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Resumen

Introduccioén. La exposicion de los pollos a bacterias indeseables a través del
contacto con alimentos y materia fecal puede causar alteraciones en el epite-
lio intestinal, los antibioticos promotores del crecimiento han sido utilizados
en las producciones animales, pero el uso indiscriminado, ha llevado a gene-
rar resistencia en la salud humana y animal. Objetivo. Establecer el efecto de
la adicion de Bacillus subtillis sobre la morfométria intestinal en aves expues-
tas al Lipopolisacarido de E.coli. Metodologia. Se utilizaron 144 pollos machos
Avian Cobb500. El periodo experimental tuvo una duracién de 42 dias. Los
animales se alimentaron con una dieta comercial con y sin adicién de anti-
bidtico, LPS y B. subtilis:(DB): Dieta comercial sin la adicidén de antimicrobia-
no, LPS vy B. subtilis, (D2): DB mas Avilamicina, (D3): DB y 1,0ug de LPS/mg,
(D4): DBy B. subtilis (50gr/ton alimento), (D5): DBy 1,0ug de LPS/mg y antimi-
crobiano, (D6): DBy 1,0ug de LPS/mgy B. subtilis. Se realizaron eutanasias los
dias 14, 28, y 42, se disectaron los segmentos intestinales, se procesaron con
la técnica de Hematoxilina-Eosina para medir el alto, ancho de la vellosidad
y profundidad de la cripta. Resultados. Se encuentra diferencia significativa
estadistica (P<0.05), entre las dietas con D3 con los mejores resultados. Con-
clusién. La suplementacion con B. subtilis influye de manera positiva en el
desarrollo de la morfometria en aves que han sido retadas a LPS de E. coli.

Palabras clave: Bacillus, intestinal, microbiota, vellosidad.
Abstract

Introduction. Exposure of chickens to undesirable bacteria through contact
with food and feces can cause alterations in the intestinal epithelium. An-
tibiotic growth promoters have been used in animal production, but indis-
criminate use has led to resistance in human and animal health. Objective.
To establish the effect of the addition of Bacillus subtillis on intestinal mor-
phometry in birds exposed to E. coli lipopolysaccharide. Methodology. 144
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male Avian Cobb500 chickens were used. The experimental period lasted 42
days. Animals were fed a commmercial diet with and without the addition of
antibiotic, LPS and B. subtilis: (DB): Commercial diet without the addition of
antimicrobial, LPS and B. subtilis, (D2): DB plus Avilamycin, (D3): DB and 1.0 ug
of LPS/mg, (D4): DB and B. subtilis (50 g/ton feed), (D5): DB and 1.0 ug of LPS/
mg and antimicrobial, (D6): DB and 1.0 ug of LPS/mg and B. subtilis. Euthana-
sia was performed on days 14, 28, and 42, intestinal sesgments were dissected,
processed with the Hematoxylin-Eosin technique to measure height, villus
width and crypt depth. Results. A statistically significant difference (P < 0.05)
was found between diets with D3 with the best results. Conclusion. Supple-
mentation with B. subtilis positively influences the development of morpho-
metry in birds that have been challenged with E. coli LPS.

Keywords: Bacillus, intestinal, microbiota, villus.

Introduccion

Estd bien documentado que la estructura y
morfologia de las vellosidades juegan un papel
sustancial en la digestién-absorcién de nutrien-
tes en el tracto gastrointestinal, y que dicho pro-
ceso es mas eficiente al aumentar el tamano y
la altura de las vellosidades. Factores ambienta-
les, nutricionales y microbianos, influyen en los
indices productivos y la edad de la reproductora
intervienen en la morfologia de la vellosidades
intestinales. Las Ultimas horas de la fase em-
brionaria, son considerados periodos criticos y
de extrema importancia para el desarrollo de
las aves. Este periodo se caracteriza por la suce-
sion de diferentes eventos fisioldgicos como la
maduracién del sistema digestivo: el aumento,
y desarrollo de las vellosidades; maduracidn de
células intestinales y la produccidn enzimatica;
y por ultimo, el desarrollo del sistema inmuni-
tario

La longitud del intestino se incrementa durante
la primera semana de vida, aun en ausencia de
alimento; en las siguientes dos semanas de vida
en las aves, el intestino tiende a alcanzar parte
de la funcidén digestiva y de absorcidon. La longi-
tud de la vellosidad y la profundidad de las crip-
tas, se relaciona con una mayor superficie de
absorcidn, mejor accién enzimatica que facilita
de esta forma el transporte y asimilacién de los
nutrientes®.

El crecimiento y la salud del tracto gastrointes-
tinal son requisitos claves en la produccién del
pollo de engorde; sin embargo, el medio am-
biente, la nutricidn, los aditivos alimenticios, los
estimulos inmunitarios y el equilibrio de la mi-
crobiota pueden influir en el desempefo de la
produccidon. Por lo anterior, se consideran a las
disfunciones digestivas como los factores mas
limitantes para el rendimiento de esta especie®.

En las producciones avicolas que presentan un
manejo intensivo, las aves son sometidas a dife-
rentes tipos de estrés que provocan desequili-
brio intestinal, caracterizado por el aumento en
las poblaciones patdgenas, como es el caso de
Escherichia coli, Clostridium perfringens, y Sal-
monella®.

Las aves que son expuestas a LPS, muestran
signos de inflamacidén intestinal, la cual se ca-
racteriza por un leve edema multifocal en la
submucosa, infiltracién de algunos heterdfilosy
linfocitos en el lamina propia, y la presencia de
mocoy células epiteliales desprendidas en la luz
intestinal®.

Durante la prohibicién en los sistemas pecua-
rios de los antibidticos como promotores del
crecimiento en algunos paises, se viene pres-
tando mucha atencién a los probidticos como
una alternativa a estos antibioticos. Los probidti-
cos son bacterias beneficiosas con efectos posi-
tivos sobre la salud y la eficacia del crecimiento
de los animales hospederos al mejorar la salud
intestinal”.

Actualmente, los miembros de los géneros Ba-
cillus, Lactobacillus, Enterococcus, Bifidobac-
terium y levadura® se utilizan principalmente
como probidticos en alimentacion de aves tanto
de corral como de engorde y gallinas de postu-
ra. Entre estos microorganismos, los miembros
del género Bacillus sp han sido considerados
como los mas prometedores, debido a la alta re-
sistencia de las esporas a las duras condiciones
del tracto gastrointestinal®’®. Estudios indican
gue la suplementacién dietética de Bacillus po-
dria tener un efecto beneficioso sobre la micro-
biota y la morfologia intestinal, por tanto, mejo-
raria el rendimiento productivo y los indices de
conversiéon alimenticia en animales”. Teniendo
en cuenta lo descrito, el objetivo de esta investi-
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gacién fue establecer el efecto de la adicién de
Bacillus subtillis sobre la morfométria intestinal
en aves expuestas a LPS de E. coli.

Métodos

Consideraciones éticas. Los procedimientos
experimentales se llevaron a cabo siguiendo las
guias propuestas por “The International Guiding
Principles for Biomedical Research Involving
Animals™. Esta investigacion fue avalada por El
Comité Institucional Para El Cuidado Y Uso De
Los Animales-CICUA de la Universidad Nacional
de Colombia, Sede Medellin (CEMED-013. Mayo
04 de 2016).

Localizacién. E| trabajo de campo se llevd a
cabo en la Estacidén Agraria San Pablo, perte-
neciente a la Universidad Nacional de Colom-
bia, Sede Medellin, ubicada en el municipio de
Rionegro, vereda “El Tablacito”, localizado a 2100
msnm, temperatura entre 12 y 18°C, correspon-
diendo a una zona de vida bosque muy hume-
do Montano bajo (bmh-MB).

Animales. 54 pollos machos de un dia de naci-
dos de la linea Avian Cobb 500 se utilizaron, fue-
ron alojados en corrales en piso. El experimen-
to durd 42 dias. La cria se llevd a cabo bajo los
procedimientos experimentales de una granja
comercial.

Manejo Sanitario. Durante la recepcién de las
aves se llevaron a cabo los procedimientos de
preparacion del galpén como se describe a con-
tinuacioén: lavado, limpieza y desinfeccién de las
instalaciones, cortinas, comederos y bebederos;
se realizé control de roedores e insectos con
productos obtenidos en casas comerciales. Las
criadoras fueron encendidas antes de la llega-
da de las aves, con el fin de realizar el precalen-
tamiento del galpdén a 32°C en el momento de
la recepcién de las aves. Durante los 42 dias de
experimentacion se realizd de forma diaria el de
aseo de comederos y bebederos, cambio de la
cama cuando se encontrd sucia o mojada y ma-
nejo de las cortinas dependiendo de la tempe-
ratura del galpon®,

Dietas Experimentales. Los animales se ali-
mentaron con una dieta que contenia suple-
mento de antibidtico, LPS y Bacillus subtilis, y
una dieta sin adicion de antibidtico, las cuales se
suministraron directamente en el alimento de
la siguiente manera:

— Dieta Basal (DB): Dieta comercial sin antimi-
crobiano, LPS y Bacillus subtilis.

Dieta 2 (D2): DB con adicién de antimicro-

20

biano (Avilamicina, 10ppm).

Dieta 3 (D3): DB con adicidén de Bacillus sub-
tilis a razén de 50 ppm.

Dieta 4 (D4): DB con adicién de 1,0ug de
LPS/mg de alimento.

Dieta 5(D5): DB con adicién de 1,0ug de LPS/
mg de alimento y antimicrobiano (Avilami-
cina, 10ppm).

Dieta 6 (D6): DB con adiciéon de1,0ug de LPS/
mg de alimento y Bacillus subtilis (50 ppm).

Se fabricd una dieta multietapa: inicio (1-21 dias)
y finalizaciéon (22-42 dias) que llenaba los reque-
rimientos minimos nutricionales para la linea
comercial (Rostagno et al. 2017). El alimento
utilizado en el estudio estaba libre de antibidti-
cos (excepto la dieta D2 y D5), donde se utilizd
Avilamicina como APC, como se realiza a nivel
comercial. El LPS utilizado en este estudio fue
LPS E. coli, serotipo 0111:B4 (Sigma-Aldrich,Sig-
ma-Aldrich St Louis, MO, EE.UU.). El Bacillus sub-
tilis se utilizé segudn la recomendacién del fabri-
cante, 50 gramos por tonelada de alimento para
garantizar una dosis de 108 UFC. El alimento en
los primeros 21 dias del experimento fue ofreci-
do como alimento denominado de “Iniciacién”y
los siguientes 21 dias se les suministrd a las aves
el alimento denominado de “finalizacion”.

Eutanasias Humanitarias. Durante la fase de
experimentacion se realizaron eutanasias es-
calonadas de las aves de la siguiente forma: los
dias 14, 28, y 42. Todas las aves se sacrificaron 2
horas y 30 minutos después de su Ultima comi-
da. A excepcién del dia 1 donde fue por disloca-
cién cervical. Los animales estuvieron sedados
por inhalacion de Nitrox®, posteriormente, se
llevo a cabo la eutanasia humanitaria con diéxi-
do de carbono durante 3 minutos'.

Evaluacion de Parametros Morfométricos In-
testinales. De las mismas aves mencionadas
anteriormente, se disectaron los segmentos
intestinales utilizando tijeras de diseccién con
punta recta, asi: 2 segmentos de duodeno des-
de el piloro hasta la porcién distal de la vuelta
duodenal, yeyuno desde la porcidn distal del
giro duodenal al diverticulo de Meckel, ileon
desde el diverticulo de Meckel hasta el inicio de
los ciegos)y ciegos, cada uno con una longitud
de 2cm®. Una vez cortadas estas secciones, se
realizé un lavado por infusién con solucién sali-
na fria de cada porcidon removida para eliminar
impurezas y digesta contenida'¥; luego se alma-
cenaron en formol que se encontraba buferado
al 10% hasta su procesamiento.

Después de 48 horas de la colecta, las muestras
obtenidas del intestino delgado se enviaron a
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un laboratorio privado donde se les realizd un
procesamiento histotécnico; donde los tejidos
fueron fijados en formol buferado al 10% por 24
horas, e incluidos en parafina, cortados a 4 um
de espesor los cuales fueron coloreados con He-
matoxilina-Eosina para ser lavados, almacena-
dos en etanol: agua (75:25, viv) de acuerdo con
el método reportado por4' Estos cortes fueron
microdiseccionados para determinar el prome-
dio de la altura y ancho de las vellosidades in-
testinales, como la profundidad y ancho de las
criptas.

Los cortes histolégicos se analizaron cuanti-
tativamente mediante un procesamiento de
imagenes digitales computarizadas, asi: la
identificacion de las zonas tisulares se utili-
z4& un microscopio optico Leica DLMB (Meyer,
Houston, TX, USA), se capturaron las imagenes
correspondientes con una camara para micros-
copia digital instantanea Motican 2300 (Motic,
Hong Kong, China) con una resolucién de 3 me-
gapixeles, en un aumento de 200x y se analiza-
ron dichas imagenes con el software para tra-
tamiento de imagenes Motic Images plus2.0®
(Motic, Hong Kong, China). Para la medicién de
las variables morfométricas, se visualizaron 10
vellosidades y sus criptas por cada campo de
microscopio, de la siguiente manera:

— Altura: desde la base de la vellosidad (lami-
na propia), desde su punto medio se trazd
una linea hasta el apice.

— Ancho: con una linea se unieron los bordes
apicales de las células epiteliales de lados
opuestos, ubicadas aproximadamente en la
mitad de la vellosidad.

También se determind la profundidad y el an-
cho de las criptas intestinales, conforme a lo
descrito previamente*:

— Profundidad: se obtuvieron trazando una li-
nea, o segmentos continuos, desde su aper-
tura hasta el fondo de la misma.

— Ancho: con una linea se unen los bordes
apicales de las células epiteliales ubicadas

en lados opuestos, a nivel de la porcidn me-
dia de la cripta.

Disefo Experimental. El experimento se reali-
z4 con un disefio completamente al azar en un
arreglo de parcelas divididas. Cada animal fue
asignado a una de seis dietas experimentales.
Cada uno de los tratamientos (dieta*edad de sa-
crificio) con un total de 3 repeticiones. Se realizé
el andlisis estadistico segun el procedimiento
GLM (Modelos Lineales Generales) PROC MIXED
del SAS® software, version 9.3 (SAS Institute Inc,,
Cary, NC, USA, 2011).

Las diferencias entre las medias de cada trata-
miento, se determind por LS means (media de
minimos cuadrados) y se analizaron con la prue-
ba de ANOVA. Se utilizé una prueba de Duncan
para detectar significancia (p < 0.05) entre las
medias entre cada tratamiento. En este expe-
rimento no se presentd interaccién estadistica
entre las diferentes dietas, dias de evaluaciéon y
edad para las variables respuesta en el estudio,
por lo tanto, no fue necesario analizar y desglo-
sar dichos factores de manera independiente.

Resultados

Las aves que consumieron cada una de las die-
tas durante el experimento no manifestaron
signo alguno de enfermedad que determinara
Su retiro o eutanasia inmediata, ademas, al nivel
que se fijé el suministro de alimento y agua no
se generaron sobrantes.

Para la dieta DB se presenta diferencia estadis-
tica (P<0,05) para la altura de la vellosidad y los
diferentes segmentos, asi es como D2 y D3 no
presentan diferencias en los segmentos duode-
Nno y yeyuno, pero si hay diferencias estadistica
(P<0,05) al compararlas en el ileon. Para la D4
en comparacion con D5 se presenta diferencia
estadistica (P<0,05) en los segmentos de duo-
deno eileonyentre D5y D6 las diferencias esta-
disticas se presentan en el yeyuno e ileon, datos
(Tabla1).

Tabla 1. Comparacidén de la altura (um) de las vellosidades en los diferentes segmentos intestinales
de aves que consumieron las dietas experimentales.

Altura
Segmento |DB D2 D3 D4 D5 D6 EEM
Duodeno 1317,8 A% 14245 BDX 1481,8 B* [1036,8 ©* 1256,0 A% 1340,8 AP X
Yeyuno 1e8,0AY 1217,8 A 1357,8 BY [964,3 ©* 991,0 &Y 139,3 AY 14,7
fleon 823,8 A% 842,047 908,347 |66538Y 699,8 BC.Z 789,0 ¢7
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Dieta Basal (DB): Dieta comercial sin antimicrobiano, LPS y Bacillus subtilis; Dieta 2 (D2): DB con adicidon de antimicrobiano
(Avilamicina, 10ppm);Dieta 3 (D3): DB con adiciéon de Bacillus subtilis a razéon de 50 ppm;Dieta 4 (D4): DB con adicion de 1,0 pug
de LPS/mg de alimento;Dieta 5(D5): DB con adicién de 1,0 ug de LPS/mg de alimento y antimicrobiano (Avilamicina, 10ppm);-
Dieta 6 (D6): DB con adicion de 1,0 ug de LPS/mg de alimento y Bacillus subtilis (50 ppm).A,B,C,D Dentro de una misma fila,
medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes (P < 0.05). Dentro de una misma fila, medias con un supe-
rindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (P > 0.05).x,y,z Dentro de una misma columna, medias
con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (P<0.05). Dentro de una misma fila, medias
con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (P < 0.05). EEM: Error estandar de la media.

(P<0,05) entre segmento intestinal duodeno a
los dias 1y 42 y donde se reporta mayor longitud
para al dia 28 y 42 al igual que para el yeyuno.

El cambio para la altura en las vellosidades entre
cada una de las dietas y los diferentes segmen-
tos intestinales se presentan en la tabla 2. Se
observa una diferencia estadistica significativa

Tabla 2. Comparacién de la altura (um) por dia de muestreo de las vellosidades en los diferentes
segmentos intestinales.

Segmento 1 14 28 42 EEM
Duodeno 964,0 A% 1238,5 BX* 1318,0 B* 1717,8 &%
Yeyuno 360,0 AY 1069,3 8" 14483 <Y 1681,0 bX 14,7
lleon 271,042 65736872 1036,3 ©* Nn873°0Y

A,B,C,D Dentro de una misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes (P < 0.05). X,Y,Z Dentro
de una misma columna, medias con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (P < 0.05).
EE M: Error estandar de la media.

el segmento intestinal duodeno mostré los va-
lores mas altos en comparacidén con yeyuno e
ileon (figural).

Para esta variable altura de la vellosidad, se en-
contraron diferencia estadistica significativa
entre los diferentes segmentos intestinales en
cada una de las edades de muestreo (P<0,05) y

Figura 1. Comparacion de vellosidades intestinales (um) de pollos de engorde que consumieron las
dietas experimentales.

Dieta Basal (DB): Dieta comercial sin la adicidon de antimicrobiano, LPS y Bacillus subtilis,Dieta 2 (D2): DB mas la adicion de
antimicrobiano (Avilamicina, 10ppm);Dieta 3 (D3): DB mas la adicidon con Bacillus subtilis se adicioné a razén de 50 ppm de
alimento; Dieta 4 (D4): DB mas la adicion de 1,0 ug de LPS/mg; Dieta 5(D5): DB mas la adicion de 1,0 ug de LPS/mg de alimen-
to y antimicrobiano; Dieta 6 (D6): DB mas la adicion de 1,0 ug de LPS/mg de alimento y Bacillus subtilis a razén de 50 ppm
de alimento.

*Presencia de vellosidades en forma de zigzag para las dietas D2,D3,D4.

(P<0,05) entre segmento intestinal y la dieta su-
ministrada, no presentan diferencias significati-
va estadistica (P<0,05) frente a la D2 en compa-
racién con la D3 para duodeno, yeyuno e ileon;

Para la variable ancho de las vellosidades entre
cada una de las dietas y los diferentes segmen-
tos intestinales se presentan en la tabla 3. Se
presenta una diferencia estadistica significativa
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pero si hay diferencias estadisticas entre D3 y
D4, entre D4y D5 no se presentaron diferencias

presenta los mayores valores para esta variable
intestinal en aves con dietas adicionadas con el

(P>0,05) entre las dietas, en D5 con la dieta D6 e Bacillus subtilis .

Tabla 3. Comparacién del ancho (um) de las vellosidades en los diferentes segmentos intestinales
de aves que consumieron las dietas experimentales durante 42 dias

Segmento DB D2 D3 D4 D5 D6 EEM
Duodeno 82,84% | 95068% 96,0 B 73,3 % 76,0 &% 82,8 4%

Yeyuno 785A4% | 82078Y | 8738Y | 595¢Y 63,8 <Y 76,5 A% 112
fleon 6354PY [ 8258Y 78,087 | 498¢7 55,5¢b.z 61,8 Y

Dieta Basal (DB): Dieta comercial sin antimicrobiano, LPS y Bacillus subtilis; Dieta 2 (D2): DB con adicidon de antimicrobiano
(Avilamicina, 10ppm);Dieta 3 (D3): DB con adicion de Bacillus subtilis a razén de 50 ppm;Dieta 4 (D4): DB con adicion de 1,0 pg
de LPS/mg de alimento;Dieta 5(D5): DB con adicién de 1,0 ug de LPS/mg de alimento y antimicrobiano (Avilamicina, 10ppm);-
Dieta 6 (D6): DB con adicion de 1,0 ug de LPS/mg de alimento y Bacillus subtilis (50 ppm).AB<P Dentro de una misma fila,
medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes (P < 0.05). Dentro de una misma fila, medias con un su-
perindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (P > 0.05).*¥? Dentro de una misma columna, medias
con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (P<0.05). Dentro de una misma fila, medias
con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (P < 0.05). EEM: Error estandar de la media.

Con respecto para la variable ancho de la ve-
llosidad se observa diferencia estadistica signi-
ficativa (P<0,05) para duodeno en los distintos
dias de edad, para el segmento yeyuno no se
presenta diferencia (P>0,05) en los dias 14 y 28

y 42 donde no se presentan diferencias (P>0,05),
ademas de presentarse una diferencia estadis-
tica significativa (P<0,05) entre cada segmento
intestinal y dia de sacrificio siendo el dia 28 'y 42
donde se presenta la mayor diferencia.

al igual que el segmento de ileon en los dias 28

Tabla 4. Comparacién de ancho (um) por dia de muestreo de las vellosidades en los diferentes seg-
mentos intestinales.

Segmento 1 14 28 42 EEM
Duodeno 60,04 % 84,8 BX 94,0 &% 98,3 bX

Yeyuno 60,0 AX 712 8Y 75,5 8Y 91,7 &% 112
fleon 3804 64,88 78,2 ¢Y 79,7 ¥

ABCDDentro de una misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes (P < 0.05).
XYz Dentro de una misma columna, medias con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente
(P < 0.05). EEM: Error estandar de la media.

Para la profundidad de la cripta, se presenta di-
ferencia estadistica significativa (P<0,05) a nivel
del duodeno entre cada una de las dietas; entre
la dieta D2 y D3 se presenta diferencia estadis-
tica para esta variable a nivel de los diferentes
segmentos; entre las dietas D4, D5y D6 se pre-
sentan diferencias estadisticas (P< 0,05) en la
profundidad de la cripta para cada segmento

intestinal, como se presenta en la tabla 5. Para
cada segmento intestinal la profundidad de
la cripta presenta diferencias estadisticas (P <
0.05) en los dias de edad de las aves. Al dia 14 y
28 no se presentan diferencias (P>0,05) en los
segmentos yeyuno, ileony ciegos, pero en todos
los segmentos si se observa diferencia (P < 0.05)
al dia 42 de edad.

Tabla 5. Comparaciéon de la profundidad de las criptas (um) en los diferentes segmentos intestinales
de aves que consumieron las dietas experimentales.

Segmento DB D2 D3 D4 D5 D6
58,0 AW 44 4 BW 3516w 63306W 535&8W 48,8 W

EEM
0,66

Duodeno
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Yeyuno 679~% | 5968x | s52cx | 7510x | GE3AEX | E29EBX
fleon 762~Y | 6598 | el5cv | 8270y [ 729%ev Y o066
Ciego N60~% | 101382 | 943cz | 159502 | 142482 | 110787

Dieta Basal (DB): Dieta comercial sin antimicrobiano, LPS y Bacillus subtilis; Dieta 2 (D2): DB con adicidon de antimicrobiano
(Avilamicina, 10ppm);Dieta 3 (D3): DB con adiciéon de Bacillus subtilis a razén de 50 ppm;Dieta 4 (D4): DB con adicion de 1,0 pg
de LPS/mg de alimento;Dieta 5(D5): DB con adicién de 1,0 ug de LPS/mg de alimento y antimicrobiano (Avilamicina, 10ppm);-
Dieta 6 (D6): DB con adicion de 1,0 ug de LPS/mg de alimento y Bacillus subtilis (50 ppm).AB<P Dentro de una misma fila,
medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes (P < 0.05). Dentro de una misma fila, medias con un su-
perindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (P > 0.05).*¥? Dentro de una misma columna, medias
con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (P<0.05). Dentro de una misma fila, medias
con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (P < 0.05). EEM: Error estandar de la media.

Discusion

Existen varios indicadores que describen el fun-
cionamiento intestinal adecuado, entre ellos, la
integridad de las vellosidades, por lo que se re-
portd que al suministrar B. subtilis, no presenta-
ron significancia en las variables altura de vello-
sidadesy profundidad de criptas, lo que sugiere
un efecto positivo de los probidticos para favo-
recer la integridad intestinal y la funcién diges-
tiva®. Lo anterior, puede corroborarse en este
trabajo, ya que las aves que consumieron las
dietas con suplemento de B. subtilis mostraron
no soloun aumento de la alturay en elancho de
las vellosidades, sino, ademas, una disminucion
en la profundidad y ancho de la cripta, frente a
las aves que consumieron la dieta con y sin la
adicion de antibidticos.

La mejora observada en las aves suplemen-
tadas con Bacillus subtilis durante el experi-
mento, puede ser debido a que estos aditivos
benefician al hospedero, generan un equilibrio
microbiano intestinal, y modulan el sistema in-
mune'®. El crecimiento (altura) de las vellosida-
des sugiere un incremento en la superficie de
absorciéon, por ende, un alto aprovechamiento
de los nutrientes disponibles y una mayor efi-
ciencia de la alimentacién ', tal como se evi-
dencié en este estudio donde se desarrollé mas
rapido el duodeno seguido del yeyuno con el
uso de Bacillus subtilis, mejorando la superficie
de absorcion de los nutrientes.

Los grupos de animales que se suplementaron
con B. subtilis, indicaron una maduracién y fun-
cionalmente activo del epitelio intestinal a pe-
sar del desafio con LPS. Esto a su vez, sugiere
un area de superficie aumentada y mejora en la
absorcidn de nutrientes disponible™ lo que po-
dria deberse a que el B. subtilis actua de forma
independiente de la infeccién (LPS) para mejo-
rar asi la salud e integridad intestinal. La suple-
mentacién de B. subtilis a pollos de engorde
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incrementa los parametros de morfometria in-
testinal, como son altura y, area de la cripta®.
Este supuesto es apoyado por la mejora en la
longitud de la vellosidad obtenida con la adicién
de B. subtilis sobre el grupo alimentado con la
DB.

Cada segmento intestinal presenta un desarro-
llo morfomeétrico diferente, es asi como para el
ileon muestra una diferencia estadistica signi-
ficativa con los demas segmentos (p<0,05) en
este estudio, tanto en altura como en ancho de
sus vellosidades. Resultados similares a los que
reportan?®, donde el menor desarrollo de las ve-
llosidades del ileon se relacionan a que la capa
mucosa es mas engrosada con el fin de mejorar
laintegridad de la parte final del intestino delga-
do, ya que impide infecciones causadas por mi-
croorganismos que puedan afectar el desarrollo
y funcionamiento de este segmento intestinal.
Estos resultados son similares a lo evidenciado
en este estudio en relacién con el reto que se
realizd con LPS de E. coli,donde los animales ex-
puestos a LPS mostraron signos de inflamacién
caracterizada por un leve edema multifocal en
la submucosa; infiltracidn de algunos heteréfi-
los y linfocitos en la lamina propiay; la presencia
de mocoy células epiteliales desprendidas en la
luz intestinal®. Estos resultados pueden indicar
que la adicién de B. subtilis en la dieta puede
disminuir estas lesiones debido a los efectos
antimicrobianos y propiedades inmunomodu-
ladoras de este probiético, mejorando la veloci-
dad de regeneracion del epitelio intestinal?.

El intestino es un tejido dindmico y flexible,
debido a su capacidad de alternar las tasas de
proliferacion celular en criptas y la rotacién de
enterocitos, los cuales presentan una tasa de re-
cambio poseclosién de 4 dias para duodeno e
ileon, y de 2 dias en yeyuno; no obstante la velo-
cidad de renovacidn celular en condiciones de
desafio con LPS se incrementa en un 20% con
relacion de las aves no desafiadas %22*3, resul-
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tados que son afines a los presentados en este
trabajo donde se evidencié un mejor desarrollo
del duodeno seguido del yeyuno en aves some-
tidas al reto del LPS de E. coli.

El estado funcional del intestino delgado se ca-
racteriza en parte, por la altura de la vellosidad
y la profundidad de las criptas, ya que estan
relacionadas a una mejor digestién de los nu-
trientes, de hecho, el alargamiento de las vello-
sidades puede brindar una mayor superficie de
absorcidon y mejor accidon enzimatica para facili-
tar de esta forma el transporte y asimilacién de
los nutrientes® se relaciona esto con el uso como
aditivo en la dieta de B. subtilis, ya que esta
asociado a una produccién mayor de enzimas
exdgenas y la generacidén de acidos grasos de
cadena corta, lo que estimula la presentacion
de bacterias acido lacticas en el lumen intesti-
nal?*. En las dietas con inclusion de B. subtilis se
disminuyo eficazmente la inflamacién, genera-
da por la exposiciéon al LPS, restaurando la ho-
meostasis epitelial; la suplementacién con este
Bacillus actUa de manera positiva en el desarro-
llo de la vellosidad y de la cripta intestinal y, por
ende, puede ser considerado como un agente
modificador en beneficio en el desarrollo mor-
fométrico de la mucosa intestinal.

Conclusion

La suplementacién en la dieta con Bacillus sub-
tilis mostré tener un efecto positivo sobre la
morfometria (altura y ancho de las vellosidades;
menor profundidad de la cripta) de los pollos
de engorde, al compararlas con la dieta basal
y con la dieta adicionada con antibidtico como
promotor de crecimiento (Avilamicina).

Se recomienda al Bacillus subtilis, como una al-
ternativa viable para el reemplazo de los APC,
siendo un promotor del desarrollo y madura-
cion intestinal.

Conflicto de Intereses

El manuscrito fue preparado y revisado con la
participacién de todos los autores, quienes de-
claramos que no existe ningun conflicto de in-
tereses que ponga en riesgo la validez de los re-
sultados presentados”.

Financiacion

Este trabajo fue financiado por Colciencias Con-
vocatoria 733, Gobernacion de Boyaca Colombia
y la Universidad Nacional de Colombia sede Me-
dellin.

25

Referencias

1.

Goudarzi, M., Samiei, |, Nanekarani, S., & Nas-
rolahi, F. (2016). The effect of Myrtus com-
munis oil extract on growth performance
and immune responses in Ross and Cobb
strain broilers. Journal of Advanced Agricul-
tural Technologies Vol, 3(1).

AHMADI, M. G.-R. M. M. H. 2017. In ovo fee-
ding of nutrients and its impact on post-hat-
ching water and feed deprivation up to 48
hr, energy status and jejunal morphology
of chicks using response surface models,
(June), 1-12. https://doi.org/10.1111/jpn.12838
J Anim Physiol Anim Nutr (Berl). 2018
Apr;102(2):e806-e817. doi: 10.1111/jpn.12838.
Epub 2017 Nov 13.

Dabbou, S., Gai, F.,, Biasato, I., Capucchio, M.
T., Biasibetti, E., Dezzutto, D,, ... & Schiavone,
A. (2018). Black Soldier Fly Defatted Meal As
A Dietary Protein Source For Broiler Chick-
ens: Effects On Growth Performance, Blood
Traits, Gut Morphology And Histological
Features. Journal Of Animal Science And
Biotechnology, 9, 1-10.

Barrera, M.H.; Rodriguez, S.P.; Torres, G. 2014.
Efectos de la adicién de acido citrico y un
probidtico comercial en el agua de bebida,
sobre la morfometria del duodeno y para-
metros zootécnicos en pollo de engorde.
Orinoquia. 18(2):52-62.

Diaz Carrasco, J. M., Casanova, N. A., & Fer-
nandez Miyakawa, M. E. (2019). Microbiota,
gut health and chicken productivity: what is
the connection?. Microorganisms, 7(10), 374.

Al-Aalim, A. M., Al-ledani, A. A., & Hamad, M.
A. (2021). Study of the effects of Escherichia
coli lipopolysaccharide on innate immuni-
ty: The expression profile of TLR4 and CD14
genes in rat liver. Open Veterinary Journal,
1(4), 771-779.

Kazemi, S. A., Ahmadi, H., & Karimi Torshizi,
M. A. (2019). Evaluating two multistrain pro-
biotics on growth performance, intestinal
morphology, lipid oxidation and ileal micro-
flora in chickens. Journal of Animal Physiol-
ogy and Animal Nutrition, 103(5), 1399-1407.

Guo, M., Wu, F, Hao, G, Qi, Q, Li, R, Li, N,, ...
& Chai, T. (2017). Bacillus subtilis improves
immunity and disease resistance in rabbits.
Frontiers in immunology, 8, 354.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29134685

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

KAHUN. Vol. 1. Octubre de 2024. Bogota D.C., Colombia. ISSN 3028-6697

Al-Khalaifa, H., Al-Nasser, A., Al-Surayee, T,
Al-Kandari, S., Al-Enzi, N, Al-Sharrah, T, .. &
Mohammed, A. (2019). Effect of dietary pro-
biotics and prebiotics on the performance
of broiler chickens. Poultry science, 98(10),
4465-4479,

Kuebutornye, F. K., Abarike, E. D, & Lu, V.
(2019). A review on the application of Bacil-
lus as probiotics in aquaculture. Fish & shell-
fish immunology, 87, 820-828.

Wang, C,, Liu, Y, Sun, G,, Li, X, & Liu, Z. (2019).
Growth, immune response, antioxidant ca-
pability, and disease resistance of juvenile
Atlantic salmon (Salmo salar L.) fed Bacillus
velezensis V4 and Rhodotorula mucilagino-
sa compound. Aquaculture, 500, 65-74.

COUNCIL FORINTERNATIONAL ORGANIZA-
TIONS OF MEDICAL SCIENCES, CIOMS. 2012.
International guiding principles for biomed-
ical research involving animals. Disponible
desde Internet en: https:/grants.nih.gov/
grants/olaw/guiding_principles_2012.pdf
(con acceso el 09/07/2019).

COBB-VANTRESS INC. 2009. Guia de Mane-
jo del Pollo de Engorde. Aviagen. 65p.

Maya-Ortega, C. A, Madrid-Garcés, T. A, &
Parra-Suescun, J. E. (2022). Bacillus subtilis
mejora el desarrollo de dérganos digestivos,
la morfologia del intestino y el rendimien-
to productivo en pollos de engorde. Revista
UDCA Actualidad & Divulgacion Cientifica,
25(2).

Guo, L. X, Nige, F. R, Huang, A. Q,, Wang, R.
N., Li, M. Y, Deng, H. Y, .. & Ji, Y. D. (2021).
Transcriptomic analysis of chicken immune
response to infection of different doses
of Newcastle disease vaccine. Gene, 766,
145077.

Rostagno, H.S.; Albino, L.F.T,; Hannas, M.l
Donzele, J.L.; Sakomura, N.K.; Perazzo, F.G;
Brito, C. DE O. 2017. Tablas brasilenas para
aves y cerdos. Composicion de alimentos y
requerimientos nutricionales. Universidad
Federal de Vicosa. 488p.

Chen, C.,, Wang, Z, Li, J,, Li, VY, Huang, P,
Ding, X, .. &Yin, Y. (2019). Dietary vitamin E
affects small intestinal histomorphology, di-
gestive enzyme activity, and the expression
of nutrient transporters by inhibiting prolif-
eration of intestinal epithelial cells within je-
junum in weaned piglets. Journal of animal

26

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

science, 97(3), 1212-1221.

Li, J;; Li, J.; Zhang, S.Y; Li, R.X;; Lin, X;; Mi, Y.L,
Zhang, C.Q. 2018. Culture and character-
ization of chicken small intestinal crypts.
Poultry Science. 97(5):1536-1543. https://doi.
org/10.3382/ps/pey010

Qiu, P, Ishimoto, T, Fu, L., Zhang, J., Zhang,
Z., & Liu, Y. (2022). The gut microbiota in in-
flammatory bowel disease. Frontiers in cel-
lular and infection microbiology, 12, 733992.

Kazemi, S. A.,, Ahmadi, H., & Karimi Torshizi,
M. A. (2019). Evaluating two multistrain pro-
biotics on growth performance, intestinal
morphology, lipid oxidation and ileal micro-
flora in chickens. Journal of Animal Physiol-
ogy and Animal Nutrition, 103(5), 1399-1407.

Lyte, J. M., Keane, J., Eckenberger, J., Antho-
ny, N., Shrestha, S., Marasini, D., ... & Lyte, M.
(2021). Japanese quail (Coturnix japonica) as
a novel model to study the relationship be-
tween the avian microbiome and microbial
endocrinology-based host-microbe interac-
tions. Microbiome, 9, 1-24.

Sangalli, G. G, Eyng, C,, Spindola, M., Nunes,
R. V., Broch, J.,, Savaris, V. L., .. & Kohler, T. L.
(2021). Performance, bone characteristics,
and physiological parameters of broilers
fed nutrient-restricted diets supplemented
with multicarbohydrase complex associat-
ed with high levels of phytase. Journal of
Applied Poultry Research, 30(2), 100141.

Reicher, N., Melkman-Zehavi, T., Dayan, J.,
Wong, E. A, & Uni, Z. (2022). Nutritional stim-
ulation by in-ovo feeding modulates cellular
proliferation and differentiation in the small
intestinal epithelium of chicks. Animal Nu-
trition, 8, 91-101.

Ciurescu, G., Dumitru, M., Gheorghe, A, Un-
tea, A. E., & Draghici, R. (2020). Effect of Ba-
cillus subtilis on growth performance, bone
mineralization, and bacterial population of
broilers fed with different protein sources.
Poultry science, 99(11), 5960-5971.


https://grants.nih.gov/grants/olaw/guiding_principles_2012.pdf
https://grants.nih.gov/grants/olaw/guiding_principles_2012.pdf
https://doi.org/10.3382/ps/pey010
https://doi.org/10.3382/ps/pey010

