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RESUMEN

La presente investigacion se llevo a cabo en los laboratorios de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la ULEAM Manta. Los pollos fueron criados en la
parroquia Convento del canton Chone provincia de Manabi, durante el afno 2019,
2020. El estudio consistio en ver los efectos del uso de Bacillus subtilis en agua de
bebida como probidticos sobre aspectos sanitarios en pollos de engorde.

Se crio 120 pollos. Sin vitaminas, antibiéticos o cualquier otro suplemento mas que
Bacillus subtilis como probioético, las dosis aplicadas en el agua de bebida fueron de
105, 10% 10"°YFC en tres diferentes tratamientos quedando uno como testigo.

Los pollos se trasladaban vivos para sacrificarlos en el laboratorio.

Se sacrificd nueve pollos en total, uno el dia 0, cuatro el dia 14 y cuatro el dia 42
para tomar muestras de ciego, muestras coproldgicas y para tracto respiratorio.

Se realiz6 diluciones, siembras, antibiograma y conteos de cada tratamiento para
Salmonella 'y E. coli.

Se realiz6 Cortes Histolégicos, una porcidn plana y otra redonda en todos sus
tratamientos y etapas.

Se realiz6 mediciones de las microvellosidades y grietas del duodeno, yeyuno e
ileon de todos sus tratamientos y etapas.

Para determinar los efectos del uso de Bacillus subtilis en el agua de bebida en
pollos de engorde sobre parametros sanitarios.



SUMMARY

The present investigation was carried out in the laboratories of Faculty of
Agricultural Science of the Uleam Manta. The chickens were raised in Convento the
canton Chone province of Manabi, During the years 2019-2020. This study
consisted of seeing the effects of the use of B. subtilis in drinking water as
probiotics on health aspects in broilers.

120 chickens were raised without vitamins, antibiotics or any other supplement
other than B. subtilis as probiotics, the doses applied in the drinking water were 10°
108 10"% in three treatments, leaving one as a control.

Chickens were moved alive for slaughter in the laboratory.

A total of nine chickens were sacrificed, one on day 0, four on day 14 and four on
day 42 to take cecum samples, stool samples in for the respiratory tract.

Dilutions, sowing, antibiogram in counting of each treatment for Salmonella and E.
coli were performed.

Histological Sections were made, a flat portion and a round portion in all its
treatments and stages.

Measurements were made of the microvilli and cracks of the duodenum, jejunum
and ilium of all its treatments and stages.



1. Introduccion

Como sabemos los antibidticos son medicamentos que actuan contra los
organismos vivos. Estos medicamentos destruyen las bacterias, sin diferenciar si
son buenas o malas para el organismo.

La flora microbiana o microbiota es la responsable de garantizar nuestra salud, en
mayor presencia que nuestras células. Esta recubre las mucosas protegiéndolas,
ya sean respiratorias, digestivas o urogenitales.

Cuando ingerimos medicamentos antibidticos, alteramos la flora microbiana,
disminuyendo las defensas contra enfermedades infecciosas asegurando recaidas
futuras. La microbiota principalmente actua en la inmunidad y en los procesos
digestivos cuando hay intercambio simbidtico.

El mal uso de estos medicamentos en animales de explotacion posiblemente
provoque que las bacterias generen resistencia a los mismos, por lo tanto, dejan de
ser aptos para el consumo humano. Las caracteristicas del Bacillus subtilis se
analizaron para uso de probidticos, encontrado comunmente en diferentes
ambientes. Los probidticos son una considerable alternativa contra el uso de
antibioticos como promotores del crecimiento. El B. subtilis como probibticos
representa la mejora de parametros productivos y condiciones sanitarias de las
aves beneficiando también al medio ambiente. Otra caracteristica muy importante
es la estabilidad de la microbiota al disminuir la presencia de E. coli, Salmonelas y
coccidias, favoreciendo un aumento de microorganismos benéficos para el
incremento de inmunoglobulinas IgA e 1gG. Recientes investigaciones han
demostrado que el B. subtilis contribuye a la disminucion de niveles de amoniaco
en excretas, produccion de sustancias antioxidantes y el aumento de la
digestibilidad como consecuencia del equilibrio intestinal de las aves. Ademas, se
ha encontrado que las xilanasas que producen los B. subtilis tienen un efecto
similar a los antibidticos en intestino delgado. (Abanico vet vol.7 no.3 Tepic
sep./dic. 2017)



2. Problema.

Como sabemos los antibidticos son medicamentos que actuan contra los
organismos vivos. Estos medicamentos destruyen las bacterias, sin diferenciar
si son buenas o malas para el organismo.

La flora microbiana o microbiota es la responsable de garantizar nuestra salud,
en mayor presencia que nuestras células. Esta recubre las mucosas
protegiéndolas, ya sean respiratorias, digestivas o urogenitales.

Cuando ingerimos medicamentos antibidticos, alteramos la flora microbiana,
disminuyendo las defensas contra enfermedades infecciosas asegurando
recaidas futuras. La microbiota principalmente actua en la inmunidad y en los
procesos digestivos cuando hay intercambio simbidtico.

El mal uso de estos medicamentos en animales de explotacion posiblemente
provoque que las bacterias generen resistencia a los mismos, por lo tanto, dejan
de ser aptos para el consumo humano. Considerado como una de las futuras
grandes epidemias que afrontara el ser humano, También asi aseguro el
director del CDC (Centers for Disease Control and Prevention Director)
Centro de Control y Prevencion de Enfermedades por Tom Frieden. Dos
millones de personas contraen cada afo infecciones resistentes a los
antibioticos en Estados Unidos, y no es mucho mejor en Espafa asegura
(Barnés. 2014)

En Espana, aproximadamente 2.500 personas mueren cada afo a causa de
microbios super resistentes que generan un gasto sanitario aproximado de 150
millones de euros al afno, segun datos del Ministerio de Sanidad. Se estipula
que por cada aino moririan 10 millones de personas, segun William Hall. Hall es
uno de los autores de un informe cientifico sobre la resistencia a los antibidticos
que ha puesto en alerta a las autoridades europeas. El documento sostiene que
si no se toman medidas urgentes en 2050 moriran mas personas por
superbacterias, que por otras enfermedades como cancer (8,2 millones de
muertes) o por accidentes de trafico (1,2 millones). Segun (Manuel Ansede,
2016).



3. Objetivos

3.1 Objetivo General.

Evaluar el efecto del Bacillus subtilis en los parametros sanitarios sobre las
diferentes concentraciones en el agua de bebida para pollos de engorde.

3.2 Objetivos especificos.

Tomar muestra de ciego para Salmonella 'y E. coli
Extraer muestra de ciego para detectar parasitos intestinales

Adquirir hisopado de mucosa nasal para analizar infecciones respiratorias

Estudiar Cultivo y Antibiograma
Medicién de microvellosidades mediante cortes histoldgicos

Periodo

Se realiz6 en los ultimos meses del 2019 hasta enero de 2020 alrededor de
6 semanas de duracién del proceso de crianza mas experimentacién en
laboratorio.



5. Justificacion.

Los probidticos son microorganismos vivos o bacterias beneficiosas adicionadas
como alimentos en bebida que permanecen activos en el intestino, suficientes para
cambiar y alterar la microbiota intestinal del huésped, tanto por implantacion como
por colonizacién. Podrian recuperarse vivos en las excretas ya que pueden
atravesar el aparato digestivo, pero también se adhieren a la mucosa intestinal.

En el aino 2002, La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) defini6 a los
probidticos como Microorganismos vivos que, cuando son aplicados en cantidades
adecuadas desarrollan beneficios en la salud del organismo anfitrion.

Estos Alimentos Funcionales presumen un aumento considerado en los ingresos
de los productores, los cuales confirman que tienen propiedades beneficiosas.
Actualmente, extraordinarias declaraciones no estan respaldadas por pruebas
cientificas por ende los reguladores de Europa piden que se aporten, por el cual
esta investigacion.

Los probidticos son considerados seguros. (Wikipedia. 2017)

La Klebsiella pneumoniae, es una cepa de bacteria muy resistente con una
letalidad por encima del 50%, similar al brote del ébola, Segun la médica Pilar
Ramon, asesora de la (OMS) Organizacion Mundial de la Salud.

El origen del problema no son los microbios, sino el mal manejo por parte de
personas como meédicos, veterinarios, farmacéuticos, ganaderos, pacientes. Etc.
Por (Manuel Ansede, 2016)

Trabajaremos con el Bacillus subtilis una bacteria encontrada en el suelo. Es una
bacteria Gram positiva, Catalasa-positiva, aerobio. Miembro del Género Bacillus,
esta tiene la habilidad de formar una resistente endospora protectora, que le
permite vivir en condiciones extremas. (Wikipedia. 2017)

Desde 1986. Se ha utilizado el Bacillus subtilis como probidtico para mejorar el
rendimiento en pollos de engorde tanto aspectos productivos y sanitarios. La
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) European Food Safety
Authority. Elaboraron un documento cientifico sobre seguridad y eficacia del B.
subtilis como aditivo para pollos de engorde con un contenido minimo de 1 x 107, y
uno maximo de 5 x 107 UFC/kg en dieta completa. El B. subtilis; es una especie
con evaluacion, (QPS) Qualified Presumption of Safety. Presuncién Calificada de
Seguridad. Por la EFSA es considerado aditivo seguro para aves, por la
sensibilidad a antibioticos y la ausencia de potencial toxigénico, responsable con el
consumidor y para el medio ambiente (Gonzalez 2009).



Las caracteristicas del Bacillus subtilis se analizaron para uso de probibticos,
encontrado comunmente en diferentes ambientes. Los probidticos son una
considerable alternativa contra el uso de antibidéticos como promotores del
crecimiento. El B. subtilis como probidticos representa la mejora de parametros
productivos y condiciones sanitarias de las aves beneficiando también al medio
ambiente. Otra caracteristica muy importante es la estabilidad de la microbiota al
disminuir la presencia de E. coli, Salmonelas y coccidias, favoreciendo un aumento
de microorganismos benéficos para el incremento de inmunoglobulinas IgA e IgG.
Recientes investigaciones han demostrado que el B. subtilis contribuye a la
disminucion de niveles de amoniaco en excretas, produccion de sustancias
antioxidantes y el aumento de la digestibilidad como consecuencia del equilibrio
intestinal de las aves. Ademas, se ha encontrado que las xilanasas que producen
los B. subtilis tienen un efecto similar a los antibioticos en intestino delgado.
(Abanico vet vol.7 no.3 Tepic sep./dic. 2017)

Segun (Elvis Alexander Diaz-Lépez. 2017) La ventaja del probidtico es que no
dejan residuos en el huevo ni en la carne del ave, y no generan riesgo de
resistencia antibidtica en la microbiota humana.



6. Marco Teodrico

6.1 Probioticos.

Desde 1965, se ha usado el término probidticos para describir a un organismo que
interviene en el balance de la microflora intestinal; en los ultimos afos se lo ha
considerado como suplemento alimenticio microbiano vivo, y los alimentos que los
contienen se consideran funcionales para el anfitrion. (Gibson y Roberfroid, 1995).
Principalmente las bacterias y levaduras se han utilizado como fuentes benéficas
para mantener una microbiota digestiva sana y equilibrada. Para Grethel et. al.,
(2008) los microorganismos mas usados son Lactobacillus sp., Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis, Bacillus stearothermophyllus, Streptococcus faeccium y
Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo, el género Bacillus se destaca como
probidtico, por la accién de las enzimas hidrofilicas extracelulares que actuan sobre
polisacaridos, acidos nucleicos y lipidos; siendo estos utilizados como fuentes de
carbono, donadores de electrones y productores de antibiéticos segun (Forte et al.,
2016; Manafi et al., 2016).

En la misibn de mantener la microbiologia intestinal en equilibrio, los probidticos
nos garantizan una mejora en la produccion y calidad del ave. Mejorando el
ecosistema intestinal, mediante una rapida colonizacion de tracto intestinal para
desplazar a los microrganismos patdgenos nocivos, y asi favorecer el desarrollo de
otras bacterias benéficas productoras de acido lactico. Las enzimas hidroliticas
favorecen la digestiéon de los alimentos, y la produccion de inmunoglobulinas
mejora la salud de las aves, como consecuencia se obtiene un mejor rendimiento
productivo y sanitario asegura (Abanico vet vol.7 no.3 Tepic sep./dic. 2017)

6.2 Bacillus Subtilis.

Es una bacteria Gram positiva, Comunmente se encuentra en el suelo. Catalasa-
positiva, aerobio. Miembro del Género Bacillus, El B. subtilis tiene la habilidad de
formar una resistente membrana protectora llamada endospora, permitiendo al
organismo soportar condiciones ambientales extremas. Crecen entre los 10 - 48°,
la temperatura 6ptima es entre 28 - 35°.



6.2.1 Taxonomia.

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus
Especie: Bacillus subtilis

(Ehrenberg 1835)

6.3 Mecanismos de accion de los probidticos

La microbiota intestinal cuenta con un equilibrio muy importante, caracteristica
relevante por el B. subtilis, es de disminuir la presencia de patdbgenos nocivos como
E. coli, Salmonelas y coccidias. Actuales investigaciones han comprobado que el B.
subtilis ayuda en la disminucién notable de niveles de amoniaco en las excretas,
produccion de sustancias antioxidantes y una mejora de la digestibilidad como
consecuencia de un equilibrio intestinal en las aves de corral o explotaciéon para
consumo humano. Ademas, las xilanasas que producen los B. subtilis tienen un
efecto parecido a los antibidticos en el intestino delgado. Conocer alB.
subtilis como probidticos representa una mejora considerable en los parametros
productivos y sanitarios de las aves afirma (Medina et al 2017)

6.3.1 Bacillus subtilis en Ia reduccion de bacterias nocivas

(Forte et al 2016) Por otra parte encontraron que mediante el uso de Lactobacillus
acidophilus y B. subtilis como probidticos, se disminuye la presencia de E. coli,
estafilococos y clostridios; al mismo tiempo que se va incrementando la presencia
de bacterias beneficiosas, como Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp.

6.3.2 Bacillus subtilis y la capacidad antioxidante.

Se sabe que el Bacillus subtilis promueve el crecimiento y calidad de la carne de
pollos de engorde por su capacidad antioxidante. Por su parte Bai et al., (2016)
reportd un incremento de concentraciones en suero e higado de sustancias
antioxidantes como el glutation, glutation reductasa, glutation peroxidasa y
superoxido dismutasa, y un incremento de las concentraciones séricas de IgA e
IgG importantes en la inmunidad de las aves.



6.3.3 Bacillus subtilis y los beneficios para el medio ambiente

El amoniaco proveniente del estiércol representa un verdadero problema ambiental,
ademas de afectar también la salud de los animales y trabajadores encargados del
manejo. Se ha visto que con la aplicacion del B. subtilis en la alimentacion, influye
positivamente en el ecosistema de la microflora intestinal; Reduciendo los niveles
de amoniaco en aves de corral, mediante la mejora de la actividad de enzimas y la
utilizacion de nitrogeno segun (Zhang et al., 2014). Por otro lado, (Sharma et al
2016) concuerda y ademas realizd mediciones mediante la técnica de
espectrometria de masas, encontr6 que una dieta con la aplicacion de B.
subtilis como probidticos y mezclada con yucal/Quillaja, fue eficaz en la reduccion
de sustancias olorosas provenientes del estiércol en pollos de engorde.

6.3.4 Bacillus subtilis en el estimulo de la inmunidad.

Mencionan (Pozo et al.,1998; Lee et al., 2011) que encontrando niveles elevados
de (ON) 6xido nitroso; el cual actia como un mensajero intercelular que regula el
tono vascular, la activacion de las plaquetas y las respuestas inmunes como
neurotransmisores en el sistema nervioso central; es una molécula citotoxica
(cualidad de algunas células para ser toxicas frente a otras que estan alteradas.)
implica la eliminacion de bacterias, virus y protozoos, asi como de células
tumorales.

Una correcta alimentacion en pollos de engorde con B. subtilis reduce la infeccion
por Eimeria maxima. Adicionalmente. Ademas, se han comprobado las
propiedades inmunomoduladoras de B. subtilis en la coccidiosis aviar, al reducir los
signos clinicos de la enfermedad afirma (Kyung-Woo et. al.,2010).

6.4 Aspectos Sanitarios.

e Muestra de ciego para Salmonellay E. coli

¢ Muestra de ciego para parasitos intestinales

e Hisopado de mucosa nasal para infecciones respiratorias
e Cultivo y Antibiograma

6.4.1 Salmonelosis Aviar.

Existen cepas de esta bacteria entre las mas importantes; Salmonella enteritidis
(SE) y Salmonella tiphymurium (ST), Salmonella pullorum y Salmonella gallinarum
(declaracion obligatoria)
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La Salmonella pullorum causa pulorosis (enfermedad sistémica que afecta a
animales jovenes menores de 3 semanas) y Salmonella typhimurium produce
tifosis (enfermedad septicémica que afecta a animales de mayor edad).

(SAG. 2016) menciona que la infeccion de esta enfermedad puede ocurrir en una
amplia variedad de hospederos incluyendo animales silvestres, domésticos y el ser
humano incluso ocasionando una enfermedad clinica en aves muy jévenes.

a) Patogenicidad

De tres tipos de toxinas depende la patogenicidad en las aves: Endotoxinas que
producen fiebre en las aves; y dos enterotoxinas, una que causa una respuesta
secretora celular en el lumen intestinal y una toxina que causa dafo estructural a la
mucosa celular intestinal.

La infeccion ha sido establecida por; via oral, intra cloacal, intra traqueal, nasal,
ocular y por aerosoles. Las aves infectadas pueden tener una persistente
diseminacion de la bacteria por las heces, dada la colonizacion intestinal,
facilitando la transmision horizontal. La diseminacion sistémica multiplica la bacteria
en higado, bazo, ovario, oviducto, sangre, corazén, testiculos, saco vitelino y
peritoneo, entre otros 6rganos segun (SAG. 2016)

b) Transmisién

La Salmonella se puede propagar dentro de lotes de aves desde diferentes formas
directas como alimentos contaminados, especialmente los que tienen proteina
animal; vectores bioldégicos como ratones, moscas y otros insectos; aves silvestres
y personas. La transmision vertical a la progenie se relaciona con la contaminacion
de la cascara de los huevos. La transmision horizontal se asocia al contacto directo
entre aves, la ingestion de heces contaminadas o cama, agua contaminada,
personal o equipamiento con pésimo manejo sanitario afirma (SAG. 2016)

c) Medidas sanitarias

Segun (SAG. 2016) EI control consiste desde estrategias para evitar futuras
enfermedades que incluyen desde la compra de aves de reposicion, desde
reproductoras libres, alimento chequeado con medidas de mitigaciéon de riesgo,
bioseguridad efectiva, manejo de la microbiota y la vacunaciéon con cepas vivas
(SE) y muertas (SE y ST). Estas bacterias son sensibles al calor. La coccion
destruye la Salmonella en la carne de ave y huevos (57°C por 70 minutos). La
pasteurizacion destruye las bacterias. SE sobrevive en la cama y alimento mas de
dos afnos, aunque en el caso de la cama depende del pH y la actividad de agua. En
el caso de ST se ha demostrado que puede persistir 16 meses en alimento y 18
meses en la cama a 25°C.
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6.4.2 Escherichia. coli

La Escherichia coli es el nombre en honor al cientifico aleman Theodore von
Escherich que la describe en 1885. Crece rapidamente en medios de cultivos
simples. La E. coli es una bacteria Gram negativa, También puede vivir en
condiciones de ambiente con pobre presencia de oxigeno como es el intestino; y se
puede aislar en este ultimo hasta 107 hasta 10° organismos por gramo de heces.
(Vasquez, 2011)

Las infecciones por Escherichia coli se dan en pollos de todas las edades y
categorias. Estas estan relacionadas principalmente con pobres o pésimas
condiciones higiénicas, procedimientos tecnoldégicos mal realizados, o
enfermedades respiratorias. (Dinev. 2014)

La Escherichia coli en las primeras 48 horas de vida puede colonizar el intestino de
los animales, y aunque solo una pequefia cantidad de cepas son clasificadas como
patogénicas esta se instala como flora normal no siendo peligro de enfermedad.
(Vasquez, 2011)

Escherichia coli causa infecciones como la colibacilosis aviar esta causa elevados
niveles de mortalidad y morbilidad en la industria avicola. (Carranza et al 2012).

(Barnes et al 2008) menciona que la Colibacilosis es un sindrome complejo que se
caracteriza por lesiones multiorganicas, tales como Aerosaculitis asociada a
pericar-ditis, perihepatitis y peritonitis, que resulta en alta morbilidad y mortalidad
(Jansen et al 2003). Este sindrome, causado por cepas patogénicas de E. coli,
puede presentarse tanto de forma local como sistémica.

a) Caracteristicas antigénicas

El tamano de la Escherichia coli, es entre 1 hasta 3 y con capacidad mévil a través
de flagelos (antigeno H) que son o6rganos filiformes que pueden medir varias
micras, también tiene fimbrias (Antigeno F) que son 6rganos mas pequefos, que
no poseen movilidad; pero por ser de naturaleza proteica (pilina), poseen
propiedades antigénicas y hemoaglutinantes; En tanto que pili que son los pelos
ligeramente mas largos que se utilizan en la conjugacion bacteriana para
intercambiar material genético dese la célula donadora hasta la receptora y a veces
en el desplazamiento segun (Vasquez, 2011)

6.4.3 Parasitos Gastrointestinales.

a) Ascaris. Uno de los parasitos intestinales mas comunes de la avicultura
tanto en pollos como pavos, Ascaridia galli. Las formas adultas miden entre
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4 a 7,5 centimetros de largo y tienen el grosor de un lapiz, asi que se
pueden ver facilmente a simple vista.

Las aves muy infectadas pueden mostrar decaimiento y diarrea. El dafio principal
esta en la reduccion de la eficiencia alimenticia, pero también se han observado
muertes en casos mas severos.

Los pollos de 3 a 4 meses de edad muestran resistencia a la infeccion.

Ocasionalmente, se han encontrado especimenes del parasito en los huevos de las
aves. La lombriz, aparentemente, se desplaza del intestino al oviducto y, de esta
manera, queda incluida en el contenido del huevo cuando éste se forma.

b) Capillaria. Existen varias especies de Capillaria que viven en las aves. La
Capillaria annulata y la Capillaria contorta que aparecen en el buche y en el
eséfago. Alli pueden producir el engrosamiento e inflamacion de las
mucosas

En gran cantidad es facil encontrar los parasitos en la necropsia. No es facil
observar los huevos en los excrementos, debido a su muy pequeio tamafo.

Como muchas veces no hay tratamiento contra capillaria, el mejor control se logra
por medio de prevencion. Algunas drogas, administradas en bajas dosis pueden
servir para disminuir altos niveles de infeccion en granjas donde existan estos
problemas.

c) Coccidios. Se conocen nueve especies diferentes de coccidios, pero son
cinco las que causan las mayores pérdidas en la avicultura mundial. Cada
una de las especies afecta una porcioén diferente del tracto:

Eimeria acervulina (mitad superior del intestino delgado),

E. tenella (ciegos),

E. necatrix (mitad media del intestino delgado),

E. maxima (mitad inferior del intestino delgado) y

E. brunetti (mitad inferior del intestino delgado, recto y cloaca).

Estos organismos destruyen principalmente las células del tracto digestivo que
normalmente son las que absorben los alimentos. Las formas agudas de la
coccidiosis producen serios danos en los tejidos, causando hemorragias y al final
hasta la muerte.

Los coccidios una vez dentro de la pared intestinal interna, se dividen
repetidamente mediante un proceso de reproduccién asexual, produciendo grandes
cantidades de cuerpos llamados merozoitos, los cuales son los que causan mayor
dafo en las paredes internas del intestino y ciegos.
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Al salir los merozoitos de las células del epitelio, rompen la pared celular, lo cual
produce una hemorragia. Esta hemorragia en uno de los sintomas caracteristicos
de la coccidiosis, pues la sangre se puede observar a simple vista en las excretas.

d) Cecales: La lombriz cecal, Heterakis gallinae, es idéntica al ascaris, en su
presentacion y su ciclo de vida; excepto por su tamafo, la cual puede medir
unos 12 mm. Las lombrices adultas pueden observarse con facilidad en los
ciegos de las aves infectadas.

6.4.4 Infecciones respiratorias

Las enfermedades respiratorias de los pollos no son causadas normalmente por un
solo agente, sino que son de origen multifactorial y su expresion es el resultado de
diferentes interacciones entre condiciones medioambientales, los mecanismos de
defensa del propio animal y los agentes infecciosos en la granja.

Son asi muy importantes:

Calidad del pollito para buenas condiciones de la respuesta.
Buen manejo para evitar polvo, gases, stress.

Bioseguridad para disminuir presion infectiva de desafios.
Vacunaciones con productos y programas adecuados.
(Torrubia, 2015)

a) Agentes infecciosos responsables de procesos respiratorios en las
aves:

Virus; Paramixovirus, Orthomixovirus, P neumovirus, Coronavirus, Herpesvirus,
virus de la viruela aviar.

Microplasmas: Gallisepticum, Sinoviae, lowa, Meleagridis

Bacterias: E, colii Pasteurellas, Ornithobacterium, Gallibacterium anatis,
Avibacterium  Paragallinarum,  Bordetellas,  Haemophillus,  Estafilococcos,
Streptococos.

Hongos: Aspergillus
Herramientas para evitar la patologia respiratoria

1.- Manejo
* Ubicacién
* Aislamiento
« Construccion
* Ventilacion minima requerida.
e Calidad del aire

2.- bioseguridad
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e Aislamiento
e Barreras fisicas
e Higiene (Martinez, Sanz. 2016)

6.4.5 Cultivo y antibiograma

a) Cultivo. Este es un método para la multiplicacion de microorganismos en la
microbiologia, asi como bacterias, donde se prepara un medio éptimo para obtener
el resultado esperado.

Un cultivo nos sirve como un método esencial para estudiar bacterias y otros
microorganismos que causan enfermedades en la veterinaria y la medicina.

Un microorganismo se puede sembrar en dos medios, medio liquido o en la
superficie de un medio solido de agar.

Los medios de cultivo contienen distintos nutrientes  esenciales que van,
desde azucares simples hasta sustancias complejas como la sangre o el extracto
de caldo de carne. Para aislar o purificar una especie bacteriana a partir de una
muestra formada por muchos tipos de bacterias, se siembra en un medio de cultivo
solido donde las células que se multiplican no cambian de localizacién; tras muchos
ciclos reproductivos, cada bacteria individual genera por escisidon binaria una
colonia macroscoépica, compuesta por decenas de millones de células similares a la
original. Si esta colonia individual se siembra a su vez en un nuevo medio crecera
como cultivo puro de un solo tipo de bacteria. (Wikipedia. 2019)

La principal diferencia entre un medio de cultivo sdlido y uno liquido es que el
medio de cultivo solido contiene un 1,5-2% de agar-agar, mientras que el medio
liquido no contiene agar-agar. (Wikipedia. 2019)

b) Antibiograma. También conocido como. Pruebas de sensibilidad, Pruebas
de resistencia microbiana a farmacos, Pruebas de susceptibilidad
microbiana, Cultivo y sensibilidad.

éPor qué hacer el analisis?

Para determinar la probabilidad de que un agente antimicrobiano o anti fungico
determinado sea capaz de contrarrestar el crecimiento bacteriano o fungico que
ocasiona la infeccion.

¢ Qué es lo que se analiza?
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Se emplea el término sensibilidad microbiana (antibiograma) para describir aquella
situacion en la que los microorganismos como bacterias u hongos no son capaces
de crecer en presencia de uno o varios farmacos antimicrobianos. El antibiograma
se realiza principalmente en el caso de las bacterias y hongos, una vez se sabe
que estos microorganismos son los responsables de una infeccion. La prueba
determina la eficacia de un agente.

¢Cuando se solicita?

Suele solicitarse al mismo tiempo que el cultivo, ya sea de sangre, orina, liquido
biolégico o de una herida. Sin embargo, el antibiograma se realiza normalmente
cuando los resultados del cultivo son positivos para uno o varios microorganismos.
También puede solicitarse un antibiograma si la infeccion no responde al
tratamiento, para averiguar si el patdbgeno ha desarrollado resistencias y para
conocer qué agente antimicrobiano resultara mas eficaz para combatir la infeccion.

¢ Qué significa el resultado?
Los resultados de esta prueba suelen informarse como:
o Sensible - puede ser una eleccion apropiada para el tratamiento
e Intermedio - el farmaco puede ser efectivo a elevadas dosis o con
dosificaciones mas frecuentes o efectivo sb6lo en algunas zonas del
organismo en las que el antibidtico penetra facilmente alcanzando
concentraciones adecuadas.
o Resistente - el farmaco no es efectivo para inhibir el crecimiento del
microorganismo.

(SEQC, 2017)
6.5 Hipotesis.

Se identificaron los efectos en los aspectos sanitarios en pollos de engorde con la
administracién de Bacillus subtilis en el agua de bebida.

6.6 Variables.

6.6.1 Independiente.
Dosis del probioticos en el agua de bebida
6.6.2 Dependientes.

e Muestra de ciego para E. coli

e Muestra de ciego para Salmonella
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¢ Muestra de ciego para parasitos gastrointestinales
e Hisopado de mucosa nasal para infecciones respiratorias

e Cultivo y Antibiograma

7. Metodologia

7.1 Ubicacion del estudio

La presente investigacion se llevdo a cabo en el laboratorio de anadlisis, de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi,
(ULEAM) Ubicad en la ciudad de Manta, Av. Circunvalacion — Via San Mateo
(Latitud 0°57’ S y de longitud, 80°42" W y altitud aproximada de 20 msnm en el
periodo 2019.

7.2 Tipo de Diseno Experimental
Bloques completamente al azar DCA
7.3 Diseno Experimental

Para el experimento se utilizaron 9 aves, la primera al dia 0, cuatro al dia 14 y
cuatro al dia 42 de las 120 que se criaron en Convento. Las cuales llegaron al
laboratorio de la ULEAM vivas, donde se procedio a sacrificarse para obtener las
muestras de ciego para los analisis de E. coli, Salmonellas y muestras para
parasitos intestinales también se sustrajo muestras por hisopado de la mucosa
nasal para detectar bacterias que causen enfermedades respiratorias finalizando
con un estudio de cultivo y antibiograma.

En campo las aves se dividieron en cuatro grupos, un grupo control sin tratamiento
y tres grupos con la administracion de Bacillus subtilis como probidticos en el agua
de bebida, a las concentraciones de 10° — 10® — 10'° respectivamente. Cada
tratamiento tendra tres repeticiones con diez aves por repeticion.

TO= sin tratamiento
T1=10°UFC
T2=10° UFC

T3= 10" UFC

o EEn A D

17



7.4 Cepa de Bacillus subtilis

La cepa de Bacillus subtilis nativa, fue facilitada por la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi, donde fue aislada y caracterizada originalmente, y
mantenida en medio de cultivo MRS (Medio liquido Man, Rogosa y Sharpe) (Merck,
Darmstadt, Alemania), a -80 C. La cepa de B. subtilis sera descongelada y se
incubara en el medio de cultivo MRS por 24 horas a 37°C, en condiciones
microaerofilicas, centrifugandose posteriormente a 5000 x G, por 10 minutos a 4°C.
El sobrenadante se descartara y el sedimento se lavara tres veces con agua
desionizada, como lo describe Shokryazdan y col. en 2017.

7.5 Medio de cultivo liquido a base de caldo nutritivo.

Se utilizé Agar nutritivo en dosis de 13g / litro. Se necesito 3 litros de caldo nutritivo
por lo que se mescld 39g/3litros de agua destilada con el agitador magnético, se
homogenizé la mezcla por un par de minutos, posteriormente se autoclavo a
temperatura 121°C por 30 minutos se dejé enfriar en la camara de flujo laminar
para evitar contaminacion de otros organismos.



7.6

Manejo del experimento

a) Se sacrifico nueve pollos en total, uno el dia 0, cuatro el dia 14 y cuatro
el dia 42 mediante dislocacion occipital para la toma de muestras de
ciego etapa 1,2 y 3, coprolégica etapa 1 y 3 y tracto respiratorio etapa
3.

b) Mediante un hisopado se coloc6d las muestras en tubos de ensayo
rotulados TO, T1, T2 y T3 en todas sus etapas en 10ml de agua destilada
para E. coliy en 10ml de agua destilada con Tetrationato pre enriquecida
con lodo y loduro de potasio para Salmonella incubando por 24horas.

c) Diluciones, preparaciéon de medio y siembra.

1.- Se Realizé diluciones desde la muestra madre hasta la -15 para obtener
menos carga bacteriana de cada tratamiento.

2.- Se preparo el medio de cultivo con Agar MacConkey para siembra de 12
cajas Petri para Salmonella y 12 cajas para E. coli en cada etapa. Mediante
agua destilada 300 ml y 15.46g de Agar MacConkey siguiendo las
recomendaciones del fabricante. De la siguiente manera con una regla de
tres: 51.55 x 300/ 1000 = 15.469g

3.- Se vertid 10ml de agar en cada caja Petri esperando a que gelatinice,
mediante las diluciones hechas se sembr6é mediante la técnica de aza en la
etapa 2 y mediante micro pipeta, puntas amarillas 100u para la etapa 1y 3
para reducir la carga bacteriana. Dejandolas por 24 horas en incubacion
para recurrir al conteo de colonias.

d) Cortes Histolégicos. Se realizd necropsia de dos porciones del yeyuno,
duodeno e ilion de cada tratamiento TO, T1, T2 y T3 en todas sus etapas;
una porcion abierta y la otra redonda colocados en cuadritos de hoja de
corcho con respectivos alfileres, puestos en envases con formol para
realizar cortes histologicos.

e) Mediante el programa Photoshop con la herramienta regla se procedioé a
medir las microvellosidades tal como duodeno, yeyuno e ileon de todos
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los tratamientos y unas cuantas imagenes de grietas, tomando como
referencia de medida 1 micra del tejido. Las imagenes fueron tomadas del

microscopio con el objetivo x40.

7.7 Materiales en laboratorio.

Cajas Petri Matraces Puntas celestes Espatula

Pipetas Tijeras y pinzas Envases de Platillos de pesaje
muestra de aluminio

Micro pipetas Papel corcho Vasos de Guantes
precipitacion

Tubos de ensayo | Aluminio Hisopos Bala magnética

Gradillas Alfileres Marcador mascarilla

Reactivos:

Alcohol Agar Nutritivo lodo de Potasio Suero fisiolégico

Agar MacConkey  Tetrationato lodo Formol

Agua destilada

Equipos:
Autoclave Camara de flujo laminar  Agitador magnético
Incubadora Balanza analitica ' Microscopio

7.8 Analisis de Resultados

Los datos seran registrados en planillas disefiadas para tal fin, utilizando
estadisticos simples y analisis de varianza a través de un modelo aditivo lineal de la

siguiente manera;

Variables dependientes=p + Ti+ Pj+ €

Dénde:

g: Constante

Ti: iésimo tratamiento
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Pj: jotaésimo periodo

€: Error experimental

Para determinar el efecto de las variables independientes sobre las dependientes,

sera cuando el valor de P<0,05.

8. Resultados.

8.1 Conteo de Colonias

Salmonellay E. coli. -

Aves dia 0.

No hubo UFC

Tabla 1. Conteo de colonias para Salmonella 'y E. coli dia 14.

Salmonella Escherichia coli
Tratamiento Concentracion UFC Tratamiento Concentraciéon UFC
TO -11 100 T0 -9 97
T1 -11 124 T1 -9 83
T2 -11 135 T2 -7 84
T3 -11 162 T3 -5 98

Tabla 2. Conteo de colonias para Salmonella 'y E. coli dia 42.

Salmonella Escherichia coli
Tratamiento Concentracion UFC Tratamiento Concentracion UFC
TO -11 122 TO -11 79
TO -13 54 TO -13 162
T0 -15 133 T0 -15 6
T1 -11 80 T1 -11 -
T1 -13 Incontables ' T1 -13 81
T1 -15 Incontables  T1 -15 96
T2 -11 Incontables T2 -11 11
T2 -13 129 T2 -13 47
T2 -15 28 T2 -15 38
T3 -11 93 T3 -11 76
T3 -13 70 T3 -13 0
T3 -15 Incontables T3 -15 0
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Grafico 1. Conteo de colonias de Salmonella desde el dia 14 al 42.
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T2= con probibtico del dia 14 al 42 aumento el 20% de colonias.
T3= con probiético del dia 14 al 42 disminuyé el 42,6% de colonias.

Grafico 2. Conteo de colonias de E. coli desde el dia 14 al 42.
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Ejemplo de formula aplicada.
=(((79+162+6)/3)-97)/97*0,01

El Tratamiento 3 muestra el mayor perc
de E. coli del dia 14 al dia 42 con un -7%.
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Tabla 3. Conteo e identificacion de bacterias en el tracto respiratorio. etapa 3

Se detecto presencia de

Tratamiento Concentracion UFC Staphylococcus en los tratamientos.
TO | -11 117 Comprende microorganismos que
TO -13 117 estan presentes en la mucosa y en
:II'-(‘I) 1? 137 la piel de los humanos y de otros
T1 13 56 mamiferos y aves.

T1 -15 115

T2 -11 171

T2 -13 172

T2 -15 173

T3 -11 155

T3 | -13 74

T3 -15 270

Grafico 3. Conteo de colonias bacterianas en el tracto respiratorio
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Si hiciera una media quedaria asi:

T0 =124
T1 =147
T2 =172
T3 =166

Tabla 4. Resultados Coproparasitarios etapa 1.

Etapa 1
Color Amairilla
Consistencia | Blanda
Parasitolégico No se
observan
parasitos

Tabla 5. Resultados Coproparasitarios etapa 3.

Etapa 3

Muestra TO T1 T2 T3
Color Verdosa Amarilla Amarilla Amarilla
Consistencia Blanda Blanda Liquida Blanda

mucoide mucoide
Parasito No hay No hay No hay No hay
Leucocitos - 3-4P.C - 15-20 P.C
Hematies 3-4P.C 3-4 P.C 6-7 P.C 4-6 P.C
Picoitos - - | - 4-5P.C

8.2 Formulas

Salmonella (tabla 1)

UFC _ 162x10!

Mlog - 1iml -

UFC 100+10%1
Mlog - 1ml

UFC _ 124x10'!
Mlog - 1ml

UFC _ 135x10%!
Mlog - 1iml

1.62 = 1012

= =1+10'2

= 1.24 = 102

= 1.35 % 1012

24

UFC _

Mlog

UFC
Mlog

UFC
Mlog

UFC
Mlog

E. coli (tabla 1)

+105

284107 _ 984 10°
1iml
* 9

97419° _ 9.7 41010
1iml
%109

83;"1; = 8.3 %1010
+107

84107 _ g4 % 108
1iml



8.3 Resultados de Antibiograma.

Se realizé siembras de Salmonellas y E. coli colocando discos de diferentes
farmacos en las placas, se dejo incubar por 24 horas para proceder a la lectura.

En el ave pequefa se realiz6 antibiograma para Salmonella y E. coli y los
sensidiscos no tuvieron efecto. C30; AX25; T30; AM10

Tabla 6. Resultados de antibiograma en aves dia 14.

Nombre de Farmacos Cadigos  Salmonella Zona de E. coli Zona de
Mm didmetro Mm diametro
interpretativa interpretativa
Trimethoprim/Sulphamethoxazole = SXT 25 31 sensible No tuvo -
efecto
Amoxilina AX 25 20 sensible No tuvo | -
efecto
Chloranphenicol C30 \ 40 sensible 11 resistente
Oxytetraciclina T30 No tuvo - No tuvo | -
efecto efecto
Ampicilina AM 10 No tuvo - No tuvo -
efecto efecto

Tabla 7. Resultado de antibiograma en aves dia 42.

Nombre de Farmacos Cadigos Salmonella Zona de E. coli Zona de
diametro diametro
interpretativa interpretativa

Trimethoprim/Sulphamethoxazole SXT 25 - - 30mm Resistente

Amoxilina AX 25 21 mm Sensible 16mm Media

Chloranphenicol C30 31 mm Sensible - -

Oxytetraciclina T30 11mm Resistente 11mm Resistente

Ampicilina AM 10 20mm Media 16mm Resistente
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8.4 Nomenclatura para leer o comparar las placas o imagenes.

Pueden estar en letra minusculas como mayusculas.

T= Tratamiento (t0, t1, t2, t3)

D= Duodeno

Y= Yeyuno

I= fleon

Medicién de microvellosidades en micras

Etiquetas  Dia 0 Pollo # 1 Dia 14 ' Dia 42
- ' Plano redondo  Plano 'redondo | plano redondo
TO duodeno  6.74  6.68 417 1072  3.94 5.63
TOyeyuno  6.72 3.54 5.63 ' 5.63 4.41 6.71

P#1= pollo numero 1 o dia 0

Las placas terminas en (r) significa redondo y las que no tienen r son planas

TABLA. 8. Medicién de microvellosidades.
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TO ileon 4.94 5.61 5.23 - 2.23 6.23
T1 duodeno - - 4.39 5.41 713 6.13
T1yeyuno - - 9.06 9.06 4.20 7.62
T1 ileon - - 4.07 4.69 5.89 6.71
T2 duodeno | - - 6.03 8.71 6.56 8.45
T2 yeyuno | - - 7.67 7.58 5.70 12.90
T2 ileon - - 7.49 8.12 8.07 6.71
T3 duodeno - - 7.98 7.54 10.20 9.70
T3 yeyuno - - 7.33 719 7.18 9.71
T3 ileon - - 9.63 6.59 7.63 7.49
Grafico 4. Crecimiento de microvellosidades TO.
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8.6 Imagenes de la medicién de grietas entre microvellosidades
con relacién a una micra del tejido.

El dia 0 del pollito muestra
microvellosidades pequefias
4.94um por ende las grietas
también son pequeias como
observamos 0.16 um

En el dia 14 las microvellosidades
crecen unas cuantas micras (T1d)
5.41um con amplio espacio 0.55
entre grietas y (T2y) 7.67um
considerado buen crecimiento con
0.15um entre grietas ya que no se

separan mucho es considerado

bueno.
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9. Conclusion

Ya culminado el proceso de pruebas y obtenidos los resultados, comparamos la
tabla 1 con la tabla 2 y sacamos la conclusion de que las Salmonella 'y E. coli en el
ciego de los pollos no se eliminan por completo. Un pollo sin tratamiento
aumentaria un 22% de Salmonella mientras que con probiético T1 disminuy6 un
35,5% y el T3 42,6%. En la E. coli identificando poblacion de bacterias desde el dia
14 al 42 disminuyd un 2% mientras que con Bacillus subtilis T2 disminuye un 6% y
T3 un 7%.

El tracto respiratorio muestra bacterias comunes como Staphylococcus, estos estan
presentes en las mucosas tanto animal como en humanos. Como dato el T1 -13
reflejo la cantidad mas baja de colonias 56 UFC seguido del T3 — 11 con 74 UFC.
Si hicieramos una media entre las concentraciones por tratamiento el T2 = 172
UFC seria el mas alto seguido del T3 =166 UFC; T1=147 UFC y TO =124 UFC.

El sistema gastrointestinal de las aves mejoro notablemente el dia 42 con el T2 108
pero mas con el T3 10" reflejando mayor numero de leucocitos, hematies vy
picoitos, mejor color y aspecto de las heces es decir mas glébulos rojos y blancos.

El antibiograma reflejo que el Trimethoprim/Sulphamethoxazole es sensible a la
Salmonella y resistente al E. coli; La Amoxicilina es sensible a la Salmonella y
media para E. coli; el Chloranphenicol es sensible a la Salmonella y resistente para
E. coli; La Oxytetraciclina es resistente al E. coli y Salmonella; La Ampicilina es
resistente al E. coliy media a la Salmonella.

Mediante los cortes histolégicos, se puede observar que un pollo sin probidtico no
desarrolla sus microvellosidades al maximo mas bien decae y esto causaria
perdida en la conversion para el pollo y perdida de dinero para el inversionista,
recalcando que los tratamientos con Bacillus subtilis obtuvieron mejor crecimiento
de microvellosidades desde el duodeno, yeyuno hasta el ileon.
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10. Recomendaciones

Podemos reducir un 42,6% la poblacion de Salmonella y equilibrar un 7% de E. coli
con una concentracion recomendada de 10"°. Aplicada en el tratamiento 3.

Para el tracto respiratorio y sistema gastrointestinal sin duda el Bacillus subtilis
beneficiaria a los pollos. Recomendando el T3, 10'° con mayor eficacia, siempre y
cuando de la mano de una buena asepsia.

El mal uso de antibidticos puede causar resistencia a patogenos, de los farmacos
utilizados en esta investigacion el unico que puede combatir la Salmonella y E. coli
juntas con mejores resultados es la Amoxicilina.

Para tener mejores resultados de microvellosidades y menos espacios entre grietas
se recomienda una dosificacion de 10" hasta el dia 42 para tener mejor resultado
en el duodeno 51,3% yeyuno 6,8% e ileon 54,5%.

11. Anexos.

Bacillus Subtilis

Escherichia coli
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Figura 1. Cultivo de especies de Bacillis en Agar Sangre. a). B. ficheniformis, b). 8. subrilis
<). B. pumilus y d). B. cereus.
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