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“Efecto de la aplicación de probióticos y prebióticos sobre parámetros zootécnicos e integridad intestinal de pollos broiler desafiados a Salmonella Infantis.”
Autor: Katherine Victoria Guapás Obando

Tutor: Dr. Christian Vinicio Vinueza Burgos PhD.
[bookmark: _Toc120049125][bookmark: _Toc122426354]RESUMEN
El presente estudio se basó en estudiar los efectos de utilizar el probiótico L. fermentum y el prebiótico P. cruentum sobre los parámetros zootécnicos peso vivo, ganancia de peso diario, consumo diario promedio de alimento, conversión alimenticia, mortalidad e índice de eficiencia europeo; y sobre la arquitectura intestinal de pollos broiler desafiados a S. Infantis. El estudio duró 14 días y se utilizaron 250 pollos broiler de la línea Cobb 500 distribuidos de forma aleatoria en 5 grupos experimentales con 5 réplicas de 10 pollos cada una. Se utilizó la prueba estadística ANOVA y TUKEY con un valor de significancia de p < 0.05. El estudio demostró que los parámetros zootécnicos GPD, CDPA, CA e IEE tuvieron mejores resultados en los grupos experimentales donde se aplicaron los tratamientos de probióticos y prebióticos          comparados con el grupo control. Adicionalmente, los resultados de la histomorfometría evidenciaron que hubo una mejor relación entre la altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas, mayor superficie y mayor     número de células goblet en los grupos tratados con el probiótico y el prebiótico    comparado con el control. En conclusión, el probiótico L. fermentum y la combinación con la microalga P. cruentum puede ser conveniente para desarrollar nuevos tratamientos probióticos/prebióticos destinados al control de los efectos generados por Salmonella.





"Effect of the application of probiotics and prebiotics on zootechnical parameters and intestinal integrity of broiler chickens infected with Salmonella Infantis"
                                                   Autor: Katherine Victoria Guapás Obando

Tutor: Dr. Christian Vinicio Vinueza Burgos PhD.
[bookmark: _Toc120049126][bookmark: _Toc122426355][bookmark: _Toc120049127]ABSTRACT
The present study analyzed the effects of using the probiotic L. fermentum and the prebiotic P. cruentum on the zootechnical parameters of live                                   weight, daily weight gain, average daily feed intake, feed conversion ratio, mortality, and the European Efficiency Index, as well as on the intestinal morphometry of broiler chickens infected with S. infantis. The study lasted 14 days, and 250 broiler chickens from the Cobb 500 line were randomly distributed into five experimental groups with five replicates of 10 chickens each. The ANOVA and TUKEY statistical tests were used with a significance level of p < 0.05. The                                    study showed that the zootechnical parameters GPD, CDPA, CA, and IEE had better results in the experimental groups where the probiotic and prebiotic    treatments were applied compared to the control group. Furthermore, histomorphometry results revealed that the probiotic and prebiotic treated groups had a better relationship between villus height and crypt depth, a larger surface area, and more goblet cells than the control group. In conclusion, the probiotic L. fermentum and its combination with the microalgae P. cruentum may be suitable for developing new probiotic/prebiotic treatments to control the effects of Salmonella.
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[bookmark: _Toc122426356]CAPÍTULO I
1. [bookmark: _Toc120049128][bookmark: _Toc122426357]INTRODUCCIÓN
Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS), son producidas por agentes infecciosos (virus, bacterias, parásitos) y tóxicos que se alojan en alimentos o agua de bebida y son causales de morbilidad y mortalidad a nivel mundial (WHO, 2015). En Ecuador, se describe a Salmonella entérica serovariedad Infantis como uno de los patógenos más relevantes que causan ETAS  (Mejía et al., 2020a). En el país, con corte al 2022, el consumo anual per cápita de aves de corral, incluido pollos broiler, es de 27kg (CONAVE, 2022). Es así como, reducir la diseminación de S. Infantis es imperativo para mantener la inocuidad de los productos avícolas. 
Los reservorios comunes de este patógeno son las carcasas de pollo y otros subproductos de origen animal (Mejía et al., 2020; OMS, 2020). Así mismo, las carcasas pueden contaminarse, en cualquier etapa de la cadena de procesamiento, incluso durante la preparación y cocción (OMS, 2020). 
Ante esta problemática, se busca estrategias para disminuir la contaminación de Salmonella sin usar antibióticos. Algunas de estas alternativas son el uso de probióticos y/o prebióticos que permitan controlar y reducir la contaminación por este patógeno en las granjas avícolas (Redweik et al., 2020) . Dentro de estas opciones se describe la administración de biomasa de microalga como prebiótico, favoreciendo el crecimiento de la microbiota intestinal (Camacho et al., 2019). De igual manera, el uso de probióticos en aves, ha demostrado tener una respuesta favorable en el crecimiento de los pollos de engorde, potenciando la respuesta inmune contra Salmonella y mejorando su arquitectura intestinal (J. M. Herrera et al., 2018; Redweik et al., 2020).
[bookmark: _Toc120049133][bookmark: _Toc122426358]CAPÍTULO II
2. [bookmark: _Toc120049134][bookmark: _Toc122426359]OBJETIVOS
2.1. [bookmark: _Toc120049135][bookmark: _Toc122426360]Objetivo General
Identificar el efecto de la aplicación de probióticos (L. fermentum) y prebióticos (P. cruentum) en pollos broiler desafiados con S. Infantis.

2.2. [bookmark: _Toc120049136][bookmark: _Toc122426361]Objetivos Específicos 
· Cuantificar el impacto del uso de probióticos (L. fermentum) y prebióticos (P. cruentum) en los parámetros zootécnicos (peso, conversión alimenticia y consumo de alimento) de pollos broiler desafiados a S. Infantis.
· Determinar el grado de integridad intestinal de pollos broiler desafiados a S. Infantis a través de un estudio histopatológico.
2.3. [bookmark: _Toc120049137][bookmark: _Toc122426362]Hipótesis
La administración de probióticos (L. fermentum) y prebióticos (P. cruentum), tiene un efecto favorable en la integridad intestinal y en los parámetros zootécnicos de pollos broiler que han sido desafiados con S. Infantis.









[bookmark: _Toc120049138][bookmark: _Toc122426363]CAPÍTULO III
3. [bookmark: _Toc120049139][bookmark: _Toc122426364]MARCO TEÓRICO
3.1. [bookmark: _Toc120049140][bookmark: _Toc122426365]Generalidades
La industria avícola ha tomado relevancia en las últimas décadas, tiempo en el cual la crianza de traspatio de pollos broiler ha experimentado una transición hasta su actual estado como la industria de animales de abasto más importante a nivel mundial (FAO, 2022). Esto es evidente, sobre todo en países en vías de desarrollo como el Ecuador, donde la carne de pollos broiler se ubica como la principal fuente de proteína animal (CONAVE, 2021).
Sin embargo, a la par del crecimiento de esta industria, desde el enfoque productivo y de ¨One Health¨, también se incrementan los desafíos como: intensificar la producción con animales de rápido crecimiento (líneas genéticas), controlar las enfermedades propias de las aves y aquellas zoonóticas asociadas a la producción avícola, mejorar el bienestar animal y también disminuir el desarrollo de la resistencia antimicrobiana por el uso de promotores de crecimiento antibióticos (RAM) (FAO, 2013; M. Herrera et al., 2021).
Es así que, para identificar cómo reacciona el organismo del ave a la interacción con su entorno y los patógenos del mismo, se estandarizó una serie de mediciones o parámetros para evaluar el desempeño de las aves durante su producción. Adicionalmente, la creciente investigación sobre factores que influyen en el desarrollo y funcionamiento del intestino (dieta, probióticos, promotores del crecimiento, patógenos), situó al estudio de la histomorfometría como una técnica útil para dar una aproximación más específica de la arquitectura del intestino. Además, tendría una alta correlación con la eficiencia digestiva, la absorción y la exclusión contra microorganismos (Yamauchi, 2007). Esta evaluación conjunta, es lo que permite que los resultados de estas mediciones se utilicen en estudios de investigación como referencia para cuantificar la eficacia de dietas, tratamientos, entre otros (Abudabos et al., 2018, 2019; M. A. Šefcová, Santacruz, et al., 2021). 
3.2. [bookmark: _Toc120049141][bookmark: _Toc122426366]Anatomía y fisiología del tracto gastrointestinal de las aves
El tracto digestivo de las aves se compone de una serie corta de órganos muy eficientes en el procesamiento de alimentos y absorción de nutrientes (Rodrigues & Choct, 2018a). Se cumplen tres funciones principales: la digestión, la peristalsis y la absorción (Gillespie & Flanders, 2010a). La conformación morfo-fisiológica de las aves comienza con el pico, una estructura queratinizada que recubre los maxilares y que prensa el alimento entero con la ayuda de la lengua, las glándulas salivales y el paladar duro, debido a la ausencia de dientes en la cavidad (Hynd, 2019). El pico se continúa con el esófago y el buche, dos estructuras con presencia de glándulas mucosas que humedecen el alimento, manteniendo lubricado el bolo alimenticio a la vez que proveen un medio para la reserva y regulación del tránsito (Rodrigues & Choct, 2018b).  
El proceso se continúa en el proventrículo, que es el análogo al estómago de los monogástricos (Hristov, 2021a), contiene células cúbicas secretoras de pepsina que realizan una digestión inicial de las proteínas (Al-Saffar & Al-Samawy, 2015; Hristov, 2021b). El alimento prosigue hacia la molleja, o estómago muscular, un órgano grueso y redondo, cuyas paredes producen fuertes movimientos de contracción y trituración, apoyados por el epitelio formado por una capa de tejido córneo en crestas, que maximiza la eficacia del rol de este órgano (Gillespie & Flanders, 2010a). Además, en la molleja también suele encontrarse “arenilla”, un aglomerado de piedras u otros materiales sólidos que contribuye al proceso mecánico en forma similar a dientes. El quimo que pasa hacia el intestino tiene un carácter ácido por las secreciones presentes en el estómago muscular, pero el pH es amortiguado por el bicarbonato proveniente del páncreas (Hynd, 2019). El estómago aviar regula la ingesta de alimentos al influir en el centro de saciedad con señales vagales y humorales  (Denbow & Whitton G.C, 2015).
La digestión continúa en el intestino delgado, que se divide en tres segmentos: duodeno donde se reciben una serie de secreciones (bicarbonato, proteasas, lipasas y polisacaridasas) desde el páncreas. La porción del yeyuno, que termina con el divertículo de Meckel, y el segmento entre el divertículo de Meckel y el comienzo del colon se llama íleon (Hynd, 2019). En el intestino delgado ocurre mayoritariamente la digestión como tal, obteniéndose aminoácidos, azúcares simples y ácidos grasos que también son absorbidos en esta porción anatómica, junto con otros nutrientes como minerales y vitaminas (Gillespie & Flanders, 2010a). 
Hacia los lados del íleon se encuentra la primera porción del intestino grueso, los sacos ciegos, en los que tiene lugar la degradación microbiana del bolo y la fermentación de ácidos grasos de cadena larga a ácidos grasos de cadena corta, los cuales sirven como fuente de energía para el cuerpo, y aquí también se absorben agua y electrolitos, principalmente sodio (Svihus et al., 2013).
La porción colónica es corta y prácticamente solo es una fracción de tránsito hacia la cloaca, un órgano alargado que representa la porción final del sistema digestivo, urinario y del oviducto, siendo una salida común para la excreción de heces, orina y huevos (cuando corresponde) (Gillespie & Flanders, 2010a).
3.3. [bookmark: _Toc120049148][bookmark: _Toc122426367]Histomorfometría
Para el estudio histológico de la arquitectura intestinal, se toman en cuenta parámetros como la medición de las vellosidades (alto, ancho, superficie) y la profundidad de las criptas.  Estas medidas, son un reflejo del área celular disponible para los procesos enzimáticos y de absorción de nutrientes, que están directamente relacionados con el desarrollo del ave (Incharoen et al., 2010). Así también, el conteo de las células Goblet (o caliciformes) es útil para complementar el estudio histológico (Duangnumsawang et al., 2021; Militaru et al., 2019).
3.3.1. [bookmark: _Toc120049149][bookmark: _Toc122426368]Histología del intestino delgado de las aves
El intestino delgado se compone de tres partes. El duodeno, que se extiende desde la parte proximal del estómago hasta el final del páncreas. El yeyuno, que es el área desde el final del duodeno hasta el divertículo de Meckel. Y, el íleon que está entre el divertículo de Meckel y el comienzo del colon. 
Según (Konig, 2008)  la organización histológica del intestino consta de cuatro capas, que desde su parte interna a la externa son: mucosa, submucosa muscular y serosa.
3.3.1.1. [bookmark: _Toc120049150][bookmark: _Toc122426369]Capa mucosa.
Formada por su capa epitelial, lámina propia y una capa muscular. La capa epitelilal está compuesta por una sola capa de células cilíndricas llamadas enterocitos. Cada enterocito tiene un núcleo ubicado en la base y está cubierto con numerosas microvellosidades ubicadas en la superficie luminal, que forma el borde del borde en cepillo, el cual aumenta la superficie de absorción de las células (Zhang et al., 2019).
3.3.1.2. [bookmark: _Toc120049151][bookmark: _Toc122426370]Vellosidades intestinales.
La capa mucosa del intestino está organizada en vellosidades y criptas. Las vellosidades están formadas por enterocitos maduros provenientes de las criptas, están orientadas hacia la luz del intestino y son una prolongación de la propia capa mucosa. Estas se van encogiendo a lo largo del intestino y desaparecen por completo al nivel de la cloaca (Zhang et al., 2019). 
La relación entre la altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas es un parámetro efectivo para evaluar el funcionamiento intestinal y se considera como indicador crucial de la salud gastrointestinal, ya que está vinculado a una mayor capacidad de absorción de nutrientes, lo que podría ser reflejado en etapas posteriores de la vida de los pollos ya que cuando esta relación aumenta la digestión y la absorción mejoran (Wilson et al., 2018).
3.3.1.3. [bookmark: _Toc120049152][bookmark: _Toc122426371]Criptas de Lieberkühn.
Las criptas de Lieberkühn se forman por la invaginación del epitelio de las vellosidades y están conformadas en su base por células madre con alta capacidad de proliferación para auto renovación del epitelio, ya que después de la división mitótica, estas células migran a la superficie de las vellosidades y después de cumplir su función, se desprenden hacia la luz intestinal (Pandit et al., 2018). Además, de estas células madre también se diferencian las celúlas de Paneth, goblet y enteroendócrinas (Pandit et al., 2018).
3.3.1.4. [bookmark: _Toc120049153][bookmark: _Toc122426372]Células Goblet o Caliciformes.
Las células goblet o caliciformes, están dispersas entre el revestimiento epitelial. Tienen una parte superior expandida en forma de barril y una parte basal estrecha en la que se encuentra el núcleo (Zhang et al., 2019). El citoplasma está lleno de gotitas de mucina, una glicoproteína de alto peso molecular. Estas mucinas forman un gel intestinal que actúa como capa protectora viscosa y se sabe que juega un papel importante durante la infección por microorganismos patógenos (McGuckin et al., 2011, Biasato et al., 2018)Haga clic o pulse aquí para escribir texto.Al observar preparaciones histológicas teñidas con tinción estándar de hematoxilina-eosina, las células goblet son visibles como vacuolas vacías (Zhang et al., 2019). 
3.3.2. [bookmark: _Toc120049156][bookmark: _Toc122426373]Generalidades de Salmonella spp
 El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Morfológicamente son bacilos sin cápsula, anaerobios facultativos y móviles, a excepción S. Pullorum y S. Gallinarum, que son las dos especies generalmente reconocidas como más patogénicas en aves (Jabib et al., 2015; Velhner et al., 2018). En cuanto a su taxonomía, Salmonella tiene solamente dos especies, S. enterica y S. bongori (esta última afecta únicamente a animales acuáticos). A su vez, S. enterica tiene seis subespecies, siendo “entérica” la más importante debido a que agrupa la mayoría de los serotipos existentes. A fin de facilitar la nomenclatura, solo se emplea el género y el serotipo, por ejemplo S. Infantis en lugar de S. enterica subsp. enterica serotipo Infantis (Gul et al., 2016; Jabib et al., 2015).
3.3.3. [bookmark: _Toc120049157][bookmark: _Toc122426374]Interacciones de Salmonella con el huésped
El género Salmonella no forma parte de la microbiota de las aves y generalmente ingresa a los planteles avícolas por contaminación cruzada o por transmisión desde otras especies (aves silvestres, palomas, roedores) (Cocciolo et al., 2020; Gast, 2013). Una vez que el microorganismo se instaura en el ambiente, la transmisión horizontal se mantiene a través de la vía oro-fecal por contaminación del agua o alimento con heces de aves infectadas (Cocciolo et al., 2020; Gast, 2013).
Esta bacteria es capaz de colonizar el intestino del ave cuando se encuentra en grandes concentraciones y supone una interacción con los receptores tipo Toll de los enterocitos y células dendríticas, estimulando la producción de citoquinas proinflamatorias, incluyendo IL-1B, IL 8, IL7, TNFα, entre otras (Crhanova et al., 2011)
Esta activación del sistema inmune influye de forma negativa en los procesos fisiológicos del ave, teniendo en cuenta que el tracto gastrointestinal tiene la función de digestión y absorción de nutrientes (ácidos grasos, minerales y vitaminas). Cualquier alteración a este nivel repercutirá en el desarrollo del ave ya que, altera la permeabilidad del enterocito, afectando el transporte iónico y aumentando el consumo de energía endógena para mantener dichos procesos inmunológicos (Awad et al., 2017; Gillespie & Flanders, 2010b).
Sin embargo, con serotipos distintos al Pullorum y Galliranum, esta respuesta inicial decrece paulatinamente hasta volverse ineficiente, permitiendo al patógeno alojarse en el intestino, convirtiendo al ave en un reservorio. Esto refleja el hecho de que el sistema inmune del ave puede volverse tolerante a la exposición a varios serovares de Salmonella que no se consideran patógenos para ellas (Crhanova et al., 2011)
Así también, Salmonella puede alterar la arquitectura histológica de las vellosidades del intestino delgado, disminuyendo la superficie de absorción para nutrientes y afectando la conversión alimenticia de forma negativa (Abudabos et al., 2018). Esto a su vez, afecta la capacidad de desarrollo y crecimiento del ave, inducido por el daño en la mucosa intestinal, llegando a causar pérdidas mortales, afectando el rendimiento del lote y diseminándose al ambiente a través de la materia fecal o desechos biológicos mal manejados (McNaughton et al., 2020).
3.3.4. [bookmark: _Toc122426375]Salmonella Infantis
El serovar Infantis no se considera un patógeno para las aves y por ende no se ha descrito cómo interactúa específicamente con estas. Sin embargo, se podría considerar que tiene efectos perjudiciales para la producción (Japón, 2019) ya que, utiliza a los planteles avícolas como reservorio y biorreactor para su población alcanzando una prevalencia en Ecuador del 83.9% en pollos de engorde  (Gul et al., 2016; Velhner et al., 2018; Vinueza-Burgos et al., 2016). 
Una de las principales formas de diseminación de este patógeno es en las carcasas de pollos broiler, llegando a la población que lo consume, causando desde cuadros digestivos autolimitantes, infecciones de piel y tejidos blandos, hasta infecciones sistémicas en humanos (Abebe et al., 2020). El problema se complica en la terapéutica de estos casos debido a la RAM asociada a este serotipo, porque incluye a antibióticos de primera línea, antibióticos de uso intrahospitalario como las cefalosporinas de tercera generación y desinfectantes (FAO, 2013). Por este motivo, el control de la salmonelosis y del uso de promotores de crecimiento antimicrobiano en la industria avícola, es crucial para evitar las pérdidas productivas, además de reducir el posible impacto zoonótico que acarrean la diseminación de sus serotipos, principalmente S. Typhimurium, S. Enteritidis y en el medio ecuatoriano el serotipo Infantis (Mejía et al., 2020b; Vinueza-Burgos et al., 2019b).
3.3.5. [bookmark: _Toc120049158][bookmark: _Toc122426376]Impacto de Salmonella Infantis en la Salud Pública y la Avicultura
Salmonella spp. se encuentra distribuida a nivel mundial. En Europa y Brasil los serovares más prevalentes son S. enteritidis (Campioni et al., 2021; EFSA & ECDC, 2019), en Colombia se reporta prevalencia de S. entérica IIIb (19%) , Virchow (9.5%) y Bredeney (14.3%)  (Castañeda-Salazar et al., 2019) y en Ecuador, el serovar Infantis representa el 83,9% de aislados en pollos de engode. (Drauch et al., 2020; Mejía et al., 2020; Vinueza-Burgos et al., 2016).
Desde la perspectiva de la salud pública y la avicultura, esta incidencia emergente de S. Infantis es una problemática compleja ya que está asociada a un manejo sanitario ineficiente en los planteles avícolas y en las plantas de faenamiento, llegando también a encontrarse en las carcasas de pollo listas para el consumo humano. (Japón, 2019; Kalaba et al., 2017). 
3.4. [bookmark: _Toc120049159][bookmark: _Toc122426377]Tratamientos alternativos para mejorar parámetros productivos e   histomorfometría intestinal. 
Dentro de las estrategias a analizar en la producción aviar, se destacan el uso de prebióticos, probióticos y simbióticos (asociación de pre y probióticos).  Dentro de las ventajas que presentan, se destaca la facilidad y bajo costo de la producción de biomasa de prebiótico, sobre todo si se emplea organismos autótrofos unicelulares (algas), asociadas al mejoramiento de la producción y la inmunidad aviar (Al-Khalaifah, 2018; Rodriguez & Molina, 2021). Caso similar con la producción de probióticos (bacterias) que presentan rápido crecimiento y requerimientos nutricionales mínimos. Por otra parte, al ganar nicho, el probiótico disminuye la adherencia de bacterias potencialmente patógenas mejorando el aprovechamiento y la respuesta inmune (Al-Khalaifah, 2018; Jeni et al., 2021)
3.4.1. [bookmark: _Toc120049160][bookmark: _Toc122426378]Probióticos y prebióticos.
Los probióticos se definen como microorganismos vivos que, en concentraciones adecuadas, son capaces de tener efectos beneficiosos (Walker, 2008). Su efectividad puede estar atribuida a las especies bacterianas utilizadas (FAO & WHO, 2006). Los principales tipos de probióticos utilizados en la industria avícola incluyen a los géneros Lactobacillus, Bacillus, Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus, Weissella entre otros (Hernandez-Patlan et al., 2020; Khan et al., 2020). 
Los mecanismos de acción de los probióticos incluyen la producción de ácidos orgánicos de cadena corta, modulación del sistema inmune y producción de metabolitos que impiden la colonización y/o replicación de patógenos (Mohamed E. et al., 2020). En este sentido, reducen la carga bacteriana no deseada sin inducir una presión selectiva que acelere la RAM (Awad et al., 2009; Torres & Zarazaga, 2002). También modula positivamente el sistema inmune e induce cambios morfológicos en el intestino ya que estimula el proceso mitótico de las células en diferenciación en la región entre la vellosidad y la cripta (Puente et al., 2019). Este efecto hiperplásico aumenta la altura de las vellosidades y a su vez aumenta la superficie de absorción de nutrientes, siendo prometedor para el ámbito productivo (Yaqoob et al., 2021).
Los prebióticos son aquellos aditivos naturales o ingredientes alimenticios que no pueden ser digeridos en la parte superior del tracto gastrointestinal (estómago glandular y muscular), pero que pueden ser utilizados por el microbioma y también por probióticos como Lactobacillus spp. favoreciendo la salud del hospedador al regular la respuesta inmune y disminuir la colonización de patógenos (Ricke, 2021). 
Algunos de los prebióticos utilizados en la producción avícola son: Fructooligosacáridos; Galactooligosacáridos ; Mananoligosacáridos; Cultivos de Levaduras, Fuentes de fibra como la alfalfa y las biomasas de microalgas (Ginzberg et al., 2000a; Rodriguez & Molina, 2021).

3.4.1.1. [bookmark: _Toc120049161][bookmark: _Toc122426379]Lactobacillus fermentum.
Es una especie que se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza. Son bacilos gram positivos, anaeróbicos o microaerófilos, no formadores de esporas que pertenecen al género Lactobacillus. Pueden ser aislados de materiales vegetales fermentados, productos lácteos y contenidos intestinales de aves de corral (Nielsen et al., 2007).
Para el estudio del efecto in vivo de L. fermentum, se utilizan modelos experimentales con animales (ratones de laboratorio, aves de corral), donde se ha descrito que: disminuye la capacidad de colonización de patógenos, modula la inhibición de mediadores proinflamatorios (Rodríguez-Nogales et al., 2017). En estudios más recientes enfocados a la producción avícola, se ha descrito que favorece la ganancia de peso de las aves durante la crianza y también que es capaz de mantener los parámetros productivos dentro de valores estándar de aves desafiadas a Campylobacter coli y C.jejuni (M. A. Šefcová, Larrea-álvarez, et al., 2021; Šefcová 2020 ).
3.4.1.2. [bookmark: _Toc122426380] Porphyridium cruentum.
El prebiótico P. cruentum es organismo acuático fotosintético denominado microalga roja (Guiry, 2012). Estos organismos han sido considerados relevantes dada su capacidad de sintetizar compuestos como: ácidos grasos polinsaturados, polifenoles, aminoácidos esenciales, proteínas, pigmentos y varios polisacáridos, sin embargo, aún no hay información suficiente que indique los efectos de su uso en pollos broiler ya que en su mayoría han sido utilizados como materia prima para la formulación de balanceados para alimentación de peces y otros animales. (Coudert et al., 2020).
Según el reporte de M. A. Šefcová, et al., (2021), el alga roja Porphyridium cruentum es considerada la más prometedora para su uso en balanceados ya que, puede sintetizar y secretar altas cantidades de polisacáridos sulfatados, lípidos y ácidos grasos poliinsaturados, los cuales son reconocidos como importantes antioxidantes, antiinfalamatorios y agentes citotóxicos (Erol et al., 2020a; Ricke, 2021)
En este estudio analizaremos los efectos de la biomasa de Porphyridium cruentum como prebiótico y Lactobacillus fermentum como probiótico sobre las características morfológicas del intestino de pollos broiler y sus parámetros de zootécnicos (ganancia de peso, consumo de alimento y conversión alimenticia) ante una infección con S. Infantis.

















[bookmark: _Toc120049164][bookmark: _Toc122426381]CAPÍTULO IV
4. [bookmark: _Toc122426382]MATERIALES Y MÉTODOS
4.1. [bookmark: _Toc120049166][bookmark: _Toc122426383]MATERIALES Y DISEÑO EXPERIMENTAL
4.1.1. [bookmark: _Toc120049167][bookmark: _Toc122426384] Método y modelo para el análisis
Los datos fueron recolectados en esquema análogo y digital de la siguiente forma:
· Peso corporal (PC): se utilizaron 5 carpetas de diferentes colores, en las cuales constaron plantillas con el número del ave y pesos corporales recolectados: el día de la llegada, día 1, día 2, día 3, día 4,  y los días posteriores a la infección (dpi): día 5 (1 dpi), día 7 (3 dpi), día 11 (7 dpi), día 14 (10 dpi). 
· Temperatura y Humedad: se usó un cuaderno de anotaciones con datos generales y registros individuales de cada grupo, donde constaron ítems como temperatura, humedad y observaciones adicionales.
· Administración y pesaje de alimento: se usó un cuaderno de anotaciones general donde se registró la cantidad de alimento que debía administrarse por día junto con cantidad de biomasa de microalga pre calculada y el pesaje del sobrante del día anterior. 
· Mortalidad: se utilizaron 5 carpetas de diferentes colores que pertenecían a cada grupo experimental, en las cuales constaron plantillas con el número de replicado y un espacio designado para registrar la mortalidad diaria.
· Platilla Excel donde se recolectaron los siguientes datos: 
· Peso corporal (PC).
· Ganancia de Peso Corporal (GPC).
· Consumo de Alimento Promedio (CAP).
· Conversión alimenticia (CA).
· Ganancia de peso diaria (GPD).
· Consumo diario promedio de alimento (CDPA)
· Mortalidad (M)
· Índice de eficiencia europeo (IEE)
· Registro fotográfico de las actividades de campo.
· Registro fotográfico de histomorfometría y contaje de células goblet.
· Platilla Excel donde se recolectaron los siguientes datos: 
· Alto de las vellosidades (AV) en µm.
· Ancho de las vellosidades (AnV) en µm 
· Superficie (S) en mm 2.
· Profundidad de las criptas (PfCr) en µm.
· Contaje de células goblet (CG) por cada 100 células epiteliales. 
4.2. [bookmark: _Toc120049168][bookmark: _Toc122426385]Diseño de investigación
El diseño de la investigación fue de tipo experimental y transversal.
4.3. [bookmark: _Toc120049169][bookmark: _Toc122426386]Comité de ética
Todos los procedimientos experimentales se realizaron siguiendo las pautas de manejo animal especificadas por la Agencia de Regulación y Control Fitosanitario y de Sanidad Animal (AGROCALIDAD, resolución técnica n. 0017). El estudio fue aprobado por el Comité de Ética sobre el Uso de Animales en Investigación y Docencia de la Universidad San Francisco de Quito (USFQ) (número de referencia: 2020-008).
4.4. [bookmark: _Toc120049170][bookmark: _Toc122426387]Factores de estudio
· VD: Parámetros zootécnicos: peso corporal, ganancia de peso diaria, consumo diario promedio de alimento y conversión alimenticia) e histomorfometría, incluyendo el conteo de las células goblet. 
· VI: Aplicación de probióticos (L. fermentum CCM 7514) y prebióticos (P. cruentum) a los pollos de los diferentes grupos experimentales que fueron desafiados a S. Infantis.
4.5. [bookmark: _Toc120049171][bookmark: _Toc122426388]Descripción de la zona de estudio
El estudio se llevó a cabo por un total de 15 días en el Centro Experimental Uyumbicho “CEU” de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Central del Ecuador (UCE), ubicado en la parroquia de Uyumbicho perteneciente al cantón Mejía provincia de Pichincha, Ecuador (23 km al sudeste de Quito). Y en el laboratorio de Histopatología de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Central del Ecuador (UCE), mismo que se encuentra ubicado en las calles Jerónimo Leiton y Gilberto Gato Sobral, cantón Quito, provincia de Pichincha, Ecuador. 
4.6. [bookmark: _Toc120049172][bookmark: _Toc122426389]Población objetivo
Se obtuvieron un total de 250 pollos de engorde (COBB 500) de 1 día de edad, de un proveedor nacional. A su llegada, los pollos fueron pesados ​​y distribuidos aleatoriamente en cinco grupos experimentales, asegurándose de que el peso fuera similar en todos.
4.7. [bookmark: _Toc120049173][bookmark: _Toc122426390]Cepas bacterianas y biomoasa de microalga                        
La cepa liofilizada de L. fermentum CCM7514 (suministrada por la Czech Culture Collection, Brno, República Checa), aislada de intestino de pollos domésticos, se suspendió en 1 ml de solución salina y se cultivó a 37 °C durante 48 h en De Mann–Rogosa–Sharpe (MRS) agar (Merck, Alemania) a pH 5,65 en una cámara de anaerobiosis (BBL GasPak Plus, Albany, NY, EE. UU.). Después de la incubación, colonias positivas, presentaron una coloración blanquecina (Figura Xi). Seis colonias de la placa fueron seleccionadas e inoculadas en 50 ml de caldo MRS para ser incubadas a 37 °C por 24 horas. Subsecuentemente, se agregaron al cultivo 450 ml de caldo MRS repitiendo el paso de incubación. Posteriormente, se realizó la centrifugación del cultivo a 4°C, 2268 x g por 45 minutos. La resuspensión del sedimento se realizó en 50 ml de solución salina y la determinación del número de bacterias se realizó preparando diluciones decimales.  
[image: ]
[bookmark: _Hlk118235890]Figura 1 . Crecimiento positivo en agar MRS.
Fuente: (M. Šefcová, et al., 2020).
La cepa U1068s de Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis (S. Infantis), aisladas del contenido cecal proveniente de ciegos de pollos, fue obtenido del cepario de la Unidad de Investigación de Enfermedades Transmitidas por Alimentos (UNIETAR). La cepa se la reconstituyó en agar selectivo diferencial Xylosa, Lysina, Desoxicolato (XLD), a 37 °C por 24 horas. Un crecimiento positivo se evidenció con un crecimiento de colonias con un centro negro y bordes regulares y delgados (Figura Yi). Para la generación de la biomasa, se incubó una colonia típica en agua tamponada con peptona (como cultivo líquido) a 37 °C durante 18-24 h con agitación constante. La biomasa recuperada se centrifugó a 500 × g durante 45 minutos para su concentración. La resuspensión del sedimento se realizó en solución salina (NaCl, 5%) hasta obtener una OD600 de 1,0.
[image: ]
[bookmark: _Hlk118235907]Figura 2. Crecimiento positivo en agar XLD.
Fuente: (Corrales-Martinez et al., 2022)
El polvo liofilizado de la microalga P. cruentum, fue adquirido de Necton S.A., Olhão, Portugal (https://necton.pt/consultado el 2 de junio de 2021). P. cruentum pertenece al Filo Rhodophyta, que contiene clorofila a como α y β carotenos, luteína y zeaxzantina. Adicionalmente, estos organismos producen pigmentos hidrosolubles como ficobilinas. CITA 28 29. Esta biomasa posee 35% de proteína bruta, 5% de grasa bruta y 31% de ceniza bruta, lo que le sugiere un valor nutricional potencialemente alto para las aves. 
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Descripción generada automáticamente]
Figura 3. Polvo liofilizado de la microalga P. cruentum de Necton.
Fuente: (La autora,2022).
4.8. [bookmark: _Toc120049174][bookmark: _Toc122426391]Adecuación del galpón
A cada grupo experimental se le asignó a un corral separado y se dividió en cinco subgrupos (denominados I, II, III, IV y V) de diez pollos cada uno. Se utilizó viruta de madera dura para cubrir el piso de los corrales, la cual fue sometida a un proceso de desinfección con formol. 
De acuerdo con la disposición estructural del mismo, se utilizó 5 cuadrantes aislados entre sí, adecuados con criadoras de gas conectadas con mangueras a una red de tuberías cerrada, alimentada por 3 tanques de 15kg c/u. 
Para garantizar la bioseguridad y la esterilidad de los galpones, se realizó un proceso de limpieza y desinfección que consistió en barrer y retirar cualquier resto de materia orgánica, posteriormente se desinfectó el piso y paredes con amonio cuaternario y cloro, 7 días y 1 día antes de la recepción de los animales. 
4.9. [bookmark: _Toc120049175][bookmark: _Toc122426392]Diseño de investigación
4.9.1. [bookmark: _Toc120049176][bookmark: _Toc122426393]Organización de los grupos experimentales
Los individuos se organizaron en grupos, dependiendo del tratamiento aplicado y sus controles correspondientes de la siguiente manera (Tabla 1).




[bookmark: _Hlk118235927]Tabla 1. 
Esquema de distribución de los grupos experimentales y sus respectivos subgrupos.
	Control
	Lf
	SI
	Lf+SI
	Lf+SI+Pb

	Subgrupo I.
N° P. = 10
	Subgrupo I.
N° P. = 10
	Subgrupo I.
N° P. = 10

	Subgrupo I.
N° P. = 10

	Subgrupo I.
N° P. = 10


	Subgrupo II.
N° P. = 10
	Subgrupo II.
N° P. = 10

	Subgrupo II.
N° P. = 10

	Subgrupo II.
N° P. = 10

	Subgrupo II.
N° P. = 10


	Subgrupo III.
N° P. = 10
	Subgrupo III.
N° P. = 10

	Subgrupo III.
N° P. = 10

	Subgrupo III.
N° P. = 10
	Subgrupo III.
N° P. = 10


	Subgrupo IV.
N° P. = 10
	Subgrupo IV.
N° P. = 10

	Subgrupo IV.
N° P. = 10

	Subgrupo IV.
N° P. = 10

	Subgrupo IV.
N° P. = 10


	Subgrupo V.
N° P. = 10
	Subgrupo V.
N° P. = 10

	Subgrupo V.
N° P. = 10

	Subgrupo V.
N° P. = 10

	Subgrupo V.
N° P. = 10



Nota. Lf, Lactobacillus fermentum; SI, Salmonella Infantis, Pb, P. cruentum; N°P, número de pollos. 
Cada grupo constó de 5 subgrupos de 10 pollos cada uno, dando un total de 50 individuos por grupo, lo que a su vez resulta en 250 individuos para la totalidad del estudio. 
La unidad experimental (UE) tuvo que cumplir correspondientes condiciones:
· Estar colocada de forma independiente en las condiciones experimentales. 
· Las condiciones experimentales tuvieron que ser aplicadas a cada UE.
· La UE no debió ser influenciada entre sí misma.
Por esta razón, para los datos de peso corporal, ganancia de peso diaria, consumo diario promedio de alimento y conversión alimenticia se consideró cada subgrupo como UE, n=5. Ya que, las variables que se midieron para evaluar los parámetros zootécnicos pudieron ser influenciadas por otro individuo del mismo grupo (Ej. durante el consumo de alimento en el comedero).
En tanto que, para los datos de histomorfometría intestinal y contaje de células goblet se consideró a un individuo como UE, correspondiente a los 10 animales por grupo (2 pollos por cada subgrupo escogidos al azar) n=10. Ya que, las variables a evaluar histomorfométricamente hacen referencia a un órgano interno (intestino delgado), el cual no pudo ser influenciado por otro individuo del mismo subgrupo (Lazic et al., 2018).
4.9.2. [bookmark: _Toc120049177][bookmark: _Toc122426394]Condiciones de alojamiento y manejo de animales 
La humedad relativa se mantuvo alrededor de 50 a 70%. Se implementó un régimen de luz continua (intensidad 30–40 Lux) durante las primeras 24 horas del experimento. A partir del día 2, hasta que los animales pesaron entre 130 y 180 g, el régimen de luz cambió a 23 horas de luz y 1 hora de oscuridad. Posteriormente, se mantuvo un régimen de 18 horas de luz (intensidad 5-10 Lux) seguidas de 6 horas de oscuridad hasta el final del experimento. El galpón fue regularmente ventilado y la temperatura se tomó cada 6 horas de todos los grupos y sus subgrupos con un termómetro infrarrojo y 2 termómetros de piso, uno en el primer cuadrante y otro en el último cuadrante, los cuales también recolectaban los datos de humedad ambiental. La temperatura se mantuvo entre 30 a 32 °C durante la primera semana; a partir del día 7 se disminuyó 2 °C por semana. El día 7 se mantuvo entre 28 y 30 °C y el día 14 entre 25 y 27 °C. Para todos los procesos se tomó como guía, los lineamientos del manual de crianza de la línea genética COBB 500 (Cobb-Vantress 2021).
4.9.3. [bookmark: _Toc119404872][bookmark: _Toc119526769][bookmark: _Toc119527276][bookmark: _Toc119527580][bookmark: _Toc119527919][bookmark: _Toc119528220][bookmark: _Toc119528363][bookmark: _Toc119530513][bookmark: _Toc119530605][bookmark: _Toc119530992][bookmark: _Toc119531291][bookmark: _Toc119531388][bookmark: _Toc119531500][bookmark: _Toc119531595][bookmark: _Toc119531834][bookmark: _Toc119570383][bookmark: _Toc120049178][bookmark: _Toc122426395]Administración de los tratamientos
Se administró individualmente por vía oral, una suspensión de la bacteria probiótica L. fermentum CCM 7514 (109 UFC por 0,2 ml de la solución salina) a los individuos de los grupos Lf, Lf+SI y Lf+SI+Pb del día 1 hasta el día 7 del período experimental, como previamente fue descrito (M. Šefcová, Larrea-Álvarez, Larrea-Álvarez, Karaffová, et al., 2020; M. Šefcová, Larrea-Álvarez, Larrea-Álvarez, Revajová, et al., 2020; M. A. Šefcová, Larrea-álvarez, et al., 2021). (citas).
El día 4, se administró individualmente por vía oral, una suspensión de S. Infantis (107 UFC por 0,1 ml de la solución salina) a los individuos de los grupos SI, Lf+SI y Lf+SI+Pb. La concentración de la cepa bacteriana y su la administración fue basada en el estudio previo de Berndt etal., (2007). Se aplicó solución salina (0,1 ml) individualmente por vía oral a los animales del grupo control en cada etapa del tratamiento. Para la administración de la biomasa de microalga P. cruentum, se calculó 1% por 1 kg de dieta basal y se administró junto con la dieta en el grupo Lf+SI+Pb durante los primeros siete días del experimento. La cantidad de biomasa de microalga fue basada en los estudios previos de El-Bahr et al., (2020) y Šefcová et al., (2021). El esquema está detallado en la Tabla 2. 
Tabla 2. 
Esquema de administración de tratamientos a los grupos experimentales. 
	Día
	Control
(N° P 50)
	Lf
(N° P 50)
	SI
(N° P 50)
	Lf+SI
(N° P 50)
	Lf+SI+Pb
(N° P 50)

	Llegada
	 NT
	NT
	NT
	NT
	NT

	1 – 3 d
	0,1 ml
Solución salina 

	109 UFC/0,2ml
L. fermentum 
	0,1 ml
Solución salina 

	109 UFC/0,2ml
L. fermentum 
	109 UFC/0,2ml
L. fermentum 
+ 
1% de P. cruentum en DB

	4 d

	0,1 ml
Solución salina 

	109 UFC/0,2ml
L. fermentum 
	0,1 ml
Solución salina 
+ 
107 UFC/0,1 ml
S. Infantis

	109 UFC/0,2ml
L. fermentum 
+ 
107 UFC/0,1 ml
S. Infantis 
	109 UFC/0,2ml
L. fermentum 
+ 
107 UFC/0,1 ml
S. Infantis 
+ 
1% de P. cruentum en DB

	5 – 7 d
(1 – 3 dpi)
	0,1 ml
Solución salina 

	109 UFC/0,2ml
L. fermentum 
	0,1 ml
Solución salina 

	109 UFC/0,2ml
L. fermentum 

	109 UFC/0,2ml
L. fermentum 
+ 
1% de P. cruentum en DB

	8 – 14 d
(4 – 10 dpi)
	NT
	NT
	NT
	NT
	NT

	15 d
(11 dpi)
Muestreo
	N° P 10

	N° P 10

	N° P 10

	N° P 10

	N° P 10


	Nota. Lf, L.fermentum; SI, S. Infantis; Pb,  P. cruentum; N° P, número de pollos; NT, ningún tratamiento; UFC, unidades formadoras de colonias; dpi, días post infección; DB, dieta basal.



Los animales recibieron alimento comercial obtenido de un proveedor de alimentos nacional, sin antibióticos, probióticos ni coccidiostáticos (Tabla 3). Las aves tuvieron acceso constante a alimento y agua ad libitum durante todo el período experimental. Se limpiaron comederos y bebederos, todos los días, una vez al día en la mañana y posteriormente a la infección con S. Infantis se añadió a la desinfección de los comederos el amonio cuaternario.




	Tabla 3.  

	Componentes del alimento y composición de las dietas de inicio (0-8 días) y crecimiento (9-14 días) para pollos COBB 500. 

	Ingredientes (%)
	Iniciador 
	Crecimiento

	Maíz molido
	52.99
	57.23

	Harina de soya 
	36.3
	32.07

	Carbonato cálcico 
	1.52
	1.49

	Fosfato monocálcico 
	1.07
	0.82

	Cloruro de sodio  
	0.31
	0.26

	Grasa cruda (vegetal) 
	7.4
	7.71

	Antimicótico 
	0.10
	0.08

	Secuestrador de Micotoxinas
	0.05
	0.05

	Antioxidantes
	0.02
	0.02

	Fitasa 
	0.01
	0.01

	1Premezcla de vitaminas y minerales 
	0.23
	0.26

	Especificaciones nutricionales

	2ME Kcal/kg dieta
	2975
	3025

	Lisina digestible (%)
	1.22
	1.12

	Metionina digestible + cisteína (%)
	0.91
	0.85

	Metionina digestible (%)
	0.46
	0.45

	Treonina digestible (%)
	0.83
	0.73

	Valina digestible (%)
	0.89
	0.85

	Isoleucina digestible (%)
	0.77
	0.72

	Arginina digestible (%) 
	1.28
	1.18

	Triptófano digestible (%)
	0.20
	0.18

	Proteína bruta (%)
	21.50
	20.00

	Ca (%)
	0.90
	0.84

	P disponible (%)
	0.45
	0.42

	El (%)
	0.23
	0.16

	Cl (%)
	0.22
	0.19

	K (%)
	0.95
	0.72

	Colina (mg/kg)
	500
	400

	Ácido linoléico (%)
	1.00
	1.00


Nota. 1Premezcla vitamínica incorporada en cada kg de dietas basales: Vitamina A 10.000 UI; vitamina D3 5000 UI; vitamina E 80 UI (inicial), 50 UI (crecimiento); vitamina K 3 mg; vitamina B1 3 mg (iniciador), 2 mg (crecimiento); vitamina B2 9 mg (iniciador), 8 mg (crecimiento); vitamina B6 4 mg (iniciador), 3 mg (crecimiento); vitamina B12 0,02 mg (iniciador),  0,015 mg (crecimiento); Biotina 0.15 mg (iniciador), 0.12 mg (crecimiento); Ácido pantoténico 15 mg (iniciador), 12 mg (crecimiento); Ácido fólico 2 mg. Premezcla mineral incorporada en cada kg de dietas basales: Mn, 100 mg; Zn, 100 mg; Fe, 40 mg, Cu, 15 mg, I, 1 mg, Se, 0,35 mg.  2ME, energía metabolizable.

4.10. [bookmark: _Toc120049179][bookmark: _Toc122426396]METODOLOGÍA
4.10.1. [bookmark: _Toc122426397]Parámetros zootécnicos
4.10.1.1. [bookmark: _Toc120049181][bookmark: _Toc122426398]Intervalos de tiempo. 
Se tomaron en cuenta los días después del desafío con la bacteria S. Infantis: 
1. Intervalo: inicio el día 5 (1 dpi); final el día 7 (3 dpi). 
2. Intervalo: inicio del día 7 (3 dpi); final el día 11 (7 dpi).
3. Intervalo: inicio el día 11 (7 dpi); final el día 14 (10 dpi). 
4. Intervalo: inicio el día 5 (1 dpi) y final el día 14 (10 dpi).
4.10.1.2. [bookmark: _Toc120049182][bookmark: _Toc122426399]Peso corporal.
El peso corporal de todos los individuos se midió en gramos y fue registrado el día de la llegada al galpón, asegurando que no había diferencias significativas entre ellos para así conformar los cinco grupos con sus cinco subgrupos respectivos. Posteriormente se registraron los pesos del día 1, 2, 3, 4, 5 (1 dpi), 7 (3 dpi), 11 (7 dpi) y 14 (10 dpi) utilizando una balanza digital. Se obtuvo un promedio diario y uno general de los datos de peso de los grupos experimentales (n=5) y, aquellos pertenecientes a los días post infección (dpi) fueron usados para el cálculo de la ganancia de peso corporal (GPC) durante el intervalo de tiempo correspondiente. 
·    
La ganancia de peso diaria (GPD) en cada intervalo de tiempo se calculó usando la siguiente fórmula.
· 
4.10.1.3. [bookmark: _Toc120049183][bookmark: _Toc122426400]Consumo de alimento.
En base al Manual de crianza de la línea genética COBB 500 (Cobb Vantress, 2018), se calculó la ración de alimento diario necesario para los animales alojados en cada grupo. A través del uso de una balanza digital se pesó el alimento en gramos al inicio del día y se lo colocó en los comederos. Al día siguiente, se pesó el residuo o sobrante y a través de una resta, se obtuvo el consumo de alimento diario (CAD) en gramos. Estos datos, a su vez fueron utilizados para calcular el consumo de alimento promedio (CAP) por animal en cada subgrupo, dividiendo el CAD por el número de animales en cada subgrupo.
· 

El consumo diario promedio de alimento (CDPA) se calculó utilizando los valores del consumo de alimento acumulado, el cual se obtiene sumando la ingesta diaria por subgrupo durante los días del intervalo correspondiente. Luego, este valor se dividió para el número de animales en cada subgrupo y se multiplicó por el número de días correspondientes al intervalo. 
· 

La conversión alimenticia (CA) en cada intervalo de tiempo se calculó a través de la siguiente fórmula. 
·     
Las fórmulas usadas para calcular los parámetros zootécnicos fueron basadas en el estudio previo (Omar et al., 2020).
4.10.1.4. [bookmark: _Toc122426401][bookmark: _Toc120049184]Mortalidad
	La mortalidad se registró en las plantillas físicas de cada grupo durante la duración del estudio. Esa información fue colocada en una plantilla digital para ser evaluados estadísticamente. Los cadáveres de los pollos muertos fueron mantenidos en fundas rojas para ser autoclavados y posteriormente desechados. 
4.10.1.5. [bookmark: _Toc122426402]Índice de Eficiencia Europeo 
Con los valores de peso, conversión alimenticia y mortalidad, se calculó el Índice de Eficiencia Europeo (IEE). Esta información se colocó dentro de la base de datos digital para evaluarla estadísticamente. El IEE se calculó con la siguiente fórmula:


4.10.2. [bookmark: _Toc120049185][bookmark: _Toc122426403][bookmark: _Toc119531299]Toma de muestras de tejido
4.10.2.1. [bookmark: _Toc120049186][bookmark: _Toc122426404]Eutanasia.
Se designó un área en el Centro Experimental Uyumbicho, donde al día 15 (11 dpi), en la mañana, se seleccionaron dos individuos al azar de cada subgrupo, en total diez individuos por grupo experimental (n=10). Se les otorgó un código y pasaron al procedimiento de eutanasia. Se utilizó aturdimiento por electrocución y posterior desangramiento, cortando las venas yugulares. Luego, se procedió a colocar las carcasas en un baño de amonio cuaternario para eliminar contaminantes externos y continuar con la toma de muestras.  
4.10.2.2. [bookmark: _Toc120049187][bookmark: _Toc122426405]Muestreo.
Los individuos fueron colocados de cúbito dorsal y a través de la incisión con un bisturí se abrió la piel a la altura de la línea media ventral desde la intersección de las mandíbulas hasta la sección pelviana (Rojas Mencio, 2014). Una vez se retiró la piel, se expusieron los músculos pectorales y otras estructuras anatómicas. Se incidió el borde ventral del esternón en dirección bilateral externa hasta llegar a las intersecciones costocondrales (Martínez Acevedo L., 2012). Después, se retiró el esternón a través del corte de las costillas para poder observar los órganos internos. Se separó el intestino del omento y se lo expuso en su totalidad sobre la bandeja de necropsia. Una vez identificados los segmentos, se cortaron muestras de duodeno, yeyuno e íleon, utilizando una tijera iris (Rojas Mencio, 2014).
Para la muestra de duodeno, se cortó un pedazo de 3cm de la curvatura duodenal. En la muestra de yeyuno, se tomó un pedazo de 3 cm, justo antes de llegar al divertículo de Meckel. Finalmente, la muestra de íleon se tomó de un pedazo de 3cm, de la porción que se encuentra entre los dos ciegos (J. M. Herrera et al., 2018). 
Con la tijera iris se cortó longitudinalmente los pedazos seccionados para poder lavarlos en solución salina (0.9%) estéril y así poder eliminar cualquier residuo. Posteriormente se colocaron estos segmentos en formol al 10% para conservar las estructuras durante 48 horas (J. M. Herrera et al., 2018). 
4.10.2.3. [bookmark: _Toc120049188][bookmark: _Toc122426406] Limpieza.
[bookmark: _Toc119531004][bookmark: _Toc119531303][bookmark: _Toc119531400]Terminada la fase experimental, se recolectaron los desechos en dos grupos: Infectados y no infectados. Dentro del grupo de desechos infecciosos, se incluyó la cama, sangre, carcasas de pollos infectados con S. Infantis, fundas, bandejas, batas, guantes y cualquier implemento utilizado para manipular a los pollos inoculados. Estos fueron autoclavados y desechados de manera segura. Adicionalmente, las instalaciones e insumos (bebederos y comederos), se desinfectaron cada 2 días con amonio cuaternario y cloro durante 3 sesiones, eliminando así el riesgo biológico para futuras crianzas. Posteriormente se realizó un cultivo de las superficies para confirmar la ausencia de Salmonella. 
4.10.3. [bookmark: _Toc120049189][bookmark: _Toc122426407][bookmark: _Toc119531305][bookmark: _Toc119531402][bookmark: _Toc119531512][bookmark: _Toc119531607][bookmark: _Toc119531846][bookmark: _Toc119570395][bookmark: _Toc119531306][bookmark: _Toc119531403][bookmark: _Toc119531513][bookmark: _Toc119531608][bookmark: _Toc119531847][bookmark: _Toc119570396][bookmark: _Toc119531307][bookmark: _Toc119531404][bookmark: _Toc119531514][bookmark: _Toc119531609][bookmark: _Toc119531848][bookmark: _Toc119570397][bookmark: _Toc119531308][bookmark: _Toc119531405][bookmark: _Toc119531515][bookmark: _Toc119531610][bookmark: _Toc119531849][bookmark: _Toc119570398][bookmark: _Toc119531309][bookmark: _Toc119531406][bookmark: _Toc119531516][bookmark: _Toc119531611][bookmark: _Toc119531850][bookmark: _Toc119570399][bookmark: _Toc119531310][bookmark: _Toc119531407][bookmark: _Toc119531517][bookmark: _Toc119531612][bookmark: _Toc119531851][bookmark: _Toc119570400][bookmark: _Toc119531311][bookmark: _Toc119531408][bookmark: _Toc119531518][bookmark: _Toc119531613][bookmark: _Toc119531852][bookmark: _Toc119570401][bookmark: _Toc119531312][bookmark: _Toc119531409][bookmark: _Toc119531519][bookmark: _Toc119531614][bookmark: _Toc119531853][bookmark: _Toc119570402][bookmark: _Toc119531313][bookmark: _Toc119531410][bookmark: _Toc119531520][bookmark: _Toc119531615][bookmark: _Toc119531854][bookmark: _Toc119570403][bookmark: _Toc119531314][bookmark: _Toc119531411][bookmark: _Toc119531521][bookmark: _Toc119531616][bookmark: _Toc119531855][bookmark: _Toc119570404][bookmark: _Toc119531315][bookmark: _Toc119531412][bookmark: _Toc119531522][bookmark: _Toc119531617][bookmark: _Toc119531856][bookmark: _Toc119570405][bookmark: _Toc119531316][bookmark: _Toc119531413][bookmark: _Toc119531523][bookmark: _Toc119531618][bookmark: _Toc119531857][bookmark: _Toc119570406][bookmark: _Toc119531317][bookmark: _Toc119531414][bookmark: _Toc119531524][bookmark: _Toc119531619][bookmark: _Toc119531858][bookmark: _Toc119570407]Análisis Histomorfométrico
4.10.3.1. [bookmark: _Toc120049190][bookmark: _Toc122426408]Preparación de las placas histológicas.
Las placas histológicas se procesaron en el Laboratorio de Histopatología de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Central del Ecuador. 
Las muestras se deshidrataron mediante lavados en serie con alcohol etílico (70-100 %), se diafanizaron con xilol y finalmente se incluyeron en bloques de parafina. Estos bloques se cortaron en tres secciones longitudinales de cuchillas de 5 μm de espesor utilizando un micrótomo rotatorio (Leica RM2235, Wetzlar y Mannheim, Alemania) y se tiñeron con hematoxilina y eosina (tinción HE) (M. A. Šefcová, Santacruz, et al., 2021). 
4.10.3.2. [bookmark: _Toc120049191][bookmark: _Toc122426409]Medición de vellosidades.
Con el uso del microscopio con lente objetivo 4x y su cámara con aumento de 10x, se tomaron 4 fotos con 6 vellosidades de cada una de las placas histológicas y sus correspondientes segmentos, duodeno, yeyuno e íleon. Posteriormente, con el programa Motic Images Plus 2.0 (Motic, Hong Kong, China) se midió el alto de la vellosidad, desde la punta hasta la base y el ancho de estas con una medición transversal en la punta y la base, seguido por la medición de la profundidad de las criptas desde la base de la punta de la cripta, hasta su base (Nain et al., 2012).
4.10.3.3. [bookmark: _Toc120049192][bookmark: _Toc122426410]Cálculo de la superficie intestinal.
Teniendo en cuenta que la vellosidad es una estructura anatómica tridimensional, en forma de cilindro, se calculó su superficie a través de la siguiente fórmula (Nain et al., 2012).

4.10.3.4. [bookmark: _Toc120049193][bookmark: _Toc122426411]Conteo de las células goblet.
Con el uso del microscopio con el lente objetivo de 40x y su cámara con aumento de 10x, se tomó la foto de la base de una microvellosidad donde se puedan diferenciar las células goblet. Se realizó un conteo de células goblet por cada 100 células epiteliales (Militaru et al., 2019).
4.10.3.5. [bookmark: _Toc120049194][bookmark: _Toc122426412]Recolección de los datos histomorfométricos.
Se prepararon placas de los segmentos duodeno, yeyuno e íleon de las unidades experimentales de sus respectivos grupos (n=10). De cada placa se identificaron y midieron 24 vellosidades. De todas las mediciones realizadas se guardaron las imágenes para organizar una galería de fotos. Conjuntamente se identificó la base de las mismas vellosidades medidas anteriormente y se contabilizó el número de células goblet por cada 100 células epiteliales. Los valores numéricos con los valores de las respectivas mediciones y el conteo de las células goblet se organizaron en una plantilla Excel para realizar un promedio por individuo y usar estos datos para el análisis estadístico (n=10). 
4.11. [bookmark: _Toc120049195][bookmark: _Toc122426413]Análisis estadístico
El análisis estadístico fue realizado a través de la prueba estadística ANOVA y TUKEY, utilizando el programa de análisis estadístico R®.
[bookmark: _Toc120049196][bookmark: _Toc122426414]CAPÍTULO V
5. [bookmark: _Toc119570416][bookmark: _Toc122426415]RESULTADOS
5.1. [bookmark: _Toc119570417][bookmark: _Toc122426416]Análisis de los parámetros zootécnicos
El peso corporal de los pollos se registró antes y después de la infección con S. Infantis. Se evidenció que en el día 1 sí hubo una variación significativa (p<0.05) del grupo Lf+SI con el grupo Control y Lf, y a su vez el grupo con la microalga tuvo diferencias comparado con el grupo control y SI. Así mismo, al día 14 (10 dpi) del experimento, se encontró que el grupo Lf+SI+Pb tuvo un peso significativamente menor (p<0.05) que los grupos control, Lf, y SI. El análisis del peso de todos los días del experimento se encuentra detallado en el Anexo 1 y 2. 
De igual manera, se analizaron los parámetros GPD, CDPA y CA en 4 intervalos de tiempo, los cuales se encuentran detallados en el Anexo 3. En este análisis, donde el intervalo 4 recopila todo el periodo post infección, no hubo cambios significativos entre los grupos control, Lf, SI y Lf+SI en ningún parámetro zootécnico analizado. En tanto que, en el grupo Lf+SI+Pb se determinó menor ganancia de peso diaria comparando con el grupo SI, mientras los demás parámetros se mantuvieron sin cambios (Anexo 3).
La mortalidad también se evaluó y se encontró que no hubo cambios significativos durante del periodo antes de la infección (del día 1 hasta el día 4 del experimento). Sin embargo, después del desafío con S. Infantis (de 1 dpi al 10 dpi) se evidenció que hubo mayor mortalidad en el grupo SI, comparado con todos los demás grupos experimentales (Anexo 4). 
Se analizó el IEE de los grupos durante el periodo post infección (del 1 dpi al 10 dpi) donde se evidenció que no existe una diferencia estadísticamente significativamente entre los grupos experimentales y el grupo control (Figura 4).



Figura 4.
Cálculo del Índice de Eficiencia Europeo (IEE). 
[image: Gráfico, Gráfico de cajas y bigotes

Descripción generada automáticamente]
Nota. El gráfico representa el IEE de las aves pertenecientes a cada grupo experimental desde el día 5 (1 dpi) al 14 (10 dpi), después de la infección con S. Infantis. El análisis estadístico se realizó con la prueba ANOVA Y TUKEY con un nivel de significancia de p < 0.05, obteniendo un p- value de 0.17. La simbología: Lf, L.fermentum; SI, S. Infantis; Pb, P. cruentum, dpi: días post infección.
5.1. [bookmark: _Toc119570418][bookmark: _Toc122426417]Análisis de Histomorfometría
En los segmentos del intestino delgado, la interacción con S. Infantis no influenció la altura de las vellosidades comparado con el grupo control. La administración del L. fermentum, por otra parte, aumentó la altura de las vellosidades en los segmentos de duodeno y yeyuno. Los pollos expuestos al probiótico tuvieron vellosidades más altas comparado con el grupo Control y el grupo infectado con S. Infantis (SI).  En el yeyuno, se pudo evidenciar los beneficios del probiótico, incluso en la presencia de S. Infantis.  El grupo tratado con los dos microorganismos (Lf+SI), aumentó la altura de las vellosidades en el íleon, sin embargo, no se observaron efectos cuando la bacteria probiótica fue administrada de forma individual (Lf) (Anexo 5). 
En el duodeno y yeyuno, las aves del grupo Lf, mostraron una mayor superficie comparado con el grupo Control y el grupo infectado con S. Infantis. En el yeyuno, esta mejora fue observada también en el grupo con probiótico y prebiótico incluso en la presencia de S. Infantis. En el íleon, la aplicación simultánea del probiótico y, prebiótico más probiótico, ambos con S. Infantis, resultó en valores más altos de superficie comparados con el Control. Así mismo el grupo con ambas bacterias también tuvo mayor superficie que el grupo Lf (Figura 5).  
La profundidad de las criptas, en el duodeno, fue mayor en el grupo SI, comparado con el grupo Control y Lf. En el íleon, el grupo Control, tuvo mayor profundidad de criptas comparado con los grupos infectados con SI (Anexo 5). 
El ratio AV/PfCr en el duodeno e íleon, fue menor para el grupo SI comparado con el Control y los grupos con L. fermentum y P, cruentum. Además, en el duodeno el grupo con las dos bacterias tuvo mayor ratio comparado con el grupo Lf+SI+Pb (Figura 5).
Del mismo modo, el número de células goblet en el duodeno, yeyuno e íleon aumentó en animales con ambas bacterias comparado con grupo SI. En el duodeno y yeyuno, se registraron valores más altos en el grupo con el probiótico y también con el prebiótico que en Control. En el yeyuno e íleon el   grupo con microalga tuvo mayor contaje de células goblet que los grupos C, Lf y SI (Figura 5).  Estos resultados, en conjunto estarían asociados a un efecto protector y beneficioso de los tratamientos probióticos y prebióticos en la arquitectura intestinal de las aves, ante una infección con Salmonella.




	
Figura 5
Análisis de histomorfometría intestinal: Superficie (S), Ratio entre Altura de vellosidades y Profundidad de las criptas (AV/PfCr Ratio) y conteo de células goblet (CG) de duodeno, yeyuno e íleon, de los cinco grupos experimentales.
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Nota. Resultados del efecto de la aplicación de L. fermentum, P. cruentum y S. Infantis sobre la arquitectura del intestino delgado. Los valores de los promedios de los grupos experimentales y su error estándar están representados en un diagrama de barras y pestañas. La simbología: * indica diferencia significativa con el grupo Control,  ▬ indica diferencia con el grupo Lf ;▲ indica diferencia con el grupo SI;  ○ indica diferencia con el grupo Lf+SI. Lf, L.fermentum; SI, S. Infantis; Pb, P. cruentum, AV, Altura de vellosidades; PfCr Profundidad de criptas; S, Superficie; AV/ PfCr Ratio, Ratio entre Altura de vellosidades y Profundidad de las criptas; CG, Células goblet.
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6. [bookmark: _Toc122426419]DISCUSIÓN
S. Infantis se ha convertido en un serovar de importancia en el sector de la producción avícola en Ecuador y su diseminación es considerada relevante para la salud pública (Japón, 2019). Varios estudios ya se han enfocado en probar diferentes opciones para disminuir la colonización de S. Infantis en aves, a través del uso de probióticos y prebióticos, buscando reemplazar a los promotores de crecimiento de tipo antimicrobiano y que además puedan aportar al desarrollo del crecimiento del ave. Sin embargo, no se encontró información disponible que evalúe el efecto de S. Infantis sobre la arquitectura intestinal, debido a que no es considerada un patógeno invasivo específico de las aves en comparación con otros serovares. No obstante, en Ecuador esta serovariedad representa el 83,9% de aislados en pollos de engorde, por lo que su estudio se considera relevante (Berndt et al., 2007; Vinueza-Burgos et al., 2016). En este contexto, el objetivo de esta investigación fue evaluar los efectos del uso conjunto de probióticos (L. fermentum) y prebióticos (biomasa de microalgas P. cruentum) sobre los parámetros zootécnicos y la arquitectura intestinal de pollos broiler desafiados con S. Infantis.
Durante el tiempo de este estudio, la combinación entre Lactobacillus fermentum, Salmonella y P.cruentum aplicada en los primeros días de vida de pollos de engorde, no tuvo ningún efecto al final del experimento sobre la ganancia diaria de peso, consumo diario promedio de alimento y conversión alimenticia, comparados con el grupo control. Estos hallazgos concuerdan con los resultados obtenidos por Šefcová, Larrea, et al. (2021), quienes también utilizaron el probiótico mencionado y no tuvieron efectos sobre los parámetros zootécnicos evaluados. Sin embargo, el grupo con microalga tuvo menor peso vivo al final del experimento comparado con el grupo control, lo que concuerda con el estudio de Ginzberg et al., (2000) que también utilizó la biomasa de P. cruentum al 5% y 10% obteniendo pesos menores al grupo control. Esto podría estar asociado a la alta cantidad de polisacáridos que produce la microalga, que actúan como fibra dietética pudiendo inducir saciedad en el ave y también por el consumo de energía endógena producto de un sistema inmune activo por la infección con Salmonella (Awad et al., 2017; Ginzberg et al., 2000). 
Sin embargo, el tiempo del estudio también puede haber influido, ya que Šefcová, Santacruz, et al. (2021), en una investigación previa, utilizaron el prebiótico P. cruentum durante 30 días obteniendo resultados favorables sobre el peso corporal comparado con el grupo control a partir del día 21. 
Al evaluar la mortalidad de los grupos experimentales se evidenció que durante el periodo post infección, las aves del grupo SI tuvieron mayor mortalidad que el grupo control y que el grupo con probiótico y prebiótico, lo cual no ocurrió durante el periodo anterior al desafío con S. Infantis. Esto se relaciona con lo descrito en la literatura, la cual indica que si bien S. Infantis no se considera un patógeno aviar, es capaz de activar el sistema inmune de las aves a través de su adhesión a las células epiteliales del intestino y su interacción con la microbiota (Awad et al., 2017). Esta interacción, aumenta el consumo de energía endógena y puede disminuir la capacidad de desarrollo de las aves, llegando incluso a causar la muerte en individuos con un sistema inmune ineficiente o dejándolos débiles al punto de no poder competir con sus congéneres por los recursos (Crhanova et al., 2011), lo cual fue evidente en la evaluación de este parámetro en el actual estudio. 
Para sopesar el efecto de la mortalidad en cada réplica del estudio sobre el resto de los parámetros zootécnicos se utilizó el Índice de Eficiencia Europeo (IEE). Los promedios de este índice no tuvieron diferencias estadísticamente significativas comparadas con el grupo control, lo cual también se pudo evidenciar en el estudio de Osorio et al,(2010), donde el IEE de aves tratadas con probióticos (Enterococcus faecium, Pediococcus acidilactici, Bifidobacterium animalis, Lactobacillus salivarius y Lactobacillus reuteri) no tuvieron diferencias significativas con el grupo control. A pesar de que en el estudio de Osorio et al, (2010), las aves fueron evaluadas a los 42 días de edad, esta investigación no realizó desafíos con patógenos como Salmonella. Por este motivo, el impacto del desafío con S. Infantis podría ser mejor evaluado en aves de mayor edad (probablemente edad de finalización de producción).
En el análisis de la histomorfometría intestinal, L. fermentum, como muchas otras especies de Lactobacillus, ha demostrado ser útil para mejorar la arquitectura intestinal de pollos de engorde (Gyawali et al., 2022; Šefcová, Larrea-álvarez, et al., 2021; Wang et al., 2021). De hecho, en el presente estudio esta especie probiótica mejoró la relación de la altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas en el duodeno, yeyuno e íleon . Esto está asociado a que la síntesis microbiana de productos fermentados (p. ej., ácidos grasos), modula la proliferación del epitelio intestinal (Koh et al., 2016), y la exposición a las bacterias ácido-lácticas han demostrado acelerar el movimiento del eje cripta-vellosidades de los enterocitos intestinales mediante la activación de integrinas receptoras de colágeno, aumentando así el tamaño de las vellosidades intestinales (Matur, 2012). Así también se ha demostrado que los ácidos grasos ꞷ-3 de P. cruentum son capaces de mejorar la morfología intestinal en pollos broiler al intensificar los efectos descritos por probióticos como Lactobacillus (Alagawany et al., 2019).
Por otra parte, S. Infantis tuvo un efecto negativo en la arquitectura de las criptas intestinales del duodeno e íleon (Awad et al., 2006). Las criptas más profundas se han relacionado con una regeneración activa de las vellosidades, producto de la destrucción de estas ante la colonización de Salmonella (Bogucka et al., 2019). Este proceso resulta en un aumento del metabolismo, necesario para la renovación del epitelio. (Criado-Mesas et al., 2021) Es así que, criptas más profundas indican un menor número de células maduras, disminuyendo la utilización del alimento (Deng et al., 2021).  
En el análisis de la superficie intestinal, S. Infantis no modificó este parámetro en comparación con los animales del grupo control. Por otro lado, los valores medidos del grupo SI, fueron más bajos que los encontrados en los pollos tratados con el probiótico y prebiótico, lo que concuerda con otros estudios en los que se ha desafiado aves con Salmonella (Aljumaah et al., 2020; M. Šefcová, Larrea-Álvarez, Larrea-Álvarez, Karaffová, et al., 2020; M. A. Šefcová et al., 2021; Thiam et al., 2021). 
Este efecto beneficioso encontrado en el grupo con los tratamientos está asociado a las propiedades antes mencionadas de las bacterias ácido-lácticas y así también a los efectos que tienen las grasas, proteínas y oligosacáridos de P. cruentum. Esta microalga acumula ácidos grasos ꞷ-3 como el ácido decosahexaenóico (C22:ꞷ-6) e isopentaenoico (C22:ꞷ-5) (Alagawany et al., 2019; Asgharpour et al., 2015); compuestos que son conocidos por su alto valor nutricional en la producción animal. Adicionalmente, P. cruentum produce, zeaxantinas y luteínas (Casas-Arrojo et al., 2021; Erol et al., 2020b). Las luteínas activan la absorción intestinal, aumentando la superficie de la vellosidad. Así también las zeaxantinas promueven procesos metabólicos que ayudan a la altura de las vellosidades intestinales (Csernus et al., 2020).
En este estudio, también se evidenció que la administración de L. fermentum y P.cruentum aumentó el número de células goblet en el yeyuno e íleon en comparación con el grupo control, a pesar de la infección por S. Infantis. Estos hallazgos concuerdan por lo descrito en otros estudios donde el uso de L. reuteri que promueve el recuento de células epiteliales, y a partir de esta proliferación y diferenciación, se da un aumento de células goblet (Xie et al., 2019). Así mismo P. cruentum ha demostrado aumentar el recuento de células goblet en el intestino delgado (Šefcová, et al., 2021). 
De hecho, en pollos expuestos a ambas bacterias (Lf+SI), el recuento de células goblet observado fue elevado; pudiendo asociarse este resultado a la capacidad proliferativa y de diferenciación ya mencionada de Lactobacillus, lo que demuestra la utilidad de estos tratamientos para evitar una posible disfunción de la barrera intestinal causada por la colonización de Salmonella. Este hallazgo es de importancia ya que las células goblet forman parte de la superficie luminal y producen grandes cantidades de una glicoproteína llamada mucina 2 (Johansson, 2016; Kong et al., 2018). 
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7. [bookmark: _Toc119570422][bookmark: _Toc122426421]CONCLUSIONES
En los parámetros zootécnicos GPD, CDPA, CA e IEE a esta edad no se identificó un efecto superior de los tratamientos propuestos comparados con el control, los efectos a nivel histológico si son visibles, por lo cual, la evaluación de todo en conjunto podría analizarse también a una edad mayor de las aves.
La inclusión de probióticos y prebióticos mejoró la arquitectura intestinal evaluada según el ratio entre la altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas, superficie intestinal y contaje de células goblet.
El tratamiento de pollos broiler con probióticos y prebióticos tiene un efecto benéfico a nivel global sobre el crecimiento de estos. 
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CAPÍTULO VIII
8. [bookmark: _Toc119570424][bookmark: _Toc122426423]RECOMENDACIONES
Se recomienda realizar estudios experimentales con una duración de tiempo mayor o igual a 30 días, que permita simular mejor las condiciones reales de producción aviar. 
Se recomienda sopesar la mortalidad natural que existe en los grupos de aves sin necesidad de estar asociado a los factores experimentales. 
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Anexo 1.
Peso corporal en gramos (g) de los grupos experimentales del día 1 al 4 de la crianza previo al desafío con S. Infanits.
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Nota. El gráfico representa el peso corporal de las aves pertenecientes a cada grupo experimental del día 1 al 4 de la crianza, antes de la infección con S. Infantis. El análisis estadístico se realizó con las pruebas estadísticas ANOVA y TUKEY con un nivel de significancia de p 0.05. La simbología: * indica diferencia significativa con el grupo Control;  ▬ indica diferencia con el grupo Lf ;▲ indica diferencia con el grupo SI; Lf, L.fermentum; SI, S. Infantis; Pb,  P. cruentum.
Anexo 2.
Peso corporal en gramos (g) de los grupos experimentales del día 5 (1 dpi) al 14 (10 dpi) de la crianza después del desafío con S. Infantis. 

Nota. El gráfico representa el peso corporal de las aves pertenecientes a cada grupo experimental del día 5 (1 dpi) al 14 (10 dpi), después de la infección con S. Infantis. El análisis estadístico se realizó con las pruebas estadísticas ANOVA y TUKEY con un nivel de significancia de p < 0.05. La simbología: * indica diferencia significativa con el grupo Control,  ▬ indica diferencia con el grupo Lf ;▲ indica diferencia con el grupo SI;  ○ indica diferencia con el grupo Lf+SI.  Lf, L.fermentum; SI, S. Infantis; Pb,  P. cruentum; dpi, días post infección.


Anexo 3. 
	Parámetros zootécnicos

	Intervalo de tiempo
	Parámetros Zootécnicos
	Control
	Lf
	SI
	Lf+SI
	Lf+SI+Pb
	p -value

	I1
	Día 5  (1dpi) al 7 (3dpi)
	GPD (g)
	25,3 ± 0,88
	22,3 ± 0,47*
	32,0 ± 0,76*▬
	25,3 ± 0,49▬▲
	23,0 ± 0,27▲
	2,26E-08

	
	
	CDPA (g)
	33,7 ± 0,27
	34,8 ± 0,87
	35,2 ± 0,83
	34,7 ± 0,58
	31,8 ± 0,44▲
	0,020522

	
	
	CA
	1,34 ± 0,04
	1,6 ± 0,05*
	1,1 ± 0,02*▬
	1,4 ± 0,03▬
	1,4 ± 0,02▬▲
	2,66 E-6

	I2
	Día 7 (3dpi) al 11 (7dpi)
	GPD (g)
	32,9 ± 0,44
	34,4 ± 0,59
	26,57 ± 1,01*▬
	32,23 ± 32,23▲
	31,37 ± 31,37▲
	0.00007

	
	
	CDPA (g)
	46,6 ± 0,21
	46,9 ± 0,85
	48,7 ± 1,89
	46,2 ± 0,38
	44,9 ± 0,32
	0,2086

	
	
	CA
	1,4 ± 0,02
	1,4 ± 0,01
	1,8 ± 0,03*▬
	1,4 ± 0,05▲
	1,4 ± 0,02▲
	0,0002

	I3
	Día 11 (7dpi) al 14 (10dpi)
	GPD (g)
	44,0 ± 0,52
	44,0 ± 0,71
	50,3 ± 1,63*▬
	43,6 ± 1,97▲
	42,3 ± 1,08▲
	0,00813

	
	
	CDPA (g)
	61,2 ± 0,56
	61,1 ± 1,30
	61,2 ± 1,37
	60,0 ± 0,62
	59,5 ± 0,76
	0,716968

	
	
	CA
	1,4 ± 0,01
	1,4 ± 0,04
	1,2 ± 0,05
	1,4 ± 0,06
	1,4 ± 0,02▲
	0,035736

	I4
	Día 5 (1dpi) al 14 (10dpi)
	GPD (g)
	34,9 ± 0,25
	34,91 ± 0,16
	35,69 ± 0,63
	34,48 ± 0,60
	33,16 ± 0,48▲
	0,033101

	
	
	CDPA (g)
	48,6 ± 0,19
	48,9 ± 0,97
	49,9 ± 1,41
	48,2 ± 0,37
	46,9 ± 0,32
	0,234324

	
	
	CA
	1,4 ± 0,01
	1,4 ± 0,02
	1,4 ± 0,03
	1,4 ± 0,02
	1,4 ± 0,01
	0,9693


Nota. Resultados de la evaluación del efecto de la aplicación de probiótico, prebiótico y S. Infantis en los parámetros zootécnicos de los cinco grupos experimentales, divididos en cuatro intervalos de tiempo. El análisis estadístico realizó con las pruebas estadísticas ANOVA y TUKEY con un nivel de significancia de p 0.05. La simbología:  * indica diferencia significativa con el grupo Control;  ▬ indica diferencia con el grupo Lf ;▲ indica diferencia con el grupo SI; I1, Intervalo 1; I2, Intervalo 2; I3, Intervalo 3, I4, intervalo 4;  Lf, L.fermentum; SI, S. Infantis; Pb,  P. cruentum; GDP, ganancia diaria de peso; CDPA, consumo diario promedio de alimento; CA, conversión alimenticia; dpi, días post infección.

Anexo 4.
Mortalidad %

Nota. Mortalidad encontrada en los grupos experimentales, evaluado del día 1 al 4 y del día 5 (1dpi) al 14 (10dpi).  El análisis estadístico se realizó con las pruebas estadísticas ANOVA y TUKEY con un nivel de significancia de p 0.05. La simbología: * indica diferencia significativa con el grupo Control;▲ indica diferencia con el grupo SI. Lf, L.fermentum; SI, S. Infantis; Pb,  P. cruentum;  dpi, días post infección.


Anexo 5.
Análisis de histomorfometría intestinal Altura de Vellosidades (AV) y Profundidad de las criptas (PfCr) de duodeno, yeyuno e íleon, de los cinco grupos experimentales.
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Nota. Resultados del efecto de la aplicación de L. fermentum, P. cruentum y S. Infantis sobre la arquitectura del intestino delgado analizados a través de las pruebas estadísticas ANOVA y TUKEY a un nivel de significancia de p 0.05. Los valores de los promedios de los grupos experimentales y su error estándar están representados en un diagrama de barras y pestañas.* indica diferencia significativa con el grupo C,  ▬ indica diferencia con el grupo Lf ;▲ indica diferencia con el grupo SI. Lf, L.fermentum; SI, S. Infantis; Pb, P. cruentum, AV, Altura de vellosidades; PfCr Profundidad de criptas.
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