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Resumen

Los antibidticos promotores del crecimiento (APC) han sido utilizados por décadas en la
alimentacion avicola, con el objetivo de garantizar un alto rendimiento y baja mortalidad. La
creciente preocupacion por el incremento de bacterias resistentes a los antibi6ticos result6 en la
estricta regulacion en el uso de los APC, y ha conducido a la busqueda e investigacion de
alternativas biolégicamente seguras que minimicen la presencia de bacterias patdégenas a nivel
intestinal, mientras se promueve una mejor salud intestinal y se mantiene un buen rendimiento
productivo de las aves. Los probidticos y los extractos de plantas han mostrado ser una alternativa
para el reemplazo de los APC en la alimentacion de aves de corral, dadas sus bondades sobre la
integridad intestinal y el desempefio productivo. En la presente investigacion se evalu6 el efecto
de un probidtico (Bacillus subtilis) y el aceite esencial de orégano-AEQO (Lippia Origanoides)
sobre la composicion de la microbiota y la morfologia intestinal a nivel de ileon y su relacion con
el desempefio zootécnico en pollos de engorde. Se encontrd que tanto el uso de Bacillus subtilis
como de AEO mejoran el rendimiento productivo (ganancia de peso y conversion alimenticia), la
morfometria del ileon, (altura y ancho de la vellosidad y profundidad de la cripta), disminuyen el
pH del intestino y modulan de manera favorable la microbiota intestinal conforme avanza la edad
del ave. Asi, el AEO y Bacillus subtilis se proyectan como alternativas para el reemplazo de los

APC en la alimentacién animal.

Palabras clave: Aceite esencial, Antibiotico, Microbioma, Salud Intestinal, Probidtico.



Abstract.

Effect of different antimicrobial compounds on the microbiome and intestinal parameters
(ileum) in broilers.

Growth promoting antibiotics (GPA) have been used for decades in poultry feed to ensure high
productivity and low mortality. The growing concern about the increase in antibiotic resistant
bacteria led to strong regulation in the use of growth promoting antibiotics and it has led to the
search and investigation of biologically safe alternatives that minimize the presence of pathogenic
bacteria in the intestine while promoting better intestinal health and maintaining good bird
performance. Probiotics and plant extracts have been shown to be an alternative to replace GPA
in the feed of birds due to the benefits on the integrity of the intestine and the performance of the
birds. In the present investigation, the effect of a probiotic (bacillus subtilis) and the oregano
essential oil on the composition of the microbiota and intestinal morphology at the ileum level
and its relationship with performance in broilers was evaluated. The use of bacillus subtilis and
OEO was found to improve performance (weight gain and feed conversion rate), ileum
morphology, (height and width of villi and depth of crypts), decreases intestinal pH and favorably
modulates the ileum microbiota as the age of the bird advances. in this way, OEO and bacillus

subtilis become alternatives to replace GPA in animal feed.

Key words: Antibiotic, Essential Oil, Intestinal Health, Microbiome, Probiotic.
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Introduccion.

La industria avicola ha evolucionado rapidamente a sistemas de produccién cada vez maés
intensivos, donde se alojan altas densidades de animales por unidad de area, con aves mas
eficientes productivamente pero menos adaptadas a condiciones de estrés, mas susceptibles a
problemas de salud y desequilibrios en la microbiota normal del intestino; hechos caracterizados
por el aumento de poblaciones patdégenas que pueden ocasionar enfermedades y afectar

negativamente el desempefio de las aves.

La necesidad de la industria avicola de mantener altos niveles de produccién, eficiencia en la
conversion alimenticia y, mejorar la salud y el bienestar de los animales, llevé al uso de
antibidticos como aditivos especificos en el alimento como una medida profilactica y de
promocién del crecimiento (APC), dando lugar a la exposicion de un gran nimero de animales a
dosis subterapéuticas de APC, independiente de su estado de salud. Sin embargo, el uso de
antibidticos en la dieta resulta en problemas comunes tales como: desarrollo de cepas bacterianas
resistentes a estos compuestos, residuos de antibidticos en el producto final, y un desbalance en

la microbiota normal del intestino.

La comunidad cientifica ha manifestado una gran preocupacion por el alarmante incremento de
cepas bacterianas resistentes a los antibidticos y el alto riesgo de trasmisién a los seres humanos,
lo que supone un grave problema en el tratamiento de las enfermedades infecciosas en la medicina
humana; por lo cual la unién europea prohibi6 el uso de antibidticos como medida profilactica en
producciones animales desde enero de 2006. Por su parte, en Colombia se reglament6 el uso de
productos o sustancias antimicrobianas como promotores del crecimiento 0 mejoradoras de la
eficiencia alimenticia (Resolucion ICA N° 1966, 1984); sin embargo, solo en los Gltimos afios se
ha prohibido algunos antimicrobianos promotores del crecimiento (Colistina, Polimixina B,
Furazolidona, Nitrofurazona y Furaltadona) en la alimentacién animal (Resolucién ICA N° 1082,
1995; Resolucion ICA N° 22747, 2018), lo que hara cada vez mas restringido el uso de APC.

El impacto de la prohibicién de los APC’s se ha reflejado en la disminucion del rendimiento
productivo (ganancias de peso, tasa de conversion y mortalidad), como también en la aparicion y
susceptibilidad de las aves a enfermedades entéricas, las cuales son causadas principalmente por
bacterias como Clostridium perfringes, Escherichia Coli, Salmonella Enteritidis, entre otras. Sin
embargo, la presion de los consumidores a nivel global y la creciente preocupacion hacia los
efectos nocivos del uso de antimicrobianos en la alimentacion animal, ha estimulado a los
investigadores a trabajar en alternativas bilogicamente seguras, que disminuyan la colonizacién

intestinal por bacterias patdgenas, promoviendo una mejor salud intestinal, manteniendo una tasa
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baja de mortalidad y un buen nivel de produccion, mientras se preserva el medio ambiente y la
salud del consumidor. Entre las alternativas mas comunes se han encontrado y utilizado
probidticos, prebioticos, enzimas, acidos organicos, inmunoestimulantes, aditivos fitogénicos,

nanoparticulas, etc.

Los aceites esenciales de orégano (AEQO) se han propuesto como aditivos naturales para su uso en
pollos de engorde; sin embargo, existen diferentes quimiotipos con una amplia diversidad, donde
Lippia Origanoides es caracteristico respecto a otros quimiotipos de orégano, ya que su
composicion es predominante en timol y carvacrol, los cuales son compuestos fenolicos con
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antibacteriales. Los investigadores han sugerido
diferentes modos de accidn de los aceites esenciales sobre el rendimiento productivo en animales
de granja: estimulando la secrecion de enzimas, modulando el estado inflamatorio del intestino y

mejorando la aceptacién y consumo del alimento.

Por su parte, los probidticos han sido ampliamente suministrados en avicultura, ya que han
mostrado beneficios en la prevencién de enfermedades intestinales y mejoras sobre el rendimiento
productivo. El uso de Bacillus subtilis como probidtico ha generado recientemente gran interés a
nivel industrial, ya que tienen la capacidad de formar esporas resistentes a las altas temperaturas
y variaciones de pH que les permite sobrevivir a la acidez estomacal, ademas de aportar efectos
benéficos al hospedador como: estimulacion del sistema inmune, modulacion de la microbiota

intestinal y regulacion de la microestructura (vellosidades) intestinal.

Con base en estudios previos realizados por el grupo de investigacion BIOGEM e investigaciones
en las que se reporta los beneficios de los aditivos anteriormente mencionados sobre el
rendimiento productivo, se propuso una investigacion que explicara el efecto del AEO (Lippia
origanoides), Bacillus subtilis y un antibi6tico comercial sobre el desempefio zootécnico de pollos
de engorde y su relacion con la morfometria del epitelio intestinal y el microbioma a nivel de
ileon, como segmento del intestino delgado donde se encuentra una mayor carga bacteriana con
respecto a duodeno y yeyuno, y como barrera que regula el paso de microorganismos del tracto

posterior.
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Capitulo 1: Marco teorico

1.1. Seguridad alimentaria

En los ultimos afos, el incremento de la poblacion mundial ha sido de manera acelerada. “La
organizacion de las naciones unidas para la alimentacion y la agricultura (FAQ), pronosticd que
para el afio 2050 la poblacion mundial sera de alrededor 9100 millones de habitantes” (Vazquez
etal., 2018), razdn por la cual, la seguridad alimentaria y los programas de lucha contra el hambre
han tomado un papel importante en las politicas gubernamentales. Sin embargo, esto ha conducido
al incremento en la demanda de alimentos y a su vez, al aumento en el consumo de proteinas de
origen animal (FAO & OMS, 2018).

La FAO propone que la seguridad alimentaria “existe cuando todas las personas tienen, en todo
momento, acceso fisico, econdmico y social a alimentos innocuos y nutritivos de manera
suficiente, de tal manera que satisfagan sus necesidades nutricionales diarias y preferencias
alimentarias para llevar una vida activa y sana” (Friedrich, 2014; Soares et al., 2020); a partir de
esta definicion, las proteinas de origen animal juegan un papel muy importante en la alimentacion

y salud humana, dado su alto valor bioldgico y funcionalidad (Milford et al., 2019).

Los sistemas de produccion pecuarios han sido desafiados a producir alimentos en grandes
volimenes, innocuos, de buena calidad y a bajo costo (Henchion et al., 2017). Sin embargo, la
FAO sugiere que para enfrentar la creciente demanda de alimentos, se debe considerar el ahorro
y proteccion de los recursos naturales, mediante la implementacion de sistemas productivos
intensivos altamente sostenibles (Perez-Garcés, 2017). Lo anterior implica un cambio en el
modelo actual de produccion fundamentado en el modelo de revolucién verde, el cual es altamente
dependiente de insumos y considera los perjuicios ambientales ocasionados como un hecho
inevitable de la produccidn (Friedrich, 2014). Por su parte, la intensificacion sostenible, hace uso
de herramientas biolégicas y procesos naturales para incrementar la productividad y minimizar

los impactos medio ambientales (Pérez-Garcés & Silva-Quiroz, 2019).

1.2. Produccion avicola 'y consumo de carne de pollo.

Las actuales demandas de proteinas de origen animal, ha estimulado a las producciones avicolas
modernas a ser cada vez mas intensivas y adaptarse a las condiciones del entorno buscando ser
eficientes (FAO et al., 2018). La avicultura se ha caracterizado por los cortos ciclos de produccién,

grandes avances en el mejoramiento genético, aumento en el desempefio productivo y eficiencia
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en la conversién del alimento en proteina, haciendo asi un importante aporte en la seguridad
alimentaria y nutriciéon humana, dado el alto valor nutritivo y costo relativamente bajo de sus
productos (Wahyono & Utami, 2018).

Los mayores productores de carne de pollo a nivel mundial, se encuentran actualmente en
América, donde Estados Unidos y Brasil lideran los mayores volimenes de produccién, seguidos
de Perd, Canada, México y Colombia (Milford et al., 2019; Mottet & Tempio, 2017). El sector
avicola colombiano ha sido uno de los sectores mas dinamicos en la economia agropecuaria del
pais, mostrando un continuo crecimiento en los Gltimos afios. Entre los afios de 1980 y 2013, el
crecimiento de la produccion de carne de pollo fue de 7,5% promedio anual, al pasar de 108.910
toneladas (ton) a 1.275.515 ton” (Aguilera-Diaz, 2014). Cifras méas recientes de FENAVI reportan
que para el afio 2019 la produccidn total de carne de pollo fue de 1.693.178 ton, lo que representd
un crecimiento de 3,9% frente al afio 2018, el cual finalizé con una produccion de 1.629.659 ton.
A nivel nacional, se espera una produccion proyectada para el afio 2020 de 1.736.064 ton de carne
de pollo (FENAVI 2020).

Ademas del continuo crecimiento, la industria avicola aporta productos importantes y de alto
impacto para la canasta familiar, siendo las proteinas derivadas de la avicultura las méas
consumidas por los colombianos. Para el afio 2019, el consumo per cépita de carne de pollo en
Colombia fue de 36.47 kg, mientras que el de huevos fue de 291 unidades; por su parte, el
encasetamiento de pollo de engorde ascendié a 842 millones de aves en el mismo afio. Las
anteriores cifras indican que estas dos proteinas juegan un papel importante en la alimentacion
del pais (FENAVI 2020).

1.3. Morfofisiologia general del sistema digestivo de las aves.

El 6ptimo rendimiento productivo en los pollos de engorde es alcanzado mediante una eficiente
tasa de crecimiento y de conversion alimenticia. Sin embargo, diversos factores como: el
ambiente, la nutricidn, el equilibrio de la microbiota intestinal, la calidad del alimento y el manejo
hacen vulnerable al tracto digestivo de las aves, afectando el consumo, la utilizacion de nutrientes
y por tanto, la eficiencia productiva. El tracto digestivo de las aves de produccién ha tenido que
adaptarse a enormes cambios, debido a la intensificacion de la industria para alcanzar una elevada
tasa de crecimiento. En el caso de pollos de engorde, un sistema digestivo maduro y funcional es

indispensable para un eficiente rendimiento productivo (Sugiharto, 2016).

Los procesos de digestion y absorcidn de nutrientes son poco eficientes en los primeros dias post-
eclosion, como consecuencia de la inmadurez del intestino; sin embargo, tras el aumento en el

area superficial de las vellosidades intestinales y la maduracion de los enterocitos, se evidencia
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un incremento en la actividad enzimatica y de transporte en la membrana de los enterocitos, lo
que favorece la digestion del alimento (Li et al., 2020; Zaefarian et al., 2016). Los primeros 14
dias de vida del pollo son criticos para el desarrollo y maduracién del intestino delgado, pues
durante este periodo ocurren los principales cambios fisiolégicos y morfoldgicos que conduciran
al establecimiento de un intestino 6ptimo y funcional (Stadnicka et al., 2020). Asi, el tipo de
manejo que afecte el buen desarrollo y posterior integridad del intestino, afectaran la salud y el

posterior desempefio de las aves.

1.3.1. Descripcion general del sistema digestivo de las aves

Anatémicamente el sistema digestivo de las aves es diferente al de otras especies animales. La
principal diferencia con respecto a otros monogastricos radica en la presencia de pico, buche,

molleja y en algunas aves la presencia de ciegos (Svihus, 2014).

El pico es el primer 6rgano que entra en contacto con el alimento, sirviendo para la prension y
deglucion. En las aves, el alimento es deglutido sin ningun tratamiento, pasando directamente al
buche, el cual es considerado una elongacién del esofago, alli se da el almacenamiento,
humectacion y reblandecimiento del alimento. Posteriormente, en el estdbmago glandular o
proventriculo, el cual presenta un pH de 3.5, se da inicio a la protedlisis del alimento por la
secrecion glandular de HCL y pepsina. Por su parte, en la molleja ubicada hacia la parte caudal
del proventriculo se da lugar a un proceso de digestion estrictamente mecanico (molienda de los
alimentos) y sus movimientos varian en intensidad segun sea la naturaleza de la dieta (Sergeant
etal., 2014; Clavijo & Flérez, 2018).

En el intestino delgado tiene lugar el mayor proceso de digestién enzimatica y absorcion de
nutrientes. Este se divide en tres segmentos: duodeno, yeyuno e ileon. En el duodeno desembocan
los conductos pancreaticos y biliares cuyas secreciones dan inicio a la digestion enzimatica, por
lo que se considera uno de los segmentos mas importantes en el proceso digestivo (Kers et al.,
2018). Sin embargo, es en el yeyuno donde se da la mayor absorcion de nutrientes. El ileon es el
altimo segmento del intestino delgado, alli puede tener lugar la digestion y absorcion de algunos
nutrientes como lipidos, aminoacidos y almidones, aunque en muy baja proporcion; ademas, este
segmento cumple un papel muy importante de barrera biolédgica que controla el paso de

microorganismos del intestino grueso hacia el intestino delgado (Clavijo & Flérez, 2018).

Los ciegos encontrados en algunas aves son una caracteristica particular de su tracto digestivo.
Estas estructuras se ubican en la unién del ileon y el colon como sacos ciegos alargados, su
funcidn principal es llevar a cabo la fermentacién de los nutrientes que no fueron asimilados en
el intestino delgado; mientras que en el colon se da como principal funcién la absorcion de agua

y electrolitos (Svihus, 2014). En la parte més caudal del tracto digestivo se ubica el recto donde
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se da la acumulacién de las heces y finalmente se encuentra la cloaca donde convergen el tracto

digestivo, urinario y reproductor de las aves.

1.3.2. Morfologia y funcion intestinal

El tracto gastrointestinal (TGI) es un érgano complejo y dindmico, que permanece expuesto a un
entorno luminal severo, por el que transitan toxinas y organismos patobiontes. De esta manera, el
intestino debe proporcionar una barrera que garantice la salud del ave y evite una hiperactivacién
del sistema inmune. Sin embargo, al mismo tiempo, el TGl debe captar y transportar
eficientemente nutrientes luminales, agua y electrolitos, que son vitales para el mantenimiento y

el crecimiento (Moeser et al., 2017).

La capa Unica de células epiteliales que recubren el TGI representa la interfaz mas grande entre
el ave y el mundo exterior. A parte de sus funciones especializadas, cada célula forma parte de
una barrera fisica a los contenidos luminales, sirviendo como primera linea de defensa. Uno de
los mecanismos mas importantes es el establecimiento de una barrera de permeabilidad, la cual
es regulada principalmente por la capa mucosa del epitelio intestinal y las proteinas de uniones
estrechas entre enterocitos (Jayaraman & Nyachoti, 2017). La importancia critica de la regulacion
de la permeabilidad epitelial radica en la prevencion de importantes enfermedades, incluidos los

trastornos funcionales e inflamatorios crénicos que ocurren a nivel intestinal (Liu et al., 2018).

» Vellosidades y criptas intestinales.

El tejido epitelial alberga diferentes estructuras entre las que se encuentran vellosidades
(recubiertas por microvellosidades) y criptas. Las vellosidades se extienden a largo del epitelio
intestinal y se encuentran conformadas principalmente por tres tipos de células: enterocitos,
células caliciformes y células entero-endocrinas. Los enterocitos son células maduras encargadas
de la digestién y absorcion de nutrientes; por su parte, las células caliciformes se encargan de la
secrecion de moco, el cual es un material viscoso compuesto de agua y glicoproteinas que
proporciona una barrera contra la invasion de agentes patdgenos (Pluske et al., 2018); mientras
que las células entero-endocrinas regulan la actividad de las células epiteliales. La superficie de
contacto de las vellosidades es amplificada por microvellosidades que permiten amplificar la
superficie de contacto con el alimento, haciendo mas eficiente la absorcion de nutrientes

(Rodriguez-Gonzalez & Moreno-Figueredo, 2016).

Las criptas intestinales, son invaginaciones del epitelio alrededor de las vellosidades, donde se
albergan células jovenes que secretan electrolitos y fluidos; en la base de estas estructuras se

encuentran células totipotenciales (madres) que constantemente se dividen y diferencian dando

17



origen a las células epiteliales de la mucosa, permitiendo regenerar y reemplazar las células
desprendidas o dafiadas de las vellosidades (Benavides, 2011). Los enterocitos maduran durante
el proceso de migracion desde la base hacia el apice de las vellosidades donde se establecen los
enterocitos maduros con una mayor capacidad en su actividad enzimatica y transporte de
nutrientes (Li et al., 2020); finalmente, los enterocitos son desprendidos hacia el lumen intestinal
luego de un periodo de 48 a 96 horas (Moreno-Figueredo & Rodriguez-Gonzales, 2015). Asi, el
aumento en el area superficial del intestino, caracterizado por vellosidades mas altas y anchas que
albergan enterocitos maduros en su tercio superior (borde de cepillo), da lugar a una mejor funcién

de digestion y absorcion del intestino (Li et al., 2020; Wang et al., 2019; Wang et al., 2020).

El incremento de la tasa de descamacioén celular de las vellosidades se debe principalmente al
inicio del consumo de alimento, aumento de la inflamacién del epitelio y disbiosis de los
ecosistemas microbianos intestinales (Wealleans, Sirukhi, & Egorov, 2017; Wilson et al.,
2018). El aumento en la descamacion conduce a una amplia proliferacion celular en la cripta para
garantizar una adecuada tasa de renovacion celular y la reposicion en la pérdida de las células de
la region apical de las vellosidad, lo que conduce a un aumento en la profundidad de las criptas
como consecuencia del aumento en la tasa de mitosis, implicando un incremento en la presencia
de enterocitos inmaduros a lo largo de la vellosidad y un aumento en el gasto energético asociado
al recambio celular (Kogut et al., 2017; Peng et al., 2016). Por tanto, una mejor estructura
intestinal (vellosidades mas largas y amplias, y criptas menos profundas) es fundamental para
garantizar una mejor digestion y absorcion de nutrientes, menor gasto energético de

mantenimiento y por ende un mejor desempefio productivo (Cheng et al., 2018).

Otro factor importante en el mantenimiento de la salud e integridad del intestino delgado es el
control del crecimiento de microorganismos provenientes del intestino grueso. El ileon es la
porcion distal del intestino delgado que se comunica con el intestino grueso a través de la valvula
ileocecal; aunque en esta porcién los procesos de digestién y absorcion de nutrientes son minimos,
se caracteriza por albergar una amplia y variada comunidad microbiana (Svihus, 2014). Ademas,
cumple una importate funcion de barrera, ya que regula el crecimiento de microorganismos
provenientes del intestino grueso, controlando de esta manera la colonizacion del intestino

delgado por microrganismos patdgenos (Zhu et al., 2018).

1.3.3. Microbiota intestinal y su relacion con el desarrollo
gastrointestinal y desempefio productivo en aves de corral

= Microbiota y microbioma
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El tracto gastrointestinal (TGI) es la caja de un complejo y dindmico ecosistema de
microorganismos, donde se albergan cientos de especies microbianas. La microbiota intestinal
hace referencia al conjunto de microorganismos que conforman los ecosistemas microbianos
presentes a lo largo TGl (Ventoso-Garcia, 2017). Dichos microorganismos han establecido
complejas relaciones simbi6ticas con su hospedero a lo largo del periodo evolutivo, hasta el punto
de influir de manera directa o indirecta en el desarrollo y maduracién del sistema inmune, el
metabolismo energético, la integridad y desarrollo del intestino, el comportamiento y el bienestar
del hospedador (Zierer et al., 2018; Lopetuso et al., 2018).

Por su parte, el microbioma hace referencia a la coleccion de genes, proteinas y metabolitos que
conforman y/o estan presentes en la microbiota. El total de genes presentes en el microbioma
intestinal de las aves de produccidn aporta entre 40 y 50 veces mas genes que el propio genoma
de dichas aves, dejando a disposicion una amplia variedad de genes que permiten codificar
funciones adicionales como la sintesis de enzimas para el desdoblamiento de carbohidratos
estructurales y la sintesis de metabolitos producto de la fermentaciéon de dichos carbohidratos
(Kogut, 2019b) (Lopetuso et al., 2017). Asi, el microbioma ha sido designado como el genoma
colectivo de la microbiota, con capacidad de regular la fisiologia, el metabolismo y el

comportamiento del hospedador (Fontané et al., 2018).

» Composicidn de la microbiota intestinal.

El TGI de las aves esta densamente poblado con comunidades microbianas complejas (bacterias,
arqueas, hongos, protozoos y virus) que son dominadas por las bacterias en mas de un 90%. Mas
de 900 especies bacterianas agrupadas en 13 filos han sido identificadas en el TGI de pollos de
engorde mediante técnicas de secuenciacion del gen 16S rRNA, donde el filo Firmicutes
representan aproximadamente el 70% de la poblacion total, mientras que Bacteroidetes y
Proteobacterias se encuentras en menor cantidad: 12,3% y 9,3% respectivamente (Borda-Molina
et al., 2018; Taylor etal., 2020).

Segun Ellis et al. (2016), “los pollitos de un dia de edad ya albergan una gran comunidad de
microorganismos en su tracto intestinal”. Estos microorganismos pueden ser adquiridos en la fase
de pre-eclosion, ya sea directamente de la madre en el oviducto o por medio del ambiente, esto
debido a que los microorganismos presentes en la madre o en el entorno de incubacidn tienen la
capacidad de penetrar las barreras fisicas del huevo (Roto et al., 2016). Investigaciones
desarrolladas para evaluar la presencia de microorganismos en el intestino de pollitos de un dia

de nacidos, han evidenciado la formacion de ecosistemas bacterianos poco diversos en el intestino
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delgado y contenido cecal, cuyas comunidades bacterianas fueron adquiridas en el periodo de pre-
eclosion (Pedroso et al., 2016; Kogut, 2019).

En general, la microbiota presente en el TGI de las aves varia de acuerdo a diferentes factores
tales como: la dieta, el ambiente, la edad, el sexo, etc. Sin embargo, los diversos compartimentos
del TGI poseen diferentes funciones metabolicas y aportan condiciones ambientales que modulan

las comunidades microbianas alli presentes (Kers et al., 2018b).

La riqueza y abundancia microbiana del intestino delgado es menor en comparacion a la del tracto
posterior, puesto que se ve afectada por el pH ligeramente &cido y la tasa de pasaje alta, lo que
implica el crecimiento de microrganismos capaces de adaptarse al pH y adherirse a la capa mucosa
para poder proliferar, a diferencia del tracto posterior donde la tasa de pasaje es relativamente
baja y el ambiente se torna mas favorable para el crecimiento de comunidades bacterianas méas
diversas (Yadav & Jha, 2019). El filo Firmicutes representa la mayor proporcion bacteriana del
intestino delgado, siendo Lactobacillus el género dominante, llegando a alcanzar hasta el 90% de
las bacterias presentes en duodeno y yeyuno (Kogut, 2019a). En ileon terminal se encuentran
niveles altos de bacterias anaerobias, tales como Clostridium spp, Bacteroides spp y Bifidus spp;
sin embargo, los géneros predominantes a lo largo del intestino incluyen géneros como:
Bifidobacterium, Prevotella, Fibrobacter, Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus,

Bacteroides y Streptococcus (Osho, 2020).

= El microbiomay su relacion con la integridad del intestino.

Han sido diversas las interacciones halladas entre el hospedador y su microbiota intestinal,
encontrando entre las mas importantes: el intercambio de nutrientes, la exclusion competitiva de
pat6genos, la maduracion y modulacién del sistema inmune y la estimulacién en el desarrollo del

epitelio intestinal (Maltecca et al., 2019).

Las bacterias intestinales tienen la capacidad de aprovechar compuestos que no son desdoblados
por las enzimas digestivas del hospedador. El proceso de fermentacién llevado a cabo por las
bacterias finaliza con la sintesis de compuestos como: vitaminas (vitamina Kk y vitaminas del
complejo B), acidos grasos de cadena (acido acético, propidnico y butirico) y &cidos organicos
(&cido lactico), que acttan como moléculas de sefializacién en la regulacion de procesos
fisiologicos y metabolicos (Postler & Ghosh, 2017; lljazovic et al., 2020) o como sustrato para
el desarrollo de las células epiteliales del intestino, lo cual favorece el rendimiento productivo de

las aves (Fang et al., 2020).

La microbiota puede formar una barrera protectora sobre la pared epitelial del intestino al reducir

la oportunidad de colonizacion por parte de microorganismos patogenos (Kers et al., 2018). La
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microbiota intestinal regula la colonizacion de bacterias patdgenas por medio de la exclusién
competitiva, la cual puede ser el resultado de diferentes mecanismos, entre los que se destaca, la
ocupacion fisica, la competencia por los nutrientes 0 mediante la confrontacion quimica directa

por la produccién de compuestos como acidos organicos o bacteriocinas (Kuritza et al., 2014).

Por su parte, el desarrollo intestinal es estimulado por la microbiota, acelerando la proliferacién
de enterocitos e incrementando el nimero de células caliciformes, y por ende la produccion de
mucinas, dando lugar a un intestino mas largo y voluminosos, caracterizado por una capa mucosa
mas gruesa que brinda un mejor recubrimiento de las paredes intestinales, dejando menos
expuestas las aves a patogenos e incrementando la proteccién de la integridad del intestino
(Chambers & Gong, 2011).

Este proceso ha sido demostrado en estudios con pollos axénicos (libres de microorganismos),
los cuales desarrollan intestinos y ciegos mas pequefios con paredes mas delgadas en comparacion
con pollos convencionales, donde estos Ultimos presentan una microbiota equilibrada (Clavijo &
Florez, 2018). Ademas, el mejoramiento en el rendimiento productivo, estd asociado a una
digestién y absorciéon de nutrientes mas eficiente, ya que en los pollos convencionales las
vellosidades intestinales son més altas y las criptas menos profundas, lo que brinda una mayor
superficie de exposicion para la absorcion de nutrientes (Mancabelli et al., 2016; Kers et al.,
2018).

El balance de las comunidades microbianas del intestino es crucial en el mantenimiento de la
salud del hospedador, puesto que los desbalances de estas poblaciones, conocidos como disbiosis,
a menudo han sido asociados con varias enfermedades, entre las que destacan enfermedades
inflamatorias intestinales, diabetes, obesidad, higado graso y otras alteraciones metabolicas y/o
inmunes (Qin et al., 2018). No obstante, el uso de antibidticos en la alimentacién animal ha sido
una herramienta ampliamente utilizada para regular los desbalances en la composicion de la
microbiota intestinal, caracterizados por el crecimiento de microorganismos patégenos que

afectan el eficiencia metabdlica e integridad intestinal del hospedador (Pereira et al., 2019).

1.4. Los antibioticos promotores del crecimiento en la
alimentacion animal

1.4.1. Generalidades de los antibioticos

Los antibidticos promotores del crecimiento (APC) en la alimentacién animal y su efecto sobre
la productividad fueron estudiados por primera vez en la década de 1940, desde entonces su uso

como medida profilactica en la avicultura se ha incrementado con la intensificacion de la industria
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buscando mejorar los indices de productividad para cubrir el incremento en la demanda de
alimentos (Gonzalez-Ronquillo & Angeles-Hernandez, 2017). Segin Xie, Shen, & Zhao, (2018)
los antibidticos son los promotores de crecimiento mas utilizados en la produccion animal,
representando una herramienta importante para proporcionar una adecuada productividad en
animales criados en condiciones intensivas. Un agente antimicrobiano es considerado como
promotor del crecimiento, cuando administrado en dosis subterapéuticas por largos periodos
como aditivo en la alimentacion, tiene efectos positivos sobre el crecimiento, la tasa de conversion

alimenticia y el bienestar de los animales (Salim et al., 2018).

Los antibidticos son compuestos de origen natural, sintético o semisintético, que actdan bajo
diferentes mecanismos de accion (bactericida o bacteriostatico) (Salim etal., 2018). Sin embargo,
los efectos funcionales e interactivos de los APC sobre los animales son poco claros. Una variedad
de factores, incluyendo la dieta, la presencia de estrés y factores ambientales influyen sobre el
hospedador y la composicion de la microbiota intestinal, y por ende en la eficiencia de los APC
(Dodds, 2017).

1.4.2. Mecanismo de accién y efecto de los APC sobre la microbiota

intestinal y el desempefio productivo.
Las hipotesis centradas en la modulacion de la microbiota intestinal por parte de los APC, propone
que los cambios inducidos a las comunidades bacterianas llevan a una mejor tasa de crecimiento,
lo que puede incluir alteracién por la competencia de nutrientes entre microorganismo y
hospedador, prevencion de la colonizacion por agentes patégenos y seleccion de bacterias que
pueden extraer mayor energia de la dieta, lo que lleva a una mejor ganancia de peso y tasa de
conversién alimenticia (Fasina et al.,, 2016). Por otra parte, la hip6tesis basada en la
inmunomodulacién de los APC, sugiere que los antibidticos aminoran la inflamacion fisioldgica
de la mucosa intestinal al limitar la cascada de eventos inmunoldgicos, disminuyendo el costo
catabdlico para mantener la respuesta inmune y permitiendo de este modo una mayor fuente de
nutrientes disponibles para el proceso anabolico (desarrollo de musculo) (Kabploy et al., 2016;
Niewold, 2007).

Es importante resaltar, que algunos antibi6ticos usados en animales como promotores del
crecimiento son ademas administrados terapéuticamente en humanos (tetraciclinas, penicilinas,
aminoglucésidos), mientras que otros (ion6foros, monensina) son solamente utilizados en
animales (Dodds, 2017). El suministro de los APC ha sido considerado en los Gltimos afios como
un factor de riesgo para la salud humana, debido a la seleccidn de microorganismos (bacterias,
parésitos y hongos) resistentes a sustancias antimicrobianas, al potencial de transmision de genes
de resistencia a los seres humanos y por posibles residuos de antibidticos en el producto final

(carne), generando problemas de salud pablica ( Hrnéar et al., 2016; Muhammad et al., 2019).
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Por lo anterior, la resistencia bacteriana ha pasado de ser una amenaza, para convertirse en una
realidad de gran preocupacion que conduce a la implementacion de cambios drasticos en los
actuales patrones de uso de los antibi6ticos, asi como nuevas estrategias para su innovacion
(Garcia-Séanchez et al., 2020).

Como consecuencia algunas agencias regulatorias se han enfocado en controlar la administracion
no terapéutica de antimicrobianos a los animales, lo que ha traido consigo un reto para la
productividad, el bienestar y salud de los animales, y el balance econémico de las granjas (Costa
et al., 2017). Esto ha conducido a la busqueda por parte de los investigadores de alternativas
eficaces que reemplacen el uso de antibi6ticos en la alimentacion animal, con la finalidad de
preservar una baja tasa de mortalidad y una buen rendimiento productivo mientras se preserva el

medio ambiente y la salud del consumidor.

Han sido mdltiples las alternativas que han sido estudiadas, entre las cuales se ha reportado el uso
de: probidticos, prebioticos, simbidticos, enzimas, acidos organicos, fitobidticos, entre otros,
como una estrategia para mejorar la estructura del intestino, modificar la composicion de los
ecosistemas microbianos intestinales, disminuir el gasto energético producto de los procesos de
inflamacidn intestinal, y favorecer los procesos de digestion/absorcién de los nutrientes, y por
ende mejorar el rendimiento productivo de los animales (Mohammadi Gheisar & Kim, 2018;
Chowdhury et al., 2018; Lokapirnasari et al., 2017; Sugiharto, 2016).

Sin embargo, la 6ptima combinacién de estas alternativas, acopladas con un buen manejo y
practicas de bioseguridad en granja sera la llave para maximizar el rendimiento y mantenimiento
de la productividad animal, mientras se avanza en el objetivo de reducir el uso de antibidticos en

la industria animal.

1.5. Aceites esenciales como alternativa a los APC en la
produccion avicola

1.5.1. Descripcion general de los fitobioticos

Los fitobidticos, también conocidos como fitogénicos son compuestos bioactivos derivados de
las plantas, usados tradicionalmente en el tratamiento de enfermedades, por lo que se han
incorporado como aditivos en la alimentacion animal como alternativa a los APC, debido a sus

bondades en el mejoramiento de la productividad (Mohammadi-Gheisar & Kim, 2018).

Los extractos fitobidticos se pueden clasificar como aceites esenciales (sustancias volatiles

lipofilicas obtenidas por extraccion en frio o destilacion) y oleorresinas (extractos derivados por
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solventes no acuosos) (Lillehoj et al., 2018). Los principales compuestos bioactivos de los aceites

esenciales son los terpenoides y polifenoles (Moncada et al., 2016).

Los compuestos activos presentes en los aceites esenciales presentan propiedades potenciales
sobre algunas funciones bioldgicas como: el control en el crecimiento de microorganismos al
actuar directamente sobre la membrana celular, efectos antioxidantes y antiinflamatorios (Liu et
al., 2018). Sin embargo, dada la amplia diversidad de compuestos que componen los aceites
esenciales no se han identificado sitios celulares especificos de union a las células animales y

microbianas (Linde et al., 2016).

En la actualidad, se han usado los aceites esenciales principalmente en la produccion de cerdos y
aves, mostrando resultados positivos caracterizados por una mejor nutricion, prevencion de
enfermedades, activacion del sistema inmune, y rendimiento productivo. Estas condiciones, han
hecho de los aceites esenciales, entre ellos, el aceite esencial de orégano un aditivo importante en
la alimentacion animal que permite mejorar el rendimiento productivo, la salud y el bienestar de
los animales (Zou et al., 2016; Madrid et al., 2017).

Los aceites esenciales de orégano (AEO) se han propuesto como aditivos naturales para su uso en
pollos de engorde, existiendo diferentes quimiotipos con una amplia biodiversidad. EI género
Lippia comprende cerca de 200 especies distribuidas por las regiones tropicales, subtropicales y
templadas de la América, Africay Asia (Linde etal., 2016). Lippia Origanoides es caracteristico
respecto a otros quimiotipos de orégano, ya que su composicién es predominante en timol (entre
67,2% y 78,7%) y baja en carvacrol (entre 0,9% y 1,2%) (Ortiz et al., 2017).

Sin embargo, la composicion y concentracion de los compuestos activos varia de acuerdo a la
especie, parte de la planta de donde se extrae, origen geografico, condiciones de almacenamiento
y técnicas de procesamiento (Sugiharto, 2016). “El rendimiento en la extraccion de aceite esencial
de orégano varia dependiendo el proceso, la cantidad y caracterizacion que se requiera del
producto final”, por ejemplo, el rendimiento promedio en la extraccion aceite esencial de orégano
por hidrodestilacién es de aproximadamente 2g por cada 100g de hojas (Busatta et al., 2017). En
contraste, Moncada, Tamayo, & Cardona (2016) encontraron que el rendimiento de extraccion
por hidrodestilacion puede ser de aproximadamente 9 kg/Ton y con una composicion de 86,9%

Timol y 11,3% Carvacrol.

1.5.2. Modo de accién y efecto del AEO sobre el rendimiento
productivo, la integridad del intestino y la microbiota

El timol y carvacrol son los principales componentes del AEO Lippia Origanoides (Ortiz et al.,

2017). El timol y el carvacrol son compuestos fenolicos naturales, con propiedades antioxidantes,
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antiinflamatorias y antibacteriales (Kachur & Suntres, 2019). Los investigadores sugieren
diferentes modos de accidn de los aceites esenciales sobre el rendimiento productivo en animales
de granja: estimulando la secrecion de enzimas digestivas, modulando el estado inflamatorio del
epitelio intestinal, modulando los microbiomas intestinales, disminuyendo el dafio sobre los
tejidos por efecto de la oxidacion, y mejorando la aceptacion del alimento e incrementado el
consumo (Huang & Lee, 2018) (Liu et al., 2018) (Zhai et al., 2018).

La sobreexpresion de citoquinas proinflamatorias a nivel intestinal tiene efectos adversos sobre
la integridad de la mucosa, dejando expuesto el organismo al ingreso de agentes patdgenos,
incrementando el gasto energético y afectando el bienestar de los animales (Wang et al., 2018)
(Modina et al., 2019). Los compuestos fenélicos como el timol y carvacrol presentes en el aceite
esencial de orégano tienen la capacidad de modular la respuesta inmune regulando algunos
mediadores inflamatorios como la proliferacién de células T y la produccion de citoquinas
proinflamatorias como el TNF-o (Huang & Lee, 2018; Orhan et al., 2016).

Uno de los mecanismos de accién mediante el cual el carvacrol y timol generan un efecto
antiinflamatorio, es mediante su efecto inhibitorio del factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB), y de la via de las MAP quinasas (MAPKs); los
cuales juegan un papel clave en la transcripcion de genes que codifican para algunas citoquinas

proinflamatorias como: IL-8, TNF-a e INF-y (LOpez-Bojorquez, 2004; Somensi et al., 2019).

El carvacrol y timol, ademas tienen la capacidad de inducir la expresion de genes que codifican
para enzimas antioxidantes; lo cual protege y fortalece la integridad de la barrera intestinal por
disminucion del estrés oxidativo sobre las proteinas de barrera (S. D. Liu et al., 2018). Estas
proteinas regulan el paso de iones y moléculas via paracelular en la células epiteliales y
endoteliales del intestino (Gonzalez-Mariscal et al., 2008), ademas de favorecer el transporte y
utilizacion de los nutrientes presentes en la dieta al garantizar la homeostasis intestinal (Gonzalez-
Mariscal et al., 2008; Sun et al., 2017). Consecuentemente, la restauracion de las proteinas de
barrera puede ser alcanzada mediante el uso de nutrientes bioactivos como los fitobi6ticos (Sun
etal., 2017; Wang et al., 2019).

Estudios llevados a cabo en cerdos y pollos de engorde han revelado que el uso de AEO en la
dieta o sus principios activos (carvacrol y timol) incrementan de manera significativa la expresion
de proteinas importantes en la conformacion de la barrera (zénula ocludens, claudinas y
ocludinas) a nivel intestinal (Liu et al., 2018; Pu et al., 2018).

Por otra parte, se han evidenciado los efectos positivos en el uso de AEO sobre la digestibilidad
del alimento. Estudios realizados por Malayoglu et al. (2010), en los cuales se adicion6 AEO de
manera individual o en una mezcla comercial de aceites esenciales en la dieta de pollo de engorde

incrementd de manera significativa la digestibilidad. Asi, el incremento en la digestibilidad
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aparente de la proteina y la energia del alimento bajo el uso de aceites esenciales ha sido atribuido
a una mayor expresion y actividad de enzimas digestivas a nivel de borde en cepillo (Zhai et al.,
2018). Asi, estudios realizados en cerdos y aves de corral han reportado incrementos significativos
en la digestibilidad de la proteina cruda (Cheng et al., 2018) fésforo, calcio, materia seca y energia
bruta del alimento con la adicion de AEO (Xu et al., 2018).

Diversos trabajos han reportado el efecto que tiene el uso del AEO y sus principios activos
(carvacrol y timol) sobre la morfologia del intestino tanto en cerdos como en aves de
corral, en las cuales se ha encontrado un incremento significativo en la altura de las
vellosidades (Yang, Xin, Yang, & Yang, 2018; Cheng et al., 2018; Mohiti-Asli &
Ghanaatparast-Rashti, 2017; Giannenas et al., 2016), una disminucion en la profundidad
de criptas y un incremento significativo en el area superficial del epitelio intestinal
(Mohiti-Asli & Ghanaatparast-Rashti, 2017a), lo cual se ve reflejado en un mejor

aprovechamiento de los nutrientes, y por tanto, un incremento en la tasa de crecimiento.

Un ensayo realizado por Du et al. (2016) en pollos de la linea Cobb 500, demostré que la adicion
de 240 ppm de aceite esencial en el alimento disminuyd las lesiones microscopicas y mejoro la
histomorfologia intestinal, incrementando la altura de las vellosidades y disminuyendo la
profundidad de las criptas en aves retadas con Clostridium perfringers. De igual manera, Madrid
et al. (2017), encontraron que la adicién de 200 ppm de AEO en la dieta para pollos de engorde
aumento la longitud y ancho de las vellosidades, y disminuyd la profundidad y ancho de las criptas
a nivel intestinal; conjuntamente, estos autores encontraron que la adicion de 200 ppm de aceite
esencial de orégano disminuia el pH intestinal de manera significativa en comparacion con las
dietas control (dieta basal sin y con adicion de antibidtico), lo que favorece el control sobre la

proliferacion de agentes patdgenos a nivel intestinal

Ademas, Madrid et al. (2017), reportaron que la adicion de aceite esencial de orégano en
concentraciones entre 100 y 200 ppm mejor6 la poblacion de células inmunes en sangre y la
expresion de titulos de anticuerpos postvacunales contra Newcastle. De manera similar, Du et al.
(2016) encontraron que la suplementacion con Timol y Carvacrol disminuy6 la respuesta
inflamatoria y mejor6 los titulos de anticuerpos especificos para aves retadas con Clostrium

perfringers.

En investigaciones realizadas por Mohiti-Asli & Ghanaatparast-Rashti, (2017), se reportd que
pollos alimentados con diferentes niveles de AEO (300 y 500 ppm) disminuyeron
significativamente las UFC de E. coli a nivel ileal, pero no encontraron un efecto favorable sobre
las poblaciones de lactobacillus; sin embargo, Giannenas et al., (2016) reportaron valores

significativamente altos de bacterias acido-lacticas y bifidobacterias a nivel de ileon y ciegos en
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pollos suplementados con AEO, mientras que en ciegos se encontré una disminucion en la
poblacién de coliformes. Por su parte, estudios in vitro realizados por Ebani et al. (2016),
mostraron que la utilizacion de aceite esencial de orégano (Oreganum vulgare) inhibi6 el
crecimiento de Salmonella Typhimurium, Listeria, Enterococcus durans, Enterococcus Faeccium

y Enteroccus fecalis con una concentracion minima inhibitoria (MIC) de 2.37 mg/ml.

1.6. Probidticos como alternativa a los APC en la produccion
avicola

Los probidticos son definidos como microorganismos vivos no patégenos, que cuando son
administrados en cantidades adecuadas ejercen efectos benéficos sobre la salud del hospedador.
Una bacteria es considerada un probiodtico cuando: “tiene la habilidad de adherirse a las paredes
intestinales del hospedero, excluir o reducir la adherencia de bacterias patogenas, persistir y
desarrollar colonias en el intestino y poseer la capacidad de conservar la poblacion de bacterias

benéficas para formar una microbiota balanceada” (Kuritza et al., 2014).

1.6.1. Mecanismos de accion de los probidticos.

Se ha evidenciado que los probioticos actian bajo diferentes modos de accién, mejorando el
rendimiento productivo y la salud intestinal de las aves. Segun Kral, Angelovi, & Mréazova (2012),
los probidticos pueden mejorar el rendimiento productivo de las aves manteniendo un balance

saludable de bacterias en el intestino por exclusién competitiva contra las bacterias patdgenas.

Sugiharto (2016), sugiere que los probi6ticos promueven la maduracion e integridad intestinal y
mejoran el metabolismo por incremento de la actividad enzimatica. Se ha encontrado que los
probidticos favorecen el rendimiento productivo de las aves, ya que garantizan un equilibrio
saludable de la microbiota del intestino, ya sea mediante la produccion de &cidos organicos
(Gadde et al., 2017) o por exclusién competitiva, lo cual disminuye el gasto energético que
implica la respuesta inmune (Function, Fab, & Negative, 2017), ademas de mejorar la

estructura del epitelio intestinal y favorecer la absorcién de los nutrientes (Li et al., 2016).

Un estudio de campo realizado por Hrncar, Weis, Mindek, & Bujko (2014), demostraron que el
uso de Lactobacillus fermentun y Enterococcus faecium como cepas probiodticas mejoraron el
peso a los 42 dias de manera significativa en comparacion con la dieta control (dieta basal sin
adicion de antibioticos). Resultados similares en pollos de engorde fueron reportados por
Mahdavi, Zakeri, Mehmannavaz, & Nobakht (2013), quienes utilizaron un mezcla comercial de

probidticos (Protexin), encontrando que los grupos tratados con probi6ticos tuvieron un peso final
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significativamente mayor y tasa de conversién mas baja comparado con el grupo control y el
grupo tratado con APC (Virginamicina). Ademas, encontraron que la tasa de mortalidad no
presentd diferencias significativas entre el tratamiento con probidticos y el tratamiento con
Virginamicina. Y. Li et al. (2016), reportaron que el uso de una cepa comercial de B. subitlis en
la dieta de pollos de engorde aumento significativamente la ganancia diaria de peso (GDP) y

disminuyo la tasa de conversién.

En estudios realizados por Chéavez et al. (2016), encontraron que la adicion de Enterococcus
faecium, Lactobacillus casei y Lactobacillus acidofilus en el agua de bebida de pollos de engorde,
mejoro la altura de las vellosidades y disminuyé la profundidad de las criptas intestinales, lo cual
incrementa la superficie de contacto para la absorcion de nutrientes y disminuye el gasto de
energia implicado en el recambio celular, trayendo consigo mejoras en el rendimiento productivo.
Igualmente Stef et al. (2017) reportaron que la adicion de Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
rhamnosus y Lactobacillus lactis, en la dieta generé cambios en la estructura de los géneros que

componen la microbiota cecal de pollos de engorde.

En estudios de campo realizados por Kral et al. (2014) encontraron que la adicién de una cepa de
Bacillus subtilis incrementd significativamente el namero de UFC para Enterococcus spp y
disminuy6 de manera significativa el numero promedio UFC de coliformes en intestino y ciegos
con respecto al tratamiento control (dieta basal sin ninguna adicién). Son diversos los reportes
publicados en los que se hace referencia del incremento en el rendimiento productivo de pollos
de engorde mediante el uso de B. subtilis como aditivo alimentario, convirtiéndolo en una
alternativa viable frente al uso de APCs (Park et al., 2020; Al-Fataftah & Abdelgader, 2014;
Boroojeni et al., 2018; Jayaraman et al., 2017). Por su parte, Qin et al. (2018) mencionaron que
la alteracion en la estructura de la microbiota intestinal juega un papel clave en el desarrollo
gastrointestinal y metabolismo energético, contribuyendo en gran medida en la fermentacion de
carbohidratos y proteinas, mejorando efectivamente el crecimiento y la tasa de conversion

alimenticia.

En general, aunque se han reportado estudios sobre el efecto de los probidticos y aceites esenciales
sobre parametros productivos e intestinales en pollos de engorde, no es claro el efecto que estas
alternativas a los APC tienen sobre el microbiomay su relacion con los pardmetros morfométricos
a nivel de intestino. Las principales dificultades cuando se quiere estudiar la microbiota intestinal,
radica en la reproduccion de las condiciones ambientales que rodean a las bacterias del intestino,
entre las que se incluyen: “condiciones estrictamente anaerobias, la necesidad de co-cultivo con
otras bacterias que facilite la interaccion entre ellas, y la extrema sensibilidad de las bacterias a la

congelacion”(Mancabelli et al., 2016).
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Por lo anterior, nuestro conocimiento de la microbiota se ha limitado a microorganismos que
pueden recuperarse utilizando medios de cultivo; sin embargo, menos del 20% de los
microorganismos encontrados en el TGI se han cultivado debido al hecho de que la mayoria de
las bacterias intestinales exigen con frecuencia condiciones especificas para su crecimiento, lo
que dificulta entender el comportamiento y la compleja relacion existente entre el hospedero y la
microbiota dentro del tracto gastrointestinal (Clavijo & Flérez, 2018). Esto ha conducido al uso
de técnicas de secuenciacion y bioinformatica que permitan determinar con mayor precisién la

composicion de la microbiota intestinal (Guevarra et al., 2019).
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Capitulo 2: Objetivos

2.1. General

Evaluar el efecto de diferentes compuestos antimicrobianos como aditivos alimentarios sobre la

microbiota y pardmetros intestinales en pollos de engorde.

2.2. Especificos

¢ Identificar el efecto de la adicién de diferentes compuestos antimicrobianos (AEO-Lippia
origanoides, probidtico—Bacillus subtilis y antibiético promotor del crecimiento—APC) sobre

la morfometria (vellosidades y criptas), y pH intestinal (ileon) en pollos de engorde.

e Establecer el efecto del aceite esencial de orégano (AEO) Lippia origanoides, probidtico—
Bacillus subtilis y antibiético promotor del crecimiento—APC sobre la microbiota intestinal

(ileon) en pollos de engorde.

e Determinar la relacién entre la microbiota y parametros intestinales con parametros
zootécnicos en pollos de engorde que fueron adicionados con diferentes compuestos

antimicrobianos

2.3. Hipotesis

El uso de probioticos (Bacillus subtilis) y/o aceite esencial de orégano (Lippia origanoides) como
aditivos alternativos a los APC, favorecen el rendimiento productivo, la salud intestinal y la

composicion de la microbiota intestinal (ileon) en pollos de engorde.
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Capitulo 3: Morfometria y pH en ileon de pollos
de engorde suplementados con AEO (Lippia
Origanoides) y Bacillus subtilis como alternativas

al uso de APC.

3.1. Introduccion.

En los sistemas de produccion avicola actuales se crian aves de alto potencial genético para la
produccion de carne o huevos; sin embargo, estos animales presentan una alta susceptibilidad a
desordenes entéricos ocasionados principalmente por desbalances en la microbiota normal del
intestino, caracterizados por disminucion en la diversidad de los ecosistemas microbianos y
aumento en las poblaciones de bacterias patégenas tales como: Salmonella enteritidis,
Clostridium perfringens, E. coli, Shigella, entre otros, que comprometen la salud del intestino y

el bienestar de los animales (Oviedo-Rondén, 2019).

El TGI representa una cavidad expuesta al ambiente externo por donde transitan alimentos,
nutrientes, microorganismos y diferentes agentes patdgenos, convirtiéndolo en un drgano
complejo. El intestino debe captar y, transportar la energia y los nutrientes necesarios para el
mantenimiento de las funciones fisiolégicas y el buen desempefio productivo de las aves (Moeser
et al., 2017; Rocha et al., 2016); ademas, debe proporcionar una barrera contra los
microorganismos patdgenos y sus toxinas con el fin de evitar el ingreso al torrente sanguineo, la

hiperactivacién del sistema inmune, y a su vez garantizar la salud de las aves (Liu etal., 2018).

El tejido epitelial del intestino se encuentra formado por pequefias estructuras en forma de dedos
Ilamadas vellosidades y sobre las cuales se ubican numerosas microvellosidades encargadas de
amplificar el area de contacto con el contenido intestinal, con el fin de hacer mas eficiente el
proceso de digestion y absorcion de nutrientes (H. Li et al., 2020; L. Wang et al., 2019; M. Wang
et al., 2020). Por su parte, las criptas ubicadas en la base de las vellosidades albergan células
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madre constantemente se dividen para regenerar y reemplazar las células epiteliales que se han

descamado de las vellosidades (Benavides, 2011).

Cada una de las células epiteliales que recubre el TGI forma una barrera natural contra diferentes
agentes patdgenos que estan presentes en el lumen intestinal. La capa mucosa formada por
glicoproteinas y las proteinas de unién estrecha entre enterocitos regulan la permeabilidad del
epitelio (Jayaraman & Nyachoti, 2017; Liu et al., 2018). Sin embargo, la pérdida del equilibrio
en el entorno intestinal a raiz de los cambios en los ecosistemas microbianos intestinales y/o
alteraciones en el epitelio intestinal, conducen al incremento de microorganismos patdgenos o la
presencia de sustancias perjudiciales que aumentan la tasa de descamacion celular de las
vellosidades e incrementan la inflamacién del epitelio (Wealleans, Sirukhi, & Egorov, 2017;
Wilson et al., 2018), lo cual genera disminucion en el tamafio de las vellosidades, afectando los
procesos de digestion y absorcion de nutrientes (Chavez et al., 2016). Asi, la morfologia intestinal
se convierte en un buen indicador de la salud intestinal, donde se pretende aumentar el tamafio de
las vellosidades y disminuir la profundidad de las criptas (Qaisrani et al., 2014; Peng, Li, Li,
Duan, & Wu, 2016).

Los antibioticos suministrados en bajas dosis a través del alimento han contrarrestado los efectos
desfavorables asociados a los desequilibrios de los ecosistemas microbianos sobre las diferentes
estructuras del intestino (Fasina et al., 2016), favoreciendo asi la disminucion en el gasto
energético asociado a la respuesta inmune, mejorando la salud del intestino y aumentando la
utilizacion de los nutrientes (Cowieson & Kluenter, 2018). Sin embargo, la exposicion continua
de los microorganismos a bajas dosis de antibiéticos ha desencadenado el surgimiento de bacterias
resistentes a estos medicamentos (Arenas & Melo, 2018), lo cual se ha convertido en un riesgo
para la salud publica, dado el posible contagio de los seres humanos y la presencia de residuos de

antibioticos en carne (Muhammad et al., 2019).

La regulacion en el uso de antibidticos promotores de crecimiento por parte de entidades
gubernamentales ha conducido a la busqueda de alternativas biol6gicamente seguras que
garanticen un optimo rendimiento productivo y bienestar de los animales (Costa et al., 2017). Son
maultiples las alternativas que han sido estudiadas, dentro de las cuales se ha reportado el uso de:
probidticos, prebioticos, simbidticos, fitobidticos, enzimas, acidos organicos, entre otros (Mehdi
et al., 2018). Sin embargo, los probidticos y aceites esenciales ( AEO - Lippia origanoides) han
mostrado resultados prometedores dado sus beneficios a nivel intestinal, ya que bajo diferentes
modos de accion mejoran la morfologia del epitelio, modifican el equilibrio de la microbiota,
disminuyen el gasto catab6lico asociado a la respuesta inmune, y mejoran el rendimiento
productivo al favorecer la digestion y absorcién de los nutrientes (Mohammadi-Gheisar & Kim,
2018; Chowdhury et al., 2018; Lokapirnasari et al., 2017).
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Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto en el uso de AEO (Lippia
origanoides) y Bacillus subtilis sobre la morfometria (altura y ancho de las vellosidades, y

profundidad de las criptas) y el pH del ileon en pollos de engorde.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Consideraciones éticas

Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo a las guias propuestas
por “The International Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals” (Iclas,
2012; Leary et al., 2013). Esta investigacion ha sido avalada por el Comité de ética de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin. CEMED-013 del 4 de mayo de 2016.

3.2.2. Localizacién

El trabajo de campo se adelantd en la Estacion Agraria San Pablo, perteneciente a la Universidad
Nacional de Colombia, Sede Medellin, ubicada en el municipio de Rionegro, paraje “El
Tablacito”, localizado a 2100 msnm, con una temperatura entre 12 y 18°C, correspondiendo a una

zona de vida bosque muy himedo Montano bajo (bmh-MB).

3.2.3. Animales

Se utilizaron 196 pollos machos de linea genética ROSS308 de un dia de nacidos y alojados en
corrales en piso, con las condiciones de densidad de una produccién comercial (8 aves/m? a dia
42), de los cuales fueron seleccionados de manera aleatoria 52 pollos para la toma de muestras
de este experimento. La cria de las aves se llevo a cabo siguiendo los procedimientos comerciales:
cinco horas antes de la llegada de los pollitos, las criadoras fueron encendidas con la finalidad de
precalentar el galpon y alcanzar una temperatura promedio de 32°C al momento de la recepcion
de los mismos (Aviagen, 2017) en una granja experimental. Las aves recibieron agua y alimento

a voluntad durante todo el periodo experimental el cual tuvo una duracién de 42 dias.

3.2.4. Manejo Sanitario

Para el recibimiento de las aves de un dia de edad, provenientes de una incubadora comercial y
con vacuna Marek, Newcastle y Gumboro; ademas se desarrollaron los procedimientos de
preparacion del galpon como se describe a continuacién: lavado, limpieza y desinfeccién del
galpon, cortinas, comederos y bebederos; ademas, se realizo el control de roedores e insectos con

productos obtenidos en casas comerciales (Aviagen, 2017).

45



3.2.5. Dietas

Los animales fueron alimentados utilizando cuatro dietas, teniendo como base una dieta comercial
(Tabla 1) sin laadicién de antibiotico, a la cual se le adiciond para algunos tratamientos antibidtico
(Avilamicina-APC), aceite esencial de orégano (AEO-Lippia Origanoides) y probiotico (Bacillus
subtilis), conformando cada una de las dietas, asi:

¢ Dieta Control (CONT): sin la adicion de antibi6tico, PROB o AEO.

e Dieta 2 (ANT): DB mas la adicion de antibiético-APC (Avilamicina, 10 ppm).

e Dieta 3 (AEO): DB mas la adicion de aceite esencial de orégano (AEO, 150 ppm).

e Dieta 4 (PROB): DB mas la adicion de esporas de Bacillus subtilis (50 ppm).

Se elabor6 una dieta con dos etapas que cumplian con los requerimientos minimos nutricionales
establecidos por su casa genética (Aviagen, 2017) (Tabla 1). El alimento ofrecido en los primeros
21 dias del experimento fue denominado de “Iniciacion” y el de los siguientes 21 dias denominado
como de “finalizacion”. El alimento utilizado en el estudio estuvo libre de antibioticos (excepto
la dieta D2, donde se utiliz6 Avilamicina como APC, como se realiza a nivel comercial). El AEO
de Lippia origanoides se adicion6 como fitobiético a la premezcla a una concentracion efectiva
de 150 ppm para la dieta D3 (Madrid-Garcés et al., 2018); mientras que Bacillus subtilis se

adicion6 como probidtico a la premezcla a una concentracion de 50 ppm a la dieta D4.

3.2.6. Buenas practicas de eutanasias para toma de muestras

Durante la fase de experimentacion se realizaron eutanasias escalonadas de las aves de la siguiente
forma: el dia 1 se sacrificaron 4 aves (1 ave por cada dieta), que representaron el grupo de
referencia para verificar el estado general de salud (evaluacidn macroscopica de los segmentos
intestinales) de las aves antes de suministrar las dietas experimentales, y las unidades
experimentales para cada uno de los tratamientos. Los dias 21 y 42 se sacrificaron 24 aves/dia
(seis aves por tratamiento). Todas las aves fueron sacrificadas 2.5 horas después de su Ultima
comida. Los animales fueron sedados por inhalacion de Nitrox y posteriormente se les realiz6 la
eutanasia humanitaria por inhalacion de diéxido de carbono durante 3 minutos (Leary et al., 2013;
Chévez et al., 2015).

Posterior al sacrificio de las aves se realizo la técnica de necropsia convencional, retirando en un
solo paquete los 6rganos del tracto gastrointestinal; luego se disecciond utilizando tijeras de
diseccion con punta recta y se tomaron 2 segmentos de ileon (desde el diverticulo de Meckel hasta
el inicio de los ciegos) (Maria-Barrera et al., 2014). Una vez cortadas estas secciones, se realizo
un lavado por infusion con solucién salina fria de cada porcion para eliminar impurezas y
contenido digestivo, y luego fueron conservados en formalina buferada al 10% (Madrid et al.,
2017).
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Tabla 1. Aporte nutricional de la dieta basal (DB) disefiada en dos etapas: iniciacion y

finalizacion
Ingrediente Unidad Iniciacién Finalizacién
Maiz % 55,41 56,49
Gluten de maiz % 3,00 0,00
Soya integral % 7,39 10,00
Torta de soya % 22,19 20,64
Hemoglobina % 1,43 1,00
Aceite de soya % 1,99 4,61
Pre mezcla % 0,69 0,68
Carbonato de calcio % 1,29 1,11
Sal de mar % 0,20 0,28
Bicarbonato de sodio % 0,18 0,04
Aporte nutricional por etapa Iniciacion Finalizacién
Nutrientes Unidad Valor Valor
Peso Kg 1.000 1.000
Humedad % 10.926 10.845
Energia Metabolizable (aves) KCAL/kg 3152.165 3299.259
Proteina bruta % 21.474 19.976
Grasa % 8.301 10.213
Extracto Libre de N (ELN) % 49.673 50.195
Fibra bruta % 2.927 2.801
Cenizas % 6.108 5.379
Calcio % 0.997 0.832
Faésforo disponible % 0.418 0.360
Fésforo total % 0.648 0.580
Balance electrolitico mEqg/kg 216.164 191.553
Lisina % 1.363 1.270
Metionina % 0.650 0.602
Metionina+ Cisteina % 0.993 0.924
Treonina % 0.901 0.825
Triptéfano % 0.242 0.222
Arginina % 1.336 1.228
Isoleucina % 0.881 0.815
Leucina % 1.902 1.802
Valina % 1.042 0.915
Histidina % 0.547 0.509
Fenilalanina % 1.061 0.989
Fenilanina & Tirosina % 1.953 1.828
Glicina % 0.875 0.808
Alanina % 1.158 1.103
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3.2.7. Analisis de morfometria intestinal de muestras

Después de 48 horas de colectadas, las muestras obtenidas del intestino delgado fueron llevadas
al laboratorio donde se realiz6 procesamiento histotécnico; los tejidos fueron fijados en formalina
tamponada al 10% por 24 horas a 4°C, incluidos en parafina, cortados con un micr6tomo a 4 um
de espesor y coloreados con Hematoxilina-Eosina para ser lavados y almacenados en etanol:agua
(75:25, v:v) de acuerdo con el método reportado por Vente-Spreeuwenberg et al. (2004) v,
Barrera et al. (2014). Posteriormente, estos cortes fueron evaluados para determinar el promedio
de la altura y ancho de las vellosidades intestinales, asi como la profundidad y ancho de las
glandulas o criptas de Lieberkuhn adyacentes. En cada lamina se montaron tres cortes

transversales.

Los cortes histologicos fueron analizados cuantitativamente mediante un procesamiento de
imagenes digitales computarizadas, asi: para la identificacion de las zonas tisulares se empled un
microscopio Optico Leica DLMB, luego se capturaron las imagenes correspondientes con una
camara para microscopia digital instantanea Motican 2300 (Motic, Hong Kong, China) con una
resolucion de 3 megapixeles, en un aumento de 200x y se analizaron dichas imagenes con el
software para tratamiento de imagenes Motic® Images plus 2.0 (Motic, Hong Kong, China). Las

variables morfométricas que se midieron en cada corte histolégico fueron:

Altura de vellosidad: se establece la base de la vellosidad, desde su punto medio se trazé una
linea hasta el apice.

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

Profundidad de la cripta: se midié desde el epitelio hasta el fondo (invaginacion) de las glandulas
intestinales, ademas del nimero de vellosidades por campo de lectura, conforme a lo descrito
previamente por Marion et al. (2002), Vente-Spreeuwenberg et al. (2004) , Barrera et al. (2014).
Se evalu6 la relacion altura vellosidad/profundidad de la cripta como indicador del desarrollo

morfomeétrico digestivo (Santos et al., 2016).

El valor promedio para cada variable se calculé después de realizar mediciones en ocho
vellosidades y sus correspondientes criptas intestinales. Debido al hecho de que la altura de las
vellosidades puede variar en cada pliegue intestinal, siendo mas corta en el apice, se requeria que
cada regidn estuviera igualmente representada en la evaluacidn. En consecuencia, se eligié un
pliegue circular de la mucosa, donde se miden dos vellosidades desde la parte inferior, dos a la
derecha, dos desde el lado izquierdo y dos desde el vértice (Parra et al., 2016; Itza-Ortiz et al.,
2019).
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3.2.8. Andlisis del pH intestinal

Para la determinacién del pH intestinal se tomd 1 g de muestra de contenido de ileon, que luego
fue suspendido en 12,5 ml de agua destilada-desionizada. Esta mezcla se agitd6 manualmente con
agitador de vidrio lavandolo en cada registro con agua destilada. Posteriormente se inserto en la
mezcla un electrodo de pH y se realizaron las lecturas en un potenciémetro con precision de tres
decimales. El pH de la suspensién fue medido dentro de los 45 minutos subsiguientes al sacrificio
de las aves (Madrid et al., 2017).

3.2.9. Disefio experimental y analisis estadistico.

Para el analisis de las variables de morfometria se realizé un modelo de parcelas divididas bajo
un esquema de aleatorizacion completamente al azar con seis repeticiones. Las parcelas grandes
fueron constituidas por las dietas y las subparcelas por los diferentes dias de sacrificio. Cada
animal fue asignado aleatoriamente a cada uno de los tratamientos (dieta * edad de sacrificio). El
andlisis estadistico se realiz6 usando el procedimiento GLM (Modelos Lineales Generales)
PROC MIXED del SAS® software, version 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, 2017)
(SAS/STAT® Institute Inc. Statistical Analysis Systems Institute., 2017). Las posibles diferencias
entre las medias de los diferentes tratamientos fueron determinadas mediante analisis de varianza
(ANOVA). El anélisis de comparaciones multiples entre medias de cada tratamiento se llev6 a

cabo mediante una prueba HSD de Tukey para detectar significancia (p < 0.05) entre medias.

3.3. Resultados.

En general las aves que consumieron las diferentes dietas presentaron buen estado de salud, sin
sintomas o signos adversos de enfermedad que causaran su retiro y/o eutanasia antes de los
periodos de toma de muestras; adicionalmente, las aves consumieron la racién diaria de alimento
ajustada a la guia de manejo de la linea genética Ross308. Dado que no se presentd una interaccion
significativa (p > 0.05) entre la dieta y la edad de sacrificio, ambos factores fueron analizados de

manera independiente.

3.3.1. Morfometria del ileon.

En la tabla 2 se presentan los resultados obtenidos para el desarrollo morfométrico del ileon bajo
el uso de los diferentes aditivos antimicrobianos. En general, la altura y ancho de las vellosidades
del ileon se incrementaron conforme avanzé la edad de las aves. En lo referente a la altura
promedio de la vellosidad, se puede observar que el uso de Bacillus subtilis (PROB) y AEO
(Lippia origanoides) aumentan de manera significativa (p < 0,05) la altura de la vellosidad en

comparacion al uso de Avilamicina (ANT) en la dieta. Ademas, el tratamiento PROB mejord
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significativamente (p < 0,05) la altura de la vellosidad en comparacién a los demas tratamientos.
En cuanto al ancho de las vellosidades es evidente que tanto el tratamiento PROB como el
tratamiento AEO tienen un efecto significativamente mayor (p < 0,05) en comparacién al
tratamiento ANT. Sin embargo, no se encontré una diferencia estadisticamente significativa (p >
0,05) para el ancho de vellosidades bajo el uso de AEO y Bacillus subtilis. Tanto para altura como
para ancho de vellosidades se observé un comportamiento similar entre los diferentes tratamientos

parael dia 21y 42.

La profundidad de las criptas de ileon se observaron estadisticamente reducidas (p < 0,05) en las
aves que fueron alimentadas con el tratamiento PROB en comparacién a los demas tratamientos.
No obstante, el efecto en la adicion de AEO fue significativamente mayor (p < 0,05) en
comparacion al uso de antibidtico. ElI comportamiento en la profundidad de la cripta

anteriormente descrito entre los diferentes tratamientos fue similar para los dias 21 y 42.

Tabla 2. Efecto del uso de aceite esencial de orégano (Lippia origanoides) y Bacillus subtilis
sobre la morfometria del ileon en pollos de engorde a los 21 y 42 dias de edad.

Parametro Edad CONT ANT PROB AEO Valor P
21dias 901,150  934,6C 103621~ 997418 <26-16
Altura
vellosidad.  42djas  1223,08° 1228,7C 136811A 1328588 <2e-16
21dias  6581C 76,498 88,387 86,514 l4e-14
Ancho
ellosidad.
vetlost 42 dias  82,86C 88,568 98,767 97,217 444¢-13
Profundidad 2L dias 75,668 71,765 58,510 61,08 202¢-13
cripta.
42 dias  6658* 57,868 48,36° 52,08C 174¢e-13
21dias 11195 13,03 17717 16,107 273¢e-16
AVIPC  1odias  1938°  21,24° 28,304 25,53 9.74e-16

(AVIPC) Relacion altura vellosidad/profundidad cripta. (CONT): dieta sin la adicion de antibidtico, probidticoy AEO. (ANT):
dieta control mas la adicion de antibiético (Bacitracina de zinc 350 ppm). (PROB) dieta control mas la adiciéon de 50 ppm de
esporas de Bacillus subtilis. (AEO): dieta control més la adicion de 150 ppm de aceite esencial de orégano (AEO-Lippia
origanoides). A€ Dentro de una misma fila, medias con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren
estadisticamente (P > 0.05).

Cabe resaltar que un mayor valor en la relacion altura de la vellosidad/profundidad de la cripta
(AV/PC) hace referencia a vellosidades mas altas con criptas menos profundas. Asi, los valores
mas altos para AV/PC se encontraron en aquellas aves que recibieron PROB o AEO en la dieta,

sin evidencia de diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre ambos tratamientos.
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Sin embargo, el resultado obtenido bajo el uso de antibidtico fue significativamente mas bajo en

comparacion al uso de Bacillus subtilis y AEO.

En la gréafica 1 se puede observar un comportamiento mas detallado de las diferentes variables de
morfometria; conjuntamente, se evidencia que la variabilidad entre muestras de un mismo

tratamiento fue baja.

Gréfica 1. Efecto del uso de aceite esencial de orégano (Lippia origanoides) y Bacillus subtilis
sobre la morfometria del ileon en pollos de engorde a los 21 y 42 dias de edad.
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A. Altura de la vellosidad en um. B. Ancho de la vellosidad en um. C. Profundidad de las criptas en um. D. Relacion altura de la
vellosidad / Profundidad de la cripta. Barras con diferentes letras son estadisticamente diferentes (p < 0.05). (CONT): dieta sin la
adicion de antibidtico, probiético y AEO. (ANT): dieta control méas la adicién de antibiético (Avilamicina 10 ppm). (AEO): dieta
control més la adicién de 150 ppm de aceite esencial de orégano (AEO-Lippia origanoides). (PROB): dieta control més la adicién de
Bacillus subtilis (en forma de esporas) a razén de 50 ppm.

3.3.2. pH Intestinal.

Un resumen de los valores de pH obtenidos en los diferentes tratamientos es presentado en la

tabla 3. Es evidente que el pH disminuy6 a medida que avanzé la edad de las aves; no obstante,
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la distancia estadistica de los valores de pH entre los dias 21 y 42 para un mismo tratamiento no

presentaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05).

De manera similar no se evidencio diferencia estadisticamente significativa (p > 0.05) para pH
entre los diferentes tratamientos; sin embargo, es evidente la presencia de un pH ligeramente mas
acido en aquellas aves que recibieron PROB y AEO en comparacion al pH intestinal de las aves

gue recibieron antibiotico.

Tabla 3. Efecto del uso de aceite esencial de orégano (Lippia origanoides) y Bacillus subtilis
sobre el pH del ileon en pollos de engorde a los 21 dias y 42 dias de edad.

Parametro Edad CONT ANT PROB AEO Valor P
21 dias 7,2AX 7,13AX 6,87A% 6,904% 0,18
pH 42 dias 6,944% 6,97AX 6,734% 6,784% 0,401

(CONT): dieta sin la adicion de antibidtico, probidtico y AEO. (ANT): dieta control més la adicién de antibidtico
(Bacitracina de zinc 350 ppm). (PROB) dieta control méas la adicion de 50 ppm de esporas de Bacillus subtilis. (AEO): dieta
control mas la adicion de 150 ppm de aceite esencial de orégano (AEO-Lippia origanoides). ~&C Dentro de una misma fila,
medias con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (P > 0.05). X% Dentro de una
misma columna, medias con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (P > 0.05).

3.4. Discusion.

Los probidticos y extractos de plantas, principalmente los aceites esenciales han sido de gran
interés dadas las bondades que aportan sobre algunas funciones bioldgicas a nivel intestinal tales
como: regulacion del crecimiento de microorganismos, regulacion de la respuesta inmune y
proteccion del epitelio intestinal frente al estrés oxidativo y desarrollo de la morfometria tanto en

aves como en cerdos (Liu et al., 2018).

Un estudio de campo realizado por Bai et al. (2018) en el cual se evalué el efecto de Bacillus
subtilis sobre la morfologia del intestino y la actividad antioxidante sobre el epitelio, encontraron
que la adicion de 2 a 5 ppm de Bacillus subtilis en el alimento de pollos de engorde, mejoré los
valores para altura y ancho de las vellosidades, profundidad de criptas y area superficial del
intestino delgado en comparacion con aves que fueron alimentadas con una dieta comercial. De
igual manera, la adicién de Bacillus subtilis aumentd la capacidad antioxidante del intestino
delgado al incrementar la expresion de genes que codifican para enzimas antioxidantes como:
superoxidasa dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y glutation GH1, lo cual se vio reflejado

en una disminucion de especies reactivas de oxigeno a nivel intestinal. Resultados similares sobre
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la morfologia y desarrollo del intestino mediante el uso de Bacillus subtilis han sido reportados
por Ma et al. (2018) y Reis et al. (2017).

Los resultados encontrados en el presente trabajo evidencian una mayor altura y ancho de las
vellosidades en aquellas aves que recibieron Bacillus subtilis (gréafica 1A y 1B); es sabido que
los probidticos protegen el ambiente del intestino disminuyendo la descamacion epitelial
mediante el control en el crecimiento de bacterias patdgenas ya sea por exclusién competitiva,
produccién de acidos organicos o bacteriocinas (Gadde et al., 2017), promoviendo la maduracion
e integridad intestinal, y mejorando el metabolismo por el incremento en la actividad enzimética
(Maetal., 2018; Wu et al., 2018; Gong et al., 2018).

Por su parte, se ha reportado que los compuestos bioactivos de los aceites esenciales estimulan la
proliferacion y crecimiento de las células epiteliales del tracto gastrointestinal y protegen el tejido
intestinal de microorganismos patégenos, dando como resultado una mayor altura de las
vellosidades y menor profundidad de las criptas (Sugiharto, 2016). Zou et al. (2016), realizaron
estudios en lechones suplementados con AEO, encontrando un mejor desarrollo de la morfologia
del intestino y un aumento significativo en la expresion de proteinas de union estrecha (zénula
ocludens y ocludinas). No obstante, y de manera similar a los resultados encontrados en el
presente estudio, Peng et al. (2016) no encontraron efectos en el uso de AEO sobre la altura de
las vellosidades, mientras que la adiciéon de 300 y 600 ppm de AEO disminuyd la profundidad de

las criptas y aument6 significativamente la relacién altura de vellosidad/profundidad de cripta.

Cabe resaltar que, a medida que las vellosidades se hacen mas altas y anchas, los procesos de
digestion y absorcion de los nutrientes ocurren de manera més eficiente (Latorre et al., 2017);
ademas, la disminucion en la relacion altura de vellosidad/profundidad de cripta estan
relacionadas con una ineficiencia de la funcién intestinal (Santos et al., 2016); por tanto,
conservar la integridad de la vellosidad implica controlar la tasa de descamacion de los
enterocitos, la cual se ve incrementada principalmente por mala calidad del alimento y las
disbiosis de los ecosistemas microbianos intestinales (Wealleans, Sirukhi, & Egorov, 2017;
Wilson et al., 2018).

Finalmente, el pH puede ser un factor clave a nivel de ileon para controlar el paso y crecimiento
desproporcionado de microorganismos provenientes del tracto posterior, controlando de esta
manera la descamacion del epitelio intestinal y la hiperactivacion del sistema inmune,
disminuyendo asi el gasto energético y, mejorando la salud y bienestar de las aves (Reis et al.,
2017; Poppi et al., 2015). Madrid et al. (2017), reportaron disminuciones en el pH de las
diferentes secciones del intestino de pollos de engorde mediante la adicion de AEO en la dieta,

favoreciendo un pH &cido para el control en la replicacién de microorganismos patdgenos a nivel

53



intestinal. Por su parte, ha sido reportada la capacidad de los probiéticos de reducir el pH del
intestino mediante la produccion de &cidos organicos y la alteracion en la composicién de la
microbiota, favoreciendo el crecimiento de géneros bacterianos que contribuyen en gran medida

a la fermentacion de carbohidratos (Qin et al., 2018).

3.5. Conclusién.

Los probioticos y aceites esenciales han demostrado ser una alternativa eficaz para mejorar la
salud intestinal y rendimiento productivo en aves de corral. Acorde a los resultados encontrados
en la presente investigacion, el uso de Bacillus subtilis y aceite esencial de orégano (Lippia
origanoides) tienen un efecto positivo sobre la morfometria y el pH del intestino, lo que podria
mejorar el ambiente intestinal y el rendimiento productivo en pollos de engorde. Tanto el

probidtico como el aceite esencial mostraron efectos superiores a los obtenidos con el antibidtico.
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Capitulo 4: Microbioma en ileon de pollos de
engorde suplementados con Aceite Esencial de
Orégano (Lippia Origanoides) y Bacillus subtilis

como alternativas al uso de APC.

4.1. Introduccion.

El descubrimiento de los antibidticos en las primeras décadas del siglo XX y la reduccién de su
costo a causa de la produccion a gran escala, revoluciond la produccion la animal a partir de la
década de 1940 cuando se introdujo el uso de antibioticos como promotores de crecimiento en la
alimentacion de aves y cerdos principalmente (Lekagul et al., 2019). Los antibiéticos promotores
de crecimiento (APC) han demostrado mejorar considerablemente los procesos de digestion y
absorcion de los nutrientes presentes en la dieta, debido a que modulan la microbiota intestinal,
previenen la colonizacion del intestino por agentes patégenos y disminuyen la inflamacion del
epitelio (Fasina et al., 2016; Kabploy et al., 2016).

Sin embargo, en los Gltimos afios se han aumentado las acciones para reducir o eliminar los APC
de la alimentacién animal, dado el aumento de cepas bacterianas resistentes a los antibiéticos en
los productos finales de produccién, lo cual representa un riesgo para la salud humana (Lillehoj
etal., 2018; Nhung et al., 2017). Entre las nuevas iniciativas frente al uso de APC se ha destacado
el desarrollo e investigacion de aditivos alternativos, eficaces y seguros que permitan mejorar el
rendimiento productivo y la salud de los animales (Gadde et al., 2017); dentro de estos productos
se destaca el uso de aceites esenciales y probidticos, ya que tienen la capacidad de modular la

microbiota y mejorar la salud intestinal (Mohammadi-Gheisar & Kim, 2018; Nhung et al., 2017).

El microbioma intestinal de las aves esta formado por ecosistemas diversos que establecen
relaciones complejas con el hospedador (Clavijo & Flérez, 2018). Es sabido que el microbioma
juega un papel importante en la salud y el bienestar del hospedador, por lo que el establecimiento
de microorganismos beneficiosos y un adecuado balance bacteriano desde los primeros dias del
ave es crucial para el desarrollo 6ptimo del intestino, una buena salud y un mejor desempefio
productivo (Dou et al., 2017; Zeng et al., 2017). Lo anterior es de suma importancia, ya que la
microbiota intestinal provee al ave de diversos beneficios como: mejorar la capacidad
fermentacion de carbohidratos complejos y extraccion de energia de la dieta; aumentar la
produccion de 4acidos grasos volatiles y vitaminas; y disminuir los efectos nocivos de

microorganismos patogenos (Postler & Ghosh, 2017; Iljazovic et al., 2020).
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En general, la pérdida de diversidad en el microbioma produce cambios en el balance entre
microorganismos comensales beneficiosos y microorganismos potencialmente patégenos
(patobiontes), lo cual trae consigo alteraciones en la produccion de metabolitos microbianos
(ljazovic et al., 2020). Estudios realizados bajo modelos animales, evidencian que los cambios
en la produccién de &cidos grasos volatiles como consecuencia de una disbiosis o el crecimiento
de algunas especies bacterianas consideradas nocivas, desencadenan alteraciones en la respuesta
inmune sistémica y contribuyen al desarrollo de enfermedades intestinales (Escalante et al., 2016;
Makki et al., 2018; Seo et al., 2015).

Son diversos los factores que tienen efecto en la estructuracion de la microbiota intestinal, dentro
de los cuales la dieta y sus componentes son factores muy importantes; ya que diversos estudios
han reportado que los componentes del alimento tales como: fibra, proteina, minerales y aditivos
alimentarios desempefian un efecto importante en la modulacion del microbioma (Chen et al.,
2016; Starke et al., 2014).

Aditivos nutricionales como los prebioticos sirven como fuente de energia para las bacterias
beneficiosas intestinales, ademas de mejorar la supervivencia de las cepas probidticas cuando son
suministradas de forma conjunta como simbidticos (Guevarra et al., 2019). En consecuencia, los
probidticos ayudan a acidificar el pH intestinal, estimulan el sistema inmunolégico e inhiben el
crecimiento de microorganismos potencialmente patégenos mediante exclusion competitiva y la

produccién de sustancia antimicrobianas (Chae et al., 2016; Guevarra et al., 2019).

Por su parte, los aceites esenciales poseen compuestos activos como los polifenoles que pueden
modular la respuesta inmune y a su vez, tienen efecto bactericida, alterando la membrana celular
de las bacterias y causando su muerte, lo cual reduce la proliferacion de microorganismos
patogenos y favorece el crecimiento de microorganismos funcionales a nivel intestinal al
disminuir la ocupacién y competencia por nutrientes (Mohammadi-Gheisar & Kim,
2018)(Abouelezz et al., 2019).

Asi, el objetivo del presente estudio consistio en evaluar el efecto en la adicidn de aceite esencial
de orégano (Lippia origanoides) y Bacillus subtilis sobre la riqueza, diversidad y composicién de

los ecosistemas microbianos de ileon en pollos de engorde.
4.2. Materiales y métodos.

4.2.1. Consideraciones éticas

Remitirse a capitulo 3 pagina 45.
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4.2.2. Localizacion

Remitirse a capitulo 3 pagina 45.

4.2.3. Animales

Remitirse a capitulo 3 pagina 45.

4.2.4. Manejo Sanitario

Remitirse a capitulo 3 pagina 45.

4.2.5. Dietas

Remitirse a capitulo 3 pagina 46.

4.2.6. Buenas Précticas de Eutanasia para toma de muestras

Remitirse a capitulo 3 pagina 46.

4.2.7. Secuenciacion con tecnologia Illumina de amplicones de regiones
hipervariables del gen 16S rRNA generados desde ADN
metagenomico y flujo de analisis bioinforméatico para
determinacidn de estructura y diversidad de microbiomas

Para el proceso de secuenciacién del gen que codifica para la subunidad 16S rRNA se siguio el

siguiente proceso:

1) Se tomaron 0.5 g de contenido ileal utilizados para la extraccion y purificacién de ADN

metagendmico mediante el kit FastDNA SPIN, siguiendo las especificaciones del fabricante.

2) EI ADN metagendmico total extraido de cada muestra fue analizado evidenciando presencia e
integridad por medio de electroforesis en gel de agarosa y, cantidad y pureza evaluada

espectrofotométricamente.

3) Las secuencias parciales del gen 16S ARNr fueron amplificadas a partir de 10 ng de ADN
metagendmico, usando primers gque tienen como objetivo la regién V4 de la secuencia del gen
16S ARNr (515 forward 5- GTGCCAGCMGCCGCGGGTAA - 3 909 reverse 3'-
CCCCGYCAATTCMTTTRAGT- 5") (Bohorquez et al., 2012) (Burbach et al., 2016)(Wang et
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al., 2018). Las condiciones de PCR fueron las siguientes: denaturacion inicial de 95 °C por 2
minutos seguido por 4 ciclos de denaturacién a 95°C por 30 segundos, alineamiento de primers a
60°C por 30 segundos y en ciclos con “touchdown” de -2°C por ciclo y extension a 68°C por 30
segundos, y seguido por 26 ciclos de denaturacién a 95°C por 30 segundos, alineamiento a 53°C
por 30 segundos y extension a 68°C por 30 segundos, con una extension final a 68°C por 7
minutos. Las librerias de amplicones fueron construidas para ser compatibles con secuenciacion

Illumina paired-end de acuerdo a protocolos reportados (Milici et al., 2016).

4.2.8. Analisis bioinformatico.

Los analisis de identificacion y control de calidad de las secuencias contenidas en los archivos
fastq se realizaron por medio de la plataforma QIIME 2 (Kuczynski et al., 2011). Las secuencias
quiméricas fueron identificadas, extraidas y excluidas de los conjuntos de datos por medio de
Usearch 6.1. Posteriormente, se identificaron las unidades taxonémicas operacionales (OTUs)
que presentaron un 97% de similitud con las secuencias reportadas en el GenBank. Aquellas
OTUs que no coincidieron con ninguna secuencia reportada en dicha base de datos fueron
reagrupadas, remuestreadas y recomparadas nuevamente con respecto a las secuencias del
GENBANK con el fin de minimizar el nimero de secuencias excluidas (Mancabelli et al., 2016).
Finalmente, aquellas secuencias representativas de cada OTU fueron seleccionadas y clasificadas
taxonémicamente utilizando la plataforma QIIME 2. Durante este proceso, aquellas OTU con alta
identidad con respecto a las secuencias reportadas en el GENBANK (> 97%) fueron agrupadas
en la misma OTU y se reportaron en el nivel mas bajo de identificacion taxonémica comun a

todas las secuencias (Ellis et al., 2016).

4.2.9. Analisis estadistico.

Los analisis de diversidad beta se realizaron por medio de un analisis de componentes principales
(PCoA) bajo el calculo de distancias Bray - Curtis mediante la funcion Vegdist del paquete Vegan
del software R (Costa et al., 2017). Con el fin de determinar el efecto de la dieta sobre la
composicion de los ecosistemas bacterianos a nivel de ileon, se utilizaron las funciones Adonis y
Anosim del paquete Vegan para realizar un analisis permutacional multivariado (PERMANOVA)
y de similitud (ANOSIM) respectivamente. Finalmente, mediante el paquete phyloseq de R, se
estructurd un archivo physeq para llevar a cabo los anélisis de diversidad alfa y composicion
taxondmica. Asi, por medio de la funcién plot_richness y diversity se calculd la riqueza y
uniformidad de los ecosistemas bacterianos bajo el indice de Shannon y Simpson, y con el uso de
las funciones subset taxa y plot_bar se evalué la abundancia relativa de los principales taxones

bajo los cuales fueron clasificadas las diferentes muestras (Gomez et al., 2016).
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4.3. Resultados.

Luego de realizar el filtro de calidad y eliminacion de secuencias quiméricas de los resultados
obtenidos del proceso de secuenciacion, se obtuvo un promedio de 22.036 + (9736) lecturas por

muestra de contenido ileal en las aves que recibieron los diferentes tratamientos.

Al evaluar la diversidad beta, se encontré la capacidad de los diferentes aditivos utilizados para
modificar los ecosistemas microbianos del ileon en las aves a los dias 21 y 42. En las graficas 2A
y 2B se presenta una grafica de componentes principales (PcoA) en el cual se evidencia la
disimilitud calculada a partir de distancias Bray - Curtis de los ecosistemas bacterianos del ileon
evaluados en términos de taxones que comparten mas de un 97% de similitud con respecto a la
secuencia de ADN del gen 16S ARNTr. En la gréafica 2A se puede observar la disimilitud de los
ecosistemas al dia 21, donde hay una mayor similitud entre los microbiomas de las aves que
recibieron antibidtico, AEQO y probiotico (Bacillus subtilis) con respecto al tratamiento control;
sin embargo, no se observa un acercamiento significativo representado por un corte entre puntos
de diferentes tratamientos que asegure una similitud estadisticamente significativa entre al menos
un par de dichos tratamientos. Por su parte, en la grafica 2B se observa la disimilitud entre los
diferentes microbiomas al dia 42; de igual manera, no se observa una similitud significativa entre
ninguno de los tratamientos; no obstante, es evidente un mayor distanciamiento entre el

microbioma de las aves que recibieron Bacillus subtilis con respecto a los demas tratamientos.
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Gréfica 2. Efecto de AEO (Lippia origanoides) y Bacillus subtilis sobre la variabilidad en la
composicion taxonémica de la microbiota ileal en pollos de engorde a los 21 y 42 dias de edad.

A B

0.25- =

@
k)

04-

< Dieta T 02 Dieta
o AEO o AEO
) T, ~ -|
ntibiotico ntibiotico
= I Antibiot =, | Antibioti
2 1@ Control 3 & 3 3 Control
< Probiotico < Probiotico
' 4 &
0.0
0.2 *
;\//
® o
&m 0.2-
025 0.00 0.25 0.25 0.00 025
Axis.1 [40.1%)] Axis.1 [40%)

Analisis de componentes principales (PcoA) a partir de unidades taxonémicas operacionales (OTUs) con
un 97% de similitud a la secuencia del gen 16S RNAr basado en distancias Bray - Curtis, mostrando
diferencias significativas en la composicion del microbioma ileal de pollos de engorde alimentados con
diferentes dietas A. Composicion del microbioma ileal dia 21 de edad. B. Composicion del microbioma
ileal dia 42 de edad. “Control”: Dieta Basal DB (D1): sin la adicion de antibiético, AEO y Bacillus subtilis
(color azul); “Antibi6tico”: Dieta 2 (ANT): DB maés la adicion de antibiético (Avilamicina) (color verde
claro); “AEQ“: Dieta 3 (AEO): DB mas la adicion de 150ppm de AEO (color salmén); “Probidtico”:
Dieta 4 (PROB): DB mas la adicion de 50 ppm de esporas de Bacillus subtilis (Color purpura).

Los resultados obtenidos por andlisis de componentes principales (PcoA) fueron corroborados
mediante un analisis de similitud (ANOSIM) entre las comunidades bacterianas de los diferentes
tratamientos a una misma edad (R= 0,97 y R= 0,99 para los dias 21 y 42 respectivamente). De
igual manera, los resultados anteriores indican una mayor similitud entre individuos de un mismo
tratamiento y una menor similitud entre tratamientos. Es importante resaltar que valores de
R cercanos a 1 para el analisis ANOSIM, indican una mayor similitud entre individuos de un

mismo tratamiento que entre individuos de diferentes tratamientos.

Al realizar un anélisis de varianza permutacional multavariado (PERMANOVA), se encontr6 que
el uso de aditivos en la dieta afecta de manera significativa (p < 0.001) la composicion de la
microbiota ileal. Asi, la variabilidad en la composicién de la microbiota asociada a la adicién de
aditivos en la dieta fue de R?= 0,7332, mientras que la variabilidad asociada a la edad fue de
R?= 0,053

66



Por su parte, los resultados en los analisis diversidad alfa, basados en la riqueza y uniformidad de
las comunidades bacterianas encontradas en ileon se presenta en las graficas 3A y 3B. Se puede
observar que el uso de Bacillus subtilis favorece el crecimiento de ecosistemas mas ricos y
uniformes tanto al dia 21 y 42 en comparacion al uso de AEO, bajo el cual se disminuyé la
diversidad de los ecosistemas del ileon. No obstante, es importante resaltar que el uso de
antibidtico afecta considerablemente la riqueza de los microbiomas intestinales conforme avanza
la edad de las aves. Aunque el uso de antibiético y AEO disminuye la riqueza microbiana, cabe
resaltar que la uniformidad de dichos ecosistemas es relativamente estable (gréafica 3B) puesto los
valores obtenidos estuvieron alejados de cero, lo cual indica una baja probabilidad de que dos
individuos tomados al azar pertenezcan a una misma especie (baja probabilidad de dominancia

de una o pocas especies).

Gréfica 3. Efecto de la suplementacion con AEO (Lippia Origanoides) y Bacillus subtilis sobre
la riqueza y uniformidad de los ecosistemas microbianos a nivel de ileon en pollos a los dias 21
y 42 de edad.
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Riqueza y uniformidad del microbioma ileal bajo el indice de Shannon (A) y Simpson (B) calculados a
partir de unidades taxondmicas (OTUS) que comparten 97% de similitud con la secuencia del gen 16S
RNAr, en pollos de engorde a la edad de 21 y 42 dias, suplementados con aceite esencial de orégano (AEO)
o Bacillus subtilis o Avilamicina como antibi6tico promotor de crecimiento. “Control”: Dieta Basal DB
(D1): sin la adicion de antibiético, AEO y Bacillus subtilis (color azul); “Antibi6tico”: Dieta 2 (ANT):
DB mas la adicién de antibiotico (Avilamicina) (color verde claro); “AEQ“: Dieta 3 (AEO): DB més la
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adicion de 150ppm de AEO (color salmén); “Probidtico”: Dieta 4 (PROB): DB més la adicion de 50 ppm
de esporas de Bacillus subtilis (Color purpura).

La proporcion de filos bacterianos que conforman el microbioma ileal obtenido bajo las diferentes
dietas se presenta en la grafica 4. En general, las aves que recibieron los tratamientos control,
antibidtico y probidtico presentaron una alta proporcion de Firmicutes en comparacion a los
resultados obtenidos con la adicion de AEO donde los filos dominantes fueron Proteobacteria y
Actinobacteria. Asi mismo, se observa una alta proporcion de Proteobacteria en los diferentes
microbiomas y en menor proporcion los filos Bacteroidetes y Actinobacteria, a excepcion de este
altimo que presentd una mayor abundancia bajo el uso de AEO. Respecto a los Bacteroidetes, es
evidente que el uso de probidtico favorecié su crecimiento, mientras que AEO permitio el
crecimiento de una proporcidn significativa al final del periodo experimental con respecto al dia
21.

Grafica 4. Abundancia relativa de filos bacterianos a nivel de ileon en pollos alimentados con
APC o Bacillus subtilis o AEO a los 21 y 42 dias de edad.
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engorde a la edad de 21 y 42 dias, suplementados con Bacillus subtilis o aceite esencial de orégano (AEO)
0 Avilamicina (APC). “Control”: Dieta Basal DB (D1): sin la adicion de antibiético, AEO y Bacillus
subtilis (color azul); “Antibidtico ”: Dieta 2 (ANT): DB més la adicion de antibiético (Avilamicina) (color
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verde claro); “AEQ“: Dieta 3 (AEQ): DB més la adicién 150ppm de AEO (color salmén); “Probi6tico”:
Dieta 4 (PROB): DB maés la adicion de 50 ppm de esporas de Bacillus subtilis (Color purpura). “21”-

“42”: edad de toma de muestras.

En la gréfica 5 se presentan los géneros mas abundantes del filo de las Actinobacterias. El género
Propionibacterium estuvo presente en todas las muestras evidenciandose una mayor proporcién
al dia 21 en las aves que recibieron AEO y un aumento significativo al dia 42 con respecto al dia
21 en las aves que recibieron antibiético. No obstante, se encontr6 una poblacion significativa de
Microbacterium al dia 42 en las aves que recibieron AEO y una disminucion de

Propionibacterium con respecto al dia 21.

Gréfica 5. Efecto de la suplementacion con APC o Bacillus subtilis o AEO sobre la abundancia
de géneros bacterianos clasificados en el filo de las Actinobacterias en pollos de engorde. a los

21y 42 dias de edad.
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“Control”: Dieta Basal DB (D1): sin la adicion de antibi6tico, AEO y Bacillus subtilis (color azul);
“Antibidtico”: Dieta 2 (ANT): DB maés la adicion de antibiético (Avilamicina) (color verde claro);
“AEOQ“: Dieta 3 (AEO): DB mas la adicion de 750ppm de AEO (color salmon); “Probibtico”: Dieta 4
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(PROB): DB més la adicion de 50 ppm de esporas de Bacillus subtilis (Color purpura). “217-“42”: edad

de toma de muestras.

Con respecto al filo de los Bacteroidetes se pueden observar los resultados obtenidos en la gréfica
6 para cada uno de los géneros hallados en mayor abundancia. En general, Bacteroides y
Prevotella fueron los géneros mas abundantes. Tanto al dia 21 y 42, el uso de Bacillus subtilis
favorecio el crecimiento de ambos géneros, encontrando las poblaciones mas altas al dia 42,
ademas de una poblacién significativa de Alloprevotella. Por su parte, al dia 21, el uso de AEO
no favorecid el crecimiento significativo de géneros de Bacteroidetes; no obstante, se encontrd
una poblacion significativa de Bacteroides al dia 42 y en menor proporcion de Butyricimonas y

Prevotella. El uso de antibi6tico no favorecié el crecimiento de manera significativa de los

géneros anteriormente mencionados.

Gréfica 6. Efecto de la suplementacion con APC o Bacillus subtilis o AEO sobre la abundancia
de géneros bacterianos clasificados en el filo de los Bacteroidetes en pollos de engorde a los 21 y

42 dias de edad.
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“Control”: Dieta Basal DB (D1): sin la adicion de antibidtico, AEO y Bacillus subtilis (color azul);

“Antibiotico”: Dieta 2 (ANT): DB mas la adicién de antibi6tico (Avilamicina) (color verde claro);
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“AEO “: Dieta 3 (AEO): DB con 150ppm de AEO (color salmén),; “Probiotico”: Dieta 4 (PROB): DB més
la adicién de 50 ppm de esporas de Bacillus subtilis (Color purpura). “21”-“42”: edad de toma de

muestras.

En la gréfica 7 se presentan los géneros del filo de los Firmicutes encontrados de manera mas
representativa en las muestras evaluadas. Es evidente que el uso de antibidtico permitié el
crecimiento de poblaciones de Lactobacillus de manera significativa a nivel de ileon. Mientras

gue poblaciones menos numerosas de Staphylococcus y Streptococcus fueron encontradas en los

demas tratamientos.

Grafica 7. Efecto de la adicién de APC o Bacillus subtilis o AEO sobre la abundancia de géneros
bacterianos clasificados en el filo Firmicutes en pollos de engorde a los 21 y 42 dias de edad.
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“Control”: Dieta Basal DB (D1): sin la adicion de antibidtico, AEO y Bacillus subtilis (color azul);
“Antibiético”: Dieta 2 (ANT): DB més la adicion de antibidtico (Avilamicina) (color verde claro);
“AEOQ“: Dieta 3 (AEO): DB mas la adicion de 150ppm de AEO (color salmén); “Probittico”: Dieta 4
(PROB): DB mas la adicion de 50 ppm de esporas de Bacillus subtilis (Color purpura). “21”-“42”: edad

de toma de muestras.

Finalmente, los géneros dentro de las Proteobacterias son presentados en la grafica 8. El género
de las Sphingomonas fue el mas representativo, presentando una alta abundancia al dia 21 bajo el
uso de AEO y al dia 42 en las aves alimentadas con la dieta control; sin embargo, una abundancia
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relativamente menor se evidencia tanto al dia 21 y 42 bajo el uso de Bacillus subtilis y al dia 21
bajo el uso de APC.

Gréfica 8. Efecto de la suplementacion con APC o Bacillus subtilis o AEO sobre la abundancia
de géneros bacterianos clasificados en el filo Proteobacterias en pollos de engorde a los 21 y 42
dias de edad.
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“Control”: Dieta Basal DB (D1): sin la adicion de antibidtico, AEO y Bacillus subtilis (color azul);
“Antibidtico”: Dieta 2 (ANT): DB mas la adicidn de antibi6tico (Avilamicina) (color verde claro);
“AEOQ“: Dieta 3 (AEO): DB mas la adicion de 150ppm de AEO (color salmén); “Probittico”: Dieta 4
(PROB): DB mas la adicion de 50 ppm de esporas de Bacillus subtilis (Color purpura). “21”7-“42”: edad

de toma de muestras.

4.4. Discusion.

Las investigaciones realizadas en los ultimos afios sobre el microbioma intestinal han acumulado

evidencia que indica que el microbioma juega un papel importante sobre el metabolismo de los
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nutrientes, la utilizacién de la energia y la salud de los animales. Asi, el microbioma se ha
considerado un componente clave en el desempefio productivo de los animales (Maltecca et al.,
2019); sin embargo, factores como la dieta juegan un papel clave sobre la modificacion de las

comunidades microbianas a lo largo del tracto gastrointestinal (Kers et al., 2018).

La adicién de AEO y Bacillus subtilis (Probiético) en la dieta proporcionaron un crecimiento
mayor de poblaciones de Bacteriodetes al final del periodo experimental en comparacién a la
dieta con antibiético, ademas de una disminucion en la proporcion de Firmicutes por parte de
ambos tratamientos. De manera similar, Chen et al., (2020) encontr6 que el suministro de aceites
esenciales en la dieta incrementan de manera significativa la abundancia relativa de Bacteroidetes
y disminuyen la abundancia de Firmicutes y del género Lactobacillus en la microbiota cecal de
pollos de engorde. Sin embargo, en el mismo estudio Chen et al. (2020), hall6 que la adicion de
aceite esencial aumentd los indices de diversidad alfa (Chao 1 y Shannon) en comparacion al
grupo tratado con antibi6tico (Virginiamicina). En contraposicion, los indices de diversidad alfa
obtenidos en el presente estudio evidencian una disminucion significativa en la diversidad alfa a
nivel ileal de los pollos que recibieron AEO en comparacion al grupo tratado con antibidtico (ver
gréafica 3). Al respecto Yin et al. (2017), sugiere que los compuestos fendlicos como el timol y
carvacrol disminuyen la riqueza microbiana del intestino en pollos de engorde dado su efecto
bactericida. Ademas, los resultados de diversidad beta mediante analisis de componentes
principales (PcoA) muestran diferencias en el modo de accion del AEO vy el antibi6tico sobre la

modulacion del microbioma ileal (ver gréfica 2).

Los extractos de plantas han mostrado un amplio espectro de actividad antimicrobiana contra
bacterias gram-negativas y gram-positivas, ya que pueden contrarrestar el crecimiento bacteriano
a causa de su hidrofobicidad y alta concentracion de compuestos fenolicos, lo cual causa
disrupcidn en la funcionalidad de la membrana y alteracion de la homeostasis celular (Liu et al.,
2018; Zhai et al., 2018).

Se ha reportado que la adicion de polifenoles en la dieta de pollos incrementa las poblaciones de
Prevotella, Megamonas y Bacteroides a nivel intestinal (Brenes et al., 2015); de manera similar,
el tratamiento con AEO favoreci6 un crecimiento significativo del genero Bacteroides al dia 42
en comparacion al tratamiento con antibiético, aungue no se evidenci6 crecimiento de Prevotella
en ambos tratamientos. Sin embargo, Bacillus subtilis favorecid el crecimiento de Prevotella,

Alloprevotella y Bacteroides tanto al dia 21 y 42.

Una pequefia poblacién de Butyricimonas fue hallada al dia 42 bajo la adicion de AEO, mientras
gue los demas tratamientos no estimularon su crecimiento. La produccidn de butirato por bacterias
del género Butyricimonas puede afectar positivamente la ganancia de peso en terneros (Du et al.,

2018) vy el peso final de conejos (Fang et al., 2020). Por su parte, poblaciones de Bacteroides,
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Ruminococcus y Faecalibacterium a nivel ileon y ciegos estan asociadas a un mejor rendimiento
productivo en pollos de engorde (Igbal et al., 2020). De este modo, los géneros Butyricimonas,
Prevotella y Bacteroides encontrados bajo el tratamiento con AEO y, mayormente bajo el uso de
Probidtico (Bacillus subtilis), pueden estar asociados al desarrollo significativamente mayor en la
morfometria del intestino obtenida bajo estos dos tratamientos (remitirse al capitulo 3, ver tabla

2) en comparacién al tratamiento con antibiotico (ANT).

Wang et al. (2019), report6 que géneros bacterianos de la familia Ruminococcaceae y del género
Prevotella estan involucrados en la fermentacion de la fibra dietaria y produccion de acidos grasos
volatiles a nivel intestinal. Los acidos grasos de cadena corta principalmente acetato, propionato
y butirato han sido reconocidos como metabolitos importantes que juegan un papel fundamental
en el mantenimiento de la homeostasis intestinal, desarrollo del epitelio del intestino y regulacion

del metabolismo energético (Priyadarshini et al., 2018).

Por su parte, una disminucién en las poblaciones de Bifidobacteria, Prevotellaceae y aumento en
las poblaciones de E. coli, Shigella, Aeromenas y Microvirgula en intestino delgado han estado
asociadas al sindrome de intestino irritable en humanos. Ademads, una disminuciéon en la
diversidad alfa y el aumento en la relacion Firmicutes/Bacteroidetes se han asociado al consumo
de antibidticos (Bhattarai et al., 2017; Giamarellos-Bourboulis et al., 2015; Kastl et al., 2020). De
manera similar a los resultados del presente estudio, se evidencié un aumento en la relacién
Firmicutes/Bacteroidetes en las muestras de microbioma del tratamiento con adicion de

antibiédtico al dia 42 con respecto a los demas tratamientos (ver grafica 7).

Los probidticos permiten modificar el microbioma mediante la produccion de &cidos organicos y
favorecer la salud del intestino. La produccion de acidos organicos por bacterias del género
Lactobacillos, Bacillus, Bifidobacterium y Streptococcus han mostrado cambios en el
microbioma intestinal (Lefevre et al., 2017) (Vitetta et al., 2019). Es evidente que Bacillus
subtilis, modificé el microbioma generando una composicion en el ecosistema microbiano del
ileon diferente a los demas tratamientos (control, antibiético y AEO); ademas, los valores mas
altos de riqueza en el microbioma de ileon fueron obtenidos mediante la accion de Bacillus subtilis
en comparacion a los resultados obtenidos con AEO vy antibidtico (avilamicina). Resultados
similares con respecto al efecto de Bacillus subtilis sobre la modulacion del microbioma intestinal

han sido reportados por Qin et al. (2018) y Jacquier et al. (2019).

Finalmente, el crecimiento del género Sphingomonas ha mostrado beneficios en la regulacion del
estado inflamatorio del intestino inducido por las células T y NK. Estudios realizados en ratones
libres de gérmenes con inflamacion intestinal inducida por la sobrexpresion de células NK se vio
normalizada bajo la colonizacion del intestino por parte de Sphingomonas (Wingender et al.,

2012). En el presente trabajo fue evidente la capacidad de Bacillus subtilis para favorecer el
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crecimiento de Sphingomonas tanto al dia 21 como 42 en el ileon de los pollos, mientras que el

uso de AEO o antibi6tico presentaron una poblacion representativa solo al dia 21.

4.5. Conclusion.

El uso de AEO (Lippia origanoides) y Bacillus subtilis evidencian un modo de accién diferente
sobre la modulaciéon del microbioma del ileon en comparacion al antibiético promotor de
crecimiento (avilamicina); no obstante, Bacillus subtilis mostr6 un efecto favorable al incrementar
significativamente la diversidad del microbioma ileal. Ademés, ambos aditivos favorecieron el
crecimiento de géneros bacterianos, principalmente: Bacteroides, Prevotella y Sphingomonas que
han demostrado tener un efecto favorable sobre la salud del intestino y el rendimiento productivo.
Sin embargo, para establecer un mejor entendimiento del microbioma obtenido bajo los diferentes
tratamientos y su relacion con la salud del intestino, es indispensable el desarrollo de estudios que

involucren disciplinas como la metagenémica y la metabolémica.
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Capitulo 5: Variables zootécnicas y su relacion con
la morfometria intestinal y el microbioma en
pollos de engorde suplementados con AEO (Lippia
origanoides) y Bacillus subtilis como alternativas al

uso de APC.

5.1. Introduccioén.

Uno de los principales objetivos en los sistemas de produccion animal es mantener una alta
eficiencia en la tasa de crecimiento y utilizacion de los nutrientes (Medina et al., 2014). Los
sistemas de produccion avicolas se han caracterizado por mantener ciclos cortos de produccion y
una alta eficacia en la transformacion del alimento en proteina (alcanzando valores de 1.4 - 1.8
en la tasa de conversion alimenticia), convirtiéndola en una de las proteinas mas econémicas del

mercado a nivel mundial (Wahyono & Utami, 2018).

En comparacion al valor econdmico de las carnes rojas (carne de bovinos), la carne de pollo se
ha caracterizado por un valor econdmico mas accesible a los consumidores (Wahyono & Utami,
2018), logrando que los productos derivados de la avicultura sean catalogados actualmente como
unos de las mas importantes fuentes de proteina de origen animal. Por lo anterior, “Se espera que
para el afio 2020 el consumo de carne de pollo sea mayor que el consumo de carne de cerdo, y se
incremente un 27% mas para el afio 2023 (Tan et al., 2018). Para obtener un rapido crecimiento
en el consumo de carne de pollo, se requiere de una mayor eficiencia de los animales, ademas de

una mayor calidad del producto.

De acuerdo al departamento de agricultura de los Estados Unidos (USDA), las grandes
producciones de pollo de engorde a nivel mundial se encuentran principalmente en Estados
Unidos, representando mas del 20% de la produccion mundial, seguido de Brasil, la Unién
Europea y China (Rama & Singh, 2019). Por su parte, Colombia ocupa el cuarto lugar en América
Latina (Milford et al., 2019; Mottet & Tempio, 2017), cerrando el afio 2019 con un volumen de
produccion de 1.693.178 toneladas (FENAVI 2020).

Actualmente las aves se crian bajo condiciones que las hacen susceptibles a problemas de estrés,
incrementando los desbalances en la composicion de su microbiota intestinal, lo que conlleva a

la aparicion de desordenes digestivos frecuentes y disminucion del rendimiento productivo
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(Blajman et al., 2015). Los antibidticos adicionados en pequefias dosis (subterapéuticas) en el
alimento balanceado han mostrado disminuir los desordenes digestivos asociados a los
desbalances microbianos y mejorar el aprovechamiento de los nutrientes (Salim et al., 2018)
(Kogut et al., 2017).

Sin embargo, el uso de antibiéticos en la alimentacion animal ha sido visto en los Gltimos afios
como un factor de riesgo para la salud humana, por la seleccion de microorganismos resistentes
a sustancias antimicrobianas, generando problemas relacionados con la salud publica (Hrn¢ar et
al., 2016; Muhammad et al., 2019). La resistencia bacteriana ha pasado de ser una amenaza para
convertirse en una realidad de gran preocupacion que conduce a la implementacién de cambios
dréasticos en los actuales patrones de uso de los antibidticos, asi como de nuevas alternativas para

su innovacién (Garcia-Sanchez et al., 2020).

Las plantas aromaticas han sido ampliamente estudiadas y utilizadas culturalmente con fines
culinarios y medicinales; no obstante, algunas de ellas son fuente de compuestos bioactivos, que
han venido siendo estudiados dado sus beneficios en el ambito de la produccion animal
(Stashenko et al., 2014). El género Lippia comprende cerca de 200 especies aromaticas (Linde et
al., 2016), cuyo material vegetal posee gran variedad de metabolitos secundarios bioactivos,
dando lugar a diferentes clasificaciones de quimiotipos, en cuyos extractos y aceites esenciales se
han encontrado propiedades antifungicas, antioxidantes y antibacterianas (Stashenko etal., 2014).
En los Gltimos afios, se ha propuesto aprovechar las propiedades benéficas del aceite esencial de
orégano (AEOQ) (Lippia origanoides), dado su potencial bactericida y antioxidante, ademas de su
capacidad para modular la salud e integridad intestinal (vellosidades), mejorando las variables
productivas en los animales (Betancourt et al., 2019; Patifio et al., 2019; Madrid et al., 2017).

Por su parte, los probidticos son definidos como microorganismos vivos que cuando son
administrados en cantidades suficientes confieren beneficios a la salud del hospedador (Kuritza
et al., 2014). En los ultimos afios, las formulaciones de probidticos han sido desarrolladas y
estandarizadas tanto para el consumo en humanos como en animales (Elshaghabee et al., 2017).
Los probidticos han sido ampliamente suministrados en avicultura, ya que han mostrado
beneficios en la prevencion de enfermedades gastrointestinales y mejoras sobre el rendimiento
productivo (Sugiharto et al., 2017). Actualmente las preparaciones de probi6ticos estan
conformadas por especies del genero Lactobacillus y Bifidobacterium; sin embargo, especies
probidticas de Streptococcus, Enterococcus y Bacillus han sido generalmente reconocidas como
seguras (GRAS) (Lefevre et al., 2017). El uso de Bacillus subtilis como probi6ticos ha generado
recientemente gran interés ya que tienen la capacidad de formar esporas resistentes a las altas
temperaturas y variaciones de pH que les permite sobrevivir a la acidez del estémago, ademas de

aportar efectos benéficos al hospedador como: estimulacion del sistema inmune, modulacion de
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la microbiota intestinal y regulacion de la microestructura (vellosidades) intestinal (Cheng et al.,
2019; Rhayat et al., 2019).

El objetivo de la presente investigacion consistio en evaluar el efecto en el uso de AEO (Lippia
origanoides) y Bacillus subtilis como alternativas al uso de antibidticos promotores de
crecimiento sobre el desempefio productivo de pollos de engorde y su relacion con el desarrollo

de la morfometria intestinal y el microbioma.

5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Consideraciones éticas

Remitirse a capitulo 3 pagina 45.

5.2.2. Localizacién

Remitirse a capitulo 3 pagina 45.

5.2.3. Animales

Se utilizaron 196 pollos machos de linea genética ROSS308 de un dia de nacidos y alojados en
corrales en piso, con las condiciones de densidad de una produccion comercial, de los cuales 144
pollos para evaluar parametros de rendimiento productivo. La cria de las aves se llevo a cabo
siguiendo los procedimientos comerciales: cinco horas antes de la llegada de los pollitos, las
criadoras fueron encendidas con la finalidad de precalentar el galpén y alcanzar una temperatura
promedio de 32°C al momento de la recepcion de los mismos (Aviagen, 2017) en una granja
experimental. Las aves recibieron agua y alimento a voluntad durante todo el periodo
experimental el cual tuvo una duracion de 42 dias.

5.2.4. Manejo Sanitario

Remitirse a capitulo 3 pagina 45.

5.2.5. Dietas

Remitirse a capitulo 3 pagina 46.
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5.2.6. Parametros de desempefio animal

Dentro de los parametros zootécnicos se evaluaron: Peso corporal semanal, peso final, ganancia
diaria de peso (GDP) y converséon alimenticia (CA) (Li et al., 2019). Los parametros se evaluaron
los dias 21y 42.

Conversion alimenticia acumulada (CA)

__ Alimento consumido

CA=

Peso ganado

Ganancia de peso acumulada (GAP):

GAP = Peso final — Peso inicial

5.2.7. Buenas practicas de eutanasias para toma de muestras

Remitirse a capitulo 3 pagina 46.

5.2.8. Analisis de morfometria intestinal de muestras

Remitirse a capitulo 3 pagina 47.

5.2.9. Andlisis del PH intestinal

Remitirse a capitulo 3 pagina 48.

5.2.10. Disefio experimental y andlisis estadistico.

Para el analisis de las variables productivas se realiz6 un modelo de medidas repetidas en el
tiempo bajo un disefio completamente al azar con cuatro tratamiento y tres repeticiones (12 pollos
por repeticion); donde cada tratamiento represent6 una de las dietas descritas anteriormente. Cada
uno de los animales fue asignado aleatoriamente a una de las cuatro dietas y se registro el peso de
los pollos los dias 21 y 42. El analisis estadistico se realiz6 segun el procedimiento Proc Mixed
del SAS®. PROC MIXED del SAS® software, version 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA,
2017) (SAS/STAT® Institute Inc. Statistical Analysis Systems Institute., 2017). Las diferencias
entre las medias de los tratamientos fueron determinadas por minimos cuadrados y analizadas
mediante andlisis de varianza (ANOVA). El analisis de comparaciones multiples entre medias

de cada tratamiento se llevd a cabo mediante una prueba de Tuckey para detectar significancia (p
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< 0.05) entre medias. Finalmente, mediante el método de Pearson se analizé la correlacion entre

las variables productivas y la morfometria del intestino.

5.3. Resultados.

El rendimiento productivo de los pollos de engorde sometidos a las diferentes dietas es presentado
en la tabla 4. En general, las aves que recibieron Bacillus subtilis en la dieta presentaron un peso
final significativamente mayor (p < 0.05) en comparacion a los demas tratamientos; por su parte,
el uso de AEO mejor6 de manera significativa (p < 0.05) la ganancia de peso en comparacion a
las aves que recibieron avilamicina como antibiético promotor de crecimiento (APC) en la dieta,
mientras que la ausencia de antimicrobianos (dieta control) gener6 un rendimiento

significativamente menor (p < 0.05) en comparacion a los demas tratamientos.

Los pollos de engorde que recibieron Bacillus subtilis y AEO no presentaron diferencias
significativas (p > 0.05) en la tasa de conversién alimenticia; sin embargo, el uso de Bacillus
subtilis y AEO mejoraron significativamente la conversién del alimento (p < 0.05) en
comparacion a los que recibieron APC. No obstante, la adicion de APC mejor6 de manera
significativa (p < 0.05) la tasa de convencion alimenticia en comparacion a la dieta control. El
comportamiento descrito anteriormente con respecto a la tasa de conversion alimenticia para las

diferentes dietas fue similar en ambas edades.

Por su parte, el consumo de alimento no present6 diferencias estadisticamente significativas (p <
0.05) entre las diferentes dietas a los 21 dias; sin embargo, para el dia 42, las aves que recibieron
AEOQO vy Bacillus subtilis presentaron un consumo significativamente menor (p < 0.05) en

comparacion a aquellos que recibieron la dieta control y la dieta con APC.

Tabla 4. Efecto del uso de aceite esencial de orégano (Lippia origanoides) y Bacillus subtilis
sobre el rendimiento productivo en pollos de engorde a los 21 y 42 dias de edad.

Parametro Edad CONT ANT PROB AEO Valor P
21 dias 588,428 596,048 619,254 614,704 <2e-16
GAP (g).
42 dias  2808,81P 2873,86¢ 29104 2895,268 <2e-16
y 21 dias 1,614 1,598 1,55¢ 1,54¢ l4e-14
Conversion
I icia
alimenticia 42 dias 1,524 1,498 1,42¢ 1,41¢ 444 ¢-13
21 dias 947,577 947,59 953,76% 957,974 2,73e-16
Consumo (g).
42 dias  4282,87A 4294 524 4130,628 4122,198 9,74e-16
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Ganancia acumulada de peso (GAP). (CONT): dieta sin la adicién de antibidtico, probiético y AEO. (ANT): dieta control
mas la adicion de antibiético (Bacitracina de zinc 350 ppm). (PROB) dieta control mas la adicion de 50 ppm de esporas de
Bacillus subtilis. (AEO): dieta control mas la adicion de 150ppm de aceite esencial de orégano (AEO-Lippia origanoides).
ABC Dentro de una misma fila, medias con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (P
>0.05).

En la grafica 9 se presenta una correlacion entre las variables zootécnicas y la morfometria del
intestino, donde se evidencia una correlacion alta y positiva entre el desarrollo de las vellosidades
y la ganancia aparente de peso (GAP), mientras que la correlacion entre la profundidad de las
criptas y la GAP se tornd alta y negativa; por su parte, la correlacién entre la tasa de conversién
alimenticia y la altura de las vellosidades tom6 una correlacion alta y negativa. Asi, a medida que
las vellosidades del intestino se hicieron mas altas y anchas, y las criptas fueron menos profundas,
se obtuvo una mejor ganancia de peso y una disminucion en la tasa de conversion alimenticia. Sin
embargo, la variable en estudio pH no evidencia una correlacion alta con las demés variables

evaluadas.

Grafica 9. Correlacion entre el rendimiento zootecnico, la morfometria del intestino y el pH en
pollos de engorde.
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negativo) entre variables. (GAP) Ganancia aparente de peso; (CA) Convesion alimenticia (AV/PC)
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5.4. Discusion.

El uso de aceites esenciales y probidticos como alternativa a los APC han mostrado resultados
acordes a los obtenidos en la presente investigacion donde se evidencia un rendimiento productivo
igual o mejor frente al uso de APC, convirtiéndolos en alternativas para el reemplazo de estos

altimos en la alimentacion animal (Liu et al., 2017).

Al comparar el rendimiento productivo (ganancia de peso y conversion alimenticia) bajo el efecto
de Bacillus subtilis (PROB) frente al uso de avilamicina (ANT), se evidencid una superioridad en
el desempefio productivo mediante la adicion del probidtico. Otros estudios han reportado
aumentos significativos en la tasa de crecimiento y disminucién en la tasa de conversion
alimenticia en pollos suplementados con Bacillus subtilis (Li etal., 2016; Park et al., 2020; Al-
Fataftah & Abdelgader, 2014; Boroojeni et al., 2018). No obstante, Jayaraman, Das, Saini, Roy,
& Chatterjee (2017), encontraron que el rendimiento productivo de los pollos alimentados con
Bacillus subtilis era mayor frente al uso de avilamicina, pero a diferencia de la presente
investigacion, la tasa de conversion alimenticia no presentd un cambio significativo entre ambos

tratamientos ya que el consumo aumento conforme a la ganancia de peso.

Por su parte, la adicion de 150 ppm de AEO en la dieta increment6 significativamente la GAP y
disminuyo la CA con respecto al uso de antibiético (ANT) y al tratamiento control (CONT). De
manera similar, estudios realizados por Peng et al., (2016), reportaron mejoras en la ganancia
diaria de peso y el peso final de aves que recibieron AEO en comparacion a aquellas que
recibieron avilamicina como promotor de crecimiento. Sin embargo, Liu et al. (2017) no
encontraron diferencias significativas para la ganancia diaria de peso, el peso final y la conversion
alimenticia bajo el uso de AEO frente al uso de APC en la dieta. Estas inconsistencias pueden
estar relacionadas con diferencias en la composicion y nivel de inclusion de los aditivos

fitogénicos utilizados, el tipo de dieta y la edad del animal (Sugiharto, 2016).

El incremento en el rendimiento productivo bajo el uso de AEO como aditivo esta asociado a
diversos factores, principalmente a una mejor digestibilidad de la energia y de los nutrientes
presentes en la dieta, y a la disminucion de los procesos de inflamacién en el intestino (Cheng et
al., 2018; Omonijo et al., 2018; Zhai, Liu, Wang, Wu, & Kluenter, 2018; Van Der Aar, Molist, &
van der Klis, 2017). Por su parte, los probiéticos favorecen el rendimiento productivo de las aves,
ya que garantizan un equilibrio saludable de la microbiota del intestino, ya sea: mediante la
produccion de &cidos orgénicos (Gadde et al., 2017) y/o por exclusion competitiva, lo cual
disminuye el gasto energético que implica la respuesta inmune (Function, Fab, & Negative, 2017).

Estos cambios se asocian a un mejor desarrollo del epitelio intestinal.
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Como se resume en la tabla 2 (remitirse al capitulo 3), la adicion de AEO y Bacillus subtilis
(PROB) mejoraron el crecimiento de la vellosidades y disminuyeron la profundizacion de las
criptas intestinales en comparacion al tratamiento control (CONT) y al uso de antibiotico (ANT),
esto se vio reflejado en el rendimiento productivo, donde el tratamiento PROB y AEO tuvieron
un efecto significativamente mayor en comparacion al tratamiento ANT. Dicha relacion es
confirmada en la gréafica 9 donde se observa una correlacion alta y positiva entre el crecimiento
de las vellosidades intestinales y el desempefio productivo. Es sabido que las vellosidades
intestinales son estructuras importantes para la digestion y absorcién de los nutrientes. Diversos
autores, han planteado la hipétesis que la altura de las vellosidades intestinales esta estrechamente
relacionada no solo con la digestion, sino ademas, con la capacidad de absorcion (Li et al., 2020;
Wang et al., 2019; Wang et al., 2020), por lo cual se dispone de una mayor cantidad de nutrientes

para el desarrollo de tejidos, y por ende para el crecimiento de los animales (Li et al., 2016).

Por otra parte, los resultados encontrados en la presente investigacion (remitirse al capitulo 4,
pagina 70), muestran que la adicién de AEO y B. subtilis (PROB) favorecieron el crecimiento de
los generos Prevotella, Bacteroides, y Butyricimonas. Se ha reportado que dichos géneros
bacterianos estan asociados a la produccion de &cidos grasos de cadena corta a nivel intestinal y
aumento del rendimiento productivo (Fang et al., 2020; Igbal et al., 2020; Du et al., 2018). De
manera similar, la resistencia a la colonizacién del intestino por parte de bacterias patégenas y la
regulacion del estado inflamatorio que pueden afectar la tasa de crecimiento de los animales, se
ha asociado al crecimiento de bacterias como Prevotella y Sphingomonas, cuyas poblaciones se
vieron favorecidas bajo el uso de Bacillus subtilis (Remitirse al capitulo 4, paginas 70 y 72)
(Vitetta et al., 2019; Prado-Rebolledo et al., 2017; Wingender et al., 2012).

Los acidos grasos de cadena corta (principalmente acetato, propionato y butirato) producto de la
fermentacion de carbohidratos estructurales a nivel intestinal tienen un papel importante en el
desarrollo del intestino, el metabolismo y el crecimiento de los animales (Fang et al., 2020). El
butirato ha sido reconocido como un metabolito clave en la regulacion de la diferenciacion y
proliferacion celular en la mucosa intestinal y, como una de las fuentes de energia preferidas por
los colonocitos y enterocitos (Bedford & Gong, 2018; Sikandar et al., 2017), lo cual deriva en un

mejor desarrollo del epitelio intestinal (Jacquier et al., 2019).

5.5. Conclusion.

Lainclusion de AEO y Bacillus subtilis mejoré de manera significativa el rendimiento productivo
y la eficiencia en la utilizacion de los nutrientes presentes en la dieta en pollos de engorde con
respecto a la adicion de APC. Se evidenci6 una alta correlacion positiva entre el desarrollo del
epitelio intestinal y la tasa de crecimiento (GDP). Ademas, el crecimiento de géneros como

Prevotella, Bacteroides y Sphingomonas pueden estar relacionados con una mejor integridad
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intestinal y rendimiento productivo. No obstante, es necesario el desarrollo de estudios que
involucren la aplicacion de ciencias como: la metagenémica, la proteémica y la metabolémica
para clarificar la relacién entre el microbioma intestinal, el desarrollo del intestino y el desempefio

productivo en pollos de engorde.
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Capitulo 6: Consideraciones finales y conclusiones

6.1. Sobre el antibiotico promotor de crecimiento (APC):

En general, el antibidtico tuvo un efecto positivo sobre el rendimiento productivo y la
morfometria del intestino cuando es comparado con el tratamiento control, lo cual
sustenta su uso en los ultimos afios con el objetivo de incrementar el rendimiento
productivo en aves de corral. Sin embargo, fue evidente la poca favorabilidad del
antibidtico sobre el microbioma, ya que disminuyo la riqueza y uniformidad de los
ecosistemas microbianos del ileon, ademas de disminuir el crecimiento de géneros

bacterianos de caracter beneficioso a nivel intestinal.

6.2. Sobre Bacillus subtilis:

La adicion de Bacillus subtilis mostro un efecto favorable sobre el desempafio zootécnico
de las aves al incrementar significativamente la eficiencia en el uso del alimento con
respecto al uso de APC; ademas, mejoro considerablemente el desarrollo de la morfologia
del intestino. Bacillus subtilis mostrd un efecto positivo sobre la riqueza y uniformidad
del microbioma en comparacion a los demas aditivos, ademas de incrementar

significativamente las poblaciones de bacterias benéeficiosas a nivel intestinal.

6.3. Sobre el aceite esencial de orégano (Lippia origanoides):

De manera similar al probidtico, el uso de AEO evidencid incrementos significativos en
el rendimiento productivo de las aves y desarrollo del epitelio intestinal. Si bien se
encontré una clara disminucién de la riqueza microbiana bajo la adicion de AEO, es
destacable el crecimiento en proporciones significativas de géneros como Bacteroides y
Propionibacterium que ejercen beneficios sobre el desarrollo del intestino y el

rendimiento productivo.
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6.4. Conclusion general.

En general, Bacillus subtilis y el aceite esencial de orégano (Lippia origanoides) mejoran
el rendimiento productivo y la morfologia intestinal; ademéas, mostraron garantizar el
equilibrio de las comunidades bacterianas presentes en el ileon de pollos de engorde en
estudio, lo que convierte a estos aditivos en alternativas seguras y prometedoras frente al
uso de antibioticos en la alimentacion de aves de corral. Sin embargo, cabe resaltar que
las condiciones ambientales, de bioseguridad y productivas de las granjas, asi como la
composicion, dosis y tipo de aditivo utilizado son factores importantes a tener en cuenta

al momento de hacer la transicion a una alimentacion libre de antibioticos.

6.5. Recomendacion.

Un mejor entendimiento en el efecto de estos aditivos sobre la modulacion del
microbioma y la relacion de este sobre la salud del intestino y el desempefio zootécnico
de aves de corral sera alcanzado mediante el uso de ciencias como la protedmica y la
metabolomica, puesto que aportaran informacion mas clara acerca de las interacciones

entre los microorganimos, sus metabolitos y el hospedador.
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