Se obtuvieron muestras de aproximadamente 2 cm. de
largo del asa descendente del duodeno, un segundo segmento de la misma
longitud en yeyuno, de 1cm posterior al remanente de Meckel y en ileon un tercer
segmento de la misma longitud, de 1 cm anterior al inicio de los ciegos. Las
muestras se fijaron en formalina amortiguada al 10% por un periodo minimo de 24
horas; posteriormente se procesaron mediante técnicas histolégicas de rutina,

inclusién en parafina, cortes de 4 pm y tincién con hematoxilina — eosina.®®

Se obtuvo el promedio 5 vellosidades por corte; se midio el largo de vellosidades,
espesor de lamina propia, espesor de mucosa y tamafo de criptas, las cuales se
seleccionaron de manera aleatoria. El largo de la vellosidad (LV) se midi6 de la
punta de la vellosidad hasta la base de la misma, el espesor de lamina propia
(ELP) se midi6 de la base de la vellosidad hasta la parte superior de la capa
muscular de la mucosa.®® Las mediciones se realizaron con un microscopio 6ptico
(Carl Zeiss® Standar 25), con los objetivos de 2.5 X y 10 X, auxiliados con un

software computacional (Axiovisio version 4.8%).
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Las mediciones fueron realizadas en vellosidades integras tal como se muestra en
la Figura 1. Las flechas muestran vellosidades integras, con una orientacion

correcta para realizar las mediciones.

Figura 1. Vellosidades intestinales aptas para realizar las mediciones.

Las vellosidades que presentaron ruptura, doblamiento o que no presentaban una
delimitacion clara fueron descartadas, tal como se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Vellosidades intestinales no aptas para mediciones. a) Vellosidades dobladas. b)

vellosidades rotas. c) vellosidades sin un limite definido.
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2.5 Inmunidad humoral

Determinacion de titulo de anticuerpos a la enfermedad de Newcastle. A los 10
dias de edad, los pollos fueron inmunizados contra la enfermedad de Newcastle. A
los dias 21 y 42 de edad se tomaron muestras sanguineas de 5 aves por
tratamiento y se obtuvo el suero para posteriormente determinar el titulo de
anticuerpos séricos a la enfermedad de Newcastle mediante la prueba de

inhibicién de la hemoaglutinacién.®’

Determinacion de IgA secretora. Para evaluar la respuesta de anticuerpos en
intestino, de cada tratamiento se seleccioné un pollo por réplica (en total 5 pollos
por tratamiento) y se sacrificaron. Se tomaron 10 cm de duodeno para
posteriormente realizar lavados con 10 mL de PBS frio y estéril, pasando tres
veces el PBS a través del lumen intestinal, la solucidén se recolecto y se congel6 a
-20 °C, hasta su posterior evaluacion con la prueba de ELISA. Para realizar la
técnica de ELISA se siguio el procedimiento descrito previamente por Gomez et al.

(2009)*. La técnica de ELISA se muestra en el Anexo 1.
2.6 Conteos de coliformes totales

Para realizar el conteo de coliformes totales, en el muestreo realizado al dia 42 se
colectaron muestras de contenido de ileon de un pollo por cada repeticion (en total
5 pollos por tratamiento) y se colocé un gramo del contenido en 9 mL de PBS
estéril, se homogeneizaron en un vortex y se procedié a hacer diluciones decuples
seriadas hasta la dilucion -6. Una vez realizadas las diluciones se coloco un
mililitro de cada dilucion en cajas de petri estériles y se vertieron 20 mL de agar de
bilis y rojo violeta (Agar de bilis y rojo violeta, Dibico® Lote 9665121) en cada caja
de petri, las cuales fueron incubadas a 36°C por 48 horas para posteriormente

llevar a cabo el conteo de colonias.®®
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2.7 Andlisis estadistico

Previo al analisis estadistico, se realizaron las pruebas de Shapiro-Wilk para
verificar normalidad y de Levene para verificar homocedasticidad en las variables
evaluadas. Los resultados de las variables productivas, morfometria intestinal,
conteos de coliformes y anticuerpos se analizaron mediante un disefo

completamente al azar, con arreglo factorial 2x3, conforme al siguiente modelo:®°

i=1,2
Yijk=p + ai + Bj + (ap) ij + €ijk j=1,2,3
En donde: k=1,2,3,4y5

Yij= Variables de respuesta (variables productivas, morfometria intestinal, conteos

de coliformes y anticuerpos).

U= Media general.

ai= Efecto del i-ésimo tratamiento (dietas basales positiva y negativa).

Bj= Efecto del j-ésimo tratamiento (Testigo, Probidticos y Probidticos+enzimas).
(ap) ij = Interaccidn entre el i-ésimo tratamiento y el j-ésimo tratamiento.

eijk = Error experimental.

Cuando hubo interaccion entre factores, se realizaron comparaciones mdultiples
entre tratamientos mediante la prueba de Tukey. Los resultados de las variables
evaluadas se analizaron con ayuda del software computacional SPSS®, version
17.0 (23 Agosto 2008; SPSS Inc., 2008). Las variables titulo de anticuerpos a la
enfermedad de Newcastle y coliformes totales en intestino fueron transformadas a
logaritmo base 2 y base 10 respectivamente, previo al analisis realizado. Se fijé

una significancia de P< 0.05.%°
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3. RESULTADOS

En el Anexo 2 se pueden observar los resultados de las pruebas de Shapiro-wilk y

Levene que se realizaron a las variables analizadas.
3.1 Parametros productivos

1-21 dias de edad

En el factor aditivos, no se encontré diferencia estadistica (p>0.05) en la ganancia
de peso, peso corporal, consumo de alimento y conversién alimenticia. En el factor
dietas, se observé que los pollos que consumieron la dieta Basal positiva (+)
tuvieron 7.5% mas de peso corporal, 8% mas de ganancia de peso y 1.3 puntos
menos de conversion alimenticia (p<0.05), respecto a los pollos alimentados con la
dieta Basal negativa (-). No se observo interaccion Dieta x Aditivos (p>0.05), como

se aprecia en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Variables productivas de los pollos de engorda alimentados con dietas
sorgo + soya y adicionados con B. subtilis y un complejo enzimatico, de 1- 21 dias
de edad.

Gananciade Peso corporal, Consumo de indice de
peso, g g alimento, g conversion, Kg:Kg
Aditivos
Testigo 708 +28° 753 +28° 1108 +26° 1.566 +0.065%
Probidtico 712 +40? 756 +40? 1126 +31° 1.585 +0.087?
Prob.+ enzimas 713 39?2 757 +40? 1123 +33° 1.580 +0.114*
Dieta
Basal positiva (+) 740 +14° 785 +14° 11194302 1.512 +0.0472
Basal negativa (-) 681 +20% 726 +20? 1119+29° 1.643 +0.067"
Probabilidad
Aditivos 0.87 0.87 0.42 0.78
Dieta 0.00 0.00 0.94 0.00
Aditivos X Dieta 0.24 0.21 0.17 0.09

Valorest desviacion estandar. Distintas literales en cada columna indican diferencia estadistica.
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22-42 dias de edad

En el factor aditivos se observdé que los pollos que fueron adicionados con
Probidticos y Probioticos + enzimas en la dieta tuvieron 2.3% mas (p<0.05) peso
corporal. En el factor dietas se observé que los pollos que consumieron la dieta
Basal positiva (+) tuvieron 3.4% mas (p<0.05) ganancia de peso, 4.7% mas peso
corporal y medio punto menos de indice de conversién. No se observé interaccion

Dieta x Aditivos (p>0.05). Los resultados se muestran en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Comportamiento productivo de pollos alimentados con dietas sorgo +
soya, adicionados con B. subtilis y un complejo enzimatico, de 22- 42 dias de
edad.

Gananciade Peso corporal, Consumo de indice de
peso, g g alimento, g conversion, Kg:Kg
Aditivos
Testigo 1755 +49°% 2508 +58° 3501 +73? 1.995 +0.045%
Probidtico 1792 +57° 2549 +87° 3532 +69? 1.971 +0.037*
Prob.+ enzimas 1810 +55% 2568 +86" 3543 +92? 1.957 +0.051*
Dieta
Basal positiva(+) 1817 +48° 2603 +56° 3539 +77°2 1.947 +0.038?
Basal negativa( -) 1754 +47° 2480 +41° 3513 +79° 2.002 +0.036"
Probabilidad

Aditivos 0.06 0.04 0.58 0.14

Dieta 0.00 0.00 0.45 0.00

Aditivos X Dieta 0.86 0.49 0.59 0.71

Valores* desviacion estandar. Distintas literales en cada columna indican diferencia estadistica
(p<0.05).
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1-42 dias de edad

Los datos acumulados de todo el ciclo productivo se muestran en el Cuadro 5. En
el factor aditivos se observo en promedio 1.6% mas (p<0.05) ganancia de peso en
los tratamientos que fueron adicionados con Probioticos y Probidticos + enzimas
en la dieta. En el factor dietas se observd 4.7% mas (p<0.05) ganancia de peso,
2% mas de rendimiento en canal y 0.8 puntos menos de indice de conversién en
los pollos que consumieron la dieta Basal positiva (+). No se observoé interacciéon
Dieta x Aditivos (p>0.05).

Cuadro 5. Resultados globales de los pollos alimentados con dietas sorgo + soya,
adicionados con B. subtilis y un complejo enzimatico, de 1- 42 dias de edad.

Ganancia Consumo Conversion Rendimiento Amarilleamiento
de(p()aso de al(in;ento alémentic)ia en canal (%) en piel (b%)
g g Kg:Kg
Aditivos
Testigo 2463 £57% 4610 £76*  1.871 +0.041°% 80 5% 34 62
Probidtico 2505 +86° 4659 +77%  1.861 +0.049% 80 £3? 35 5%
Prob.+ enzimas 2523 +86° 4666 +106°  1.850 +0.058? 80 £3°% 34 +10°
Dieta
Basal positiva (+) 2558 +56° 4658 +86°  1.821 +0.031% 81 +3° 33 +6°
Basal negativa(-) 2436 +41° 4632 +90°  1.901 +0.021° 79 £3°% 34 +9°
Probabilidad

Aditivos 0.04 0.42 0.33 0.88 0.25
Dieta 0.00 0.48 0.00 0.04 0.71
Aditivos X Dieta 0.47 0.68 0.56 0.17 0.39

Valorest desviacion estandar. Distintas literales en cada columna indican diferencia estadistica
(p<0.05).
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3.2 Analisis histolégicos

Duodeno

Los resultados del andlisis histolégico en duodeno se muestran en el Cuadro 6. En
el factor aditivos, al dia 21 se observo diferencia estadistica (p<0.05) en el ELP,
siendo los tratamientos Probi6tico y Probidtico + enzimas quienes presentaron un
promedio de 28% menos espesor de lamina propia. Al dia 42 el tratamiento
Probidtico presenté en promedio criptas 15% mas profundas (p<0.05) respecto a
los tratamientos Testigo y Probiético + enzimas. En el factor dietas, al dia 21 se
observé que los pollos alimentados con la dieta Basal positiva (+) presentaron
vellosidades 6.5% mas largas (p<0.05) y criptas 9% mas profundas (p<0.05)
respecto a la dieta Basal negativa (-). Al dia 42, los pollos alimentados con la
Basal negativa (-) presentaron un ELP 10 % mas grueso y criptas 18% menos
profundas respecto a los alimentados con la dieta Basal positiva (+). No se
observo interaccion Dieta x Aditivos (p>0.05).

Cuadro 6. Cambios histolégicos en duodeno de pollos alimentados con dietas sorgo+

soya, B. subtilis y un complejo enzimatico, a los 21 y 42 dias de edad.

Duodeno 21 dias Duodeno 42 dias
LV ELP C LV ELP C
Aditivos (um)
Testigo 2076 + 147° 300 +44° 133 +11% 2058 + 1012 307 + 422 126 £ 92
Probidtico 2061 + 1258 228+ 16% 135+193 2017 +23128 320+44% 143 + 28"
Prob.+ Enzimas 2066 + 96° 235+15% 145+152 2031+2092 317 +43% 122+122
Dietas (um)

Basal positiva(+) 2137 +119° 245+322 144 +20° 2097 + 1682 298 +322 144 + 20°
Basal negativa(-) 1998 + 7528 263 +51*° 131+62 1973 +181%® 331+46° 117 +6°?

Probabilidad
Aditivos 0.94 0.00 0.19 0.88 0.75 0.00
Dieta 0.00 0.07 0.02 0.08 0.04 0.00
AditivosXDieta 0.41 0.09 0.69 0.75 0.78 0.09

Valores + desviacion estandar. Distintas literales en cada columna indican diferencia estadistica
(p<0.05). LV: longitud de vellosidad, ELP: espesor de ldmina propia, C: profundidad de criptas.
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En las Figuras 3 y 4 se pueden observar las vellosidades al dia 21 y 42 de edad,

por los factores dietas y aditivos.

S

Dieta Basal negativa (-). a) Testigo, b) Probidtico, c) Probidtico + enzimas

Figura 3. llustracion de las vellosidades duodenales al dia 21 de edad.

W -

Dieta Basal positiva (+). a) Testigo, b) Probidtico, c) Probidtico + enzimas

Dieta Basal negativa (-). a) Testigo, b) Probidtico, c) Probidtico+ enzimas

Figura 4. Cortes histoldgicos de las vellosidades duodenales al dia 42 de edad.
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Yeyuno
En el factor aditivos, a los 21 dias se observé que los pollos de los tratamientos

Probidtico y Probidtico + enzimas presentaron vellosidades 16% mas largas
(p<0.05) y criptas 11% mas profundas respecto al tratamiento Testigo. Al dia 42,
se observd que el tratamiento Testigo presentd criptas 10 % mas profundas
respecto a los tratamientos Probiético y Probiotico + enzimas. En el factor dietas,
al dia 21 y 42 se observé que los pollos que consumieron la dieta Basal positiva
(+) tuvieron criptas 11% mas profundas respecto a los pollos que consumieron la
dieta Basal negativa (-).

Se observé interaccion Dietas x Aditivos en LV, ELP y C al dia 21y en C al dia 42
(Cuadro 7).

Cuadro 7. Analisis histologicos en yeyuno de pollos alimentados con dietas sorgo+

soya, B. subtilis y un complejo enzimatico, a los 21 y 42 dias de edad.

Yeyuno 21 dias Yeyuno 42 dias
LV ELP C LV ELP C

Aditivos (um)
Testigo 1011 £ 115% 221 +30° 119 +4* 1360 +266° 205+28* 124 +12°
Probidtico 1196 +154° 193 +332  139+22° 1436 +218% 226+172 114 +14°
Prob.+ Enzimas 1211 £104° 202 +27° 128 +10% 1435+162% 222 +282 111 +9*

Dietas (um)
Basal positiva(+) 1170 £1832 212 +252 137 +19° 1430+204% 220+30® 124 +11°
Basal negativa (-) 1109 +113* 199 + 372 121 +6% 1390 +110° 216 +22° 109 +8*

Probabilidad
Aditivos 0.00 0.19 0.00 0.53 0.19 0.00
Dieta 0.12 0.06 0.00 0.53 0.68 0.00
AditivosXDieta 0.00 0.00 0.02 0.64 0.54 0.02

Valorest desviacion estandar. Distintas literales en cada columna indican diferencia estadistica
(p<0.05). LV: longitud de vellosidad, ELP: espesor de lamina propia, C: profundidad de criptas.

La interaccion Dieta x Aditivos se aprecia en la Figura 5. En la longitud de
vellosidades, al dia 21 de edad se observa que las vellosidades del tratamiento

Testigo en la dieta basal positiva (+) incrementan (p<0.05) con la adicion del

30



probidtico y la combinacion del probiético mas las enzimas. No se observa
diferencia entre los demas niveles de los factores (p>0.05). Si bien numéricamente
se observa que las vellosidades son mas cortas en la dieta Basal positiva (+), no

se encontrg diferencia estadistica respecto a la dieta Basal negativa (-) (p>0.05).

1600
€
=2 1400
b a
T ab
S
E 1200 | ab —-
_g bc 4[)&/. ~—&—Basal +
5 - ~#—Basal-
% 1000 /
c
S

800

Testigo Probidtico Probidtico +
Enzimas p<0.05

Figura 5. Interaccion Dieta x Aditivos en la longitud de vellosidades, en yeyuno al dia 21 de

edad. Distintas literales indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

En la Figura 6 se observa la interaccion Dieta x Aditivos, en el espesor de lamina
propia, al dia 21 de edad. En la dieta Basal negativa (-) disminuye el espesor de
la lamina propia con la adicion del Probidtico (p<0.05) respecto al tratamiento

Testigo. No se observa diferencia entre los demas niveles de los factores (p>0.05).
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Figura 6. Efecto gréfico de interaccion Dieta x Aditivos en el espesor de lamina propia, en
yeyuno al dia 21 de edad. Distintas literales indican diferencia estadistica significativa
(p<0.05).

En la interaccion Dieta x Aditivos (Figura 7), en profundidad de criptas, al dia 21
de edad se observa que la profundidad de criptas aumenta con la adicion del
probidtico en la dieta basal positiva (+) (p<0.05) respecto a todos los niveles de los
demas factores. Con la combinacion del probidtico + enzimas, en la dieta Basal
positiva (+) también se nota un incremento en la profundidad de las criptas, sin
embargo, no se observa diferencia entre los demas niveles de los factores
(p>0.05).
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Figura 7. Interaccién en la profundidad de criptas, en yeyuno al dia 21 de edad. Distintas

literales indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

En la profundidad de criptas al dia 42, como se aprecia en la Figura 8, los
tratamientos Testigo con la dieta Basal positiva (+) no presento diferencia en
tamafo respecto al tratamiento Probidtico con la misma dieta (p>0.05), sin
embargo, presentd criptas mas grandes respecto a los demas niveles de
tratamientos (p<0.05). El tratamiento Probidticos no mostré diferencias (p>0.05)
con el tratamiento Probidticos + enzimas en la misma dieta y respecto al
tratamiento Testigo con la dieta Basal negativa (-); sin embargo, presento
diferencias (p<0.05) con los demas niveles del factor aditivos en la dieta Basal

negativa (-).
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Figura 8 Efectos de interaccion Dieta x Aditivos en la profundidad de criptas, en yeyuno al dia

21 de edad. Distintas literales indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

En las Figuras 9 y 10 se pueden observar las vellosidades del yeyuno a los dias

21y 42 de edad de los pollos, por los factores dietas y aditivos.

34



Figura 9. Cortes histoldgicos de las vellosidades de yeyuno al dia 21 de edad

Dieta Basal positiva (+).: a) Testigo, b) Probidtico, c) Problotlco+ enzimas

Dieta Basal negatlva (-). a) Testlgo b) Probidtico, c) Probidtico + enzimas

Dieta Basal negativa (-). a) Testigo, b) Probidtico, c) Prob|0t|co+ enzimas

Figura 10. llustracion de las vellosidades de yeyuno al dia 42 de edad.
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fleon

En el cuadro 8 se muestran los resultados promedio en ileon. En el factor aditivos,
al dia 21 se observé que en el tratamiento Testigo las vellosidades fueron 20 %
mas largas y el espesor de lamina propia 19 % mas grueso (p<0.05) respecto a
los tratamientos Probiético y Probiético + enzimas; las criptas fueron 11 % mas
profundas (p<0.05) en el tratamiento Probidtico + enzimas. Al dia 42, el espesor
de lamina propia fue 16% mayor (p<0.05) en los tratamientos Probidtico y
Probidtico +enzimas y las criptas fueron 16% mas profundas en el tratamiento
Testigo (p<0.05). En el factor dietas, al dia 21 se observé que los pollos que
consumieron la dieta Basal positiva (+) tuvieron vellosidades 15% mas largas. Al
dia 42, se observo que los pollos que consumieron la dieta Basal negativa (-)
presentaron vellosidades 7% mas largas y los que consumieron la dieta Basal
positiva (+) tuvieron criptas 12% mas profundas (p<0.05). Se encontré interaccion
Dietas x Aditivos en LV, ELP y C al dia 21, asi como en LV y C al dia 42.

Cuadro 8. Cambios histolégicos en ileon de pollos alimentados con dietas sorgo+

soya, B. subtilis y un complejo enzimatico, a los 21 y 42 dias de edad.

fleon 21 dias de edad ileon 42 dias de edad
LV ELP C LV ELP C

Aditivos (um)
Testigo 947 +162° 214 +56° 114 +16®  83362° 182 #142 121 +6”
Probiético 798 £110° 173 +25% 126 +8™  843136° 208 #25° 113 10™
Prob.+ Enzimas 739 +46° 177 #31°° 127 +10° 894 +86* 216 +19° 106 +17°

Dietas (um)

Basal + 896 +172° 200 +54° 121 +17*° 824 +108° 206 +22° 120 +6°
Basal - 760 +55% 176 +25° 124 +7° 890 +81° 197 +26* 106 +15°

Probabilidad
Aditivos 0.00 0.02 0.02 0.14 0.00 0.00
Dieta 0.00 0.07 0.42 0.01 0.19 0.00
AditivosXDieta 0.00 0.02 0.00 0.00 0.30 0.00

Distintas literales en cada columna indican diferencia estadistica (p<0.05). LV: longitud de

vellosidad, ELP: espesor de lamina propia, C: profundidad de criptas.
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En la Figura 11 se aprecia la interaccion Dieta x Aditivos, al dia 21. En la longitud
de vellosidades se observé que el tratamiento Testigo con la dieta Basal positiva
(+) presenté mayor longitud de vellosidades (p<0.05) respecto a los demas niveles
de los factores evaluados. En el tratamiento Probiético con la dieta Basal positiva
(+), las vellosidades fueron mas largas (p<0.05) respecto al tratamiento
Probidtico+ enzimas con la misma dieta y Probi6tico con la dieta Basal negativa (-
). No se observé diferencia (p>0.05) entre el tratamiento Probiético+ enzimas con
la dieta Basal positiva (+) y los distintos niveles del factor aditivos con la dieta
Basal negativa (-).

1200

1100

1000

900 b —¢—Basal +
bc ~@—Basal-

800 - be
.\;—-

700 €

Longitud de vellosidades (um)

600
Testigo Probidtico Probiético+Enzimas p< 0.05

Figura 11. Interaccion Dieta x Aditivos en la longitud de vellosidades, en ileon al dia 21 de edad.

Distintas literales indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

En la variable ELP en ileon, la Figura 12 muestra como al dia 21, el tratamiento
Testigo con la dieta Basal positiva (+) presentd mayor (p<0.05) espesor de lamina
propia respecto a los tratamientos Probidtico +enzimas con la dieta Basal positiva
(+), asi como Testigo y Probiotico + enzimas con la dieta Basal negativa (-). No se

observo diferencia en el resto de los niveles de los factores evaluados. (p>0.05).
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Figura 12. Efecto de interaccion Dieta x Aditivos en el espesor de lamina propia en ileon al dia 21

de edad. Distintas literales indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

La interaccion en profundidad de criptas se muestra graficamente en la Figura 13.
El tratamiento Testigo con la dieta Basal positiva (+) presentd la menor (p<0.05)
profundidad de criptas respecto a los tratamientos Probiodtico y Probidtico
+enzimas con la misma dieta y los tratamientos Testigo y Probiotico +enzimas con

la dieta Basal negativa (-).
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Figura 13. Grafica de interaccion Dieta x Aditivos en la profundidad de criptas en ileon al dia

21 de edad. Distintas literales indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
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Se observa en la Figura 14, que la longitud de vellosidades fue menor (p<0.05) en
los tratamientos Testigo y Probidticos con la dieta Basal positiva (+), respecto al
tratamiento Probidticos + enzimas con la misma dieta y al tratamiento Probiéticos
con la dieta Basal negativa (-).
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Testigo Probiético Probidtico+Enzimas p< 0.05

Figura 14. Interaccién Dieta x Aditivos en la longitud de vellosidades en ileon al dia 42 de edad.

Distintas literales indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

La profundidad de criptas (Figura 15) fue menor (p<0.05) en el tratamiento
Probidtico +enzimas con la dieta Basal negativa (-) respecto a los demas niveles

de los factores evaluados.
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Figura 15. Efecto de interaccion Dieta x Aditivos en la profundidad de criptas en ileon al dia 42

de edad. Distintas literales indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

En las Figuras 16 y 17 se observan los cortes de ileon a los dias 21 y 42 de edad,

por los factores dietas y aditivos.

£ F %

Dieta Basal negativa (-). a) Testigo, b) Probidtico, c) Probiodtico+ enzimas

Figura 16. Cortes histoldgicos de las vellosidades de ileon al dia 21 de edad.
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Dieta Basal positiva (+). a) Testigo, b) Probidtico, c) Probidtico + enzimas

h il '--"5’*“—* il & Q a
Dieta Basal negativa (-). a) Testigo, b) Probidtico, c) Probidtico + enzimas

Figura 17. llustracion de las vellosidades de ileon al dia 42 de edad.
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3.3 Inmunidad humoral

No se observo diferencia estadistica (p>0.05) en los titulos de anticuerpos séricos
a la enfermedad de Newcastle en ninguno de los momentos de muestreo, tanto en
el factor aditivos como en el factor dietas (Cuadro 9). En los valores de IgA
secretora intestinal, en el factor aditivos no se observo diferencia ni al dia 21 ni al
42; el factor dietas se observé que los pollos que consumieron la dieta Basal
positiva (+) presentaron 5 unidades de densidad éptica mas (p<0.05) respecto a

los animales que consumieron la dieta Basal negativa (-).

Cuadro 9 Respuesta inmune humoral en pollos alimentados con dietas sorgo +

soya, B. subtilis y un complejo enzimatico, a los 21 y 42 dias de edad.

HI VEN , Log » Ig As intestinal, DO 405 nm
Dia 21 Dia 42 Dia 21 Dia 42
Aditivos
Testigo 7 +0.41° 8 +0.31° 95 +1.16% 92 +0.37°%
Probidtico 6 +0.31°% 8 +0.33°% 99 +4.03? 93 +0.50%
Probidético + Enzimas 7 +0.26° 8 +0.27° 93 +0.59° 89 +2.87°
Dietas
Basal positiva(+) 6 +0.34° 8 +0.27% 98 +2.72°% 90 +1.96°
Basal negativa(-) 7 £0.21% 9+0.21° 93 +0.46" 92 +0.42°
Probabilidad

Aditivos 0.18 0.24 0.15 0.20
Dieta 0.14 0.72 0.04 0.24
Aditivos X Dieta 0.76 0.08 0.16 0.59

Valores * la desviacion estandar. Distintas literales en cada columna de cada experimento, indican

diferencia estadistica (p<0.05). HI= Inhibicion de la hemoaglutinacion, VEN= Virus de la
enfermedad de Newcastle, DO= Densidad optica.
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3.4 Conteo de coliformes totales.

Como se puede ver en el Cuadro 10, en el factor aditivos, se observaron menores
(p<0.05) conteos de coliformes totales en los tratamientos adicionados con
Probidticos o Probidticos +enzimas. En el factor dieta se observaron menores
(p<0.05) conteos de coliformes totales en la dieta Basal negativa (-) respecto a la
dieta Basal positiva (+).

Cuadro 10. Conteos de coliformes totales en el contenido de ileon de pollos de
engorda alimentados con dietas sorgo + soya, B. subtilis y un complejo enzimatico,
al dia 42 de edad.

Aditivos
Logipde las UFC/g
Testigo 7 +0.24°
Probiotico 6 +0.152
Probiético + Enzimas 6+0.13?
Dietas
Basal positiva(+) 7+0.19°
Basal negativa (-) 6 +0.14°
Probabilidad
Aditivos 0.00
Dieta 0.00
Aditivos X Dieta 0.16

Valores * |la desviacion estandar. Distintas literales en cada columna indican diferencia estadistica

(p<0.05). UFC= unidades formadoras de colonias

43



4. DISCUSION
4.1 Parametros productivos

En el factor dietas, la mejora en alrededor del 4% en la ganancia de peso y peso
corporal, asi como la disminucion en el indice de conversion de los dias 1-21 y 22-
42 en los pollos alimentados con las dietas Basal positiva (+) se atribuye a la
mayor densidad de nutrientes contenidos en esta dieta (Energia Metabolizable,
aminoécidos esenciales y proteina). Al tener mayor cantidad de nutrientes la dieta
Basal positiva (+), los pollos que la consumieron pudieron depositar mayor
cantidad de proteina en forma de muasculo, lo que a su vez coincide con el mayor
rendimiento en canal observado al dia 42. Zorrilla et al. (1993)° observaron que el
aumento de peso en el pollo de engorda esta influenciado linealmente por el nivel
de energia en la dieta. Ellos tuvieron alrededor del 5% de mayor peso corporal con
incrementos constantes de energia metabolizable (100 Kcal/Kg) en la dieta; si bien
no observaron un efecto en la ganancia de peso con diferentes niveles de
proteina, si observaron mayor ganancia de peso conforme aumentaron los niveles
de lisina en la dieta. Leeson et al. (1996)"* describieron una disminucién lineal en
el peso corporal, peso de la canal y rendimiento en pechuga con porcentajes de
dilucion de la dieta del 10% (320 Kcal/Kg y 1.8 % de proteina cruda). Saleh et al.
(2004)" reportaron un aumento de alrededor del 3% de peso corporal y medio
punto menos de indice de conversién al aumentar gradualmente los niveles de

energia metabolizable (45 Kcal/Kg) y proteina cruda (0.22%) de la dieta.

En el factor aditivos, los resultados del incremento de peso corporal y ganancia de
peso observadas en los pollos de los tratamientos a los cuales se les adicioné el
Probidtico y el Probidtico + enzimas, del dia 22-42 y en los parametros
acumulados del dia 1- 42 de edad, se explican por una mejor digestion y absorcion
de los nutrientes contenidos en la dieta. B. subtilis contiene un sistema de
secrecion enzimatica bien desarrollado, se ha visto que son capaces de secretar

amilasas y proteasas’®, complementando de esta manera la digestion de los
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pollos.” Teo y Tan (2007)* realizaron un experimento en donde emplearon dos
fases de alimentacién (1-21 dias de edad y 22-42 dias de edad) empleando dietas
con maiz-pasta de soya como ingredientes principales y la adicibn de dos
concentraciones de B. subtilis a las dietas; ellos no observaron diferencia en los
parametros productivos al dia 21 de edad, sin embargo, al dia 42 de edad
observaron un incremento del 1.5% en la ganancia de peso y una mejora de 4
puntos en el indice de conversién. Sen et al. (2012)*® emplearon dos fases de
alimentacioén (1-21 dias y 22-35 dias) en dietas con maiz + pasta de soya + trigo
como ingredientes principales y la adicion de tres concentraciones de B. subtilis a
las dietas; reportaron un incremento del 5-7% en la ganancia de peso al dia 21 de
edad y de 8% al dia 35, también observaron una mejora de 5y 10 puntos en el
indice de conversion alimenticia (Kg/Kg) en las dos fases de alimentacion. Los
misSmos autores reportaron una mejora en la retencion aparente de nutrientes; con
la adicion de B. subtilis en la dieta, se mejoré 2.4% la energia bruta y 4% la
proteina cruda a los 21 dias y 3.3% la materia seca, 3.22% la energia bruta y
2.21% la proteina cruda a los 42 dias. De la misma manera, la adicion de enzimas
exdgenas a la dieta también mejora la digestion de los nutrientes contenidos en la
dieta y complementa la secrecién enddgena por parte de las aves, lo que lleva a
un aumento en la digestién de los nutrientes de la dieta.>® Walsh et al. (2013)"
emplearon dietas basadas en maiz-pasta de soya y adicionaron B. subtilis y un
complejo enzimatico (xilanasas, amilasas y proteasas), ellos observaron que los
pollos de engorda que fueron adicionados en la dieta presentaron un 8% mas de

ganancia de peso y tuvieron una disminucion en el indice de conversion.

El procesamiento de las canales tipo supermercado implica Unicamente el
desplume, desangrado y evisceracion de los pollos, y no se toman en cuenta los
pesos relativos de la pechuga, pierna y muslo.®* En el presente estudio no se
observo diferencia en el peso relativo de canal, en los pollos a los que se adicion6
B. subtilis solo o combinado con enzimas en la dieta, o que puede atribuirse a que

se analizé el peso relativo de la canal completa y no sus diferentes partes. Molnar
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et al. (2011)* realizaron un estudio en donde incluyeron 4 diferentes niveles de B.
subtilis a las dietas de pollos de engorda, ellos no observaron diferencias
estadisticas en el peso de la canal eviscerada. Sin embargo, al analizar el
rendimiento de los cortes de la canal, pudieron observar que los pollos
adicionados con el probiotico presentaron 8% mas de rendimiento de pechuga y
4% menos de rendimiento en muslos. Acosta et al. (2007)"° emplearon
Lactobacillus acidophillus y Lactobacillus rhamnosus en dietas maiz-pasta de soya
como ingredientes principales. Al igual que en el trabajo anterior, ellos no
observaron diferencia en el rendimiento de la canal eviscerada, sin embargo
observaron que el peso de la pechuga fue superior en un 3.12 % respecto al
tratamiento testigo.

En el amarilleamiento en piel no se presentd diferencia entre los pollos
adicionados o no con B. subtilis solo o en combinacién con enzimas, lo anterior
puede atribuirse a que los pollos fueron criados en buenas condiciones de sanidad
y no fueron sometidas al estrés de las practicas de manejo que se realizan en
aves comerciales, por lo que la salud e integridad intestinal no se vio
comprometida’’ y por lo tanto la absorcién de pigmento fue similar en aves
adicionadas o0 no. Martinez (2013)"® realiz6 un experimento en donde empleé
dietas basadas en sorgo + soya + harina de carne y afiadio diferentes probidticos
a las dietas (Lactobacillus acidophilus, B. subtilis y L. farciminis); dicho autor no
observo diferencia en el amarilleamiento en piel en los diferentes tratamientos.
Cortés et al. (2000)* realizaron un experimento en donde evaluaron el
amarilleamiento en piel, con la adicion de B. toyoi a dietas basadas en sorgo +
soya; observaron un aumento en la deposiciéon de pigmento en la piel con la

inclusion del probiotico en la dieta.
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4.2 Analisis histoldgicos

En duodeno, en el factor dietas, las diferencias observadas en LV y profundidad
de criptas en los dos periodos de muestreo, se atribuye a la mayor disponibilidad
de nutrientes en lumen intestinal en los pollos que consumieron la dieta Basal
positiva (+), lo que favorecié en crecimiento de las vellosidades intestinales y las
criptas. Lo anterior coincide con lo reportado por Yamauchi et al. (1996)"°,
Shamoto y Yamauchi (2000)%°, Yamauchi (2002)*' quienes reportan que la
longitud de las vellosidades intestinales y la profundidad de las criptas intestinales
disminuye en aves ayunadas conforme avanza el periodo de ayuno, recuperando
su tamafio al restablecer la fuente de alimento. Los resultados observados en el
presente trabajo contrastan con Thompson y Applegate (2006)%* quienes
reportaron que no encontraron disminucion en la longitud de las vellosidades
intestinales de pollos de engorda con un ayuno de hasta 24 horas, lo cual
atribuyeron a un mecanismo adaptativo de respuesta de la mucosa para

maximizar la absorcion de nutrientes.

En el factor aditivos, en duodeno al dia 21 se observo que el espesor de lamina
propia disminuy0 alrededor del 28% en los tratamientos a los que se afadié el
Probidtico y el Probidtico +enzimas en la dieta. Lo anterior se atribuye a una
disminucién en el tejido conectivo debido a la secrecién de metabolitos, entre ellos
antibidticos, por parte de B. subtilis, los cuales reducen la colonizacion intestinal
con bacterias. Ravindran et al. (1984)% y Apajalahti et al. (2004)®* mencionan que
la microbiota intestinal disminuye la absorcién de nutrientes al incrementar el
grosor de la mucosa intestinal. Tomando en cuenta que el tiempo de permanencia
del quimo en el duodeno es corto, de aproximadamente 10 minutos®®, un menor
espesor de lamina propia contribuye a una mayor absorcion de nutrientes en
duodeno al incrementar el contacto con los capilares intestinales.®® Es interesante
mencionar que estos resultados coinciden con uno de los mecanismos de accién
de los antibidticos promotores del crecimiento, que es precisamente la disminucion

del espesor de lamina propia.?” Al dia 42 se observé una mayor profundidad de
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criptas, lo que coincide con lo reportado por Pelicano et al. (2003, 2005)%%°, Lee
et al. (2010)*°, quienes observaron criptas mas grandes en animales
suplementados con B. subtilis. Las criptas con tamafios incrementados indican
una alta actividad celular proliferativa encaminada a asegurar una adecuada tasa
de reemplazamiento epitelial para compensar las pérdidas normales por extrusion

en la punta de la vellosidad.

En yeyuno, en la interaccién Dieta x Aditivos al dia 21 se observé un efecto
favorable con la adicion de los aditivos en ambas dietas, pero con diferentes
mecanismos. El incremento en la longitud de vellosidades y profundidad de criptas
con la adicion del Probi6tico, solo o en combinacion con enzimas en la dieta Basal
Positiva (+), se explica por el incremento en la proliferacién celular de las criptas
como efecto de B. subtilis, tal como reportan Pelicano et al. (2003, 2005), Lee et
al. (2010).% Al haber sustrato disponible, las vellosidades también crecieron, tal
como se mencioné por Zorrilla et al. (1993)", Leeson et al. (1996) y Saleh et al.
(2004).” En el caso del comportamiento de los aditivos en la dieta Basal negativa
(), el epitelio intestinal respondio disminuyendo el espesor de lamina propia, lo
gue también mejora la absorcién de nutrientes, tal como se discutidé previamente.
Se menciona que el yeyuno es la porcion intestinal en donde se realiza la mayor
absorcion de nutrientes®® y comparado con duodeno, la digesta tiene mayor
tiempo de retencién, 10 minutos vs 84 minutos respectivamente® por lo que el
aumento en la longitud de las vellosidades y disminucién de lamina propia
favorecen una mayor absorcion de nutrientes del lumen intestinal para mantener

niveles 6ptimos de crecimiento y produccion.™

En la interaccion Dieta x Aditivos observada en ileon, al dia 21, la disminucion en
la longitud de vellosidades, espesor de lamina propia y aumento en la profundidad
de criptas con la adicion del Probidtico, solo o en combinacién con enzimas se
debe a una disminucion en la produccién de acidos grasos volatiles al haber una
reducida fermentacion de fibra en este segmento intestinal. Cabe resaltar que en

la dieta se incluy6 el 5% de DDGS, lo que aumenta el contenido total de PNA
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insolubles. Van der Klis y Van Voorst (1993)% e lji et al. (2001)* observaron que el
nivel de fibra, principalmente la fibra soluble, en la dieta tiene un efecto marcado
en el desarrollo, anatomia y funcién intestinal, llevando a un incremento en el
tamafio y longitud del intestino delgado, colon y ciego en aves, lo que podria estar
asociado con modificacion histoldgica del intestino y consecuentemente con sus
funciones de absorcion. Si bien se tiene mayor impacto en la morfologia intestinal
por la inclusion de fibra soluble en la dieta, al incluir fibra insoluble se tiene una
fuente de sustratos fermentables en la Ultima porcion del tracto gastrointestinal de
las aves, particularmente en el ileon. Montagne et al. (2003)** describe que los
acidos grasos volatiles de cadena corta (principalmente butirato), productos de la
fermentacion de los carbohidratos, tienen un efecto trofico en las vellosidades
intestinales, lo que provocaria un incremento en la longitud de las vellosidades y
espesor de mucosa. Al afadir el complejo multienzimatico a la dieta se tendria
mayor cantidad de xilooligosacaridos fermentables pasando ciegos y por lo tanto
menor fermentacion de la fibra en ileon. Lo anterior explicaria el mayor tamafio de
vellosidades en el tratamiento Testigo comparado con el tratamiento Probidtico y

Probiodtico+enzimas.

Al dia 42, se observé un mayor ELP en los tratamientos suplementados con
Probidticos y Probidticos +enzimas, sin interaccion Dieta x Aditivos en esta
variable. Lo anterior se explica por un incremento en la cantidad de células del
sistema inmunolégico en este segmento intestinal. Goémez et al. (2010)%
mencionan mayor infiltracion de linfocitos en la ultima porcion del tracto digestivo,

lo que podria explicar los resultados observados en dichos tratamientos.
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4.3 Inmunidad humoral

En el factor dietas, la diferencia observada en Ig As al dia 21, en la dieta Basal
positiva (+), se debié a que hubo mayor cantidad de nutrientes que pudieron ser
dirigidos a la formacién de anticuerpos. ltza-Ortiz et al. (2008)® observaron
mayores titulos de anticuerpos séricos IgG e IgA en la Infeccion de la Bolsa de
Fabricio en pollos de engorda que recibieron dietas con mayor densidad
energética, comparados con pollos a los cuales se les ofrecieron dietas reducidas

en energia.

En el factor aditivos, los titulos de anticuerpos a la enfermedad de Newcastle e Ig
As no presentaron diferencia, tal resultado se explica, en primer lugar por las
buenas condiciones de higiene y manejo en que se encontraban los animales. Lo
anterior se traduce en bajas condiciones de estrés y una exposicion disminuida a
patégenos. Jin et al. (1998)"" mencionan que el efecto de los probiéticos en pollos
es mas evidente en condiciones de estrés. En segundo lugar, se explica por la
capacidad de B. subtilis para provocar mayor estimulaciéon inmunolégica de tipo
celular. Existen trabajos indicando que, principalmente, la estimulacion
inmunologica provocada por B. subtilis es inmunidad innata de tipo celular, al
aumentar las subpoblaciones de linfocitos intraepiteliales intestinales,

particularmente CD8"

98,99

, un aumento en la fagocitosis por macrofagos y
heteroéfilos™ %, asi como un aumento en la expresion de receptores TLR-2 y TLR-
4.*" También se debe tomar en cuenta que el nivel de anticuerpos circulantes
puede proveer informacion del estatus inmunologico a nivel sistémico y no de la
capacidad de respuesta inmunolégica contra un antigeno especifico'®. Lo anterior
concuerda con lo reportado por Lee et al. (2010)* quienes realizaron un estudio
en pollos de engorda y no encontraron diferencias en el titulo de anticuerpos
séricos a la enfermedad de Newcastle en 8 de 9 cepas de Bacillus subtilis
evaluadas. Sin embargo, ellos observaron que con la inclusion de B. subtilis
disminuyeron los niveles de a-1-AGP, que es una proteina de fase aguda que se

incrementa como respuesta a la inflamacion inespecifica.
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4.4 Conteos de coliformes totales

En el factor dietas, la reduccion en el conteo de coliformes totales en los animales
gue consumieron la dieta Basal negativa (-), se explica por la menor disponibilidad
de nutrientes disponibles para ser empleados como sustratos por las bacterias.™
Lo anterior coincide con lo observado por Nian et al. (2011)%, quienes observaron
gue en dietas suplementadas con xilanasas, las aves que fueron alimentadas con
dietas reducidas en nutrientes presentaron bajos conteos de coliformes totales en
ileon respecto a aves alimentados con dietas de densidades nutricionales
mayores.

En el factor aditivos, la reduccion en las UFC de coliformes en ileon en los
tratamientos adicionados con esporas de B. subtilis pudo deberse a tres
mecanismos inherentes. En primer lugar a la secrecion de péptidos con efecto
antibidtico y enzimas, que redujeron la presencia de bacterias en el lumen
intestinal. En segundo lugar, al mecanismo de exclusion competitiva, el cual
permitio disminuir la competencia por sustratos fermentables (almidones y
aminoacidos) por la microbiota intestinal. En tercer lugar, al mejorar la digestion de
los pollos puesto que B. subtilis es capaz de producir amilasas y proteasas, |0 que
puede complementar la digestion de las aves™ y de esta manera se mejor6 la
digestion/absorcion de los nutrientes contenidos en el alimento. Los resultados
observados en el presente trabajo, coinciden con lo reportado por diversos
autores. La Ragione y Woodward (2003)* realizaron un experimento en pollos de
engorda y observaron una reduccion en la colonizacion por Salmonella enterica de
0.5 a un logaritmo y de mas de un logaritmo en la colonizaciéon por Clostriduim
perfringens, con la adicion de B. subtilis a la dietas. Molnar et al. (2011)* realizé
un experimento en pollos y observdé una reduccion de dos logaritmos en la

colonizacion por E. coli en ileon, a los 35 dias de edad de los animales.

La disminucién en los conteos de coliformes se puede relacionar con la mejor

ganancia de peso observada en los tratamientos adicionados. Apajalathi y
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Kettunen (2006)”" describen una relacién inversamente proporcional entre la
densidad de las poblaciones bacterianas en el intestino y el crecimiento corporal.
Es decir, mientras mas densamente poblado por bacterias se encuentre el

intestino, menor ganancia de peso se logra.
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5. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales empleadas en el presente trabajo, se puede
concluir que pollos de engorda alimentados con dietas conteniendo sorgo + soya
como ingredientes principales, con densidades de nutrientes mayores que
aquellos que recibieron dietas con -85 Kcal de EM/ Kg y 1.5% menos de proteina'y

aminoacidos esenciales:

1. Tuvieron mejor peso corporal, ganancia de peso, rendimiento en canal y

menor el indice de conversién.

2. Incrementaron la longitud de las vellosidades y profundidad de criptas en
duodeno al dia 21 de edad.

3. Aumentaron las UFC de coliformes en ileon, al dia 42 de edad.

4. Incrementaron los niveles de IgA secretora al dia 21 de edad, sin afectar los

titulos de anticuerpos a la enfermedad de Newcastle.

El uso de probioticos compuestos de esporas de Bacillus subtilis, solos o en
combinacién con complejos enzimaticos que contienen xilanasas, amilasas y

proteasas, en dietas con sorgo + soya como ingredientes principales:

Incrementaron la ganancia de peso y peso corporal en pollos de engorda.
Disminuyeron el espesor de lamina propia en duodeno, al dia 21 de edad.

Disminuyeron las UFC de coliformes en ileon, al dia 42 de edad.

w0 Db

No afectaron los niveles de IgA secretora intestinal ni los titulos de

anticuerpos a la enfermedad de Newcastle.

Finalmente, de la informacién obtenida en este trabajo, se concluye que el
complejo enzimatico a base de (amilasas, proteasas y xilanasas) y el probidtico
(Bacillus subtilis) mejoran el valor alimenticio de dietas sorgo + soya para pollos de

engorda.
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ANEXO 1
TECNICA DE ELISA

Se utiliz6 una placa de 96 pozos de fondo plano (Nunc® Fischer Scientific
Rochester), la cual se cubri6 con 100 pl IgA de pollo (Chicken IgA ELISA
quiantitation Kit Bethyl Laboratories Inc., Montgomery TX) previamente
reconstituida en buffer de carbonatos (0.05M pH 9.6), la placa se dej6 incubar por
24 horas a 4 °C. Posteriormente, la placa se lavo tres veces con PBS adicionado
con Tween-20 al 0.05 %. Se afiadieron 100 pl de solucién de bloqueo PBS leche
descremada al 0.5 %, sacarosa 0.2 %, se incubd por 30 minutos y posteriormente
se lavo tres veces con PBS adicionado con Tween-20 al 0.05 %. Una vez
realizados los lavados, se depositaron 10 pl de las muestras de los lavados
intestinales y se incubaron 1 h a 37 °C. Una vez pasado el tiempo de incubacion,
se retiraron y se lavaron cinco veces con PBS Tween-20 al 0.05 %.

Se afiadieron 100 pl de conjugado HRP (Goat anti-chicken IgA HRP, Bethyl
Laboratories Inc., Montgomery TX. ) (2 ul de un anticuerpo anti-IgA de pollo + 20 pl
de solucion de stop) y se incubo por una hora a 37° C. Una vez transcurrido este
tiempo se realizaron cinco lavados con PBS adicionado con Tween-20 al 0.05 %,
posteriormente se afiadio el sustrato ABTS (ABTS, Synbiotic Corporation) (2,2'-
azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) y se incub6 durante 20 min. La
reaccion se detuvo con la adicion de solucion de paro (H2SO4 2M). La lectura se
realizO con una absorbancia 405 nm en un espectrofotometro (Lector ELISA
Biotek® EL X800, filtro de 405 nm).
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ANEXO 2

PRUEBAS DE SHAPIRO-WILK Y LEVENE

Test Shapiro —=Wilk para corroborar normalidad

Parametros productivos

Tests of Normality

b,c.d.en,g,n,l)K,l

66

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Tratami
ento Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Peso_21 1 221 5 .200] .933 5 .616
2 .202 5 .200] .889 5 .351]
3 .245 5 .200] 911 5 476
4 176 5 .200° 971 5 .882
5 .263 5 .200° .856 5 214
6 .203 5 .200° .943 5 .687
Peso_42 1 246 5 .200] .844 5 178
2 115 5 .200] .999 5 1.000
3 281 5 .200° .844 5 176
4 .289 5 .199 .850 5 .194
5 191 5 .200° .948 5 725
6 276 5 .200° 911 5 473
Gan_21 1 .240 5 .200° .919 5 524
2 211 5 .200° .891 5 .364
3 254 5 .200° .904 5 431
4 164 5 .200° 973 5 .895
5 .253 5 .200° .870 5 .268
6 .209 5 .200° 941 5 .675
Gan_42 1 236 5 .200° .863 5 .238
2 .306 5 142 .875 5 .289
3 232 5 .200° 911 5 472
4 211 5 .200° .892 5 .367
5 228 5 .200° .905 5 438
6 222 5 .200° .938 5 .655
Gan_Glo 1 244 5 .200] 842 5 .169
2 A11 5 .200° .999 5 1.000
3 .284 5 .200] .846 5 .183
4 .283 5 .200] .859 5 224
5 197 5 .200] .946 5 711
6 276 5 .200 912 5 480
Cons_21 1 .164 5 .200° .970 5 .878




2 233 5 .200° 957 5 .785
3 234 5 .200° .894 5 .378
4 273 5 .200° 913 5 483
5 239 5 .200 .899 5 406
6 196 5 .200 935 5 632
Cons_42 1 321 5 101 .848 5 187
2 247 5 .200] .951 5 .746
3 .306 5 141 .896 5 .390
4 176 5 .200° .985 5 .961]
5 217 5 .200 .907 5 449
6 284 5 .200° 918 5 519
Cons_glob 1 243 5 .200° 877 5 .298
2 .187 5 .200° .980 5 .933
3 235 5 .200 .946 5 709
4 178 5 .200° .983 5 .950
5 .205 5 2007 .890 5 .355
6 197 5 .200° .960 5 .809
IC_21 1 .250 5 .200° .866 5 .251]
2 .307 5 139 .863 5 .238
3 179 5 .200° .963 5 .827
4 .145 5 .200° .981 5 .938
5 193 5 .200° .931 5 .606
6 178 5 .200° .953 5 757
IC_42 1 228 5 .200° .953 5 762
2 193 5 .200° .956 5 .783
3 .350 5 .045 771 5 .046
4 .166 5 .200° 976 5 .910
5 .230 5 .200° .963 5 .829
6 204 5 .200° .949 5 .733
IC_glob 1 .302 5 .153 .805 5 .088
2 .196 5 .200° 972 5 .889
3 .320 5 .105 795 5 .074
4 .265 5 .200° .818 5 112
5 212 5 .200° .950 5 .739
6 226 5 .200° 922 5 .543
Rendimiento en canal y amarilleamiento en canal fria
Tests of Normality
. Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Tratamie
nto Statistic df Sig. Statistic df Sig.
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Ren_% 1 122 12 .200° .970 12 .90g]
2 .150 12 .200° 941 12 515
3 243 12 .048 879 12 .084
4 213 12 137 915 12 .249|
5 .198 12 .200° .820 12 .016
6 .189 12 .200° .891 12 121
Pigm_B 1 .138 12 .200° .928 12 .357
2 113 12 .200° .955 12 716
3 172 12 .200° .935 12 .438]
4 .187 12 .200° 941 12 514
5 191 12 .200° .956 12 .729|
6 .266 12 .019 .876 12 .077
a. Lilliefors Significance Correction
*, This is a lower bound of the true significance.
Andlisis Histolbdgico
Duodeno, 21 dias de edad
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Tratami
ento Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Lon_vello 1 261 5 .200° .900 5 410
2 .159 5 .200° .988 5 971
3 219 5 .200° 961 5 .813
4 270 5 .200° 877 5 .297
5 316 5 116 .826 5 .130
6 225 5 .200° .899 5 403
Criptas 1 .160 5 .200° 977 5 916
2 247 5 .200° .881 5 .315
3 .165 5 .200° .987 5 .969|
4 175 5 .200° .954 5 .766
5 342 5 .056 814 5 .106
6 211 5 .200° .940 5 .669]
Lam_pro 1 .269 5 .200° .908 5 457
2 234 5 .200° .892 5 .365
3 .260 5 .200° .878 5 .301]
4 197 5 .200° 973 5 .891)
5 .300 5 161 .879 5 .306
6 324 5 .094 827 5 .133]

a. Lilliefors Significance Correction

*. This is a lower bound of the true significance.
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Duodeno, 42 dias de edad

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Tratami
ento Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Lon_vello 1 .193 5 .200° .979 5 .927
2 227 5 .200° .884 5 .328
3 292 5 191 .890 5 .359
4 .250 5 .200° .882 5 .321]
5 173 5 .200° 967 5 .857
6 .198 5 .200° .968 5 .864
Lam_pro 1 232 5 .200° 911 5 475
2 224 5 .200° .961 5 .812
3 252 5 .200° .897 5 .394
4 .348 5 .047 778 5 .053
5 .368 5 .025 749 5 .029
6 224 5 .200° .899 5 406
Criptas 1 .198 5 .200° .951 5 744
2 .233 5 .200° .886 5 .339
3 .198 5 .200° .944 5 .693
4 .335 5 .069 752 5 .031
5 .230 5 .200° .936 5 .636
6 .200 5 .200° .933 5 617
a. Lilliefors Significance Correction
*. This is a lower bound of the true significance.
Yeyuno, 21 dias de edad
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Tratami
ento Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Lon vello 1 193 5 .200° .930 5 .595
2 .258 5 .200° .828 5 .135
3 .188 5 .200° .946 5 711
4 228 5 .200° .886 5 .339
5 213 5 .200° 927 5 574
6 234 5 .200° .882 5 .316
Criptas 1 .183 5 .200° .952 5 752
2 .340 5 .059 872 5 273
3 .195 5 .200° .959 5 .804
4 .308 5 .138 .831 5 141
5 243 5 .200° .929 5 591
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6 .245 5 .200° .890 5 .356
Lam_pro 1 175 5 .200° 971 5 .883
2 .215 5 .200° .876 5 .293
3 .189 5 2007 978 5 .924
4 230 5 2007 018 5 519
5 .266 5 .200° .918 5 .516
6 193 5 2007 972 5 .891
a. Lilliefors Significance Correction
*, This is a lower bound of the true significance.
Yeyuno, dia 42
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Tratami
ento Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Lon_vello 1 .262 5 .200° .902 5 418
2 215 5 200 .866 5 .249
3 .255 5 .200° .940 5 .669
4 377 5 .019 .768 5 .043
5 221 5 .200° .948 5 723
6 .283 5 .200° .928 5 .584
Lam_pro 1 .292 5 .188 .814 5 .105
2 .189 5 2007 .942 5 .683
3 .300 5 161 .908 5 .458
4 .338 5 .063 .823 5 124
5 .293 5 .186 .871 5 272
6 .240 5 2007 .888 5 .346
Crip 1 .304 5 147 .789 5 .065
2 144 5 2007 .989 5 977
3 .170 5 2007 .978 5 .922
4 219 5 2007 .891 5 .360
5 197 5 2007 .929 5 .590
6 .342 5 .057 .861 5 .232
a. Lilliefors Significance Correction
*. This is a lower bound of the true significance.
ileon, dia 21
Tests of Normality
. Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Tratami
ento Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Lon vello 1 224 .200° .881 312
2 .230 .200° .955 774
3 .249 .200° .904 432
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4 .200 5 .200° .948 5 719
5 228 5 .200° .906 5 444
6 152 5 .200° .993 5 .988
Criptas 1 281 5 .200° .892 5 .367
2 222 5 .200° 912 5 AT7
3 .306 5 141 794 5 072
4 .330 5 .080 877 5 .298
5 218 5 .200° 922 5 .543
6 .339 5 .062 720 5 .015
Lam_pro 1 .238 5 .200° .895 5 .384
2 202 5 .200° .907 5 451
3 264 5 .200° 916 5 .507
4 .225 5 .200° .904 5 432
5 210 5 .200° .923 5 .548
6 .225 5 .200° 915 5 496
a. Lilliefors Significance Correction
*, This is a lower bound of the true significance.
fleon, dia 42
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Tratami
ento Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Lon_vello 1 .265 5 .200° .832 5 .145
2 178 5 .200° .948 5 722
3 229 5 .200° .840 5 .165
4 .240 5 .200° .842 5 171
5 270 5 .200° .893 5 372
6 .239 5 .200° .883 5 .324
Crip 1 179 5 .200° .975 5 .906
2 213 5 .200° .937 5 .644
3 .188 5 .200° .955 5 775
4 .301 5 .158 .853 5 .204
5 .245 5 .200° 941 5 676
6 .186 5 .200° .964 5 .839
Lam_pro 1 224 5 .200° .925 5 .560
2 171 5 .200° 973 5 .894
3 233 5 .200° .908 5 458
4 225 5 .200° .944 5 .694
5 .206 5 .200° 913 5 489
6 .299 5 163 .845 5 179

a. Lilliefors Significance Correction
*. This is a lower bound of the true significance.
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Titulos de anticuerpos a la enfermedad de Newcastle, dia 21 de edad
Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

Tratami
ento Statistic df Sig. Statistic df Sig.

21 log2 1 .304 5 .149 .817 5 111
2 .360 5 .033 767 5 .042
3 .300 5 .161 .833 5 .146
4 .223 6 .200° .908 6 421
5 237 5 .200° 961 5 814
6 .367 5 .026 .684 5 .006)

a. Lilliefors Significance Correction
*, This is a lower bound of the true significance.

Titulos de anticuerpos a la enfermedad de Newcastle, dia 42 de edad
Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
TX Statistic df Sig. Statistic df Sig.
42 log2 1 .242 11 .071 .824 11 .019
2 .255 10 .065 .837 10 .041
3 .308 10 .008 .756 10 .004
4 .370 10 .000 .686 10 .001
5 .433 10 .000 .594 10 .000
6 .254 9 .098 .810 9 .026
a. Lilliefors Significance Correction
IgA secretora, 21 dias de edad
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
TX Statistic df Sig. Statistic df Sig.
L405nm 21 1 242 5 .200] .940 5 .665
2 211 5 .200" .898 5 .398
3 197 5 .200" .943 5 .685
4 270 5 .200" 916 5 .502
5 241 5 .200" 821 5 119
6 273 5 .200 .852 5 201

a. Lilliefors Significance Correction
*. This is a lower bound of the true significance.
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IgA secretora, 42 dias de edad

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

TX Statistic df Sig. Statistic df Sig.
L405nm_42 1 167 9 .200] .952 9 714

2 215 10 .200° .925 10 .39¢]

3 469 9 .000 .501 9 .000

4 .166 10 .200] .902 10 .228)

5 .250 9 112 877 9 .145

6 .289 10 .018 .893 10 .183

a. Lilliefors Significance Correction
*, This is a lower bound of the true significance.
Coliformes totales

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

TX Statistic df Sig. Statistic df Sig.
CONTEOS 1 197 5 .200° .940 5 662

2 292 5 .188 .846 5 184

3 273 5 .200° .935 5 633

4 262 5 .200° 782 5 .058

5 276 5 .200° .830 5 139

6 .349 5 .046 778 5 .053

a. Lilliefors Significance Correction
*, This is a lower bound of the true significance.

Test Leavene para corroborar homocedasticidad

Parametros productivos

Test of Homogeneity of Variances Test of Homogeneity of Variances

Peso_21 Peso 42

Levene Statistic dfl df2 Sig. Levene Statistic dft di2 Sig.

1,693 5 24 175 .252 5 24 .935
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Test of Homogeneity of Variances

Test of Homogeneity of Variances

Gan_21 Gan_42
Levene Levene
Statistic dfl df2 Sig. Statistic dfl df2 Sig.
1.790 24 .153 .296 5 24 911

Test of Homogeneity of Variances

Test of Homogeneity of Variances

Gan_Glo Cons_21
Levene Statistic dfl df2 Sig.
Levene
.246 24 .938 Statistic dfl df2 Sig.
1.256 5 24 .315

Test of Homogeneity of Variances

Test of Homogeneity of Variances

Cons_42 Cons_glob
Levene Statistic dfl df2 Sig. Levene Statistic df1 df2 Sig.
936 24 476 945 5 24 470
Test of Homogeneity of Variances
Ic_21 Test of Homogeneity of Variances
o ] IC_42
Levene Statistic dfl df2 Sig.
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.977 24 119
.904 5 24 .495
Test of Homogeneity of Variances
IC_glob
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.861 24 .139
est of Homogeneity of Variances Test of Homogeneity of Variances
Ren_% Pigm_B
Levene Statistic dfl df2 Sig. Levene Statistic df1 df2 Sig.
.601 66 699 2.537 5 66 .037

74




Analisis histolégico

Duodeno, dia 21de edad

Test of Homogeneity of Variances ) )
Test of Homogeneity of Variances

Lon_vello .
= Criptas
Levene Statistic dfl df2 Sig. o .
Levene Statistic dfl df2 Sig.
2.576 5 24 .053
5.199 5 24 .002
Test of Homogeneity of Variances
Lam_pro
Levene Statistic dfl df2 Sig.
2.128 5 24 .097]
Duodeno, dia 42 dias de edad
Test of Homogeneity of Variances
Lon_vello Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig. Lam_pro
3.744 5 24 .012 Levene
Test of Homogeneity of Variances Statistic dfl df2 Sig.
Criptas 1.472 5 24 .236
Levene Statistic dfl df2 Sig.

3.374 5 24 019

Yeyuno, 21 dias de edad

Test of Homogeneity of Variances

Lam_pro

Levene Statistic dfl df2 Sig.
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.299 5 24 .909
] ] Test of Homogeneity of Variances
Test of Homogeneity of Variances
_ Lon_vello
Criptas
o ] Levene Statistic dfl df2 Sig.
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.318 5 24 .290
1.638 5 24 .188
Yeyuno, 42 dias edad
Test of Homogeneity of Variances Test of Homogeneity of Variances
Lon_vello Lam_pro
Levene Statistic dfl df2 Sig. Levene Statistic df1 df2 Sig.
2.192 > 24 089 1.632 5 24 190
Test of Homogeneity of Variances
Crip
Levene Statistic dfl df2 Sig.
.358 5 24 .872
ileon, dia 21 de edad
Test of Homogeneity of Variances Test of Homogeneity of Variances
Lon_vello Lam_pro
Levene Statistic |  df1 df2 Sig. Levene Statistic | dfl df2 Sig.
2.014 24 113 3.088 24 .027

Test of Homogeneity of Variances

Criptas

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

2.357

24

.071
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fleon, 42 dias de edad

Test of Homogeneity of Variances

Lon_vello

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

1.956

24

122

Test of Homogeneity of Variances

Crip

Test of Homogeneity of Variances

Lam_pro

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

1.646

24

.186

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

1.141

24

.366)

Titulos de anticuerpos a la enfermedad de Newcastle, dia 21 y 42 de edad

Test of Homogeneity of Variances

21 log?2

Levene Statistic

dfl

df2

Si

ig.

2.222

25

084

IgA secretora, 21 y 42 dias de edad

Test of Homogeneity of Variances

L405nm_21

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

15.598

24

.000

Levene's Test of Equality of Error Variances®

Dependent Variable:CONTEOS

Test of Homogeneity of Variances

42 Log 2

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

1.951

54

101

Test of Homogeneity of Variances

L405nm_42

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

3.940

51

.004

Coliformes totales

=

dfl

df2

Sig.

2.477

24

060
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