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Resumen: El objetivo de este trabajo fue emplear endosporas de Bacillus subtilis con actividad probidtica sobre indicadores fermentativos
en organos digestivos e inmunoldgicos de pollos de engorde. Se estudiaron tres cepas de B. subtilis obtenidos en trabajos previos (C-
31, C-34 y E-44). Las tres cepas resistieron condiciones de pH 4cido y sobrevivieron a la presencia de sales biliares. La cepa E-44 tuvo
mayor capacidad de crecimiento y produccion de endosporas, escogiéndose para la realizacion de los estudios posteriores. Se realizo un
experimento con pollos de engorde y tres tratamientos con endosporas: control sin endosporas; baja dosis con 1,0x10% dosis media con
1,0x107 y dosis alta con 1,0x10® UFC.mL"' kg de alimento. En el ciego de los pollos, la cepa E-44 a la dosis alta produjo mayor acidez y
mayores contenidos de acidos lactico, butirico, propidnico, acético y acidos grasos de cadena corta totales. El peso relativo de la bolsa de
Fabricio y el bazo, asi como la inhibicion de la hemaglutinacion, fueron mayores en los animales que recibieron endosporas con la dosis
media a los 42 dias. Se concluye que se produjo una mejoria en la respuesta del sistema inmune de los pollos con el empleo del cultivo de
endosporas de B. subtilis E-44 evaluado.
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Eftect of Bacillus subtilis E-44 strain endospores with probiotic activity on fermentative
indicators in digestive and immune organs of broilers

Abstract: The aim of this study was the use of endospores of Bacillus subtilis with probiotic activity on fermentative indicators in digestive
and immune organs of broilers. Three B. subtilis strains isolated from previous studies (C-31, C-34 and E-44) were used. The three strains
resisted acid pH conditions and survived the presence of bile salts. E-44 strain had greater capacity for growth and endospore production
was chosen to carry out further studies. An experiment with broilers and three treatments were performed with endospores at different
concentrations administered with food. Control: without endospores; low dose: 1.0x10% medium and high dose 1.0x107 and 1.0x10% CFU/
mL per Kg of food respectively. Results showed that strain E-44 at high dose, in the ceca of the chickens produced higher acidity and higher
content of lactic, butyric, propionic, acetic and total short chain fatty acids. The relative weight of the bursa of Fabricius and spleen, as well
as hemagglutination inhibition, after 42 days of treatment, were greater in animals receiving endospores at the medium dose. We concluded
that there was an improvement in the immune response of chickens with the use of endospores of B. subtilis E-44 strain at the given dose.

Keywords: endospores, Bacillus subtilis, probiotic, broilers, pH resistance, bile salts, immune response.
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Introduccion

En la produccion animal deben existir buenas condiciones
sanitarias y un rendimiento productivo que permita obtener
resultados econdmicos y sostenibles. Existe una relacion
directa entre el funcionamiento del tracto intestinal, la
tasa de crecimiento, indice de conversion, el buen balance

microbiano intestinal y la salud en los animales [1]. Para
evitar enfermedades, estos se someten a tratamientos con
antibioticos que eliminan patégenos y fomentan la flora
bacteriana necesaria para el buen funcionamiento del aparato
digestivo [2]. Una solucion para asegurar el rendimiento
de la alimentacion, es la prevencion de las variaciones de
la flora, garantizando la presencia de suficientes bacterias
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beneficiosas que inhiban el desarrollo de patogenos [3]. En
tal sentido, en los ultimos afos, el uso de probidticos en la
profilaxis y terapia de enfermedades gastrointestinales ha
sido objeto de interés y controversia cientifica. Hoy en dia
se reconoce la importancia y posible eficacia de probidticos
y prebidticos en el tratamiento de enfermedades digestivas
[4].

En la produccion animal las endosporas de Bacillus spp.
constituyen una alternativa al uso de los antibioticos en la
promocién del crecimiento [5]. Sin embargo, es necesario
continuar investigando la eficacia de estos biopreprados para
mejorar la fisiologia digestiva y los indicadores de salud.
Son insuficientes los resultados reportados en la literatura
donde se evalué el comportamiento dinamico de la actividad
probidtica de aditivos alimentarios sobre indicadores
fermentativos y relacionados con la respuesta inmunoldgica
en aves. El presente trabajo tuvo como objetivo utilizar un
cultivo esporulado de Bacillus sp. con actividad probidtica
in vitro 'y evaluar su efecto sobre indicadores fermentativos
en organos digestivos y relacionados con la respuesta
inmune de pollos de engorde.

Materiales y métodos

Criterios de seleccion probiotica in vitro: Se utilizaron 3
cepas de Bacillus subtilis aisladas en un trabajo previo (C-
31, C-34 y E-44) [6].

Resistencia a pH acido: Se realizo a partir de la inocu-
lacion de las cepas en fase esporulada segin Milian et al.
[7].

Resistencia a las sales biliares: Se realizd siguiendo
la misma metodologia descrita para el estudio de pH. Se
agregaron al medio de cultivo 1,5 g.L"! de bilis [7].

Crecimiento microbiano y formacion de endosporas: El
cultivo y la induccion de la esporulacion se realizé como
describen Duc et al. [8]. El nimero de endosporas al final
del cultivo fue determinado mediante conteo de células
viables.

Identificacion molecular: Se realizd mediante la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR), la cual se aplicé al cultivo
de Bacillus spp. E-44 seleccionado por su resistencia a pH
acido, a sales biliares y su capacidad de crecimiento. La
extraccion del ADN se realizo por el método de Henderson
et al. [9]. La amplificacion del ADN se realiz6 segun Casula
y Cuting [10].

Para la amplificacion y posterior secuenciacion del ADN
se utilizaron cebadores para Bacillus spp. reportados por
Goto et al. [11].

El ADN amplificado se purifico a partir de la extraccion
directamente del gel de agarosa de la banda de peso
molecular entre 200 a 300 pares de bases y seguidamente se
realizé una nueva PCR.

La muestra fue secuenciada en la Universidad de Leon,
Espaiia, con un secuenciador automatico ABI PRISM 310
Genetic Analizer (Applied Biosystems) y comparadas con
la base de datos internacional GenBank con el software

BLAST [12].

Evaluacion del uso de endosporas de Bacillus subtilis E-44
en pollos de engorde: El experimento se desarrolld en el
Instituto de Ciencia Animal, Cuba. Se emplearon 1.000
pollos de engorde del hibrido EB,, de 1-42 dias de edad,
en un diseflo completamente aleatorizado, con una dieta
base de maiz-soya, que vari6 en su composicién segun
recomendaciones del National Research Council (NRC)
[13].

Los animales fueron alojados en jaulas metalicas
siguiendo los protocolos de mantenimiento y condiciones
apropiadas de cuidado y con personal calificado para tal
fin, acordes a la Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals [14].

La dieta fue aplicada bajo un sistema de alimentacion ab-
libitum y el agua suministrada en bebederos de niple, tratada
con hipoclorito de calcio al 0,1%. Se empled el esquema de
vacunacion siguiente: El primer dia la primera dosis contra
las enfermedades de Gumboro, Marek, bronquitis infecciosa
y la vacuna contra la viruela aviar. A los siete dias se aplico
la segunda dosis contra la enfermedad de Gumboro, a los
14 dias la vacuna contra la enfermedad de Newcastle y a los
21 dias la tercera dosis contra la enfermedad de Gumboro.

El cultivo de endosporas fue separado del medio de
cultivo mediante centrifugacion a 2.000 g e introducido en
el alimento en cuatro tratamientos experimentales: control
sin endosporas; dosis baja (DB) con 1,0x10°; dosis media
(DM) con 1,0x107 y dosis alta (DA) con 1,0x10% UFC.
mL-1.kg de concentrado™.

Se sacrificaron 8 aves por tratamiento mediante
aturdimiento eléctrico por personal competente para evitar
dolor. Se extrajeron ileon y ciego para determinar acidos
grasos de cadena corta totales (AGCC) y fraccionados,
acido lactico y pH, a los 35 y 42 dias de edad. El peso de
la bolsa de Fabricio, el bazo y los titulos de inhibicion de
la hemoaglutinina (HI) para la vacuna contra Newcastle
fueron medidos a los 35 y 42 dias.

Los AGCCtotales y losacidos acético, propidnico, butirico
y lactico se determinaron utilizando un cromatégrafo Krom
gas-liquido y detector de llama, segin Kumprecht et al.
[15].

Los titulos de HI para la vacuna contra el virus Newcastle
se realizaron segin el método beta para microtitulacion
[16].

Andalisis estadistico: Se utilizé el analisis de varianza de
clasificacion simple y la prueba de comparacién de Duncan
[17] para el analisis de las concentraciones de acidos lactico,
butirico, propidnico, acético y AGCC totales entre los
tratamientos, asi como para evaluar las variaciones de pH,
peso relativo de la bolsa de Fabricio y del bazo en el tiempo
y entre tratamientos. De igual manera se hicieron analisis
entre tratamientos para el porcentaje de sobrevivencia
bacteriana a pH 3 y a 1,5 g.L'! de sales biliares, y para
la dinamica en el tiempo del crecimiento bacteriano y la
produccién de endosporas.
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Resultados y discusion

Resistencia a pH acido: Las 3 cepas de Bacillus spp.
evaluadas fueron capaces de soportar los tres pH acidos
que se simularon in vitro, durante tres horas (Figura 1).
La capacidad de las cepas de resistir niveles acidos de pH
es necesaria, ya que, cuando se usa un cultivo microbiano
como probidtico via oral, este tiene que someterse, durante
su transito hacia el intestino, a la accion de la barrera acida
del estdbmago, donde el pH puede alcanzar valores de 2 [18].
Si los microorganismos sobreviven a esta barrera quimica,
es posible que puedan alcanzar el tracto digestivo inferior
donde van a desarrollar su accion probidtica, contribuyendo
al mantenimiento de un adecuado balance en la microbiota
intestinal. Se conoce que muchos factores pueden afectar
este balance, sin embargo, se ha reportado que el empleo
de probidticos a base de cultivos de Bacillus spp. y sus
endosporas contribuye a mejorar dicho equilibrio, aunque
es necesario tener en cuenta, en su seleccion, la resistencia
a las barreras acida y biliar [7].

Los resultados del presente experimento coinciden con
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Figura 1. Porcentaje de sobrevivencia en el tiempo, a pH 3, de las cepas
estudiadas.

los encontrados por Jadamus ef al. [19] al evaluar cepas de
B. subtilis y B. licheniformes. Dichas cepas demostraron la
capacidad que tienen de resistir condiciones de pH acido.

Resistencia a las sales biliares: Las cepas evaluadas de B.
subtilis mostraron capacidad para sobrevivir al efecto de las
sales biliares, seglin se muestra en la figura 2. Hyronimus et
al. [20] evaluaron 13 cepas de Bacillus aisladas del tracto
gastrointestinal (TGI), sin embargo, solo 2 sobrevivieron
en presencia de sales biliares. En un trabajo realizado
por Mantilla y Burgos [21] obtuvieron 3 cepas nativas
con potencial probidtico pertenecientes a los géneros
Lactobacillus spp., Bacillus spp. y Saccharomyces spp.,
las cuales mostraron tolerancia a las condiciones del TGI
como crecimiento a pH 3 y concentracion de sales biliares
de 3 g.L'!. Estos cultivos mostraron eficacia en exclusion
competitiva de patégenos in vitro, asi como una elevada
capacidad de crecimiento. De acuerdo a los resultados que
se obtuvieron en el presente trabajo, se evidencio que las
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Figura 2. Porcentaje de sobrevivencia en el tiempo a 1,5 g.L' de sales
biliares de las cepas estudiadas.

cepas de Bacillus spp. pueden ser resistentes a los fluidos
biliares simulados en condiciones in vitro (Figura 2).

Crecimiento microbiano y formacion de endosporas: En
la figura 3 se presentan los resultados obtenidos con las
tres cepas (C-31, C-34 y E-44) en cuanto a la dinamica de
crecimiento microbiano y la produccion de endosporas.
Se observo mayor capacidad de crecimiento y produccion
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Figura 3. Dinamica de crecimiento bacteriano y produccion de endosporas
de las cepas estudiadas.

de endosporas en la cepa E-44. En las primeras horas
comenzo el crecimiento de los cultivos y se mantuvo en fase
logaritmica hasta las 24 horas. A partir de este momento y
hasta las 72 horas, se inicio la fase estacionaria: las células
dejaron de multiplicarse por disminucion de nutrientes y
aumento de sustancias toxicas en el medio. En la dindmica
de produccion de endosporas se observo un comportamiento
similar al crecimiento tipico de este género microbiano para
las tres cepas evaluadas. A partir de las 24 hasta las 30 horas,
se observ un incremento en la produccion de endosporas. El
elevado niimero de endosporas para probidticos, garantiza
la conservacion y la viabilidad de estas bacterias por largos
periodos de tiempo [22].

Debido a los resultados obtenidos en estos experimentos,
se escogi6 a la cepa de B. subtilis E-44 para ser caracterizada
molecularmente y evaluar su posible uso como probidtica
sobre indicadores fermentativos en organos digestivos y
relacionados con la respuesta inmune en pollos de engorde.

Identificacion molecular de la cepa de B. subtilis E-44: La
secuencia molecular de la cepa E-44 fue:

GACTACGTTAATATCTTGCATTACTAATTGAATGTG
AATTACTTCTGTTATCTAGTTTTCAAAGAACAACAT
CTCGAAGAATCGAATGATCCTTCAAAACTAAACAA
GACAGGGAACGTTCTGTTTATAAGACCCAAGGTCT
TATATTCCGTTAAAATCCTTAGAAAGGAGGTGA

Esta secuencia presenta un 100% de identidad con B.
subtilis al compararla con secuencias registradas en la base
de datos del GenBank.

Evaluacion del uso de endosporas de Bacillus subtilis E-44
en pollos de engorde:

Dinamica del comportamiento de algunos indicadores
fermentativos en organos digestivos: Los contenidos de
acido lactico, butirico, propiodnico, acético y AGCC totales
a los 42 dias de edad, en el ciego de pollos de engorde,
se presentan en la tabla 1. Todos los contenidos fueron
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superiores (p<0,01) utilizando el tratamiento DA con
respecto al resto de los tratamientos. Los valores de pH
en los contenidos cecal e ileal a los 35 y 42 dias de edad
de los animales se muestran en la tabla 2. Se observo una
disminucion del pH en ambos ambientes, con todos los
tratamientos evaluados. A los 35 dias se obtuvieron los
valores mas bajos de pH con el tratamiento DA mientras
que a los 42 dias los valores mas bajos se obtuvieron con los
tratamientos DM y DA, sin diferencias significativas entre
ambos (p<0,01).

Los AGCC y el acido lactico que se forman en el intestino,

Tabla 1. Contenido de acido lactico, butirico, propionico, acetico y acidos
grasos totales en el ciego a los 42 dias de edad de los animales con cuatro
dosis de endosporas de Bacillus subtilis E-44.

42 dias

Tratamientos
(UFC.ml) AL AB AP AA - AGCC
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

Control 1,0° 3,00 4,00 7,00 14,00
DB (1,0x106 1,00 3,00 5,0° 7,5 15,00
DM a a a a 2
(LOx107) 1,2 3.6 5,7 7.8 17,0
DA (1,0x10%) 2,00 7,00 8,00 9,5 24,00
(ES%) #1,25 1,34% 1,56* 1,13% 1,24%

ab Tetras diferentes entre indicadores medidos difieren para p<0,05
(Duncan). AL: acido lactico, AB: écido butirico, AP: acido propiodnico,
AA: acido acético y AGCC: acidos grasos de cadena corta. (ES=+): error
estandar. DB: dosis baja, DM: dosis media y DA: dosis alta. *p<0,01 y
**(p<0,001)

Tabla 2. Valores de pH en los contenidos cecal e ileal a 35 y 42 dias de
edad de los animales tratados con cuatro dosis of endosporas de Bacillus
subtilis E-44.

Tratamientos 35 dias 42 dias
(UFC.ml") Tleon Ciego Tleon Ciego
Control 6,6 6,2¢ 6,4 6,0°
DB (1,0x10°) 6,2° 6,0 5,8 5,5
DM (1,0x107) 6,1° 5,8¢ 5,4° 5,3%
DA (1,0x10%) 5,7¢ 5,3 5,5 5,3%
(ES%) 1,13 1,15% 1,07* 1,23*

abe Tetras diferentes entre indicadores medidos difieren para p<0,05
(Duncan). *p <0,01. (ES+): error estandar. DB: dosis baja, DM: dosis
media y DA: dosis alta.

juegan un importante papel en el control del crecimiento
bacteriano de enteropatdogenos en ese ecosistema [23].
Ademas, se manifiesta un efecto tréfico sobre el epitelio
intestinal, lo que favorece los procesos de digestion y
absorcion de nutrientes, con una respuesta favorable
en los indicadores productivos, peso vivo y conversion
alimenticia. Se observé que el acido butirico, que es el que
contribuye con mayor peso especifico al efecto trofico del
epitelio intestinal, tuvo el mejor comportamiento con el

tratamiento de DA. Aunque no esta totalmente dilucidado,
se plantea que uno de los efectos de los cultivos de Bacillus
spp. vy sus endosporas radica en favorecer el incremento
de la poblacion de especies de Lactobacillus a nivel del
tracto digestivo, con un aumento en la produccion de
acido lactico y una disminucion del pH intestinal, con
incremento de Enterococcus, Bacillus y bacterias totales,
asi como disminuciéon de Staphylococcus, coliformes y
enterobacterias [23].

Dinamica del comportamiento de algunos indicadores
relacionados con la respuesta inmune: El peso relativo de
la bolsa de Fabricio y del bazo a los 35 y 42 dias, mostraron
mejor comportamiento (p<0,001) en todos animales que
recibieron tratamiento con endosporas, como se observa
en la tabla 3. Estos resultados estan dentro de los indices
normales que establecio Giambrone con su método para
calcular la adecuada inmunocompetencia de las aves con el
peso de estos 6rganos inmunes y el peso vivo [24]. Segun
este criterio, los pollos en este experimento no se encuentran
inmunodeprimidos.

Se obtuvo un mayor peso relativo de la bolsa de Fabricio

Tabla 3. Peso relativo de bolsa de Fabricio y bazo a 35 y 42 dias de edad de
los animales tratados con cuatro dosis de endosporas de Bacillus subtilis
E-44.

35 dias 42 dias
Tratamientos .
(UFC.ml") Bolsa de Bolsa de Titulos HI
.. Bazo . Bazo vacuna
Fabricio Fabricio
Newcastle
Control 0,14¢ 0,12° 0,14¢ 0,12° 1:16.0c
DB(1,0x10%)  0,17° 0,10° 0,20° 0,13° 1:22.6b
DM(1,0x107)  0,19° 0,13° 0,21° 0,18 1:21.5b
DA(1,0x10%)  0,22* 0,18 0,24* 0,18 1:28.3a
(ES=+) 0,08%* 0,15%* 0,21* 0,16* 0,10*

*b¢ Tas medias en la columnas difieren para p<0,05 (Duncan). *p<0,05
** p<0,01. (ES): error estandar. DB: dosis baja, DM: dosis media y DA:
dosis alta.

a los 35 dias con el tratamiento de DA de endosporas de
B. subtilis E-44 (p<0,01); el peso del bazo también fue
mayor en este tratamiento (p<0,01). A los 42 dias se obtuvo
la misma respuesta para el peso relativo de la bolsa de
Fabricio (p<0,01), pero no hubo diferencias significativas
en comparacion con el peso relativo del bazo. El resultado
obtenido sugiere una mejor respuesta del sistema inmune
de las aves, por lo que se considera que el empleo de
estos cultivos induce procesos de inmunomodulacion. Un
adecuado tamafio, con un estado fisiologico favorable,
favorece el desarrollo de linfocitos B en las aves. [24].

Los titulos de HI para la vacuna contra el virus de
Newecastle se presentan en la tabla 3. Hubo diferencias
entre los grupos tratados y el control, pero en la medida
que se incremento la dosis aumentaron los valores de estos
(p<0,01) siendo mayores en el tratamiento DA con titulos
de 1:28. Se observo un efecto inmunoestimulante con este
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tipo de cultivos probidticos sobre los titulos de HI para la
medicion de la respuesta inmune a través de la vacuna contra
el virus de Newcastle. La hemoaglutinina es parte de la
glicoproteina viral involucrada en la absorcion del virus, por
lo que los anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacion
limitan la infeccion por este virus. Se comprobd que en
los pollos existe una alta relacion entre el titulo de estos
anticuerpos y la proteccion del sistema inmune, por lo que
se considera como un indicador viable que relaciona la
eficacia de la vacuna y la inmunidad general [25].

Nakano et al. [26] obtuvieron respuesta positiva de
Bacillus spp. en el incremento del peso de la bolsa, el bazo y
los titulos de HI para la vacuna contra el virus de Newcastle.
Por su parte, Khaksefidi y Ghoorchi [27] encontraron
resultados similares al aplicar, en la dieta de pollos, un
cultivo de B. subtilis con respuesta positiva en los ciclos de
1-21 dias y de 22-42 dias.

Conclusiones

Si se integran los indicadores evaluados (tamafio de la
bolsa de Fabricio, bazo y titulos de HI) con la respuesta
inmune como un indice de actividad probiotica, se puede
concluir que existe una mejoria en la respuesta del sistema
inmune de los pollos, con el empleo del concentrados de
endosporas de la cepa de B. subtilis E-44 evaluado.
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