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CARACTERIZACION MOLECULAR DEL VIRUS DE INFLUENZA AVIAR EN AVES SILVESTRES:
IDENTIFICACION DE MARCADORES DE PATOGENICIDAD Y ANALISIS COMPARATIVO

Alejandro Jacobo Aranda Jiménez
Victor Manuel Petrone Garcia, Gabriela Aguilar Tipacamd, Varinia Lopez Ramirez, Inkar Castellanos Huerta.
Universidad Nacional Auténoma de México, Universidad Auténoma de Querétaro, . Instituto Tecnoldgico Superior de Irapuato, Department of

Poultry Science, University of Arkansas.
aaranda04@alumnos.uag.mx

Resumen

El virus de influenza tipo A es catalogado como un agente de importancia debido al gran impacto socio-econdmico y eco-
epidemioldgico que tiene en diversos hospedantes, en México emergid con los serotipos de baja patogenicidad H5N2 en
1993 y de alta patogenicidad H7N3 en 2012, estableciendo que son las aves acuaticas las que favorecen su transmisién y
persistencia en la industria avicola del pais. Con lo anterior se establecid evaluar variaciones antigénicas y moleculares
asociadas con la alta virulencia en cepas de aves domésticas en comparacion con virus silvestres, determinar las relaciones
evolutivas entre los virus silvestres y domésticos circulantes en México. Se evaluaron marcadores especificos para H5SN2
y H7N3 en cepas con divergencia en su dindmica espacio-temporal, y las relaciones evolutivas fueron determinadas. La
construccion de las relaciones evolutivas fue determinada aplicando un modelo de inferencia bayesiana filodinamica en
BEAST. Se complementé el analisis con una difusidn espacio-temporal empleando un software geoespacial. El andlisis de
las variaciones antigénicas indico que las cepas de campo presentan y conservan sustituciones de aminodacidos asociadas
con la adaptacién y el incremento de su patogenicidad en los hospedantes, y con la inferencia filogeografica se muestra
que el linaje mexicano linajes tuvo su origen de poblaciones silvestres, pero las aves domésticas han promovido la
transmisidn interespecie. Con base a los resultados, se establece que la produccidn avicola de México desempeiia un rol
eco-epidemioldgico en la circulacidn del virus de influenza aviar, y que las aves silvestres cumplen su rol ecolégico en su
dispersion geografica. Palabras clave: linaje mexicano, H5N2, H7N3, fauna aviar silvestre, redes de inferencia, difusion
geografica.

Palabras Clave: linaje mexicano, cepas silvestres, Anseriformes, Galliformes, redes de transmisidn, difusion geografica

Abstract

Influenza A virus is classified as an agent of importance due to the great socio-economic and eco-epidemiological impact
it has on various hosts, avian influenza virus emerged in Mexico with H5N2 subtype and subsequently H7N3 establishing
that waterfowl their transmission and persistence in national poultry. Reason for seeking to evaluate antigenic and
molecular variations associated with high virulence in strains of poultry compared to wild birds, and establish evolutionary
relationships between viruses wild-type and domestic-type circulating in Mexico. Specific molecular markers for H5N2 and
H7N3 were evaluated in strains that differed in their spatio-temporal dynamics, and evolutionary relationships were
determined by phylogenetic inference analysis in BEAST. Phylogenetic trees were generated based on discrete trait
variables using Markov chains to design inference networks. The analysis was complemented by a spatio-temporal
diffusion using geospatial software. Analysis of antigenic variations indicates that the poultry strains have presented and
retain amino-acid substitutions associated with adaptation and increased pathogenicity in the hosts, and with the
phylogeographic inference it was stablished that Mexican lineages originated from wild populations, but poultry are the
responsible for the evolution, persistence, and cross-species transmission. Based on the results, it is established that
poultry production in Mexico plays an eco-epidemiological role in the circulation of avian influenza virus, and that wild
birds play their ecological role in their geographical dispersion. Keywords: Mexican lineage, H5N2, H7N3, wild avian fauna,
inference networks, geographic spread.

Key Words: abcd

Introduccién

El virus de influenza aviar (vIA) es considerado un agente patdégeno con impacto considerable en el ambito salubridad
humana y animal (1,2) debido a su potencial zoonético (3,4), y al ser un virus circulante en ambientes ecoldgicos debido a
sus hospedantes naturales le ha permitido ser uno de los patégenos con mayor persistencia histérica (5,6), con base a su
factibilidad de afectar diversas especies de aves y mamiferos (2). Aplicando la dindmica del vIA, se han catalogado sus
infecciones a lo largo de la historia, con base a los conocimientos obtenidos en el ambito ecoldgico, epidemioldgico y
filogenético (7,8).
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En México, se tiene registro que circulan 3 serotipos en poblaciones aviares , el serotipo H5N2 ha circulado desde hace
mas de dos décadas, emergiendo como virus de influenza aviar de baja patogenicidad (IABP) en 1993, denominado
A/chicken/Mexico/31381-7/93 (9). Un afio mas tarde, se detectd el virus IABP H5N2, nombrado A/chicken/Mexico/31381-
7/1994 relacionado evolutivamente con virus de influenza aviar de alta patogenicidad (IAAP) H5N2 circulante en EE.UU.
durante 1983 a 1984 (10); sin embargo, a finales de otofio de dicho afio, el virus tuvo mutaciones que dieron origen al
virus de IAAP H5N2 (A/chicken/Puebla/8623-607/1994) (9-11), y para 1995 emergieron las cepas
A/chicken/Queretaro/14588 19/1995, y A/chicken/Queretaro/7653_20/1995 las cuales promovieron la afectacion en
Querétaro afectaron a 20 millones de pollos (9,10,12). Actualmente los virus IABP H5N2 descendientes de ese linaje, se
han vuelto endémico en las poblaciones de aves domésticas del pais (9,10). No fue hasta principios de marzo de 2024 en
Huetamo, Michoacan y Atizapan de Zaragoza, Estado de México (28 de marzo de 2024) (13), que se notificaron brotes
activos de IAAP del serotipo H5N2 en el pais, después de 25 afios de ausencia en poblaciones aviares de México (10).

En 2012, emergid el serotipo de IAAP H7N3 (A/chicken/Jalisco/12283/CPA1/2012), el cual mostré relacién histopric-
evolutiva con virus de IABP circulantes en patos de la especie Anas carolinensis (8,14,15). Actualmente continua
generando la presencia de casos en aves domésticas, pero no en igual magnitud como el brote ocurrido en 2012, que
ocasiond pérdidas de aproximadamente $475 millones de ddlares y la matanza de mas de 22.4 millones aves en el pais
(16). Sin embargo, en diciembre de 2021 Canada registrd el primer brote por un virus de IAAP H5N1 de linaje Gs/Gd en
America (17-19), y fue hasta el 13 de octubre de 2022 que en México notificd el primer caso de IAAP H5N1 linaje Gs/Gd
clado 2.3.4.4b en un halcén gerifalte (Falco rusticolus) en el Estado de México (20). Pero el primer pico de la enfermedad
en laindustria avicola se detecté en Nuevo Ledn y Sonora a finales de octubre de 2022 (21,22), y posteriormente en Jalisco
y Yucatdn a finales de noviembre de 2022, y el ultimo pico se presenté en Yucatan donde se reportaron 6 brotes a
principios de enero de 2023 (21). En un panorama general para el virus de IAAP H5N1 se registraron 56 brotes a lo largo
del territorio nacional, de los cuales 16 brotes se presentaron en aves silvestres y 40 en aves domésticas registrados hasta
el 21 de marzo de 2023 (21,23). Sin embargo, debido a la ausencia de brotes de H5N1 en el territorio nacional desde junio
de 2023, la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) publicé el 04 de octubre en el Diario Oficial de la
Federacién el ACUERDO por el que se declara al territorio de los Estados Unidos Mexicanos, como zona libre de Influenza
Aviar tipo A, subtipo H5N1 (24) pero el estatus zoosanitario cambio el 05 de octubre de 2023 cuando en Jalisco se confirmd
la presencia de un caso de H5N1 en una cerceta de ala verde (Anas crecca) comenzado los rebrotes en aves silvestres en
los estados de Veracruz, Jalisco y Guanajuato; y en aves domésticas en Sonora el 25 de octubre de 2023 (23,25), y el dia
28 en Celaya, Guanajuato se reportd un brote de IAAP H5Nx (25). Por lo que ante la presencia de rebrotes de la IAAP H5N1
en México se publico a finales del 2023 el ACUERDO mediante el cual se activa, integra y opera el Dispositivo Nacional
de Emergencia de Sanidad Animal, para el control y, en su caso, erradicacion de la Influenza Aviar de Alta Patogenicidad
A, subtipo H5N1, asi como para prevenir su diseminacion dentro del territorio nacional (26) con el objetivo de estipular
las estrategias zoosanitarias para controlar y erradicar la reemergencia de la enfermedad.

Anteriormente, se describieron los principales serotipos circulantes en la industria avicola, como es el caso del H5N2
endémico desde 1993 (9), el H7N3 circulante desde 2012 (8,27), y el virus IAAP H5N1 clado 2.3.4.4b, desde 2022 (23,25).
Por otra parte, los virus de IABP se han identificado en diversas especies de aves silvestres endémicas y migratorias (28—
30); estableciendo que la prevalencia del vIA en poblaciones de aves acudticas y terrestres presentes en las areas de
superposicion de rutas migratorias en el territorio nacional sea de un 39% (31).

Materialesy Métodos

Para los ensayos bioinformaticos se emplearon las secuencias de H5N2 (n=15), H7N3 (n=13), y otros subtipos (n=3), las
cuales se alinearon usando la herramienta Clustal Omega 1.2.2 (32). A partir del ensayo resultante se realizdé un analisis
de alineamiento multiple de Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para poder efectuar la elaboracién de los
ensayos bioinformaticos. Al aplicar los criterios de exclusidn se obtuvieron en total 660 secuencias para el virus H5N2, y
949 secuencias para el virus H7N3; disponibles publicamente en la base de datos GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) consultada el 11 de octubre de 2024.

Para identificar los marcadores moleculares de patogenicidad especificos de H5N2 y H7N3 se utilizd la base datos
disponible en GISAID (https://gisaid.org/about-us/acknowledgements/epiflu/) (33), y la evaluacidn in silico realizada por
Dadonaite et al. (34). Al obtener el consenso de los marcadores, se obtuvo el gen codificante para cada una de las proteinas
de superficie, internas y no estructurales, de las secuencias de H5N2 (n=15), H7N3 (n=13), y otros subtipos (n=3) usando
la herramienta EasyGene (35) con la finalidad de retirar las regiones no codificantes de las secuencias.
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Para la localizacién de los marcadores de los segmentos 1, 2, 3, 5, 7 y 8 se emplearon las secuencias de la cepa
A/goose/Guangdong/1/96(H5N1) (36), disponibles publicamente en la base de datos GenBank. Para el segmento 4
primero se implementd la herramienta SignalP 4.1 (37,38) para identificar el péptido sefial N-terminal de las secuencias,
y con la herramienta ProP 1.0 (39) se determind el sitio de escision de HAQO. En cambio, en el segmento 6 inicialmente se
definieron sus regiones estructurales usando la herramienta DeepTMHMM (40), y después la secuencia de aminodcidos
se enumerd con base al modelo establecido por Colman et al (41).

Las secuencias de H5N2 (n=660) y H7N3 (n=949) fueron alineadas con cada segmento gendmico de la cepa de origen
silvestre actual como control externo para evaluar su relacién evolutiva con las secuencias de aves domésticas
identificadas. Para iniciar con el ensayo filogenético se determind el modelo evolutivo con base a la sustituciéon de
nucledtidos (42,43). El modelo de sustitucion obtenido se empled para realizar un analisis bayesiano enfocado en evaluar
la dindmica evolutiva del virus mediante la aplicacion del modelo bayesiano de Cadena de Markov Monte Carlo (MCMC)
en el programa BEAST v1.10.4 (44). El modelo de MCMC se ejecutdé a 100 millones con un muestreo cada 1,000
generaciones, la convergencia de las cadenas del modelo MCMC y el tamafio muestral se evaluaron usando Tracer 1.5
(http://beast.bio.ed.ac.uk), obteniendo valores de ESS > 150 (45). Finalmente, el arbol de maxima credibilidad de clado
(MCC, Maximum Clade Credibility) se obtuvo en el programa TreeAnotator v.1.10.4 (46) y se visualizd en el programa
FigTree v1.4.4.

La visualizacidn grafica del origen para los virus HSN2 y H7N3 se realizé mediante una reconstruccion especial a partir del
modelo bayesiano del arbol obtenido mediante MCC usando spreadD3 v0.9.6 (47) en el cual se efectué un analisis de
difusion filogeografica en espacio discreto (48), y para inferir la ruta de dispersion mas significativa en la filodindmica se
calculd el factor bayes (BF1o) a partir del analisis de seleccion de variables de busqueda estocastica bayesiana (49,50).

Resultados y discusion

En relacidn a la proteina HA del serotipo H5SN2 con base al alineamiento se determiné que la mayoria de las secuencias de
H5N2 contaban una secuencia multibasica de aminoacidos (KRKR/GLF) que les confiere un patotipo de IAAP (12,51); sin
embargo, en tres cepas se observo una secuencia (KKTR/GLF) reportada solamente en virus de mediana patogenicidad
(52), los cuales se aislan con frecuencia en patos y gansos domésticos causandoles infecciones respiratorias (53) vy
solamente dos cepas tuvieron un patotipo de IABP (12,51). Sin embargo, Lee et al. (2017) ha descrito que los virus IAAP
HS5 se caracterizan por presentar una secuencia consecutiva de 4 aminodcidos bdsicos en su sitio de escision de HAQ, y un
aumento de los mismos no incrementara su patogenicidad en aves domésticas; por otro lado, Luczo y Spackman (2025)
evaluaron que los virus IAAP H5 en asociacién con subtipo N2 de linaje americano presentan mayoritariamente una
insercion multibdsica de mediana longitud (RKKR/G) que una insercidn extensa (REKREKR/G). En relacion a lo descrito
anteriormente, se puede plantear que el subtipo IAAP H5N2 no ha sido erradicado a pesar de que su Ultimo reporte en
1995 (56), ya que con base a la evaluacidén del HACS de las secuencias se establece que en México se encuentran
interactuando tres diferentes patotipos.

Durante la identificacion de marcadores de patogenicidad se observé que la mayoria de las cepas H5N2 de pollo y la cepa
A/Mexico/INER-INF645_HA/2024(H5N2) presentaban una asparagina en la posicion 158 (S158N) un marcador relacionado
con favorecer la relacionada con la afinidad de unién al receptor SAa-2,6 Gal (57), con lo que se puede inferir que son las
cepas de aves domésticas las que podrian favorecer la adaptacidon y el salto zoondtico hacia los mamiferos.
Adicionalmente, en las cepas aisladas en Aguascalientes (2013), Estado de México (2023), Jalisco (2022), Puebla, y
Querétaro (2021 - 2023) se observaron marcadores asociados a la patogenicidad de cepas H5N1 como D101N, V214l,
S159N, T192l, y S137; en cambio, la cepa A/Mexico/INER-INF645_ HA/2024(H5N2) presentd sustituciones de aminoacidos
con efectos zoondticos potenciales en los sitios 101S, 216T, y 227R (33).

Para la proteina NA, las cepas H5N2 provenientes de aves domésticas en conjunto con la cepa A/Mexico/INER-
INF645/2024(H5N2) contaban con una delecidn de 20 aminoacidos en la regidn del tallo, el cual es un patrén de delecion
presente en el subtipo N2 circulante en paises como EE.UU., El Salvador, Guatemala, Japdn, México y Taiwan (58), dicha
delecion se encuentra asociada con la adaptacidén de la NA circulante en aves silvestres hacia aves domésticas (36,51).
Dentro del andlisis de los marcadores, con excepcion del cambio del acido glutamico en la posicién 368 (E368K) asociado
con aumentar la actividad de la neuraminidasa durante la replicacién en células de pollos (59) en las cepas de H5N2, no
hubo alguln otro cambio asociado con el incremento en la patogenicidad de las cepas.

A partir de dicha escala espacio-temporal se aprecié que el subtipo H5 fue introducido a México desde la region oriental
de Canadd (Ontario) y nororiental de EE.UU (Minnesota) fuertemente soportados por un factor de Bayes (BF10) >4.61, (60)
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en conjunto con el analisis espacial se determind que la transmisidon del segmento HA involucro poblaciones de aves
domeésticas y silvestres en donde se observé un vinculo altamente significativo de una difusion hacia Galliformes
domésticos a partir de Anseriformes silvestres (BF10=4.16) mds que de una transmisidn de aves domésticas hacia aves
silvestres (BF10=2.73) estableciendo que la transmisién del segmento fue promovida por poblaciones silvestres, lo cual fue
establecido por Hill et al. (2022) quienes determinaron que dichas poblaciones actian como promotores de la expansion
geografica de los virus de influenza, pero el caso particular del clado mexicano se presentaron casos aislados de la
donacién del gen HA de aves domésticas hacia aves silvestres (2007 y 2017) y mamiferos (2014 y 2024), tal como lo descrito
por Mateus-Anzola et al. (2021), quienes detallaron que las cepas aisladas de H5N2 en suinos tenian una relacién evolutiva
con cepas de aves silvestres y aves domésticas de México, mas que con los aislados identificados en poblaciones de aves
silvestres de 2002 a 2013 circulantes en Norteamérica, dicho argumento se sustentd con el valor probabilistico de BFio=
3.69 (60). Para NA se observaron vinculos altamente significativos de una difusiéon de Anseriformes silvestres hacia
Galliformes domésticos (BF10=4.46) como de Galliformes domésticos hacia Anseriformes silvestres (BF10=3.76)
estableciendo que para el gen de NA se ha presentado una mezcla del subtipo N2 entre las poblaciones domésticas y
silvestres.

En relacidn a la proteina HA del serotipo H7N3 se encontrd que las cepas presentaban un patotipo de IAAP debido a que
contaban con una insercién de 4 aminoacidos basicos (HRKTR/GLF) (63) patrén que mejora la replicacion e infeccion en
aves domésticas. Similar a como ocurre en virus H5, también pueden presentar una insercion de longitud corta, mediana
o extendida (55); para las cepas de H7N3 de aves domésticas se observo una insercion de 13 aminoacidos de los cuales 7
eran basicos lo cual los clasifica como secuencia de HACS extendida (55) a diferencia de cepas silvestres las cuales cuentan
con patotipo de IABP, al conservar la secuencia tipica (NPKTR/GLF) (55). Evaluando los marcadores de patogenicidad
solamente en la cepa de Aguascalientes (2023) y Jalisco (2022 y 2023) presento la sustitucidon de alanina en la posicién
157, asociado con incrementar la patogenicidad en aves domésticas (64). La proteina NA no presenté delecion en el tallo
lo cual coincide con lo descrito por Abdelwhab et al. (2013) quienes establecieron que en virus H7N3 de linaje mexicano
no cuentan con deleciéon en la regiéon del tallo, en comparacién con cepas aisladas en EE.UU., Italia, Pakistan, y Reino Unido
donde si llegan a presentar deleciones en H7N3 (58) y ser asociadas en incrementar la patogenicidad en mamiferos (65).

Al realizar la evaluacion filogeografica se observa que el origen de la circulacién del linaje H7N3 de México deriva de virus
provenientes de Canada (Columbia Britanica) aislados durante 2004, lo cual esta soportado con un valor BF10=5.33 (60)
estableciendo que los virus H7N3 de Norteamérica emergieron en Canada durante el 2004 por (51,66,67). En relacién ala
red de transmision del segmento entre hospedantes, la difusion del segmento HA partié de especies de Anseriformes
silvestres (BF10=4.16) las cuales promovieron la dispersién hacia poblaciones de Charadriiformes. Sin embargo, también
se observd una evidencia substancial para inferir que las poblaciones de Galliformes domésticas son las que han
promovido el salto hacia aves silvestres (BF10=2.27) como hacia mamiferos (BF10=1.60). El subtipo N3 del linaje mexicano
(Figura 22) al igual que H7 tuvo su origen de virus canadienses (Alberta) circulantes durante 2003, aisladas soportado con
un valor BF10=4.25 (60) (Anexo VIIl). No obstante, para el segmento NA las especies de Anseriformes silvestres
promovieron la donacion del gen hacia aves domésticas (BF10=4.007),pero las poblaciones domésticas promovieron una
donacién hacia los mamiferos.
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REDUCCION DEL USO DE ANTIBIOTICOS CON ACCION DIGESTIVA EN AVES DE COMBATE
POR UNA ALTERNATIVA NUTRICIONAL

Manuel Alfonso Negrete Morales, Arturo Pifiéon Quintana
Al-Chemia GV
arturop@al-chemia.com

Resumen

Los aminoacidos azufrados son nutrientes esenciales para las aves. Sin embargo, una preocupacion creciente es el exceso
de fuentes de azufre (S) en la dieta, ya que los sulfatos podrian servir como sustrato para la produccion de acido sulfidrico
(H2S) por bacterias reductoras de sulfato, con efectos negativos sobre la salud intestinal y, por consiguiente, el rendimiento
productivo de las aves. Se sabe que la toxicidad del S en las aves de corral induce condiciones patoldgicas inespecificas
gue, generalmente, se manifiestan por diarrea.

Se llevo a cabo una prueba de campo con pollitos de combate con la finalidad de evaluar si la restriccidon del uso de
substratos asufrados por las bacterias intestinales permite reducir la presentacion de trastornos digestivos. Tres grupos
de 10 pollitos cada uno recibieron una mezcla de acido citrico + mineral en el agua de bebida a razén de 0 (A), 150 (B) o
1500 (C) gramos disueltos en 1000 L de agua durante 28 dias.

En sélo 3 dias después del inicio de la suplementacidn, las excretas de las aves de los Grupos B y C cambiaron, tanto en
color como en firmeza, con lo que la cama de estos dos grupos de aves se mantuvo mas seca en comparacion con el Grupo
Testigo (A). Las aves del Grupo B tuvieron una ganancia de peso promedio de 20 g mas por semana comparativamente a
las aves del Grupo Testigo (+ 80 gramos al final de la evaluacion). No se observé ningun signo de toxicidad, baja de consumo
de alimento ni pérdida de peso en las aves del Grupo C. La suplementacion permitié controlar la presentacién de
trastornos digestivos y mejorar la condicién corporal de las aves sin alguno riesgo de toxicidad

Palabras Clave: ave de combate, intestino, microbiota, acido sulfhidrico, inflamacidn, intestino

Introduccién

Una de las problematicas cruciales de la gallicultura es la presentaciéon de trastornos gastroentéricos que se llegan a
manifestar durante la transicién de criadoras (de piso o bateria) a semi-libertad o libertad para los pollitos, al final de la
temporada de pelecha, al ingreso en lotes de aves reproductoras o al inicio del periodo de preparacién cuando el gallo
pasa de una fase de mantenimiento a un entrenamiento vigoroso y de alta demanda nutricional [1].

Los nutrientes de la dieta y las secreciones intestinales que no se absorben en el intestino delgado alcanzan el intestino
grueso donde, la intensa fermentacidn bacteriana resulta en una gran variedad de metabolitos con actividad bioldgica.

A diferencia del amplio conocimiento del metabolismo de aminoacidos azufrados, los efectos deletéreos asociados con el
azufre (S) han recibido poca atencién. Generalmente, las dietas a base de maiz y harina de soya pueden contener de 100
a 3,500 ppm de S pero, dependiendo de los ingredientes utilizados en una formulacidn (ej. DDGS y minerales traza en
forma de sulfato), el contenido total de azufre de los alimentos balanceados puede oscilar entre menos de 500 y mds de
10,000 ppm [2].

Bajo las condiciones anaerdbicas en el intestino grueso, bacterias de los géneros Streptococcus, Fusobacterium,
Salmonella, Enterobacter y Clostridium son capaces utilizar S como donador - aceptor terminal de electrones para
produccién de energia. El producto final de esta via metabdlica es el acido sulfidrico (H.S) que es un gas altamente
proinflamatorio para la mucosa intestinal.

Limitar la utilizacidn de substratos azufrados y la produccién de H.S por el microbiota es una alternativa innovadora para
modular la inflamacién de la mucosa a lo largo del intestino y preservar la estructura y la funcidn de la barrera epitelial
intestinal. Para validar los beneficios de esta estrategia en aves de combate, se llevd a cabo una prueba de campo con el
objetivo evaluar los efectos de la suplementacién de un complejo mineral + acido citrico (Al-Chemia GV) en el agua de
bebida de pollitos de combatre sobre la incidencia de trastornos digestivos.
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30 pollos de diferentes lineas de combate de entre 3 y 4 meses de edad divididos en 3 grupos experimentales de 10
individuos cada uno (A, By C). Las aves se mantuvieron enjauladas para garantizar la dosificacién del complejo y la correcta
observacién de la condicidn de las excretas y de la cama donde se encontraban los animales y su estado de salud.

Los pollos recibieron una alimentacidon comercial adecuada a su edad compuesta por una mezcla al 50 % de alimento
Crecimiento con 16% de proteina y Desarrollo con 17% de proteina a libre acceso.

Las aves del Grupo A (Testigo) recibieron agua de bebida fresca a voluntad. Las del Grupo B recibieron el complejo, a razén
de 150 g/ 1000 L de agua (dosis recomendada) y las del Grupo C, 1500 g por 1000 L de agua (dosificacion de seguridad), a
voluntad durante el periodo de observacion (28 dias). La dosificacién de seguridad fue implementada para validar la
inocuidad de la suplementacion.

Todas las aves en la granja reciben la vacuna TRAI COVAC para la prevencion de Newcastle, Célera Aviar y Colibacilosis.
Todas las aves se pesaron, de manera individual, al inicio de la pruebay los dias 7, 14, 21 y 28 de la evaluacion. Se observé
cotidianamente el aspecto de la excreta de cada una de las aves. El criterio de eficacia fue la ausencia de trastornos
digestivos manifestada por excretas bien formadas y una ganancia de peso mayor que el Grupo Testigo.

En sélo 3 dias después del inicio de la suplementacidn, las excretas de las aves que recibieron el complejo (Grupos By C)
cambiaron contundentemente, tanto en color como en firmeza, con lo que la cama de estos dos grupos de aves se
mantuvo mas seca en comparacion con el Grupo Testigo (A). Las aves del Grupo B tuvieron una ganancia de peso promedio
de 20 g mas por semana comparativamente a las aves del Grupo Testigo (+ 80 gramos al final de la evaluacién). No se
observé ningun signo de toxicidad, baja de consumo de alimento ni pérdida de peso en las aves del Grupo C.

A los pocos dias de iniciada la evaluacién el Grupo Testigo presentd sintomas de infeccidn digestiva por lo que cada una
de las aves de este grupo recibié 20 mg de Norfloxacina durante 5 dias. No hubo necesidad de medicaciéon alguna durante
el periodo de prueba para las aves que recibieron el complejo (Grupos B y C). Después de 15 dias de suplementacién, se
observé una diferencia marcada en el plumaje y la condicién corporal de las aves que recibieron DIG GUT W en
comparacion con el Grupo Testigo (pollos con plumaje mas pobre y opaco y menor peso).

Conclusion

La suplementacidn con el complejo permitié controlar la presentacién de trastornos digestivos y mejorar la condicidn
corporal de las aves sin alguno riesgo de toxicidad, por lo que puede impactar positiva y econédmicamente la cria y el
manejo de los gallos en sus diferentes etapas y reducir el uso indiscriminado de antibidticos que se ofrecen en las galleras.

Referencias
[1] Orozco Adame J.K., Pifion Quintana A. 2024 . Salud Intestinal en el Ave de Combate. Los Avicultores y su Entorno. BM Editores. 156, 143-145.
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EVALUACION DEL EFECTO PROTECTOR DE LAS MICROVESICULAS DE LACTOBACILLUS
ACIDOPHILUS ADMINISTRADAS POR ViA ORAL A POLLOS COBB 500 DESAFIADOS CON
AFLATOXINA B1

Moreno Lazaro Ericka, Juan Omar Hernandez Ramirez, Cynthia Gonzalez Ruiz.
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan UNAM
316112936@cuautitlan.unam.mx

Resumen

Las micotoxinas constituyen un problema relevante en la produccién avicola debido a que pueden contaminar los granos
empleados en la alimentacion de estas aves y su impacto negativo sobre el desempefo productivo, la salud hepaticay la
integridad intestinal. Entre ellas, la aflatoxina B; es una de las mas frecuentes y hepatotdxicas, ampliamente distribuida
en alimentos para animales y asociada con la disminucién del crecimiento, alteraciones metabdlicas y pérdidas
econdmicas importantes. Ante la necesidad de estrategias que mejoren la produccidén de manera segura y eficaz, se ha
propuesto el uso de probidticos acelulares (PbA), como las microvesiculas (MVs), estructuras liberadas por
microorganismos que pueden internalizarse en tejidos y transportar moléculas bioactivas con efectos protectores. Las
MVs derivadas de Lactobacillus acidophilus (LA) han demostrado propiedades probidticas y podrian representar una
alternativa para modular los efectos téxicos de las micotoxinas. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
protector de MVs de Lactobacillus acidophilus, aisladas del tracto gastrointestinal de Rattus norvegicus, administradas por
via oral en pollos Cobb 500 desafiados con aflatoxina B;. Se utilizaron aves distribuidas en seis grupos experimentales con
diferentes tratamientos: Control (CT), LA, MVs, AFB, LA+AFB y MVs+AFB. Durante el periodo experimental se registraron
variables productivas, pardmetros clinicos y alteraciones hepaticas. El grupo tratado Unicamente con MVs presento la
mayor ganancia de peso (2777.71 g) y mejor conversidn alimenticia, mientras que el grupo AFB mostro los valores
productivos mas bajos (2525 g) y mayor conversidon. Asimismo, se observé menor severidad de lesiones hepaticas en los
grupos tratados con LA y MVs frente a los grupos desafiados sin tratamiento. Estos resultados sugieren que las
microvesiculas de Lactobacillus acidophilus podrian atenuar los efectos adversos de la aflatoxina B1, favoreciendo el
crecimiento, la integridad hepatica y la respuesta fisiolégica de los pollos de engorda, reducir la dependencia de
antibioticos y favorecer el desarrollo sostenible de la industria avicola constituyendo una alternativa complementaria.

Palabras Clave: Micotoxicosis, salud intestinal, avicultura, desempefio productivo, probiéticos, vesiculas.

Introduccién

Uno de los sectores agricolas con mayor crecimiento es el de la industria avicola, por ello es importante incrementar la
eficiencia de los sistemas productivos no solo por la produccion de carne, sino también por la competencia en el mercado,
qgue ha llevado a la intensificacion de los sistemas de produccién, en el que se presentan diversos desafios causados por
factores como el estrés, los antibidticos y practicas de crianza [1].

La produccién de “carnes blancas” en México tiene una elevada demanda, por ello se mantiene en crecimiento. Algunos
factores que mantienen exitosa esta produccion es la tasa de crecimiento rdpida y la eficiente conversidn alimenticia.
Otros factores claves son la prevencion y control de enfermedades aviares, manejo, alimentacién de calidad y uso de
lineas mejoradas [2].

La produccién de carne en canal de ave en México, tiene un aporte del 15.2% en la produccién pecuaria y el consumo
anual per capita es de 35.3 kg. En los ultimos diez afios, fue la segunda con mayor aumento en el sector pecuario,
registrando una tasa media anual de crecimiento de 3.1%. en la produccién de aves comerciales [3].

Dentro de la industria avicola una de las principales preocupaciones es la exposicion a las aflatoxinas, particularmente la
de aflatoxina B; (AFB1), ya que la intoxicacién produce una disminucién en la produccién de carne o huevo,
hepatotoxicidad, nefrotoxicidad, alteraciones en el tracto gastrointestinal y reproduccion, inmunosupresion y mayor
susceptibilidad a enfermedades [4].

Las aflatoxinas son producidas por Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, que suelen contaminar granos como el
cacahuate, algoddn, maiz, blanco o amarillo, diversas nueces y el trigo. Entre las aflatoxinas que con mayor frecuencia se
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encuentran en cereales son las variantes B, B,, G; y G,, siendo la aflatoxina B; la mas toxica de todas. Desde la
perspectiva quimica, son compuestos policiclicos con un anillo de fluorano y exhiben fluorescencia verde o azul bajo luz
ultravioleta de onda larga [5].

Para impedir que las micotoxinas ingresen a la cadena alimentaria, se establecieron limites de asesoramiento o de
intervencién. Por ello se realiza una vigilancia continua tanto en productos alimenticios como en piensos para animales.
Un ejemplo de estas regulaciones es el limite de la unién europea para la aflatoxina B;, que establece un maximo de 2
ppb en alimentos destinados al consumo humano y de hasta 20 ppb en los destinados a alimentacién animal [6].

Aflatoxicosis en aves de corral.

La aflatoxicosis es una afeccidn toxica con potencial cancerigeno, con alteraciones genéticas y potencial teratogénico que
se desarrolla tras el consumo de alimentos contaminados con aflatoxina B; (AFB1). Tiene impacto en el desarrollo y la
salud de las aves de corral. Esta condicion es comun en zonas tropicales y subtropicales donde el calor y la humedad
favorecen la proliferacién de hongos del género Aspergillus. En particular, Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus
pueden infectar cultivos y granos tanto en el campo como durante almacenamiento, generando AFB1 como parte de su
metabolismo secundario [7].

En pollos, provoca una reduccidn en la produccion de huevo, una reduccidn en la tasa de crecimiento, un incremento en
la mortalidad y en la susceptibilidad a enfermedades, apatia, higado graso con mala pigmentacion, pérdida de apetito y
mala conversion alimenticia. La principal via de transmision es a través de consumo de alimentos y forrajes contaminados

[8].

Otros signos incluyen anorexia, excrecion de alimento no digerido, aumento en problemas en extremidades, escaso
crecimiento en las alas, pigmentacion deficiente en extremidades y pies, hematomas y cambios en el peso relativo de los
drganos. Sobre los efectos en la inmunidad de las aves de produccién también se pueden mencionar la involucién de la
bolsa de Fabricio, involucién del timo, disminucion de la produccidon de inmunoglobulinas, descenso de la inmunidad a
nivel de mucosas, disminucién de la produccién del interferon y complemento, disminucion de la fagocitosis de
neutroéfilos, monocitos, trombocitos y macréfagos, alteracion de inmunidad humoral y celular, alteracion de la mucosa
gastrointestinal, cavidad oral y piel [5].

Los residuos de aflatoxina en productos avicolas representan una preocupacion significativa para los consumidores finales,
estas micotoxinas pueden ingresar a la cadena alimentaria humana mediante su acumulacién en carne y huevo de las
aves, lo que implica riesgos en la salud publica [9].

Probiéticos.

Durante muchos afos, para aumentar la eficiencia y rendimiento en la produccién animal, se utilizaron antibiéticos como
promotores de crecimiento en aves de corral. Debido a sus efectos secundarios como la resistencia a los antibiéticos,
destruccién de bacterias beneficiosas del intestino y la disbiosis, es necesario para la industria pensar en alternativas [10].

Una opcién que ayuda a mantener una microbiota intestinal beneficiosa es la alimentacidon con probidticos, mejora la
resistencia del huésped a patdgenos entéricos y da como resultado un a mejor funcidén intestinal, conversion alimenticia,
mayor ganancia de peso y rendimiento de las aves [11].

En los sistemas de produccion animal intensiva, los probidticos se emplean actualmente como agentes promotores del
crecimiento , estos aditivos zootécnicos estan compuestos por microorganismos vivos que generan beneficios para el
hospedero, lo que se traduce en una mejora en su desempefo productivo. Los microorganismos mas utilizados en la
formulacion de estos productos son principalmente cultivos puros de bacterias acido lactica y levaduras, asi como cultivos
mixtos. La mayoria de las cepas empleadas como probidticos se aislan del contenido gastrointestinal y de las heces de
diversas especies animales [12].
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Los probidticos se definen como cultivos puros o mezclas de microorganismos vivos, ya sean bacterias o levaduras, que
pueden desempefiar diversas funciones beneficiosas. Entre estas se incluye la inhibicion o reduccién de la colonizacidn
por patdgenos, la disminucién o eliminacion de factores de virulencia, la estimulacion del sistema inmunolégico mediante
la produccién y liberacion de compuestos inflamatorios, asi como la generaciéon de sustancias con propiedades
antimicrobianas y antivirales en el tracto intestinal [13].

El consumo de alimentos contaminados con aflatoxinas puede provocar la acumulacion de estos compuestos téxicos en
los tejidos animales, representando un riesgo para la salud humana. Se ha propuesto el uso de bacterias acido lacticas
(BAL) en la dieta como una estrategia para reducir o neutralizar estas toxinas, aunque hay poca evidencia disponible sobre
su efectividad especifica en pollos de engorde [14].

El grupo BAL pertenece al phylum Firmicutes, uno de los grupos mas diversos en la naturaleza teniendo aproximadamente
de 20 géneros, Entre los mas representativos estan: Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, Streptococcus, Alloiococcus,
Dolosigranulun, Globicatella, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterocuccus, Oenococcus,
Tetragenooccus, Vagococcus y Weisella. Sin embargo, los generos mas usados para la preservacién alimentaria y
prevencion de enfermedades son: Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leucoccus, Lactobacillus y Carnobacterium
[15].

El empleo de bacterias acido lacticas en la reduccion de micotoxinas no se limita Unicamente a su capacidad para unir
estos contaminantes; en algunos casos también se ha reportado que pueden inhibir el crecimiento de los hongos
responsables de su produccidn. Esta capacidad para interactuar con los contaminantes alimentarios sugiere que pueden
usarse para reducir la cantidad que llega al torrente sanguineo, es decir, para disminuir su biodisponibilidad [16].

Ademas de sus efectos sobre la biodisponibilidad, también ejercen una defensa fisica frente a patégenos intestinales. Este
mecanismo, conocido como impedimento estérico, consiste en que las bacterias benéficas se adhieren a las células del
epitelio intestinal, bloqueando los sitios de unidn que los microorganismos patégenos necesitan para adherirse y colonizar
al hospedero [15].

Microvesiculas de membrana externa (MVs).

Las microvesiculas de membrana (MV) bacteriana se reconocen actualmente como uno de los mecanismos mas relevantes
de los sistemas de secrecion y de la comunicacion intercelular. Estas estructuras esféricas de tamano nanométrico,
corresponden a vesiculas derivadas de la membrana externa en bacterias Gram negativas y de la membrana citoplasmatica
de bacterias Gram positivas, las cuales son liberadas de manera activa a lo largo de todas las fases del crecimiento
bacteriano al medio extracelular [17].

Se ha descrito que las funciones de las MVs dependen de la célula de origen, en el caso de MVs provenientes de eucariotas
han sido ampliamente estudiadas por su relevancia funcional de sus progenitoras. Por ejemplo, células del sistema inmune
son capaces de secretar MVs, como lo son polimorfonucleares y células NK secretan MVs que pueden contener
interleucinas, granzinas y perforinas, ademas de inducir la activacidn de otras células de defensa a través de receptores
especificos. En el caso de MVs de bacterias cumplen funciones biolégicas entre ellas la liberacién de toxinas, modulaciéon
del sistema inmune, la transferencia de sefiales entre bacterias y formacién de biofilms [18].

El estudio de las vesiculas extracelulares en bacterias Gram positivas ha sido limitado, en parte porque la presencia de una
pared celular gruesa hacia pensar que su liberacidn era poco probable. No fue sino hasta 2009 cuando se obtuvo evidencia
directa de su existencia, gracias a observaciones con microscopia electrdnica de transmisién y andlisis protedmicos en
Staphylococcus aureus. A partir de entonces, se ha confirmado que diversas bacterias Gram positivas pueden producir
MVs, entre ellas Bacillus anthracis, Streptococcus pneumoniae, Bacillus subtilis y Clostridium perfringens. Mas
recientemente, también se ha identificado la produccién de MVs en distintas especies de Lactobacillus [19].

Se ha descrito que las microvesiculas de Gram negativas son liberadas por la célula a través de un proceso de evaginacion
de la membrana. Este mecanismo involucra una reorganizacion tanto del citoesqueleto como de los fosfolipidos, los cuales
normalmente se encuentran en la parte interna de la membrana, quedando en la parte externa. Posteriormente, la
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membrana sufre una curvatura que culmina con la liberacién de la microvesiculas [15]. En estas bacterias negativas, las
microvesiculas se generan mediante el plegamiento de la membrana externa, incorporando componentes del periplasma.
En las Gram positivas, debido a la presencia de una pared celular gruesa, aun se estudia como ocurre exactamente este
proceso; se ha planteado que enzimas capaces de degradar parcialmente el peptidoglicano podrian facilitar la liberacidon
de las vesiculas. Estas estructuras presentan tamafios que varian entre 50 y 250 nm, dependiendo de la cepa [18].

Los efectos inmunomoduladores de las microvesiculas (MVs) se encuentran estrechamente vinculados a su capacidad de
interactuar tanto con células inmunitarias como no inmunitarias mediante receptores de reconocimiento de patrones,
entre ellos, los receptores tipo Toll (TLR) y los receptores tipo NOD (NLR), asi como diversos patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMP). Diversos estudios han demostrado que las MVs inducen la produccién de citocinas
proinflamatorias. Por ejemplo, en el caso de las MVs originadas de especies del género Lactobacillus, se ha reportado que
L. casei induce la produccion de IL-6 en células epiteliales intestinales humanas y L. reuteri DSM-17938 estimula la
motilidad intestinal en modelos murinos [17].

Materiales y Métodos
Obtencion de microvesiculas.

Las microvesiculas utilizadas se obtuvieron a partir de cepas de Lactobacillus acidophilus aisladas del ileon de Rattus
norvegicus identificadas en trabajos previos por PCR del gen 16S y por el sistema API50CHL. La obtencion, purificacion y
cuantificacidon fue realizada en colaboracién con el Laboratorio 9 de la UIM de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, donde la cepa se cultivé en caldo MRS (37°C, 24h, CO2) con ampicilina y el sobrenadante libre de biomasa se
obtuvo mediante centrifugacién vy filtracién (0.45 y 0.22um). Posteriormente las MVs fueron concentradas por
ultracentrifugacion, resuspendidas en tampdn HEPES (10mM, pH 7) con inhibidores de proteasas y almacenadas a -70°C.
La concentracidn proteica se determind mediante el método de Bradford para estandarizar la dosis. Finalmente, las MVs
fueron adsorbidas a quitosan para mejorar su estabilidad y liberacion intestinal. Las formulaciones finales fueron
suministradas para su uso in vivo en pollos de engorda.

Obtencion del hongo y preparacion de AFB1

El hongo se obtuvo a partir de una cepa identificada de Aspergillus flavus (1325), cultivada en maiz esterilizado para
simular su entorno natural y favorecer la produccién de micotoxinas. Tras ajustar la humedad del grano y distribuirlo en
viales estériles, se inoculo con una suspensidn de esporas previamente cuantificadas mediante camara de Neubauer. Los
viales se incubaron a 30°C durante 30 dias y posteriormente se esterilizaron, secaron y molieron para obtener el material
contaminado con aflatoxinas. La concentracién de AFB1 se determiné mediante el ensayo de AflaTest (columnas de
inmunoafinidad y fluorometria). Las muestras se extrajeron con metanol, se filtraron y se aplicaron a la columna, tras los
lavados correspondientes la micotoxina se extrajo y cuantifico por fluorometria, permitiendo estandarizar las
concentraciones empleadas en los ensayos.

Disefio experimental

Se realizo un estudio controlado para evaluar el efecto in vivo de microvesiculas (MVs) derivadas de Lactobacillus
acidophilus sobre el desempefio productivo de pollos Cobb 500 expuestos a aflatoxina B; (AFB1). El experimento se llevo
a cabo en la caseta avicola de la FESC-UNAM Campo Cuatro, bajo condiciones controladas de bioseguridad, ventilacion,
temperatura y manejo, con alojamiento en corrales con cama de viruta y acceso libre a agua y alimento. Las aves
provenientes de una empresa comercial, pasaron una semana de adaptacidn y fueron vacunadas contra Newcastle antes
de iniciar los tratamientos. Posteriormente, se distribuyeron en seis grupos experimentales: Control (CT), L. acidophilus
(BAL), microvesiculas (MVs), aflatoxina (AFB1), LA+AFB1 y MVs+AFB1.
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Identificacion Tratamiento
CcT Alimento sin tratamiento /control (-)
BAL Lactobacillus acidophilus 500 pl
MVs Microvesiculas 500 pl/
AFB Aflatoxina B; 500 ng/g de alimento
BAL+AFB Lactobacillus acidophilus + Aflatoxina B,
MVs + AFB Microvesiculas + Aflatoxina B;

El ensayo tuvo una duracién de siete semanas. Los tratamientos con LA y MVs se administraron por via oral en el agua de
bebida dos veces por semana, restringiendo previamente el acceso al agua por 30 minutos. La AFB1 se incorpord
diariamente al alimento en la concentraciéon establecida, asegurando la homogeneidad de la mezcla.

Leucograma

Se obtuvieron muestras sanguineas de vena braquial, metatarsiana o por via intracardiaca en tubos con anticoagulante.
Se elaboraron y tifieron frotis para el conteo diferencial y la evaluacién morfolégica de leucocitos (heterdfilos, linfocitos,
eosindfilos y monocitos).

Bioquimica sanguinea
A partir del suero sanguineo se realizaron pruebas para evaluar funcidn hepatica: proteinas totales (PT), glucosa, albumina,
ALT, AST y GGT.

Necropsia
Las aves se sacrificaron conforme a la NOM-033-SAG/Z00-2014. En la necropsia se recolectaron bazo, intestino delgado,
tonsilas, rifidn y bolsa cloacal, que se fijaron en formol para su estudio histolégico.

ELISA
Los sueros se analizaron mediante ELISA para cuantificar anticuerpos especificos contra el virus de Newcastle.

Histopatologia
Las muestras se fijaron en formalina amortiguada al 10%, se procesaron por inclusién en parafina y se tifieron con HE, las
lesiones se clasificaron segun su severidad.

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron estadisticamente mediante un andlisis de medias utilizando la prueba de diferencia minima
significativa (LSD) y para los datos no paramétricos, se empled el analisis de Kruskal-Wallis. En ambas, se aplicé un modelo
de ANOVA de una via.

Resultados
Pardmetros productivos

Los parametros productivos mostraron diferencias significativas entre los grupos. El grupo tratado con microvesiculas
obtuvo el mayor peso final (2777.71 g) con el indice de conversion alimenticia (ICA) mas bajo (1.13), lo cual indica un mejor
aprovechamiento del alimento y este hallazgo sugiere un efecto beneficioso acumulativo, posiblemente relacionado con
la modulacién inmunoldgica progresiva, la mejora de nutrientes y la integridad de la mucosa intestinal. El grupo de BAL
también mostro un buen desempefio, con una ganancia de peso de 658 g y un ICA de 1.17, lo cual sugiere un efecto
positivo a pesar de no alcanzar el peso final de MVs. Lo que demuestra que las microvesiculas y las células completas
mejoraron el desempefio productivo cuando se administraron solas.
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En contraste el grupo tratado solo con aflatoxina B1 presento un menor peso final (2525 g), aunque con aparentemente
ICA favorable (1.26). Los grupos que combinaron aflatoxina con tratamientos, BAL+AFB y MVS+AFB mostraron una
recuperacidn parcial, sin alcanzar los valores del grupo control ni de los tratamientos sin toxina, aunque con menor
ganancia de peso y peores valores de ICA. véase tabla 1.

Tabla 1. Registro del peso final, ganancia de peso e indice de conversidn alimenticia de las aves.

Registros cT AFB MVS BAL MVS+AFB BAL+AFB
Peso Final (g) 2721.43 2525 2777.71 2710 2622.14 2683.33
Ganancia peso (g) 514.59 555.88 735.41 658.07 509.64 417.61
ICA 1.32 1.28 1.13 1.17 1.48 1.38

Grafica 1. Registro del peso final y ganancia de peso de las aves.
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Pesos finales por semana

En la semana 0, todos los grupos iniciaron con pesos similares, sin diferencias estadisticas significativas. A partir de la
semana cuatro, el grupo con aflatoxina (AFB) mostro una marcada reduccion en la ganancia de peso, alcanzando en la
semana seis el valor mds bajo (2525 g), por debajo del control. Los grupos LA+AFB y MVs+AFB presentaron pesos
intermedios (2683.93 gy 2622.14 g), evidenciando una atenuacién parcial del efecto negativo de la aflatoxina. El grupo
tratado solo con microvesiculas mostro el mejor desempefio, alcanzando 2777.71 g en la semana seis, incluso por encima
del control (2721.43 g) (véase tabla 2).

En conjunto, los resultados indican que las MVs reducen el impacto de la aflatoxina y administradas solas, pueden mejorar
el crecimiento de los pollos de engorda.

Tabla 2. Registro del peso final, ganancia de peso e indice de conversion alimenticia de las aves.

Semana CT AFB MVS BAL MVS+AFB BAL+AFB
Media * EE Media * EE Media * EE Media = EE Media * EE Media * EE
104.87 +2.19° 98.67 +2.53° 90.87£2.19° 105.12 +2,19° 101.33+3,59° 106.67 + 3.58°

207.76 £+ 26.3""
411.31+18.35°

1449.32 £65.51°
2159.5 + 384.803°

193.79+30.11"* 186.28 +25.97°
397.67+20.89° 370.34=17.61°
723.04 £37.38°" 638.2+35.85°

1246.67 + 67.05" 1172.27 +65.51°

2782.89 + 394.8° 1878.06 = 405.62°

233.33+41.87*
404.19 £ 19.57
714.6 = 35.85%"

1281.82 + 65.51°"
1923.33 £ 35.53°

216.67 + 46.81°"
407.42 +31.347
78 £ 56.68°
1364.5 + 97.16"
1970 £ 54.19°

233.33+41.87*
434.09 £ 32.73°
816.5 + 56.68°

1437 £ 97.16"

2113 +£544.19°

0
1
2
3 761.82 + 38.22°
4
5
6 2721.43+87.72°"  2525+73.39" 2777.71%62.03 2710.29=56.29" 2622.14+87.72°° 2683.93*134%

Histopatologia

Se valuaron lesiones histopatoldgicas en higado, bazo, rifidn, intestino, tonsilas cecales y bolsa cloacal, clasificandolas
segun su distribucién y severidad en una escala de 0-3 (0: sin lesién, 1:leve, 2: moderada, 3: grave). Los parametros
analizados incluyeron degeneracidn albuminosa y vacuolar, congestion, hemorragia, inflamacién aguda y crénica, fibrosis,
hiperplasia de conductos biliares, presencia de pigmentos y proliferacion linfoide. Los resultados se presentan en tablas y
figuras con los promedios por grupo.

Higado

Las lesiones predominantes fueron de tipo inflamatorio crénico linfocitario, siendo el grupo AFB el mds afectado: mostro
los mayores valores de degeneracion albuminosa y vacuolar, mayor inflamacién crdnica y evidencia de fibrosis. En
contraste, el grupo MVs presento puntajes bajos de inflamacidon y vacuolizacién, congestion moderada y practicamente
ausencia de fibrosis.

En MVs+AFB se observé una atenuaciodn clara de las lesiones inducida por aflatoxina, con reduccion de la degeneracidn y
menor inflamacién respecto a AFB solo. El grupo LA mostro baja vacuolizacion, pero hemorragia e inflamacién moderadas,
mientras que LA+AFB mantuvo degeneracion elevada y mayor congestion que MVs+AFB. En conjunto estos hallazgos
indican que MVs fue mas consistente que LA para prevenir la degeneracién vacuolar y limitar la inflamacion, fibrosis y que
MVs+AFB brindo mejor proteccidon que LA+AFB frente al dafo hepatico asociado a aflatoxina.
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Grafica 3. Perfil de lesiones histopatoldgicas en higado por tratamiento. Se muestran puntajes promedio (0-3) para cada lesién
evaluada
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Bazo

En el analisis histopatoldgico de bazo (Imagen 4), predominaron lesiones asociadas con deplecidn linfoide y apoptosis. El
grupo AFB fue el mds afectado, con valores moderados para ambas variables, mientras que los grupos CT, MVs y LA
mostraron los niveles mas bajos de congestién y hemorragia. El grupo MVs+AFB evidencio una mejor recuperacion frente
al dafo inducido por aflatoxina, con puntajes bajos de congestidn, hemorragia e inflamacidn crénica. En los grupos LAY
LA+AFB se observaron fibrosis e inflamacién crénica, aunque en menor grado que en AFB. En conjunto, los hallazgos
sugieren que las MVs confieren un efecto protector parcial frente al dafio esplénico por aflatoxina, contribuyendo a
preservar la arquitectura del bazo en mayor medida que LA.

Grafica 4. Perfil de lesiones histopatoldgicas en bazo por tratamiento. Se muestran puntajes promedio (0-3) para cada lesién

evaluada
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Bolsa cloacal

En la bolsa cloacal se observaron principalmente lesiones de fibrosis y deplecién linfoide (véase grafica 5). El grupo AFB
presento fibrosis moderada y una leve deplecidn linfoide en comparacidn con los demas tratamientos. Los grupos CT, MVs
y BAL mostraron escasas lesiones, con valores cercanos a cero en la mayoria de los pardmetros. Por su parte los grupos
MVs+AFB y BAL+AFB evidenciaron un patrén intermedio, con presencia de fibrosis moderada, aunque con menor
deplecion linfoide que el grupo AFB.

Estos resultados sugieren que la administracion de aflatoxina genera alteraciones estructurales en la bolsa cloacal,
particularmente fibrosis, mientras que la suplementacion con MVs o BAL, aun en presencia de AFB, podria atenuar
parciamente este efecto.

Grafica 5. Perfil de lesiones histopatoldgicas en bazo por tratamiento. Se muestran puntajes promedio (0-3) para cada lesion
evaluada
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Tonsilas cecales

En las tonsilas cecales se observaron principalmente lesiones de congestion, hemorragia, fibrosis y depleciéon linfoide
(véase grafica 6 ). Los grupos AFB y BAL+AFB presentaron los valores mas altos de congestiéon (0.6), en cuanto a
hemorragia, el grupo BAL+AFB presento el valor mas elevado (0.6), respecto a fibrosis el grupo mas afectado (1.) fue AFB.
En conjunto estos hallazgos indican que la administracion de aflatoxina induce principalmente fibrosis y congestion en las
Tonsilas cecales, mientras que la combinacidn con BAL potencia la aparicién de hemorragias. Por otro lado, la
suplementacion con MVs parece atenuar parcialmente estas lesiones.
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Grafica 6. Perfil de lesiones histopatoldgicas en tonsilas cecales por tratamiento. Se muestran puntajes promedio (0-3) para cada lesién
evaluada.
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Intestino

El grupo AFB presento las lesiones mas severas, con incrementos en congestion (1), hemorragia (1.4) y necrosis (1.5), en
comparacién con los demas grupos (véase grafica 7). En contraste el grupo MVs+AFB mostro valores menores de
congestion (0.6) y hemorragia (0.8) respecto al grupo LA+AFB (1 y 1.1 respectivamente), ademas de una reduccidn de
necrosis (0.9) frente a 1.1). El grupo MVs evidencio valores bajos de congestion (0) y necrosis (0.3), lo que sugiere un
efecto protector mas marcado que el observado en el grupo LA, el cual presento congestion de 0.1 y necrosis de 0.9. En
cuanto a inflamacién crénica, se registré un aumento leve en el grupo MVs+AFB (0.44) en relacidn con los demas grupos.
En conjunto, estos resultados indican que las MVs confieren un mayor efecto protector frente a las lesiones intestinales
inducidas por AFB que LA, tanto cuando se administraron de forma individual como combinada.

Grafica 7. Perfil de lesiones histopatoldgicas en intestino por tratamiento. Se muestran puntajes promedio (0-3) para cada lesion
evaluada
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Bioquimica sanguinea

Se evaluaron proteinas totales (PT), albumina (ALB), globulinas (Glob), alanina aminotransferasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST), gamma-glutamil transferasa (GGT) y glucosa (GLU) en todos los grupos experimentales. Los
resultados se expresan como Media # EE y las comparaciones se basan en diferencias estadisticas (valor de P <0.05).

Proteinas totales.

El grupo AFB presento los valores mas elevados de PT, seguido de MVs+ AFB, mientras que LA y CT mostraron las
concentraciones mas bajas. El incremento observado en AFB sugiere un cuadro de hiperproteinemia asociado a respuesta
inflamatoria. En contraste, los grupos MVs y BAL mantuvieron valores similares al grupo CT.

Albumina

El grupo AFB registro la menor concentracién de albumina, lo que refleja un deterioro funcional hepatico asociado a la
exposicion a aflatoxina. Los grupos MVs y CT mostraron valores mas altos, mientras que LAy MVs+AFB presentaron valores
intermedios, indicando que los probidticos atenuaron el efecto toxico, aunque no lo eliminaron totalmente. En este
parametro, MVs evidencio una mejor proteccién hepatica de LA, al conservar concentraciones mas cercanas al CT.

Globulinas

Las concentraciones mas altas de globulinas se observaron en MVs+AFB, mientras que los valores mas bajos
correspondieron al grupo MVs. El incremento en AFB y MVs+AFB se relaciona con activacion del sistema inmune. El grupo
MVs presento valores reducidos, lo que sugiere que, aunque la aflatoxina induce aumento de globulinas, la administracién
de MVs favorece una respuesta inmune mas controlada, posiblemente vinculada a su efecto probidtico.

ALT
La ALT mostro variaciones minimas entre los grupos, con los valores mas altos en CT, LAy LA+AFB y el mas bajo en AFB.

AST

El grupo AFB presento un incremento significativo respecto al resto. Aunque LA también mostro elevacion, esta fue
menor. En contraste MVs y MVs+AFB mantuvieron niveles cercanos al CT, evidenciando un efecto hepatoprotector
asociado a MVs frente a la aflatoxina.

GGT
El valor mas alto se registré en el grupo AFB, mientras que los demas grupos se mantuvieron bajos y comparables al CT,
lo que sugiere que tanto LA como MVs contribuyeron a prevenir el dafio hepatico inducido por AFB.

Tabla 3. Parametros bioquimicos séricos en pollos de los diferentes grupos experimentales. Los datos se expresan como Media y error
estandar (EE). Literales diferentes indican diferencias estadisticas significativas (p<0.05)

TX CcT BAL MVS AFB BAL+AFB MVS+AFB Valor P
Media + EE Media + EE  Media + EE Media + EE Media + EE Media + EE

PT A810 + 24.84° 4800+ 17.6° 4820+ 18.59° 4912.5£17.02° 48425 + 8,54° 4905 + 12,557 0
ALB 1014 + 199.84b7 753.6 £78.32° 1429 + 520.05° 654.2 +79.24° 1032 +94.72% 755.33 + 165.12° 0
GLOB 3796 + 158.46°%  4046.4 + £5.39°° 3391 £511.79 4258.3 £ 70.32°° 3810.5 + §2.28% 414967 £211.2° 0
ALT 0.38 £ 0.027 0.32+£0.02° 0.29+0.01° 0.24 £ 0.005° 0.28 £0.01% 0.32 £0.01° 0
AST 11.41 £0.86° 28.87 £ 6.80° 10.99 £ 2,32¢ A0.65 £ 0.85° 15.50+£1.98° 14,65 £ 2.61° 0
GGT 1.07 £0.10° 0.73 £0.16° 1.05+£0.19° 1.97 £0.27° 0.69 £0.10° 0.80 £ 0.15° 0
GLU 118.16+1.19% 118.77 + 2.48% 114.63 £5.45° 123.38§ £1.09° 118.73 + 3.06% 118.95 £ 0.19% 0.4
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Grafica 8. Niveles séricos de proteinas totales (PT), albumina (ALB) y globulinas (GLOB) en pollos de los diferentes grupos experimentales.
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Grafica 9. Niveles séricos de alanina aminotransferasa (ALT) y gamma-glutamil transferasa (GGT) en pollos de los diferentes grupos
experimentales.
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Grafica 10. Niveles séricos de aspartato aminotransferasa (AST) en pollos de los diferentes grupos experimentales.
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Leucograma

Para el leucograma se evaluaron los principales tipos celulares circulantes en sangre: heterdfilos (HQ), linfocitos (LQ),
monocitos (MQ), eosindfilos (Q) y basdfilos (BQ) a los diferentes grupos experimentales. Este recuento constituye un
indicador fundamental del estado inmunitario e inflamatorio de en aves, pues refleja componentes tanto de la inmunidad
innata como adaptativa.

En el caso de los heterdfilos, el grupo MVs presento mayor proporcion, seguido de CT y MVs+AFB, mientras que los grupos
AFB y LA+AFB registraron los valores mas bajos. Estos hallazgos indican que la exposicidn a aflatoxina se asocidé con una
reduccidn significativa de heterdfilos, sugiriendo un posible compromiso de la respuesta inflamatoria innata. Respecto a
los monocitos, el grupo LA mostro el incremento mas marcado, en contraste con el grupo AFB, que presento el valor mas
bajo. Los grupos LA+AFB y MVs+AFB exhibieron niveles intermedios, lo que sugiere que ambos tratamientos atenuaron
parcialmente el efecto depresor de la aflatoxina. Para los basofilos, el grupo CT presento los valores mas altos, seguido de
MVs+AFB y MVs , mientras que AFB y LA+AFB mostraron los recuentos mds bajos. Este patrdn sugiere que la aflatoxina
también afecta poblaciones celulares relacionadas con procesos inflamatorios y alérgicos. Finalmente en eosinéfilos no se
observaron diferencias relevantes entre los grupos, indicando que bajo condiciones experimentales este tipo celular no
fue significativamente modulado por los tratamientos.

Tabla 5. Valores promedio del leucograma en pollos de engorda pertenecientes a los diferentes grupos experimentales

T CcT BAL MVS AFB BAL+AFB MVS+AFB VALOR P
Media + EE Media + EE Media + EE Media + EE Media + EE Media + EE

HQ 333 £08% 3410745 00 1£0.418 2.25+0.63% o]

MQ 11+1.53= 4.4%150° 18+111¢ 4 +0.95% 45+0.25° o]

LQ B80.25+2.29¢% 2885+171% 13.8+533 S536+117° 25+ 3.60° o]

BQ 3%2033% 067 £0.33%% 1+058* 0x0 0x0 15%0.25¢° o]

EQ 00 00 00 00 0.2%0 00 0.6

Peso de drganos

Se determino el peso relativo de higado, bazo, proventriculo, molleja, intestino y bolsa cloacal con el propdsito de evaluar
el efecto de los tratamientos sobre el desarrollo organico de las aves. Cada érgano se pesé individualmente y su peso
relativo se calculé en funcidn al peso corporal final mediante la formula:

Peso del 6rgano

x100 = Peso relativo del 6rgano (mg/100g)
Peso corporal

Este procedimiento nos permitid estandarizar las comparaciones entre grupos, minimizando la variabilidad individual.
Cambios en el peso relativo pueden reflejar efectos toxicos, adaptativos o inmunolégicos y ademas tener implicaciones
productivas, ya que incrementos orgdnicos excesivos pueden comprometer la ganancia de peso designada a canal. En
higado, el grupo AFB presento el mayor peso relativo, mientras que CT y LA mostraron los valores mas bajos, MVs, LA+AFB
y MVs+AFB se situaron en rangos intermedios, sin diferencias significativas entre si. El incremento observado en AFB
sugiere hepatomegalia asociada a la exposicion a la aflatoxina. En el bazo, el mayor peso relativo correspondid a LA,
seguido de MVsy CT, mientras que los valores mas bajos se registraron en los grupos expuestos a aflatoxinas (AFB, LA+AFB
y MVs+AFB), lo que indica un posible efecto inmunosupresor reflejado en la reduccion esplénica. Respecto a la molleja,
los valores mas altos se observaron en MVs y LA+AFB, en tanto que AFB y MVs+AFB mostraron los pesos mas bajos. Estos
resultados sugieren que la aflatoxina afecto negativamente el desarrollo de este érgano, mientras que MVs pudo favorecer
un mejor procesamiento del alimento.

Finalmente en intestino se detectaron diferencias significativas entre tratamientos: BAL presento el mayor peso relativo,
seguido de MVs, mientras que AFB y MVs+AFB registraron los valores mas bajos. CT y LA+AFB permanecieron en niveles
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intermedios. En conjunto, los datos indican que la exposicién a aflatoxina redujo el desarrollo intestinal, mientras que los
probidticos (LA y MVs) favorecieron su crecimiento, posiblemente por una mejora en el aprovechamiento de nutrientes y
estimulacion de la mucosa.

Tabla 6. Peso relativo de 6rganos (higado, bazo, proventriculo, molleja, intestino y bolsa cloacal) en pollos de engorda
pertenecientes a los diferentes grupos experimentales.

™ cT BAL MVs AFB BAL+AFB MVS+AFB VALOR P
Media + EE Media + EE Media + EE Media + EE Media * EE Media + EE
Hig 203464 11143275 230674+ 10470° 238272+41149593= 2425964 +2382° 214519+35L50°% 2321.24 £432.47=2 o]
Bazo 200513153 13752 £ 19.50° 12360+ 1461° 105.47 £ 10.51% 11545+ 24 87° 105561 12.1° o]
Mol 2185.09 £115.42° 1789.14 £98.39 2;‘.516538'2515 1e03.82 211857 221843120253 1780.71£147.22° o]
Int 442839427083 5265.1+£267.15 E11181427773° 361464+39471% 3871271338867 34918+ 127.16° o]
BC 14418 £22920° 18834121184 205.14+22.11° 30552 £231.89° 163.164 £26.67* 168.50 £ 26.52° o]
ProV 35253 +332.04« 324+ 18 3L8% 42201 £69.30% 4708211635 38689 £ 5735 381,42 24 509 02

Discusion

En los ultimos afos, los probiéticos se han consolidado como herramientas relevantes en la produccion animal debido a
su capacidad para mejorar la salud intestinal, optimizar la absorcion de nutrientes y contribuir a la reduccién del uso de
antimicrobianos. Su principal mecanismo de accidon se relaciona con la modulaciéon del sistema inmunoldgico,
favoreciendo la prevencion y el control de infecciones y en consecuencia el desempefio productivo. Entre ellos, las
bacterias acido lacticas (BAL) destacan por sus efectos benéficos ampliamente documentados en diferentes especies,
donde se ha observado mejora en la respuesta inmune, el crecimiento y la resistencia a enfermedades. Recientemente,
se ha reconocido que las BAL liberan microvesiculas (MVs) con funciones bioldgicas similar las funciones de la célula
completa, lo que le da un papel importante en la modulacidn de los procesos fisioldgicos del hospedador [18].

En el presente estudio se evaluaron los efectos protectores de Lactobacillus acidophilus, asi como de sus microvesiculas
frente a la intoxicacidon con aflatoxina B1 en pollos Cobb 500, la administracion mostro mejorias significativas en los
parametros considerados, que incluyeron los parametros productivos (peso final, ganancia de peso e indice de Conversién
Alimenticia), histopatologia, bioguimica sanguinea, leucograma y pesos relativo de d6rganos. La suplementacion en
particular de microvesiculas derivadas de Lactobacillus acidophilus en este estudio, mejoro el desempefio productivo en
comparacion con el grupo Control y BAL, mientras que AFB disminuyo significativamente estos parametros. De forma
similar, de acuerdo con Hu, las vesiculas extracelulares (EVs) de Lactobacillus reuteri atentan respuestas inflamatorias
intestinales inducidas por LPS y mantienen la homeostasis inmune, lo que explicaria una mejor conversion alimenticia y
ganancia de peso observadas con las MVs [19].

De acuerdo con De Cesare [21], la suplementacidn con cepas de L. acidophilus puede mejorar pardmetros productivos en
broilers (ganancia de peso y conversidén) ademas de modular la morfologia intestinal y favorecer una mayor absorcion,
por ejemplo mayor altura en las vellosidades intestinales. La administracién con AFB no restauro totalmente el
rendimiento, pero atenud los dafios, este resultado es coherente con la bibliografia, las MVs parecen mejorar barrera y
modular inflamacién (reduciendo la absorcidn o el impacto), pero no estan descritas como agentes que neutralicen
guimicamente las micotoxinas. Las MVs pueden mitigar los efectos inflamatorios secundario a AFB, mejorando indicadores
bioquimicos e histoldgicos, pero la presencia continua de toxina puede seguir afectando el metabolismo hepatico y la
conversion. La capacidad de las MVs para influir mas eficientemente que las células completas puede estar relacionada
con su facilidad de interaccion con células del hospedador, facilitando la entrega de componentes bioactivos directamente
a células epiteliales o inmunitarias, sin depender de la colonizacion bacteriana, lo que puede explicar la mejoria en la ICA
y ganancia de peso observada con las MVs en este trabajo [22].

El analisis histopatoldgico confirmo que la aflatoxina B; provoca lesiones multisistémicas, principalmente en higado, bazo,
bolsa cloacal e intestino. Las MVs y en menor grado LA, redujeron la severidad de fibrosis, degeneracién vacuolar e
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infiltracidn inflamatoria, sugiriendo un efecto protector superior de las MVs. Estos hallazgos coinciden con lo descrito por
Fouad [22] y Gimeno [5], quienes sefialan que el higado es el principal 6rgano afectado en la aflatoxicosis, presentando
vacuolizaciéon, necrosis e infiltracion leucocitaria. De otra forma similar, Ali [23] y Fonchesato [1], reportaron que la
suplementacion con probidticos como Lactobacillus plantarum o mezclas con Saccharomyces pueden reducir
significativamente la degeneracién vacuolar y la fibrosis, lo que coincide con la proteccidn observada en este trabajo,
especialmente con MVs.

En la bioquimica sanguinea, la AFB1 altero proteinas séricas y enzimas hepaticas, mientras que los grupos suplementados
con MVs mantuvieron niveles mas cercanos al CT, especialmente en albumina y AST, evidenciando un efecto
hepatoprotector. De forma paralela, el leucograma mostro un patron compatible con inmunosupresion inducida por
aflatoxina B4, que fue parcialmente revertido por ambos tratamientos, destacando nuevamente la eficacia de las MVs.

El peso relativo de los érganos es un indicador sensible de los efectos toxicos y fisioldgicos en las aves, ya que refleja tanto
alteraciones metabdlicas como cambios morfofuncionales asociados a diferentes tratamientos. En el contexto de la
aflatoxicosis, las micotoxinas pueden obstaculizar el desarrollo de los érganos inmunes, causar agrandamiento del bazo y
atrofia de la bursa de Fabricio y el timo, y aumentar los pesos relativos del timo y el bazo [24]. Por ellos el analisis
comparativo de estos pardmetros resulta fundamental para comprender el impacto de las micotoxinas y la posible accién
moduladora de probidticos o sus derivados.

Los resultados del presente estudio mostraron que el peso relativo del higado, fueron de los del grupo AFB, que coincide
con Ali [23] donde menciona que las aflatoxinas se acumulan en el higado y causan diferentes efectos patoldgicos en el
parénquima hepatico, y uno de estos efectos es el peso absoluto del higado. También menciona que cuando se administré
Lactobacillus plantarum a los pollos de engorde intoxicados con aflatoxinas, el peso absoluto del higado volvié a la
normalidad y se observo un patrdén similar en el peso absoluto del rifién como en el higado. Al igual que los resultados de
BAL y Ct que fueron los mds bajos, y los grupos MVs, BAL+AFB y MVs+AFB que fueron los intermedios.

En el intestino, el grupo tratado con BAL presento los valores mas elevados de peso intestinal, seguido por el grupo MVs,
mientras que los intestinos mas ligeros correspondieron al grupo AFB, lo que sugiere un posible efecto de agrandamiento
o hipertrofia local inducido por la aflatoxina. De acuerdo con Wu [25]el uso de Lactobacillus acidophilus se asocia con
diversos beneficios sobre la integridad intestinal, entre ellos la secrecién de sustancias antimicrobianas, el fortalecimiento
de la barrera intestinal, la adherencia competitiva a la mucosa y la modulacién de la respuesta inmunitaria. Adema3s, la
suplementacion con L. acidophilus en pollos de engorde favorece la morfologia intestinal, incrementando la altura de las
vellosidades del ileon, lo cual mejora la absorcion de nutrientes y la salud intestinal. Y De acuerdo con Zhu [26], las
micotoxinas pueden obstaculizar el desarrollo de los 6rganos inmunes, causar agrandamiento del bazo y atrofia de la bursa
de Fabricio y el timo, y aumentar los pesos relativos del timo y el bazo.

En el presente estudio, la exposicidn a aflatoxina B, se reflejé en alteraciones de proteinas séricas y enzimas hepaticas.
El grupo AFB presentd la proteina total mas elevada, lo que sugiere un proceso inflamatorio asociado a la intoxicacidn,
mientras que la albumina mostro la concentracién mas baja, confirmando un deterioro en la funcidn hepatica. Este patrén
coincide con lo descrito por Ali, quienes reportaron que los pollos intoxicados con AFB1 presentaron una disminucién
significativa en proteinas totales y albumina sérica, acompanada de un incremento en biomarcadores hepaticos como
AST, ALT y GGT. En su estudio, la suplementacién con Lactobacillus plantarum restituyo estos valores hacia la normalidad,
particularmente a dosis bajas de aflatoxina, lo que concuerda con la mejoria observada en nuestro grupo MVs+AFB.

De manera similar, Fonchesato [1] sefialo que la suplementacion con un aditivo mixto de Saccharomyces cerevisiae y
Lactobacillus rhamnsus en pollos expuestos a AFB1, permiti6 mantener estables la mayoria de los parametros
bioquimicos, sin evidenciar alteraciones significativas en enzimas hepaticas. En concordancia, en nuestro experimental los
grupos suplementados con BAL y MVs mostraron niveles de ALT, AST y GGT cercanos al control, lo que sugiere un efecto
protector frente a la toxicidad de la aflatoxina. En particular, los grupos con MVs conservaron valores de albumina mas
altos y AST mas bajos que los observados en BAL, lo que indica una mejor preservacion de la integridad hepatica.
Respecto a las globulinas, el incremento observado en AFB y MVs+AFB refleja la activacidn del sistema inmune en
respuesta a la toxina, mientras que en el grupo MVs mostro valores mas bajos, sugiriendo una modulacién inmune mds
controlada, posiblemente atribuible a los efectos de las microvesiculas probidticas. Este hallazgo complementa lo descrito
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por Ali [23], donde los probidticos redujeron la severidad de las alteraciones bioquimicas en inmunolégicas inducidas por
AFB1.

En conjunto, los resultados confirman que la aflatoxicosis afecta directamente pardmetros hepaticos e inmunolégicos en
la sangre, mientras que la suplementacion probidtica atenta dichos efectos. En este contexto, las MVs de Lactobacillus
mostraron una eficacia superior frente a BAL, al conservar niveles de albumina cercanos al control y reducir
significativamente la elevacion de AST, sugiriendo un efecto hepatoprotector mas robusto. La ausencia de variaciones
relevantes en la glucosa entre grupos respalda que el impacto principal de la aflatoxina y de los probidticos se centra en
el metabolismo hepatico y la respuesta inmune, mas que en la homeostasis energética.

Conclusion

La suplementacion con MVs derivadas de Lactobacillus acidophilus demostré un efecto protector significativo frente a la
intoxicacion por aflatoxina B; en pollos de engorda Cobb 500. Las MVs mejoraron el desempefio productivo, atenuaron
las alteraciones bioquimicas hepaticas, redujeron la severidad de las lesiones histopatoldgicas y contribuyeron a mantener
un perfil leucocitario mds cercano al de las aves sanas. En la mayoria de los pardmetros evaluados, su efecto fue superior
al observado con la administracién de bacterias completas (LA).

Esto sugiere que las MVs podrian actuar como postbidticos naturales, capaces de modular procesos infamatorios y
proteger tejidos sin requerir la viabilidad de la bacteria completa.

La aflatoxina B; confirmo su dafio negativo sobre el crecimiento, el higado, intestino y 6rganos inmunes, reforzando su
relevancia en la industria avicola. Sin embargo, la suplementacién con MVs mitigo gran parte de estos efectos,
posicionandolas como una estrategia biotecnolégica prometedora, abriendo nuevas posibilidades en el desarrollo de
postbidticos de origen bacteriano, capaces de hacer la produccidn animal mas segura, eficiente y sostenible.
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Resumen

El crecimiento a nivel nacional e internacional de la produccidn de carne de pollo es evidente, asi como la tendencia de
los consumidores por el interés en el bienestar animal, calidad y beneficios a la salud ofrecidos por esta industria. Los
aditivos naturales como probidticos y enzimas surgieron como una opcidn viable y con eficacia demostrada para mejorar
diversos aspectos, entre ellos la calidad de la carne. En este estudio se evalud en pollos Ross 308 de 49 dias, la
suplementacion de productos comerciales conteniendo probidticos a base de cepas de Bacillus subtilis y B.
amyloliquefaciens y la enzima glucosa oxidasa de tal forma que se formaron 4 grupos: 1) control (CT), 2) probiéticos (NO),
3) enzima glucosa oxidasa (GLU) y 4) probidticos y enzima glucosa oxidasa (NO+GLU), se procedid a evaluar aspectos de
la calidad de la carne como el pH, colorimetria bajo el sistema CIELab, la pérdida por goteo, pérdida por coccién y dureza
de la carne en muestras de pechuga de los pollos. Los resultados mostraron que el pH a las 0 horas se mantuvo superior
con significancia para CT mientras que a las 24 horas NO presentd los valores mas bajos. El grupo GLU mostré una
disminucién de la coordenada L* y sin cambios significativos para a* y b*. NO+GLU mostré un mejor desempefio
reduciendo significativamente...

Palabras clave
Pechuga de pollo, pérdida por goteo, pérdida por coccidon, dureza, pH muscular, colorimetria.

Introduccidn

En México, la carne de pollo se ha consolidado como la mas producida y consumida. La industria doméstica cubre el 81%
de la demanda nacional mientras que el déficit es cubierto por importaciones de Estados Unidos, Chile y Brasil, haciendo
al pais el tercer mayor importador de carne de pollo del mundo. (1) Asi mismo, México ocupa el tercer lugar en América
en produccion de carne y el séptimo en el mundo con una representacién del 3.1 global y con una produccion de 3,888,
208 toneladas en 2023.

Por otro lado, el consumo anual per cépita se estima en 37.9 kg (2) y representa una importante fuente de proteina de
alta calidad debido a que contiene todos los aminodcidos esenciales en la dieta humana, también se posiciona como uno
de los carnicos mas consumidos por la poblacion de menores ingresos (3) por lo que se considera este sector como
estratégico en la seguridad alimentaria mexicana. De acuerdo con las proyecciones del Departamento de Agricultura de
los Estados Unidos para 2033, se espera que el consumo de carne de pollo para México incremente hasta 43.8 kg per
capita, asi como se espera el incremento de importaciones y de la produccién doméstica ligado a las politicas actuales que
facilitan a México la importacidn de granos y alimento que le permita aumentar su produccién derivado del Tratado entre
México, Estados Unidos y Canada (T-MEC) (4)

La avicultura es el agronegocio que presenta la tasa de crecimiento mayor dentro de las actividades agricolas, pecuarias y
pesqueras y es fundamental en la produccién de alimentos, asi como un elemento importante en la dieta de la poblacién
mexicana, asi mismo el objetivo de la avicultura comercial es proveer a la poblacién de alimento con proteina de calidad
y a un precio competitivo (5)

En afios recientes, los consumidores cada vez estdn mas interesados en aspectos sostenibles, de salud y nutricionales de
los productos avicolas y estan dispuestos a pagar un mayor precio por carne que perciben entre otras cosas como de alto
estandar de bienestar animal. (6) Estudios revelaron que los consumidores mexicanos parecen estar mas interesados en
el bienestar de los animales de granja, asi como en sus implicaciones éticas, socioldgicas y econdmicas, entre otras cosas
como exigir mas regulaciones al respecto, los consumidores expresaron estar dispuestos a pagar mas por productos
amigables con el bienestar certificados y principalmente basandose en beneficios para la salud humana y términos de la
calidad del producto. (7)

La calidad de un producto, en especial agroalimentario se refiere a un juicio ordinal emitido por el consumidor, basado en
las variables que éste considera de calidad. (8) Respecto a la calidad de la carne, es un conjunto de propiedades que
identifican lo que se aprecia de la misma, tradicionalmente aquellas asociadas a la percepcion sensorial como la apariencia,
color, sabor, textura (en especial la terneza), jugosidad, retencidn de agua y olor. Se trata de una medida de rasgos que
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son buscados y valorados por el consumidor y es la suma de todos los factores en términos de propiedades sensoriales
que incluyen las ya sefialadas mientras que las nutritivas incluyen el contenido de grasa, proteina y tejido conectivo y los
factores tecnolégicos incluyen pardmetros como el pH, distribucidn del agua y capacidad de retencion de esta. (9,10) Se
han descrito ya algunas propiedades fisicoquimicas y organolépticas que incluye el término de calidad, sin embargo, otras
propiedades relevantes son la salubridad o la ausencia de accién tdxica que define la calidad microbiolégica o higiénica;
propiedades funcionales, la estabilidad, el coste de elaboracidn y factores psicolégicos como la facilidad de empleo, la
novedad u habitos sociolégicos. (8)

La carne es la parte muscular comestible de los animales de abasto, sacrificados y faenados en condiciones higiénicas. Se
incluyen también las porciones de grasa, hueso, cartilago, piel, tendones, aponeurosis, nervios y vasos linfaticos y
sanguineos que acompafian al tejido muscular y que no se separa de éste durante la manipulacién y transformacion de la
carne. (8) Especificamente la carne de ave es la porcién comestible de las aves domesticadas como el pollo, pato, pavo,
gansos, etcétera y tienen un rol importante en proveer proteina de alta calidad y seguridad alimentaria. (11)

Hay muchas dimensiones de la calidad, los consumidores se interesan en aspectos como la apariencia, el aroma, sabor,
textura y el sonido, que son caracteristicas percibidas a través de los sentidos. (12) Dado que la calidad es percibida y
experimentada por los consumidores la hace altamente subjetiva y variable de acuerdo con la cultura y experiencia,
aunque para jugar los aspectos organolépticos o sensoriales se evalia por medio de equipos o paneles de personas
entrenadas para dar descripciones de los productos o por medio de métodos afectivos como las respuestas de los
consumidores. (12,13)

Por otro lado, el control o medicién de calidad fisicoquimico y microbioldgico precisan de instrumentos de medida para
evaluar estos componentes del producto. (8) Algunos rasgos se pueden medir con instrumentos en linea o poco después
del sacrificio (dentro de las primeras 24 a 48 horas postmortem para predecir la calidad final. Este tiempo cae en que la
carne se encuentra dentro de la planta de procesado de carne y las mediciones giran en torno al pH, la temperatura y en
ocasiones el uso de sondas portatiles para la medicion de parametros como la conductividad o impedancia. La mayoria de
los métodos de laboratorio que son objetivos para la caracterizacién de la calidad de la carne tienen limitaciones como su
poca rapidez y adaptabilidad a la linea de procesamiento, ademas implican un gasto de personal, tiempo, recursos y el
uso de equipo sofisticado, por lo que son principalmente usados en la investigacién.(10,13)

Uno de los atributos mas importantes de calidad en un alimento es el aspecto, de esto, el factor que mas contribuye al
aspecto es el color, pues es un factor visual que afecta a la seleccién de un alimento, si el color es inaceptable, el producto
no se comercializa. El color se puede definir como “el aspecto de las cosas causado por distintas cualidades de luz”. (14)
El color de la carne puede describirse puramente por medio de instrumentos o visualmente con ayuda de referencias de
color. Para la medicidon instrumental existen evaluaciones, casi todas basadas en tres colores primarios, rojo, azul y verde,
mientras que la luminosidad (negro a blanco) se combina con estos tres componentes para obtener valores triestimulos
del color. (13)

El sistema de color CIE (Comission INternationale de I Eclairage) junto con Hunter Lab son dos de los mas usados para la
medicion del color de la carne fresca, debido a la distribucién de tres tipos de células conos con distintos picos de
sensibilidad en el ojo, los valores tricromicos dependen del campo visual del observador. El espacio de color Lab es un
espacio de color oponente con la dimension L para la luminosidad y a y b para las dimensiones opuestas de color rojo-
verde y azul-amarillo respectivamente. Esta escala original bidimensional de Hunter Lab fue revisada por la CIE en 1976
para convertirla en un espacio tridimensional (CIE L*a*b* o CIELab) La diferencia en ambos es que CIE se basa en la
transformacion de la raiz cubica de los datos del color mientras que el sistema Hunter se basa en la transformacién de la
raiz cuadrada. El sistema ClIELab es preferido para la medicion de la carne fresca por su énfasis en el color rojo. Para
estandarizar los métodos y describir las especificaciones en los resultados, se utilizan colorimetros o espectrofotémetros
para medir instrumentalmente el color. Los primeros son mas simples de usar para medir las coordenadas Lab y fueron
de las primeras maquinas portatiles de laboratorio producidas por Minolta, para una medicion facil de la superficie de la
carne en campo, camaras de refrigeracion, etc. y son populares para medir espectrofotometria y valores del espacio del
color. (13,15)

Saber el valor del pH es un elemento esencial en la medicién de la calidad, este mide la acidez del musculo o la carne,
como tal no constituye una caracteristica de calidad, pero influye en el color, la capacidad de retencién de agua, sabor,
textura y vida de anaquel.

Una vez finalizada la circulacion posterior al sacrificio del animal, el tejido muscular cambia a un metabolismo anaerdbico,
lo que genera una acumulacién de productos, en especial el dcido lactico, provocando un descenso en el pH que a medida
que disminuye, las proteinasas enddgenas se activan, estas enzimas ablandan las proteinas de la carne, por lo que
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monitorear el pH en el proceso nos da una medida efectiva de la calidad final. (16) Las mediciones se toman a diferentes
tiempos postmortem como justo después del sacrificio y durante el proceso de rigor mortis, el pH ultimo es el valor del
pH una vez terminado el rigor. Este valor suele estar en un rango de 5.3 a 7.0. El valor para la carne de pollo suele
encontrarse en 6.0 o mas a las 2 a 4 horas postmortem bajo condiciones comerciales de refrigeracién. Para evaluarlo se
utilizan medidores de pH, recomendablemente a temperaturas de 20 a 25°C y calibrado con buffers usualmente de pH 4
y 7 previo a su uso para una mayor precision. Una forma comun de hacerlo es perforando la carne a una profundidad de
al menos 1cm y después introducir el electrodo en el corte. (13,16)

La capacidad de retencidon de agua es la aptitud de la carne para retener total o parcialmente el agua propia y
eventualmente agua adicionada durante su tratamiento cuando se aplica fuerza (calor, presidon). Esta tiene una gran
repercusion en el desarrollo y apreciacidn de las caracteristicas sensoriales, valor nutritivo y comercial de la carne. (8) La
mayoria de esta propiedad reside en el agua localizada en los espacios intermoleculares entre las proteinas solubles en
sal (actina y miosina) del musculo y que se mantiene en su lugar gracias a la fuerza de capilaridad. Este espacio puede
variar por factores como el pH, fuerzas idnicas, presencia de cationes divalentes, presion osmotica o la longitud del
sarcomero. (15) Esta propiedad se puede medir por métodos como con el uso de papel filtro, papel filtro y presion, pérdida
por goteo y centrifugacidn. Los primeros tres son de importancia ya que se relacionan con la jugosidad de la carne. El
goteo se refiere a la liberacion de fluido acuoso y causa una merma en el peso. Esto ocurre en las superficies musculares
de la canal durante su almacenamiento o su procesado. (8,16)

La pérdida por goteo o método gravimétrico no requiere de una fuerza externa y se refiere a la medicion del peso perdido
por goteo libre, en bolsa o en cubo donde se suele dejar la carne bajo condiciones ambientales diferentes, generalmente
con peso y tamafio estandar de las muestras, suspendidas en una bolsa inflada y que no esté en contacto con la muestra
por 1 o 2 dias a temperatura estandar como a 1-4°C. La muestra se debe pesar al inicio de la prueba y se pesa después del
tiempo transcurrido, por ultimo, se calcula la pérdida de agua expresada en porcentaje respecto al peso inicial. (15) Otra
manera de evaluar la pérdida por goteo de forma indirecta es por el rendimiento de coccién o la pérdida por coccién; esta
ocurre conforme las proteinas se desnaturalizan y se encogen, exprimiendo el tejido. De igual forma se expresa en
porcentaje comparando el peso inicial de la carne cruda y después de cocinar. En esta, una muestra de carne de peso
estandarizado se coloca en una bolsa plastica con termopares y se sumerge en agua hirviendo y se cocina hasta que
alcance una temperatura interna de 75°C, después se deja enfriar la bolsa, la muestra se extrae y se seca con toallas para
volver a pesarla. (16)

La textura se considera como la caracteristica mdas importante en la carne de pollo y es el mas afectado por la edad del
ave y los procesos. Algunas de sus caracteristicas como la terneza, jugosidad, masticabilidad y fibrosidad estan asociados
a la calidad del producto. De estas destaca que desde 1950 ha habido un gran interés en procesos instrumentales para
estimar la terneza, para obtener repetibilidad y valores numéricos. (12,16)

La terneza de la carne es una medida del esfuerzo requerido al morder, sin embargo, a pesar del desarrollo de dispositivos
mecanicos, existen inconsistencias entre estas evaluaciones y las evaluaciones sensoriales de la terneza, debido en parte
a que la percepcion sensorial de la terneza estd influenciada mas alla de la fuerza requerida para morder. Cuando se mide
mecanicamente la terneza se suele expresar en medidas de resistencia como fuerza de corte en kilogramos (kgF) o
newtons (N), de tal forma que valores bajos indican carne mas tierna. (15) Uno de los métodos mas utilizados es el sistema
de fuerza de corte Warner-Bratzler que consiste en una cuchilla rectangular con una abertura triangular en el centro; la
cuchilla estd unida a una bascula circular en abanico y la muestra de carne se coloca en la muesca triangular y se bajan
dos barras por un motor hidraulico y se empuja la muestra a través del vértice de la muesca y a medida que se bajan las
barras, la fuerza maxima de corte a través de las fibras se registra en alguna unidad. Esto ofrece confiabilidad, robustez y
facilidad de uso ideal para el trabajo in situ de control de calidad. (12)

Uno de los principales desafios que enfrenta la industria avicola es la eliminacién de los antibidticos profilacticos o
subterapéuticos, en el mundo se ha logrado a través de la legislacidn, la presidn de los consumidores o por iniciativa propia
de la industria. (17) Los antibidticos histéricamente han jugado un papel crucial como promotores del crecimiento y
previniendo enfermedades en la avicultura, sin embargo, la aparicién de cepas resistentes a los antibidticos y la posible
transmisidon de caracteristicas resistentes a patégenos humanos ha generado preocupacién sobre la salud publica. En
respuesta a este desafio los probidticos, particularmente aquellos compuestos de multiples cepas de microorganismos
benéficos ofrecen un acercamiento holistico para mejorar el desempefio productivo. (18) De acuerdo a la Organizacién de
las Naciones Unidas para la Alimentaciony la Agricultura (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los probidticos
son microorganismos vivos que cuando se administran en cantidad adecuada confieren algun beneficio en la salud del
hospedador, consisten en varios tipos de microorganismos que mejoran la microbiota intestinal y secretan enzimas
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benéficas que mejoran local y sistémicamente el sistema inmune y son alternativa de gran interés sobre los antibidticos
en la industria avicola. (19) Adicionalmente la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) establece criterios para
los probidticos como: no producir toxinas, no tener resistencia a los antibiéticos y no ser patégenos. (20)

Bacillus subtilis es un probidtico meséfilo, aerdbico, gram positivo formador de endosporas (21) que mejora la salud
intestinal al modular la microbiota intestinal, mejora la digestibilidad de los nutrientes y fortalecer la respuesta
inmunitaria, se sabe que aumenta las poblaciones de Lactobacillus spp. Mientras suprime patégenos como Escherichia
coliy Salmonella (se sabe que ejerce su funcion bacteriostatica a través de sus metabolitos), mejorando la integridad de
la barrera intestinal, como probidtico contribuye a la secrecién de enzimas, al metabolismo de sales biliares y a la exclusién
competitiva de patégenos. (22,23) Por otro lado Bacillus amyloliquefaciens es una especie probidtica ampliamente
utilizada en la industria alimentaria animal, un componente de su modo de accidn es la secrecion de multiples enzimas
extracelulares y sustancias antibacterianas como la fitasa, adicionalmente se sabe que mejora efectivamente el
rendimiento de postura y calidad de huevo al fortalecer el sistema inmunolégico y la regulacion de hormonas
reproductivas en gallinas ponedoras, en pollos de engorda promueve el crecimiento modulando el sistema inmune al
aumentar la capacidad antioxidante y la actividad enzimatica digestiva y mitigando el dafio intestinal (24,25)

La glucosa oxidasa es una enzima deshidrogenasa aerdbica que especificamente cataliza la oxidacion de la f-D-glucosa a
acido glucdnico y produce perdxido de hidréogeno. Esta enzima ha sido ampliamente utilizada en la industria alimentaria
por sus efectos verificados bacteriostaticos, promotores del crecimiento, inmunidad, y su digestion, ademdas de no ser
toxico y de bajos residuos, asi como dificil de generar resistencia. (26) Esta enzima elimina o inhibe de forma no
farmacolégica los microorganismos patégenos al crear un ambiente anaerdbico, y con los productos que cataliza se le
considera un potencial sustituto de los antibidticos, ademas de que se ha estudiado la desintoxicacidon de micotoxinas a
partir del perdxido de hidrégeno, en particular de la aflatoxina B1. (21)

La incorporaciéon de probidticos dietarios, prebidticos y otras sustancias benéficas pueden mejorar la composicion de la
microbiota intestinal, aumentar el rendimiento de la carne y elevar la calidad de esta, reducen significativamente el uso
de antibidticos, que ademds va de acuerdo con la demanda de los consumidores de carnes libres de antibiodticos, y
alimentos funcionales con beneficios adicionales. (27)

Este trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto de la suplementacién con probidticos y glucosa oxidasa por 7 semanas
en la calidad de la carne de los pollos en engorda, a través de las pruebas y registro de valores de colorimetria, pH, pérdida
por goteo, pérdida por coccidn, terneza y la evaluacion del drea de fibra muscular. Particularmente se evalud en las
diversas pruebas de calidad de la carne con muestras de la pechuga izquierda por medio del sistema CIELAB para la
colorimetria, la curva de pH durante el proceso de rigor mortis, la capacidad de retencion de agua a partir de la medicion
de pérdidas de peso en anaquel y por coccidn, la evaluacidn de la terneza y la evaluacién morfométrica de las fibras
musculares al observarse en un corte histolégico transversal.

Materiales y métodos

Dentro del médulo de aves perteneciente al Centro de Ensefianza Agropecuaria (CEA) de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitldan Campo IV, Universidad Nacional Autdnoma de México, con ubicacidn en el km. 2.5de la carretera
Cuautitlan-Teoloyucan, colonia San Sebastian Xhala, Cuautitlan lzcalli en el Estado de México se llevd a cabo el proceso de
engorda a partir de la recepcién de pollitos Ross 308 y que durd en total el proceso 49 dias hasta el sacrificio. Para los
propésitos de este trabajo se formaron 4 tratamientos (grupos) con 10 pollitos cada uno, es decir, un total de 40 individuos
analizados. Tales grupos formados se presentan a continuacion en el cuadro 1.

Division de los 4 tratamientos

Grupo experimental Tratamiento Abreviacion
Grupo 1 (control) Dieta comercial CT
Grupo 2 Dieta comercial + Gutfitzyme® 300 EXCELLING GLU
Grupo 3 Dieta comercial + NORUM Interagro® NO
Grupo 4 Dieta comercial + NORUM Interagro® + NO+GLU
www.aven Gutfitzyme® 300 EXCELLING 26. Pag. 34
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De acuerdo con los diferentes grupos asignados, a los individuos se les suplementé en la dieta con los probidticos y/o la
enzima de tal forma que Gutfitzyme®300, EXCELLING (enzima glucosa oxidasa) se administré en dosis de 300 g/tonelada
de alimento y NORUM, Interagro® (cepas patentadas de Bacillus subtilis y B. amyloliquefaciens) a dosis de 200 g/ton de
alimento.

Una vez finalizada la engorda, se procedid al sacrificio de las aves bajo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana
NOM-033SAG/Z00-2014, Métodos para dar muerte a los animales domésticos y silvestres, en el Taller de Carnes también
perteneciente al CEA; asi como el posterior faenado hasta obtener la canal de las aves de las que se recuperd la pechuga
izquierda para obtener las muestras de carne a fin de efectuar las pruebas de calidad.

Para la prueba de colorimetria, se evalué el color por medio de las coordenadas colorimétricas L, a y b del sistema CIELAB
de forma directa sobre la superficie de la pechuga izquierda a las 24 horas después del sacrificio de las que se hicieron tres
mediciones a cada pechuga en las zonas superior, media e inferior de las mismas, para posteriormente promediar los
valores. Esta medicidn se hizo con ayuda de un colorimetro espectrofotémetro Konica Minolta modelo CM-600d.

El pH se midié con ayuda de un medidor de tipo aguja (HI-9024) previamente calibrado y con una hoja de bisturi se
hicieron tres cortes (superior, medio e inferior) de 1 cm de profundidad en la pechuga izquierda para introducir el
electrodo y tomar la lectura. Los tiempos a los que se tomé tales datos fueron posterior al sacrificio, a las 2, 3 y 24 horas.
La prueba de pérdida por coccidén se llevd a cabo con muestras de pechuga de pollo 24 horas posteriores al sacrificio y
refrigeradas a 4°C. Se cortaron muestras de 3x2x1 cm y se registro el peso inicial de cada una (P;) para posteriormente
colocarlas en bolsas selladas al vacio y ser cocinadas por inmersidn en un recipiente con agua a 85°C hasta que la
temperatura interna de la muestra alcanzé los 80°C, posteriormente se dejo enfriar la muestra a temperatura ambiente y
se limpid el exceso de humedad superficial con papel absorbente y se registrd el peso de las muestras postcoccion (P2) y
por medio de la siguiente ecuacion se calculd la pérdida:

Pérdida por coccion (%)= (P1 - P2)/ P1X 100

La evaluacidn de la pérdida por goteo se realizd en muestras de carne de las mismas dimensiones y condiciones de
maduracién que la prueba anterior, a continuacion, se registré el peso inicial (Ps) y la muestras se colocaron en bolsas
plasticas y selladas para almacenarse en refrigeracién a 4°C por 24 horas, para tomar el peso de las muestras (P,), después
a las 48 horas (Ps) y a las 72 horas (Ps). Es decir, se evalud la pérdida por goteo al primer, segundo y tercer dia. Con la
siguiente ecuacion es como se calculd el porcentaje de pérdida:

Pérdida por goteo (%)= (Ps - P4)/ P: X 100

(Para obtener el valor del porcentaje al segundo y tercer dia, se sustituyd el valor P, por el valor del peso registrado al
segundo (Ps) o al tercer dia (Pg).

Para evaluar la terneza de las muestras se cortaron muestras de las mismas dimensiones y mismo proceso de maduracion
de la carne de la pechuga izquierda y con ayuda de un texturémetro Texture analyser CT3 Brookfield acoplado con una
cuchilla de Warner-Bratzler y en conjunto con su software correspondiente, se registrd el valor de la dureza de la carne
expresado en Newtons.

El programa de Microsoft Excel 365 se utilizd para registrar, organizar, ordenar y visualizar los datos colectados de cada
prueba y por tratamiento. El andlisis estadistico se realizé con ayuda del software STATGRAPHICS Centurion XV y se
llevaron a cabo analisis de varianza de una sola via (ANOVA. Los resultados se expresaron en diagramas de cajas y bigotes,
diagramas de Fisher y se formaron tablas para comparar los tratamientos incluyendo sus valores de media, error
estadistico y el valor de p.

Resultados

pH

Al evaluar el pH a las 0 horas postmortem se obtuvo una diferencia significativa de los 3 tratamientos respecto a CT, este
ultimo con un valor mas alto del pH, a su vez también hubo diferencias significativas entre los grupos NO y NO+GLU, con
NO presentando los valores mas bajos de pH en esta medida de tiempo. La medicién a las 2 horas mostré que NO+GLU
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mostré el valor mds alto con significancia respecto a CT y NO. A las 3 horas de toma del pH se aprecié un aumento
significativo por parte de NO sobre los otros tratamientos seguido de GLU también con significancia mayor respecto a CT,
pero menor que NO. Por ultimo, a las 24 horas los datos demostraron que NO disminuyd su pH siendo significativo, no
hubo diferencias en el resto de los grupos. El cuadro 2 resume el comportamiento del pH de los 4 tratamientos a partir de
la obtencidn de los valores de pH y la figura 1 muestra graficamente tal secuencia.

Mediciones del pH a lo largo de las primeras 24 horas

Tratamiento pH O hrs pH2 hrs pH 3 hrs pH 24 hrs
Media + E.E.
cT 6.87 £ 0.0561° 6.07 £ 0.0383° 5.92 £ 0.0271° 5.86+0.0280°
GLU 6.64 + 0.0162° 6.18 + 0.0335% 6.10 + 0.0259°  5.93 + 0.0177°
NO 6.56 + 0.0298° 6.08 + 0.0316° 6.29 + 0.1045% 5.71 + 0.0597°
NO+GLU 6.69 +0.0279° 6.25 + 0.0620° 6.04 + 0.0308%  5.92 +(0.0278°
p value 0.0000 0.0201 0.0011 0.0004

Cuadro 2. Valores de la media y E.E. (error estadistico) para las mediciones de pH O hrs (cero horas), pH 2 hrs (dos horas), pH 3 hrs (tres horas) y pH
24 hrs (veinticuatro horas). Los valores por columna que no comparten una letra de superindice indican una diferencia significativa (p<0.05)
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Figura 1. Gréfica de lineas que corresponde a la curva de pH a través del tiempo para cada tratamiento, los nimeros consecutivos 1,2, 3y 4

Colorimetria en el sistema CIELab

corresponden respectivamente a las mediciones a las 0, 2, 3 y 24 horas.

Los valores para la coordenada L* mostraron un descenso significativo del valor de GLU, es decir que tiende a un color
mas oscuro de la carne o de menor luminosidad respecto al resto de tratamientos, mismos que no mostraron diferencia
significativa entre ellos. La medicién de la coordenada a* no mostré diferencias significativas entre los grupos, aunque
GLU y NO+GLU si difirieron situandose en los extremos superior e inferior (rojo y verde) respectivamente. Por ultimo, la
coordenada b* evaluada indicé que no hay diferencia significativa entre los grupos respecto a CT, pero si existiéd una
diferencia entre los grupos GLU y NO respecto a NO+GLU situandose en valores altos y el mas bajo respectivamente
(amarillo y azul). En el cuadro 3 se resumen los hallazgos y diferencias de estas mediciones.

Medicion de la colorimetria por las coordenadas L*, a* y b* en pechugas de pollo de los 4 tratamientos

Tratamiento

cT
www.avem GLU

NO

ANAOr=111

1'_*

63.04 + 0.4843°
60.16 + 0.2509°

62.88 + 0.5674°
£9 AC 4 N £1928

a*
Media + E.E.
4.58 + 0.2310%®
5.47 + 0.3632°

4.62 + 0.3530%
2 04 4+ N 200cb

b*

30.44 + 0.1069%°
32.26 + 1.26653

32.02 +1.3581°
27 Q5 + N 7ce2b
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Cuadro 3. Valores de la media y E.E. (error estadistico) para las coordenadas L*, a* y b*. Valores por columna que no comparten una letra de
superindice indican diferencia significativa (p<0.05)
Pérdida por coccion
La prueba de pérdida por coccidn (PPC) indicé que hubo una diferencia significativa de NO+GLU que mantuvo una menor
pérdida o una mejor retencién de agua al ser cocinada la muestra. Por otro lado, NO mostré un peor desempefio con una
mayor pérdida por coccidn que si bien no fue significativa respecto a CT, fue mayor al resto de grupos y el cuadro 4 muestra
los valores que se obtuvieron y su significancia.

Pérdida por goteo

El analisis de los resultados de esta prueba se expresé en porcentaje (%) y la pérdida por goteo al dia 1 (PPG1) indico que
NO+GLU tuvo una menor pérdida por goteo, al segundo dia (PPG2), GLU y NO+GLU mostraron un porcentaje menor de
pérdida significativo, por ultimo, al dia 3 (PPG3) y ultima evaluacion GLU Unicamente demostré una menor pérdida por
goteo frente al resto de tratamientos y por lo tanto un mejor desempefio en la retencion de agua final. El cuadro 4 muestra
los valores de la media y error estadistico obtenidos del analisis de los datos. También en la figura 2 se grafica el
comportamiento de las pérdidas porcentuales de cada tratamiento.

Porcentaje (%) de pérdida por goteo (PPG) de las
muestras de pechuga de pollo de 1 a 3 dias

CT = GLU =t NO4GLU == NO

7.00

Figura 2. Grafica de lineas que indica el aumento porcentual a través de los 3 dias de medicidn de la pérdida por goteo

Dureza de la carne

La terneza o dureza de la carne medida y expresada en Newtons (N) para este trabajo demostré que CT mostrd un valor
significativamente menor respecto a NO y NO+GLU, pero no para GLU, a su vez, GLU es significativamente menor en
dureza que NO, la dltima columna del cuadro 4 muestra esta comparativa.

Medicion de la pérdida por goteo (PPG), pérdida por coccion (PPC) y dureza de muestras de pechuga de pollo

Tratamiento PPG1 (%) PPG2 (%) PPG3 (%) PPC (%) Dureza (N)
Media + E.E.
cT 2.57 +0.1682%®  5.25+0.20133 6.85+0.1211®  33.34 +0.7405°®  15.78 + 0.6686°
GLU 2.07 +0.1165°  3.94 +0.1947° 5.65+0.2144°  31.55+0.6623P  16.49 + 0.4869%
NO 2.65+0.2286° 4.46+0.2143°® 6.30+0.2740®® 33.76+0.7405°  18.88 + 0.5807°
NO+GLU 1.82 + 0.1955°¢ 3.85+0.4038° 6.55+0.6127®" 27.70 +0.6982°  18.60 + 0.9844%®
p value 0.0099 0.0092 0.1977 0.0000 0.0113 ZS o
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Cuadro 4. Valores de la media y E.E. (error estadistico) para las mediciones de PPG (pérdida por goteo), PPC (pérdida por coccién) y dureza. Los
valores por columna que no compartan una letra de superindice indican diferencia significativa (p<0.05)

Discusion y conclusiones

pH

Los resultados de este estudio revelan que la medicion del pH inmediatamente postmortem de la carne de pollo es menor
significativamente en los tres tratamientos experimentales (NO, GLU, NO+GLU) frente al grupo CT y a las 24 horas NO se
mantuvo con niveles de pH mas bajo respecto a todos los tratamientos; en comparativa Wang y colaboradores (2018)
evaluando en pollos Lingnan suplementados con glucosa oxidasa y su combinacién con Bacillus amyloliquefaciens
demostré que solamente en el grupo en combinacién se redujo significativamente el pH a los 45 minutos postmortem, sin
embargo, a las 24 horas no se reportaron diferencias significativas. (26) Stef y colaboradores (2025) reportaron
disminucion del pH a las 0 horas postmortem comparando el uso de probidticos B. subtilis y B. licheniformis junto con
aceite esencial de arbol de té comercial y la combinacidn de estos dos con aceite esencial de tomillo, siendo
significativamente menor para el primer grupo agregando que a las 24 horas el pH de este grupo también fue el menor de
todos los grupos significativamente. (28)

Lo reportado por otros autores es consistente parcialmente con lo aqui descrito, pues si bien las mediciones de pH mas
inmediatas al sacrificio del ave muestran que la suplementacidon en conjunto de la glucosa oxidasa y los probidticos
disminuyen significativamente, también lo hace la combinacidn de los probiéticos con otros compuestos, ademas de que
a las 24 horas los resultados son variables. El valor normal del pH del musculo de pollo vivo es alrededor de 7.4 y las
variaciones ocurren a medida que se transforma en carne. (29) En el musculo de pollo a la 24 horas postmortem el pH se
sitiaentre 6.0y 6.2 (12) aunque otros rangos la establecen ente 5.6 a 5.8 con variaciones segun el estrés previo al sacrificio
y la técnica del mismo. (28) Este rango nos indica que las diferencias en los valores del pH, aunque significativos no reducen
ni lo aumentan para provocar detrimento del producto final. Se sabe que en pollos de engorda, valores de pH muscular
por arriba de 6.0 presentan una desnaturalizacién proteica minima mientras que valores por debajo de 6.0 contienen una
mayor desnaturalizacidn y provoca una apariencia opaca, a mayor pH del misculo mas oscura sera la carne, dando unos
extremos de carnes con pH muy elevado da una pieza oscura, firme y seca mientras que, por el contrario, una carne clara
es palida, blanda y exudativa. También se ha relacionado el pH a la actividad enzimatica mitocondrial, a la terneza y la
capacidad de retencion de agua. (14)

Colorimetria

Respecto a la colorimetria, nuestros resultados indican que para la coordenada L* hubo una disminucion por parte del
tratamiento GLU como hallazgo principal; Wang y colaboradores (2018) no encontraron diferencias significativas en los
valores de L*, a* y b* al comparar enramicina, glucosa oxidasa como suplemento y la combinacién de esta con B.
amyloliquefaciens. (26) Tampoco Biswas y colaboradores (2023) no hallaron diferencias significativas para las mediciones
de L*, a* y b* al usar Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis (30) mientras que Chunyan y colaboradores (2014) no
encontraron diferencias significativas para el eje L*, si se demostré que el valor de a* fue mayor y el de b* menor
significativamente respecto al control con el uso de glucosa oxidasa en conjunto con levadura de selenio. (31)
Contrastando con nuestros resultados, no son consistentes entre si respecto a los valores de L* pero si paraa* y b* en los
que la mayoria de los autores no indican significancia. El color es muy importante para la percepcién de los consumidores
de frescura y calidad. Popova (2017) cita que el enrojecimiento de la carne les es mas favorable a los consumidores y
valores mas bajos de b* indican una carne menos pdlida. (19) El contenido de mioglobinay el pH del tejido muscular son
dos factores de importancia que determinan el color de la carne. Los cambios en el color se pueden explicar debido a la
mejora de la integridad intestinal y la absorcion de nutrientes incluyendo pigmentos como carotenoides y xantofilas y que
aumentan los valores de b*, mientras que para a* se puede atribuir a una mayor circulacién, mayor actividad enzimatica
antioxidante y estabilidad de la mioglobina. El oscurecimiento de la carne sugiere que retiene mejor el pigmento muscular.
(32)
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Pérdida por coccion

La pérdida por coccidn registrada aqui demostré que es menor para NO+GLU significativamente; y de acuerdo con lo
reportado por Biswas y colaboradores (2023) reportan una disminucién considerable de este parametro al adicionar
probidticos B. subtilis y B. licheniformis en conjunto. (30) Por su parte Al-Abdullatif y colaboradores (2025) no reportaron
diferencia al utilizar B. subtilis, pero al utiliza el probidtico con multiples cepas que incluyen entre otros
Rhodopseudomonas palustris y R. shaeroides acido lactico bacteriano y Saccharomyces cerevisiae. (29) Este balance
muestra una inconsistencia, pues no se encontrd evidencia significativa para el uso de glucosa oxidasa en conjunto con
probidticos, pero si se sustenta el efecto por si solo de probidticos de diversas especies por separado o en combinaciones,
sugiriendo que serian estos los responsables en buena medida de la disminucién de la pérdida por cocciéon en nuestro
caso. La pérdida por coccidon comienza a los 40°C y si el pH es menor, comienza a menor temperatura, se explica por los
cambios en la estructura de la carne, se sabe que a los 46°C el agua dentro de las miofibrillas disminuye mientras que en
el espacio intermiofibrilar aumenta, proteinas como la actina y miosina se desnaturalizan y hacen que la carne se
endurezca , explicando los cambios en la distribucién del agua y el inicio de la pérdida. La desnaturalizacién de la
mioglobina propicia el cambio de color. (15) Al incrementar la capacidad de retencidon de agua de la carne agregando
probidticos, puede ser un beneficio, pues se sabe que esta afecta la cantidad de proteinas musculares, asi como cambios
en la composicion de acidos grasos y contribuyen a la terneza de la carne. Esto indica que los probidticos tienen la
capacidad de retener mas humedad de la carne que los antibidticos. (33) Los consumidores preferiran un producto que
pueda mantener la humedad durante la coccién para que no esté muy seco ni correoso, Es esencial retener agua en la
carne para obtener un mayor rendimiento de produccién. La pérdida del peso perdido en este proceso es principalmente
agua y pequeias cantidades de proteinas hidrosolubles y lipidos, el objetivo es reducir esa pérdida para evitar una
concentracién de las proteinas de las fibras musculares, a mayor concentracion de las fibras, mds dura sera la carne. (15)

Pérdida por goteo

Nuestros resultados mostraron un mejor desempefno de NO+GLU al dia1y 2y de GLU al dia 2 y 3, medido a través de una
menor pérdida por goteo y de importancia la medicion final (PPG3), al respecto Wang y colaboradores (2018) por medio
del prensado con papel filtro, estimé que la pérdida por goteo a las 24 horas no mostro significancia al usar glucosa oxidasa
ni su combinacién con Bacillus amyloliquefaciens respecto al grupo control, pero si hubo una disminucion significativa al
compararlo con el uso de enramicina. (26) Por su parte Biswas y colaboradores (2023) evaluando el efecto de B. subtilis y
B. licheniformis no encontraron diferencias significativas para la pérdida por goteo al dia 1 y al dia 3. (30) Esto indica que
hay una contradiccién a lo reportado por los autores y lo hallado aqui, se sugiere que la diferencia en los métodos de
estimacion de la pérdida por goteo influyeron en los resultados finales, aun asi el resultado que pone con una mejor
capacidad de retencién de agua a NO+GLU en las primeras horas y GLU al final deberia establecer nuevas investigaciones
sobre el efecto de la glucosa oxidasa y las dos cepas de probidticos usadas, asi como volver a evaluar por otros métodos
el efecto Unicamente de la enzima en la pérdida por goteo.

Dureza

Los resultados mostraron que NO y NO+GLU aumentaron la dureza de la carne mientras que CT se mantuvo como la de
mayor terneza. Wang y colaboradores (2018) encontraron que la fuerza de corte en muestras de pechuga de pollo fue
menor en el grupo suplementado con glucosa oxidasa y B. amyloliquefaciens (26) mientras que Chunyan y colaboradores
(2014) no hallaron diferencia significativa en la fuerza de corte en pollos Arbor Acres de 42 dias suplementados con glucosa
oxidasa y levadura de selenio. (31) Estos hallazgos contradicen datos similares consultados, se ha estudiado que los
probidticos aumentan la actividad de la superdxido dismutasa, glutatidon peroxidasa, disminuyendo niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que también disminuyen el dafio de la membrana celular muscular, preservando la mioglobina
y mejorando aspectos como el color y reduciendo la pérdida por goteo. (27) La terneza de la carne es el factor de mas
importancia para determinar la satisfacciéon del consumidor, esta se puede afectar negativamente por el tratamiento
térmico al disminuir el contenido de agua. (34)

Estas diferencias halladas sugieren que la combinacion NO+GLU pueden tener un efecto conjunto que vaya en detrimento
de la terneza de la carne, asi mismo NO manteniéndose como el grupo con mayor dureza de la carne puede significar que
por si mismo los probidticos tienen un efecto menor que su combinacién con una gran variedad de suplementos en la
terneza de la carne. También no se descartan las diferencias experimentales como lo son las lineas de pollos de engorda
diferentes, las concentraciones de los suplementos, el método de estimacién de la fuerza de corte, que para este estudio
se realizd con las muestras de pechuga crudas a comparacion de técnicas mas comunes en las que se mide este parametro
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con las muestras cocinadas. Por ultimo, también es importante destacar que como se abordd anteriormente, ligado a la
PPC menor de NO+GLU se puede relacionar a una mayor concentracién de fibras musculares y tener este efecto en la
dureza registrada, lo que abre nuevas lineas de investigacidon para determinar el contenido proteico de los productos
carnicos.

En conclusion, la evaluacion de los 4 tratamientos generd resultados que los colocan con un mejor desempefio segun la
prueba, no existid un grupo que indicara una mejor calidad para todos los parametros fisicoquimicos de calidad que se
evaluaron, sin embargo, se reconoce que la combinacién NO+GLU tiene potencial al mejorar una mayor cantidad de
pardmetros como lo fueron la reduccidn de la pérdida por goteo al dia 1y 2, de la pérdida por coccién y el aumento de la
dureza de la pechuga de pollo. Los comparativos con otros trabajos muestran que hay consistencias en los hallazgos
parcialmente, por lo que, aunque se tenga documentado la mejora en la calidad de la carne por parte de probidticos y
enzimas, se deben abrir nuevas lineas de investigacion para considerar el efecto solo en conjunto de estos suplementos,
ademas de la gran variedad de minerales, extractos vegetales y microorganismos con los que se suplementa a los pollos.
El uso de NO y GLU parece indicar que en ciertos parametros mejora la calidad mientras que en otros como en el pH y la
colorimetria uno predomina sobre otro, quizas por el efecto en solitario del suplemento y que se habra de dilucidar en
futuras investigaciones.
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Resumen

Salmonella Infantis (S. Infantis) es una bacteria que ha adquirido relevancia en salud publica durante la Ultima década
debido a su alta patogenicidad y resistencia a los antibidticos. Por ello, el objetivo del presente estudio fue presentar
consideraciones clave para el disefio y desarrollo de nanocdpsulas cargadas con geraniol para su administracion en el agua
de bebida o en el alimento de pollos de engorda, asi como evaluar su potencial como agente antimicrobiano frente a S.
Infantis mediante un ensayo estandar in vitro en microplaca y un modelo que simula el pH y las condiciones del alimento
en el buche de los pollos de engorda. Para ello, se empled un disefio experimental factorial 3% para la seleccién de
formulaciones basadas en nanocapsulas de geraniol, cuya actividad antimicrobiana fue evaluada en modelos in vitro. Los
resultados demostraron que el geraniol por si solo presenta acciéon antimicrobiana frente a S. Infantis, atribuida
principalmente a su lipofilicidad, hidrofobicidad y a la presencia del grupo hidroxilo en su estructura quimica; sin embargo,
al formularse en sistemas nanocapsulares, la interaccién entre sus componentes tiende a reducir dicha accidn,
particularmente en formulaciones que incluyen la mezcla Tween 80:Span 80 y Miglyol® 810N. Asimismo, el modelo in vitro
que simula el buche de los pollos de engorda evidencio interacciones entre la formulacidn y los componentes del alimento,
lo que anulé completamente la accién antimicrobiana del geraniol en comparacion con la observada en el modelo in vitro
en microplaca. Estos resultados destacan la importancia de realizar estudios de preformulacién durante el desarrollo de
formulaciones basadas en nanocapsulas para asegurar su eficacia, considerando no solo sus propiedades fisicoquimicas y
de estabilidad, sino también las posibles interacciones entre los componentes de la formulacién y la matriz de aplicacion.

Palabras clave: geraniol; nanocapsulas poliméricas libres de solventes; Salmonella Infantis; efecto antimicrobiano;
estudios de interaccién; FTIR-ATR; modelos in vitro; industria avicola

Abstract

Salmonella Infantis (S. Infantis) is a bacterium that has gained importance in public health over the last decade due to its
increasing prevalence in regions such as the United States of America, Latin America, and the European Union.
Furthermore, due to its high pathogenicity and antibiotic resistance, there is a need to research new alternatives for its
prevention, control, and treatment. Therefore, the objective of the present study was to present key considerations for
the design and development of geraniol-loaded nanocapsules for its delivery in the drinking water or feed of broiler
chickens, and to evaluate its potential as an antimicrobial agent against S. Infantis using a standard in vitro microplate
assay and a model that simulates the pH and feed conditions of the crop of broiler chickens. The results demonstrated
that geraniol alone exhibits antimicrobial action against S. Infantis mainly due to its lipophilicity, hydrophobicity and the
presence of the hydroxyl group found in its chemical structure, but when formulated in nanocapsular systems, the
interaction of its components tends to reduce its antimicrobial action, especially the mixture of Tween 80:Span 80 and
Miglyol® 810N. Furthermore, the use of the in vitro model that simulates the crop of broiler chickens demonstrated that
the formulation also has interactions with the feed components, completely nullifying the antimicrobial action of geraniol
compared to that obtained in the in vitro microplate model. In conclusion, preformulation studies during the development
of nanocapsule-based formulations should be considered for the correct selection of the components of a for-mulation to
ensure its effectiveness and not only consider the physicochemical and sta-bility properties of these as is frequently
considered.

Keywords: geraniol, solvent-free polymeric nanocapsules, Salmonella Infantis, antimi-crobial effect, interaction studies,
FTIR-ATR, in vitro models, poultry industry.
1. Introduccion

Las infecciones por Salmonella no tifoidea se consideran una importante amenaza para la salud publica, derivadas
principalmente del consumo de productos avicolas contaminados con Salmonella enterica subespecie enterica, serotipos
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Enteritidis (S. Enteritidis) y Typhimurium (S. Typhimurium), con una estimaciéon de 94 millones de casos de infeccién y
215,000 muertes anuales) [1], con una estimacion de 94 millones de casos de infeccidn y 215,000 muertes anuales [2]. Sin
embargo, Salmonella enterica subespecie enterica serovar Infantis (S. Infantis) se ha convertido en un serovar cada vez
mas prevalente a nivel mundial [3]. Hasta 2019, S. Infantis era considerado el sexto serotipo mas frecuente de salmonelosis
humana en Estados Unidos, mientras que en la Unidn Europea ocupaba el cuarto lugar en importancia; no obstante, desde
2014 ha sido el serotipo nimero uno aislado en pollos de engorda y sus derivados, lo que lo convierte en un patégeno
transmitido por alimentos de relevancia en salud publica [4]. Aunque la principal via de transmisidn de este patdgeno al
ser humano es a través de alimentos contaminados de origen avicola, diversos estudios también han descrito su
transmisidn a través del agua, la transmisién horizontal entre personas, el contacto con animales infectados y el ambiente,
lo que ha contribuido al aumento de su prevalencia [5]. Asimismo, se ha reportado que esta bacteria es resistente a
multiples farmacos y presenta una mayor patogenicidad debido a la presencia de un plasmido emergente que codifica
factores de virulencia y genes de resistencia a antibidticos e incluso al mercurio [6].

En este contexto, y considerando los marcos regulatorios de diversas autoridades a nivel mundial respecto al uso de
antibidticos, existe una necesidad urgente de investigar nuevas alternativas viables que permitan abordar los problemas
de resistencia bacteriana. En este sentido, se han estudiado diversas estrategias para la profilaxis, el control y el
tratamiento de infecciones bacterianas en animales, entre las que se incluyen la vacunacién, el uso de anticuerpos mono
y policlonales, péptidos antimicrobianos, probiéticos, prebiédticos, bacteriéfagos, lisinas, enzimas y ciertos fitoquimicos

[7].

Entre las alternativas mencionadas, los fitoquimicos representan una opcion viable para combatir los problemas de
resistencia bacteriana, ya que han demostrado excelentes propiedades antimicrobianas y antioxidantes [8], [9]. Dentro
de este grupo se encuentran los aceites esenciales, compuestos naturales bioactivos derivados de plantas, los cuales han
mostrado destacadas propiedades antimicrobianas, antioxidantes y antiinflamatorias [10]. Aunque se han reportado
numerosos aceites esenciales con actividad antimicrobiana principalmente frente a bacterias Gram positivas y Gram
negativas, en el presente estudio se utilizé el geraniol —un alcohol monoterpénico presente en los aceites esenciales de
plantas como rosa, jengibre, limén, naranja, lavanda y cannabis— debido a que, tras una revision sistematica, se identificd
como uno de los compuestos con mejores propiedades antimicrobianas, baja toxicidad y alta seguridad, por lo que es
considerado generalmente reconocido como seguro (GRAS) por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA) [11], [12]. No obstante, limitaciones como su baja solubilidad en medios acuosos, que se traduce en
una reducida biodisponibilidad, su baja estabilidad debido a su rapida hidrdlisis, asi como su intenso sabor y olor, han
condicionado su aplicacidn en la industria avicola [11]. En este sentido, el uso de tecnologias de microencapsulacion o
nanoencapsulacion ha surgido como una estrategia para superar estas limitaciones [13].

El objetivo de este estudio fue presentar consideraciones clave para el disefio y desarrollo de nanocapsulas cargadas con
geraniol para su administracidn en el agua de bebida o en el alimento de pollos de engorda, asi como evaluar su potencial
como agente antimicrobiano frente a S. Infantis mediante un ensayo estdndar in vitro en microplaca y un modelo que
simula el pH y las condiciones del alimento en el buche de los pollos de engorda. Este enfoque tiene como finalidad
asegurar la eficacia en modelos in vivo, considerando los principios establecidos en la “FDA Modernization Act 2.0 (29 de
diciembre de 2022)”, asi como las disposiciones del Parlamento Europeo y de la Organizacién para la Cooperacion vy el
Desarrollo Econémicos (OCDE) en 2021, las cuales, aunque fueron concebidas originalmente para aplicaciones en
humanos, podrian adaptarse para su uso en animales [14], [15]

2. Materiales y métodos

2.1 Cepa bacteriana y condiciones de cultivo

La cepa CDC H3517 de Salmonella enterica subespecie enterica serovar Infantis (S. Infantis), previamente descrita y
seleccionada por su resistencia al acido nalidixico (NA, 64 pug/mL, nimero de catdlogo N-4382, Sigma, St. Louis, MO, EE.
UU.), fue utilizada en el presente estudio [16], [17] Brevemente, se colocaron 100 pL de S. Infantis provenientes de un

alicuota congelada en 10 mL de caldo tripticasa de soya (TSB, nimero de catalogo 22092, Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.) y
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se incubaron a 37 °C durante toda la noche. Posteriormente, se prepard un subcultivo inoculando 50 uL en 10 mL de TSB
fresco, el cual se incubd durante 2 h para alcanzar la fase logaritmica de crecimiento (~6 log UFC/mL). Esta concentracion
de S. Infantis se verificé mediante diluciones seriadas y siembra en agar Xilosa Lisina Tergitol-4 (XLT-4, nimero de catdlogo
223410, BD Difco™, Sparks, MD, EE. UU.) suplementado con NA, para la enumeracion de unidades formadoras de colonias
(UFC) reales en cada ensayo.

2.2 Actividad antimicrobiana del geraniol frente a S. Infantis mediante el método en microplaca

Para establecer la concentracidn minima inhibitoria (CMI) del geraniol (98%, 163333, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.
UU.) frente a S. Infantis, se preparé inicialmente una solucion stock de geraniol a una concentracién de 20,000 ppm
utilizando caldo tripticasa de soya (TSB) suplementado con 2% de Tween 80 (grado USP, Drogueria Cosmopolita,
Naucalpan, Ciudad de Meéxico, México), con el fin de promover la dispersion homogénea del aceite esencial.
Posteriormente, se adicionaron 100 pL de suspensiones con concentraciones de 500, 1000, 2000, 4000, 6000 y 8000 ppm
de geraniol en TSB con 2% de Tween 80 en placas Bacti de 96 pozos de fondo plano (método en microplaca, nimero de
catalogo 269787; Nalgene Nunc International, Rochester, NY, EE. UU.), seguidos de 100 puL de una suspension bacteriana
con una concentracion de 4.3 log UFC/mL, para alcanzar una concentracion final de 4 log UFC/mL en cada pozo. Las
concentraciones finales de geraniol evaluadas fueron 250, 500, 1000, 2000, 3000 y 4000 ppm. EI TSB con 2% de Tween 80
se utilizé como control. Las placas se incubaron durante dos horas a 37 °C con agitacion orbital (19 rpm; VWR, Houston,
TX, EE. UU.). Finalmente, para evaluar la actividad antimicrobiana, se realizaron diluciones decimales, se sembraron en
medio selectivo XLT-4 suplementado con NAy se incubaron a 37 °C durante 18-24 h para la enumeracion del total de S.
Infantis (log UFC/mL). La reduccion en los recuentos de S. Infantis se determiné mediante la diferencia entre los recuentos
(log UFC/mL) del grupo control y los tratamientos. Cada ensayo se realizé por triplicado.

2.3 Desarrollo y seleccion de formulaciones de geraniol basadas en nanocapsulas poliméricas

Las nanocdpsulas poliméricas que contienen geraniol se prepararon en dos etapas: (1) la formacién de una nanoemulsion
(nucleo) mediante agitacion magnética (1000 rpm, IKA RO 10 Power, IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Alemania) a
temperatura ambiente durante un minuto, entre la fase oleosa constituida por geraniol, Miglyol® 840
(dicaprilato/dicaprato de propilenglicol, Dynamit Nobel, Witten, Alemania) y una mezcla de surfactantes Tween 80:Span
80 en proporcién 80:20 (grado USP, Drogueria Cosmopolita, Naucalpan, Ciudad de México, México), y la fase acuosa
constituida por un tampdn fosfato 0.2 M pH 6.0; y (2) la deposicién de Drugcoat E PO (Vikram Thermo, Gujarat, India)
como polimero formador de la cubierta sobre el nucleo, a través de interacciones electrostaticas. El sistema nanocapsular
descrito en este estudio se basa en un método previamente reportado por nuestro grupo de investigacion [18], con la
ventaja adicional de eliminar la necesidad del uso de solventes organicos.

La selecciéon de las formulaciones se llevd a cabo mediante un disefio experimental factorial 3%, optimizado a 15
formulaciones con 3 puntos centrales para su validacion (Tabla Suplementaria S1), considerando como factores Miglyol®
840 (0.5, 1y 1.5% v/v), una mezcla 80:20 de Tween 80:Span 80 (1.5, 2 y 2.5% v/v) y Drugcoat E PO (5, 10 y 15 mg/mL). El
geraniol se mantuvo constante a 1% (v/v) y el volumen total de cada formulacion fue de 5 mL. Las variables de respuesta
consideradas fueron el tamafio de particula (hnm), el indice de polidispersién (PDI), el potencial zeta (mV) y la eficiencia de
encapsulacién (EE).

2.4 Caracterizacion fisicoquimica
Los sistemas nanocapsulares cargados con geraniol obtenidos a partir del disefio experimental fueron caracterizados en

términos de tamafio de particula, indice de polidispersién (PDI) y potencial zeta, utilizando un equipo Malvern Zetasizer
(zetaSizer Pro, Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido).
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2.4.1 Tamaiio de particula e indice de polidispersion (PDI)

El tamafio de particula y el indice de polidispersidn (PDI) se determinaron mediante dispersiéon dindmica de la luz (DLS),
tras la dilucion de las formulaciones en tampdn fosfato 0.2 M pH 6.0 (1:40), con el fin de mantener las caracteristicas de
los sistemas nanocapsulares y reducir los efectos de viscosidad y dispersion. El andlisis se realizé en una celda desechable
DTS1070 a 25 °C, utilizando un adngulo de deteccién por retrodispersion de 173° y considerando indices de refraccién y
absorcion de 1.30 y 0.001, respectivamente. En cada determinacién se realizaron 11 corridas para obtener una lectura
estable.

2.4.2 Potencial zeta

El potencial electrocinético de las formulaciones se determiné mediante velocimetria laser Doppler (LDV), la cual calcula
valores promedio de movilidad electroforética. Brevemente, las formulaciones se diluyeron adecuadamente para evitar
desplazamientos de carga (1:40 en tampdn fosfato 0.2 M pH 6.0). Las determinaciones se llevaron a cabo a 25 °C, con un
periodo de equilibracidn de 120 s. Cada muestra se analizé por triplicado y cada medicién comprendid 11 corridas para
obtener una lectura estable. Los resultados se analizaron utilizando el software ZS Xplorer version 3.2.1.11 (Malvern
Panalytical Ltd., Malvern, Reino Unido).

2.4.3 Eficiencia de encapsulacién

La cuantificacion del geraniol en las formulaciones se realizé6 mediante espectrofotometria UV-Vis (espectrofotometro UV-
Vis, Varian, Cary 100 Tablet, Mulgrave, Australia). Para cada formulacién, se colocaron 0.5 mL de la formulacién en tubos
Eppendorf de 2 mL, seguidos de la adicidon de 0.5 mL de HCl 2 M y 1 mL de acetonitrilo (ACN), con el fin de lograr la
separacion completa de los componentes de la formulacidn y el geraniol. Las mezclas se agitaron en vértex durante 15 s
y posteriormente se centrifugaron a 7500 rpm durante 10 min a 20 °C (Microfuge R20, Beckman Coulter Life Sciences,
Palo Alto, CA, EE. UU.). Posteriormente, se tomaron 0.015 mL del sobrenadante y se transfirieron a un tubo Falcon de 15
mL, seguido de la adicién de 2.5 mL de una mezcla 50:50 de ACN y tampdn fosfato 0.2 M (pH 6.0), previamente ajustada
a pH 1.2 con HCl 2 M. Finalmente, la solucion resultante se agitd en vortex durante 15 s para asegurar su completa
homogenizacion. El geraniol se detecté espectrofotométricamente a una longitud de onda de 210 nm.

La eficiencia de encapsulacién (EE) se determiné mediante un enfoque de cuantificacion en dos etapas. Para ello, el
geraniol total se cuantificé inicialmente en cada una de las formulaciones liquidas utilizando la metodologia previamente
descrita. Para la cuantificacion del geraniol encapsulado en los sistemas nanocapsulares poliméricos, las formulaciones
liquidas se congelaron a —80 °C (congelador DR) y posteriormente se liofilizaron (LabConco Freezone 4.5, Kansas City, MO,
EE. UU.) durante 12 h a -49 °Cy bajo un vacio de 1.370 mBar. Las formulaciones liofilizadas se rehidrataron en el volumen
correspondiente (considerando el volumen de la formulacion liofilizada) y se procesaron de manera idéntica a la
cuantificacion del geraniol total. El porcentaje de encapsulaciéon se determind mediante la siguiente ecuacion:

%EE = 2 % 100
T B

donde A corresponde a la concentracion de geraniol en las formulaciones liofilizadas y B a la concentracién total de
geraniol en las formulaciones liquidas.

2.5 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las formulaciones mediante ensayos en microplaca

La capacidad antimicrobiana de las dos mejores formulaciones obtenidas (F3 y F9), considerando un tamafio promedio de
particula (<125 nm), un indice de polidispersién (PDI) menor a 0.1 y una mayor eficiencia de encapsulacion, se evalué en
placas Bacti de 96 pozos de fondo plano. Las concentraciones de geraniol evaluadas fueron de 1000 y 3000 ppm, vy la
formulacion correspondiente a 3000 ppm pero sin geraniol se consider6 como blanco. Para alcanzar dichas
concentraciones, se realizaron diluciones de las formulaciones en caldo tripticasa de soya (TSB). La concentracién de S.
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Infantis utilizada en el estudio fue de aproximadamente 4 log UFC/mL. Una vez que las formulaciones estuvieron en
contacto con S. Infantis, las placas se incubaron durante 2 h a 37 °C con agitacion orbital (20 rpm; VWR, Houston, TX, EE.
UU.). Posteriormente, se realizaron diluciones decimales, se sembraron en medio selectivo XLT-4 suplementado con NA 'y
se incubaron a 37 °C durante 12 h para la enumeracion del total de S. Infantis (UFC). En esta evaluacién, el control fue TSB
con 2% de Tween 80 y el blanco fue la formulacién F3 sin geraniol. Cada ensayo se realizod por triplicado.

2.6 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las formulaciones mediante un modelo que simula el buche de pollos
de engorda

Se desarrollé un modelo in vitro para simular el pH y las condiciones de alimentacidn del buche de los pollos de engorda,
siguiendo protocolos previamente publicados [19], con ligeras modificaciones. Para ello, se colocaron 3 g de alimento
comercial (Nutricidén Técnica Animal S.A. de C.V., Querétaro, México), con un contenido de proteina del 26% (12.64 MJ/kg
de energia metabolizable), y 10 mL de tampdn citrato 0.1 M pH 5.0 en tubos de centrifugacién de polipropileno de 50 mL.
Posteriormente, se anadieron los volumenes correspondientes de las formulaciones para alcanzar concentraciones de
geraniol de 300 y 3000 ppm en tubos independientes, incluyendo también un blanco para cada concentracién. De igual
forma, se aiadid el volumen correspondiente de una suspension bacteriana de S. Infantis para alcanzar una concentracion
final de 4 log UFC/mL. A continuacion, los tubos se incubaron durante 30 min a 40 °C bajo agitacion orbital (19 rpm; VWR,
Houston, TX, EE. UU.) y con una inclinacién de 30°, con el fin de simular las condiciones fisiologicas del buche de los pollos
de engorda y facilitar la homogenizacién. Tras la incubacion, el contenido de los tubos se homogenizé mediante agitacion
en vortex; posteriormente, se tomaron alicuotas de 0.2 mL, las cuales se colocaron en placas Bacti de 96 pozos de fondo
plano para realizar diluciones decimales, siembra en medio selectivo XLT-4 suplementado con NA e incubacién a 37 °C
durante 12 h, con el objetivo de enumerar el total de S. Infantis (UFC). En esta evaluacion, el control fue TSB con 2% de
Tween 80y los blancos correspondieron a las formulaciones F3 y F9 sin geraniol. Cada ensayo se realizé por triplicado.

2.7 Estudios de interaccion de los componentes de la formulacion
2.7.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR)

Los estudios de interaccidon entre los componentes que conforman los sistemas nanocapsulares se llevaron a cabo
mediante FTIR-ATR, considerando Unicamente las proporciones de cada uno de ellos presentes en la formulacién F9, ya
que fue la formulacién que presenté el menor tamafio de particula y la que contenia la mayor proporcion de la mezcla
Tween 80:Span 80 y Miglyol® 840, en comparacion con la formulacién F3. En este sentido, se adquirieron los espectros
FTIR de geraniol, Miglyol® 840, la mezcla 80:20 de Tween 80:Span 80y Drugcoat E PO, asi como de sus mezclas, incluyendo
Geraniol:Tween 80:Span 80, Miglyol® 840:Tween 80:Span 80, Geraniol:Tween 80:Span 80:Drugcoat E PO, Miglyol®
840:Tween 80:Span 80:Drugcoat E PO y la formulacion completa. Los espectros se obtuvieron utilizando un
espectrofotometro FTIR NIR/MIR (Perkin Elmer, Norwalk, CA, EE. UU.) equipado con una unidad ATR de diamante Miracle,
con un rango de escaneo de 4000 a 450 cm™, un promedio de 32 barridos y una resolucién de 4 cm™. Para cada muestra
se generd un espectro de fondo y se realizé una correccién de linea base, con el fin de facilitar la comparaciéon y establecer
posibles interacciones entre los componentes.

2.7.2 Actividad antimicrobiana en el modelo que simula el buche de pollos de engorda

La capacidad antimicrobiana de las mezclas de geraniol—Tween 80:Span 80, Miglyol® 840—Tween 80:Span 80, geraniol—
Miglyol® 840—Tween 80:Span 80, geraniol—Tween 80:Span 80—Drugcoat E PO, Miglyol® 840—Tween 80:Span 80—
Drugcoat E PO y geraniol —Miglyol® 840—Tween 80:Span 80—Drugcoat E PO (Formulacién 9) se evaludé en el modelo in
vitro que simula el buche de los pollos de engorda, bajo las mismas consideraciones empleadas para las formulaciones
completas en el ensayo estandar en microplaca, ajustando las concentraciones de geraniol a 3000 ppm. El control utilizado
en esta evaluacion fue tampdn citrato pH 5.0. Cada ensayo se realizé por triplicado.
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3. Resultados
3.1 Actividad antimicrobiana del geraniol frente a S. Infantis mediante el método en microplaca

Los resultados de la actividad antimicrobiana de diferentes concentraciones de geraniol frente a S. Infantis se muestran
en la Figura 1. Los resultados evidenciaron diferencias significativas a partir de concentraciones de geraniol de 500 ppm
en comparacion con el control (TSB con 2% de Tween 80). De hecho, las diferencias significativas mas pronunciadas se
observaron a una concentracion de geraniol de 3000 ppm, ya que esta fue capaz de reducir los recuentos de S. Infantis en
mas de la mitad (3.35 log UFC/mL) en comparacion con el control. Cabe destacar que, a una concentracion de geraniol de
4000 ppm, los recuentos de S. Infantis se redujeron completamente (6.22 log UFC/mL), estableciéndose esta
concentracién como la concentracién minima inhibitoria (CMI) para los ensayos posteriores.
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Figura 1. Evaluacion de la actividad antimicrobiana del geraniol frente a S. Infantis mediante un modelo in vitro en
microplaca. Los resultados se expresan como la media * EE. Las barras con diferentes literales se consideran
estadisticamente diferentes (p < 0.05); n = 3.

3.2 Desarrollo y seleccion de formulaciones de geraniol basadas en nanocapsulas poliméricas

La Tabla Suplementaria S1 muestra la matriz experimental del disefio factorial 3%, considerando los niveles codificados y
no codificados de cada factor; sin embargo, para la evaluacién del disefio se utilizd la matriz no codificada. Asimismo, la
Tabla Suplementaria S1 presenta los resultados de las variables de respuesta de cada formulacién (tamafio de particula,
PDI, potencial zeta y EE), destacando que las formulaciones 3, 10 y 13 correspondieron a los puntos centrales del disefio
para su validacion.

Los efectos de cada factor (%) evaluados en el disefio experimental, considerando los coeficientes del modelo para cada
variable estudiada, se muestran en la Figura 2. El tamafio de particula de las formulaciones oscil6 entre 73.6 y 273.0 nm.
Factores como Drugcoat E PO, la mezcla Tween 80:Span 80 y el efecto cuadratico de Miglyol® 840 mostraron un efecto
positivo significativo sobre el tamafio de particula (p < 0.05), mientras que Miglyol® 840 y la interaccidon Miglyol® 840—
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Drugcoat E PO presentaron un efecto negativo, es decir, tendieron a reducir significativamente el tamafio de particula (p
< 0.05) (Figura 2A). La ecuacién del modelo fue la siguiente: Tamafio de particula=132.494-
82.6786(Miglyol®840)+10.75(Tween80:Span80)+28.0625(Drugcoat E PO)+26.5411(Miglyol® 840)*2-19.5(Miglyol®
840)(Drugcoat E PO)

El coeficiente de determinacion ajustado (R? ajustado) del modelo fue de 94.77%, lo que indicé que el modelo explicd
adecuadamente la variabilidad de la respuesta vy, por lo tanto, permitié identificar de manera eficiente las condiciones
necesarias para obtener un tamafio de particula determinado.

En el caso del indice de polidispersiéon (PDI), los valores obtenidos oscilaron entre 0.03 y 0.27. Los factores que
incrementaron significativamente este pardmetro fueron la proporcion Tween 80:Span 80 y el efecto cuadratico de
Miglyol® 840 (Figura 2B). Por el contrario, Miglyol® 840 y la interaccion Miglyol® 840—Drugcoat E PO presentaron un
efecto negativo sobre el PDI, es decir, contribuyeron a una reduccion significativa de este pardmetro. El modelo presenté
un coeficiente de determinacion ajustado (R? ajustado) de 78.67%, y su ecuacién fue: PDI = 0.0488036 — 0.0201036
(Miglyol® 840) + 0.039825 (Tween 80:Span 80) + 0.0282625 (Drugcoat E PO) + 0.0509036 (Miglyol® 840)> — 0.029525
(Miglyol® 840)(Tween 80:Span 80) — 0.056525 (Miglyol® 840)(Drugcoat E PO).

El modelo que describié la variabilidad del potencial zeta mostré un R? ajustado de 97.18%. Los factores que
incrementaron significativamente este parametro fueron Drugcoat E PO, el efecto cuadratico de Drugcoat E PO y la
interaccion Miglyol® 840—Drugcoat E PO, lo cual era esperable considerando que Drugcoat E PO constituye la capa mas
externa de la nanocdpsulay, por lo tanto, es el componente que mayor influencia ejerce sobre la estimacién del potencial
zeta (Figura 2C).

La ecuacién del modelo correspondiente fue: Potencial zeta = 13.5 - 1.7625 (Miglyol® 840) — 1.0375 (Tween 80:Span 80)
+ 1.2 (Drugcoat E PO) + 0.525 (Miglyol® 840)(Tween 80:Span 80) + 0.575 (Drugcoat E PO)?.

En cuanto a la eficiencia de encapsulacion (%EE), unicamente Drugcoat E PO presentd un efecto significativo,
incrementando dicho parametro (Figura 2D). Sin embargo, el modelo mostré un R? ajustado de 56.31%, lo que indica una
capacidad limitada para explicar la variabilidad observada. La ecuacion obtenida fue:
%EE = 31.3838 - 3.425 (Miglyol® 840) + 1.70945 (Tween 80:Span 80) + 7.64055 (Drugcoat E PO) + 3.45 (Miglyol®
840)(Tween 80:Span 80) — 3.5 (Miglyol® 840)(Drugcoat E PO). No obstante, los puntos centrales del disefio mostraron
resultados consistentes.
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Figura 2. Efectos de los factores estudiados en el disefio de experimentos sobre las variables de respuesta: A) Tamafo de
particula (nm), B) Potencial Z (mV), C) indice de polidispersin (PDI) y D) Eficiencia de encapsulacién del geraniol (%),
utilizado para optimizar la formulacién de nanocapsulas poliméricas de geraniol. * Indica efectos significativos (p < 0.05).

Considerando los resultados del disefio experimental, se seleccionaron dos formulaciones por presentar un tamafio de
particula adecuado (<125 nm) y un PDI inferior a 0.20: la formulacién 3 (F3) y la formulacién 9 (F9). La formulacién F3
presentd un tamano de particula de 122.0 nm, un PDI bajo (0.06), un potencial zeta de 12.4 mV y una eficiencia de
encapsulacion de 40.6%, mientras que la formulacion F9 mostré un tamaiio de particula menor (89.6 nm), aungque con un
PDI ligeramente mayor (0.12), un potencial zeta de 11.0 mV y una %EE de 49.2% (Tabla Suplementaria S1). Aunque otras
formulaciones, como F8, presentaron valores mas elevados de eficiencia de encapsulacion, no fueron seleccionadas
debido a su mayor tamafio de particula (273.0 nm) y PDI (0.27), parametros asociados a una menor estabilidad y a una
menor homogeneidad de tamafio de las nanocapsulas, respectivamente.

3.3 Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana de las Formulaciones Obtenidas Mediante Ensayos en Microplaca

La actividad antimicrobiana de las formulaciones F3 y F9 frente a Salmonella Infantis fue evaluada mediante ensayos en
microplaca de 96 pozos, cuyos resultados se muestran en la Figura 3. No se observaron diferencias significativas entre el
grupo control y las formulaciones blanco correspondientes a F3 (F3-3000 B) y F9 (F9-3000 B); sin embargo, en ambos casos
la concentracidn bacteriana aumentd ligeramente en poco mas de 2 Log CFU/mL tras dos horas de incubacion. Por otro
lado, al evaluar las formulaciones con una concentracién de geraniol de 1000 ppm (F3-1000 y F9-1000), se observd una
disminucion significativa en la concentracién de S. Infantis de 1.70 y 1.59 Log CFU/mL, respectivamente, en comparacion
con sus blancos correspondientes, sin que existieran diferencias significativas entre ambas formulaciones. Asimismo, a la
concentracién de 3000 ppm de geraniol en las formulaciones F3-3000 y F9-3000, la concentracidn bacteriana de S. Infantis
se redujo en 2.92 y 2.87 Log CFU/mL, respectivamente, en comparacion tanto con el control como con los blancos
correspondientes. Estos resultados indican que el efecto antimicrobiano observado en las formulaciones evaluadas se
atribuye principalmente a la presencia de geraniol.
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Figura 3. Determinacién de la actividad antimicrobiana de dos formulaciones de geraniol basadas en sistemas
nanocapsulares poliméricos frente a S. Infantis mediante un ensayo in vitro en microplaca, considerando
concentraciones de 1000 y 3000 ppm de geraniol. Los resultados se expresan como la media + EE. * €Las barras con
letras diferentes se consideran significativamente diferentes (p < 0.05). Cada grupo experimental se evalué por triplicado
(n = 3). F3) Geraniol — Miglyol 810N — Tween 80:Span 80 (1% — 1% — 2%) y F9) Geraniol — Miglyol 810N — Tween 80:Span
80 (1% —1.5% — 2.5%).

3.4 Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana de las Formulaciones en el Ensayo del Buche

Ademas de evaluar la actividad antimicrobiana de las formulaciones mediante ensayos en microplaca, su eficacia también
fue analizada utilizando un modelo in vitro que simula las condiciones fisiologicas del buche de pollos de engorda en
términos de pH y presencia de alimento. Los resultados de la actividad antimicrobiana obtenidos con este modelo in vitro
del buche se muestran en la Figura 4. Tras 30 min de exposicién de las formulaciones F3 y F9 en una matriz compleja que
involucré un pH de 5.0, alimento y una concentracion inicial de S. Infantis de 4.31 Log CFU/mL, ninguna de las
concentraciones de geraniol evaluadas (300 y 3000 ppm) en las formulaciones seleccionadas (F3 y F9) mostrd actividad
antimicrobiana; de hecho, no se observaron diferencias significativas (p > 0.05). Estos resultados sugieren la existencia de
un efecto antagonista entre los componentes de la formulacién y las interacciones con los componentes de la matriz del
alimento, lo que condujo a la anulacién del efecto antimicrobiano del geraniol. En este caso, la concentracion de S. Infantis
no se modificd, ya que el tiempo de incubacion fue de solo 30 min, a diferencia de las 2 h utilizadas en el ensayo en
microplaca.
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Figura 3. Actividad antimicrobiana de dos formulaciones de geraniol basadas en nanocdapsulas poliméricas frente a S.
Infantis en un modelo in vitro que simula las condiciones del buche en términos de pH y presencia de alimento. Los
resultados se expresan como la media + EE. Cada grupo experimental se evalud por triplicado (n = 3).

3.5 Estudios de Interaccion de los Componentes de la Formulacién
3.5.1 FTIR-ATR

Los espectros FTIR de geraniol, Tween 80:Span 80, Miglyol® 810N, Drugcoat E PO y sus combinaciones en las proporciones
presentes en la formulacién F9 se muestran en la Figura 5. En el espectro FTIR correspondiente al geraniol (Figura 5A), la
vibracién de estiramiento asociada a los grupos hidroxilo (O—H) se observa a 3326 cm™. Asimismo, las bandas localizadas
en 2959 cm™y 2909 cm™ corresponden a las vibraciones de estiramiento de los grupos —CH,. La banda ubicada en 1670
cm™ se asocia con la deformacion angular del enlace C-0. Por otro lado, las bandas observadas a 1440 cm™y 1378 cm™’
estdn relacionadas con las vibraciones simétricas y asimétricas del grupo carboxilato, respectivamente. Finalmente, la
vibracion de estiramiento del doble enlace C=C se localiza a 996 cm™.

En el caso de la mezcla de surfactantes (Tween 80:Span 80, 70:30), las vibraciones de estiramiento observadas en las
bandas a 3446 cm™, 2926 cm™ y 2859 cm™, asi como a 1736 cm™ y a 1440 cm™ y 1378 cm™, se asocian con los grupos
funcionales O—H, —CH,, C-H, C=0 (carbonilo) y C-0, respectivamente (Figura 5A).

El espectro FTIR correspondiente a la combinacién de geraniol y Tween 80:Span 80 (28.6:71.4) muestra una clara
desaparicién de las bandas asociadas a los grupos O—H, C-0, a las vibraciones simétricas y asimétricas del carboxilato y al
grupo C=0 del geraniol (Figura 5A), lo que indica la posible formacion de enlaces de hidrégeno o efectos de encapsulacion
micelar, los cuales podrian limitar la biodisponibilidad del compuesto activo. De hecho, el espectro FTIR de esta
combinacion se asemeja estrechamente al de la mezcla Tween 80:Span 80, lo que sugiere una interaccion fuerte entre
ambos componentes.

Por otra parte, el espectro FTIR de Miglyol® 810N (Figura 5B) presenta cinco bandas de transmitancia correspondientes a
las vibraciones de estiramiento de los enlaces C—H (2936 cm™, 2930 cm™ y 2846 cm™), C=0 (1737 cm™) y C—0—-C (1135
cm™). De manera interesante, en la combinaciéon de Miglyol® 810N y Tween 80:Span 80 (37.5:62.5), las vibraciones de
estiramiento ubicadas a 2936 cm™ y 1135 cm™, caracteristicas de Miglyol® 810N, presentan una disminucién en su
intensidad y un ligero desplazamiento, lo que indica la existencia de una interaccidn leve entre estos componentes (Figura
5B).
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El espectro FTIR de la mezcla de geraniol, Miglyol® 810N y Tween 80:Span 80 (20:30:50, Figura 5C) muestra un patron
similar al observado en las mezclas de geraniol con Tween 80:Span 80 y de Miglyol® 810N con Tween 80:Span 80, lo que
confirma adicionalmente la presencia de interacciones entre los distintos componentes del sistema.

Finalmente, en las Figuras 5D—F se demuestra de manera clara que el polimero Drugcoat E PO se deposita sobre la
superficie de los nucleos oleosos compuestos por geraniol y Tween 80:Span 80, Miglyol® 810N y Tween 80:Span 80, asi
como por geraniol, Miglyol® 810N y Tween 80:Span 80, confirmando la formacién exitosa del sistema nanocapsular.
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Figura 4. Espectros FTIR-ATR de: A) geraniol, Tween 80:Span 80 y su combinacion; B) Miglyol® 810N, Tween 80:Span 80y
su combinacion; C) geraniol, Miglyol® 810N, Tween 80:Span 80 y su combinacidn; D) geraniol-Tween 80:Span 80y
Drugcoat E PO; E) Miglyol® 810N-Tween 80:Span 80 y Drugcoat E PO; y F) formulacidn completa.

3.5.2 Modelo de buche in vitro para evaluar la actividad antimicrobiana

Una vez identificadas las interacciones entre los componentes de la F9 mediante FTIR-ATR, se determind la actividad
antimicrobiana de las mezclas de geraniol — Tween 80:Span 80, Miglyol® 840 — Tween 80:Span 80, geraniol — Miglyol® 840
— Tween 80:Span 80, geraniol — Tween 80:Span 80 — Drugcoat E PO, Miglyol® 840 — Tween 80:Span 80 — Drugcoat E POy

geraniol — Miglyol® 840 — Tween 80:Span 80 — Drugcoat E PO (Formulacidn 9) frente a S. Infantis, mediante un estudio in
vitro que simula el buche de pollos de engorda (Figura 6).
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Los resultados demuestran que hubo una reduccién en la actividad antimicrobiana del geraniol cuando estuvo presente
junto con Tween 80:Span 80; sin embargo, logré reducir significativamente la concentracién de S. Infantis en 1.10 Log
UFC/mL en comparacion con el control. No obstante, ninguna otra combinacion, incluidas aquellas que contenian geraniol,
mostré un efecto antimicrobiano, por lo que puede establecerse una anulacién de los efectos antimicrobianos debida a la
interaccion entre los componentes de la formulacién e incluso con los componentes del alimento, ya que en las pruebas
en microplaca la F9 mostré una mayor reduccién en la concentracién de S. Infantis.

51 g a a a a a 4
B k= == Control
4- b == Geraniol - Tween 80:Span 80
TEI 3] — == Miglyol® 840N - Tween 80:Span 80
,g —= Geraniol - Miglyol® 840N - Tween 80:Span 80
8-, 24 == Drugcoat E PO
-l == Geraniol - Tween 80:Span 80 - Drugcoat E PO
14 == Miglyol® 840N - Tween 80:Span 80 - Drugcoat E PO
== Formulation
0

Combinaciones

Figura 5. Actividad antimicrobiana de combinaciones binarias y ternarias de componentes en formulaciones
nanocapsulares a base de geraniol. Los resultados se expresan como la media + EE. Cada grupo experimental se evalud
por triplicado (n = 3).

4. Discusion

S. Infantis es un serovar zoonético emergente de Salmonella que puede transmitirse a los seres humanos a través de los
alimentos, por lo que se considera un importante problema de salud publica debido a su reciente aumento en prevalencia
y diseminacién en paises como Estados Unidos, la Unién Europea y América Latina [2]. Aunque esta bacteria ha sido aislada
en cerdos y bovinos, se encuentra con mayor frecuencia en pollos de engorda, siendo el tercer serotipo de Salmonella de
mayor importancia [3], [20], y, desde 2014, el principal serotipo aislado en aves de corral en la Unidn Europea [3], [20], v,
desde 2014, el principal serotipo aislado en aves de corral en la Unién Europea [1]. Asimismo, se ha reportado que esta
bacteria representa un problema a nivel mundial debido a su asociacién con altos niveles de resistencia a antibidticos,
incluidos cefalosporinas de tercera generacidn y quinolonas[2]

En este contexto, la investigacién de alternativas viables a los antibiéticos para combatir la resistencia bacteriana
representa un desafio significativo. Entre las alternativas que se estan evaluando se encuentra el grupo de los aceites
esenciales, los cuales han demostrado excelentes propiedades antimicrobianas frente a bacterias Gram positivas y Gram
negativas [21]. No obstante, algunas de las principales limitaciones que restringen el uso de los aceites esenciales incluyen
su baja estabilidad debido a su alta volatilidad, su rdpida degradacion al exponerse a la luz y al oxigeno, su baja solubilidad
en medios acuosos y su aroma y sabor intensos, lo que condiciona su incorporacion en el alimento o en el agua de bebida
para el tratamiento o control de enfermedades bacterianas en animales [22]. Por ello, en el presente estudio se evalud la
actividad antimicrobiana del geraniol, tanto en su forma libre como formulado en un sistema basado en nanocapsulas,
frente a S. Infantis, utilizando dos modelos in vitro: un ensayo estandar en microplaca y un modelo que simula las
condiciones fisioldgicas del buche de pollos de engorda.

Los resultados obtenidos demostraron que, a una concentracién de 500 ppm de geraniol, la concentracién de S. Infantis
se redujo significativamente (0.55 Log CFU/mL) en comparacién con el control (6.22 Log CFU/mL), mientras que a una
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concentracién de 4000 ppm se observd una inhibicion completa del crecimiento de S. Infantis (Figura 1). Estos resultados
concuerdan con lo reportado en otro estudio, en el que se describieron inhibiciones significativas del crecimiento de S.
Typhimurium a 1000 ppm (0.1%) y una inhibicién completa a 5000 ppm (0.5%), utilizando el método de microdilucién en
caldo, con una concentracion inicial de S. Typhimurium de 6.18 Log CFU/mL [11]. Se ha descrito que el mecanismo
mediante el cual el geraniol ejerce su actividad antimicrobiana esta relacionado con su lipofilicidad y/o hidrofobicidad y,
particularmente, con la presencia del grupo hidroxilo en su estructura quimica, el cual provoca la disrupcién de la
membrana celular, la inhibicién de la captacién de oxigeno y alteraciones a nivel de la fosforilacién oxidativa [23].

Con base en estos resultados, se desarrollé y optimizd un sistema nanocapsular que contiene geraniol mediante un disefio
de experimentos, con el objetivo de mejorar su estabilidad y reducir su aroma y sabor intensos. Esto se logré mediante la
incorporaciéon de un polimero con funciéon protectora y enmascarante del sabor (Drugcoat E PO, copolimero de
metacrilato), para su administracion en el agua de bebida de pollos de engorda. Las formulaciones F3 y F9 presentaron las
mejores caracteristicas en términos de tamafio de particula, indice de polidispersién (PDI), potencial zeta y eficiencia de
encapsulacién (Tabla suplementaria S1). La eficiencia de encapsulacion resulta particularmente relevante, ya que el
proceso de liofilizacion permitié la obtencion de una formulacién sélida, lo que la hace adecuada para su inclusién en el
alimento de pollos de engorda.

Estas formulaciones se evaluaron mediante un ensayo en microplaca (Figura 3), y los resultados obtenidos fueron similares
a los observados para el geraniol libre (Figura 1), lo que sugiere que el efecto antimicrobiano fue atribuible principalmente
al geraniol y no a los demas componentes de la formulacion. A un pH similar al del TSB (aproximadamente 7.1), el polimero
Drugcoat E PO permanece insoluble, pero facilita la permeacién del geraniol [24].

En este contexto, las formulaciones también fueron evaluadas mediante un modelo in vitro que simula las condiciones de
pH y la presencia de alimento en el buche de pollos de engorda (Figura 4), previamente descrito por nuestro grupo de
investigacion [19]. Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron los esperados, ya que, en lugar de reducir los
recuentos de S. Infantis, el efecto antimicrobiano del geraniol fue completamente anulado, incluso a concentraciones tan
elevadas como 3000 ppm, lo que sugiere la existencia de interacciones fuertes entre los componentes de la formulacién
y la matriz alimenticia.

Por lo tanto, con el fin de corroborar estos hallazgos, se llevaron a cabo estudios de interaccion entre los componentes de
la formulacién mediante analisis FTIR (Figura 5). Los resultados sugirieron una fuerte correlacion entre el geraniol, la
mezcla de Tween 80:Span 80 y Miglyol® 810N. De hecho, en el geraniol, una de las vibraciones de estiramiento mas
importantes correspondientes a los grupos hidroxilo (O—H, 3326 cm™) [25], [26], [27] desaparecid en la mezcla de geraniol
con Tween 80:Span 80 [28] (Figura 5A). Este comportamiento se relaciona con la disminucion de la actividad
antimicrobiana observada en el modelo in vitro que simula el buche (Figura 6), ya que, aunque la reduccion de S. Infantis
fue significativa con respecto al control, esta fue Unicamente de 1.10 Log CFU/mL. Estos resultados difieren ligeramente
de los obtenidos en el ensayo en microplaca, donde los recuentos de S. Infantis se redujeron en casi 3 Log CFU/mL.
Aunque ambos surfactantes son no idnicos y se utilizan ampliamente en la estabilizacion de emulsiones y nanoemulsiones,
se ha reportado que pueden ocurrir interacciones hidrofébicas entre estos surfactantes y los aceites esenciales, lo que
limita la cantidad de aceite esencial disponible y, en consecuencia, reduce sus efectos antimicrobianos y antioxidantes;
este efecto se observa de manera mas pronunciada cuando la proporcién de surfactante es mayor con respecto al aceite
esencial en una formulacién [29], [30]. Por lo tanto, en las etapas tempranas del desarrollo de sistemas nanocapsulares
basados en aceites esenciales estabilizados con surfactantes, resulta fundamental evaluar el comportamiento mediante
FTIR para identificar posibles interacciones y seleccionar los componentes mas adecuados.

Aunque se observaron interacciones leves entre Miglyol® 810N y la mezcla de Tween 80:Span 80, y se ha reportado la
interaccion de algunos acidos grasos con aceites esenciales [31], [32], [33], cuando se evalué la mezcla de geraniol,
Miglyol® 810N y Tween 80:Span 80 no se observaron comportamientos diferentes en los espectros FTIR en comparacion
con las mezclas de dos componentes (geraniol—Tween 80:Span 80 y Miglyol® 810N—Tween 80:Span 80). En
consecuencia, estos hallazgos sugieren que los componentes presentes en la compleja matriz alimenticia interactuaron
con laformulacién, lo que condujo a la completa anulacién de la actividad antimicrobiana del geraniol, tal como se muestra
en la Figura 6.
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Los sistemas nanocapsulares desarrollados en el presente estudio se obtuvieron mediante un método libre de solventes
organicos basado en emulsificacion/deposicion [34], [35]. Para ello, en una primera etapa se obtuvo una nanoemulsién
estabilizada con una combinacidn 80:20 de Tween 80:Span 80y, posteriormente, mediante interacciones electrostaticas,
el polimero Drugcoat E PO fue depositado sobre los nucleos de la emulsién. La deposicidon de Drugcoat E PO se llevo a
cabo debido a que, al pH de la formulacién (pH 6), su grupo amino alquilo se encuentra protonado [24], lo que favorecio
su interaccién con el nucleo cargado negativamente, principalmente debido a los grupos carboxilo presentes en Miglyol®
810N La formacién de los sistemas nanocapsulares fue corroborada durante el andlisis de interacciones mediante FTIR, ya
que en las Figuras 5D—F se observa claramente que el comportamiento espectral de la formulacién corresponde al del
polimero Drugcoat E PO [36]. Adicionalmente, el olor caracteristico del geraniol se redujo de manera significativa, lo que
respalda una encapsulaciéon exitosa y un efecto eficaz de enmascaramiento.

5. Conclusiones

El desarrollo de plataformas nanotecnoldgicas como alternativas a los antibiéticos representa una estrategia prometedora
para abordar los desafios asociados con la resistencia bacteriana y los problemas de salud publica relacionados con
patégenos como S. Infantis. No obstante, la efectividad de estos nanosistemas no depende Unicamente de la obtencion
de propiedades fisicoquimicas favorables y de una adecuada estabilidad. En ausencia de estudios de preformulacidn
apropiados, incluso nanosistemas bien caracterizados pueden fracasar bajo condiciones reales de produccion avicola. Por
lo tanto, resulta esencial llevar a cabo evaluaciones exhaustivas de preformulacién que orienten la seleccidn adecuada de
los componentes de la formulacién.

Asi mismo, el uso de modelos in vitro que simulen de manera cercana las condiciones fisioldgicas de los pollos de engorda
es fundamental para evaluar de forma confiable la eficacia antimicrobiana de este tipo de formulaciones, dado que el
alimento constituye una matriz compleja que también puede afectar su desempefio. Actualmente, se estan desarrollando
investigaciones adicionales enfocadas en la evaluaciéon de surfactantes alternativos, con el objetivo de mejorar el
desempefio del sistema nanocapsular basado en geraniol frente a S. Infantis.

La presente investigacidn establece un precedente relevante para el desarrollo de sistemas nanocapsulares robustos que
contienen aceites esenciales, con un énfasis particular en la importancia de los estudios de preformulacion y en el empleo
de modelos in vitro que simulen condiciones in vivo, con el fin de garantizar su eficacia como agentes antimicrobianos.
Este enfoque resulta especialmente valioso, ya que muchos productos se desarrollan sin exhibir el efecto esperado debido
a que son evaluados directamente en modelos in vivo o en la especie objetivo, especialmente a nivel veterinario en
especies de produccidon como las aves, sin considerar adecuadamente las interacciones previas que pueden condicionar
su efectividad, asi como su potencial aplicacién en humanos.
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Resumen

La aflatoxina B1 (AFB1) es una micotoxina altamente tdxica producida por hongos filamentosos que, al contaminar los
piensos destinados a pollos de engorda, compromete la salud, el desempefio productivo y la inocuidad de los productos
avicolas. En la practica, la mitigacién de este riesgo se ha basado en el uso de adsorbentes inorgdnicos como zeolitas,
arcillas y aluminosilicatos; sin embargo, estos materiales presentan limitaciones importantes, entre ellas baja especificidad
y posible secuestro de nutrientes. Como alternativa sustentable, los residuos agroindustriales lignoceluldsicos se han
propuesto como precursores de materiales biosorbentes de bajo costo y alto valor agregado. En este trabajo se obtuvieron
biocarbones a partir de desechos agroindustriales de cascara de coco, cdscara de naranja y hojas de guayaba, los cuales
se caracterizaron mediante espectroscopia infrarroja, microscopia electrdnica de barrido, punto de carga cero, potencial
zeta y tamafio de particula, asi como area superficial y tamafio de poro, con el fin de relacionar sus propiedades
fisicoquimicas con su capacidad de unién de AFB1. Asi mismo, se evalud su capacidad de adsorcidn de AFB1 en soluciones
buffer a diferentes pH y en un modelo aviar in vitro que simula las condiciones del tracto gastrointestinal en cuanto a pH,
actividad enzimatica y presencia de alimento. Los resultados demostraron que los biocarbones obtenidos de los residuos
agroindustriales presentaron capacidad para adsorber AFB1, pero el obtenido de cdscara de coco presentd
significativamente un mejor desempefio derivado principalmente de su estructura porosa y composicion superficial,
seguido del biocarbdn obtenido a partir de cdscaras de naranja y de hojas de guayaba, siendo este Ultimo el que presento
la menor capacidad adsorbente. Estos hallazgos respaldan el uso de residuos agroindustriales como biosorbentes
sustentables de AFB1 para mitigar sus problemas en sistemas de produccién avicola.

Palabras Clave:
Aflatoxina B1; residuos agroindustriales; biocarbones; adsorciéon; modelo in vitro; tracto gastrointestinal aviar
1. Introduccidn

Las micotoxinas son compuestos naturales producidos en su mayoria por hongos filamentosos bajo condiciones éptimas
de temperatura y humedad. Estos hongos colonizan cultivos y alimentos almacenados, por lo que se estima que en el
mundo afectan anualmente a mds del 25% de los cultivos. Una vez generadas, las micotoxinas contaminan una amplia
variedad de alimentos como cereales y piensos, provocando efectos adversos en los organismos que las consumen tales
como carcinogénesis, teratogénesis, e inmunosupresion, principalmente, por lo que representa un serio problema de
salud publica y seguridad alimentaria a nivel mundial [1]. Entre las micotoxinas mas estudiadas y reguladas, por sus
importantes efectos sobre la salud publica, se encuentra la Aflatoxina B1 (AFB1), producida principalmente por especies
del género Aspergillus, especialmente A. flavous y A. parasiticus.

La aflatoxina B1 (AFB1) ha sido identificada por la Agencia Internacional para la Investigacidon del Cancer (IARC) como un
carcindgeno de tipo 1, y se le considera uno de los agentes mas peligrosos en la generacién de cancer hepatico. Su
presencia en los piensos animales, en particular en el alimento destinado a pollos de engorda, representa un riesgo
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considerable para la salud de las aves, asi como una ruta de entrada importante a la cadena alimentaria humana a través
del consumo de carne, huevo y productos derivados [2].

En México, la avicultura es una de las actividades agropecuarias mds importantes, tanto en términos econémicos como
nutricionales. Estas caracteristicas han convertido a este sector agroalimentario en un pilar clave de la economia mexicana
[3]. Sin embargo, esta importancia también conlleva grandes desafios, ya que la presencia de contaminantes como la AFB1
en los piensos destinados a pollos de engorda puede impactar negativamente tanto en la salud animal y la productividad
del sector, como en la calidad e inocuidad de los productos avicolas ofrecidos al consumidor. Para mitigar los efectos
negativos de la AFB1 en la produccidn avicola, se han desarrollado distintas estrategias; como el uso de materiales
adsorbentes, los cuales, son una alternativa que busca minimizar las pérdidas econémicas derivadas de la contaminacion
del alimento, al mismo tiempo que procura preservar la salud de las aves y mantener la calidad de los productos destinados
al consumo humano [4]. Tradicionalmente, los adsorbentes utilizados eran de origen inorganico, como arcillas y zeolitas;
no obstante, en los ultimos afos, ha aumentado el interés por alternativas orgdnicas mas sostenibles, econdmicas y
accesibles derivado de su inespecificidad. En particular, el uso de residuos agroindustriales de origen lignoceluldsico como
precursores de materiales adsorbentes ofrece una opcidon prometedora alineada con el aprovechamiento de desechos.

[5].

En el presente trabajo se evalud la capacidad adsorbente de tres biocarbones derivados de residuos agroindustriales
(cascara de coco, cascara de naranja y hojas de guayaba) para la remocion de AFB1, utilizando un modelo in vitro que
simula las condiciones fisioldgicas durante el proceso de digestion en el tracto gastrointestinal de pollos de engorda. Esta
propuesta busca aportar soluciones sostenibles que impulsaran una producciéon avicola mas segura, eficiente y
sustentable, promoviendo el aprovechamiento de residuos locales y contribuyendo tanto a la seguridad alimentaria como
a la reduccion del impacto ambiental.

2. Materiales y Métodos
2.1 Aflatoxina B1

Se empled un estandar de aflatoxina B1 (AFB1, pureza >98%, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Ml, USA) con una
masa total de 1 mg. El compuesto se reconstituydé en dimetilsulféxido (DMSO, 299.5%, grado analitico, Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO, USA) y se llevé a un volumen final de 20 mL para obtener una solucién stock a una concentracion de
49,000 ppb (ng/mL). Esta solucion stock se utilizéd posteriormente para la preparacion de las soluciones estandar de 250
ppb empleadas en los diferentes ensayos experimentales. La solucidn stock se mantuvo protegida de la luz y bajo
condiciones de congelacidn hasta su utilizacion.

2.2 Obtencion de los biocarbones

Los desechos agroindustriales empleados fueron obtenidos de diferentes regiones del pais: la cascara de coco procedia
de frutos recolectados en San Luis Acatlan, Guerrero, México, la cascara de naranja se obtuvo de naranjas provenientes
de Tihuatlan, Veracruz, México, y las hojas de guayabo fueron recolectadas de un arbol perteneciente al invernadero de
la Universidad Politécnica del Valle de México (UPVM), México. Todos estos desechos agroindustriales fueron lavados
cuidadosamente con agua destilada para eliminar impurezas superficiales y restos organicos. Posteriormente, se secaron
a temperatura ambiente durante dos semanas con el fin de eliminar la humedad.

Una vez secos estos desechos agroindustriales, se sometieron a un proceso de carbonizacién controlada en un horno
mufla (Marla J-15, México). La céscara de naranja y las hojas de guayaba se carbonizaron a 360 °C durante 60 minutos,
mientras que la cascara de coco se tratd considerando mismo tiempo que los otros materiales, pero a una temperatura
ligeramente mayor (400 °C), para eliminar los compuestos volatiles y promover la formacién de estructuras carbonosas
iniciales con una red de poros incipiente. En todos los casos se evitd la combustiéon completa, promoviendo Unicamente
la degradacién térmica controlada.
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Tras la carbonizacion, los biocarbones obtenidos se retiraron del horno mufla y se dejaron enfriar a temperatura ambiente.
Después, los biocarbones fueron triturado en un mortero hasta obtener un polvo fino, con el propésito de reducir el
tamafio de particula, y asi maximizar la superficie de contacto y hacer mds eficiente la etapa de activacién. Una vez
reducido el tamafio de particula, los biocarbones se sometieron a un segundo calentamiento a 720 °C durante 60 minutos,
con el objetivo de desarrollar la estructura porosa y generar sitios activos de adsorcidn. Finalmente, los biocarbones se
dejaron enfriar a temperatura ambiente y se tamizaron con malla No. 35, para homogeneizar tamafio de particula.

2.3 Caracterizacion de los biocarbones
2.3.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con reflexidn total atenuada (FTIR- ATR)

Los espectros de infrarrojo por transformada de Fourier de los tres biocarbones fueron obtenidos utilizando un
espectrofotémetro infrarrojo Frontier SP8000 (Perkin Elmer, Waltham, MA, EE. UU.) equipado con un accesorio de
reflexién total atenuada (ATR) (DuraSamplIR II, Smiths Detection, Warrington, Reino Unido), en un rango de barrido de
450 a3 4000 cm™, con un promedio de 32 barridos y una resolucién de 4 cm™. Se recopilé un espectro de fondo entre cada
muestra y se aplicé una correccién de linea base y ATR a cada espectro para su posterior analisis.

2.3.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

El analisis morfoldgico de los tres biocarbones se realizé en un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM 6060 LV (JEOL
Ltd., Tokio, Japdn). El andlisis microscépico se llevd a cabo a 100x, 500x y 1000x aumentos con un voltaje de aceleracidn
de 10.0 kV y una distancia de trabajo de 14 mm. Antes del analisis, cada muestra fue fijada en un porta muestras de cobre
con cinta de carbono.

2.3.3. Punto de carga cero y potencial zeta

El punto de carga cero se determind siguiendo una metodologia previamente descrita [6]. Para ello, se colocaron 10 mg
de cada biocarbén en tubos conteniendo agua desionizada ajustada a diferentes pHs (pH inicial = 1, 3,5, 7, 9 y 11).
Posteriormente, se agitaron y se realizé la lectura de pH final en los sobrenadantes con un electrodo de vidrio. Finalmente,
los resultados fueron analizados en funciéon del pH inicial y el ApH (pH inicial — pH final).

El potencial electrocinético de los biocarbones se determind mediante velocimetria laser Doppler (LDV), es decir, por
movilidad electroforética utilizando un instrumento Zetasizer MALVERN (ZetaSizer Pro, Malvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido). Brevemente, las muestras de los biocarbones en los diferentes pHs fueron analizadas
(mismas que para el punto de carga cero). Las determinaciones se realizaron a 25 °C con un periodo de equilibrio de 120
s. Se midieron por triplicado cada muestra, y cada medicién comprendid 11 ciclos para obtener una lectura estable. Los
resultados se analizaron con el software ZS Xplorer (Malvern Panalytical Ltd., Malvern, Reino Unido).

2.3.4. Area superficial y tamafio de poro

El drea superficial se determiné empleando isotermas de adsorciéon de nitrdgeno con un analizador Autosorb 1-MP
(Quantachrome Instruments, Boynton Beach, Florida, USA). El area superficial se calculé utilizando la ecuacién de
Brunauer-Emmet-Teller (BET) a 77 °K (-196.15 °C). La porosidad y distribucion de tamano de poro se determiné mediante
simulacidn por Teoria Funcional de la Densidad (DFT) y Monte Carlo (DFT/Monte-Carlo).

2.3.5. Determinacion de tamaiio de particula por Difraccion de Luz Dinamica (DLS)

El tamafio de particulas de los biocarbones se determiné en un analizador de difraccién laser equipado con un sistema de
polvo seco Tornado (LS 13 320, Beckman Coulter, FL, USA). Este analizador de tamafio de particula contaba con un diodo
laser de 5 mW con una longitud de onda de 750 nm. Las muestras se cargaron en un cilindro de pldstico para obtener un
valor de oscurecimiento entre el 4 % y el 8 %. Los datos se recopilaron y analizaron con el software LS 13 320 XR ADAPT
version 1.2.323 (Beckman Coulter, FL, USA).
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2.4. Desarrollo de método analitico por UPLC

La cuantificacion de AFB1 se realizé utilizando un sistema de cromatografia liquida de ultra alta resoluciéon (UPLC®) Acquity
H-Class, equipado con un sistema de bomba cuaternaria, inyector automatico y detector de matriz de fotodiodos (PDA,
Waters, Milford, MA, EE. UU.). Para el andlisis cromatografico, se empled una columna Acquity UPLC® HSS T3 (100 mm x
2.1 mm, 1.8 um, Waters Corporation, Milford, MA, EE. UU.) a 40 °C. La fase movil consisti6 en una mezcla de
agua:metanol:acetonitrilo (55:25:20) a un flujo isocratico de 0.3 mL/min. El volumen de inyeccion fue de 20 uL, con un
tiempo total de analisis de 5 min. La deteccién se realizd6 a una longitud de onda de 360 nm, y la adquisicién y
procesamiento de los datos se efectud con el software Empower 3 (Waters, 2010, Milford, MA, EE. UU.). El método
analitico resulto ser preciso y lineal en un intervalo de concentraciones de AFB; de 10 a 250 ppb.

2.4.1. Seleccion del filtro

La seleccién del filtro se evalué comparando las concentraciones de AFB1 obtenidas tras el analisis de seis soluciones
independientes sin filtrar y filtradas a través de Acrodiscos (Gelman Sciences Inc., Ann Arbor, MI, USA) de Nylon, celulosa
regenerada (CR), acetato de celulosa (CA), fluoruro de polivinilideno (PVDF), polipropileno hidréfilo (GHP) y
Politetrafluoroetileno (PTFE) de 0.2 um. La solucion estandar utilizada tenia una concentracién de 250 ppb de AFB1 a pH
6.8.

2.5. Estudios de adsorcion in vitro de AFB1 en soluciones buffer

En estos estudios de adsorcion, los biocarbones se evaluaron a una concentracion de 0.05% (p/v) en soluciones de AFB1
preparadas a pH 1.2 (buffer de cloruros), 5.0 (Buffer de acetatos) y 6.8 (Buffer de fosfatos). Estas soluciones de AFB1 tenian
una concentracion de 250 ppb (ug/L). Para esto, en tubos Falcon de polipropileno de 15 mL, se colocaron 2.5 mg de cada
biocarbdn y se adicionaron 5 mL de las soluciones de AFB1. Los tubos se mantuvieron en agitacién a 19 rpom con ayuda de
un agitador orbital (modelo 3500, VWR international, Radnor, PA, USA) durante 15 minutos a 40 °C en una incubadora de
demanda bioquimica de oxigeno (modelo 2020, VWR, Houston, TX, EE. UU.). Posteriormente, las muestras fueron
centrifugadas a 3500 rpm durante 10 min a 4 °C (Microfuge R20, Beckman Coulter Life Sciences, Palo Alto, CA, USA), y los
sobrenadantes se pasaron a través de filtros de Politetrafluoroetileno de 0.2 um (PTFE Acrodysc; Gelman Sciences, Ann
Arbor, MI, USA) para su posterior analisis por UPLC. Como control positivo se considero solo la solucidn buffer con AFB1
y como control negativo los biocarbones en solucién buffer sin AFB1.

2.6. Evaluacion del mecanismo de adsorcion de AFB1 mediante FTIR

Posterior a los estudios de adsorcion in vitro de AFB1 en soluciones buffer, se realizé un analisis complementario con el
propdsito de elucidar el posible mecanismo de adsorcién de la AFB1 por parte de los biocarbones. Para esto, se decantd
cuidadosamente el sobrenadante de los tubos centrifugados en el punto 2.5 hasta mantener Unicamente material sélido
en el fondo de los tubos. Entonces, los tubos se colocaron en un horno y se mantuvieron a 60 °C durante 48 h para
garantizar un secado completo de los biocarbones. Finalizado el proceso de secado, los biocarbones con y sin AFB1 se
analizaron mediante FTIR bajo las mismas condiciones descritas en el punto 2.3.1 y los espectros obtenidos se compararon
para explicar en mejor medida el mecanismo de adsorcién considerando la intensidad, forma o desplazamiento de las
bandas caracteristicas de los grupos funcionales presentes en los biocarbones.

2.7. Estudios de adsorcion en el modelo in vitro de digestibilidad

La adsorcion de AFB1 por parte de los biocarbones se evalué en un modelo in vitro que simula las condiciones fisiolégicas
del tracto gastrointestinal del pollo de engorda en cuanto a pH, actividad enzimatica y alimentacion, considerando
publicaciones previas, pero con ligeras modificaciones [7], [8]. Ademas, se incluyeron dos controles, una zeolita no
comercial proveniente de Taxco, Guerrero, México (Tamafo< 250 um) y una pared celular de levadura de Saccharomyces
cerevisiae comercial (SafMannan, Lesaffre Iberica S.A., Valladolid, Espafia). Para ello, se utilizé una incubadora de
demanda bioquimica de oxigeno (modelo 2020, VWR, Houston, TX, EE. UU.) ajustada a 40 °C y personalizada con un
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agitador orbital (VWR, Houston, TX, USA) para mezclar los componentes del modelo contenidos en un tubo Falcon de
polipropileno de 50 mL a una velocidad de 19 rpm. Los tubos se mantuvieron en un angulo de inclinacién de 30° para
facilitar la mezcla adecuada de los componentes del modelo.

Para simular el buche, el primer compartimiento del tracto simulado, se colocaron 125 mg de maiz molido, el cual
previamente fue pasado por malla No. 60 para homogeneizar el tamafio de particula, asi como 4.5 mg de cada biocarbdn
(0.05%) y 46 uL de una solucion de AFB1 a una concentracion de 49 ppm (ug/mL) en un tubo Falcon de 50 mL, para alcanzar
una concentracion de 250 ppb al final del modelo (seccidn intestinal). Posteriormente, se afiadieron 5 mL de HCI 0.03 M
(36-38% JT Baker, Phillipsburg, NJ, USA), alcanzando un pH entre 5.0 y 5.2. Entonces, los tubos se agitaron vigorosamente
con ayuda de un vortex y se incubaron durante 30 min con agitacién continua. Una vez que se concluyd con el primer
compartimiento, se adicionaron 3000 U de pepsina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por cada g de alimento contenida
en 1.25 mL de HCI 1.5 M para simular las condiciones del proventriculo, alcanzando asi un pH 1.4 y 2.0. Los tubos se
agitaron nuevamente y se incubaron por otros 45 min en agitacién constante. Finalmente, para simular la seccidon
intestinal (pH 6.4 a 6.8), se agregaron 6.75 mg de pancreatina 8x (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) por cada g de alimento
en 3.25 mL de una solucién de bicarbonato de sodio 1.0 M en cada tubo y se incubaron por 2 h adicionales.

Concluido el modelo (3h 15 min), los tubos se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 min a 4 °C (Microfuge R20, Beckman
Coulter Life Sciences, Palo Alto, CA, USA) y se tomd una alicuota del sobrenadante, la cual se filtré a través de un filtro de
PTFE de 0.2 um. El filtrado obtenido se colocé en viales para determinar la concentracién residual de AFB1 por UPLC. Las
determinaciones se realizaron por sextuplicado, considerando un control positivo para el cdlculo del porcentaje de AFB1
adsorbido.

2.7.1. Estandarizacion del modelo
2.7.1.1. Estudios de adsorcion enzima-AFB1

Estos estudios también se realizaron considerando el modelo aviar in vitro de digestibilidad, por lo que se mantuvieron
las mismas condiciones de temperatura y tiempos de incubaciéon, asi como de adicion de medios para alcanzar los
diferentes pHs, pero no se incluyd alimento ni los biocarbones. Brevemente, en un tubo Falcon de 50 mL se adicionaron
46 pL de una solucion de AFB1 a una concentracién de 49000 ppb para alcanzar una concentracion de 250 ppb al final del
modelo (seccidn intestinal), seguido de la adicién de los medios para alcanzar los diferentes pH con o sin la inclusién de
enzimas. En el caso del compartimiento que simula el proventriculo se adicionaron 3000 U/g de maiz de pepsina y para la
seccidn intestinal pancreatina 8x en una concentracion de 6.84 mg/g de maiz. La cantidad adicionada de enzimas estuvo
basada en la inclusion de 125 mg de maiz en el modelo. Al finalizar el modelo, los tubos se centrifugaron a 3500 rpm
durante 10 min a 4 °Cy se tomé una alicuota del sobrenadante, la cual se filtré a través de un filtro de PTFE de 0.2 um. El
filtrado obtenido se coloco en viales para determinar la concentracion residual de AFB1 por UPLC. Las determinaciones se
realizaron por sextuplicado, considerando un control positivo sin enzimas para el cdlculo del porcentaje de AFB1
adsorbido.

2.7.1.2 Estudios de adsorcion maiz-AFB1

Aligual que los estudios de adsorcién enzima-AFB1, la adsorcién de AFB1 por parte del maiz molido se evalué en el modelo
aviar in vitro de digestibilidad. Para esto, se colocaron diferentes cantidades de maiz en tubos Falcon de 50 mL (125, 250,
500, 1000 y 2000 mg), sin la adicién de biocarbones, zeolitas, pared celular de levadura o enzimas (pepsina/pancreatina).
Posteriormente, se adicionaron 46 plL de una solucidon de AFB1 a una concentracién de 49 000 ppm para alcanzar una
concentracién de 250 ppb al final del modelo (seccién intestinal). Cada compartimiento simulado del modelo y el
tratamiento de las muestras se realizaron bajo las mismas condiciones descritas en el punto 2.7.
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3. Resultados

Se obtuvieron tres biocarbones a partir de desechos agroindustriales: cascara de coco, cdscara de naranja y hoja de
guayaba. Dichos biocarbones fueron sometidos a caracterizacion fisicoquimica mediante la determinacidn de su carga
superficial (potencial Z), punto de carga cero, espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y tamafo de
particula por difraccién laser. Ademas, se realizé la determinacién de area superficial junto con tamafio de poro y un
analisis morfoldgico a través de microscopia electronica de barrido (SEM). Finalmente, se evalud su capacidad para
adsorber AFB1 en modelos in vitro.

3.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con reflexidn total atenuada

Los espectros FTIR de los biocarbones obtenidos a partir de cadscara de coco, cascara de naranja y hoja de guayaba se
presentan en la Figura 1, mientras que las bandas caracteristicas identificadas se resumen en la Tabla 1.

En los tres biocarbones se observaron bandas asociadas a estructuras lignoceluldsicas. En la region de 3500-3300 cm™ se
identificaron senales débiles correspondientes al estiramiento O—H de grupos hidroxilo residuales. Ademas, senales
asociadas a vibraciones C—H alifaticas fueron localizadas entre 2920 y 2850 cm™, pero se muestran muy tenues o
practicamente inexistentes en los biocarbones. La banda ubicada en la regién de 1700-1740 cm™, atribuida al
estiramiento C=0 de acidos carboxilicos (—-COOH), se presentd con muy baja intensidad en el biocarbén obtenido a partir
hojas de guayaba, pero en los otros dos biocarbones no fue detectada. Asi mismo, en la regién de 1396—1446 cm™ se
observaron sefiales claras atribuibles a grupos carboxilato (-~COO~), con un pico marcado en 1396 cm™ para el biocarbon
obtenido de las cascaras de naranja y una sefial similar en 1408 cm™ para el obtenido de las hojas de guayaba. Las sefiales
localizadas entre 1620 y 1570 cm™ permanecieron en los tres materiales, lo que corresponde a vibraciones C=C
aromaticas. También se detectaron bandas intensas en la region de 1115-1000 cm™, asociadas al estiramiento C-O de
alcoholes, fenoles o ésteres. En este intervalo se identificaron picos en 1113 y 1167 cm™ para la cascara de coco, 1064
cm™ para la cascara de naranja, y sefiales en 1080, 1065 y 1112 cm™ para la hoja de guayaba. Finalmente, en la region de
873-500 cm™ se observaron sefiales débiles asociadas a vibraciones C—H aromaticas y a la red carbonosa en los tres
biocarbones.

959 — Cascara de Naranja — Cascara de Coco Hojas de Guayaba
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Figura 6. Comparacion de los espectros de Infrarrojo por Transformadas de Fourier (FT-IR) de los biocarbones derivados
de desechos agroindustriales.
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Tabla 1. Asignacion de los principales grupos funcionales observados en los espectros FTIR de biocarbones derivados de

cascara de coco, cascara de naranja y hoja de guayaba.

Nimero de

Bandas onda (em-)

Asignacién

Cdscara de
naranja

Cdscara de
coco

Hoja de
guayaba

A 3500-3300
B 29202850
C 1740-1700
D 1620-1570
E 1396-1446
F 1200-1250
G 1115-1000

H 873-500

0-H (alcohales,
fenoles,
lignocelulésicos
residuales)

C~H alifitica
{=CH3, =CHy)

C=0 (carbonilos,
carbouilosedstenss)

C=C aromatico
(lignina, estructuras
grafiticas)

(C-H) / coO"
(earbosilatos)

C-N {aminas)

-0 (alcoholes,
fenoles, ésteres)

C~H aromatico / C-
C esqueleto
carbonoso

3435

2301

No encontrado

1592

1396

1256

1067

872

No encontrado

No encontrado

No encontrado

1571

1354

No encontrado

1111

748

No encontrac

2503

1792

4572

1408

No encontrac

1067

615

3.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La Figura 2 muestra las micrografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido (SEM) de los biocarbones derivados
de cascara de naranja, cascara de coco y hoja de guayaba a diferentes aumentos (100x, 500x y 1000x). En general, los tres
biocarbones presentan una morfologia heterogénea, con particulas de forma irregular, superficies rugosas y presencia de

cavidades.

e Biocarbdn derivado de cascara de coco. A bajos aumentos (100x y 500x), en el biocarbdn se muestran fragmentos
con bordes fracturados y superficie irregular, pero en el mayor aumento (1000x), se observaron microcanales y
poros abiertos con morfologia circular y alargada, con diametros aproximados entre 0.5y 1 um, correspondientes
a macroporos. Estas cavidades se distribuyen de manera interconectada sobre la superficie del material.

e Biocarbdn derivado de cascara de naranja. A 100x, el biocarbdn exhibié una estructura aglomerada y de aspecto
esponjoso. A mayores aumentos (500x y 1000x), se distinguieron fragmentos con caras planas y regiones
fracturadas, generando espacios amplios entre particulas, sin observarse poros bien definidos.

e Biocarbdn derivado de hoja de guayaba. A aumentos de 100x y 500x, este biocarbdn mostré agregados de
particulas con regiones laminares vy fibrilares, asi como estructuras en forma de malla. A 1000x, la superficie
presentd una textura arrugada y fibrosa, con microcavidades poco profundas distribuidas de manera irregular.

En conjunto, aunque los tres biocarbones presentan rugosidad superficial y cavidades, se observaron diferencias claras en
la morfologia y distribucidn de las estructuras superficiales entre los materiales.
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Cascara de coco Cascara de naranja Hojas de guayaba
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1000%
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Figura 7. Micrografias SEM de los biocarbones derivados de residuos agroindustriales (cdscara de coco, cascaras de
naranja y hojas de guayaba) obtenidas a diferentes aumentos (100x, 500x, y 1000x).

3.3. Potencial Z

El potencial Z de los biocarbones evaluados mostré un comportamiento dependiente del pH, como se presenta en la Figura
3. El biocarbén derivado de la cascara de coco presentd la mayor carga negativa, comenzando en —3.5 mV apH 1y
disminuyendo de manera continua hasta aproximadamente —60 mV en el intervalo de pH 9-11. Asi mismo, el biocarbén
derivado de la cdscara de naranja exhibid valores negativos en todo el intervalo de pH evaluado, iniciando en —2.1 mV a
pH 1, con una disminucién progresiva hasta =51.3 mV a pH 5. Posteriormente, se observd una ligera reduccion del
potencial zeta hacia valores alrededor de —30 mV en condiciones alcalinas (pH 7-11). Por su parte, el biocarbdn derivado
de las hojas de guayaba presento valores positivos en condiciones acidas, con un valor de +16.1 mV a pH 1. Sin embargo,
después de pH 3, el potencial Z cambio negativamente a -17.6 mV y a pH de 11 disminuyd atiin mas (-35.9 mV).

En general, los tres biocarbones mostraron un incremento de la carga negativa conforme aumenté el pH, aunque con
diferencias en el comportamiento inicial en medio acido.
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Figura 8. Relacion entre el potencial zeta (Pz) y el pH en diferentes biocarbones derivados de desechos agroindustriales.

3.4. Punto de carga cero (pHpzc)

El punto de carga cero (pHpzc) de los biocarbones se determiné mediante el método de variacién de pH, graficando el
cambio de pH (ApH) en funcién del pH inicial (Figura 4). El valor de pHpzc se identifico en la interseccion de cada curva
con el eje horizontal (ApH = 0). El biocarbén derivado de cascara de coco presentd un pHpzc entre pH 8 y 9, mientras que
los de cascara de naranja y la hoja de guayaba mostraron valores mas elevados, aproximadamente en pH 11.

Estos valores indican diferencias en el comportamiento acido—base de las superficies de los biocarbones evaluados.

4=

-6 —— Céascara de Naranja — Céscara de Coco Hojas de Guayaba

Figura 9. Punto de carga cero (pHpzc) de los biocarbones derivados de desechos agroindustriales.
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3.5. Area Superficial y tamafio de poro

La Tabla 2 muestra los valores de drea superficial especifica y tamafio medio de poro obtenidos mediante analisis BET para
los biocarbones obtenidos. El biocarbdn de céscara de coco presenté la mayor area superficial, con un valor de 179.7 m?/g,
y el menor tamafio medio de poro, de 2.8 nm. En el caso del biocarbdn de cascara de naranja mostré un drea superficial
de 29.8 m?/g y un tamafio de poro de 5.7 nm, mientras que el de hojas de guayaba presentd la menor area superficial, de
9.6 m?/g, y el mayor tamafio medio de poro (18.8 nm).

Tabla 2. Area superficial y tamafio medio de poro de los biocarbones derivados de desechos agroindustriales mediante
analisis de BET

Biocarbén Area 5u1|:|er'l"ir.:'|a| Tamanio medio de Poro
(m*/g) {nm)
Cdscara de Maranja 29.8 5.7
Cascara de Coco 179.7 2.8
Hojas de Guayaba 9.6 18.8

3.6. Tamaio de particula por difraccion laser

La Tabla 3 presenta los resultados del analisis de tamafio de particula por difraccion laser de los biocarbones evaluados.
El proceso de molienda generd distribuciones relativamente homogéneas, con tamafios medios comprendidos entre 55.30
y 82.88 um. El biocarbdn de cascara de coco presentd un tamano medio de 69.45 um y una mediana de 67.03 um, con
valores de Dip = 23.29 um y Dgo = 118.90 um, lo que indica una distribucion moderadamente amplia de tamanos de
particula. Por su parte, el biocarbdn derivado de cascara de naranja mostré el menor tamafio medio de particula, con un
valor de 55.30 um y una mediana de 50.42 um, asi como valores de D1p = 16.40 pum y Dgo = 102.10 um, lo que sugiere una
mayor susceptibilidad a la fragmentacién durante el proceso de molienda. Mientras tanto, el biocarbdn derivado de hojas
de guayaba presenté el mayor tamaifio medio de particula, de 82.88 um, y una mediana de 84.93 um, con un intervalo
amplio entre D1p = 21.28 um y Dgo = 140.50 um, reflejando una distribucion mas heterogénea.

En general, el orden del tamafio medio de particula fue: hoja de guayaba > cascara de coco > cdscara de naranja.

Tabla 3. Tamafio de particula de los biocarbones derivados de desechos agroindustriales determinados por difraccion

laser.
Bincarbon Kedia Mediana (1) L] =14
(um) (m) (um) (um)
Cascara de Coco 69.45 67.03 23.29 11E.90
Cascara de Naranja 55.30 50.42 16.40 102.10
Hojas de Guayaba 2288 24.93 21.28 140.50
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3.7. Cuantificacion de AFB1 por UPLC-PDA

Se desarrollo un método analitico por UPLC-PDA para la cuantificacion de aflatoxina B1 (AFB1), el cual resulto ser lineal
en un intervalo de concentraciones de 10 a 250 ppb de AFB1. La Figura 5 muestra los cromatogramas obtenidos para
soluciones estandar de AFB1 a concentraciones de 10y 250 ppb, en los cuales se observa un tiempo de retencién cercano
a 1.9 min. Ademas, los pardmetros cromatograficos como K’, factor de coleo y nimero de platos tedricos fueron de 1.8,
1.3 y 7257, lo cual cumple con lo marcado para métodos cromatografico. Estos resultados evidencian que el método
desarrollado es adecuado para la determinacién confiable de AFB1 en las condiciones de estudio.

P {; 10 ppb
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Figura 10. Cromatograma de la AFB1 a 10 y 250 ppbs y sus pardametros cromatograficos correspondientes. NTP: nUmero
de platos tedricos.

El desarrollo del método analitico también consideré la influencia del filtro. Para esto se compararon soluciones de AFB1
a 250 ppb filtradas a través de 6 tipos diferentes de Acrodiscos de 0.2 um con soluciones no filtradas (Figura 6). Los
resultados mostraron que no hay influencia del proceso de filtracidon cuando se utilizaron los filtros de CR y PTFE ya que
no se presentaron diferencias significativas en comparacién con las soluciones no filtradas. En el caso de los filtros de

nylon, PVDF y CA retuvieron 24.98%, 50.26% y 98.64% de AFB1, respectivamente. Interesantemente, con el filtro GHP se
obtuvo recobro 309.44% de AFB1.
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Figura 11. Influencia del filtro en el recobro de AFB1. Los resultados estan dados como la Media + SE, (n=6). CR: celulosa
regenerada, CA: acetato de celulosa, PVDF: fluoruro de polivinilideno, GHP: polipropileno hidrdfilo y PTFE:
politetrafluoroetileno.
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3.8. Estudios de Adsorcion en soluciones Buffer

En las tres condiciones de pH evaluadas, las biomasas mostraron una alta eficiencia en la adsorciéon de AFB1 a una
concentracién de 250 ppb (Figura 7). A pH 5.0, los biocarbones derivados de cdscara de coco y cascara de naranja
alcanzaron una adsorcién cercana al 100 %, mientras que el biocarbdn derivado de hoja de guayaba presenté un valor
inferior (=70 %). A pH 1.2, el biocarbdn de cascara de coco mantuvo una adsorcién del 100 %, siendo eatadisticamente
superior a la observada en el biocarbdn derivado de la cascara de naranja (=92 %). En este mismo pH, el biocarbén derivado
de hoja de guayaba mostrd significativamente la menor capacidad de adsorcidn (=67 %) en comparacién con los otros
biocarbones. Finalmente, a pH 6.8 se observaron resultados comparables a los anteriores, con valores de adsorcion de 90
% para el biocarbdn derivado de cascara de naranja, 86 % para el de cascara de coco y 52 % para el de hoja de guayaba.
No obstante, no se presentaron diferencias significativas entre los biocarbones derivados de cascara de coco y naranja.

mmm (Cascara de Naranja mmm C3ascara de Coco 1 Hojas de Guayaba

g 100
© ]
S ]
a 4
- 4
o 4
3 ]
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- ]
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Figura 12. Capacidad de adsorcién de 3 biocarbones derivados de desechos agroindustriales de cascara de coco, cdscara
de naranja y hojas de guayaba al 0.05% en diferentes pH considerando una concentracion de AFB1 de 250 ppb. Los
resultados estan dados como la Media + SE, (n=3).

Con la finalidad de elucidar el mecanismo de adsorcion de los biocarbones, se obtuvieron espectros FTIR antes y después
del proceso de adsorcion (Figura 8). En el biocarbon derivado de cascara de naranja (Figura 8A), se observé una
disminucion en la intensidad de la banda asociada a vibraciones C=C aromaticas (~1406 cm™) en las tres condiciones de
pH evaluadas, siendo este efecto mas evidente a pH 5.0. Asi mismo, la banda ubicada alrededor de 873 cm™ mostré una
atenuacién a pH 5.0y 1.2, mientras que a pH 6.8 presentd una intensidad intermedia.

En el biocarbdn de céscara de coco (Figura 8B), la banda correspondiente a C=C aromatico (~1571 cm™) presentd una
reduccidn de intensidad en los tres pH evaluados, con un efecto mas pronunciado en condiciones acidas (pH 5.0y 1.2).
De manera similar, en el biocarbdn de hojas de guayaba (Figura 8C), las bandas localizadas alrededor de 1409 y 874 cm™
disminuyeron su intensidad tras la exposicién a la AFB1, aunque a pH 6.8 la banda en 874 cm™ se mantuvo mas intensa
en comparacion con las condiciones acidas.
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Figura 13. Espectros FTIR de los biocarbones derivados de A) Cdscara de Naranja, B) Cascara de Coco y C) Hojas de
Guayaba, antes y después de ser expuestos a la AFB1 en diferentes pHs.

3.9. Estudios de adsorcion en un modelo in vitro de digestibilidad

La Figura 9 muestra los resultados de adsorcion de AFB1 por parte de los biocarbones, asi como de zeolita y pared celular
de levadura, evaluados en un modelo in vitro de digestibilidad que simula las condiciones del tracto gastrointestinal de
pollos de engorda. La adsorcidn se evalud Unicamente en la fase que simula el intestino (pH 6.8). La zeolita, utilizada como
control positivo, presentd una alta capacidad adsorbente, con un valor de 89.64 %. En contraste, la pared celular de
levadura, utilizada como control negativo, no mostré capacidad de adsorcidn de AFB1 en el modelo (0.00 %). Mientras
tanto, los biocarbones presentaron una capacidad adsorbente moderada. El biocarbén derivado de cascara de coco
mostré una adsorcién significativamente mayor (32.96 %) en comparacion con los biocarbones obtenidos de cascara de
naranja (27.44 %) y hojas de guayaba (26.73 %). No se observaron diferencias significativas entre los biocarbones
derivados de cdscara de naranja y hojas de guayaba.

Durante la fase de ajuste del modelo, se observé que el maiz molido retuvo entre 25 y 30 % de AFB1. Asi mismo, las
enzimas digestivas empleadas en el modelo (pepsina y pancreatina) no mostraron efecto sobre la adsorcién o degradacion
de AFB1.
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Figura 14. Capacidad de adsorcién de 3 biocarbones derivados de desechos agroindustriales de cascara de coco, cascara
de naranja y hojas de guayaba al 0.05% en un modelo in vitro de digestibilidad aviar considerando una concentracién de
AFB1 de 250 ppb. Los resultados estan dados como la Media * SE, (n=3).

3.10. Estudios de adsorcion maiz-AFB1

La Figura 10 muestra el porcentaje de AFB1 adsorbida en funcién de la cantidad de alimento (maiz) evaluada en el modelo
aviar in vitro de digestibilidad. A cantidades bajas de maiz (125 y 250 mg), la adsorcion de AFB1 fue limitada, con valores
entre 27.3 y 31.3 %. En particular, a 125 mg se observd una adsorcidn significativamente menor en comparacion con el
resto de los tratamientos. Al incrementar la cantidad de maiz a 500 mg, la adsorcién de AFB1 aumentd de manera
significativa, alcanzando un valor aproximado de 36.3 %, en comparacion con las cantidades de 125 y 250 mg. Ademas, a
cantidades elevadas de maiz (1000 y 2000 mg), se observé un incremento pronunciado y significativo en la adsorcion de
AFB1, alcanzando valores de 72.6 % y 76.1 %, respectivamente. Las diferencias observadas entre todos los tratamientos
confirman una dependencia directa entre la cantidad de alimento y la adsorcién de AFB1 en el modelo in vitro.
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Figura 10. Porcentaje de AFB1 adsorbida en funcidn de la cantidad de alimento evaluada dentro del modelo aviar in vitro
de digestibilidad.

3.11. Estudios de adsorcion enzima-AFB1

La Figura 11 muestra la concentracion de AFB1 en el modelo in vitro de digestibilidad aviar en presencia y ausencia de
enzimas digestivas. Los resultados indicaron que la adicién de enzimas digestivas, especificamente pepsina en el
compartimiento que simula el proventriculo y pancreatina en la fase intestinal, no presentaron capacidad de adsorcion
de AFB1, pues no se mostraron cambios significativos en el porcentaje de AFB1 presente en el medio en comparacién
con el tratamiento sin enzimas.
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Figura 15. Concentracion de AFB1 en el modelo in vitro de digestibilidad aviar en presencia y ausencia de enzimas
digestivas.
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4. Discusion y conclusiones

Los residuos agroindustriales representan una de las principales problematicas ambientales asociadas a los sistemas de
produccién agroalimentaria, debido a los grandes volimenes que se generan anualmente y a su limitada valorizacion. En
particular, residuos lignocelulésicos como la cascara de coco, la cascara de naranja y las hojas de guayaba se producen en
cantidades considerables, alcanzando millones de toneladas, y poseen una composicion rica en celulosa, hemicelulosa y
lignina, lo que los convierte en precursores atractivos para la obtencién de biocarbones [5]. El interés en estos materiales
radica en su potencial para adquirir una “segunda vida” como adsorbentes, contribuyendo a la reduccién del impacto
ambiental y aprovechando sus propiedades estructurales y quimicas para la remocién de contaminantes [9]

Durante los procesos de carbonizacidn y activacién, la composicién del precursor influye directamente en el desarrollo de
la porosidad, el drea superficial y la exposicion de grupos funcionales en la superficie del material [10]. Estas caracteristicas
son determinantes en los procesos de adsorcién, ya que gobiernan tanto la accesibilidad de los sitios activos como la
naturaleza de las interacciones con el adsorbato [11]. Aunque el tamafio de particula suele considerarse un pardmetro
relevante, diversos estudios han demostrado que no constituye uno de los factores con mayor influencia en la adsorcion
de contaminantes como la aflatoxina B1 (AFB1), cuando se compara con la quimica superficial y el tamafio de poro del
material [12].

En este sentido, la caracterizacion fisicoquimica de los biocarbones resulta indispensable para interpretar su
comportamiento adsorbente. La evaluacién del punto de carga cero (pHpzc) y del potencial Z permitié identificar las
condiciones en las que la superficie de los biocarbones adquiere carga positiva o negativa, asi como el intervalo de pH en
el que la carga superficial se aproxima a la neutralidad. En este estudio, los biocarbones mostraron valores de pHpzc
cercanos a pH 8-9 para la cascara de coco y alrededor de pH 11 para la cdscara de naranja y las hojas de guayaba, lo que
explica la predominancia de carga negativa de los biocarbones en condiciones de pH fisiolégicamente simuladas. Esta
informacion es relevante porque la carga de la superficie del adsorbente, en combinacién con el estado idnico de la
micotoxina, determina la intensidad de las interacciones electrostaticas y contribuye a explicar en qué condiciones se
alcanza una capacidad maxima de adsorcion.

De manera complementaria, los analisis FTIR evidenciaron que los biocarbones conservan grupos funcionales
caracteristicos de precursores lignoceluldsicos, principalmente grupos oxigenados y estructuras aromaticas, los cuales
pueden participar activamente en el proceso de adsorcion [13]. Dado que la AFB1 es una molécula predominantemente
neutra, la adsorcion no depende exclusivamente de fuerzas electrostaticas.

Bajo esta perspectiva, el mecanismo de adsorcion se atribuye principalmente a la accién sinérgica de interacciones
hidrofdbicas entre las estructuras aromaticas del biocarbdn y la micotoxina, asi como la formacién de puentes de
hidrégeno con los grupos oxigenados remanentes, lo que coincide con lo reportado previamente en la literatura [8]. Asi
mismo, la determinacién del drea superficial y el tamafio de poro mostrdé diferencias claras entre los biocarbones
evaluados, reflejo de su distinta composicién precursora y de su comportamiento durante la carbonizacién [14]. En
particular, el biocarbén derivado de cascara de coco presenté la mayor area superficial (x180 m?/g) y un tamafio de poro
promedio cercano a 2.8 nm, mientras que los biocarbones derivados de la cédscara de naranja y las hojas de guayaba
mostraron dreas superficiales menores (=30 y =10 m?/g, respectivamente) y poros de mayor tamafio.

Una vez concluida la etapa de caracterizacidn, se procedié a evaluar la capacidad de adsorcién de AFB1 en un primer nivel
mediante estudios en soluciones buffer. En estas condiciones controladas, los tres biocarbones demostraron poseer
capacidad adsorbente, alcanzando valores elevados de remocion de la micotoxina. Especificamente, el biocarbén de
cascara de coco mostré adsorciones cercanas al 100 % a pH 1.2 (proventriculo) y 5.0 (buche), mientras que los biocarbones
de cascara de naranja y hojas de guayaba presentaron eficiencias ligeramente menores, especialmente a pH 6.8
(intestino). Estos resultados indican que la combinacion de porosidad adecuada y quimica superficial favorece la
interaccion con la AFB1.
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El mejor desempefio del biocarbén de cdscara de coco se atribuye a su mayor contenido de lignina, componente que
favorece la formacion de una estructura carbonosa aromatica de alta estabilidad térmica. Esta composicidn promueve el
desarrollo de una red de poros estructurada, incrementando el area superficial especifica mediante el aumento de la
superficie interna disponible [5]. En contraste, los biocarbones derivados de cascara de naranja y hojas de guayaba, que
presentan un menor contenido de grupos funcionales asociados a lignina y una mayor proporcién de celulosa y
hemicelulosa, desarrollan estructuras con menor area superficial y poros de mayor tamanio, los cuales contribuyen en
menor medida a la superficie especifica, reflejandose en una capacidad adsorbente inferior. Este comportamiento
concuerda con lo reportado previamente para materiales lignoceluldsicos con composiciones similares [15] [16].

Para cuantificar de manera confiable la adsorcién de AFB1, fue necesario contar con un método analitico que permitiera
cuantificar la micotoxina con adecuada selectividad y minima interferencia de matriz. En este sentido, la cromatografia de
liquidos se reconoce como una técnica confirmatoria robusta para la determinacién de aflatoxinas, en comparacion con
métodos basados en técnicas fluorométricas o inmunoldgicas, las cuales pueden verse afectados por interferencias de
matriz, disponibilidad de insumos o variabilidad adicional [17] [18]. Por esta razdn, se desarroll6 un método por
cromatografia de liquidos de ultra alto rendimiento (UPLC-PDA), el cual presenté un comportamiento lineal en el intervalo
de 10-250 ppb, un tiempo de retencion alrededor de 1.9 min y un factor de coleo aproximado de 1.3, cumpliendo con los
parametros cromatograficos requeridos para la cuantificacion de AFB1. Este enfoque constituye una alternativa accesible
y reproducible, adecuada para el seguimiento de procesos de adsorcion de AFB1 tanto en sistemas simples como en
modelos in vitro mdas complejos.

Una vez desarrollado el método analitico, se reconocid la necesidad de evaluar el desempefio de los biocarbones en
condiciones mas cercanas a la realidad fisioldgica. Por ello, se implementé un modelo in vitro de digestibilidad aviar que
simula las condiciones del tracto gastrointestinal de pollos de engorda. Este modelo fue previamente ajustado y validado,
ya que durante su desarrollo se observaron interacciones entre la AFB1 y el maiz, lo que evidencié que la matriz alimenticia
puede influir significativamente en la disponibilidad de la micotoxina.

Los resultados mostraron que la cantidad de alimento tiene un efecto directo sobre la fraccion de AFB1 retenida,
observandose que, al incrementar la cantidad de maiz de 125 a 2000 mg, la adsorcién total de AFB1 aumentd de
aproximadamente 27-31% hasta valores cercanos al 75%. Dicho comportamiento se relaciona con la composicidn
compleja del maiz, rica en almiddn y proteinas, con una fraccion menor de componentes lignoceluldsicos [19], lo que
podria generar un fenémeno de “competencia” entre el maiz y los biocarbones por la micotoxina. Por esta razon, el
modelo fue ajustado para minimizar la adsorcion atribuible al maiz y permitir que los resultados reflejaran principalmente
la capacidad adsorbente propia de los biocarbones.

Adicionalmente, se evalué el posible efecto de las enzimas digestivas empleadas en el modelo, con el objetivo de
determinar si estas podian adsorber o degradar la AFB1. Los resultados indicaron que dichas enzimas no ejercen un efecto
significativo sobre la micotoxina, confirmando que las variaciones observadas se deben principalmente a fenédmenos de
adsorcion.

Finalmente, bajo condiciones fisioldgicamente simuladas, el biocarbdon derivado de cdscara de coco mantuvo la mayor
capacidad adsorbente, con valores de 32.96 %, seguido por los biocarbones de cascara de naranjay hojas de guayaba, con
adsorciones de 27.44 % y 26.73 %, respectivamente. Aunque estos valores son menores que los obtenidos en soluciones
buffer, refuerzan que las propiedades intrinsecas del material continian desempenando un papel determinante incluso
en sistemas mas complejos.

A partir de estas observaciones, aunque los tres biocarbones presentan mecanismos de adsorcidn similares, la eficiencia
global del proceso se ve fuertemente influenciada por la estructura porosay el drea superficial especifica de los materiales.
En particular, Unicamente los poros con dimensiones mayores o mas cercanas al tamafio del adsorbato contribuyen de
manera efectiva a la adsorcidn, ya que generan un efecto de confinamiento que incrementa la energia de interaccion y
favorece una retencién mas eficiente de la micotoxina [20] [21]. Esta dinamica justifica el desempefio superior del
biocarbdn derivado de cdscara de coco frente a los materiales obtenidos de cdscara de naranja y hojas de guayaba, y
concuerda con lo reportado previamente, indicando que el fenédmeno de adsorcidn esta principalmente influenciado por
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la accesibilidad de la red porosa y no por el tamafo de particula del adsorbente [12]. Estos hallazgos evidencian que la
capacidad adsorbente de los biocarbones depende de una interaccién compleja entre la composicidon del material, sus
propiedades fisicoquimicas y el entorno en el que se evalla. Si bien factores como la matriz alimenticia pueden limitar la
adsorcion total de AFB1, los resultados posicionan al biocarbdn de cascara de coco como el material mas prometedor para
futuras evaluaciones in vivo, debido a su naturaleza lignoceluldsica, mayor drea superficial, estructura porosa adecuada y
desempefiio consistente bajo condiciones gastrointestinales simuladas.

En conclusion, el aprovechamiento de residuos agroindustriales lignoceluldsicos como precursores para la obtencidn de
biocarbones constituye una alternativa sustentable para la mitigacién de aflatoxina B1 (AFB1) en sistemas avicolas. No
obstante, los resultados del presente estudio evidencian que la evaluacidon de estos materiales no debe limitarse a
sistemas simples, sino considerar escenarios que reflejen de manera mas realista las condiciones fisiolégicas en las que
seran aplicados. En este contexto, el uso de modelos in vitro de digestibilidad aviar permitié identificar interacciones
relevantes entre la micotoxina, el alimento y el adsorbente, las cuales no son evidentes en ensayos convencionales y
pueden condicionar significativamente el desempefio de los materiales. Este enfoque resalta la importancia de incorporar
etapas de evaluacion previas a su aplicacion en modelos in vivo, que orienten la seleccién adecuada de adsorbentes. En
conjunto, este trabajo establece un marco metodoldgico para la evaluacion de biocarbones funcionales destinados a la
mitigacién de micotoxinas, aportando criterios que pueden contribuir al desarrollo de estrategias mds eficientes,
reproducibles y sustentables en la industria avicola.
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INFECCION CON CLOSTRIDIUM PERFRINGENS
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Resumen

El objetivo del presente estudio fue comparar el efecto de un probiético multicepa a base de Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, y un probidtico comercial que contiene Bacillus licheniformis sobre el huevo
sucio, el desempeno productivo y la recuperacién de la microbiota intestinal en gallinas ponedoras en sistema libre de
jaula, posterior a un tratamiento antibidtico por infeccion con Clostridium perfringens. Se utilizaron 18,000 gallinas Hy-
Line de 31 a 41 semanas de edad, distribuidas en dos grupos: Probidtico con 3 cepas de Bacillus (Multicepa) y un probiotico
comercial con una cepa de Bacillus licheniformis (BL). Se registraron porcentaje de huevo sucio, parametros productivos,
mortalidad, huevo acumulado por ave alojada y conteos bacterianos obtenidos mediante hisopado cloacal. Los resultados
mostraron que Multicepa favorecid una reduccidn significativa del porcentaje de huevo sucio (3.94 %) y una recuperacion
productiva mas temprana, en comparacién con BL (13.82 %), incrementando la proporciéon de huevo de primera.
Asimismo, el grupo Multicepa presentd mayores conteos de bacterias mesofilicas y coliformes comensales, lo que sugiere
una recuperacion mas eficiente de la microbiota intestinal post-antibidtico. En conclusién, el probidtico multicepa
representa una alternativa eficaz para mejorar la calidad del huevo y la estabilidad productiva en incluso bajo condiciones
de estrés sanitario.

Palabras Clave: Enteritis necrética, recuperaciéon post-antibiética, huevo de primera, bacterias mesofilicas, coliformes
comensales, mortalidad.

Introduccidn

El mercado para la produccién de gallinas libres de jaula es favorable y se encuentra en expansiodn, ya que los consumidores
se estan volviendo cada vez mas exigentes respecto a productos provenientes de sistemas que garanticen el bienestar
animal. En este contexto, se ha adoptado el sistema de produccién libre de jaula, el cual permite que las gallinas criadas
sin jaulas expresen comportamientos naturales. Sin embargo, diversos factores pueden afectar los sistemas de produccion
alternativos, y la inclusidon adecuada de probidticos puede mejorar la eficiencia productiva, reducir la morbilidad, disminuir
la mortalidad y la contaminacidon ambiental, ademads de mejorar la inocuidad alimentaria. [1]

Una opcidn interesante es la inclusion de probiéticos en las dietas avicolas, ya que estos consisten en diversas especies
bacterianas benéficas, hongos o levaduras que no solo promueven el crecimiento animal, sino que también inhiben
microorganismos patdgenos, tales como Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Clostridium
perfringens [1], siendo los tipos Ay C de este ultimo los agentes causales de la enteritis necrdtica [2].

En 2019 Hernandez Patlan et. al. demostraron con un probidtico multicepa (Bacillus subtilis, Bacillus amyloquiquefaciens
y Bacillus licheniformis) la disminucion de la proliferacion de Clostridium perfringens asi como la disminucion de la
viscosidad del contenido intestinal en modelos de enteritis necrdtica in vitro e in vivo, esto atribuido a la capacidad de los
bacilos de producir lipopéptidos antimicorbianos y bacteriocinas [3]. También demostraron la produccion de diferentes
enzimas como lipasa, proteasa y carbohidrasas [4], ademas de exhibir la capacidad de mejorar la integridad intestinal [3].
En ese sentido el uso de Bacillus licheniformis (BL) como probiético para produccion animal ha sido ampliamente utilizado
por su capacidad de producir enzimas y sustancias antimicrobianas [5]. Lei, K. et. al. reportaron en 2013 que Bacillus
licheniformis mejord la produccién de gallinas de postura asi como la calidad de cascarén mientras que Qin Songke 2017
encontraron mejoras en el sistema inmunoldgico, antioxidante y modificacidn de microbiota intestinal [6].

Este trabajo tiene como objetivo comparar el efecto de la adicidn de un probidtico comercial que contiene Bacillus subtilis,
Bacillus amyloquiquefaciens y Bacillus licheniformis (Multicepa) vs un Probidtico que contiene Bacillus licheniformis (BL)
en el agua de bebida de gallinas de postura que previamente presentaron enfermedad por Clostridium perfringens y que
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recibieron antibioterapia, sobre parametros productivos y recuperacion de microbiota, a partir de las 31 semanas de edad
hasta las 41 semanas de edad.

Materiales y Métodos
Se utilizaron 18000 gallinas Hy- Line de 31 hasta las 41 semanas de edad, fueron alojadas en casetas con ambiente natural.

El manejo, alimentacién y medicina preventivo fueron los habituales de la granja. La distribucién de tratamientos se
muestra en el cuadro 1

Tratamiento Numero de aves Dosis Frecuencia
Multicepa 9000 1 x 10® UFC/mL 3 veces por semana
BL 9000 8 x 10% UFC/animal Diariamente

Cuadro 1. Distribucion de tratamientos, la dosis y frecuencia de administracién fueron a recomendacién del fabricante

Las casetas cuentan con tinacos de 750 L y bombas dosificadoras de para la adicién de ambos tratamientos. La prueba
comenzoé un dia después de que ambas casetas concluyeron la antibioterapia.

Para la evaluacion de pardmetros productivos se llevd un registro semanal de: produccidon %, mortalidad semanal,
huevos/ave alojada, huevo sucio, por otra parte, la evaluacidon microbioldgica fue realizada mediante conteos bacterianos
de mesdfilas, coliformes y salmonella.

Para el muestreo se realizaron hisopados cloacales, tomando de forma aleatoria 15 aves por cada grupo. Las muestras de
cada grupo se dividieron en 3 pools de 5 hisopos cada uno. Cada hisopo se introdujo en medio de Stuart, debidamente
refrigerado o colocado en hielo hasta su envio al laboratorio.

Resultados
En las figuras 1-4, se observa el comportamiento productivo de los grupos durante la prueba.

Porcentaje de produccion
120
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85.2

95.4 94.1
sgo 7> 901 881 92 92.5 94.4 935
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Figura 1. El porcentaje de produccion al inicio de la prueba es inferior en el grupo Multicepa, mostrando recuperacién
desde la semana 32, mientras que el grupo BL mejord a partir de la semana 33. Hacia la semana 35 el grupo Multicepa
presentd un leve descenso en la productividad a causa de un desafio viral (diagndstico no compartido por la empresa),
regresando a la productividad de 92% en la semana 36. EL promedio de produccién durante la prueba fue de 89.54% para
el grupo Multicepa y de 91.2% para BL.
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Figura 2. La mortalidad fue ligeramente mayor en el grupo BL al inicio de la prueba (semanas 31-33), con un promedio de
0.3% al final de la prueba, mientras que el grupo Multicepa registré una mortalidad de promedio 0.2%. La mortalidad no
aumenté en el grupo multicepa en presencia del desafio respiratorio de la semana 35.
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Figura 3. La cantidad de huevo acumulado por ave alojada fue superior para BL durante el periodo de prueba.
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Figura 4. El comportamiento de huevo sucio fue mas estable en el grupo Multicepa, se mantuvo por debajo de 10%
durante toda la prueba promediando 3.6% mientras que BL promedié 14.03%.

Los resultados de los conteos bacterianos obtenidos por hisopado cloacal, se muestran en el cuadro 2.

Inicio de prueba [Semana 31)
Coliformes UFC/mL (Log 10) Mesofilicas UFC/mL (Log 10) Salmonella
IMulticepa 3.38 6.35 0
BL 1.80 6.38 0
Mitad de prueba (Semana 36)
Coliformes UFC/mL (Log 10) Mesofilicas UFC/mL (Log 10) Salmonella
(Multicepa 4,15 7.16 0
BL 2.64 7.02 0
Final de prueba [Semana 41)
Coliformes UFC/mL (Log 10) Mesofilicas UFC/mL (Log 10) Salmonella
(Multicepa 3.95 7.48 0
BL 2.0 7.30 0

Cuadro 2. Conteos de bacterias coliformes, mesofilicas y Salmonella sp., al inicio, mitad y final de la prueba. Durante todo
el periodo el grupo Multicepa tuvo conteos mayores de bacterias mesofilicas y coliformes.
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Discusion

Los resultados obtenidos en la presente prueba permiten evaluar el impacto de ambos probiéticos sobre el desempefio
productivo de gallinas en sistema libre de jaula, posteriores a un tratamiento antibidtico aplicado como medida
terapéutica frente a una infeccién por Clostridium perfringens. La presencia previa de esta infeccidon representd un factor
relevante que afectd los indicadores productivos de ambos grupos al inicio del periodo de evaluacidn.

En este contexto, el grupo Multicepa inicié el periodo experimental con un menor porcentaje de produccion (67.8%) en
comparacion con el grupo BL (75.7%); sin embargo, mostrd una recuperacion progresiva desde la primera semana de
evaluacidn hasta la semana 35, cuando se vié afectado por la incidencia de un desafio respiratorio, el cual coincidié con
un descenso transitorio en la produccion (88.1%), seguido de una recuperacidon en las semanas subsecuentes, sin
observarse un incremento en la mortalidad. Este comportamiento sugiere que la respuesta productiva del grupo estuvo
influenciada por el contexto sanitario y que el tratamiento tiene un efecto favorable bajo condiciones sanitarias adversas.
Por su parte, el grupo BL no presenté nuevos desafios sanitarios durante el periodo de prueba y mostré una recuperacion
productiva sostenida desde la semana 33. Estas mismas afectaciones iniciales consecuencia de Clostridium perfringens en
ambos grupos y el desafio respiratorio durante la prueba al grupo Multicepa, se relacionan con las variaciones en el
indicador de huevo acumulado por ave alojada, siendo los resultados 128 huevos para el grupo BL y 118 para el grupo
Multicepa.

En cuanto a la mortalidad, ambos grupos presentaron valores bajos con diferencia minima (0.3% para BL y 0.2% para
Multicepa) a lo largo del periodo experimental, lo que indica que, bajo las condiciones del estudio, ninguno de los
tratamientos se asocié con incrementos en este indicador.

Con relacion al parametro huevo sucio, el grupo Multicepa presentd una reduccidn significativa del huevo sucio, siendo
esta la variable productiva en la que se expresé con mayor claridad el efecto del tratamiento. Aunque el grupo BL alcanzé
una mayor cantidad de huevo acumulado, mostré un porcentaje elevado de huevo sucio (14.03 %), lo que limita la
proporcién de huevo apto para comercializacion. En ese sentido, el probiético Multicepa redujo de manera sobresaliente
la incidencia de huevo sucio (3.6 %), lo que se tradujo finalmente en una mayor cantidad de huevo de primera disponible
para venta.

Con respecto a los conteos bacterianos, el grupo Multicepa mostré un efecto positivo en la recuperacion de la microbiota
posterior al tratamiento antibidtico, al presentar conteos mas elevados de bacterias mesofilicas y coliformes. Estos
resultados se relacionan directamente con el porcentaje de huevo sucio, y sugieren un aumento en la diversidad
bacteriana, particularmente de microorganismos que crecen a 37 °C (mesofilicos) y coliformes comensales. Asimismo, las
bacterias coliformes mantuvieron una proporcién considerablemente menor en relacion con el total de bacterias
mesofilicas, lo que indica un equilibrio microbiano mas favorable.

Por el contrario, los menores conteos de ambas poblaciones bacterianas observadas en el grupo BL sugieren una
recuperacidon mas limitada de la microbiota intestinal, lo cual se correlaciond con un incremento en la proporcion de huevo
sucio durante el periodo de evaluacion.

En conjunto, Dong Dai et al. (2022) proponen que la microbiota intestinal actia como un modulador central de la calidad
del huevo a través del eje microbiota—intestino—higado—tracto reproductivo, lo que resalta la importancia de estrategias
nutricionales y probidticas orientadas a mantener un equilibrio microbiano adecuado, especialmente en etapas de estrés
sanitario o posterior al uso de antibidticos [7].

Conclusion

En conclusion, la literatura disponible sobre el uso de probidticos para la recuperacion de la microbiota intestinal posterior
a tratamientos antibioticos en gallinas ponedoras es aun limitada. No obstante, los resultados de la presente prueba
aportan evidencia que indica que la administracion del probidtico multicepa (Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis y
Bacillus amyloliquefaciens) se asocié con una menor incidencia de huevo sucio y una modulacién favorable de la
microbiota intestinal en comparacidn con el probiético BL, asimismo fue evidente que el grupo multicepa también tuvo
una recuperacion de la produccién aun bajo condiciones sanitarias adversas sin observarse aumento en la mortalidad lo
gue sugiere que este enfoque representa una alternativa viable para la reduccidn de huevo sucio y la mejora del perfil de
la microbiota intestinal en sistemas de produccién comercial.
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Resumen

En el presente estudio se investigd el grado de proteccion contra una infeccién experimental con una dosis de 3 x 10*
ooquistes esporulados de Eimeria tenella/ave después de vacunar con una vacuna de segunda generacion formulada con
5.3 x 108 esporozoitos completos de E. tenella (100 pg/dosis/ave) como inmundgeno, el cual fue emulsionado con un
adyuvante compuesto por nanoparticulas y aceite vegetal (IMS 1313 N VG Montanide™) (Vacuna: EtSz-IMS1313). Veinte
aves Leghorn libres de patdgenos especificos (SPF) de un dia de edad fueron inyectadas subcutaneamente en el tercio
posterior medio del cuello con la vacuna EtSz-IMS1313 (1 mL/dosis/ave) en el primer y décimo dia de edad. El nivel de
inmunidad especifica se evallo a través de una infeccién experimental utilizando una dosis de saturacidon de ooquistes
esporulados homdlogos a los 21 dias de edad. El indice anticoccidial (IAC) calculado para cada grupo mostro la eficacia de
la vacuna EtSz-IMS1313 con un IAC de 187. El control inyectado sin inmundgeno, solo con el adyuvante mostré un IAC de
18, y el control no inmunizado y desafiado mostré un IAC de —28. La magnitud de la respuesta inmune especifica de IgYs
séricos de las aves SPF inmunizadas con la vacuna EtSz-IMS1313 al dia 14 y 28 de edad se analizé con ELISA indirecta, se
determind un nivel de respuesta altamente significativa hacia esporozoitos y merozoitos de 22 generacion de E. tenella
(Titulo: 2.5-2.7) en comparacion al suero de las aves SPF obtenido al dia de edad previo a su vacunacion (Titulo: 0.25-0.4).
En el ensayo de Western blott los anticuerpos en ambas fechas de evaluacidn reconocieron los mismos polipéptidos de la
transferencia SDS-PAGE. Se identificaron polipéptidos inmunodominantes similares en ambas etapas del ciclo de vida de
E. tenella con pesos moleculares de 120, 105, 94, 70, 38 y 19 kDa. Los anticuerpos IgY especificos a ambos zoitos de E.
tenella provenientes de las aves inmunizadas con la vacuna experimental EtSz-IMS1313 muestran amplia posibilidad para
la identificacion de epitopos tipo B que pueden ser candidatos potenciales en vacunas de tercera generacion. El nivel de
proteccion obtenido con la vacuna EtSz-IMS1313 frente a un desafio directo de sobresaturacién fue exitoso.

Palabras Clave: Apicomplexa, Adyuvante de nanoparticulas, Dosis de saturacion, Inmunodominante, Merozoitos.

Introduccidn

La enfermedad parasitaria mas importante en las aves domésticas (Gallus gallus) en México y el mundo es la coccidiosis
aviar [1]. Esta enfermedad es particularmente problemdtica en la industria avicola debido a las condiciones intensivas bajo
las cuales las aves se crian. El método de control de mayor uso es la inclusién de fadrmacos anticoccidianos en el alimento,
sin embargo, se ha observado un surgimiento paulatino de cepas de Eimeria spp resistentes a los farmacos mas
comunmente utilizados, ademas al categorizar como antibiéticos a todos los ionéforos ha habido un incremento de
prohibicion en su uso [2]. Una alternativa de prevencion es el empleo de vacunas con ooquistes esporulados viables
salvajes y/o atenuados (12 gen.), sin embargo, estas vacunas presentan varias desventajas que limitan su uso extendido
en la produccién avicola [2]. Una alternativa de control novedosa para la prevencién y control de la coccidiosis aviar es el
desarrollo de vacunas obtenidas con base a ingenieria genética, las vacunas ADN y recombinantes subunitarias muestran
amplias perspectivas para su empleo en la avicultura comercial [3]. Sin embargo, se desconoce exactamente que
fracciones de las diferentes fases de vida del parasito son las mas inmunodominantes, conservadas e inmunoprotectoras
[3]. Para el desarrollo de este tipo de inmundgenos ADN y recombinante subunitarios es crucial identificar y seleccionar
los epitopos Ty B mas inmunodominantes e inmunoprotectores [3]. La fase inicial de infeccién de Eimeria a nivel intestinal
es el esporozoito (Sz), sin embargo, las fracciones mas inmunodominantes, conservadas e inmunoprotectoras de este aln
no se logran caracterizar, por lo cual, el desarrollo actual de una vacuna recombinante eficaz sigue considerandose un reto
cientifico [2]. Una estrategia de aproximacion es el uso de una vacuna de segunda generacion basada en Sz completos de
E. tenella [1], lo cual actualmente es factible realizar con base al uso de adyuvantes modernos formulados con
nanoparticulas y aceite vegetal, estos a diferencia de otros adyuvantes utilizados en el pasado permiten mantener en la
vacuna experimental al zoito asexual integro, su inmunizacién parenteral en aves SPF permitiria obtener anticuerpos IgY
séricos versus el Sz de E. tenella (Et) (primera fase de invasidn intracelular del parasito) los cuales vinculados in vivo a una
proteccion inmune eficaz pueden favorecer la identificacién de epitopos de células B que podrian emplearse
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potencialmente en vacunas recombinantes multiepitépicas quiméricas de tipo multivalente [2]. En el presente estudio se
evalua el grado de proteccion que induce una vacuna de esporozoitos completos de E. tenella ante un desafio severo con
una dosis controlada de sobresaturacidn. Adicionalmente los anticuerpos de las aves SPF inmunizadas con los esporozoitos
completos de E. tenella se emplearon para la identificacion de polipéptidos preponderantes en las dos fases zoito
asexuales de E. tenella de mayor relevancia durante la infeccidn a nivel del enterocito aviar.

Materiales y Métodos

La vacuna experimental para cada dosis individual fue formulada con 5.3 x 10° esporozoitos intactos e inactivados de E.
tenella (100 ug de esporozoitos) homogenizados con el adyuvante Montanide™ (IMS 1313 N VG PR) compuesto por
nanoparticulas y aceite vegetal (Vacuna: EtSz-IMS1313), la vacuna fue elaborada de acuerdo con lo descrito por Juarez-
Estrada et al [1]. Cuatros grupos de 10 pollitos SPF Leghorn White c/uno (dos réplicas por tratamiento, n=20) fueron
colocados en jaulas colocadas en bateria. El 1°" grupo fue el control No vacunado-No desafiado. El 22 grupo fue el
Vacunado-Desafiado, las aves se inyectaron por via subcutanea (SC) en el dorso posterior medio del cuello al dia de edad
con 1 mL /ave de la vacuna experimental EtSz-IMS1313, 10 dias después se reforzé con la misma dosis (1 mL) por la misma
via. Las aves del 3° grupo fueron inyectadas via SC con el adyuvante emulsionado en PBS estéril (1 mL) bajo el mismo
esquema de vacunacion aplicado al 22 grupo. Los pollitos del 42 grupo fueron el grupo control No vacunado-Desafiado,
las aves recibieron Unicamente una inyeccién SC de 1 mL de PBS estéril con el mismo esquema del 22 grupo. Al dia 21 de
edad cada ave del 22, 3% y 42 grupo fueron desafiados per os con una dosis de 3 x 10% ooquistes esporulados de E.
tenella/ave. Las aves del primer grupo solo recibieron agua destilada estéril via oral en esa misma fecha. Al dia 21 de edad
y 7 dias post-desafio (PC) todas las aves fueron pesadas individualmente. Al dia 28, las aves del primer grupo fueron
sacrificadas humanitariamente, a las aves desafiadas se les efectuo la eutanasia y se evaluaron las lesiones cecales de
acuerdo a la escala de Johnson & Reid (1970). Durante el periodo de prepatencia se registré la mortalidad diaria. Las
variables de proteccidon anticoccidiana se verificaron al término del periodo de prepatencia. El porcentaje de
supervivencia, la ganancia relativa porcentual de peso, la cantidad total de ooquistes eliminados en heces (OPGH) y la
severidad en la patologia de las lesiones en el tracto gastrointestinal se utilizaron como razén individual para generar el
indice de proteccion anticoccidiana (IAC) de acuerdo a lo descrito por McManus et al [4]. Se obtuvieron antigenos solubles
(Ag) de Sz y merozoitos (Mz) de segunda generacion de E. tenella de acuerdo a la metodologia descrita por Constantinoiu
et al [5,6]. La cinética de produccién de anticuerpos IgY contra los antigenos Sz y Mz 22 generacidn de E. tenella obtenidos
en los muestreos de las aves no vacunadas al dia 1, y de las aves vacunadas a los dias 14 y 28 de edad, se efectud con la
técnica indirecta de ELISA (n=8) [5]. Los antisueros se evaluaron en ensayos de Western blot (Wb) (n=2) para identificar
su inmunoreactividad especifica hacia Ag de Sz y Mz de 22 generacidn de E. tenella de acuerdo con lo descrito previamente
por Constantinoiu et al [6].

Resultados

Tabla 1. Viabilidad, ganancia de peso, grado de lesiones, eliminaciéon de ooquistes en heces en las aves desafiadas.

indice Anticoccidial

5 .
Gan. Rel. de Peso (%)Cal. Lesiones Elim. Oog. (x 10°) (media £ DE) (IAC)

Grupos Viabilidad (%)

(%) (Media * DE)
1¢"No Vac.-No Des. 100.02 100.0° 0.00 £0.00 ¢ 0.00£0.00°¢ 200
22 Vacunado 100.0° 94.8b 0.69+0.70°¢ 0.14+0.09° 187
3¢ Solo adyuvante 71.0° 23.0¢ 3.03+0.79° 3.93+0.362 18
42 No Vac.-Desaf, 76.9b -27.2¢ 3.80+0.25° 3.44+122° -28

abed Literal diferente en la misma columna indica diferencia estadistica entre grupos, ANDEVA, prueba post-hoc Tukey(P<0.05).

En la Tabla 1 se muestran los pardmetros de respuesta al desafio con una dosis de saturacion. Se observé un nivel de
proteccion eficaz de la vacuna de segunda generacién EtSz-IMS1313, con un IAC de 187, mientras que el grupo No
vacunado-Desafiado mostré un IAC extremadamente negativo (IAC -28), el grupo sefuelo (solo adyuvante) mostré un
valor de 18 del indice de proteccidn anticoccidial calculado (Tabla 1, Figura 1).
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Figura 1. indice de proteccién anticoccidial en aves vacunadas Figura 2. Respuesta de anticuerpos séricos al dia 14
con esporozoitos completos de E. tenella. y 28 de edad contra zoitos asexuales de E. tenella

de aves vacunadas con esporozoitos de E. tenella

La respuesta de anticuerpos séricos después de la vacunacion fue similar hacia ambos estadios zoitos asexuales de E.
tenella, se observd un pico a las 2 semanas post-vacunacion (PV) que 14 dias después se mantuvo en forma de meseta
(plateau) (Figura 2). En el reconocimiento antigénico de ambos sobrenadantes solubles de antigenos zoitos asexuales de
E. tenella se observaron dos polarizaciones de polipéptidos, el primer rango de polarizacién entre =82 y =125 kDa, y el
segundo entre =21y 27.5 kDa (Figura 3).

M Sz Mz M Sz Mz M Sz Mz M Sz Mz M Sz Mz
~180kDa _ =y

~130kDa s il
~ 100 KDa Wem—n g S Y S — t.H —
~70kDa W— P 1

~55 kDa

-
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~15 kDa i m
- © Sl © <
Figura 3. Fraccionamiento proteico en SDS-PAGE al 12% de esporozoitos (Sz) y merozoitos (Mz) (A), Western blot de suero

anti-Sz de E. tenella a los 14 dias PV (1:100) (B,C) (n=2), reconocimiento de suero anti-Sz de E. tenella a los 28 dias PV
(1:100) (D,E) (n=2). M es el marcador molecular estandar.

¥

Discusién

En investigaciones previas se ha reportado que algunos parasitos muertos utilizados como inmundégenos y administrados
como vacunas por diferentes vias no logran inducir suficiente inmunidad protectora [1]. No obstante, se han realizado
numerosos estudios utilizando proteinas solubles del esporozoito de E. tenella como inmundgenos, este tipo de reactivos
han generado Unicamente protecciones parciales (30% -70%) frente a infecciones experimentales con dosis de desafio no
siempre estandarizadas de forma analoga a la estandarizacién de la dosis empleada en el presente estudio. La vacuna
experimental EtSz-IMS1313 mostré una excelente proteccion en la prueba de desafio, fue mayor (94% proteccién IAC) a
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la observada en los grupos controles desafiados (Adyuvante y No vacunado-Desafiado). La diferencia en efectividad de la
vacunacion usando como inmundégenos proteinas solubles de E. tenella (estudios previos) o el esporozoito intacto (estudio
actual) es dificil de interpretar, ya que, hasta donde se conoce, no existen informes previos sobre el uso de esporozoitos
inactivados completos como vacuna en pruebas de desafio homdlogo [1]. Hasta la fecha, se han descrito muy pocas
vacunas que utilicen esporozoitos completos de E. tenella [1]. El uso de esporozoitos vivos como vacuna no ha mostrado
mayores avances hasta hoy en dia debido principalmente a las dificultades técnicas, lo laborioso de su fabricacidn y el alto
costo del procedimiento, lo cual ha limitado la comercializaciéon de este tipo de vacunas de segunda generacién en la
industria avicola (CoxAbic®) [2]. Aunque los pollitos expuestos a una infeccidon natural prolongada también llegan a
desarrollar anticuerpos vs antigenos tipo B protectores, la vacunacion de pollitos jovenes con una dosis SC de EtSz-
IMS1313 podria limitar una respuesta rapida y significativa de anticuerpos a nivel de la mucosa, respuesta que per se sea
suficiente para neutralizar la infeccidn in situ. Posiblemente la proteccién inmunoldgica observada aqui podria derivar de
otro mecanismo efector inmune, quiza uno mediado por células (e.g. LT CD8+). Se requieren efectuar estudios adicionales
para determinar si uno o mas componentes celulares de la mucosa intestinal podrian estar involucrados en la proteccién
observada en el grupo vacunado. Los anticuerpos producidos en las aves SPF inmunizadas con esporozoitos completos de
E. tenella reaccionaron de manera similar a ambos antigenos zoitos asexuales de E. tenella, aun cuando la vacuna estaba
dirigida a solo uno de ellos (Sz), es evidente que existen reacciones cruzadas entre ambas etapas del parasito lo que implica
la presencia de los mismos antigenos en ambos zoitos, lo cual sugiere que la mayoria de los antigenos reconocidos son
comunes a ambos ciclos de vida del parasito [1]. El incremento de anticuerpos contra ambas etapas de vida fue bastante
similar en magnitud, lo que respalda aun mas el argumento de que las dos etapas invasivas comparten los mismos
antigenos. Los anticuerpos de las aves SPF mostraron un nivel mas alto de unidades O.D. inmediatamente después de la
primera inmunizacion, lo que ayuda a explicar los resultados exitosos obtenidos en la prueba de vacunacion/desafio. El
analisis WB permitié identificar algunas diferencias antigénicas entre Sz y Mz de 22 generacidn, aunque de acuerdo al Wb
de la figura 3 la mayor parte de los antigenos parecen ser comunes entre ambos zoitos. Se ha descrito que una buena
proporciéon de estas proteinas tienen funciones criticas en las interacciones huésped-parasito [3]. Dado que la
compartimentacion de los antigenos-patégeno es un factor importante en su accesibilidad al complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) del huésped, las proteinas identificadas en los parasitos Apicomplexa regularmente se
clasifican en proteinas secretoras, proteinas de superficie y proteinas internas [2,6]. En el presente estudio la polarizacion
de polipéptidos de mayor peso indica una alta reactogenicidad de las proteinas descritas como micronemas, mientras que
la polarizacidn hacia polipéptidos de menor peso indica la presencia de antigenos de superficie de tipo GPI-I SAG [1]. Las
proteinas y antigenos de superficie de E. tenella secretados por el Sz desempefian un papel critico en la interaccidon
huésped-parasito, esto implica la formacion del complejo-movil-de-uniéon de membrana (MJ). Por lo cual, estas proteinas
interactivas se deben considerar como candidatas putativas potenciales en vacunas de tipo recombinante poliepitdpicas
quimeras basandonos en la estrategia de cortar la via de invasion desde el inicio de la infeccién con la finalidad de
interrumpirla [3]. La adecuada identificacion y éxito en las pruebas de vacunacion/desafio utilizando las secuencias
genéticas de proteinas derivadas del Sz son un paso crucial para el desarrollo de vacunas recombinantes eficaces.

Conclusion

Una vacuna de esporozoitos completos inactivados de E. tenella adyuvados en nanoparticulas y aceite vegetal
administrada via parenteral protege a las aves eficazmente contra una infeccion experimental con una dosis de
sobresaturacion.

Perspectiva

El andlisis de la respuesta inmune protectora de una vacuna de esporozoitos completos de E. tenella contribuye a la
identificacion y evaluacién de epitopos B que pueden auxiliar en el disefio de vacunas recombinantes efectivas
desarrolladas por medio de ingenieria genética.
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Resumen

El presente estudio evalué el efecto de la adicion de un probidtico basado en Bacillus spp. sobre el desempeiio productivo
y la pigmentacion cutanea en pollos de engorda sometidos a un desafio coccidiano no controlado. La coccidiosis causada
por Eimeria spp. constituye una de las principales causas de dafio entérico subclinico en sistemas intensivos de produccion
avicola, comprometiendo la integridad intestinal y reduciendo la eficiencia de absorcién de nutrientes y pigmentos
dietarios, con impacto negativo en la ganancia de peso y la coloracion de la piel. En este contexto, la pigmentacion cutdnea
no solo representa un atributo de calidad del producto final, sino también un indicador indirecto del estado funcional del
epitelio intestinal.

Durante el periodo experimental, las aves que recibieron el probidtico presentaron un mayor peso vivo final (3,201 g) en
comparacion con el grupo control (3,147 g), lo que representd una diferencia de 54 g a favor del tratamiento. Asimismo,
se observé una mayor ganancia diaria de peso (+1.15 g/dia), una mejora en la conversion alimenticia (1.58 vs. 1.63; -0.05
unidades) y una menor mortalidad acumulada (4.2 % vs. 5.1 %), equivalente a una reduccidn del 0.87 %. Estas mejoras
productivas se reflejaron en una mayor produccion por area, con 51.12 kg/m? en el grupo probidtico frente a 50.3 kg/m?
en el control (+0.82 kg/m?).

Adicionalmente, la evaluacion de la pigmentacidn cutdnea mediante analisis colorimétrico mostré una tendencia
consistente a valores superiores en el grupo tratado, con incrementos de 2 a 3 unidades delta a lo largo del ciclo
productivo, incluso bajo condiciones de desafio entérico. Estos resultados sugieren que la suplementaciéon con Bacillus
spp. contribuyé a preservar la funcionalidad intestinal, facilitando la absorcidon de xantofilas y nutrientes, y permitiendo a
las aves mantener un desempefio productivo y una pigmentacion adecuada pese a un entorno sanitario adverso.

En conjunto, los hallazgos de este estudio indican que el uso de probidticos basados en Bacillus spp. puede representar
una herramienta eficaz para mitigar los efectos negativos del desafio coccidiano sobre la salud intestinal, el desempefio
zootécnico y la calidad del producto final en pollos de engorda.

Palabras Clave: Coccidia, calidad de canal, salud intestinal, enteritis, microbiota intestinal

Abstract

The present study evaluated the effect of supplementation with a Bacillus spp.—based probiotic on productive
performance and skin pigmentation in broiler chickens subjected to an uncontrolled coccidial challenge. Coccidiosis
caused by Eimeria spp. is one of the main causes of subclinical enteric damage in intensive poultry production systems,
compromising intestinal integrity and reducing the efficiency of nutrient and dietary pigment absorption, with a negative
impact on body weight gain and skin coloration. In this context, skin pigmentation represents not only a quality attribute
of the final product but also an indirect indicator of the functional status of the intestinal epithelium.

During the experimental period, birds receiving the probiotic exhibited a higher final live body weight (3,201 g) compared
with the control group (3,147 g), representing a difference of 54 g in favor of the treatment. In addition, higher average
daily gain (+1.15 g/day), improved feed conversion ratio (1.58 vs. 1.63; —0.05 units), and lower cumulative mortality (4.2%
vs. 5.1%), equivalent to a reduction of 0.87%, were observed. These productive improvements were reflected in greater
production per unit area, with 51.12 kg/m? in the probiotic group compared with 50.3 kg/m? in the control (+0.82 kg/m?).
Furthermore, skin pigmentation assessed by colorimetric analysis showed a consistent trend toward higher values in the
treated group, with increases of 2 to 3 delta units throughout the production cycle, even under enteric challenge
conditions. These results suggest that supplementation with Bacillus spp. contributed to preserving intestinal
functionality, facilitating the absorption of xanthophylls and nutrients, and allowing birds to maintain productive
performance and adequate pigmentation despite an adverse sanitary environment.
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Overall, the findings of this study indicate that the use of Bacillus spp.—based probiotics may represent an effective
strategy to mitigate the negative effects of coccidial challenge on intestinal health, productive performance, and final
product quality in broiler chickens.

Key Words: Coccidia, carcass quality, intestinal health, enteritis, intestinal microbiota

Introduccidn

La produccién avicola moderna enfrenta un desafio estructural, satisfacer la creciente demanda global de proteina animal
bajo esquemas cada vez mas restrictivos en el uso de antibidticos. De acuerdo con las proyecciones de las Naciones Unidas,
habra mas de 9 mil millones de personas en el planeta para el afio 2050, acompafiado de un aumento de 26% en el
consumo per capita de carne, dominado principalmente por el pollo (FAO, 2010; OECD-FAO, 2010) (Ritzi, M. M., et al,
(2016).

). Sin embargo, la reduccién en el uso de antibidticos y anticoccidiales ha evidenciado la importancia de consolidar
estrategias integrales preventivas que sostengan la integridad intestinal y la estabilidad del ecosistema entérico frente a
patdgenos. Bajo estas condiciones, los desafios entéricos adquieren mayor relevancia productiva, destacando entre ellos
la coccidiosis como uno de los principales efectores negativos de la industria. Esta enfermedad es causada por protozoarios
del género Eimeria que colonizan y destruyen el epitelio intestinal, generando un dafo profundo en la fisiologia digestiva.
Se ha estimado que la coccidiosis aviar estd asociada con aproximadamente USD 14.5 mil millones de pérdidas econdmicas
a nivel mundial, incluidas las pérdidas de produccidn, prevencién y tratamiento Blake, D. P., et al, (2020).. La infeccién por
Eimeria spp. puede manifestarse de forma aguda, con signologia clinica evidente y consecuencias inmediatas sobre la
salud del ave. No obstante, la forma subclinica de la enfermedad representa el principal reto productivo, ya que su curso
sostenido y frecuentemente inadvertido induce un dafo progresivo sobre las células epiteliales intestinales. Este deterioro
continuo se traduce en pérdidas acumulativas de productividad, reduccidn en la ganancia de peso y una disminucién en
la capacidad del ave para expresar plenamente su potencial genético Blake, D. P., et al, (2020)..

Desde una perspectiva funcional, el dafio epitelial provocado por Eimeria spp. afecta de manera directa los procesos de
digestion y absorcidn de lipidos, esenciales para la incorporacion de pigmentos carotenoides de la dieta. En particular, la
alteracion de las vellosidades intestinales y de los enterocitos compromete la absorcion de xantofilas, lo que se refleja en
una menor deposicién de pigmentos en piel y tejidos periféricos, aun cuando el aporte dietario sea adecuado. Este
fendmeno convierte a la pérdida de pigmentacion cutanea en un indicador sensible de disfuncion intestinal subclinica,
Abdel-Rahman, M. A., & Kim, I. H. (2020).

Adicionalmente, la lesidn epitelial altera la integridad de la barrera intestinal, incrementando la permeabilidad y
favoreciendo la entrada de patdgenos secundarios, lo que exacerba la inflamacidn local y profundiza la ineficiencia en la
utilizacidn de nutrientes. En conjunto, estos procesos amplifican el impacto productivo de la coccidiosis subclinica,
consolidandola como una de las principales causas de pérdida silenciosa de desempefio y calidad en el pollo de engorda.
Desde una perspectiva fisioldgica, el intestino del pollo es un ecosistema altamente especializado donde la microbiota
juega un papel central en la nutricidn, inmunidad y herramienta frente a enfermedades. Esta microbiota forma una
relacién simbidtica con el intestino del pollo, que es esencial para la salud y la produccién avicola Oakley, B. B., & Kogut,
M. H. (2016).
La disrupcién de este ecosistema por Eimeria compromete la funcion de barrera.

Bajo este escenario y la busqueda de estrategias no antibioticas, los probidticos emergen como una herramienta
estratégica para restaurar la homeostasis intestinal. La FAO y la OMS definen a los probidticos como “microorganismos
vivos no patdgenos, que cuando se administran en cantidad adecuada confieren beneficios para la salud del huésped”
Blake, D. P., et al, (2020).. Entre ellos, los probidticos basados en Bacillus han adquirido un interés particular en produccion
avicola debido a su estabilidad tecnoldgica y funcional.

Desde el punto de vista funcional, multiples estudios han demostrado que los microrganismos a base de Bacillus protegen
directamente la integridad intestinal, mejorando asi el rendimiento productivo. Los probidticos a base de bacillus no
actian como un agente anticoccidial directo, sino como un modulador del ecosistema intestinal, capaz de mitigar las
consecuencias fisiopatoldgicas del desafio coccidiano. Se ha reportado que su suplementacién “altera de manera benéfica
la microbiota gastrointestinal, reduciendo la colonizacidn por Escherichia coliy Clostridium perfringens, y ejerce un efecto
protector frente a la coccidiosis” Ritzi, M. M., et al, (2016).
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Estos efectos se explican por multiples mecanismos de accidn: “competencia por sitios de adhesién, produccién de acidos
organicos, produccién de compuestos antimicrobianos, modulacidn del sistema inmunolégico, mejora en la actividad de
las enzimas digestivas 'y  competencia por nutrientes” Hong, H. A, et al, 2005).
En conjunto, estos mecanismos contribuyen a preservar la integridad del epitelio intestinal, limitar la inflamacién inducida
por Eimeria spp. y favorecer la absorcién eficiente de nutrientes y pigmentos dietarios, lo que posiciona a los probiéticos
de Bacillus como una intervencién integral que actua simultdaneamente sobre microbiota, inmunidad y funcién epitelial.
En sintesis, la evidencia disponible respalda el concepto de que el uso estratégico de probidticos basados en Bacillus
subtilis puede transformar el intestino del pollo de engorda de un érgano altamente vulnerable bajo desafio coccidial a
un sistema mas resiliente, funcional y productivo. Por ello, el presente estudio se enfoca en evaluar el impacto de un
probidtico basado en Bacillus sobre la integridad intestinal, la respuesta pigmentaria y el desempefio productivo de pollos
de engorda sometidos a infeccidn por Eimeria spp.

Objetivo
Evalua el efecto de la suplementacién de un probidtico a base de Bacillus spp. sobre el desempefio productivo y la
pigmentacion cutanea en pollos de engorda.

Materiales y Métodos

Se utilizaron un total de 178,206 pollos de engorda Ross 308, machos y hembras, desde el dia de la eclosién hasta los 49
dias de edad. Las aves fueron alojadas en casetas de ambiente controlado y distribuidas de manera aleatoria,
diferenciando machos y hembras, en dos tratamientos experimentales: un grupo control y un grupo suplementado con
un probidtico a base de Bacillus spp.

El Tratamiento 1 (Control) estuvo conformado por tres casetas, mientras que el Tratamiento 2 (Probidtico) incluyé cuatro
casetas; en ambos tratamientos, cada caseta se subdividid internamente para alojar machos y hembras por separado.
Durante todo el periodo experimental, las aves tuvieron acceso ad libitum a agua y alimento. El consumo de alimento se
registré de forma diaria. Todas las aves fueron alimentadas con una dieta isonutritiva y balanceada, formulada a base de
maiz y pasta de soya, y ajustada a los requerimientos nutricionales correspondientes a cada fase productiva.

El programa preventivo de salud se mantuvo de acuerdo con los protocolos rutinarios establecidos por la empresa, sin
modificaciones durante el estudio.

Desde el dia de llegada y posteriormente de manera semanal, se selecciond una muestra representativa de aves por
caseta, las cuales fueron pesadas individualmente. A partir de estos registros se calcularon los pardmetros productivos de
peso corporal, ganancia de peso, Kg por m* consumo de alimento (CA) y conversién alimenticia, mortalidad, rastreo de
pigmento diario y deteccidn y cuantificacién diferencial de Eimeria spp.

Resultados
» Cuadro 1. Peso Por Sexo
SEMAMNA 0 1 2 3 4 5 i 7
MACHO PROBIOTICO | 41.7 1917 503.0 1041.2 1619.0 2081.5 2869.9 3356.3
MACHO CONTROL 42,5 192.5 48B.6 975.0 14384 20355 27275 33418

HEMBRA PROBIOTICO | 43.0 187.0 461.8 8599 1232.6 1823.0 2365.3
HEMBRA CONTROL 44.0 197.6 479.0 9372 124632 17550 23750

> Cuadro 2. Peso tratamiento
SEMANA 0 1 2 3 4 g 6 7

CONTROL 43.0 154.2 4854 962.4 13743 195532 2610.0 3147.0
PROBIOTICO 42,0 150.5 45%2.7 959595 15224 20165 27437 32011
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» Cuadro 3. Uniformidad
SEMANA 1 2 3 4 5 7] 7

CONTROL £.82 615 71 74 8.01 11.88
PROBIOTICO 5.28 518 7.3 522 5.6 522 591

» Cuadro 4. Ganancia diaria de peso por caseta
SEMANA 1 2 3 4 5 ] 7 GDP TOTAL

C1(PROBIOTICO) | 22.55 47.27 80.51 85.96 58.66 122.65 56.79 69.91
C2 (PROBIOTICO) | 20.82 4557 76.57 82.76 6£2.69 116.23 73.54 70.47
C3(PROBIOTICO) | 19.34 4049 56.87 53.24 84.35 77.48 5287 56.68
C4 (PROBIOTICO) | 19.46 42,57 73.05 7894 76.84 99.00 78.16 68.97
C5 (CONTROL) 21534 3945 066.22 4414 81.10 8b6.86 7573 61.22
C7 (CONTROL) 21.71 4146 6526 6529 951.57 106.71 79.54 659.4%
C10 CONTROL) 21.15 4314 73.71 o67.10 73.33 100.29

» Cuadro 5. Ganancia diaria de peso por tratamiento

SEMANA 1 2 3 4 5 b 7 GDP TOTAL
PROBIOTICO | 20.5 44.0 71.8 752 70.6 103.8 £5.3 66.51
CONTROL 216 413 684 588 B0 980 776 65.36

> Cuadro 6. Kg por m? promedio tratamiento
Probidtico 51.125

Control 50.3

» Cuadro 7. Kg por m? promedio sexo

PROBIOTICO 51.27 50.7
CONTROL 50.2 50.2

» Cuadro 8. Consumo de alimento semanal acumulado
SEMANMA | Casetal Caseta2 Caseta3 Casetad Casetad Caseta? CasetalO
174.83 172.10 185.608 175.46 187.45 178.77 182.55
364.93 371.16 336.600 380.81 348.25 375.51 373.82
£633.21 0622.74 522.61 624.02 507.80 018.99 622.45
746.72 724,35 082.37 703.80 670.17 711.97 763.08
1138.84 1102.35 S07.68 1119.11 530.41 111432 1085.35
874.50 537.60 1006.28 S541.31 1068.57 834.35 859.42
7 1199.83 1176.62 1098.93 1127.85% 14159.07 1240.2% 1176.29
TOTAL | 513292 5107.16 474041 513646 5132.12 5074.24 5104.95

=0T B T S ]
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> Cuadro 9. Consumo de alimento semanal acumulado sexo/tratamiento
PROBIOTICO | 5125.52 4740.41
CONTROL 2089.62 2132.12
DIFERENCIA +35.50 -391.71

> Cuadro 10. Conversidn alimenticia
SEMANA 1 2 3 4 5 i} Fi

PROBIOTICO | 0.96 1.10 1.15 1.24 1.46 1.42 1.58
CONTROL 054 114 118 1.35 148 1.46 1.63

» Cuadro 11. % de Mortalidad por caseta
Probidtico (Caseta 1-4), control (Caseta 5,7,10)
SEMANA 1 2 3 4 5 i 7

c1 1.12 163 255 3.4 389 4.29 496
c2 0595 147 2.3 3.1 355 3.97 4.65
c3 1.32 186 2.28 2681 28 3.04 34
c4 077 134 201 246 273 341 354
5 0.88 1.45 261 3.28 3.62 3.93 416
c7 117 1.3 255 3.1% 371 428 5.23
c10 1.04 1.8 257 3.28 3.8 438 5593

» Cuadro 12. % de Mortalidad por tratamiento
SEMANA 1 2 3 4 5 i] 7

PROBIOTICO | 1.0 1.6 2.3 25 3.2 3.7 4.2
CONTROL 10 17 28 3.3 37 42 51

Diferencia promedio de mortalidad de 0.87% lo cual para el numero total de aves evaluadas (178,206) representaria 1,549
pollos mas

» Grafico 1. Mediciones de pigmento continuas:

16.00
13.36
14.00 12.88 12.00 12.77 12.16 12.49 12.60 12.85
. . 77
12.00 11.46 11,02 11.10 10.07 1130
10.00 ) g7y 911
10.55
8.00
6.43 9.11
6.00 6.60 A edadlde EYAY
38 dias se
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> Cuadro 13. Deteccion y cuantificacion de Ooquistes de Eimeria Spp.

Fecal 22y 23 28y 29 | 35y 36dias

general dias dias

Probidtico 3 300 21 000 15 350

Control 50 3700 500

Fecal E. 22y23 28y 25 | 35y 36dias

acervuling dias dias

Probidtico 1 800 1200 50

Control 50

Fecal E 22y23 28y 25 | 35y3b6dias

maxima dias dias

Probidtico 1100 5400 3 300

Control 1100 200
Conclusion

El desarrollo del presente estudio se llevd a cabo bajo condiciones ambientales caracterizadas por altos niveles de
humedad, las cuales favorecieron la presentacion de un desafio coccidiano no controlado a lo largo del ciclo productivo.
Esta situacién quedd evidenciada mediante el conteo de ooquistes, donde el grupo suplementado con el probidtico
basado en Bacillus spp. presentd una mayor presién del desafio parasitario en comparacion con el grupo control.
Asimismo, no puede descartarse una interaccion sinérgica entre Eimeria spp. y patégenos entéricos oportunistas, como
Clostridium spp., condicién ampliamente documentada en escenarios de disbhiosis intestinal y dano epitelial.

A pesar de enfrentar un desafio entérico mas severo, las aves del grupo tratado demostraron una mayor capacidad para
solventar las alteraciones fisiopatolégicas asociadas, manteniendo e incluso mejorando los parametros productivos
evaluados respecto al grupo control. Estos resultados sugieren que la suplementacién con el probidtico contribuyd a
preservar la integridad intestinal, modular el ecosistema microbiano y optimizar la eficiencia en la digestién y absorcidon
de nutrientes, aun bajo condiciones adversas.

En conjunto, los hallazgos del presente estudio indican que el soporte a la salud intestinal mediante probidticos basados
en Bacillus spp. puede desempefiar un papel clave en la resiliencia productiva del pollo de engorda frente a desafios
entéricos complejos, permitiendo sostener el desempefio zootécnico en escenarios de alta presién ambiental y sanitaria,
como aquellos asociados a la coccidiosis subclinica.

Discusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio son consistentes con los reportados por otros grupos de investigacion
gue han evaluado el uso de probidticos basados en Bacillus spp. en pollos de engorda, particularmente bajo condiciones
de desafio entérico. Diversos estudios han documentado incrementos en peso corporal final, mejora en la ganancia diaria
y reduccién en la conversion alimenticia en aves suplementadas con Bacillus subtilis, en comparacién con grupos control,
aun en escenarios de presion sanitaria moderada a alta (Jeong y Kim, 2014; Jayaraman et al., 2017; Park et al., 2020).

De manera similar a lo observado en este ensayo, investigaciones que incorporaron Bacillus spp. en sistemas comerciales
o semi-comerciales han reportado mejor uniformidad de lote y menor mortalidad, sugiriendo una mayor resiliencia
fisiologica frente a desafios ambientales y entéricos (Zhang et al., 2012; Lee et al., 2019). En modelos de desafio coccidiano
natural o inducido, se ha descrito que la suplementacidn con Bacillus permite atenuar las pérdidas productivas asociadas
a Eimeria spp., aun cuando la carga parasitaria no se reduzca de forma directa, lo cual coincide con la mayor presion de
desafio observada en el grupo tratado en el presente estudio (Giannenas et al., 2014; Ritzi et al., 2016).

En cuanto a la eficiencia productiva, meta-analisis recientes han confirmado que los probidticos basados en Bacillus
generan mejoras modestas pero consistentes en conversién alimenticia y ganancia de peso, con variabilidad dependiente
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de la cepa, dosis y condiciones de manejo (Abd El-Hack et al., 2020). Esta variabilidad también ha sido reportada por otros
autores, quienes no siempre encuentran diferencias significativas en todos los pardmetros, especialmente en condiciones
de bajo desafio sanitario (Latorre et al., 2015), lo que refuerza la importancia del contexto productivo.

Respecto a la pigmentacion cutdnea, aunque la literatura es mads limitada, estudios previos han sefialado mejoras
indirectas en parametros relacionados con la absorcion de nutrientes liposolubles y calidad de canal en aves
suplementadas con probiédticos, particularmente bajo condiciones de dafio intestinal subclinico (Mountzouris et al., 2010;
Giannenas et al., 2016). Estos hallazgos son concordantes con las mejores mediciones de pigmentos observadas a lo largo
del ciclo productivo en el grupo tratado.

En conjunto, los resultados del presente estudio se alinean con la evidencia disponible que indica que la suplementacion
con Bacillus spp. puede contribuir a sostener el desempefio productivo y la calidad del ave bajo desafios entéricos
complejos, aun cuando la presion sanitaria sea elevada, reforzando su papel como herramienta de soporte a la salud
intestinal en sistemas de produccion intensivos.
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Resumen

La modulacién de la microbiota intestinal es un factor clave para mejorar la salud intestinal y el desempefio productivo en
pollos de engorde. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la suplementaciéon con compuestos derivados de la
levadura en condiciones comerciales. Se utilizaron 438.700 pollos de engorde, distribuidos en un grupo control y un grupo
suplementado (500 g/ton), evaluandose mortalidad, peso final, conversion alimenticia y microbiota intestinal mediante
secuenciacion del ARNr 16S. La suplementacidn redujo la mortalidad y mejoré el peso final y la conversidn alimenticia,
efectos asociados a un aumento de la diversidad microbiana y a un mayor indice de Robustez. Se concluye que la mejora
del desempefio productivo estuvo asociada a cambios favorables en la microbiota intestinal promovidos por los
compuestos derivados de la levadura

Palabras clave: Antibidticos; Biomarcadores; Inteligencia artificial; Levadura; Produccién avicola; Salud intestinal

Introduccién

La intensificacion de la produccién avicola ha permitido avances significativos en eficiencia productiva; sin embargo,
también ha incrementado los desafios relacionados con la salud intestinal, el manejo del estrés y el control de
enfermedades entéricas [1]. El intestino de las aves no solo cumple funciones digestivas, sino que representa un érgano
clave para la inmunidad y el metabolismo, estando estrechamente relacionado con el desempefio productivo y la
supervivencia de los animales [2].

La microbiota intestinal desempefa un papel central en la digestién de nutrientes, la exclusion competitiva de patdgenos,
la modulacion del sistema inmune y la produccién de metabolitos beneficiosos, como los acidos grasos de cadena corta
[3; 4]. Alteraciones en el equilibrio de esta comunidad microbiana pueden conducir a estados de disbiosis, asociados con
menor eficiencia alimenticia, mayor susceptibilidad a enfermedades y aumento de la mortalidad [5].

En los ultimos afios, la restriccion en el uso de antibidticos promotores de crecimiento ha impulsado la busqueda de
alternativas nutricionales capaces de mantener la salud intestinal de forma sostenible [6]. En este escenario, los
compuestos derivados de la levadura han ganado relevancia por su capacidad de interactuar selectivamente con la
microbiota intestinal. Estas fracciones bioactivas, obtenidas a partir de procesos controlados de fermentacion, incluyen
componentes posbidticos y moléculas funcionales que pueden influir positivamente en la composicidn y funcionalidad del
ecosistema intestinal.

A diferencia de estrategias convencionales, el uso de compuestos derivados de la levadura permite una modulacion mas
precisa de la microbiota, favoreciendo el establecimiento de un estado de eubiosis caracterizado por mayor diversidad
microbiana, estabilidad y resiliencia frente a desafios sanitarios [7; 8]. En este contexto, el presente estudio tuvo como
objetivo evaluar el impacto de la suplementacién con compuestos derivados de la levadura sobre el desempefio
productivo y la microbiota intestinal de pollos de engorde criados en condiciones comerciales.

Materiales y Métodos

El estudio se desarrollé bajo condiciones comerciales de produccién avicola en Europa Central, utilizando un total de
438.700 pollos de engorde de lote mixto (machos y hembras), alojados en galpones comerciales convencionales. El
periodo experimental comprendié desde el primer dia de vida hasta los 42 dias de edad, siguiendo las practicas de manejo,
bioseguridad y bienestar animal habituales de la granja evaluada.

Las aves fueron distribuidas en dos tratamientos experimentales: (i) grupo control, alimentado exclusivamente con una
dieta comercial estandar formulada para cubrir los requerimientos nutricionales de la linea genética utilizada, sin
suplementacion adicional; y (ii) grupo suplementado, que recibié la misma dieta comercial estandar, con la inclusion de
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compuestos derivados de la levadura a una dosis de 500 g por tonelada de alimento, incorporados “on top” en la
formulacion. Cada tratamiento estuvo compuesto por dos galpones, totalizando 219.600 aves en el grupo control y
219.100 aves en el grupo suplementado.

Las dietas fueron suministradas ad libitum durante todo el periodo experimental, y el programa de alimentacion siguié las
fases habituales de inicio, crecimiento y finalizacién, de acuerdo con las practicas de la granja. No se realizaron
modificaciones en el manejo, densidad de alojamiento ni en los programas sanitarios entre los tratamientos, con el fin de
aislar el efecto de la suplementacién nutricional.

Los pardametros zootécnicos evaluados incluyeron la mortalidad acumulada (%), el peso final promedio de las aves (kg) al
final del ciclo productivo y la conversidn alimenticia. La mortalidad fue registrada diariamente y expresada como
porcentaje acumulado al final del periodo experimental. El peso final se obtuvo a partir de los registros productivos de la
granja, y la conversién alimenticia fue calculada como la relacién entre el consumo total de alimento y el peso vivo
producido.

Para la evaluacion de la microbiota intestinal, a los 21 dias de edad se seleccionaron aleatoriamente seis aves
representativas por tratamiento. Esta muestra se consideré representativa del ambiente microbiolégico de cada galpdn,
ya que la microbiota refleja principalmente las condiciones sanitarias y de manejo del sistema, y no Unicamente el nimero
total de aves alojadas. Por ello, se adoptd un muestreo mas restringido, independiente del tamafo del lote, siguiendo
criterios habituales en estudios de caracterizacidn microbiana. Las muestras bioldgicas se recolectaron mediante hisopado
cloacal, utilizando material estéril, y fueron acondicionadas y enviadas a laboratorio especializado para su analisis
microbioldégico. La caracterizacién de la microbiota se realizé mediante secuenciacién del gen ARNr 16S, permitiendo la
identificacion taxondmica de los géneros bacterianos presentes en cada tratamiento.

Los datos de secuenciacion fueron procesados e interpretados mediante una plataforma de inteligencia artificial SAPIENS®
gue integra grandes volimenes de informacion de microbioma y parametros productivos. A partir de este analisis, se
determinaron indicadores de diversidad (numero de géneros diferentes dentro de cada tratamiento), riqueza microbiana
(nimero total de géneros identificados), asi como la identificaciéon y cuantificacion de biomarcadores microbianos
positivos y negativos. Adicionalmente, se calculd el indice de Robustez Microbiana, el cual se determina considerando la
diversidad microbiana observada y el nimero de biomarcadores microbianos negativos identificados por la plataforma.
Estos biomarcadores presentan distintos grados de importancia, asignandose un factor de ponderacion (“peso”), de
manera que la presencia y abundancia de determinados microorganismos puede resultar mas perjudicial que la de otros.

Resultados

La suplementacién con compuestos derivados de la levadura promoviéd mejoras consistentes en los pardmetros
productivos de los pollos de engorde, incluso bajo un escenario de alto desempefio inicial del grupo control. La mortalidad
acumulada (Grafico 1) fue ligeramente menor en el grupo suplementado (4,17 %) en comparacién con el control (4,21 %).
Aunque la diferencia porcentual fue leve, en este escenario representé aproximadamente 176 aves adicionales
mantenidas en el bandada, demostrando un impacto productivo significativo a escala comercial.

Grafico 1. Mortalidad (%) de las aves durante el periodo de evaluacién con o sin suplementacién de compuestos derivados
de la levadura
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El peso final promedio (Grafico 2) de las aves suplementadas fue de 2,89 kg, frente a 2,85 kg del grupo control, lo que
corresponde a un incremento de 40 g por ave. Cuando este aumento se proyecta al total del lote, equivale al rendimiento
adicional de mas de 6.000 pollos, destacando la importancia de pequeias mejoras individuales en sistemas de produccion
intensivos.

Grafico 2. Peso final (kg) de los pollos de engorde con o sin suplementacion de compuestos derivados de la levadura.
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Asimismo, la conversidn alimenticia (Grafico 3) fue mejor en el grupo suplementado (1,575) respecto al control (1,580), lo
gue se tradujo en un ahorro estimado de 2.193,5 kg de alimento durante el ciclo productivo.

Grafico 3. Conversion alimenticia de los pollos de engorde con o sin suplementacion de compuestos derivados de la
levadura
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Estas mejoras en el desempefo zootécnico se asociaron estrechamente con cambios en la microbiota intestinal. El analisis
microbioldgico revelé un aumento relevante en la diversidad bacteriana en el grupo suplementado, con la identificacion
de 445 géneros frente a 240 en el grupo control, lo que representa un incremento aproximado del 85 %. Este efecto se
evidencio claramente tanto mediante el analisis visual de las nubes de palabras (Figura 1) como a través de los datos
cuantitativos de diversidad y riqueza (Tabla 1).
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Figura 1 - Nubes de palabras que representan la microbiota de los grupos con o sin suplementacion de compuestos
derivados de la levadura
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Tabla 1. Diversidad y riqueza de la microbiota de los grupos con o sin suplementaciéon de compuestos derivados de la
levadura

Compuestos derivados

Control e la levadura
Riqueza* 17309 17402
Diversidad*®* 240 445

— O 3 = . .
* Bl numers total de geéneros baciernanas en lo microbioio;
= Cuanics géneros diferentes se encueniran en un mismeo frofamiento.

De forma complementaria, dado que el aumento de la diversidad microbiana por si solo no siempre es informativo, el
indice de Robustez Microbiana (Figura 2) adquiere mayor relevancia. El grupo suplementado presenté un valor superior
(7,07) en comparacién con el control (4,02), indicando una transicién hacia un estado de eubiosis intestinal. Este indice
integra la presencia y abundancia de biomarcadores negativos, haciendo la evaluacién de la microbiota mas tangible y
funcional.

PEOR MEJOR

Amarillo y naranja4 a é
Microbiota en riesgo

Figura 2. indice de robustez de los grupos con o sin suplementacién de compuestos derivados de la levadura

Discusién y conclusiones

Los resultados indican que los beneficios observados en el desempefio productivo de los pollos de engorde estuvieron
asociados a una modulacién positiva de la microbiota intestinal promovida por la suplementacién con compuestos
derivados de la levadura. Aunque las diferencias en los pardmetros zootécnicos puedan considerarse moderadas desde
un punto de vista numérico, su impacto adquiere gran relevancia en sistemas de produccién a gran escala comercial y
refleja cambios fisioldgicos significativos a nivel intestinal.

La mejora en la mortalidad, el peso final y la conversion alimenticia puede explicarse, en gran medida, por la modulacién
positiva de la microbiota intestinal. El aumento significativo en la diversidad bacteriana y el mayor indice de Robustez
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Microbiana observados en el grupo suplementado son consistentes con un perfil compatible con eubiosis intestinal,
caracterizado por una comunidad microbiana mds estable, funcional y resiliente. Este equilibrio microbiano favorece una
digestion mas eficiente de los nutrientes y reduce la incidencia de alteraciones entéricas subclinicas que, aunque no
siempre se manifiestan clinicamente, afectan negativamente el desempefio productivo.

Adicionalmente, la mayor abundancia relativa de biomarcadores microbianos positivos, junto con la reduccion de
biomarcadores negativos, sugiere un ambiente intestinal con menor presidn inflamatoria y mayor capacidad metabdlica.
Este perfil microbiano contribuye al mantenimiento de la integridad del epitelio intestinal, mejora la absorcién de
nutrientes y fortalece la respuesta inmunitaria local. En conjunto, estos mecanismos fisiolégicos contribuyen a explicar la
mejor eficiencia alimenticia y el incremento del crecimiento observados en las aves suplementadas.

En este contexto, los resultados confirman que la mejora del rendimiento productivo no fue un efecto aislado, sino la
consecuencia directa de una mejora en la microbiota intestinal. La suplementacién con compuestos derivados de levadura
actué como un modulador estratégico de esta microbiota, optimizando la funcidn intestinal y, en consecuencia,
maximizando el potencial productivo de los pollos de engorde. Estos hallazgos refuerzan la importancia de los enfoques
nutricionales centrados en la microbiota intestinal como pilar fundamental para una avicultura moderna, eficiente y
sostenible.
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LOS PROBIOTICOS ADICIONADOS EN EL AGUA MEJORAN EL CRECIMIENTO DE POLLOS DE
ENGORDA EN SISTEMA DE PRODUCCION CONVENCIONAL

Oscar Vazquez, Josué Arroyo, Victor Naranjo, Maria Ortiz
Evonik México S.A. de C.V., Evonik Guatemala S.A., Colegio de Postgraduados
oscar.vazquez@evonik.com

Resumen

Bacillus amyloliquefaciens ha emergido como un probiético prometedor para la produccién avicola, aunque sus efectos
bajo condiciones comerciales requieren mayor evaluacidn. Este estudio evalud el impacto de B. amyloliquefaciens CECT
5940 suplementado en agua de bebida sobre el desempeiio productivo y caracteristicas de canal en pollos Cobb 500. Un
total de 1,222 pollitos mixtos de un dia de edad fueron distribuidos en dos grupos (611 aves/grupo): Control (agua sin
tratamiento) y PBA (agua suplementada con B. amyloliquefaciens CECT 5940 a 5 x 108 UFC/L). El peso corporal semanal y
la ganancia diaria de peso fueron evaluados en 60 aves por tratamiento (30 machos y 30 hembras) durante los 42 dias del
ciclo productivo. En el dia 49, 20 aves por tratamiento (10 machos y 10 hembras) fueron procesadas para evaluar
caracteristicas de canal. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una via con P < 0.05 como nivel de significancia.
El peso corporal en la semana 6 fue significativamente mayor en el grupo PBA (2,652.6 g vs 2,534.7 g; P < 0.05),
representando una ventaja de 117.9 g (+4.6%). La ganancia diaria de peso mostré un patron bifasico con diferencias
significativas en semanas 1, 3, 5, 6 y 7 (variando de +7.5% a +12.8% en PBA), sugiriendo beneficios acumulativos del
probidtico. Notablemente, la mortalidad acumulada fue 3.6 puntos porcentuales menor en PBA (5.66% vs 9.29%) lo que
equivale a una reduccion relativa de 39%. El indice de conversién alimenticia mejord 3.5% en la fase final sin cambios en
consumo de alimento, indicando mayor utilizacién de nutrientes. No se detectaron diferencias significativas en el
rendimiento en canal evaluadas al dia 49 (P > 0.05).

Los resultados demuestran que B. amyloliquefaciens CECT 5940 en agua de bebida mejora el crecimiento y viabilidad en
pollos de engorda mediante funcién intestinal mejorada, sin afectar la composicidn de la canal. Este probidtico representa
una alternativa efectiva para optimizar el desempefio productivo bajo condiciones comerciales de produccion.

Palabras Clave: Bacillus amyloliquefaciens, pollos de engorda, probidtico, desempefio productivo, salud intestinal.

Abstract

Bacillus amyloliquefaciens has emerged as a promising probiotic for poultry production, though its effects under
commercial conditions require further evaluation. This study assessed the impact of B. amyloliquefaciens CECT 5940
supplemented in drinking water on productive performance and carcass characteristics in Cobb 500 broilers. A total of
1,222 one-day-old mixed broilers were distributed into two groups (611 birds/group): Control (untreated water) and PBA
(water supplemented with B. amyloliquefaciens CECT 5940 at 5 x 108 CFU/L). Weekly body weight and daily weight gain
were evaluated in 60 birds per treatment (30 males and 30 females) throughout the 42-day production cycle. At day 49,
20 birds per treatment (10 males and 10 females) were processed to assess carcass characteristics. Data were analyzed
using one-way ANOVA with P < 0.05 as significance level.

Body weight at week 6 was significantly higher in PBA group (2,652.6 g vs 2,534.7 g; P < 0.05), representing a 1179 g
advantage (+4.6%). Daily weight gain showed a biphasic response pattern with significant differences in weeks 1, 3, 5, 6,
and 7 (ranging from +7.5% to +12.8% in PBA), suggesting cumulative probiotic benefits. Notably, accumulated mortality
was 3.6 percentage points lower in the PBA group (5.66% vs 9.29%) which corresponds to a 39% relative reduction. Feed
conversion efficiency improved 3.5% in the final phase without changes in feed intake, indicating enhanced nutrient
utilization. No significant differences were detected in carcass yield evaluated on day 49 (P > 0.05) (P > 0.05). Results
demonstrate that B. amyloliquefaciens CECT 5940 in drinking water improves broiler growth and viability through
enhanced intestinal function and digestive efficiency, without affecting carcass composition. This probiotic represents an
effective alternative to optimize productive performance under commercial production conditions.

Key Words: Bacillus amyloliquefaciens, broilers, probiotic, growth performance, gut health
Introduccidn
La industria avicola moderna enfrenta el desafio constante de maximizar la eficiencia productiva manteniendo la salud

intestinal de las aves, especialmente ante la restriccion global de antibidticos promotores de crecimiento. En este
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contexto, los probidticos basados en especies esporuladas, como Bacillus amyloliquefaciens CECT 5940, han surgido como
una alternativa eficaz para estabilizar la microbiota, mejorar la digestibilidad de nutrientes y fortalecer la barrera intestinal
frente a patégenos comunes en sistemas convencionales (Gharib-Naseri, y otros, 2021).

Aunque la suplementacién en el alimento es la via mas comun, la administracidn de probidticos a través del agua de bebida
ofrece ventajas estratégicas, como una distribucién mas rdpida y flexible durante periodos criticos de estrés o recepcién
de los pollitos [2]. Estudios recientes indican que cepas especificas como B. amyloliquefaciens CECT 5940 no solo modulan
la respuesta inmune, sino que pueden igualar el rendimiento productivo obtenido con antibiéticos tradicionales al reducir
la inflamacion intestinal y optimizar la conversiéon alimenticia [3] [4]. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la
adicion de B. amyloliquefaciens CECT 5940 en el agua de bebida sobre los pardmetros productivos y el rendimiento de la
canal en pollos de engorda criados bajo condiciones comerciales de produccidon en México.

Materialesy Métodos

Ubicacion y animales

El estudio se realizd en una unidad de produccién comercial y experimental ubicada en Tonal3, Jalisco, México, entre julio
y septiembre de 2025. Se utilizaron 1,222 pollitos mixtos de un dia de edad, de la estirpe Cobb 500, con un peso vivo inicial
promedio de 42 g. Las aves fueron alojadas en una nave de ambiente natural con piso de cemento y cama de viruta de
madera nueva.

Manejo y alimentacion

La recepcidon de los pollitos se realizé en rodetes equipados con criadoras de campana a gas, manteniendo una
temperatura en la cama de 30 a 32 °C durante la primera semana. Al dia 5 de edad, todas las aves fueron inmunizadas via
intramuscular contra la enfermedad de Newcastle (cepa LaSota, 0.25 ml/ave) y tratadas profilacticamente con un
antibidtico de amplio espectro (fosfomicina sddica 30 mg, tartrato de tilosina 78 mg, sulfato de gentamicina 18 mg) a una
dosis de 0.5 mL/kg de peso vivo.

El programa de alimentacion fue de dos fases utilizando una dieta comercial en migaja (MPG AVI®, M.P.G. S.A. de C.V.).
La fase de Iniciacion (dias 1-14) con 20.5% de proteina cruda (PC), 2.5% de grasa cruda (GC), 3.5% de fibra cruda (FC), 8%
de cenizas y 12% de humedad; mientras que la fase de Finalizacién (dias 15-49) aportdé 19% de PC, 5% de GC, 4% de FC,
8% de cenizas y 12% de humedad. La fase de inicio contenia Nicarbacina en dosis de 125 mg/kg, y la fase finalizacion
Salinomicina sddica en dosis 60 mg/kg como coccidiostato. Durante la primera semana el alimento se suministré en
bandejas de recepcion para estimular el consumo y, a partir del dia 7, se utilizaron comederos colgantes de tolva y
bebederos de campana con acceso al agua ad libitum.

Disefio experimental y tratamientos

El estudio tuvo una duracién productiva de 42 dias; adicionalmente, se registré el peso vivo hasta el dia 49, coincidiendo
con el sacrificio de una submuestra de aves para la evaluacién de canal. Las aves se distribuyeron en dos grupos
experimentales (n = 611 aves/grupo), cada uno alojado en un corral independiente y abastecido por un depdsito de agua
exclusivo de 1,000 L. Los tratamientos fueron: Control, agua de bebida convencional sin aditivos, y PBA, agua de bebida
suplementada con el probidtico B. amyloliquefaciens CECT 5940 (Ecobiol® Fizz, Evonik Operations GmbH), administrado
en tabletas efervescentes (5 x 10" UFC/tableta) a razén de una tableta por cada 1,000 L de agua, para alcanzar una
concentracién estimada de 5 x 108 UFC/L de forma continua durante todo el ciclo.

Variables productivas y rendimiento de la canal

Se registraron diariamente el consumo de alimento y la mortalidad por corral. Para la evaluacion del peso vivo, se
seleccionaron aleatoriamente 60 aves por tratamiento (30 machos y 30 hembras) cada semana; para el analisis estadistico
se formaron subgrupos promedio (5 grupos de machos y 5 de hembras), considerados como unidades de observacién
para peso corporal y ganancia diaria de peso (GDP). Con estos datos se calcularon la GDP, el consumo de alimento
acumulado, la mortalidad y el indice de conversién alimenticia (ICA). Adicionalmente, se calculé el indice de Productividad
(IP) acumulado al dia 42 mediante la férmula IP = [(peso promedio, kg x viabilidad, %) / (edad en dias x ICA)] x 100, donde
la viabilidad corresponde al porcentaje de aves vivas al sacrificio. En el dia 49, se seleccionaron al azar 20 aves por
tratamiento, distribuidas en dos repeticiones (5 machos y 5 hembras por repeticion), que fueron trasladadas a una planta
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de procesamiento comercial. Las aves fueron insensibilizadas, sacrificadas por desangrado y evisceradas de acuerdo con
los procedimientos estandar de la planta; se registraron el peso al sacrificio y el peso de la canal caliente, y se calculd el
rendimiento de canal como [(peso de canal caliente / peso al sacrificio) x 100].

Andlisis estadistico

Los datos de peso semanal, ganancia diaria de peso, peso al sacrificio, peso de la canal caliente y porcentaje de
rendimiento se sometieron a pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianza (Levene).
Posteriormente, fueron sujetas a un analisis de varianza (ANOVA) de una via utilizando el software JMP Pro 18 (SAS
Institute Inc., 2024). Se declararon diferencias significativas con un valor de P < 0.05 y tendencias con P < 0.10. Debido a
la naturaleza del disefio experimental (un corral por tratamiento), el consumo de alimento, la conversion alimenticia y la
mortalidad se reportaron Unicamente como estadisticos descriptivos sin inferencia estadistica.

Resultados

El peso corporal acumulado fue superior (P < 0.05) en pollos suplementados con B. amyloliquefaciens CECT 5940 (PBA)
comparado con Control en las semanas 1, 3, 5, y 6, con diferencias de 13 g (+6.1%), 59 g (+6.4%), 126 g (+6.3%), 118 g
(+4.7%) respectivamente (Cuadro 1). No se detectaron diferencias significativas (P > 0.05) en las semanas 2 y 4, sugiriendo
un patrén bifasico de respuesta. Estas mejoras en peso corporal son consistentes con las ganancias diarias de peso
reportadas en el Cuadro 2 y destacan el efecto positivo del probidtico sobre la velocidad de crecimiento, particularmente
en fases inicial (semana 1) y final (semanas 5-7) del ciclo productivo.

Cuadro 1. Peso corporal semanal acumulado de pollos de engorda (Cobb 500) tratados con B. amyloliquefaciens CECT
5940 en agua de bebida bajo condiciones de produccién comercial.

Tratamiento?
Variables Control PBA EEM Valor P
Peso corporal, g

Semana 1 215.22b 228.30a 2.91 0.005
Semana 2 432.67 431.33 7.44 0.900
Semana 3 914.93b 973.63a 11.20 0.001
Semana 4 1509.20 1515.00 15.29 0.791
Semana 5 2012.30b 2138.37a 39.75 0.036
Semana 6 2534.70b 2652.60a 27.42 0.006
Semana 7 2952.40b 3324.80a 82.46 0.005

2bMedias en la misma fila con diferente literal indican diferencias significativas (P < 0.05). “Control = agua de bebida sin
probidticos, PBA = agua de bebida suplementada con B. amyloliquefaciens CECT 5940 a concentracién de 5 x 10® UFC/L;
EEM = error estandar de la media.

La ganancia diaria de peso (GDP) replicé el patron observado en peso corporal, con diferencias significativas (P < 0.05) en
las semanas 1, 3, 5, 6 y 7 (Cuadro 2). El grupo PBA alcanzd GDP superiores en todas las semanas con diferencias
significativas, con incrementos que variaron desde +7.5% en la semana 1 hasta +12.8% en la semana 7 (P = 0.005).
Notablemente, el efecto del probidtico se amplificd progresivamente durante el ciclo productivo, sugiriendo un beneficio
acumulativo sobre la eficiencia digestiva y/o salud intestinal.
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Cuadro 2. Ganancia diaria de peso semanal de pollos de engorda (Cobb 500) tratados con B. amyloliquefaciens CECT 5940

en agua de bebida bajo condiciones de producciéon comercial.

Variables

Ganancia diaria peso, g/d
Semana 1
Semana 2
Semana 3
Semana 4
Semana 5
Semana 6
Semana 7

Tratamiento?

Control PBA EEM Valor P
24.75b 26.61a 0.42 0.005
27.90 27.81 0.53 0.900
41.57b 44.36a 0.53 0.001
52.40 52.61 0.55 0.791
56.29b 59.90a 1.14 0.036
59.35b 62.16a 0.65 0.006
59.40b 66.99a 1.68 0.005

*bMedias en la misma fila con diferente literal indican diferencias significativas (P < 0.05). “Control = agua de bebida sin
probidticos, PBA = agua de bebida suplementada con B. amyloliquefaciens CECT 5940 a concentracién de 5 x 108 UFC/L;

EEM = error estandar de la media.

Los datos de algunos parametros productivos que se muestran en la Figura 1 son solo descriptivos a nivel de corral ya que
por las limitaciones del estudio no se sometieron a andlisis de varianza. El consumo acumulado de alimento fue similar
entre tratamientos. La mortalidad acumulada fue 3.6 puntos porcentuales menor en PBA lo que equivale a una reduccion
relativa de 39%. El indice de conversidn alimenticia mostré mejoria de 3.5% en PBA en la fase final. El peso vivo final fue
4.6% superior en PBA. El Indice de Productividad en la semana 6, fue 15.7% superior en PBA comparado con el grupo
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Figura 16. Efecto de B. amyloliquefaciens CECT 5940 en agua de bebida sobre parametros productivos en pollos de
engorda (Cobb 500) bajo condiciones comerciales de produccion. (A) Consumo acumulado de alimento por ave (g/ave);
(B) Mortalidad acumulada (%); (C) indice de conversién alimenticia (ICA); (D) indice de productividad calculado como:
[(Peso promedio, kg x viabilidad, %) / (Edad en dias x ICA)] x 100. Control = agua convencional sin aditivos (0); PBA =
agua suplementada con B. amyloliquefaciens CECT 5940 a 5 x 108 UFC/L (). Los datos representan valores observados
de un corral por tratamiento (611 aves/corral) sin repeticiones.

No se detectaron diferencias significativas (P = 0.5716) en el rendimiento de canal que fue 74.16% en promedio en el dia
49.

Discusion

El presente estudio demostré que B. amyloliquefaciens CECT 5940 en agua de bebida mejoré significativamente el peso
corporal en pollos Cobb 500, alcanzando 117.9 g adicionales (+4.6%) en la semana 6. Este hallazgo es consistente con
Gharib-Naseri et al. [1], quienes atribuyeron los beneficios a mejora en funcidn intestinal y reduccién de inflamacion. Li et
al. [3] demostraron que polisacdridos bacterianos exdgenos con potencial antiinflamatorio explican la mejora sostenida
en crecimiento de pollos que recibieron el probidtico B. amyloliquefaciens. Un hallazgo relevante fue el patrdn bifasico
con amplificacién progresiva del efecto sobre GDP (de +7.5% en semana 1 a +12.8% en semana 7), sugiriendo beneficio
acumulativo contrastando con aditivos tipicos cuyo efecto se diluye con la edad. Richad et al.[4] reporté que B.
amyloliquefaciens CECT 5940 mejora la morfologia intestinal incrementando area de absorcion y eficiencia nutricional.
Zhang et al. [2] reportaron que probidticos en agua mejoran funcidn inmune y capacidad antioxidante, permitiendo mayor
asignacion de nutrientes hacia crecimiento somatico. Estos mecanismos complementarios explican la mejora en GDP,
particularmente en fases finales cuando demandas nutricionales son maximas. Comercialmente, la diferencia de 117.9 g
al dia 42 equivale de manera estimada a 2,358 kg adicionales en un lote de 20,000 pollos, demostrando potencial para
alcanzar pesos de mercado con mayor eficiencia.

Los parametros productivos de la Figura 1 son observaciones descriptivas a nivel de corral sin replicacién estadistica. El
consumo acumulado fue similar, indicando que el probidtico no afectd la ingesta voluntaria. La reduccidon en mortalidad
(39% menor en PBA vs Control; 5.66% vs 9.29%) es el hallazgo mas relevante, consistente con beneficios de Bacillus spp.
reportados en literatura [3] (Gharib-Naseri, y otros, 2021). El indice de conversién alimenticia mostré una mejoria de 5
puntos que representa una reduccién de 3.5% en la fase final. El Indice de Productividad en la semana 6 fue 39.3 puntos
mayor en el tratamiento PBA comparado con el grupo Control. Estos hallazgos descriptivos merecen validacién mediante
estudios con replicacion estadistica adecuada.

La ausencia de diferencias en el rendimiento en canal sugiere que el probiético mejora principalmente la velocidad de
crecimiento sin alterar la composicion corporal final. Este patron es consistente con mecanismos de accion basados en
eficiencia digestiva mas que en cambios en particionamiento de nutrientes hacia musculo versus grasa.

En conclusidn, B. amyloliquefaciens CECT 5940 administrado en agua de bebida se asocid a una mejora significativa
crecimiento de pollos de engorda Cobb 500 bajo las condiciones especificas de este estudio, principalmente a través de
mejora en funcidn intestinal y reduccién de mortalidad, sin alterar la composicion corporal final. Estos resultados sugieren
gue el probidtico representa una alternativa efectiva para optimizar desempefio productivo bajo condiciones comerciales
de produccidn. Se requieren estudios adicionales con replicacidn estadistica para validar estos hallazgos y explorar su
aplicacion en diferentes sistemas de produccién y lineas genéticas.
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Resumen

Dado el desafio global que se ha generado en el mundo por el incremento en la tasa de resistencias de las bacterias a los
antibacterianos (RAMs), se ha exhortado a la comunidad médica y veterinaria a buscar nuevas soluciones al reto cada vez
mds ominoso de las RAMs. Con esta visidn en mente se prepard y caracterizd un prototipo de microcapsulas de
enrofloxacina incluida en alginato e incluyendo también clircuma como fitobiotico (MAEC) y se evaluaron sus
farmacocinéticas plasmaticas (PK) posterior a dosis bolo o ad libitum mediante una técnica analitica que mide actividad
antibacteriana/concentracidn de la enrofloxacina. Se compararon las PKs con un preparado de enrofloxacina en alginato,
pero sin fitobidtico y con la enrofloxacina en solucién via agua de bebida. En todos los casos se procurd una dosis de 10
mg/kg. Para la dosis bolo se establecieron si se lograban las proporciones PK/PD (farmacocinética/farmacodinamia:
Cumax/CMIly AUC/CMI) utilizando valores de CMI de bacterias poco sensibles o resistentes, v.g., 0.5y 1.0 pg/mL. El prototipo
MAEC fue aceptado y no hubo rechazo al alimento y logré actividades/concentraciones plasmaticas excepcionalmente
elevadas con proporciones PK/PD que cubren los desafios de las CMI mencionadas. Con las MAEC se garantiza una eficacia
clinica Unica en casos de infecciones con patogenos resistentes y puede emplearse como tratamiento metafilactico y/o
para prevenir algunas infecciones como la transmision vertical de micoplasmosis a huevo fértil por gallinas reproductoras.

Palabras clave: circuma, enrofloxacina, relacion PK/PD
Introduccién

México es el 4° productor mundial de huevo (2.77 millones de toneladas anuales) y el primer consumidor del mismo (24.7
kg anuales per cdpita) y se sitia en el quinto lugar como productor de pollo a nivel mundial (3.8 millones de
toneladas/afio). A su vez, en el aporte de proteina por sector pecuario, la carne de pollo corresponde al 38.3 %, seguido
del huevo con 16.9 %, entre los dos alimentos aportan el 55.2% de proteina de origen pecuario a los mexicanos [1]. Se
puede asumir que la produccion de pollo es una de las industrias pecuarias con mayor exigencia productiva en México y
en el mundo pues se consume alrededor de 73.8 millones de toneladas de huevo/afio, en nuestro pais se producen
aproximadamente 36.1 millones de pollos por semana [2], [3]. A nivel mundial, la produccidn total de huevos aumenté de
61.7 millones de toneladas en 2008 a 76.7 millones de toneladas en 2018, un aumento notable del 24% en diez afios y se
espera que para el 2030 el aumento en produccidén sea superior al 25%. Con estas expectativas en la produccion y
considerando que la calidad debe mantenerse, es menester mejorar la produccidn avicola globalmente. Sobre todo, en
un entorno en el que ya se han documentado casos de resistencia bacteriana a la enrofloxacina a las dosis habituales de
10 mg/kg [4], [5]. Ademas, en la actualidad se deben seguir las premisas de una salud, en particular en lo que se refiere a
disminuir la generacidon de resistencias bacterianas con preparados que fomenten las resistencias.

Conforme aumenta el conocimiento de los mecanismos de resistencia bacterianos, se han buscado diversas estrategias
para optimizar sus acciones. Uno de los mas estudiados en Veterinaria de produccidn por su accesibilidad econdmica es
mediante el uso de aceites esenciales y/o extractos vegetales (fitobidticos) que se han ponderado como potenciadores o
sinérgicos cuando se usan en combinacién con algunos de los antibacterianos de uso comun en la clinica veterinaria
avicola. Se espera que la investigacion mundial genere un efecto combinado tal que supere el desempefio que produce
una actividad antimicrobiana sola [6]-[8].

Se ha descubierto que la actividad sinérgica ejercida con aceites esenciales o extractos vegetales reduce la dosis minima
eficaz de antibidticos en el tratamiento de infecciones. En este sentido resulta relevante considerar que la asociacion de
antibidticos con aceites esenciales o extractos de vegetales puede ser dirigido a bacterias resistentes, dado que entre ellos
pueden tener mecanismo de accidn complementaria que del lugar a nuevas opciones terapéuticas contra dichas cepas.
Se cree que el uso de fitobidticos para prevenir el surgimiento de resistencias bacterianas es una de las opciones mas
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asequibles debido a que los fitobidticos contienen diversos principios activos potenciales y con ello un abanico de
actividades antibacterianas. Al menos en este sentido los fitobidticos superan a los antimicrobianos convencionales que
s6lo tienen un mecanismo de accién [6]-[8]. De tal suerte que, tanto a nivel industrial como con la avicultura de traspatio,
se requieren estudios que evallen a los fitobidticos quienes, por afadidura son muy a menudo inocuos. Mas aun, se ha
demostrado que contribuyan a mejorar la salud intestinal y con ello hacen a las aves mads productivas y sin mayor impacto
al entorno ecolégico [9], [10].

Aunado a lo dicho, es importante mencionar que las aves tienen el tracto gastrointestinal mas corto de todas las especies
pecuarias, lo cual les confiere cortos tiempos de absorcién de los antibacterianos, por lo que es importante realizar
investigaciones para optimizar su uso en la clinica y en particular para generar preparados farmacéuticos que alcancen las
variables farmacocinéticas/farmacodinamicas (PK/PD) iddneas que requiere cada principio activo [11], [12]. En este
ensayo se eligié a la enrofloxacina como antibacteriano a mejorar en actividad/concentracidn. Se ha establecido que es
un antibacteriano dependiente de la concentracion (cd), que requiere de manera 6ptima lograr las siguientes variables
PK/PD para considerar que se hace uso 6ptimo de este valioso farmaco: Cmax/CMI > 10-12 (que la concentracién maxima
lograda dividida entre la concentracién minima inhibitoria resulte en los valores dichos) y/o que AUCo.,4/CMI > 125 (que
el valor del area bajo la curva de la concentracidn plasmatica en 24 horas, dividido entre la CMI, resulte en el valor [12].

Dado lo anterior, se presenta como objetivo de este ensayo el uso de una nueva formulacién farmacéutica de
enrofloxacina incluida en microcapsulas de alginato desecadas (MAEC) e incorporadas en el alimento. Por ello se describen
sus rasgos farmacéuticos relevantes y se compara su farmacocinética con la de la enrofloxacina administrada en el agua
de bebida y/o sin fitobidticos, priorizando las relaciones ya sefialadas como meta, esto es: Cmax/CMI > 10-12 y AUC,.
24/CMI 2 125. Para este estudio se tomaron como valores de CMI clave los denominados breakpoints (puntos de inflexion)
aceptados en la literatura formal de tres bacterias clave: E. coli; Pasteurella multocida y Haemophlus gallinarum.

Materiales y Métodos

El disefio del estudio y el manejo de animales cumplieron con las regulaciones mexicanas y las de la Universidad Nacional
de Autonomia de México (UNAM) para el uso de animales experimentales segun lo establecido por la NOM-062-Z0O0-
1999.

Se preparo el prototipo de enrofloxacina-clircuma-alginato en microcdpsulas secas (MAEC) (Figura 1) utilizando una
solucion de alginato de sodio (2.5% p/v) que contenia enrofloxacina (7% p/v) y circuma en polvo (2% p/v). Se hizo una
solucion de enrofloxacina con curcuma y alginato con agitacion magnética constante. Posteriormente, mediante goteo
con ayuda de una aguja calibre 20 G x 38 mm se dejé caer en una solucidon de CaCl, con agitacion magnética constante
para producir, al instante de contacto, las microcapsulas. Las microparticulas de recuperaron, recuperaron y secaron a
temperatura ambiente no mayor a 20°C durante 48 h.

Las MAEC se caracterizaron y se calculé la eficiencia de atrapamiento (EE%) de enrofloxacina y circuma por técnica
analitica directa y mediante deteccidn y cuantificacidn de la enrofloxacina y cdrcuma residual en la solucién de CaCl,. Se
empled un método por HPLC para la enrofloxacina y un método espectrofotométrico UV-Vis con un espectrometro S2000
para la circuma, utilizando una fuente de luz de deuterio DT1000, una interface de puerto serie SAD500 (Ocean Optics,
Inc.), con cubeta de cuarzo de 10 mm de recorrido. Las mediciones se realizaron por triplicado a temperatura ambiente,
y los datos se presentan como media + DE. La tasa de atrapamiento de los principios activos (EE%) se calculé usando la
siguiente ecuacion:

EE (%) = Cantidad de PA en MAEC 100
) = TTotal de PAen MAEC

La carga de la enrofloxacina y circuma en las MAEC (%DL) se determind dispersando en medios de liberacion de buffer de
fosfato pH 7.8 £ 0.1 (100 mL) con agitacién magnética suave durante 24 h para liberar toda la enrofloxacina atrapada. La
solucion se centrifugd a 27,000 g durante 1 hora y se determinaron las concentraciones de enrofloxacina como se indica
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anteriormente. El por ciento de carga de farmaco se expresé como la fraccidon de masa del farmaco atrapado en relacién
con la masa de las microcdpsulas de alginato y se calculéd mediante la siguiente ecuacién:

Masa de PA
Masa de microcapsulas de alginato x

Carga de PA en MAEC (%) =

Estos mismos estudios se realizaron para las microcapsulas de enrofloxacina alginato sin circuma [13].

Los estudios farmacocinéticos se realizaron en una granja de traspatio de tipo familiar con 400 pollos Arbor-Acress de
aproximadamente 1 kg de peso, El consumo de alimento y de agua fueron conforme a los lineamientos de la estirpe. Se
administraron las MAEC en forma de bolo y ad libitum. En el primer caso se les administré de manera forzada para obtener
un perfil farmacocinético de dosis Unica directa y la dosificacién ad libitum se realizd para obtener el comportamiento de
las MAEC en la forma que se lograria su consumo en campo. Cada grupo se conformé con 20 animales con 3 repeticiones
por grupo (total 60 animales por grupo). Los grupos quedaron conformados de la siguiente forma: Grupo Byolo: dosis oral
tipo bolo de enrofloxacina mediante depdsito directo de 10 mg/kg de una solucion en agua al 0.1% en el es6fago usando
una sonda rigida; Grupo MAEC.: dosis oral bolo de MAEC mediante depdsito directo de 10 mg/kg de enrofloxacina,
depositando el prototipo directamente en el eséfago mediante sonda rigida y para lograr su administracion completa se
les incluyé en una suspension de harina de arroz al 1%; se trabajé un grupo constituido como el anterior pero sin circuma;
Grupo MAE.): dosis oral bolo de MAE mediante depdsito directo de 10 mg/kg de enrofloxacina, depositandolas
directamente en el es6fago mediante sonda rigida e incluidas en una suspensién de harina de arroz al 1 %; Grupo B.g4.
iitum: doOsis oral ad libitum de enrofloxacina de aproximadamente 10 mg/kg a través del agua de bebida con Baytril® al
0.1% y con un consumo calculado de agua al dia de aproximadamente 180 mL/ave; Grupo MAEC.g.ibitum: que recibio la
dosis oral de enrofloxacina de aproximadamente 10 mg/kg por administracion ad libitum en el alimento, calculando el
numero de MAECs/pollo de acuerdo con su consumo promedio de alimento de 150 g/ave/dia y finalmente el Grupo
MAEg.ibitum: que recibié la dosis oral de enrofloxacina ad libitum de aproximadamente 10 mg/kg via su alimento,
calculando el consumo como el grupo anterior. Las MAEC y MAE se mezclaron con el alimento manualmente.

Con asistencia técnica se tomaron 4 muestras de sangre por tiempo (no mas de 3 mL/pollo) de la vena radial, en los
siguientes tiempos: cero (antes de cualquier medicacion), 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 12, 24 horas, en los grupos de dosis bolo, y a
las cero, 2,4, 8,12y 24 horas por tres dias en los grupos que recibieron la medicacion ad libitum. Se marcé en cada ocasion
a las aves muestreadas con pintura es aerosol y nunca se sangré a un ave mas de 3 veces. Dado que era importante evaluar
la actividad antibacteriana de las concentraciones séricas se decidié evaluarlas mediante la técnica analitica de actividad
concentraciéon propuesta por Bennett [14] y validado en el Depto. de Fisiologia y Farmacologia de la FMVZ, UNAM y que
permite determinar la relacion de concentracion y actividad antibacteriana.

Resultados
Los MAEC y MAE se obtuvieron como particulas de color amarillento con una superficie lisa irregular de aspecto aperlado

ovaladas y en ocasiones con morfologia parecida a una gota. Su tamafio medio fue de 3.5 + 0.8 mm por 2.5 £ 0.7 mm,
como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Microfotografia de microcépsulas de alginato + enrofloxacina + circuma (MAEC), secadas al aire al 5%.

El EE% determinado para MAE fue 96.7 + 0.5% para enrofloxacina y para MAEC fue de 95.9 £ 0.6% para enrofloxacina y
de 94.3 + 0.6% para curcuma. Los grados de %DL fueron de 68.5+0. 7%y 67.25 £ 2.0% para enrofloxacina en MAE y MAEC,
respectivamente.

En el Cuadro 1y Figura 2, se presentan los valores medios + 1 DE de las curvas de actividad antibacteriana/concentracion
en plasmay los parametros farmacocinéticos obtenidos para los grupos de administracion tipo bolo. En ese mismo cuadro
se presentan como referencia a su eficacia clinica las relaciones PK/PD, tomando el punto de corte de susceptibilidad para
Ecolien 0.1y 0.5 ug/mL para bacterias sensibles y en su limite de susceptibilidad, respectivamente. En el cuadro 1y figura
3 se presentan los valores medios + 1 DE de las curvas de actividad antibacteriana/concentracion y los parametros
farmacocinéticos obtenidos para los grupos de administracién ad libitum.

Parametros GRUPOS
Brii Bligiii: MAECy,, | MAEC.ygren | MAE,, | MAE g o |
Comax (11g/mL) 1.6+0.28 16+0.5% 12.8+05°P 12.9+0.5° 29+0.3¢ 29 +0.6°
__TJn“(h) 2.8 +0.5% - 20.0+11°2 - 10.4+58°% -
_Kd(h) 0.15+0.022 - 0.04+0.18 - 0.08+0.32 -
Thy 48 +0.023 - 0.04+0.1° - 0.08+0.33 -
AUC, ., (pg/h/mL) 11.5+05¢ 11.2+6.5 91+38b 84+ 63.6¢ 129+28¢ 12.5+6.5¢
AUMC, (p.g/hzlmL) 11.9+0.6 1523 +145 140.3 £ 39 11951+ 768 21.5%+6.5 2256+ 345
MRT, ... (h) 84+0.2 5 23.9+14.3 : 13.3+6.5 :
Fr (%) - - 791.3 498.3 1504 304.1
Relaciones PK/PD
__(_:mm/cmh,l* 16* 116* 128* 129* 29% 29*
AUC, ,,/MIC, ,* 115 112 910* 840* 129% 125*
| Cpax/ MIC, * 3.2 3.2 25.6% 25.8% 5.3% 5.8%
AUCMA_/MICQ 5 57.5 56 455* 420* 64.5 62.5

Cuadro 1. Valores medios + DE de los parametros farmacocinéticos (PK) y las relaciones PK/PD para enrofloxacina en pollo
de engorda medicado con enrofloxacina a dosis de 10 mg/kg como dosis en los siguientes grupos: Boolo; Grupo MAECyoio;
Grupo MAExoi; Grupo Bag-iiitum; Grupo MAECag-iibitum; Grupo MAEag-iipitum.

Cmax, CcONcentracion sérica maxima; Tmax, tiempo para alcanzar Cmax; T/ A, vida media de eliminacién; AUCo..4, area bajo
la curva de concentracion vs. tiempo en 24 h; AUCo -, area bajo la curva de concentracion vs. tiempo de 0 a e; AUMC,-
-, area bajo la curva de concentracién vs. tiempo/momento; Fr, biodisponibilidad relativa en comparacién con el grupo B
(por ejemplo, AUCo.2amaec/AUCo-248 ¥ 100); MRT, Tiempo medio de residencia

* PK/PD, relaciones farmacocinéticas/farmacodindmicas. El punto de corte bacteriano susceptible para las relaciones
PK/PD de Cmax/CMI (Para considerarse adecuado debe ser al menos 10 veces superior a la CMI) y AUCo.24/CMI (Para ser
adecuado debe ser mayor a 125) fue de 0.1y 0.5 pg/mL.
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* Valores que cubrieron correctamente la relacién PK/PD
ab.¢ | etras diferentes dentro de cada fila indican una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos (P < 0.05).
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Figura 2. Perfiles plasmaticos de la actividad antibacteriana/concentracion de la enrofloxacina logrados en pollo de
engorda posterior a la administracién en dosis bolo. Se estudiaron los siguientes grupos: Bpoo: dosis oral tipo bolo de
enrofloxacina mediante depdsito directo de 10 mg/kg de una solucién en agua al 0.1% en el es6fago usando una sonda
rigida; Grupo MAECs.: dosis oral bolo de MAEC mediante depésito directo con sonda rigida a dosis de 10 mg/kg de

enrofloxacinay liberando la carga de una suspension de harina de arroz al 1 %, directamente en el eséfago; Grupo MAEoo:
de manera similar al grupo anterior.
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Figura 3. Perfiles plasmaticos de enrofloxacina logrados en pollo de engorda en los siguientes grupos: Beg.iibitum: dOsis oral
de enrofloxacina por administracion ad libitum de aproximadamente 10 mg/kg con base en su consumo de agua al dia
(180 mL) utilizando Baytril® al 0.1%; MAECag-iibitum: que recibid la dosis oral de enrofloxacina de aproximadamente 10
mg/kg por administracion ad libitum en el alimento, calculando el nimero de MAECs/pollo de acuerdo con un consumo

de 150 g de alimento/dia; MAEq.ibitum: que recibid la dosis oral de enrofloxacina sin circuma de la misma manera que
MAECog.ibitum.
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Discusion

El tubo gastrointestinal (TGI) en las aves tiene rasgos anatdmicos y diferencias fisioldgicas que las hace Unicas y deben
considerarse al disefiar un medicamento. Como el transito del alimento y medicamentos por el TGl es muy rdpido, el uso
de sistemas de liberacion modificada puede favorecer la estancia de los principios activos y favorecer su biodisponibilidad
[12]. Con esta premisa en mente, la combinacion de antibacterianos y fitobidticos puede generar un efecto de promocién
de la absorcidn por un lado y que se potencie por la acciéon conjunta de ambos de manera coordinada. Si se logra la
combinacion de un efecto potenciado de antimicrobiano y fitobidtico junto con un disefio de liberacién modificada-
prolongada que mejore la biodisponibilidad, se puede mejorar la eficacia de los antibacterianos como lo muestran las
relaciones PK/PD del Cuadro 1. La manera en que se logra el efecto complementario puede ser diversa. Por ejemplo,
mediante la inhibicién de bombas de eflujo presentes en las bacterias o inhibiendo enzimas destructoras de antibiéticos,
alterando la permeabilidad de las membranas bacterianas, o incluso sumandose a la farmacodinamia del antibacteriano
[15], [16]. Por anadidura, se han caracterizado otros efectos de los fitobidticos como: efectos antiinflamatorias y
antioxidantes, mejorando la respuesta inmune del organismo, y minimizando el dafio al microbiota intestinal [15]-[17].
Estos efectos son obviamente complementarios a la acciéon de los antibacterianos [15]-[18]. Se ha ponderado la
combinacion de fitobidticos con antibacterianos para hacer mds amplio el espectro, incluidas bacterias, hongos vy virus
[15]-[18] y se postula que por ello se puede cubrir un rango mas amplio de infecciones. Se ha identificado que la circuma
afecta las bombas de eflujo bacterianas y otros mecanismos que las bacterias utilizan para expulsar a las fluoroquinolonas
de su interior, aumenta la permeabilidad de las membranas bacterianas y facilita el ingreso de fluoroquinolonas al
citoplasma bacteriano [19], [20]. Mas aun, la circuma tiene propiedades antibacterianas por si sola. Se ha reportado su
actividad contra diversas bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, como Staphylococcus aureus (incluyendo cepas
resistentes a la meticilina) y Escherichia coli [15]-[18].

En ese sentido, los resultados obtenidos indican claramente que los valores mas altos se lograron para la administracion
de MAECuoi0 Y MAECaq iibitum. Cuando se analizan las variables PK/PD detalladas en el Cuadro 1, resulta evidente que se
espera una respuesta clinica muy superior al dosificar con MAEC, por comparacion al Buoio Y Bad iobitum Y MAEsoio Y MAE g
ibitum- Cuando se asumié el valor denominado punto de inflexidon o interfase entre bacterias sensible y resistentes (0.5
ug/mL), se puede sefialar claramente el inicio de la falta de eficacia de los preparados que no contienen clircuma; por
ejemplo, con una cepa resistente de E. coli. Asi, las relaciones PK/PD de AUCq.24/CMlos resultaron en susceptibilidad
aceptable solamente para el grupo MAEC administrado tanto en el ensayo de dosis bolo como en el ensayo de
administracion ad libitum. Ya se ha ponderado el uso de dosis mayores a 10 mg/kg para tratar de cubrir clinicamente la
mayoria de las infecciones [4], [5]. El uso de MAEC cubre eficientemente casos de resistencia y se presenta en este ensayo
como un verdadero avance en la quimioterapia de casos clinicos resistentes/desafiantes en avicultura y en consonancia
con el exhorto de la OMSA (Organizacién Mundial de Sanidad Animal) de generar nuevas opciones antimicrobianas [21],
[22]. Con las proporciones Unicas de PK/PD logradas con MAEC se garantiza una eficacia clinica en casos clinicos causados
por patogenos resistentes y puede emplearse como tratamiento metafilactico y/o para prevenir algunas infecciones como
la transmision vertical de micoplasmosis a huevo fértil por gallinas reproductoras. Finalmente, vale la pena destacar que
tanto los MAEC como los MAE fueron consumidos con aparente avidez por las aves. Ademas, se les puede dosificar a las
aves a manera de aderezo en su comida.
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Resumen

El uso de sustancias humicas (SH) extraidas de lombricomposta (LC) se ha evaluado para reducir el uso de los antibiéticos
promotores del crecimiento (APC), con beneficios en la productividad y salud de pollos de engorda; pero no se han llevado
a cabo experimentos para conocer los cambios en la microbiota intestinal en pollos en condiciones que simulan la cria
comercial. El objetivo fue determinar la respuesta productiva, microbiologia del agua e intestino y microbiota intestinal
(yeyuno) en pollos adicionados con SH de LC en alimento o agua de bebida. Se usaron 400 pollos de 1-42 dias alojados en
16 corrales, asignados a 4 tratamientos: 1) Alimento con BMD y coccidiostatos (APC); 2) Alimento sin BMD ni coccidiostato,
con 0.35% de extracto deshidratado de SH (EDSH); 3) Alimento sin BMD ni coccidiostato; el agua de bebida adicionada
con 25% de lixiviado de LC (LSH); 4) Alimento sin BMD ni coccidiostato; el agua de bebida adicionada con 25% de extracto
alcalino de LC (EASH). Los resultados de produccidon y microbiologia se sometieron a ANOVA por medio del SAS y la
microbiota a analisis de bioinformatica. La GDP fue menor (P < 0.05) en pollos con EASH en comparacion con los otros
tratamientos. La mortalidad fue mayor (P < 0.05) con APC, intermedia con EDSH y LSH y menor en EASH. En el agua de
bebida, el conteo de BAT, E. coli y Salmonela spp fue similar entre tratamientos. En el contenido intestinal, el conteo y
frecuencia relativa de BAT y E. coli fue similar entre tratamientos; pero Salmonela spp no se encontré en pollos APC. En
las comunidades bacterianas, el filo predominante fue Firmicutes alcanzando el 98 % de abundancia relativa total siendo
mayor en los tratamientos con SH. A nivel familiar Lactobacillaceae fue mayor (P < 0.05) y a nivel de género Ligilactobacillus
aumento (P < 0.05) en EDSH en comparacién con APC. En conclusidn, el crecimiento de pollos APC, EDSH y LSH fue similar,
por lo que las SH pueden reducir el uso de APC debido principalmente a que incrementan la abundancia de bacterias acido
lacticas, potencialmente probidticas, que disminuyen el pH y restringen la colonizacién de bacterias patogenas.

Palabras claves: Pollos de engorda, promotores del crecimiento, Firmicutes

Introduccién

El uso de antibiéticos promotores del crecimiento en animales se ha prohibido debido a la frecuente identificacion de
bacterias resistentes a los antimicrobianos que ponen en riesgo la salud de los animales y el humano. A nivel global se
estdn evaluando diferente tipos de productos para substituir o reducir el uso de los antibidticos promotores del
crecimiento en animales. Dentro de estos productos, el uso de sustancias himicas (SH) ha tenido resultados muy
alentadores en la productividad y salud de animales de granja como pollos de engorda, gallinas de postura, codornices,
conejos, cerdos, becerros y vacas [1]. En afos recientes se ha evaluado un extracto deshidratado de SH (EDSH)
provenientes de LC en pollos de engorda, pavas y cerdos al destete y finalizacion reportandose beneficios en la
productividad y la salud [2]. Aunque hay varias teorias que describen algunos mecanismos de accidon de las SH, se
desconoce el érgano blanco o sitio exacto de actividad asociado a las mejoras en la eficiencia productiva de los animales
[1]. En pavas, la suplementacién con SH mejoré la integridad intestinal y ejercid cambios hacia una microbiota mas
saludable, aumentandose el nimero de bacterias productoras de acido butirico en el ciego [3]. En pollos de engorda se
desconoce si las SH extraidas de LC promueven en el intestino una microbiota benéfica y su asociacién con mejoras en
productividad. Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue determinar la respuesta productiva, microbiologia del
agua e intestino y microbiota intestinal (yeyuno) en pollos adicionados con SH de LC en alimento o agua de bebida.

Materiales y Métodos

Se usaron 400 pollos Ross 308 de un dia de vida, que fueron alojados en grupos de 25 en corrales de piso con medidas de
1x2 m. Los corrales fueron provistos con cama de aserrin, un comedero semiautomatico y un bebedero de campana. La
caseta es de ambiente natural y la temperatura y ventilacidn se regulan mediante cortinas colocadas en las paredes

www.avem.mx Decimoctavo Congreso Internacional AVEM. Pachuca Hgo México, 10 al 12 de marzo 2026. Pag. 112
Ir a lista de contenidos ©



Decimoctavo Congreso Internacional AVEM 2026
«MVZ Ramon Lopez Murguia»

laterales. La temperatura interna de la caseta se mantuvo en 322 C al llegar los pollitos y se redujo 22 C cada semana,
usando criadoras de gas. Al final de la tercera semana las criadoras fueron retiradas. Los corrales fueron asignados
aleatoriamente a 4 tratamientos: 1) Alimento adicionado con un antibiético promotor del crecimiento y un coccidiostato
durante todo el ciclo de engorda (APC); 2) Alimento sin antibidtico ni coccidiostato, pero adicionado con 0.35% de EDSH;
3) Alimento sin antibidtico ni coccidiostato; el agua de bebida fue adicionada con 25% de lixiviado de lombricomposta
como fuente SH (LSH); 4) Alimento sin antibidtico ni coccidiostato; el agua de bebida fue adicionada con 25% de extracto
alcalino de lombricomposta como fuente SH (EASH). En la dieta APC, se incluyé BMD como promotor del crecimiento
durante todo el ciclo de produccién y una combinacidn de nicarbacina y monensina de 1-21 dias y salinomicina de 22-42
dias como coccidiostatos. Los procedimientos de extraccidn y preparacion del EDSH, LSH y EASH fueron descritos en
trabajos previos [4, 5]. Las primeras dos semanas el LSH y EASH fueron provistos por medio de bebederos de botella, y
posteriormente, a través de tanques de 40 L de capacidad conectados a los bebederos de campana. Los alimentos fueron
formulados con maiz blanco, pasta de soya y cubrieron las recomendaciones de nutrientes de la estirpe en tres etapas: 1-
14, 15-28 y 29-42 dias. Los alimentos fueron ofrecidos en harina y a libre acceso.

Los pollos fueron pesados el dia 1, y posteriormente a los 42 dias de edad, para obtener el peso corporal y calcular la
ganancia diaria de peso (GDP). Se llevo también registro del consumo de alimento (CDA), conversion alimenticia (CA) y
mortalidad. El dia 41 del estudio, se seleccionaron dos pollos por corral y fueron inoculados con un polisacarido capsular
de E. coli por via intraperitonial. El dia 42, se tomaron muestras de agua de todos los bebederos y se sacrificaron los dos
pollos inoculados para tomar muestras del contenido intestinal e higado para llevar a cabo cultivos bacterianos para
cuantificar el conteo total de bacterias, E. coli y Salmonela spp. En los dos pollos sacrificados, se cortdé una porcion de 2
cm de la parte media del yeyuno, se abrid y se expuso la mucosa; se elimind los restos de contenido, de manera delicada,
usando una jeringa con agua destilada. La mucosa se raspé con una laminilla de vidrio y se colocé en un vial, que fue
congelado inmediatamente usando nitrégeno liquido. En el mismo vial se puso el raspado de los dos pollos. Los viales
fueron colocados en un congelador a -702 C. Se pesaron 200 mg de mucosa intestinal para la extraccion y purificacion del
ADN de células microbianas; para la disrupcion de las paredes bacterianas se realizo el proceso de lisis mecanica por batido
de microesferas siguiendo los procedimientos indicados en el manual del kit ZymoBIOMICS ™ DNA Miniprep (D4300,
ZYMO RESEARCH., Irvine, CA. USA.). El ADN purificado fue eluido en 100 pl de agua libre de ADNasa/ ARNasa
proporcionado en el mismo kit. El material gendmico fue cuantificado usando 1 ul de ADN usando un espectrofotémetro
UV-Vis (Nanodrop 2000, Thermo Scientific, USA). La integridad del DNA se verificé usando un gel de agarosa al 1%. Las
muestras de ADN se mantuvieron en congelacidon a -80 °C hasta su posterior uso. Las muestras fueron enviadas a un
laboratorio especializado para llevar a cabo los analisis de microbioma.

Bioinformatica en microbioma. La calidad de las secuencias se evalué mediante la herramienta Trimmomatic, incluyendo
el recorte y la eliminacién de regiones de baja calidad. Posteriormente, la visualizacidon de secuencias se realizé con la
herramienta MultiQC. Las secuencias quiméricas y de baja calidad se eliminaron con el médulo DADA2, mientras que la
asignacién taxondmica se realizé utilizando como referencia la base de datos SILVA v-132 (99% de similitud de secuencias)
a través del pipeline nf-core ampliseq v2.3.2. Las caracteristicas observadas, la uniformidad, la confianza y los indices de
Shannon, como medidas de diversidad alfa, se calcularon mediante el médulo QUIIME2. Mientras tanto, la beta-diversidad
se estimé mediante el método "UniFrac ponderado" a través de las distancias basadas en la abundancia de Variante de
Secuencia de Amplicén (ASV) en las muestras. La prediccion funcional de las comunidades bacterianas también se realizo
en el pipeline nf-core ampliseq, a través de PICRUSt2, con base en lecturas filtradas de QIIME?2.

Analisis estadistico. Los resultados de comportamiento productivo y microbiologia fueron sometidos a analisis de varianza,
usando los procedimientos de GLM del SAS. Se usé un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos. La unidad
experimental fue el corral y se tuvo cuatro repeticiones por tratamiento. Las diferencias entre medias fueron evaluadas
usando el método de la Diferencia Minima Significativa. En el microbioma, las puntuaciones de abundancia relativa de los
principales ASV observados a nivel de género en muestras de ileon se utilizaron para la comparacion por pares mediante
la prueba de Krustal-Wallis (P < 0.05), asi como para el célculo de las puntuaciones de correlacién de Pearson, utilizando
el software SPSS v. 29.02.0 (IBM, Corp., NY, EE. UU.). Los graficos se generaron con el software Origin v. 2022 (OriginLab,
Northampton, MA, EE. UU.).
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Resultados

El comportamiento “roductivo y mortalidad se presentan en la Tabla 1. El peso final y CDA tendieron a ser menores (P <
0.10) y la GDP fue menor (P < 0.05) en los pollos suplementados con EASH en comparacion con los pollos de los otros
tratamientos. La mortalidad fue mayor (P < 0.05) con APC, intermedia con EDSH y LSH y menor en EASH. Los resultados
de microbiologia se presentan en la Tabla 2. En el agua de bebida, el conteo de BAT, E. coli y Salmonela spp fue similar
entre tratamientos; la frecuencia relativa de aislados de E. coli fue mayor en APC y la de Salmonela fue mayor en EASH.
En el contenido intestinal, el conteo y frecuencia relativa de BAT y E. coli fue similar entre tratamientos; pero Salmonela
spp no se encontré en pollos APC y mostré baja frecuencia relativa en los otros tratamientos.

Tabla 1. Comportamiento productivo de pollos 1 a 42 dias de edad adicionados con sustancias humicas.

APCa EDSH LSH EASH EEMP
Pesodial, g 43.60 43.20 44.00 43.60 0.490
Pesodiad2,g 2726.7¢ 2648.1¢ 2667.5¢ 2378.8d 64.030
Consumo de alimento, g/dia 97.71¢ 94.05¢ 93.54¢ 83.82d 2.492
Ganancia de peso, g/dia 62.58¢ 59.09¢ 59.50¢ 52.69f 1.634
Conversion alimenticia 1.55 1.58 1.56 1.59 0.015
Mortalidad, % 11.98¢ 9.52f 10.02f 5.818 1.616

@ APC= Antibioticos promotores del crecimiento; EDSH= Extracto deshidratado de sustancias himicas; LSH= Lixiviado de
sustancias himicas; EASH= Extracto alcalino de sustancias htumicas.

b Error estandar de la media.

cd Efecto de tratamiento, P < 0.10.

ef Efecto de tratamiento, P < 0.05.

En las comunidades bacterianas, no se observaron diferencias significativas en la diversidad alfa de las muestras,
considerando las caracteristicas observadas, la uniformidad, los indices de confianza y de Shannon, segun la prueba de
Krustal-Wallis. El filo predominante fue Firmicutes, independientemente del tratamiento (Tabla 3), y alcanzé hasta el 98
% de la abundancia relativa total en las comunidades bacterianas. Numéricamente, se observaron valores de abundancia
relativa mds altos en los grupos EDSH, LSH y EASH en comparacidn con el grupo APC. Sin embargo, solo se observaron
diferencias estadisticas para el filo Actinobacteriota (P = 0.03), que se redujo en el grupo EDSH con respecto al grupo APC
(0.2 y 1.8, respectivamente). A nivel familiar (Tabla 4), algunas familias mostraron cambios (P < 0.05) en la abundancia
relativa en EDSH con respecto a APC, como Lactobacillaceae (91.99 y 53.18, respectivamente; P = 0.02),
Corynebacteriaceae (0.13 y 1.16, respectivamente; P = 0.04), Peptostreptococcaceae (0.06 y 18.85, respectivamente; P =
0.01), Aerococcaceae (0.02 y 1.42, respectivamente; P = 0.01) y Staphylococcaceae (0.12 y 1.59, respectivamente; P =
0.03). A nivel de género (Tabla 5), las abundancias relativas de Ligilactobacillus aumentaron (P < 0.05) en EDSH en
comparacion con APC (33.88 vs. 13.52, P = 0.04). Mientras tanto, otros géneros bacterianos exhibieron abundancias
relativas menores en comparacion con el grupo APC, incluyendo Corynebacterium (0.13 vs 1.16, P = 0.04), Staphylococcus
(0.10 vs 0.92, P = 0.04), Aerococcus (0.02 vs 0.70, P = 0.01), Brachybacterium (0.00 vs 0.45, P = 0.03), Jeotgalicoccus (0.03
vs 0.59, P = 0.05), y otros Peptostreptococcales (0.00 vs 18.74, P = 0.01).
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Tabla 2. Microbioclogia del agua de bebida y contenido intestinal.

Agua de bebida

Bacterias aerobias totales

Frecuencia relativa

Porcentaje
E. coli

Frecuencia relativa

Porcentaje

Salmonelaspp

Frecuencia relativa

Porcentaje

Intestino

Bacterias aerobias totales
Frecuencia relativa

Porcentaje
E. coli

Frecuencia relativa

Porcentaje
Salmonelaspp

Frecuencia relativa

Porcentaje

APCa

5.70
1/6
16.67
0/6
0

0/6

4.84
6/8
100

5.46
6/8
100
o/8

9]

EDSH

8.30
1/6

16.67

0/6
o)

0/6

5.64
6/8
100

5.19
4/8

67

4.24

2/8
33

LSH
0/5
0.00
0/5

0/5

571
5/8
100

478
5/8
100

4.18
/8

20

EASH

8.48

1/6

16.67
8.40

1/6

16.67

0/6

5.15

5/8

100
5.10

5/8

100
4.65

1/8

@ APC= Antibioticos promotores del crecimiento; EDSH= Extracto deshidratado de

sustancias himicas; LSH= Lixiviado de sustancias humicas; EASH= Extracto alcalino de
sustancias hiumicas.

Tabla 3. Abundancia relativa de los principales filos de bacterias.

Abundancia relativa

Compasidn entre grupos (valor de P)

Filo APC EDSH LSH EASH APC- APC- APC- LSH- LSH- EASH-

LSH EASH EDSH EASH EDSH LSH
Firmicutes 78.4 95.4 95.1 97.8 NS NS NS NS NS NS
Bacteroidota 1.6 1.2 0.6 0.1 NS NS NS NS NS NS
Proteobacteria 3.3 1.7 2.2 0.4 NS NS NS NS NS NS
Actinobacteriota 1.8 0.2 1.4 1.3 NS NS 0.03 NS NS NS
Acidobacteriota 0.1 0.0 0.0 0.0 NS NS NS NS NS NS
Dependentiae 0.1 0.2 0.1 0.1 NS NS NS NS NS NS
Patescibacteria 0.0 0.1 0.0 0.0 NS NS NS NS NS NS
Campylobacterota 13.7 1.1 0.5 0.1 NS 0.04 NS NS NS NS
Planctomycetota 0.0 0.0 0.0 0.0 NS NS NS NS NS NS
Verrucomicrobiota 0.1 0.0 0.0 0.0 NS NS NS NS NS NS
Euryarchaeota 0.0 0.0 0.0 0.0 NS NS NS NS NS NS
Cyanobacteria 0.0 0.0 0.0 0.0 NS NS NS NS NS NS
Chloroflexi 0.0 0.0 0.0 0.0 NS NS NS NS NS NS
Other 0.8 0.0 0.1 0.1 NS NS 0.02 NS NS NS

@ APC= Antibioticos promotores del crecimiento; EDSH= Extracto deshidratado de sustancias himicas; LSH= Lixiviado de sustancias

humicas; EASH= Extracto alcalino de sustancias htimicas.
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Tabla 4. Abundancia relativa de las principales familias de bacterias.

Abundancia relativa Compasion entre grupos (valor de P)
Filo APC EDSH LSH EASH APC- APC- APC- LSH- LSH- EASH-
LSH EASH EDSH EASH EDSH LSH
Lactobacillaceae 53.18 91.99 89.77 86.57 NS NS 0.02 NS NS NS
Chitinophagaceae 1.53 1.22 0.54 0.12 NS NS NS NS NS NS
Streptococcaceae 0.29 0.74 0.91 451 NS NS NS NS NS NS
Xanthobacteraceae 0.48 072 1.33 0.19 NS NS NS NS NS NS
Corynebacteriaceae 1.16 0.13 1.14 0.34 NS NS 0.04 NS NS NS
Peptostreptococcaceae 18.85 0.06 0.86 2.03 NS 0.03 0.01 NS NS NS
Vermiphilaceae 0.06 0.05 0.07 0.10 NS NS NS NS NS NS
Reyranellaceae 0.35 0.02 0.02 0.01 NS NS NS NS NS NS
Other_Candidatus 0.00 0.06 0.02 0.00 NS NS NS NS NS NS
Aerococcaceae 1.42 0.02 0.37 0.30 NS NS 0.01 NS NS NS
Campylobacteraceae 13.74 1.09 0.50 0.15 NS 0.04 NS NS NS NS
Staphylococcaceae 1.59 0.12 0.49 0.42 NS NS 0.03 NS NS NS
Peptostreptococcales- ;
- R 1.60 1.04 1.71 0.94 NS NS NS NS NS NS
Tissierellales Family XI
Babeliales_UBA12409 0.07 0.10 0.02 0.00 NS NS NS NS NS NS
Comamonadaceae 0.20 0.13 0.14 0.02 NS NS NS NS NS NS
Lactobacillaceae 53.18 91.99 89.77 86.57 NS NS 0.02 NS NS NS
Chitinophagaceae 1.53 1.22 0.54 0.12 NS NS NS NS NS NS

2 APC= Antibidticos promotores del crecimiento; EDSH= Extracto deshidratado de sustancias humicas; LSH=
Lixiviado de sustancias humicas; EASH= Extracto alcalino de sustancias himicas.

Tabla 5. Abundancia relativa de los principales géneros de bacterias.

Abundancia relativa Compasion entre grupos (valor de P)
Filo APC EDSH LSH EASH APC-  APC- APC- LSH- LSH-  EASH-
L SH FASH EDSH FEASH EDSH L SH
Lactobacillus 3591 40.62 57.22 46.44 NS NS NS NS NS NS
Ligilactobacillus 13.52 33.88 9.73 26.36 N5 NS 0.04 NS 0.05 NS
Lactobacillaceae HT002 2.66 12.91 18.93 3.89 0.02 NS NS 0.03 NS NS
Enterococcus 0.66 1.39 0.82 2.86 NS NS NS NS NS NS
Corynebacterium 1.16 0.13 1.14 0.34 NS NS 0.04 NS NS NS
Anaerococcus 1.51 1.02 1.56 0.58 NS NS NS NS NS NS
Staphylococcus 0.92 0.10 0.32 0.22 NS NS 0.04 NS NS NS
Aerococcus 0.70 0.02 0.12 0.11 NS NS 0.01 NS NS NS
Brachybacterium 0.45 0.00 0.15 0.16 NS NS 0.03 NS NS NS
Campylobacter 13.74 1.09 0.50 0.15 NS 0.05 NS NS NS NS
Jeotgalicoccus 0.59 0.03 0.05 0.09 NS NS 0.05 NS NS NS
Other
18.74 0.00 0.75 1.48 N5 NS 0.01 NS NS NS
Peptostreptococcales
Facklamia 0.47 0.00 0.16 0.14 NS NS 0.01 NS NS NS
Streptococcus 0.29 0.74 0.91 4.51 NS 0.05 NS NS NS NS
QOther Clostridia UCG 0.10 0.00 0.01 0.05 NS NS 0.03 NS NS NS

3 APC= Antibioticos promotores del crecimiento; EDSH= Extracto deshidratado de sustancias himicas; LSH= Lixiviado
de sustancias humicas; EASH= Extracto alcalino de sustancias humicas.

Discusion

Para reducir la dependencia de antibidticos como promotores de crecimiento en la industria avicola, se han propuesto
diversas estrategias, incluyendo el uso de prebidticos y probidticos, y compuestos naturales, como las SH, o incluso la
combinacion de dos o mas productos [5]. En particular, las SH se consideran compuestos organicos que incluyen acidos
humicos, acidos fulvicos y huminas, y se han asociado fuertemente con el suelo, debido a que alrededor del 80% de la
materia orgdnica del suelo estd compuesta por SH. Se ha demostrado que estas moléculas tienen la capacidad de inhibir
patégenos, disminuir los niveles de estrés, modular las respuestas inflamatorias e inmunitarias, entre otros [6].

www.avem.mx Decimoctavo Congreso Internacional AVEM. Pachuca Hgo México, 10 al 12 de marzo 2026. Pag. 116
Ir a lista de contenidos ©



Decimoctavo Congreso Internacional AVEM 2026
«MVZ Ramon Lopez Murguia»

En el presente estudio, se evalud el efecto modulador de las SH sobre la productividad y la microbiota intestinal, lo que
resultd en una reduccién en la abundancia relativa de los filos Proteobacteria y Campylobacteria, y, en particular, en la
reduccion de las familias Corynebacteriaceae, Peptostreptococcaceae, Aerococcaceae, Campylobacteriaceae vy
Staphylococcaceae. Estos cambios resultaron en un aumento de la familia Lactobacillaceae, que abarca al menos 31
géneros, incluyendo los géneros que componen el grupo de bacterias acido lacticas (BAL) [7]. Como era de esperar, se
observaron cambios en algunos géneros relacionados con BAL, como Ligilactobacillus, Aerococcus, Streptococcus y
Limosilactobacillus. En pavas, la suplementacién con SH mejord la integridad intestinal y ejercid cambios hacia una
microbiota mas saludable, aumentandose el nUmero de bacterias productoras de acido butirico en el ciego [3]; asi mismo
se han reportado mayores conteos de BAL en pollos adicionados con EDSH, usando técnicas de cultivo en placa [5, 8].
Estos resultados contrastan con lo reportados para gallinas ponedoras suplementadas con SH, en los cuales no se observd
ningun efecto en el recuento de BAL en el contenido intestinal (intestino delgado y ciego), sin embargo, se mejoro la
productividad y calidad del huevo [9].

A nivel familiar, las SH también aumentaron Lactobacillaceae que esta fuertemente representada por Lactobacilli, que se
han descrito como eficientes fermentadores de carbohidratos que contribuyen a disminuir el pHy restringir la colonizacién
de otras bacterias [10, 11]. Esto podria explicar la reduccién en la abundancia observada para las familias
Peptostreptococcaceae, Aerococcaceae y Staphylococcaceae, lo que resulta en el aumento de géneros benéficos, como
algunos miembros de Lactobacillaceae, incluyendo Streptococcus, Enterococcus, Ligilactobacillus y Limosilactobacillus. En
particular, Ligilactobacillus, un género derivado del género Lactobacillus (anteriormente conocido como Lactobacillus
salivarius) que incluye al menos 16 especies [12], aumentd significativamente en los grupos EDSH y EASH. Algunas
especies, como Ligilactobacillus aviarius, se han reportado como miembros frecuentes de la microbiota gastrointestinal
de las aves de corral, presentando mayores abundancias relativas en el duodeno, el yeyuno y el ileon (entre el 0.5 y el 60
%) [13]. Algunas especies del género Ligilactobacillus, como L. salivarius, se han descrito como potencialmente probidticas
debido a sus propiedades funcionales, que podrian aprovecharse en humanos y en animales, debido a su potencial para
regular la microbiota intestinal y mejorar el estado de salud del huésped [14]. Probablemente estos cambios en la
composicion de la microbiota estan asociados a las mejoras en la productividad de los pollos del presente trabajo, lo que
coincide con investigaciones previas en pollos [4, 5] y pavas [3].

Desde una perspectiva funcional, la suplementaciéon con SH se ha asociado con un aumento del metabolismo de
carbohidratos, aminodacidos, nitrégeno, riboflavina y energia, asi como con una reduccién de la produccién de amoniaco
fecal y la actividad de la ureasa [15, 16]. El aumento de la abundancia relativa de Firmicutes, el principal miembro del ileon
[11], podria contribuir al mantenimiento de la homeostasis intestinal y la degradacién de la fibra dietética [17]. En el
presente estudio, se predijeron 392 vias metaciclicas como parte del perfil funcional de las comunidades bacterianas de
la mucosa del yeyuno, algunas de las cuales aumentaron con la suplementacién con SH. La prediccién mostrd un aumento,
mediante la suplementacién con SH, en la frecuencia de algunas vias que producen lactato y acetato, como la
fermentacién del piruvato, la degradacién del acetileno, la derivacién de Bifidobacterium y las vias de la glucélisis. Se
observé aumento en la degradacion de la sacarosa, que produce fructosa-6-fosfato, que se metaboliza a través de la via
de derivacion de Bifidobacterium, cuya frecuencia predicha también aumentd con la suplementacidn de SH [18, 19].

Conclusiones

El crecimiento de pollos en los tratamientos con APC, EDSH y LSH fue similar, por lo que las SH pueden reducir el uso de
APC debido principalmente a que incrementan la abundancia de BAL, potencialmente probidticas, que disminuyen el pH
y restringen la colonizacién de bacterias patdgenas, especialmente la familia Lactobacillaceae que esta fuertemente
representada por Lactobacilli.
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EVALUACION DE ALGUNAS VARIABLES EN EL CONTEO DE OOQUISTES DE EIMERIA SPP.
POR LA TECNICA DE MCMASTER

Santos Sanchez Vanessa, Fuente Martinez Benjamin, Velasco Hernandez Xéchitl
Universidad Nacional Auténoma de México, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
mvzvanessantos.san@gmail.com

Resumen

En el presente trabajo de investigacion basica y aplicada se evaluaron algunas de las variables cominmente usadas en la
técnica estandar de McMaster sobre el conteo de ooquistes de Eimeria spp. con el objetivo de aportar informacién
practica de como influyen estas modificaciones en el resultado y el diagndstico final. Estas variables suelen emplearse en
algunos laboratorios de diagnéstico para facilitar la observacion y el conteo de las muestras de heces o cama y agilizar la
obtencién de resultados sin una validacién metodoldgica previa, por lo anterior, se analizaron tres variables distintas: el
uso de una de tres soluciones de flotacidon (solucidn salina saturada de cloruro de sodio, sulfato de zinc y sulfato de
magnesio); el conteo parcial de la cdmara de McMaster (media cdmara) comparada con el conteo de camara, aplicando
factores de correccidn, en comparacién con el conteo total de la cdmara (12 celdas); y el empleo de métodos fisicos de
filtrado (gasa y colador) frente a un control sin filtrado. Los resultados fueron procesados mediante un analisis estadistico
con la prueba T de Student y una prueba de probabilidad con un valor de p <0.05. Se observé que el uso de alguna de las
tres soluciones analizadas es indistinto y no mostraron diferencia estadistica significativa (p>0.05); el conteo por parcelas,
ajustado a factores de correccién, no mostré una diferencia significativa con relacion al conteo total de la cdmara de
McMaster (p>0.05). En contraste, el uso de un método fisico de filtrado (gasa o colador) repercutio significativamente de
forma negativa los resultados del conteo (p<0.05). Se concluye que el conteo de la mitad de la cdmara puede usarse de
forma segura bajo un manejo adecuado de las muestras y la estandarizacién de los factores de correccidn; por otra parte,
se recomienda evitar el filtrado de la muestra, mientras que la eleccién de alguna solucidn diferente (con una densidad
igual o similar a 1.2 g/mL) puede emplearse segiin su disponibilidad y costo.

Palabras Clave: Eimeria, conteo de ooquistes, McMaster, solucién de sulfato de magnesio, solucion de sulfato de zincy
solucidn salina saturada de cloruro de sodio.

Abstract

Some of the most commonly used modifications to the standard McMaster technique for counting Eimeria spp oocysts
were evaluated with the aim of providing practical information on the effect of these variations on oocyst counts and
subsequent final diagnosis. These variables are often used in some diagnostic laboratories to facilitate observation and
counting in fecal or littler samples and tos peed up obtaining results without prior methodological validation. Therefore,
three different variables were analyzed: the use of one of three flotation solutions: saturated sodium chloride solution as
control, zinc sulfate solution, and magnesium sulfate solution; partial counting of the McMaster chamber (half chamber
counting) compared to counting the entire chamber; and the use of two different physical filtration methods (gauze and
strainer) compared to an unfiltered control. The results were processed using statistical analysis with Student T-test with
p-value <0.05. It was observed that the use of any of the three solutions analyzed was indistinct and did not show a
statistically significant difference (p>0.05). The count of a half chamber compared to counting the entire chamber did not
show a significant difference (p>0.05). In contrast, the use of a physical filtering method (gauze or strainer) had a
significantly negative impact on the counting results (p<0.05). It is concluded that counting a half chamber can be safely
used under proper sample handling and standardization of correction factors; on the other hand, it is recommended to
avoid filtering sample, while the choice of a different solution (with a density equal or similar to 1.2 g/mL) can be used
depending on its availability and cost.

Key Words: Eimeria, oocysts count, McMaster, magnesium sulfate solution, zinc sulfate solution and saturated sodium
chloride solution.

Introduccion
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La coccidiosis aviar es una enfermedad parasitaria causada por diferentes especies de protozoarios de la familia
Apicomplexa y género Eimeria. (1)

El pollo de engorda es particularmente susceptible a esta enfermedad debido a la intensidad de la crianza en caseta,
crianza en piso y alta densidad de las poblaciones. Este pardsito afecta la integridad y funcionalidad del tracto intestinal
del ave; se presenta de manera clinica y subclinica con signos variados como: enteritis, diarreas en ocasiones mucosas o
sanguinolentas, disminucion del consumo de alimento, disminuciéon de la ganancia de peso, mala pigmentacion vy
desuniformidad de la parvada.

El diagndstico de esta enfermedad se basa en la historia clinica, conteo de ooquistes y observacidon de lesiones a la
necropsia. La técnica de McMaster es una técnica coproscoldgica cuantitativa predilecta para conocer la carga parasitaria
de un individuo o poblacidn; esta técnica es ampliamente utilizada en la avicultura debido a su practicidad y costo. Sin
embargo, la precisidn y sensibilidad de los resultados depende de la estandarizacion del proceso. (2)

A pesar de ser una técnica estandarizada, en la actualidad se han implementado variables (uso de cdmaras con diferentes
volimenes, conteos por parcela, soluciones diferentes con una densidad similar y métodos de filtrado), con la finalidad
de agilizar los tiempos en el procesamiento de las muestras. Al adoptar alguna variable sin legitimacidn de esta, se podrian
comprometer los resultados, llevando a una subestimacién y en consecuencia un posible diagndstico erréneo. (3)

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto en el conteo y diagndstico cuantitativo de ooquistes
de Eimeria spp. de algunas variables de la técnica de McMaster, y asi, aportar informacion practica para el Médico
Veterinario Zootecnia.

Materiales y Métodos

El presente estudio se desarrollé bajo un disefio experimental comparativo para evaluar el efecto de las tres variables mas
usadas para la técnica de McMaster. El estudio se llevé a cabo en las instalaciones del laboratorio de Diagndstico del
Departamento de Medicina y Zootecnia de Aves (DMZA), en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ), de
la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM); durante el periodo que comprende de marzo del 2023 a febrero
del 2025.

Se utilizaron muestras de heces de aves libres de coccidias, procedentes del Centro de Ensefianza, Investigacidon y
Extensidon en Produccién Avicola (CEIEPAv), ubicado en la delegacién Tldhuac, Cd. de México. Las muestras fueron
sometidas a una prueba de McMaster para verificar la presencia o ausencia de coccidias, para posteriormente, ser
estandarizadas a una concentracién de 34,000 ooquistes/mL, obtenido de la titulacion de un inoculo de origen vacunal
con ooquistes de Eimeria acervulina, mdxima y tenella.

Para el primer experimento se empled una variable que implicaba el uso de diferentes soluciones con una densidad similar.
Para el control se hizo uso de la solucidn salina saturada de cloruro de sodio (densidad de 1.2 g/mL), la cual se compard
contra la solucién de sulfato de zinc (densidad de 1.2 g/mL) y la solucidn de sulfato de magnesio (densidad aproximada de
1.28 g/mL). El segundo experimento consistio en el andlisis de los resultados obtenidos del primer experimento,
correspondientes al conteo de ooquistes de la mitad o camara de McMaster completa, sometiéndolos a una prueba T de
Student. Asimismo, para el tercer experimento se analizo la variable del filtrado, en donde se hizo uso de dos diferentes
tipos de colador y dos diferentes gasas, las cuales, se dividieron en el grupo 1, compuesto por: colador genérico de plastico
de 20 cm de largo, con celdas de 1x1 mm y gasas estériles de algoddn de la marca Aurax de 10x10 cm, con celdas de 1x2
mm; y el grupo 2, compuesto por: colador genérico de plastico de 20 cm de largo, con celdas de 0.5x0.5mm y gasas
estériles de algoddn de la marca Dr.Simi de 10x10 cm, con celdas de 2x3mm.

Finalmente se analizaron los resultados de cada variable mediante un disefio completamente al azar, haciendo una

comparacion de las medias mediante la prueba de Tukey con un valor p<0.05.
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Resultados

Primer analisis: Uso de tres soluciones diferentes con densidades similares

100

- Valor p <0.862

a0

G0

a0

"

camara

40

30

20

10

Promedio de ooquistes contados por

Solucién salina saturada Sulfato de magnesio Sulfato de zine
Solucion

Figura 1. Promedio de ooquistes contados por cdmara por la técnica de McMaster utilizando tres diferentes soluciones.

La solucién salina saturada de cloruro de sodio represento en este experimento el control, y las soluciones de sulfato de
zinc y sulfato de magnesio, las variables. El promedio de ooquistes contados utilizando la solucidn salina saturada fue de
87.9 ooquistes/camara (4,395 ooquistes/g de heces).

El promedio de ooquistes contados empleando la solucién de sulfato de magnesio fue de 79.55 ooquistes/camara (3,977
ooquistes/g de heces), correspondiente a una tasa de recuperacion del 90.5%. Por otro lado, el promedio de ooquistes
contados al usar la solucidn de sulfato de zinc fue de 84.05 ooquistes/camara (4,202 ooquistes/g de heces), obteniendo
un 95.62% de recuperacion.

De acuerdo con las condiciones experimentales empleadas para este experimento, el uso de una solucién diferente a la
solucidn salina saturada no mostré una diferencia significativa (p>0.05), por lo cual el uso de cualquier solucién que sea
igual o similar en densidad puede ser empleada para el conteo de ooquistes de Eimerias de pollos y gallinas.
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Segundo analisis: Conteo por parcela y cAmara completa

Con base en los resultados obtenidos del experimento anterior, se procedio a hacer el analisis del conteo de media cdmara
(6 columnas) y cdmara completa (12 columnas), exponiéndolo como el segundo experimento.
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Figura 2. Promedio de ooquistes contados en la cdmara completa y la mitad de la cdmara de McMaster utilizando tres
soluciones diferentes por la técnica estandar.

Solucion salina saturada de cloruro de sodio, conteo de media camara (4,395 ooquistes/ g de heces) y cdmara completa
(4,590 ooquistes/ g de heces), con un porcentaje de pérdida del 4.24%.

Solucién de sulfato de magnesio, conteo de media camara (3,789 ooquistes/g de heces) y camara completa (3,977
ooquistes/ g de heces) con una disminucién del 4.5%

Solucidn de sulfato de zinc, conteo de media cdmara (4,203 ooquistes/g de heces) y cdmara completa (4,203 ooquistes/ g
de heces), sin un decremento aparente.

Ademas de ello se realizé un andlisis en donde se pone a prueba la precisién al contar un cierto nimero de parcelas y
multiplicar el resultado para contar con resultados mas rapidos. Para esta parte del experimento se hicieron uso de los
datos del total de ooquistes obtenidos al contar 3, 6,9y 12 parcelas
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Figura 3. Promedio de ooquistes contados por parcela de la cdmara de McMaster utilizando la solucion salina saturada de
cloruro de sodio.

Los resultados presentados, bajo las condiciones experimentales empleadas, no muestran una diferencia estadisticamente
significativa entre el conteo del total de parcelas (12 celdas), presentes en la camara de McMaster o el uso de un conteo
significativo que pueda multiplicarse al total de celdas.

Tercer analisis: Uso de un método fisico de filtrado.

Los métodos fisicos de filtrado fueron seleccionados de aquellos que son cominmente utilizados en laboratorio. Para
evaluar la variable de respuesta en un mayor nimero de datos y tipos de materiales en este experimento se establecieron
dos métodos de filtrado con dos diferentes materiales cada uno.

Por lo cual se usaron dos tipos diferente de gasas estériles, previamente estandarizadas para este experimento y dos
coladores de plastico genéricos con caracteristicas similares. Ambos materiales se asignaron a fin de contar con un tipo
de colador, y un tipo de gasa y para cada réplica del grupo testigo y tratamientos (por grupo y repeticién).
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Figura 4. Promedio de ooquistes contados por camara por la técnica de McMaster estandar utilizando dos diferentes
métodos de filtrado (grupo 1).

Al usar la gasa el promedio de ooquistes contados por camara fue de 175.6 ooquistes/camara (8,780 ooquistes/g de
heces), representdndose en un 31.02% de reduccion contra el control (p<0.05).

Por otro lado, el uso del colador dio como resultado un promedio de 132.7 ooquistes/camara (6,635 ooquistes/g de heces),
equivalente a un 47.87% en comparacion con los resultados obtenidos del control.

Para el segundo analisis se hizo uso de los objetos pertenecientes al grupo 2.
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Figura 5. Promedio de ooquistes contados por camara por la técnica de McMaster estandar utilizando dos diferentes
métodos de filtrado (grupo2).

Al emplear la gasa se obtuvo como resultado el promedio de 149 ooquistes/camara (7,450 ooquistes/g de heces), la
reduccion se ve reflejada en un 27.77% comparado con el promedio de ooquistes del control.

El resultado del promedio de ooquistes contados al usar el colador es de 120.9 ooquistes/camara (6,045 ooquistes/g de
heces). El porcentaje de disminucion fue del 41.39% en relacién con el control.

Discusion
Bajo las condiciones experimentales empleadas observamos lo siguiente:

Experimento 1: Uso de tres tipos diferentes de soluciones con densidades similares. El principio de la técnica de McMaster
se basa en el principio de flotabilidad de Arquimedes, en donde la densidad de un objeto debe ser menor al del liquido
contenido en un recipiente para flotar. (4)

En el caso del ooquiste de Eimeria la densidad es de aproximadamente 1.1 g/mL por lo que el uso de una solucién con una
densidad mayor a esto permitira que flote. Es asi, que el uso de una solucidn diferente a la solucidn salina saturada de
cloruro de sodio, como lo es la solucidn de sulfato de zinc y la solucién de sulfato de magnesio no mostré un efecto
significativamente beneficio o perjudicial sobre los resultados del conteo de ooquistes de Eimeria spp. (5)

En el caso de la solucién de sulfato de zinc y sulfato de magnesio es comunmente usada para huevos de parasitos que
requieran una menor variacién homeostdtica, sin embargo, la solucidn salina saturada de cloruro de magnesio resulta ser
el estandar debido a su accesibilidad y naturaleza de los elementos necesarios para su creacion. (6)

Experimento 2: Conteo de cdmara completa, media cdmara y parcelas. Es cominmente usado en la practica en campo el
conteo de la mitad de camara de McMaster. Para este experimento el conteo parcial de la cdmara de McMaster y el
conteo de la cdmara completa no mostré una diferencia significativa, aunque resulta de suma importancia contar con un
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manejo adecuado de la muestra que se empleara y del factor de correccidn para proporcionar resultados confiables. El
resultado de conteo de ooquistes por gramo de heces puede ser parte determinante en el diagndstico para dar un
tratamiento de control en campo y prevenir pérdidas econdmicas importantes en la pigmentacion cutdnea o conversion
de las parvadas.(7)

Experimento 3: Método de filtrado. La base de esta modificacidn es el concepto de filtracion que se define como la
separacion de un liquido y un sélido que se encuentran previamente mezclados en una suspension. (8)

La gasa resulta ser un método de contencidon muy accesible debido a la naturaleza de sus ingredientes. El algodén de la
gasa provoca una doble barrera de contencién en donde su estructura porosa impide el paso de impurezas grandes, el
segundo efecto que actla como barrera es la capilaridad ya que parte del liquido de la suspensidn es absorbido por la
matriz lo que impide que los ooquistes sean desplazados con mayor agilidad.

El colador crea un doble filtrado, ya que, al momento de filtrar el liquido las particulas de mayor tamafio quedan
suspendidas en la parte superior del colador, en donde pueden crear una doble filtracidon ya que pueden generar micro
celdas que impidan el paso de los ooquistes. Con esto, podemos observar que la capacidad de retencion de la materia
organiza fue mayor, comprobado por los resultados microscépicos como el conteo y los macroscdpicos como la apariencia
y turbidez del filtrado de la muestra posterior al filtrado.

Este proyecto demostré que los métodos fisicos de filtrado son variables que puede ser un factor de subestimacién de los
datos ya que el promedio de reduccidn del conteo de ooquistes usando un colador fue del 41.39%, mientras que el uso
de la gasa represento el 27.77%
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DETERMINACION DE LA SERIE BLANCA EN EL HEMOGRAMA DEL “PATO REAL” CAIRINA
MOSCHATA, LINNAEUS, 1758 (anseriformes: anatidae)

José Henry Osorio, Yoccner Quenan, Silvio Jaramillo
Laboratorio de Investigacion Bioquimica Clinica. Universidad de Caldas.
Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad Nacional Abierta y a Distancia UNAD.
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Resumen

La determinacion del cuadro hematico en aves es una herramienta diagndstica clave para valorar el estado de salud,
aunque resultados normales no descartan enfermedades asintomaticas. La serie blanca incluye heterdfilos, eosindfilos y
basofilos, ademas de linfocitos y monocitos; su interpretacion permite identificar infecciones, estrés e inflamacién. Este
estudio evalud el diferencial leucocitario en pato criollo (Cairina moschata) y comparé los valores segun el sexo para
aportar rangos de referencia. Se analizaron 46 patos (33 hembras, 13 machos) criados en Manizales, con toma sanguinea
yugular y procesamiento en laboratorio. El hemograma se realizé con el analizador Mindray BC-3600, que usa impedancia
eléctrica. No hubo diferencias por sexo en WBC, heterdfilos o linfocitos; solo monocitos fueron mayores en hembras.

Palabras Claves: pato real, leucograma, gldbulos blancos, metabolismo.

Introduccion

La determinacion del cuadro hemadtico en aves es una ayuda diagnostica que aporta informacién sobre el estado de salud,
facilitando la valoracién y conducta en determinadas patologias, lo anterior, porque el hemograma es considerado uno
de los examenes clinicos de rutina de mayor uso para la evaluacion de aves [1]. Los pardmetros normales en un
hemograma por lo general indican un buen estado de salud del animal, aunque resultados dentro de rangos hormales no
excluyen la presencia de patologias que cursan de manera asintomatica [2].

Dentro del hemograma, la serie blanca (leucocitos) tiene cinco tipos principales de leucocitos: heterdfilos, eosindéfilos y
basofilos (leucocitos granulociticos), junto a linfocitos y monocitos (agranulociticos). Los heterdfilos son generalmente los
leucocitos mas abundantes en la sangre de las aves y cumplen una funcidn analoga a los neutréfilos de los mamiferos
como primera linea de defensa frente a infecciones bacterianas [3]. Por otro lado, los linfocitos son células relacionadas
con la inmunidad adaptativa, y suelen disminuir en situaciones de estrés intenso o inmunosupresion, fendmeno que
acompafiado de heterofilia (aumento de heterdfilos) se interpreta como un indicador de estrés fisiolégico en el ave. El
resto de leucocitos también aporta informacion clinica valiosa: los eosindfilos y basdéfilos suelen relacionarse con procesos
parasitarios, alérgicos o inflamatorios, mientras que los monocitos tienden a elevarse en procesos infecciosos crénicos o
inflamaciones de curso prolongado. Por ello, realizar el diferencial leucocitario (conteo relativo de cada tipo de glébulo
blanco) permite interpretar con mayor precision el hemograma en las aves, facilitando la deteccidon de alteraciones
especificas como infecciones agudas, estados de estrés crénico o inflamacidn [4]. Estudios comparativos han demostrado,
ademas, que las variables hematolégicas pueden modificarse segun diversos factores bioldgicos y ambientales, tales como
la especie, la edad, el sexo, la dieta, la época reproductiva o las condiciones de manejo, encontrandose falta de consensos
en la definicidn de parametros sanguineos en algunas especies de aves.

En el presente trabajo se estudia los valores de la linea blanca del hemograma en el pato criollo (Cairina moschata
domestica), el cual es una especie de pato de la familia Anatidae originaria de América tropical, se puede encontrar en
Latinoamérica en especial en zonas de clima tropical y subtropical [5]. Existen dos variedades una silvestre y la doméstica,
por sus caracteristicas este pato es idéneo para sistemas de bioproduccidn, donde se puede integrar con otras
especialidades de interés productivo, tales como la piscicultura, porcinos, cultivos fruticolas y otros [6]. El objetivo del
trabajo es comparar los valores de la serie blanca del hemograma de acuerdo al sexo en el “pato real” Cairina moschata
(Linnaeus, 1758), con el fin de profundizar en estudios para aportar a los diferentes consensos orientados a definir rangos
de referencia hematoldgicos especificos para el pato criollo, considerando sus condiciones ecoldgicas y zootécnicas
particulares.

|II
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Materiales y métodos

La cria de los animales, se realizd en la Vereda Morrogordo, Finca el Remanso, ubicada en el Municipio de Manizales
(Colombia), a 1800 m.s.n.m. y con una temperatura promedio de 232C. Las determinaciones por laboratorio se hicieron
en el laboratorio de metabolismo de la Universidad de Manizales. Un total de 46 patos criollos (33 hembras y 13 machos),
fueron criados durante 6 meses y se mantuvieron a régimen de 12 horas de luz. Se les suministré una dieta comercial
estandar para gallina ponedora. El agua fue administrada ad libitum. Antes de la toma de muestras, las aves fueron
ayunadas durante 12 horas, se tomaron 5 ml de sangre directamente de la vena yugular en tubos de ensayo. La sangre se
centrifugd en una centrifuga Hettich zentrifugen, EBA 20. Tuttlingen, Germany, a 3000 revoluciones por minuto (rpm)
durante 5 minutos a temperatura ambiente, el suero obtenido se congeld a -30°C hasta su posterior analisis. Al momento
de procesar las muestras, los sueros fueron descongelados a temperatura ambiente, luego, fueron depositados en bafio
maria a una temperatura de 37°C por 10 minutos.

Andlisis hematoldgicos: Se uso el analizador Mindray BC-3600, usando el principio de Impedancia Eléctrica para contary
clasificar células sanguineas (glébulos rojos, blancos y plaguetas) mediante la medicidn de cambios en la resistencia
eléctrica al pasar por una apertura, ademas de métodos Opticos para diferenciar los leucocitos en 3 poblaciones
(neutrdfilos, linfocitos, monocitos) [7].

Andlisis estadistico: Los datos fueron analizados usando pruebas paramétricas o no paramétricas de acuerdo a las pruebas
de normalidad, para el analisis estadistico se utilizé IBM SPSS Statistics 25. Las diferencias estadisticamente significativas

se determinaron con el P < 0,05.

Consideraciones éticas: El estudio fue aprobado por el comité de ética de la Universidad de Manizales

Resultados

Al comparar hembras (n=33) y machos (n=13), no se observaron diferencias significativas en WBC, heterdfilos (%) ni
linfocitos (%) (p>0.05). Para eosindfilos (%), monocitos (%) y baséfilos (%), al presentar distribucidn no normal, se aplico
la prueba U de Mann—Whitney para las otras con distribucion normal t student; Unicamente monocitos (%) mostro
diferencias entre sexos, siendo mayor en hembras (p=0.001)

Tabla 1. Niveles de globulos blancos, heterdfilos, linfocitos, eosindéfilos, monocitos, baséfilos en Cairina moschata.

Hembras Machos
Parametro P-valor
Media+SD (mg/dL) Estadistica Media+SD (mg/dL) | Estadistica

Minimo 13 Minimo 21
Globulos blancos-WBC, 103/mm?3 34,8+11,7 37,3+10,5 0,514

Maximo 66 Maximo 60

Minimo 41 Minimo 42
Heterdfilos % 68,3+10,9 65,1+£10,8 0,376

Maximo 88 Maximo 83

Minimo 11 Minimo 16
Linfocitos % 28,7499 32,6+10,7 0,236

Maximo 55 Maximo 58

Minimo 0 Minimo 0
Eosinofilos % 0,12+0,4 0+0 0,103

Maximo 2 Maximo 0

Minimo 0 Minimo 0
Monocitos % 0,48+0,7 0£0 0,001

Maximo 3 Maximo 0

Minimo 0 Minimo 0
Basofilos % 2,322 2,1£1,9 0,803

Maximo 9 Maximo 7
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Discusion

En la serie blanca, nuestros resultados muestran que el total de leucocitos en pato real se encuentra dentro del rango
esperado para aves y no presentd diferencias significativas entre sexos. Esta ausencia de dimorfismo sexual en el
leucograma concuerda con lo reportado por Igwe et al. [8,11], quienes no hallaron variaciones entre machos y hembras
ni en el conteo total de leucocitos ni en las proporciones de heterdfilos y linfocitos en el pato real. Del mismo modo,
Sanchez-Torres et al. [9] observaron que, para varias especies avicolas evaluadas (incluyendo pato criollo), los parametros
hematoldgicos fueron similares en hembras y machos de una misma especie. Al comparar la leucocitosis absoluta con
otros estudios, se aprecia que los patos del presente estudio tienen un recuento leucocitario total relativamente elevado,
aunque acorde con la literatura sobre esta especie. Sulaiman et al. [10] sefalaron que el pato criollo posee conteos de
leucocitos mayores que los documentados para patos de clima templado (p. ej., Pekin) e incluso superiores a los de la
gallina criolla. Sulaiman et al. [10] encontraron que en patos criollos los linfocitos constituyen alrededor del 61-73% de
los leucocitos diferenciales (mayor proporciéon en machos), mientras que los heterdfilos comprenden gran parte del resto,
este patrdn linfocito-dominante es comuin en muchas aves acuaticas y se alinea con lo informado por investigaciones
previas. Los eosindfilos y baséfilos fueron escasos en este trabajo, constituyendo cada uno una fraccion baja (<5%) del
total de leucocitos. Igwe et al. [8] reportaron una proporcién de eosinodfilos relativamente mayor en patos nigerianos
comparada con el presente estudio [11]. En el presente estudio el indice heterofilo/linfocito se mantuvo dentro de limites
considerados normales, sugiriendo que las aves muestreadas se encontraban clinicamente estables.

Conclusion

De acuerdo a los resultados presentados a diferencia de los eritrocitos, la cantidad de células blancas circulantes no parece
estar fuertemente influenciada por factores hormonales en esta especie, ademas se sugiere una respuesta inmune basal
mas vigorosa o una adaptacidn a entornos donde la carga de patdgenos puede ser distinta.
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EVALUATION AND CONTROL OF THE MICROBIOLOGICAL QUALITY OF CHICKS IN THE

INCUBATOR

Lisa R. Bielke, Nivedita Pareek, Muhammad Wajeeh Ul Hassan
Prestage Department of Poultry Science, North Carolina State University, Raleigh, NC, USA
School of Medicine, University of North Carolina at Chapel Hill, Chapel Hill, NC, USA

The gut microbiome is essential to poultry health, influencing digestion, immunity, and disease resistance. As artificial
incubation limits maternal microbial transfer, chicks often develop microbiomes shaped by their environment rather than
their hens. Previous work has shown that early exposure to bacteria in hatching cabinets shapes immune function and
resistance to opportunistic pathogens. A more recent study characterized the microbiome of broiler breeder hens and
day-of-hatch chicks to assesses the potential for bacterial transmission between them. Samples from five 69-week-old
hens including ceca, crop, small intestine, cloaca, and eggs, day-of-hatch chicks, and hatchery fluff were processed for
whole-genome shotgun sequencing. DNA was processed for whole genome sequencing. Reads were quality-filtered,
trimmed, and taxonomically classified with Kraken2/Bracken. Results showed that alpha diversity, measured by Pielou’s
evenness, ranged from 0.72 to 0.89, indicating generally balanced microbial communities across sample types. The ceca
and small intestine were the most stable, while the crop and day-of-hatch GIT showed greater variability. Although some
site pairs showed minor differences (p < 0.05), none remained significant after correction (g > 0.05), indicating overall
similar evenness across groups. Bray—Curtis PERMANOVA showed that the cloaca and small intestine were the hen sites
most similar to the day-of-hatch GIT, with only marginal or non-significant differences (q = 0.05-0.17), suggesting limited
maternal contribution and some continuity along the intestinal axis. Eggs and hatchery fluff showed similar microbial
profiles (g = 0.21) and were not significantly different from the small intestine or day-of-hatch GIT (q = 0.05-0.21). In
contrast, the ceca and crop formed distinct communities (q < 0.03) and are unlikely contributors to initial chick microbiota.
Our findings suggest that the cloaca and small intestine are the most likely maternal contributors to early chick microbiota,
while the hatchery environment also exerting a significant influence. The cloaca and small intestine were most comparable
to day-of-hatch GIT communities, while eggs and fluff only moderately and non-significantly overlapped. Overall, these
patterns imply that rather than direct egg-based transmission, initial colonization is a result of both hatchery exposure
and limited maternal cloacal input. Overall, current research has demonstrated a significant role of hatching environment
for promoting favorable microbial exposure and coloniza.
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ACTUALIZACION EN LAS CURVAS DE CRECIMIENTO POR ESTIRPE DE POLLO Y SU
RELACION CON LOS NUEVOS REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES DE LAS PRINCIPALES
ESTIRPES DE POLLO DE ENGORDA

Everton Luis Krabbe - Eng Agr, D.Sc., Nutrologo - Embrapa Suinos e Aves - Brazil.

La avicultura de engorde ha experimentado en las ultimas décadas una evolucidn genética sin precedentes. Las principales
casas genéticas han logrado avances continuos en la velocidad de crecimiento, la eficiencia de conversidon alimenticia, el
rendimiento de pechuga, la uniformidad de los lotes y la viabilidad de las aves. Como resultado, las curvas de crecimiento
actuales difieren significativamente de aquellas utilizadas como referencia hace pocos afios, incluso dentro de una misma
estirpe.

Las tres principales estirpes comerciales de pollo de engorda presentan hoy perfiles de crecimiento mas acelerados, mayor
capacidad de deposicidn proteica y una utilizacién mas eficiente de los nutrientes. Estos cambios implican modificaciones
importantes en los requerimientos nutricionales a lo largo de las diferentes fases productivas. Sin embargo, la velocidad
con la que estas nuevas estirpes son introducidas en el mercado supera, en muchos casos, la capacidad de la investigacion
cientifica para generar resultados consolidados y aplicables en el mismo periodo.

Existe, por lo tanto, un hiato entre las exigencias nutricionales reales de las nuevas generaciones genéticas y la informacidn
disponible proveniente de investigaciones en curso o recientemente concluidas. Mientras las empresas genéticas emplean
tecnologias avanzadas de seleccién gendmica y herramientas de andlisis de datos a gran escala para acelerar el progreso
genético, la légica tradicional de construccidon de proyectos de investigacion —que requiere planificacion, ejecucion
experimental, analisis estadistico y publicacion— demanda tiempos considerablemente mas largos.

Esta diferencia de ritmos genera una brecha creciente. Cuando los resultados de muchos estudios llegan al sector
productivo, las aves para las cuales fueron disefiados ya han sido reemplazadas por nuevas generaciones con
caracteristicas metabdlicas y productivas diferentes. En consecuencia, parte del conocimiento generado puede no reflejar
con precision las necesidades actuales de las estirpes en uso.

Las nuevas curvas de crecimiento muestran que las aves alcanzan pesos corporales superiores en menor tiempo, con
mayor proporcién de tejido magro y menor depdsito relativo de grasa. Esto indica una mayor demanda de aminoacidos
digestibles, energia metabolizable adecuadamente balanceada y una sincronizacion mas precisa entre el aporte de
nutrientes y la capacidad fisiolégica de deposicidn tisular.

Ademas, la precocidad metabdlica observada en estas estirpes exige una revision de los programas nutricionales por fases.
Las transiciones entre preiniciador, iniciador, crecimiento y finalizacidon requieren ajustes mas finos, considerando que
pequefios desbalances nutricionales en etapas tempranas pueden tener efectos acumulativos sobre el desempefio final,
la uniformidad y el rendimiento de canal.

Otro aspecto relevante es la capacidad digestiva y metabdlica de las aves modernas. La mayor eficiencia en la conversién
alimenticia no solo es resultado de la genética, sino también de una mejor capacidad para utilizar los nutrientes ofrecidos.
Esto obliga a revisar conceptos tradicionales sobre densidad nutricional, niveles de proteina cruda, relacidn
energia:aminoacidos y uso de aditivos funcionales.

Frente a este escenario, se evidencia una oportunidad clara para un mejor alineamiento entre las casas genéticas y las
instituciones de investigacion. Una colaboracién mas estrecha permitiria que los programas de investigacidon sean
disefiados considerando las tendencias genéticas futuras y no Gnicamente las condiciones actuales. De esta manera, los
resultados obtenidos tendrian mayor aplicabilidad practica en el momento de su publicacién.

Asimismo, el intercambio de informacidn sobre las caracteristicas fisiolégicas y metabdlicas de las nuevas estirpes
permitiria a los investigadores formular hipétesis y disefios experimentales mas ajustados a la realidad productiva. La
integracién de datos gendmicos, productivos y nutricionales podria acelerar la generacidén de conocimiento util para el
sector.
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Las tecnologias actuales de seleccién gendmica han reducido significativamente el tiempo necesario para obtener
progreso genético. Sin embargo, los modelos tradicionales de investigacidon aln operan bajo cronogramas extensos que
no acompafian esta velocidad. Esta diferencia tiende a ampliarse si no se adoptan nuevas estrategias de cooperacién, uso
de datos en tiempo real y metodologias de investigacién mas dindmicas.

Investigaciones recientes demuestran que los pollos de engorde tienen un potencial sorprendente, ya que superan el peso
indicado por sus genéticas y, en ocasiones, alcanzan su peso vivo objetivo entre 3 y 4 dias antes. Estos datos demuestran
un inmenso potencial para ajustar la nutricion (densidad de nutrientes) y la tasa de ganancia de peso para lograr la maxima
eficiencia econdmica. Con la incorporacion de conceptos de nutricién de precision, se espera que en el futuro se pueda
lograr la optimizacién econdmica de los sistemas de produccién, adaptandolos a las necesidades especificas de cada
granja.

En conclusidn, la actualizacién de las curvas de crecimiento por estirpe es fundamental para comprender los nuevos
requerimientos nutricionales de las principales lineas de pollo de engorde. La rapida evolucidn genética ha creado una
brecha entre las necesidades actuales de las aves y el conocimiento cientifico disponible. Reducir este hiato requiere un
mayor acercamiento entre casas genéticas e instituciones de investigacion, asi como la adopcién de enfoques mas agiles
y colaborativos que permitan que la nutricién acompafie el ritmo del progreso genético en la avicultura moderna.
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GLOBAL CONTROL STRATEGIES FOR HIGHLY PATHOGENIC AVIAN INFLUENZA

David E Swayne
Birdflu Veterinarian LLC, Watkinsville, Georgia, USA

Avian influenza and other viral diseases have a significant global impact on poultry production, animal welfare, and food
security. A century ago, following the 1923-1924 fowl plague outbreak in the United States, Dr. E.L. Stubbs (1926)
observed that “(fowl plague) is capable of causing such destruction of the poultry population as to be of economic
importance in diminishing the food supply” and noted that the “dangerous character of the disease warranted radical
methods for complete eradication within a few months.” For the next 100 years, fow| plague—today recognized as high
pathogenicity avian influenza (HPAI)—has been approached as a transboundary disease requiring rapid detection and
eradication. Global HPAI control strategies have traditionally centered on three pillars: 1) biosecurity, to prevent
introduction into naive flocks and limit lateral spread from affected flocks; 2) surveillance, to determine the HPAI virus
status of flocks, herds, or wild animal populations; and 3) stamping-out, a comprehensive approach that integrates
diagnosis, quarantine with movement controls, rapid depopulation and disposal, cleaning and disinfection, and
repopulation.

Biosecurity is the primary preventive measure against HPAI and other poultry diseases, aimed at preventing the
introduction of pathogens into farms or production systems. The National Poultry Improvement Plan outlines 14 core
principles of biosecurity: 1) appoint a biosecurity coordinator to organize and implement programs; 2) implement staff
biosecurity training; 3) maintain a line of separation to isolate poultry from external pathogens; 4) establish a perimeter
buffer area; 5) enforce site-specific personnel procedures and personal protective equipment; 6) control wild birds,
rodents, and insects; 7) disinfect equipment and vehicles before entry and limit sharing; 8) implement on-site daily
mortality disposal; 9) manage manure and litter safely; 10) source replacement poultry from health-monitored flocks; 11)
ensure pathogen-free or treated water; 12) control feed and replacement litter; 13) report elevated morbidity and
mortality promptly; and 14) conduct biannual audits of the biosecurity plan. When properly implemented, biosecurity can
prevent or significantly mitigate the impact of infectious diseases in poultry.

Surveillance identifies where infectious agents are present, informing risk assessments for farms, regions, or countries and
confirming disease freedom. For HPAI, wild bird surveillance helps identify periods and regions of elevated risk for
backyard and commercial poultry. Backyard and village poultry act as environmental sentinels for HPAI virus presence. In
commercial poultry, clinical observation can serve as a screening tool to trigger official investigation and sample collection,
provided thresholds for action are set low—for example, a doubling of daily mortality or 0.1% of the flock—rather than
high thresholds such as 10%, to enable sampling, diagnostics and early detection of HPAI virus for action. Samples typically
include oral and cloacal swabs collected from daily mortalities and tested by real-time reverse transcriptase polymerase
chain reaction (RRT-PCR). In the United States, active avian influenza surveillance includes monthly testing of all layers
and breeders and pre-processing testing of broiler flocks. This program is supported by the National Animal Health
Laboratory Network (NAHLN), with positive HPAI samples confirmed by the National HPAI Laboratory. Because HPAI
viruses spread rapidly, early detection and swift culling are essential to prevent farm-to-farm transmission, with
depopulation typically initiated within 24 hours of preliminary diagnosis.

Stamping-out encompasses more than depopulation; it includes establishing containment zones, implementing
guarantine measures, testing poultry within infected and buffer zones, rapid humane depopulation, environmentally safe
disposal, and thorough cleaning and disinfection. Continuity of business operations in non-infected farms within
containment zones is also critical, allowing unaffected poultry to be safely processed and marketed.

Vaccination provides an additional layer of protection for HPAI, complementing biosecurity, surveillance, and stamping-
out measures. Vaccines support safe food production and can reduce susceptibility, viral replication, shedding, and
environmental contamination.

A new global strategy for the prevention and control of HPAI, developed by FAO and WOAH, emphasizes building robust
systems for early detection and rapid response, responsible vaccination with increased uptake for prevention and control,
implementation of practical and affordable biosecurity measures, greater use of HPAI-free zoning and
compartmentalization, private-public partnerships for program development and implementation, and applied research
into improved vaccines and diagnostic tools. Together, these measures provide a comprehensive framework to mitigate
the global impact of HPAI on poultry production, food security, and animal welfare.
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CHANGES IN THE ECOLOGY AND EPIDEMIOLOGY OF HIGHLY PATHOGENIC AVIAN

INFLUENZA

David E Swayne
Birdflu Veterinarian LLC, Watkinsville, Georgia, USA

High pathogenicity avian influenza (HPAI) was first described in northern ltaly in 1878, where it was known as fowl plague
or fowl pest (Gefliigelpest, peste aviar, gripe aviar). This disease is now recognized as H7 HPAI. From ltaly, the virus spread
to neighboring countries through the movement of infected poultry and, in 1901, disseminated widely across Europe
following a poultry exhibition in Brunswick, Germany. In response, Germany implemented quarantine and hygiene
measures to limit further spread. The first documented HPAI outbreak in the United States occurred during 1924-1925 in
the live poultry markets of New York City, with spread along railroad networks as far west as Missouri. This outbreak
established a federal role in disease control and eradication and marked the first use of indemnification for affected
farmers, notably in Indiana. Subsequently, Schaefer identified the causative agent of fowl plague as an influenza A virus.
All HPAI viruses arise from mutations at the hemagglutinin proteolytic cleavage site of H5 or H7 low pathogenicity avian
influenza viruses (LPAIVs) following their introduction from wild aquatic bird reservoirs into gallinaceous poultry.
Historically, most HPAI outbreaks have been controlled through stamping-out programs. Between 1959 and 2025, 52
unique HPAI events or epizootics were recorded, of which 49 involved newly emergent HPAI viruses that were eradicated
within weeks to a few years. In contrast, three HPAI viruses have become endemic in poultry in specific regions: the HSNx
goose/Guangdong (Gs/GD) lineage (>124 countries across Africa, Asia, Europe, and North and South America; 1996—
present), the H7N3 North American lineage virus in Mexico (2012—present), and the H7N9 Eurasian lineage virus in China
(2017—present). During 2023-2025, eight independent HPAI mutation events were documented, including outbreaks in
South Africa (H7N6), Australia (H7N3, H7N8 [two events], and H7N9), Germany (H7N5), New Zealand (H7N6), and the
United States (H7N9). Typically, HPAI viruses are not maintained in wild birds and spread primarily through farm-to-farm
transmission via fomites and the movement of infected poultry.

Since 1996, however, the emergence and persistence of H5N1 Gs/GD-related HPAI have fundamentally altered the
ecology and epidemiology of the disease. Extensive antigenic drift of the hemagglutinin gene has produced ten major
clades and numerous higher-order subclades, while reassortment with LPAIVs across the remaining seven gene segments
has generated a wide diversity of genotypes, culminating in a global panzootic. Since 2020, H5N1 clade 2.3.4.4b has driven
a fifth wave of transcontinental spread from Asia to Europe, Africa, North and South America, and Antarctica. This clade
has caused widespread infections in wild, domestic, and captive birds; multiple mammalian species, including pets and
livestock; and sporadic human cases. Unlike earlier HPAI viruses, clade 2.3.4.4b is maintained in several species of aquatic
wild birds, expanding sources of infection beyond poultry value chains to include repeated primary introductions from
infected wild birds and contaminated environments. In the United States, three clade 2.3.4.4b viruses (one B3.13 genotype
and two D1.1 genotype viruses) have infected dairy cattle, creating an additional reservoir and source of infection for
poultry operations. Infections in cats have occurred following consumption of infected wild birds, contaminated milk, or
infected raw pet food. Introduction into poultry farms occurs through direct contact with infected wild birds, indirect
transmission via fomites, and airborne dissemination.
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EPIDEMIOLOGIA Y CARACTERIZACION MOLECULAR DEL VIRUS DE FADV(ADENOVIRUS
AVIAR) EN COLOMBIA (2025)

John Jairo Salazar
Pablo Saavedra, Jairo Araque, Aura Maria Torres, Andrés Faura, Andrea Castafio
Director Avicultura Latam InmunoPatologia Amerivet SAS
Servicio Técnico Avicultura Colombia.
Jsalazar@amerivet.co johnjairo.salazar@gmail.com
Amerivet@amerivet.com

Introduccién

El primer caso de Hepatitis Por Cuerpos de Inclusion(HPCI) se reporto en EE UU en 1963 esta Patologia Inmunosupresora
se ha vuelto mas frecuente en todo el mundo y se caracteriza por afectar de manera devastadora la productividad de la
industria avicola mundial [1].La HPCI es causada por el virus de Adenovirus Aviares que presenta una caracteristica de
patogenicidad muy diversa, la mayoria de las infecciones se presentan de manera subclinica que conducen a una infeccién
sistémica[2]. Las Infecciones por FadV(Adenovirus Aviar) pueden producir disminucién del crecimiento y una mortalidad
entre el 10-80% (Dependiendo del serotipo)[3]. El FadV puede causar el sindrome de hidropericardio (HPS), Erosién de
molleja (AGE), disminuciéon en la produccidn de huevos y una fuerte inmunosupresion [4;5].

El Virus de FAdV pertenece al genero Adenovirus de la familia Adenoviridae caracterizado por presentar una estructura
icosaedrica que contiene un nucleocapside el cual contiene hexones, Pentones y fibras[6].El hexones la proteina principal
de la capside y es la principal estructura que funge como determinante antigénico del grupo y subgrupo del virus y la
secuencia de sus nucleétidos son un marcador muy confiable para la genotitificacion filogenética[7].Varios estudios han
ilustrado las estructuras de FAdV-4 mediante criomicroscopia electrénica (CM) [8]. La capside de FAdV esta compuesta
por 240 capsémeros de hexdn (proteina Il), 12 bases de pentén (proteina lll) y 1 o 2 proteinas de fibra (proteina IV) por
vértice[7].
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Figura 1. Figura 1A estructura esquematica del FAdv compuesta por 10 proteinas (Adaptado de Areayi et al.,2021[7]).
Figura 1B Micrografias electrdnicas con tincidn negativa de particulas virales presentes en sobrenadantes de cultivo de
virus purificado en placa, aislado de una muestra de higado patoldgico. La simetria icosaédrica y las estructuras
capsomeéricas resueltas indican la presencia de adenovirus.(Adatado de Arshud Dar et al.,2012[9]).

1A

El FAdV Se pueden clasificar cinco especies segun las caracteristicas estructurales moleculares del virus: A (FAdV-1), B
(FAdV-5), C (FAdV-4 y FAdV-10), D (FAdV-2, FAdV-3, FAdV-9 y FAdV-11) y E (FAdV-6, FAdV-7, FAdV-8a y FAdV-8b)[10;11].
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Imagen 1. Clasificacion del Virus de FAdV Segtn las Estructuras Moleculares(hexon)
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Figura 2: John Jairo Salazar. MVZ. MSc. Esp

Debido a la alta variabilidad del virus generado por la expresion de la mutacién de el gen hexon del FAdV; la expresion de
la sintomatologia clinica y el impacto sobre la inmunidad para generar inmunosupresion es muy variable[12]; basados en
esta caracteristica viral generalmente el FAdV-1 expresa Erosion en la Molleja (AGE), pancreatitis necrotica focal; el
reporte histolégico demuestra cuerpos de inclusion intranucleares en las células acinares pancredticas[13].FAdV-4
particularmente causa una apoptosis intrinseca primaria y un dafio estructural en los érganos inmunes linfoides bazo,
bolsa de Fabricio y timo, Ademas, se observd una mayor expresion de interleucina (IL)-6, IL-8 y ARNm del factor de necrosis
tumoral (TNF)-a lo que condujo a una severa inflamacion en drganos inmunes en pleno desarrollo entre los dia 3-5 post
infeccién[14]. Niu Yujin et al,(2019)[15] Reporto que aves afectadas con FAdV-4 presentaron Sindrome de
Hidropericardio (HSI), Caracterizado por presentar derrame pericardico grave e insuficiencia cardiaca aguda con dafio
miocardico leve, respuesta inflamatoria grave y apoptosis. La formacion de derrame pericardico se debid a la exudacidn
plasmatica, mas que a la degeneracidn de las células cardiacas. Los Serotipos de FAdV-8a y FAdV-8b son los causantes de
el sindrome denominado Hepatitis por Cuerpos de Inclusiéon (IBH) Este serotipo se caracteriza por presentar una
mortalidad aguda entre 2-30% que se prolonga entre los 3-5 post-infeccion con una morbilidad alta entre el 70-80%,
caracterizada por una alteracidon hepatica, Hepatitis Necrotica (HN) acompanada de una severa inflamacion, y la
formacidn de Inclusiones Intranucleares Basofilas (Foto-falta), estas lesiones también pueden ser causadas por el serotipo
FAdV- D11 y FAdV-D2 [16], Ademas, los resultados confirman que este virus podria inducir fuertes respuestas inmunes
innatas y respuestas inflamatorias intensas en los pollos que pueden asociarse con la patogénesis viral[16]. El Adenovirus
tipo D-11 presenta palidez hepatica con focos necrdticos, hemorragia subcapsular, fuerte inflamacién y congestién del
timo entre 3-7 dias post infecciéon, ademds una gran cantidad de liquido seroso amarillento que llenaba el saco
pericardiaco[17].En una confeccion de FadV-D11 y FadV-E 8a se observd una fuerte deplecidn linfoide, una infiltracidn
leucocitica entre los dias 5-28 post infeccién con ambos virus[17].

Colombia es un pais muy importante para la produccién avicola en la regidon, segin Fenavi, (2025) se produjeron en 2025
un total de 976.310.308 pollitos con un consumo percapita de 37.3 kg y 58.262.230 pollitas ponedoras con una produccién
de 19.500 millones de huevos y un consumo percapita de 365 huevos. Se han detectado varios serotipos de FadV, en este
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estudio realizaremos la caracterizacién molecular y la secuenciacion de los serotipos predominantes por regién ya que se
han hecho pocos estudios patoldgicos comparativos de las cepas prevalentes de FadV en Colombia.

2. Materiales y Métodos
2.1 Muestras de Tejidos

Se tomaron muestras con tarjetas FTA de higado, bazo, rifién sospechosos de estar infectados con serotipos de
FadV(Adenovirus aviar) y Salmonella spp entre enero y diciembre del 2025 en Colombia(Sur américa) que se dividido en 3
zonas; Zona Norte (Santander(Bucaramanga),Norte de Santander y Costa atlantica), Zona Centro (Cundinamarca, Boyac3,
Tolima), Zona Sur Occidente (Valle del cauca, Cauca, Risaralda y Quindio).

2.2 Extraccion del Serotipo de FAdV Por PCR-Laboratorio Farvet Peru

Las muestras de tejido se trituraron hasta homogeneizarse con un triturador de tejidos de alto rendimiento, seguido de
una centrifugacién a 12 000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se congeld y descongeld tres veces. Los acidos nucleicos
gendmicos del virus se extrajeron con un kit de extraccién de ADN/ARN del virus Simply P. La mezcla de PCR de 25 ul
incluyd 12,5 pl de 2xTaqg PCR Master Mix (AG, AG11112), 1,25 pl de cebador directo e inverso 1 uM cada uno, 3 ul de ADN
y 7 ul de ddH,0. Se utilizaron las siguientes condiciones de PCR: 94 °C durante 30 s, seguido de 32 ciclos de 98 °C durante
10s, 55 °C durante 30 s, 72 °C durante 1 min y un paso final de 72 °C durante 2 min. La mezcla de RT-PCR de 25 pl incluia
12,5 pl de 2x0One Step Mix, 1,5 pl de One Step Enzyme Mix, 1 pl de cebador directo e inverso de 10 uM, cada uno, 3 pl de
ARN y 6 pl de ddH20. Se utilizaron las siguientes condiciones de RT-PCR: transcripcion inversa a 50 °C durante 30 min y
predesnaturalizacién a 94 °C durante 3 min; 32 ciclos de 94 °C durante 30 s, 55 °C durante 30's, 72 °C durante 1 min y un
paso final a 72 °C durante 7 min. A continuacidn, se afiadieron 10 pl de los productos de PCR a geles de agarosa al 1 % y
los amplicones se visualizaron con un dispositivo de imagenes en gel.
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Imagen 2. Fotografias (A,B) FadV- 8 a y 8b(Colombia-Santander), (C ) FadV-4 Ecuador,(D) FadV-D11, (E) FadV-8 a, FadV-8b
y FadV-D11(Santander), (F) FadV-D11 Colombia.

Secuencias de Cebadores para la Amplificacidon de los Genes hexdnicos de longitud Completa de varios FAdV.(Farvet-

Peru)
SEQUENCIACION DE
ESPECIE NOMBRE PRIMER(5°3") LONGITUD(bp) SEROTIPO
FAdV-A FAdV-A-F AGGCTCTCATTCAGGCCC 3,492 1
FAdV-A-R GCGAACCCGATCCAGTGC
FAdV-B FAdV-A-F CCACCAGACGCACCAACA 3,311 5
FAdV-A-R TCCGAACGGGTCGAACAT
FAdV-C FAdV-A-F GAGATGGTGACGGAGGTG 3,139 4,10
FAdV-A-R AAGCGGTGACGAGGATGC
FAdV-D FAdV-A-F GAGATGGTGACGGAGGTG 3,286 2,3,9,11
FAdV-A-R TTGGGATCGAGGAACCCG
FAdV-E FAdV-A-F GCGAAGAGGAGACGAAAGC | 3,185 6,7,8 a,8b
FAdV-A-R CGAACACGCCCAAGAACC
Cuadro 1. Secuenciacion de los virus de FAdV.
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2.3. Analisis estadistico
Los datos fueron analizados utilizando el paquete estadistico” Estadistica descriptiva con R”

3. Resultados
3.1 Analisis total de las muestras

Entre enero 20 y diciembre 22 del 2025 se recolectaron 24 Tarjetas FTA (96 impresiones) pertenecientes a 5 empresas de
pollos de engorde sospechoso de sufrir hepatitis por cuerpos de inclusién(IBH) en las 3 zonas clasificadas para el estudio,
se detectaron un total de 13 muestras positivas (54.2%) y negativas el 45.8% 8(ver cuadro 2).

EMPRESA FECHA TARJETA PCR-HPI(52K) SEROTIPO FAdV
EMPRESA 1 4/04/25
EMPRESA 2 29/05/25 FTAL

FTA4

FTA 6 No detectado

FTA7 No detectado

FTA8 No detectado
EMPRESA 3 4/07/25 FTAL No detectado

FTA2 No detectado

FTA3 E8b
EMPRESA 4 10/08/25
EMPRESA 5 11/12/25 | FTA1 [ No detectado [

FTA2 No detectado

FTA4 No detectado

| FTAS | No detectado |

Cuadro 2. Detecciéon de Casos Virus de FAdV
3.2. Secuenciacion y analisis del Gen hexon

Tras la secuenciacién y el empalme, las secuencias de 13 FAdV se enviaron a GenBank (nUmeros de acceso: 910-25-142625
y 1482-25-1722-25). Se realizaron analisis filogenéticos con base en las secuencias obtenidas y las secuencias de
referencia descargadas del NCBI. Los resultados se obsrvan en la figura 3, 8 casos corresponden a FAdV-11, 3 casos a FAdV-
E8ay 2 casos a FAdV-E8b.
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Figura 3. Distribucion de Casos de FAdV en Colombia 2025

3.3 Patogenicidad Entre Dos o mas Serotipos

Los individuos infectados con FAdV-8b yFAdV-8a presentaron sintomas como depresion, cabeza encogida, plumas
erizadas y heces blancas o heces sanguinolentas los sintomas clinicos disminuyeron gradualmente a los 9 dpi vy
desaparecieron a los 11 dpi. En promedio Los grupos infectados con FAdV-11 presentaron heces blancas, seguidas de una
reduccidn significativa del los pesos promedio y una conversién alta, a la necropsia El higado presentaba focos necréticos
de color amarillo-marrén, fuerte inflamacién , asi como hemorragia puntiforme (ver Imagen-C). El bazo estaba agrandado
y congestionado, En rifilones se observo una severa inflamacién con una nefritis muy marcad(ver Imagen).

Se reporto proporciones de empresas que presentaron positividad a dos serotipos de FAdV(Ver Imagen 4).Las
proporciones de la investigacion determinaron que 4 de las 5 esmpresasas testeadas presentaban la positividad a 2
serotipos, FAdVE8a+D11(40%),FAdV-E8b+D11(20%),E8a+E8b(20%) y solo una con FadV-D11.

Proporciones(%) de Dos o mas Serotipos de FAdV

W E8a+D11 H E8b+D11
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4. Discusion

El FAdV(Adenovirus aviar) se ha convertido en una de las enfermedades Inmunosupresoras y Metabdlicas, especialmente
cundo se afecta el higado (Metabolismo Energetico-Fosforilacion oxidativa), Bolsa de Fabricio, timo y bazo; que causan
mayor impacto en la industria avicola colombiana en la ultima década[2,14]. Numerosos estudios de investigacion
demuestran que las aves se afectan gravemente en su respuesta inmune cuando se infectan con FAdv porque los serotipos
de los virus prevalentes son muy complejos debido a su alta variabilidad en el los cambios naturales del gen hexon que los
hace muy diversos[10,18].

En el estudio donde se tomaron 24 casos con 94 impresiones en tarjetas FTA en 3 zonas de Colombia, 13 casos fueron
positivos a FAdV, La secuenciacion del gen hexon de cada muestra testeada fue positiva en una dilucién 1x10°, indicado
las altas cargas de las muestras referenciadas como lo reporta Penélope A., et al (2009)[10] . El FAdV-D11 fue el mas
prevalente con un 54.2%, Abdel-Alim G., et al (2023)[17] reporto una fuerte una disminucidn en la correlacion respuesta
de los linfocitos CD4:CD8, que condujo a un agotamiento de los foliculos linfoides del timo, Bazo y la bolsa de Fabricio con
una leve infiltracion de heterofilos intrafoliculares entre los dias 3-28 post infeccion que pueden conducir a infecciones
secundarias por Salmonella spp o Escherichia coli spp. Las prevalencias de los serotipos de FAdV-8a y FAdV-8b fueron
alrededor del 21.1% que género en los lotes de pollos evaluados (IBH) hepatitis por cuerpos de inclusién causando una
hepatitis necrotica.

Lo relevante de nuestro reporte de investigacidon fue que el 80% de las empresas revelo la infeccion por dos serotipos
FAdV-D11+ FAdV-82 en un 40%, Esta asociacion es la causante mas fuerte de la presentacion clinica de hepatitis por
cuerpos de inclusion (IBH), que se caracteriza por fuerte inflamacion del higado, congestion hepatica, atrofia de Timo y
Bursa con predominio de Cuerpos de Inclusion Basdfilos en higado[18].

Conclusiones

Los serotipos de FAdV son diversos. Los serotipos menos patdgenos suelen ser subclinicos; sin embargo, pueden
presentarse signos clinicos tras la estimulacion por otros factores, especialmente durante confecciones entre FAdV-D-11
o FAdV- 8a en 2025 en Colombia fue de 40% y las tasas de mortalidad pueden aumentar considerablemente, Los pollos
infectados presentaron IBH e Inmunosupresion. Igualmente se presentaron confecciones FAdV-D-11 + FAdV- 8b y FAdV-
8b + FAdV- 8a en un 20%.

Declaracién de Etica

Los conjuntos de datos presentados en este estudio se encuentran en la base de datos de Farvet-Pert, Laboratorio de
Diagnostico de Bilogia Molecular. Los nombres de los repositorios y sus nimeros de acceso se encuentran en el articulo.
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ME]JORAS EN EL RENDIMIENTO DE LOS POLLOS DE ENGORDE Y LA SALUD INTESTINAL
DEPENDIENTES DE LA DOSIS CON UNA SOLUCION BIOACTIVA DOBLEMENTE

ENCAPSULADA

Murnoz CVM, Ladirat S, Lara HA
NUQO S.A.S - 28 avenue du Parmelan — 74000 Annecy — France.
munoz.victor@nugo.eu

Palabras clave: doble encapsulado, fitogénicos, ficogénicos, bioactiva, pollo.

Resumen

La industria avicola enfrenta una creciente presién para reducir el uso de antibidticos promotores de crecimiento (AGP)
mientras se mantiene el rendimiento de los pollos de engorda bajo estrés ambiental y patdgenos. Este estudio evalud los
efectos dosis-respuesta de una solucion bioactiva de doble encapsulacién (NUQOO©OSAFE - NQ), disefiada para liberacion
dirigida a lo largo del tracto gastrointestinal, sobre el rendimiento de los pollos de engorda, la calidad de la cama y el
contenido de nitrégeno fecal en comparacidn con un AGP y un control negativo. Un total de 520 pollos de engorde de un
dia de edad fueron asignados a cuatro tratamientos dietéticos durante 42 dias: una dieta basal (NC), la dieta basal
suplementada con NQ a 300 o 600 g/t, o la dieta basal suplementada con avilamicina (AGP). Se evaluaron el rendimiento
del crecimiento, la consistencia y el nitrégeno fecales. En el dia 42, el aumento de los niveles de inclusion de NQ resulté
en mejoras lineales en el peso corporal y la tasa de conversidn alimenticia en comparacién con la NC (P < 0,05). Las aves
alimentadas con 600 g/t de NQ alcanzaron un rendimiento comparable al del grupo AGP, mientras que la inclusion de 300
g/t mostré respuestas intermedias. La consistencia fecal mejord en las aves que recibieron 600 g/t de NQ, observandose
la mayor proporcién de heces normales, mientras que solo se detectaron heces acuosas en el grupo AGP. El contenido de
nitrégeno fecal disminuyo linealmente con el aumento de la inclusion de NQ (P < 0,05), lo que indica una mejor
digestibilidad proteica. En conclusidn, la suplementacion dietética con la solucién de doble encapsulacion mejord, de
forma dosis-dependiente, el rendimiento de los pollos de engorde, |a digestibilidad proteica y la calidad de la cama, lo que
respalda su potencial como alternativa eficaz a los antibidticos promotores del crecimiento.

Introduccidn

La produccién de pollos de engorda se enfrenta a retos como el cambio climatico y la presion de patégenos, lo que impulsa
la demanda de soluciones naturales para aumentar la resiliencia de las aves y reducir el uso de antibidticos [1]. Si bien la
seleccion de compuestos bioactivos eficaces es crucial para mejorar el rendimiento y la resiliencia de las aves, es
igualmente importante asegurar su liberacion dirigida dentro del tracto digestivo para optimizar la dosificacion y
maximizar la eficacia [2]. Recientemente, se ha desarrollado una solucién bioactiva de doble encapsulacion. La doble
encapsulacién permite una liberaciéon secuencial de ingredientes activos a lo largo del tracto digestivo: (1) una capa
externa de extractos de plantas y polvo de algas se libera primero en el duodeno y el yeyuno para favorecer la digestidony
modular la respuesta inmunitaria, y (2) un ntcleo de acidos encapsulados se libera posteriormente mas cerca del ciego,
donde ayuda a regular la composicion de la microbiota y a reducir las bacterias patégenas. El objetivo de este ensayo fue
estudiar la relacidn dosis-respuesta de esta solucion bioactiva de doble encapsulacion (NUQO©OSAFE) sobre el rendimiento
de los pollos de engorde, la calidad de la cama y el contenido de nitrégeno fecal, en comparacidon con un promotor de
crecimiento antibidtico y una dieta control.

Material y métodos

Se utilizaron 520 pollos de la estirpe Vencobb 430Y de un dia de edad (al nacer) en el ensayo, los cuales se asignaron
aleatoriamente a cuatro tratamientos dietéticos, con 13 corrales replicados por tratamiento y 10 aves por corral. El
experimento se llevd a cabo durante un periodo de 42 dias. Los tratamientos dietéticos consistieron en: (1) una dieta basal
utilizada como control negativo (NC); (2) la dieta basal suplementada con NUQO©SAFE a 300 g/t (NQ 300); (3) la dieta
basal suplementada con NUQO®©OSAFE a 600 g/t (NQ 600); y (4) la dieta basal suplementada con Avilamicina a 100 g/t
como control positivo (AGP). Todos los pollos de engorda fueron alimentados con una dieta basal a base de harina de maiz
y soya formulada para satisfacer o superar los requerimientos nutricionales de las aves. Los pardmetros de desempefio

www.avem.mx Decimoctavo Congreso Internacional AVEM. Pachuca Hgo México, 10 al 12 de marzo 2026. Pag. 144
Ir a lista de contenidos ©



Decimoctavo Congreso Internacional AVEM 2026
«MVZ Ramon Lopez Murguia»

zootécnico se registraron a nivel de corral los dias 14, 28 y 42. La puntuacién fecal visual se realizd los mismos dias
utilizando cinco excrementos fecales seleccionados al azar por corral, evaluados durante tres dias consecutivos en cada
periodo de muestreo. La consistencia fecal se evalué mediante una escala de cuatro puntos, donde 4 puntos indicaban
heces normalesy 1 punto, heces acuosas. Las muestras fecales recolectadas se analizaron posteriormente para determinar
el contenido de materia seca y nitrogeno. Todos los datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA)
unidireccional con el procedimiento PROC GLM en SAS (OnDemand for Academics). Los corrales replicados se
consideraron las unidades experimentales para los analisis de rendimiento y de parametros fecales. La significacion
estadistica se establecié en p < 0,05.

Resultados

En el dia 42, el aumento de los niveles de inclusion en la dieta de NQ resulté en mejoras lineales en el peso corporal (PC)
y la tasa de conversion alimenticia (ICA) en comparacion con el control negativo (P < 0,05). Las aves que recibieron NQ a
300 mg/kg mostraron un rendimiento menor que las alimentadas con NQ a 600 mg/kg, mientras que el rendimiento del
grupo NQ 600 fue comparable al del control AGP (P < 0,05). La puntuacion fecal respaldé aun mas estos hallazgos, ya que
las aves alimentadas con NQ 600 exhibieron la mayor proporcion de heces normales (Puntuacion 4) entre todos los
tratamientos. Por el contrario, el control AGP fue el Unico tratamiento en el que se observaron heces acuosas (Puntuacion
1). El contenido de nitrégeno fecal disminuyd linealmente con el aumento de las dosis de NQ (P < 0,05).

Discusion

Los presentes resultados demuestran un efecto dosis-dependiente de la suplementacion con NQ sobre el rendimiento de
los pollos de engorda y los pardmetros de salud intestinal. Las mejoras lineales en el peso corporal y el indice de conversién
(IC) observadas al dia 42 con el aumento de la inclusion de NQ sugieren una mejor utilizacion de los nutrientes, ya que la
dosis de 600 mg/kg logrd un rendimiento comparable al del grupo control con AGP. El rendimiento inferior con 300 mg/kg
indica que niveles mas bajos de inclusién podrian ser insuficientes para obtener plenamente los efectos promotores del
crecimiento del NQ. Las mejoras en la consistencia fecal, en particular la mayor proporcién de heces normales en las aves
alimentadas con NQ a 600 mg/kg, respaldan alin mas el impacto positivo del NQ en la funcidn intestinal. Por el contrario,
la presencia de heces acuosas exclusivamente en el grupo control con AGP sugiere que, si bien los antibidticos promotores
del crecimiento pueden mejorar el rendimiento, también pueden alterar el equilibrio microbiano y contribuir a la
disbacteriosis [3]. La reduccién lineal del nitrégeno fecal con el aumento de los niveles de NQ indica una mejor
digestibilidad de las proteinas, lo que probablemente contribuyé a las mejoras observadas en el IC y la calidad de la cama.

Conclusion

El aumento de dosis de la soluciéon de NQ doblemente encapsulada mejord linealmente el rendimiento de los pollos de
engorde, la digestibilidad de las proteinas y la calidad de la cama. En conjunto, estos hallazgos sugieren que esta soluciéon
es una estrategia prometedora para mantener el rendimiento de la parvada y, al mismo tiempo, reducir la dependencia
de los antibiéticos promotores del crecimiento. Se requieren mas investigaciones para dilucidar mejor los mecanismos de
accion de la solucién.
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RELACION DE LAS INSTALACIONES TRADICIONALES Y EL. AMBIENTE EN LA ALIMENTACION
DE GALLINAS DE POSTURA

Everton Luis Krabbe - Eng Agr, D.Sc., Nutrologo - Embrapa Suinos e Aves - Brazil.

La nutricién de gallinas ponedoras es uno de los aspectos mas estudiados y comprendidos de la produccién avicola
moderna. Los requerimientos nutricionales para sostener la produccién de huevos, mantener la calidad de la cdscara,
preservar la salud intestinal y garantizar la longevidad productiva de las aves estan bien establecidos por la ciencia. Sin
embargo, una parte significativa de estos requerimientos no estd directamente asociada a la produccidn de huevos, sino
al mantenimiento de las funciones orgdnicas basicas del metabolismo.

El metabolismo de las gallinas estd profundamente influenciado por el ambiente en el que viven. Factores como la
temperatura, la humedad relativa del aire, |la velocidad del viento, la ventilacion, la calidad del aire, la radiacién térmica y
la altitud afectan directamente el consumo de alimento, el gasto energético de mantenimiento y, en consecuencia, la
eficiencia nutricional. Por ello, la relacién entre las instalaciones tradicionales, el ambiente interno de los galpones y la
nutricién de las aves debe ser comprendida de manera integrada.

En condiciones ambientales ideales, las gallinas destinan una mayor proporcidon de los nutrientes consumidos a la
produccién de huevos. Sin embargo, cuando el ambiente se aleja de la zona de confort térmico, el ave necesita movilizar
mas energia para mantener su homeotermia. Esto implica un aumento de los requerimientos de mantenimiento y una
reduccion de la eficiencia productiva. Asi, una fraccidn del alimento que podria convertirse en huevo pasa a ser utilizada
para sostener funciones vitales.

La temperatura ambiental es uno de los factores mas criticos. En ambientes calidos, las aves reducen el consumo de
alimento para disminuir la produccidn de calor metabdlico. Como resultado, disminuye la ingesta de nutrientes esenciales
como calcio, fosforo, aminodacidos y energia, afectando la produccién y la calidad de la cascara. En ambientes frios, ocurre
el fendmeno inverso: el consumo aumenta, pero gran parte de la energia es desviada para mantener la temperatura
corporal, elevando el costo alimenticio sin un retorno proporcional en produccion.

La humedad relativa del aire también ejerce un papel relevante. Altos niveles de humedad dificultan la disipacién del calor
corporal por evaporacidn, agravando el estrés térmico. Por otro lado, ambientes excesivamente secos favorecen la
formacidn de polvo, impactando negativamente la calidad del aire y la salud respiratoria de las aves. La calidad del aire,
influenciada por la ventilacion y el manejo de deyecciones, afecta directamente el bienestar y lainmunocompetencia.

La altitud, frecuentemente subestimada, modifica la disponibilidad de oxigeno y puede influir en el metabolismo basal y
en la eficiencia respiratoria. En regiones de mayor altitud, las aves pueden presentar ajustes fisiolégicos que impactan su
desempeiio productivo y su utilizacion de nutrientes.

Historicamente, muchas instalaciones avicolas fueron disefiadas bajo criterios estructurales y econdmicos, sin una
comprension profunda de la interaccion entre ambiente y nutricién. Galpones abiertos, con ventilacion natural y escaso
control ambiental, aun son comunes en diversas regiones productoras. Si bien estos sistemas pueden ser funcionales,
exponen a las aves a variaciones ambientales significativas, lo que incrementa el gasto energético de mantenimiento y
reduce la eficiencia del alimento.

Este escenario tiene implicaciones directas en el costo de produccién. Cuando el ambiente no es adecuado, el productor
necesita formular dietas mas densas, incrementar el uso de aditivos o aceptar pérdidas productivas. En todos los casos, el
impacto econdmico es evidente.

A partir del entendimiento de esta relacion entre ambiente, metabolismo y nutricidn, nuevas tecnologias constructivas
han sido propuestas y ya se encuentran en implementacion. Estas tecnologias buscan proporcionar un mayor control del
microclima interno de los galpones, reduciendo la variabilidad ambiental y favoreciendo la zona de confort térmico de las
aves.
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Entre estas innovaciones se destacan los galpones climatizados con ventilaciéon tunel, sistemas de enfriamiento
evaporativo, control automatizado de ventiladores y cortinas, aislamiento térmico en techos y paredes, uso de materiales
reflectivos, manejo optimizado de la densidad de alojamiento y sistemas de monitoreo ambiental en tiempo real. Estas
herramientas permiten ajustar de forma precisa las condiciones internas del galpdn a las necesidades fisioldgicas de las
gallinas.

El propdsito de estas tecnologias no es Unicamente mejorar el confort, sino también optimizar el uso de los nutrientes
ingeridos. En un ambiente estable, las aves presentan menor estrés, mejor consumo de alimento, mayor eficiencia
alimenticia y una respuesta inmunoldgica mds robusta. Aves menos estresadas son aves mds inmunocompetentes, mas
productivas y mas longevas.

La reduccion del estrés térmico también se traduce en una mejor calidad del huevo. Se observa una mejora en la
uniformidad del tamafio, en la resistencia de la cdscara y en la calidad interna del huevo. Ademas, la longevidad productiva
se incrementa, permitiendo ciclos de postura mas extensos y rentables.

Desde el punto de vista del bienestar animal, estas tecnologias representan un avance significativo. El control ambiental
reduce la incidencia de comportamientos anormales, disminuye la mortalidad y favorece un estado fisiolégico mas
equilibrado. El bienestar no solo es un requisito ético y regulatorio creciente, sino también un factor productivo clave.

En este contexto, la nutricidn ya no puede ser considerada de forma aislada. La formulacién de dietas debe contemplar
las condiciones ambientales en las que las aves estan alojadas. De igual forma, el disefio de las instalaciones debe
considerar los requerimientos nutricionales y fisioldgicos de las gallinas.

Uno de los principales desafios que enfrenta la avicultura moderna de produccion de huevos es el manejo del estiércol,
especialmente cuando se asocia con una alta excrecion de agua. Por lo tanto, es fundamental contar con un buen ambiente
y ajustes nutricionales, ya que inciden directamente en el consumo y la excrecion de agua.

En conclusidn, aunque los requerimientos nutricionales de las gallinas ponedoras estan bien definidos, su expresion
productiva depende en gran medida del ambiente en el que viven. Las instalaciones tradicionales, con bajo control
ambiental, pueden comprometer la eficiencia del uso de los nutrientes y elevar los costos de produccién. Las nuevas
tecnologias constructivas permiten mejorar el microclima, favorecer el bienestar de las aves y optimizar la conversion del
alimento en huevos. La integracidn entre nutricidn, ambiente e infraestructura es, por lo tanto, un pilar fundamental para
la produccidn avicola moderna, sostenible y econdmicamente viable.
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NUTRICION DE PRECISION PARA GALLINAS PONEDORAS

Fernando Guilherme Perazzo Costa, Adiel Vieira de Lima, Apolonio Gomes Ribeiro
Universidad Federal de Paraiba (UFPB)
perazzo63@gmail.com

Resumen

La nutricién de precision se ha consolidado como uno de los pilares de la avicultura moderna, especialmente en la
produccién de gallinas ponedoras, al responder de manera simultanea a los desafios de sostenibilidad, eficiencia
productiva, longevidad de los planteles y bienestar animal. En contraste con los sistemas nutricionales convencionales,
basados en dietas Unicas formuladas a partir de valores medios de requerimientos, la nutricién de precision propone el
ajuste dinamico del suministro de nutrientes a las reales demandas fisioldgicas de las aves, considerando variaciones a lo
largo del ciclo productivo, del dia, del ambiente e incluso entre individuos dentro de un mismo lote. La fisiologia de Ia
formacidn del huevo impone una elevada y continua demanda metabdlica, particularmente de nutrientes como energia,
aminoacidos, calcio y fosforo. Mientras que la sintesis del albimen ocurre mayoritariamente durante el periodo diurno,
la deposicion de la cdscara se produce predominantemente durante la noche, fase en la que el consumo voluntario de
alimento es reducido. Este desajuste entre la ingestion alimentaria y la exigencia metabdlica evidencia la necesidad de
estrategias nutricionales mds refinadas. En este contexto, enfoques como el split feeding, el uso estratégico de fuentes de
calcio con diferentes solubilidades, la modulacién del balance electrolitico y el ajuste fino de aminoacidos digestibles
representan ejemplos précticos de nutricion de precision aplicados a gallinas ponedoras. Otras estrategias ampliamente
asociadas a la nutricién de precisién incluyen la utilizacion de enzimas exdgenas, como las fitasas en dosis ajustadas o
elevado, que mejoran el aprovechamiento del fésforo y del calcio, reducen la excrecién de minerales y contribuyen a la
salud dsea y a la calidad de la cdscara de los huevos. La adopcion de programas nutricionales faseados, aliados al
monitoreo continuo del desempeno productivo, del consumo de alimento y de la calidad de los huevos, permite realizar
ajustes mas precisos en las formulaciones, evitando excesos o deficiencias nutricionales. El avance de herramientas de
monitoreo zootécnico, analisis rdpidos de ingredientes, modelizacién nutricional y sistemas de automatizacion ha
ampliado significativamente la capacidad de aplicacion practica de la nutricion de precision. Estos recursos posibilitan una
mayor eficiencia alimentaria, la reduccion de los costos de produccidon y un menor impacto ambiental, especialmente
mediante la disminucion de la excrecidn de nitrégeno y fosforo al ambiente. Ademas de los beneficios productivos y
econdmicos, la nutricién de precision desempena un papel fundamental en la preservacion de la integridad dsea de las
gallinas ponedoras a lo largo de ciclos productivos prolongados, al reducir la movilizacion excesiva de minerales del
esqueletoy laincidencia de trastornos locomotores. De este modo, este enfoque nutricional contribuye al mantenimiento
de la calidad de los huevos en edades avanzadas, al mismo tiempo que promueve sistemas de produccién mas sostenibles,
eficientes y alineados con las exigencias actuales de la avicultura de postura.
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ALIMENTACION DIVIDIDA (SPLIT FEEDING) PARA GALLINAS PONEDORAS

Fernando Guilherme Perazzo Costa, Adiel Vieira de Lima, Apolonio Gomes Ribeiro
Universidad Federal de Paraiba (UFPB)
perazzo63@gmail.com

Resumen

La alimentacién de las gallinas ponedoras es uno de los principales factores que determinan la productividad, la calidad
de los huevos y la sostenibilidad de los sistemas de produccién. Tradicionalmente, las aves reciben una Unica dieta a lo
largo de todo el dia; sin embargo, esta practica no siempre satisface de manera eficiente los requerimientos nutricionales
de las ponedoras, los cuales varian de acuerdo con el ritmo fisioldgico del ciclo de formacién del huevo. La formacién del
albdmen ocurre principalmente durante el periodo diurno, mientras que la deposicién de la cascara se produce
mayoritariamente durante la noche, cuando la demanda de calcio es significativamente mayor. En este contexto, el split
feeding surge como una estrategia nutricional basada en el suministro de dietas con diferentes composiciones a lo largo
del dia, ajustando el aporte de nutrientes a las reales necesidades metabdlicas de las aves. De manera general, esta
estrategia consiste en ofrecer una dieta con mayor contenido de energia y proteina y menor concentracién de calcio
durante la mafana, seguida de una dieta con menor densidad energética y proteica, pero mas rica en calcio, durante la
tarde o al inicio de la noche. Este manejo permite una mejor sincronizacién entre el consumo de nutrientes y las etapas
del desarrollo del huevo. La adopcidn del split feeding contribuye a un uso mas eficiente de los nutrientes, reduciendo
desperdicios y evitando excesos, especialmente de calcio, en periodos en los que su demanda es menor. Ademas, esta
estrategia favorece la mejora de la calidad de la cascara de los huevos, particularmente en gallinas en fases mas avanzadas
del ciclo productivo, cuando la resistencia de la cascara tiende a disminuir. Otro aspecto relevante es la posibilidad de
reducir la excrecion de nutrientes, como nitrégeno y fésforo, lo que representa un avance significativo en términos de
sostenibilidad ambiental de la produccion avicola. Por lo tanto, el split feeding representa una alternativa prometedora al
manejo alimentario convencional, ya que combina mejoras en el desempefio productivo y en la calidad de los huevos con
la optimizacion del uso de nutrientes y la reduccién de los impactos ambientales, configurandose como una estrategia
alineada con las demandas actuales de la avicultura moderna.
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ACTUALIZACION SOBRE EL IMPACTO DE LOS MACROMINERALES EN EL DESEMPENO DE

LAS AVES
Roberto Téllez

1. Definicién
En nutricidn animal se entiende como macrominerales, aquellos cuyo requerimiento es mayor que 250 mg por kg de
alimento balanceado y su concentracion en el organismo es 0.4 — 15 g por kg de masa corporal. Son vitales para las aves
y deben ser suministrados a través del alimento, evitando falta o exceso de estos. A diferencia de los minerales traza, el
requerimiento se expresa en % de la dieta o en g/ton. Los macrominerales considerados en nutricion avicola son Calcio
(40), Fosforo (31), Sodio (23), Cloro (35.5), Potasio (39.1), Magnesio (24) y Azufre (32). Los valores entre paréntesis indican
el peso molecular del elemento correspondiente. En pollo se observan concentraciones de Ca de 1,5%, P 0.8%, K 0.2%, Na
0.12%, Cl 0.06%, Mg 0.04% y S 0.15%, ya sea en esqueleto o como iones libres. Ni el nivel de requerimiento ni la
concentracién en el organismo hacen a un mineral mas o menos importante que el otro.
En el analisis proximal o de Weende los minerales se encuentran en las cenizas, que son el residuo inorganico después de
la incineracidn de una muestra de alimento o ingrediente a 550 grados C durante 6 horas. Las cenizas contienen los
elementos como 6xidos y no contienen azufre, por lo que las cenizas son el resultado de la suma de los compuestos
minerales formados después de la incineracién. Las cenizas verdaderas, donde se encuentran los minerales arriba
mencionados, se obtienen mediante coccién con acido clorhidrico para eliminar los componentes insolubles (silicatos).
De los macrominerales cuatro son metales (Na, K, Ca, Mg) y tres no metales (Cl, P, S).
Cationes: Na+, K+, Ca**, Mg?*
Aniones: Cl-, HPO4*, SO4%, HCO*

El contenido promedio de macrominerales en el organismo completo, plasma sanguineo y su proporcidn en esqueleto se
presenta en el cuadro 1.

Calcio 1-2 9-12 99 36
Fosforo 0.7-1 4-9 80 17
Magnesio 0.04-0.05 2-3 65 0.8
Sodio 0.1-0.15 330 40 0.8
Potasio 0.2-0.3 20 <10

Cloro 0.1-0.15 370

Azufre 0.15

S contenido principalmente en plumas, mlsculo, SAA
MLG = Masa libre de grasa

2. Metabolismo

Como comenté arriba, los macrominerales esenciales deben ser y suplementados y consumidos con el alimento de forma
Optima. Una parte es absorbida en el tracto digestivo y otra excretada en heces. La cantidad absorbida es incorporada en
los distintos compartimentos corporales (Sangre y liquidos extracelulares, tejidos blandos y esqueleto), también es
utilizada para la sintesis de substancias.

Una parte enddgena es eliminada a través del tracto intestinal (heces) y en orina.

De esta manera tenemos los tres procesos metabolicos: absorcidn, retencion y excrecion.

Existe un proceso de homeostasis para el mantenimiento de un estado de equilibrio (Nivel constante en sangre) mediante
mecanismos de regulacién o control de los procesos metabdlicos, de tal manera que bajo situaciones de un
aprovisionamiento deficiente o en exceso, al principio no se observan sintomas y con frecuencia pasan desapercibidos.
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Dicha regulacidn se realiza principalmente a través del esqueleto (Ca, P) y a través de los rifiones (Na, K, Cl).

No obstante, existen desviaciones del contenido de minerales en suero sanguineo que son debidas principalmente a dafos
nutricionales o enfermedades.

En la regulacion (PTH) del nivel de Ca intervienen la calcitonina de la glandula tiroides, la parathormona de la glandula
paratiroides y la vitamina D-hormona.

En mantener el nivel de PO, se involucran la hormona del crecimiento que lo aumentan y los estrégenos que lo
disminuyen.

La PTH moviliza fosfato del hueso e incrementa la excrecidn renal.

Na, Ky Cl: Los niveles son regulados a través del rifién por las hormonas de la corteza suprarrenal, asi como por la hormona
antidiurética (ADH) y otras.

La absorcién de los minerales se realiza principalmente en el intestino delgado y depende del tipo de unién quimica del
elemento en el alimento, interacciones con otros componentes del alimento y factores relacionados con el animal.
Elevados niveles de por ejemplo grasa, afectan la absorcion del Ca (formacion de jabones de Ca que son insolubles).

La absorcidn depende también del estado fisiolégico del ave y del suministro de minerales

Con alto suministro se reduce la absorcién y con bajo aumenta.

El fésforo se absorbe practicamente solo en forma de ortofosfato. Por lo tanto, realmente se trata de una absorcion de
PO43—

Inhiben la absorcidn de P una amplia relaciéon de Ca y Mg con respecto a P en el tracto digestivo, la presencia de P-fitico,
asi como un elevado suministro de Fe.

Na y Cl se encuentran principalmente en el espacio extracelular; K intracelular. Estos tres elementos sirven para mantener
la presion osmatica, siempre en forma monovalente como iones libres (electrolitos). El Cl es cofactor de la a-amilasa
pancreatica y parte del HCI. Se absorben casi completamente. El intercambio a través de la pared intestinal es rapida y
simple. Existe reabsorcidn en la parte distal del intestino grueso.

Al contrario de los elementos polivalentes, no forma complejos con componentes organicos del alimento. La excrecion
principal es via renal, que es un proceso regulado por hormonas suprarrenales.

Algunos aspectos practicos sobre cada uno de los elementos se presentan a continuacién:

Calcio

La mayor parte del calcio del alimento en aves en crecimiento es utilizada para la formacidn dsea como cristales de
hidroxiapatita, Cas(PO4)3(OH). La resistencia y soporte de una alta carga mecanica del esqueleto dependen del grado de
mineralizacién del mismo.

El exceso de Ca en el alimento de aves en crecimiento causa nefrosis y deposicidn visceral de uratos. En pollos > 5 semanas
1.1% de Ca ocasiona depresion del crecimiento. Elevados niveles de grasa (esp. AG saturados) en alimento, afectan la
absorcion de Ca y viceversa. Bajos niveles de P en e! alimento exacerban los efectos por exceso de Ca.

Tracto digestivo

Vitamina D3

Ca absorcion Ca absorcion

Ca2*

— Ca en sangre

Vit. Ds -> 1,25 (OH); D; Parathormona (+) Calcitonina () —
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La PTH estimula en los rifiones la conversidn de la ya formado en el higado vitamina D; mono hidroxilada (25 OH Ds) a la
vitamina Ds di hidroxilada (1,25 (OH); Ds).

Este uUltimo compuesto también denominado Vitamina D-Hormona (Calcitriol), fomenta el transporte activo del Ca®* y
PO, a través de la pared intestinal, asi como la acumulacién de Cay P en huesos. Un suministro adecuado de vitamina D3
puede ajustar la absorcion de Ca de acuerdo con su requerimiento.

También fomentan la absorcion de Ca bajas cantidades de grasa en el alimento, asi como también una deficiencia de Ca.
Por otro lado, inhiben la absorcién de Ca un elevado contenido de proteina y un exceso de P.

La calcitonina fomenta la mineralizacidon de huesos y actia reduciendo el nivel de Ca en sangre. La parathormona estimula
todos los procesos que elevan el nivel de Ca en sangre como son la liberacion de Ca de los huesos, asi como la absorcion
del tracto digestivo mediante activacién de la vitamina Ds.

Una deficiencia de Ca y P se manifiesta como raquitismo que puede conducir a malformaciones déseas en la fase de
crecimiento.

Relacidn Ca: P no fitico => 2:1

Es comun utilizar carbonato de calcio como vehiculo o excipiente en multiples diluciones, por lo que es importante este
aporte de Ca y considerarlo en la formulacidn.

Revisar valores de matriz en fitasas.

Fosforo digestible 1.65  kg/ton
Calcio 2.06  kg/ton
Sodio* 436 g/ton
Manganeso 10 ppm
Zinc 24 ppm
Hierro 33 ppm
Cobre 13 ppm

“Equivale a 1.09 kg de sal comin

Confirmar posible inactivacién de la fitasa por altas temperaturas durante el peletizado.
Fosforo

Se encuentra en el organismo solo en forma de compuestos del acido orto fosférico (acidos nucleicos, fosfoproteinas,
fosfolipidos, ATP, etc.).

Es un importante amortiguador en sangre en forma POa.

Elevados niveles de hierro afectan la absorcién del fésforo, ya que el Fe se une al acido fosférico y forma fosfatos
insolubles.

Sodio

El contenido de sodio del alimento proviene principalmente de compuestos minerales: Sal comun (>95% NaCl),
bicarbonato de sodio, sesquicarbonato de sodio, etc.

Es recomendable revisar el contenido de Na en ingredientes de origen animal ya que puede ser elevado y variable.
Desde mi punto de vista es importante tomar en cuenta los valores de matriz en fitasas

Ejemplo: Fitasa comercial 1,000 FTU/kg = 33.33 ppm

% de sodio en matriz: 1,321%; sodio equivalente en el alimento = 440 g/ton que corresponde a 1.1 kg de sal comun por
tonelada.

Considerar en la base de datos nutricional sodio total, sodio analizable y sodio equivalente aportado por la fitasa.

Otras aportaciones de minerales por tonelada de alimento balanceado son: 10 g de Mn, 24 g Zn, 33 g Fe, 13 g Cu.
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Otras fuentes potenciales de sodio son:

Sulfato de sodio anhidro (Na>S04) como minimo 32% sodio y 22% azufre y es una fuente de sodio libre de cloro. Como
fuente de azufre tedricamente podria ahorrar metionina en alimentos para aves deficientes en este elemento.
Propionato de sodio (23.4% Na)

Fosfato disddico, anhidro (32.3% Na), 2, 7 o 12 H,0 con 25.8, 17.2 o 12.8% de Na, soluble en agua, excelente
biodisponibilidad y es un compuesto libre de calcio.

Exceso de sodio ocasiona:

Sed excesiva, ascitis, hidro pericardio, hipertrofia ventricular derecha, falla ventricular derecha, heces acuosas (camas
humedas).

Cloro

El requerimiento minimo para ganancia de peso es 0.13%. Estrés por calor ocasiona acidosis metabdlica que resulta en
hipocloremia. La sal comun es mds nociva en el agua de bebida que en el alimento.

La relacion cloro: sodio para comportamiento dptimo debe ser 1:1.

De hecho, en gallinas ponedoras el nivel de Cl no debe rebasar el nivel de Na, caso contrario se afecta la estabilidad de Ia
cascara del huevo.

La fuente u origen del cloro en la dieta son sal comun, sal comun en algunas diluciones, asi como también L-Lisina HCI
(19.7% Cl), cloruro de colina (15.2% Cl en CC60%), Betaina HCl sintética (22.5% Cl).

Se puede observar pollo tirado de lado con concentraciones de Cl < 0.1%.

Ascitis => Elevados niveles de NaCl

Exceso de cloro: arriba de 2 g/kg de alimento balanceado => Acidosis metabdlica

Deficiencia o exceso de sal comun => Canibalismo.

Potasio

Nivel adecuado en la dieta: 0.35-0.60. Niveles elevados de K aumentan la incidencia de ascitis (>0.99%). El requerimiento
aumenta en época de calor. Raro observar deficiencias, ya que el alimento balanceado cominmente contiene niveles
adecuados.

Los alimentos para pollo cominmente contienen mas K del necesario. Exceso de potasio reducen la absorcién de Mg. El
contenido de K del alimento proviene practicamente de los ingredientes. La pasta de soya (2,2%), canola (1.5%), melaza
(2.88%), cloruro de potasio (50%) y la harina de pescado (0.3%).

Magnesio

Como vimos, una parte del Mg se encuentra en el esqueleto y es activador o componente de mds de 300 enzimas.

El contenido necesario de Mg en alimentos para aves varia de 0.03-0.06%, sin embargo, raciones normalmente
balanceadas contienen entre 0.1 y 0.2% por lo que dificilmente podemos esperar una deficiencia.

Exceso de Mg en el alimento afecta la tasa de ganancia en pollo de engorda. Causa una reduccidn del tamafio del huevoy
se asocia con cdscara delgada y diarrea. El limite maximo en alimento para pollo es de 0.4%. Sin embargo, regularmente
no observamos exceso de Mg bajo condiciones practicas.

Azufre

A diferencia del resto de los macrominerales el azufre no se encuentra en forma idnica en el organismo. Los compuestos
de S organico en forma de thio-aminoacidos (plumas) o vitaminas (tiamina y biotina) son nutrientes esenciales para las
aves.

Ademas del S organico podemos encontrar sulfatos en los fluidos corporales en forma de aniones. Sulfato inorganico se
puede convertir de cualquier érgano, segln se requiera, en la forma activa y ser incorporado en compuestos con esteres
de sulfato.

El azufre es componente de la insulina, Coenzima A, PTH, etc. Para la sintesis de dichas substancias se utilizan en parte
metionina y cisteina.
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El requerimiento de azufre en aves y mamiferos es de 0.1-0.2%. Exceso de azufre ocasiona ademas de bajo desempefio,
camas humedas. Efectos negativos en el comportamiento productivo con valores >0.35% y afecta la mineralizacidn dsea
en pollos de 3 semanas.

En el caso del azufre debiéramos tener en nuestra base de datos para la formulacién S-organico e inorganico y evitar
excesos de este Ultimo.

El contenido de sulfatos en el agua de bebida debe ser < 250 ppm.

Balance electrolitico (BE)

No solamente los contenidos absolutos de Na, Ky Cl son de importancia, sino también la relacién entre aniones y cationes,
siendo estos los mads relevantes.

Un DEB apropiado es necesario para el crecimiento, desarrollo 6seo (calidad de la cascara de huevo) y utilizacion de
aminoacidos. Los electrolitos son macrominerales que se encuentran en forma iénica en el organismo.

La formula mas simple y cominmente utilizada es BE = Na + K— Cl y el rango éptimo en pollo de engorda es de 200 — 250
mEq/kg de alimento siendo valores extremos < 150 >300 mEq/kg.

¢Coémo se calcula?

mEqg = PM (g/kg) + 1,000 = mg/kg

PM: Na=23.0,K=39.1,Cl=35.5

Por cada 0.1% (1,000 mg/kg) de Na, Ky Cl

Na = 43.5; K=25.6 y Cl = 28.2 mEq/kg

Ejemplo: Alimento con Na 0.17%, K 0.80%, Cl 0.21

74.0 + 204.8 — 59.2 = 219.6 mEqg/kg

Dietas ricas en aniones, especialmente Cl, causan acidosis metabdlica, que afecta el metabolismo del calcio (TD). Exceso
de Ca y al mismo tiempo deficiencia de P en el alimento ocasiona orina alcalina lo cual aumenta el riesgo de urolitiasis.
Elevados niveles de electrolitos incrementan el consumo de agua y producen heces acuosas y por ende camas humedas
Exceso de bicarbonato de sodio en el alimento promueve la deposicidn visceral de uratos

Requerimientos de macrominerales en pollo de engorda

Respecto al suministro de minerales podemos diferenciar deficiencia, nivel subdptimo, dptimo, subtdxico y téxico.
Sintomas clinicos pueden ser evidentes solo en un estado de deficiencia o toxicidad. Una deficiencia de desarrolla con
frecuencia lentamente y no de manera uniforme.

Fosforo dP 0.46-0.30 NPP 0.45->0.30 aP 0.50-0.34 aP 0.58->0.34  aP 0.48-0.36
Calcio 0.9->>0.6 1.0->>0.8 0.96->>0.60  0.96->>0.68 0.98->0.0.73
Sodio 0.15->>0.14 0.2->>0.12 0.18-0.23 0.16-0.23 Min. 0.16-0.15
Cloro 0.15->>0.14 0.2->>0.12 0.18-0.23 0.16-0.30 Min. 0.16
Potasio Min. 0.60 0.30 0.60-0.90 0.60-0.95

Magnesio 0.05 0.06 0.05-0.30

Azufre El suministro de S en aves es principalmente en forma de M+C; cuidar exceso

A continuacién, se presenta nuestra recomendacién de los valores maximos de macrominerales en alimentos para pollo
de engorda.
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Niveles maximos de macrominerales en alimentos
para pollo de engorda

[ Mineral _[iniciacion _| Crecimiento | Final1__|Final2___|
0.8 6

Calcio 1.0 0.70 0.

Sodio 0.2 0.2 0.2 0.2
Cloro 0.2 0.2 0.2 0.2
Potasio 0.9 0.9 0.85 0.8
Magnesio 0.4 0.4 0.4 0.4
Azufre 0.35 0.35 0.35 0.35

Contenido de macrominerales en algunos ingredientes

Contenido de macrominerales en algunos ingredientes

Valores orientativos (%)

[Ingrediente ___|_Ca | P | Mg | K _| S | Na | Cl__

Maiz amarillo 0.01 0.25 0.09 0.30 0.1 0.01 0.06

Pasta de soya 0.26 0.65 0.27 2.20 0.37 0.03 0.05
Harina de carne 50% 10.30 4.60 0.21 0.46 0.45 0.87 0.65
DDGS, maiz 0.04 0.79 0.31 1.32 0.65 0.24 0.16
Sulfato de L-Lisina 62.4 6.60

Canola 0.70 1.03 0.39 1.22 0.70 0.02 0.04
Bicarbonato de sodio 27.00

Sal comdn 38.75

L-Lisina HCL 98.5%
Cloruro de Colina 60%
Sulfato de cobre 25% Cu 12.70

Contenido de S en los aminoacidos azufrados

Aminoacido | Formulacond. | _PM__| s | |

Metionina (Met) CsHy;NO,S 149.21 21.5 %
Cisteina (Cys) C;H;NO,S 121.16 26.5 %
Cistina (Cys-Cys) CeH;N,0,S, 240.30 26.7 %

PM del Azufre: 32.07

Algunas enfermedades relacionadas con macrominerales en aves
Como posible causa de ascitis se discuten niveles elevados de NaCl; canibalismo por falta o exceso de NaCl. Problemas en
patas y deformaciones dseas

e Estatus acido-base inadecuado

e FaltadeCayP

e inactivacidn de fitasa

Excesos de Na, Cly K ocasiona camas humedas (> 35% de humedad) y finalmente inflamacién del cojinete plantar (FPD)
Pollos tirados: Cl < 0.1% p. ej. por mantener el Cl bajo, posible sobredosificacidn o falta de homogenizacién de ionéforos.
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>0.2% Cl acidosis metabdlica

Camas humedas

Exceso de nutrientes que son excretados via renal Na, Cl, Mg, K, N.

Debido a posibles efectos aditivos los siguientes contenidos en el alimento balanceado no deben excederse: Na 0.15%, K
0.8%, Cl 0.15%, Mg 0.2%

Grasa cruda < 8%; Sacarosa < 5%; Lactosa <2%

Substancias laxantes como sulfatos.

Otras posibles causas son: Micotoxinas (p. ej. Ocratoxina) -> alteraciones de la funcion renal, coccidiosis, E. coli,
Clostridium, Bl, Gu, material para la cama inadecuado o insuficiente, elevada densidad, panico, fugas de agua, agua con
elevado contenido de sulfatos.

Calidad del agua para aves mg/L

Valores orient.

Cloruro 150

Sodio 150

Potasio 250
Magnesio 125

Sulfato 200

Hierro 0.3

SDT 1,000-3,000*

*Seria satisfactoria para todas las clases de aves. Podria causar heces acuosas (esp. en los niveles mas elevados), pero no
deberia afectar la salud ni el comportamiento (NRC,1994)
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