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Capitulo 14 / Chapter 14

Evaluacion de la adherencia

con probiéticos

Resumen

Introduccién. El consumo de probiéticos genera una in-
fluencia positiva en la salud del hospedero y mejora su
productividad, susceptibilidad a patégenos y conversién
alimentaria entre otras. Objetivo. se buscé identificar por
técnicas microbioldgicas y moleculares, la adherencia de
bacterias nativas con actividad probi6ticas suministradas en
la dieta a pollos de engorde Metodologia. Se utilizaron 103
pollos divididos en tres lotes, un lote fue el control; el segun-
do se alimenté con concentrado sin antibidticos promotores
de crecimiento y con las bacterias probidticas, mds levadu-
ras; el tercero se alimentd con concentrado sin promotores
de crecimiento pero con probidticos comerciales (Prokura
Poll-S®). Se sacrificé un pollo de cada lote en tres momen-
tos (dias 10, 20 y 42), se extrajo el ciego de cada uno y se
diluyé hasta 10~ inoculdndose 0,1ml en agar MRS a 37°C/
anaerébicamente/72 horas; al cabo de este tiempo se deter-
minaron unidades formadoras de colonias (UFC), m4s iden-
tificacién por Gram. Para la evaluacién molecular se realizé
extraccién de ADN con kit QIAGEN y amplificacién de la
regién 16s de ADNribosomal por PCR, para identificar las
bacterias adheridas. Resultados: se determind que el conteo
de UFC aumenta en el tiempo: se encontraron en el dltimo
recuento 352 UFC en el primer lote; en el segundo, 1604
UEC, y en el tercero, 1260 UFC, correspondientes a Lacto-
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bacillus y se obtuvo el ADN bacteriano, pero la regién de ADNr no ampli-
fic6. Conclusiones. se evidencié un aumento de las UFC en los recuentos
evaluados pero la especies bacterianas no se determinaron molecularmente
porque necesitan técnicas mds sensibles para su estudio.

Evaluation of the acid lactic bacteria adhesion to the intestinal
ephitelium in chickens fed with probiotics

Abastract

Introduction. The consumption of probiotics have a positive influence
in the host organism’s health and increases its productivity, sensitiveness
to pathogens and alimentary conversion, among other benefits. Objecti-
ve. To identify, by the use of microbiological and molecular techniques,
the adhesion of native bacteria with probiotic activity in the diet given
to broilers. Methodology. 103 chickens, divided into three groups, were
used. One of them was taken as a control. The second was fed with con-
centrated food without growth boosting antibiotics, and with probiotic
bacteria, plus yeast. The third group was fed with concentrated food wi-
thout growth boosters, but with commercial probiotics (Prokura Poll-S°).
A chicken from every group was slaughtered in three moments (days 10,
20 and 42), and the cecum of each chicken was extracted and diluted
until10?, inoculating 0,1ml in MRS agar at 37°C/anaerobically/72 hours.
After this period, colony forming units (CFU) and identification by Gram
were determined. For the molecular evaluation, DNA was extracted with a
QIAGEN kit and by amplifying the 16s region of ribosomalDNA by PCR
in order to identify the bacteria attached. Results. It was determined that
the CFU account augments throughout time. In the last count, 352 CFU
were found in the first group; 1604 in the second and 1260 in the third,
corresponding to Lactobacillus, and the bacterial DNA was obtained, but
the rDNA did not get amplified. Conclusions: An increase of CFU in the
counts evaluated could be seen, but the bacteria species were not molecularly
determined because more sensitive techniques are required to study them.

Introduccién

La sobrevivencia y el buen desempefio de las aves dependen de la obtencién ade-
cuada de energfa y compuestos quimicos por el organismo; para que esto ocurra
es necesario que el tracto digestivo presente caracteristicas funcionales desde la
ingestién de los alimentos hasta su absorcién'.

El tracto digestivo es un mecanismo de defensa natural: en él se encuentra el
epitelio intestinal, que actiia como barrera contra bacterias patégenas y/o sus-
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tancias tdxicas presentes en el lumen. La microbiota natural del intestino es una
poblacién compleja de microorganismos que ejercen una gran influencia sobre el
huésped; cerca del 90% de la microbiota intestinal que coloniza el tubo digestivo
es permanente; el 10% restante es transitoria; desequilibrios en la microbiota
normal o en las células epiteliales intestinales, causados por algtin tipo de estrés,
patdgenos, sustancias quimicas y radiacién, pueden alterar la permeabilidad de
esta barrera y facilitan la invasién de patégenos y otras sustancias nocivas que
modifican el metabolismo y la capacidad de digestién y absorcién de nutrientes,
y llevando a una insuficiente conversién de los alimentos y a una disminucién en
la respuesta productiva de los animales™™.

Adicionalmente, el uso indiscriminado de antibidticos promotores de crecimiento
en la alimentacién animal ha conducido a la aparicién de cepas patégenas antibi6ti-
cos multi-resistentes, lo que genera un problema mayor en la sanidad animal.

Dentro de las soluciones que se han planteado para mitigar esta problemdtica
estd la incorporacién de cultivos de bacterias probidticas como aditivos promoto-
res de crecimiento, los cuales han mostrado ser efectivos en los trastornos diarrei-
cos y en el crecimiento animal, mejorando la respuesta productiva en éstos.””.

Los probiéticos son definidos por la FAO® (Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura) como microorganismos vivos que,
administrados en adecuadas cantidades, ejercen un efecto beneficioso sobre el
huésped. La mayoria de los probidticos son bacterias del género Lactobacillus y
Bifidobacterium, aunque también se emplean algunos otros géneros como Entero-
coccus, Streptococcus, y Saccharomyces (tabla 1).

El término “probiético”, derivado de bios, palabra griega que significa “vida”,
fue utilizado por primera vez en el afio 1965 por Lilly y Stillwell', a partir de la
observacién de la influencia positiva que tenfan determinados microorganismos
en la microbiota intestinal, secretando sustancias que favorecen el crecimiento y
desarrollo de otras, en contraposicién al término antibidtico.

Fuller' en 1989 y Flemming'?, en el 2005, describieron a los probidticos
como microorganismos vivos que al ser consumidos en cantidades adecuadas
generan un efecto protector en la salud del hospedero, hombre o animal, fortale-
ciendo el sistema inmune intestinal mediante competencia con otras especies y la
eliminacién de microorganismos patégenos. El grupo de probiéticos lo confor-
man en su mayoria las bacterias dcido-ldcticas (BAL); ellas son: Gram-positivas
no esporuladas, anaerobias en forma de cocos y bacilos, productoras de dcido
ldctico como producto final de la fermentacién de los carbohidratos.' Los pro-
ductos probiéticos comercializados actualmente se pueden dividir en tres tipos:
los alimentos fermentados convencionales a los que se les adicionan probidticos
(yogures, leche, quesos, etc.); las leches cultivadas y fermentadas, utilizadas, bé-
sicamente, como vehiculos de bacterias probidticas (leche acidéfila, etc.), y los
suplementos dietéticos o preparaciones farmacéuticas liofilizadas®.
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Tabla 1. Microorganismos empleados como probidticos
modificado de Alvarez-Olmos y Oberhelman®, 2001)

Lactobacillus spp.  Bifidobacterium spp.  Lactococcus spp.  Streptococcus spp.

L. acidophilus B. bifidum L. lactis S. thermophilus
L. lactis B. longum L. cremoris
L. bulgaricus B. breve L. diacetylactis
L. rhamnosus B. lactislanimalis
L. casei B. adolescentis
L. kefir
L. brevis
L. reuteri

L. helveticus
L. plantarum
L. salivarius

L. johnsonii

Enterococcus spp. Bacillus spp. Otras especies
E. faecium B. subtilis Saccharomyces cerevisiae
E. faecalis B. coagulans Saccharomyces boulandii

Leuconostoc spp.

La viabilidad de los microorganismos es una propiedad de los probiéticos du-
rante todo el periodo de vida ttil del producto; es por esto que se exige legalmen-
te que en el alimento exista como minimo de 10°-107células viables/ml o g'“.

Asimismo, la correcta identificacién de las especies utilizadas y su correlacién
con las especificadas en el producto es otro aspecto que se debe exigir en cualquier
alimento probidtico. Esto requiere la aplicacién no sélo de métodos convenciona-
les de identificacién, sino también de técnicas moleculares, ya que no siempre es
sencillo resolver la posicién taxondmica de las cepas probiéticas; también es nece-
sario garantizar la existencia de técnicas eficaces que permitan el seguimiento de las
introducidas en el mercado.” Por ejemplo, en ciertas preparaciones de probidticos
liofilizados se han detectado diferencias entre las especies de los géneros Bifidobac-
terium 'y Bacillus declaradas y las detectadas en el producto del mercado, asi como
la presencia de otras no declaradas'S; estas bacterias se han clasificado regularmente
por la morfologia y fermentacién de carbohidratos; pero estos métodos tienen des-
ventajas al momento de caracterizar en el nivel de especie y sub-especie, por lo cual
se deben complementar los métodos tradicionales de identificacién, con técnicas
taxonémicas moleculares, como la comparacién de secuencias de ADN ribosomal
(ADNIr) utilizando la reaccién de la cadena de polimerasa (PCR) y posterior se-
cuenciacion automdtica a partir del producto de PCR"”

El estudio de las secuencias de ADNr es muy apropiado porque esta molécula
contiene regiones muy conservadas y regiones muy variables. Los genes de las
regiones 16S y 23S de ADNIr se han utilizado para identificar microorganismos
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del género Lactococcus, Enterococcus'y Lactobacillus de diferentes nichos. La base
de datos de secuencias de 16S ADNr de las BAL ha ido creciendo durante los
tltimos afos y se ha convertido en una herramienta muy util al momento de

comparar las secuencias que se obtengan de aislados de cepas nativas'*

La ventaja de usar la técnica de PCR es que esta es altamente sensible, menos
dispendiosa y con bajo costo, comparada con la técnica de hibridacién de dcidos
nucleicos, que servirfa también para identificacién de organismos.

En esta investigacién se evalué por técnicas microbiolégicas y moleculares la
adhesién de bacterias acido-ldcticas al epitelio intestinal de pollos de engorde ali-
mentados con diferentes dietas suplementadas con microorganismos probiéticos.

Materiales y métodos

El proyecto se realiz6 con 103 pollos de engorde de la linea Ross, de un dia de
nacidos y todos machos para evitar variaciones de orden fisiolégico ligadas al gé-
nero del animal; éstos fueron cuidados en una granja de San Antonio de Prado,
Antioquia, en donde fueron vacunados contra Newcastle, Bronquitis y Gumbo-
ro, con dos dosis/vacuna.

Para la experimentacién los pollos se dividieron en tres lotes cada uno con
34 pollos, discriminados asi: el primer lote fue el control, alimentados con con-
centrado convencional que contiene antibiéticos promotores de crecimiento; el
segundo fue alimentado con concentrado sin antibidticos promotores de creci-
miento, y con bacterias acido-ldcticas aisladas y caracterizadas en la Corporacién
Universitaria Lasallista como Lactobacillus casei y Lactobacillus brevis, suministra-
dos en el agua de bebida a una concentracién de 1x10°® bacterias/ml, en la misma
cantidad se suministrd Saccharomyces cerevisiae, en tres tiempos diferentes duran-
te los 42 dias de produccién. La primera dosis se suministr6 el dia que se inicié
el experimento en la granja (tiempo 0) en un litro de agua. La segunda dosis se
suministré el dia 9 en la misma concentracidn, pero en 4 litros de agua; la tercera
fue el dia 20 en igual concentracién que las dosis anteriores, pero en 10 litros de
agua. Para tener un patrén de comparacién con una marca comercial se alimen-
t6 un tercer lote con concentrado sin antibidticos promotores de crecimiento
pero con probiéticos comerciales (Prokura Poll-S); las concentraciones de los
microorganismos contenidos en éste fueron exactamente las administradas en el
grupo anterior en los mismos volimenes y los mismos dias; los microorganismos
contenidos en éste eran Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus lactis.

Identificacion microbiolégica de bacterias acido lacticas de los pollos

Se realizé el sacrificio de un pollo de un dia de nacido para identificar los micro-
organismos que tuviera el animal antes de iniciar el experimento; la evaluacién se
realizé directamente en el nivel del ciego; el peso del pollo, fue 0,01g y los medios
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de cultivo empleados para el diagnéstico fueron agar MRS suplementado con ex-
tracto de levadura; la dilucién empleada para el andlisis fue de 10 se inoculé por
siembra en superficie 0,1ml y se incub6 a 37°C anaerébicamente/72 horas; al cabo
de este tiempo se realizaron las pruebas de identificacién por tincién de Gram

Para la evaluacién de los microorganismos adheridos al epitelio intestinal, se
sacrificé un pollo de cada tratamiento a los 10, 20 y 42 dias del experimento; las
muestras de ciego se pesaron, se maceraron y se llevaron a diluciones hasta 102, en
las mismas condiciones de siembra e incubacién que la anterior; posteriormente se
realiz6 conteo de unidades formadoras de colonias y coloracién de Gram.

Identificacién molecular de bacterias acido lacticas de los pollos

A partir del ciego extraido de los pollos sacrificados, se realizé extraccién de ADN
bacteriano, macerando el ciego para seguir el protocolo para bacterias Gram po-
sitivas del Kit DNeasy® Blood & Tissue de QIAGEN (2006), con modificaciones
en la cantidad de proteinasa utilizada y en el tiempo de incubacién que fue de
12 horas. Con este protocolo no se obtuvo ADN de buena calidad. Se opté por
partir de cultivos de las bacterias, por lo que se lavé el tejido a presién con agua
estéril y se inocul6 este producto del lavado en agar MRS, suplementado con
extracto de levadura, por siembra en superficie, ademds de dejar en el medio una
pequena porcién de tejido; se incubé a 37°C anaerébicamente/72 horas; al cabo
de este tiempo se realizaron las pruebas de identificacién por tincién de Gram
y aquellas colonias que presentaran las caracteristicas propias de las bacterias en
estudio se tomaron para realizar la extraccién con el kit anteriormente mencio-
nado y sin modificaciones. La integridad y la calidad del ADN fueron evaluadas
en electroforesis (Cleaver Scientific, UK) en gel de agarosa (Amresco, USA) al
0.8% tenido con bromuro de etidio y visualizado en un transiluminador de luz
ultravioleta (Ultralum, Claremont, CA). El ADN fue almacenado a -20°C hasta
ser utilizados para la PCR.

Paraamplificarlaregién 16S de ADNrde Lactobacillus caseise usaronlos primers
(Bioneer, USA) LC 5 (CAGACTGAAAGTCTGACGG)3’ como Forward y LC
5 (GCGATGCGAATTTCTTTTTC)3’ como Reverse, y para Lactobacillus bre-
vis se usaron los primers (Bioneer, USA) LB 5’ (CTTGCACTGATTTTAACA)3’
como Forward y LB 5 (GGGCGGTGTGTACAAGGC)3’ como Reverse'®. La
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) fue realizada en un termociclador
MultiGene IT (Labnet, USA), con los siguientes componentes: buffer de PCR
1X (200 mM Tris-HCl, pH 8.0, 500mM KCI), 2.5mM MgCl pH 8.0, 0.25
pM de cada ANTP, AmpliTaqg DNA recombinant polymerase (1U) (Fermentas,
USA), primer F (0.2 pM), primer R (0.2 pM) y ADN molde 2 pl y se comple-
t6 a un volumen de 50 pl con agua desionizada estéril. El perfil de la reaccién
fue: desnaturalizacién inicial de 95°C por 2 min., 94°C por 30 s, seguido de un
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anillamiento a 55°C por 30 s para L. casei y de 40°C por 1 min para L. brevis,
extensién a 72°C por 45 s, 30 ciclos a 94°C 30 s, con una extensién final a 72°C
por 5 min. Los productos de la amplificacién de LC y LB fueron separados por
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% y visualizados por tincién con bromu-
ro de etidio bajo luz ultravioleta, evaluando la presencia de una banda de 1.3 a
1.5 kb, correspondiente al tamano promedio de la regién 16S de ADNr.

Resultados
Identificacién microbiolégica

En la evaluacién microbiolégica del vértice cecal proveniente del pollo con un dia
de nacido se encontraron colonias correspondientes a Streptococcus Gram positi-
vos, bacilos Gram positivos esporulados y Lacrobacillus; las colonias de bacterias
4cido-ldcticas se identificaron por ser redondas, pequefias, umbonadas de bordes
enteros y color marfil. No se realizé conteo de unidades formadoras de colonias,
debido a la diversidad de colonias encontradas; este primer sacrificio se realizé
para determinar qué tipo de poblacién microbiana presentaba el organismo antes
de iniciar una dieta determinada.

En el segundo sacrificio se realizé el andlisis microbioldgico de los ciegos de
los tres tratamientos, evaluando el peso inicial del tejido empleado para el andli-
sis; la porcién del ciego del primer tratamiento pesé 0,078g; el segundo, 0,1049¢,
y el tercero, 0,2068g; cada uno de ellos arroj6 un conteo determinado en la eva-
luacién de unidades formadoras de colonias. El primer tratamiento present6 266
colonias correspondientes a bacilos Gram positivos no esporulados o bacterias
4cido-ldcticas; el segundo presenté 240 unidades formadoras de colonias corres-
pondientes a Lactobacillus y 10 colonias de bacilos esporulados Gram positivos.
En el tercer tratamiento se contaron 136 unidades formadoras de colonias corres-
pondientes a Lactobacillus.

En el tercer sacrificio la evaluacién microbioldgica se realizé de la misma ma-
nera como la anterior: del vértice cecal y con previo pesaje de la porcién a evaluar.
Los pesos del tejido cecal evaluado fueron 0.2880g para el pollo del primer trata-
miento, 0.2328g para el segundo y 0.2109g para el tercero.

Las unidades formadoras de colonias con sus respectivas identificaciones por
Gram fueron: para el primer tratamiento se encontré bacterias esporuladas y le-
vaduras, solo 200 UFC correspondian a colonias de Lactobacillus.

En la figura 1 correspondiente al segundo tratamiento se contaron 236 co-
lonias de bacterias acido lacticas o Lactobacillus, tal cual como se muestra en la
figura 2, donde se aprecian bacilos largos, Gram positivos no esporulados. En el
tercer tratamiento, el conteo fue 240 UFC, correspondientes a bacterias Gram
positivas no esporuladas o bacterias acido lcticas y 50 UFC de bacterias Gram
positivas esporuladas.
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Figura 1. Colonias de Figura 2. Lactobacillus
Lactobacillus en agar MRS por coloracién de Gram

Fotografias tomadas por las autoras

El cuarto sacrificio se realizé el dia 42 del experimento, dia en el cual se sacan
los pollos para el consumo en la produccién avicola; la metodologia para el andli-
sis fue igual a la realizada en los experimentos anteriores. Los pesos de los ciegos
fueron de 0.8500g, 0.6415g y 0.7333g, respectivamente para los tratamientos 1,
2y 3. El nimero de colonias contadas para Lactobacillus en el primer tratamien-
to fue de 352 UFC; para el segundo, 1604 UFC, y para el tercero, 1260 UFC,
todas correspondientes a Lactobacillus; solo en el tratamiento tres se contaron
104 colonias de bacterias Gram positivas esporuladas. En la figura 3 se aprecia
la cantidad de colonias de Lactobacillus, evidenciando la colonizacién de estas en
el epitelio intestinal. Algunas colonias fueron coloreadas por tincién de Gram y
muestran bacilos largos Gram positivos, caracteristica propia de este género.

Figura 3. Colonias de Figura 4. Lactobacillus por
Lactobacillus en agar MRS coloracion de Gram

Fotografias tomadas por las autoras

Identificacién molecular de bacterias acido lacticas de los pollos

La extraccién de ADN de bacterias dcido-l4cticas directamente del epitelio no
arrojé resultados positivos, dado que se presentd un “background” de ADN ines-
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pecifico a lo largo del gel, que sugeria un ADN fragmentado y/o contaminado
con otras moléculas como ARN, proteinas e inclusive componentes del epitelio
intestinal que no se degradan con el kit. Sin embargo, el ADN extraido directa-
mente de los recuentos microbioldgicos se presenté de buena calidad y en canti-
dad suficiente para realizar la amplificacién de la regién 16s de ADNr mediante
PCR, para identificar los microorganismos en evaluacion.

Una vez se realizé la PCR, no se obtuvo amplificado para ninguno de los Lac-
tobacillus suministrados en la dieta de los pollos como se aprecia en la figura 5.

Figura 5. Gel de agarosa conproductos de PCR (C1 y C6:
carriles con marcador de peso molecular;
C2 -C5: carriles con producto inespacifico de PCR extracciéon de ADN)

Fotografias tomadas por las autoras

Discusion

Al analizar los datos obtenidos por recuento microbioldgico en los tres tratamien-
tos durante el tiempo de experimentacién se pudo observar que todos presentan
bacterias dcido-ldcticas como parte de su microbiota natural normal, en algunos
bacilos esporulados y levaduras, sin contar con bacterias de otros géneros que no
fueron objeto para este estudio.

Los resultados obtenidos en la evaluacién inicial muestran que los animales
presentan Lactobacillus como colonizadores del epitelio al igual que otros micro-
organismos, como bacilos esporulados y levaduras.

Los resultados de las evaluaciones se muestran en el grifico 1. En la segunda
evaluacién se observa que los tratamientos 2 y 3 presentan una poblacién muy
similar en el recuento de unidades formadoras de colonias de bacterias ldcticas,
teniendo en cuenta que fueron éstos los alimentados con suplementos adicionales
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y sin antibiéticos promotores de crecimiento, ademds, hubo presencia de bacilos
esporulados en el tratamiento dos; de la misma forma se observé un comporta-
miento similar en los epitelios aislados en el sacrificio tres; sin embargo, en la
tltima evaluacién la poblacién de bacterias dcido-ldcticas aumenté considerable-
mente, especialmente en los tratamientos dos y tres; es posible que estos resulta-
dos hayan crecido en virtud de la capacidad de divisién celular que presentaron
las bacterias administradas durante todo el tiempo de tratamiento, aumentando
significativamente con respecto al blanco no tratado; estos datos se corroboran
con los reportados por Jim'® en 1999 quien encontrd que los Lactobacillus crecen
ripidamente en el intestino; probablemente es la primera poblacién emergen-
te de microorganismos que hace parte del ecosistema intestinal, encargados de
acidificar el medio evitando la supervivencia de microorganismos como E.coli y
Salmonella, entre otros, productores de diarreas en animales y en el hombre.

1800
1600
1400
1200
1000

800

600

400
200 | —

UFC

tiempo de evaluacion
Grafico 1. Evaluacion de las UFC de Lactobacillus en diferentes muestreos

Grafico realizado por las autoras

En cuanto a la poblacién de levaduras encontradas, algunos autores como
Andrews"y Silva® en el 2000 las ubican dentro del grupo de microorganismos
funcionales por su poder fermentativo, su riqueza en vitaminas del grupo B y
enzimas hidroliticas que ayudan al proceso de digestién.

Otro grupo importante son las bacterias esporuladas como Bacillus cereus, to-
yoi y megaterium, entre otros, empleadas para prevenir los desérdenes y/o mejorar
el desarrollo probablemente por la capacidad de produccién de enzimas que inhi-
ben el crecimiento microbiano de bacterias patdgenas, ademds de la produccién
de endosporas, que estimulan el sistema inmune, contribuyendo a la resistencia
contra patégenos ambientales.!
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Nakano*y Maruta® estudiaron los efectos del empleo de un probidtico en
pollos de engorde el cual inclufa especies de Lactobacillus, Bacillus, Streptococos y
Saccharomyces en una dosis de 3g/kg de concentrado; el probidtico disminuyd el
namero de E.coli y Salmonella en el ciego, y aunque estos estudios no se realiza-
ron en la investigacion, si se encontré que los animales alimentados con bacterias
probidticas fueron menos susceptibles a infecciones respiratorias y digestivas.

Estudios realizados por Maruta®® en 1993 y Bortolozo* en 2002, quienes
administraron un probiético a base de Bacillus subtilis a pollos de engorde, mues-
tran un aumento de la musculatura y disminucién de la grasa abdominal, prin-
cipalmente en machos, ademds, observaron que el suministro de este probiético
disminuyé el porcentaje de bacterias patégenas, fundamentalmente Salmonella
desde un 60 a un 20%.

El aumento mds alto de unidades formadoras de colonias fue encontrado en
el tratamiento dos, a los 42 dias de evaluacién en los pollos alimentados con L.
casei, como se muestra en la grafica 1. Estos estudios fueron también realizados
por Huang® y colaboradores, quienes encontraron mejoras en pollos cuando se
empleaban L. acidophilus y L. casei, efecto también observado por Angel y co-
laboradores® 2005 cuando empleaban concentrados de baja concentracién de
nutrientes suplementados con Lactobacillus.

Finalmente, Morales? y colaboradores en el 2003 observaron un mayor efecto
de la utilizacién de Saccharomyces cerevisiae sobre el crecimiento de los pollos a 42
dias en condiciones de campo.

Estudios realizados por Hopkins y colaboradores en 2005* con PCR en te-
jido intestinal corroboran los obtenidos en este trabajo, donde no observaron
amplificado del ADN cuando solamente se trabajaba con técnicas como PCR y
aunque ésta técnica es muy sensible, se necesitaria de PCR en tiempo real o FISH
(hibridizacién por sondas fluorescentes) dado la baja cantidad de ADN que existe
en este tipo de muestras.

Conclusiones

En esta investigacion se evidencié que hubo adhesién de las bacterias probidticas
en el epitelio intestinal de los lotes de pollos suplementados con estos microor-
ganismos, pues mostraron un aumento de las unidades formadoras de colonias
en los recuentos evaluados durante todo el tiempo de produccién; en cuanto a la
evaluacién molecular se observé ADN pero no hubo amplificado. Es posible que
para este andlisis se requieran técnicas moleculares mds sensibles.

El empleo de cepas probidticas de origen nativo es una herramienta potencial
para mejorar las condiciones sanitarias y de produccién de las explotaciones in-
tensivas, mds atin cuando son especies especificas.
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