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) RESUMEN
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de un suplemento alimenticio de tipo eubiético

a base de acido citrico y anetol (ACA), sobre las variables hematoldgicas y la respuesta inmune
celular en pollos de engorda desafiados con una cepa de Escherichia coli enteroinvasiva. Se
utilizaron 60 pollos de engorda estirpe Cobb 500 de 1 dia de edad, ambos sexos, los cuales se
distribuyeron aleatoriamente en 4 tratamientos, de 15 aves por tratamiento. El primer
tratamiento fue designado como control, el segundo tratamiento recibié alimento adicionado
con el suplemento alimenticio (ACA), utilizado como modulador digestivo comercial a una
razéon de 0.5 Kg/t de alimento, el tercer tratamiento fue inoculado con Escherichia coli cepa
enteroinvasiva y el cuarto tratamiento fue inoculado con la misma cepa de £ coliy se le
proporcion6 el alimento con el eubidtico. Las variables hematoldgicas evaluadas fueron
proteinas plasmaticas totales y hemograma; la respuesta inmune celular se evalué al dia 21 de
edad de las aves, mediante la prueba de hipersensibilidad cutdnea como respuesta a la
inoculacion intradérmica de fitohemaglutinina (PHA). Las variables hematolégicas en las aves
desafiadas con E£. col/i como hematocrito (31.5%), proteinas totales (1.6g/dl) y conteo de
eritrocitos (1,42 eritrocitos/uL), se observaron disminuidas, ademas de un aumento en los
valores para leucocitos (20470,6 leucocitos/uL) (P<0.05). Con respecto a la evaluaciéon de la
respuesta inmune celular se observé una disminucion en el caso de las aves desafiadas con la
bacteria notablemente a las 12 y 24 horas (1.0mm y 1.3mm respectivamente) post inoculacion.
Por el contrario, los resultados favorables fueron observados en las aves a las cuales se le
adicioné el suplemento alimenticio eubiotico aun ante el desafio con £.co/i siendo mayores o
similares al grupo control en: hematocrito (31.83%), proteinas totales (2.72g/dl), conteo

eritrocitario (2.15 eritrocitos/uL) y leucocitario (14323,3 leucocitos/uL).

Palabras clave: aves, dcido citrico, anetol, hematologia, respuesta celular.



Il. ANTECEDENTES

1. Avicultura en México

Durante los ultimos afos, el sector agropecuario del pais ha tenido un desarrollo
importante, destacando dentro de este conjunto de actividades la avicultura, la cual de acuerdo
con la Union Nacional de Avicultores (UNA) (2019), actualmente ocupa el 63.3% (Figural) de la

produccion pecuaria, con una produccion de 3,5 toneladas de carne de pollo.

Avicultura / 0.6%
Poultry Sector

(aprino / Goat *
63.3% ‘ Toa%

Pollo / Chicken
34.9%

*Cifras Preliminares / Preliminary numbers *Se excluye Leche / Milk is excluded

Figura 1.

Lugar de la avicultura dentro de la produccion pecuaria en México (UNA, 2019).

Un aumento en el consumo de carne de pollo es el que se encuentra por este
crecimiento de la produccién (Parrish, 2018), como se ha observado en Latinoamérica los

ultimos afos (Figura 2) (Industria Avicola, 2020).



Segun fuentes de la UNA (2019), los mexicanos tuvieron un consumo aparente de 33.12
kilogramos por habitante en 2019. La carne de pollo es una de las fuentes de proteina animal

preferida y asequible en México para la poblacion de ingresos bajo y mediano (Cuevas Valdez,

Millones de pollos

Pais 2015 2016 2017 2018 2019
Argentina 880.00 705.00 722.00 711.50 75695
Bolivia 179.90 179.90 226.89 226.86 228.27
Brasil 6,050.00 5,804.30 6,100.00 5,829.12 6,468.60
Chile 240.00 240.00 286.00 300.00 296.30
Colombia 730.00 711.26 774.00 804.00 836.70
Costa Rica 72.00 72.00 74.00 75.00 80.00
Ecuador 230.00 230.00 250.00 270.00 279.14
El Salvador 52.20 55.00 55.00 55.00 55.00
Guatemala 162.88 162.88 162.88 189.67 189.67
Honduras 92.76 100.00 100.00 100.00 100.00
México 1,612.80 1,667.63 1727.30 1,836.70 1,832.00
Nicaragua 63.80 63.80 63.80 63.80 63.80
Panama 104.00 104.40 107.57 107.57 109.85
Paraguay 70.00 65.70 67.21 71.21 73.55
Perd 673.00 689.60 702.70 764.18 793.40
Repoblica Dominicana 180.00 180.00 221.00 215.00 215.00
Uruguay 28.00 25.00 32.20 29.84 29.80
Venezuela 351.00 263.00 252.67 105.37 124.40
Totales 11,772.34 11,319.47 11,925.22 11,754.82 12,532.43
© WATT Globol Medio 2020

Figura 2.
Evolucion de la produccion nacional de pollos de engorda 2015-2019 (Industria Avicola, 2020).

2019).

El sector avicola es posiblemente el de mayor crecimiento y el mas flexible de todos los

sectores de la ganaderia. Impulsado principalmente por una fuerte demanda, se ha expandido,

consolidado y globalizado en los ultimos 15 afios en paises de todos los niveles de ingreso

economico.



La ganaderia es fundamental para la subsistencia de alrededor de mil millones de

personas de las mas pobres del mundo (FAO, 2013).

La avicultura por su parte, es la rama de la produccidon pecuaria nacional que se
encuentra en un nivel tecnoldgico desarrollado y favorable, ya que esta actividad ha
incorporado los mas recientes avances en genética y alimentacién en los ultimos 50 afios
(SAGARPA, 2009). Ademas, la avicultura permite obtener, en cortos periodos de tiempo,
productos alimenticios de gran calidad (huevos y carne) con una elevada retribucion de los
forrajes consumidos. Asi, la produccion de pollo de engorda, requiere de importantes
volumenes de granos y pastas de oleaginosas para la alimentacion, insumos que ademas de
reunir condiciones de calidad, se busca que tengan precios reducidos, ya que la alimentacién

representa en su conjunto mas del 70% de los costos de produccion (SAGARPA, 2001).

2. Produccién de pollo de engorda

Las aves de corral, en el mundo rural en particular, son esenciales para la subsistencia
de muchos agricultores de escasos recursos, puesto que a menudo es el Unico activo que
poseen y contribuye significativamente a la mejora de la nutricibn humana, mediante el
suministro de alimentos (carne y huevos) con nutrientes y micronutrientes de alta calidad (FAO,
2013). La producciéon avicola se caracteriza por su alto rendimiento econédmico debido a su
ciclo de produccidon corto. Por lo tanto, el ciclo de capital es muy rdpido en el caso de la
produccion avicola en comparacién con el ciclo en otros tipos de produccion animal. La
produccion avicola también se caracteriza por una mayor tasa de conversién de alimento a

carne en comparacién con otros animales, donde la produccién de un kilogramo de carne de



ave necesita de 1.8 kg de alimento promedio en un periodo de produccién de 42 dias (6

semanas), en este caso, su ciclo puede repetirse 8 veces al afio (Quintana, 2011).

3. Factores que afectan la produccién de pollo de engorda

Existen factores que afectan la produccion avicola y que repercuten en el rendimiento

productivo de los animales y por ende en el producto final, entre los que se encuentran:

e Calidad del pollito

Ante la necesidad del sector de mejorar el rendimiento, se ha descubierto el impacto de
la calidad del pollito que sale de la planta de incubacidon sobre el desarrollo de la vida
productiva del pollo de engorde, siendo el peso a los 7 dias y la mortalidad al final de la
primera semana, los parametros mas significativos en la etapa inicial, los cuales pueden ser
influenciados por varios factores durante el proceso de incubacién y que tienen su repercusién

en el desarrollo productivo de las aves (Bastidas et al., 2016).

e Genética

La seleccién genética ha contribuido significativamente a la producciéon de carne avicola.
Diversos estudios comparando pollos de genética moderna con lineas no seleccionadas, han
reportado enormes mejoras en la ganancia diaria, eficiencia bioldgica, rendimiento carnico,
viabilidad y salud esquelética del pollo de engorda (Fleming et al., 2007b, 2007a; Havenstein

et al.,, 2003b, 2003a; Mussini & Waldroup, 2012; Zuidhof et al., 2014).

e Manejo

El objetivo de manejo del pollo de engorda debe ser alcanzar el rendimiento de la

parvada en lo que se refiere a peso vivo, conversion alimenticia, uniformidad y rendimiento en



carne. El manejo del pollo durante la crianza y las primeras etapas de su desarrollo es de mayor
importancia debido a que las primeras dos semanas de vida de la parvada son criticas y
requieren atencion particular. La produccion de estas aves es un proceso en secuencia y, a la
larga, el rendimiento depende del éxito al completar cada paso, por lo tanto, un manejo

inadecuado repercutird en el rendimiento futuro de las aves (Aviagen, 2009).

e Micro ambiente y macro ambiente

La avicultura moderna como cualquier otra industria, tiene como objetivo de su
actividad la rentabilidad, y en un mercado tan competido como el que ha impuesto la llamada
globalizacién de la economia, los productores no tienen opcion distinta a la de buscar el
maximo de eficiencia; por lo tanto, para que los pollos expresen al maximo su potencial
productivo contenido en su genética, es imprescindible manejar un entorno adecuado que les
proporcione las condiciones ambientales adecuadas. Una de las interacciones entre los
componentes del sistema pecuario que mas influencia tiene a escala productiva, es la relacién
entre el entorno y el animal. El entorno en el que el animal se desempefia esta compuesto
primordialmente por los factores ambientales o climaticos, el cual debe estar estructurado con

el objetivo de brindar bienestar (Estrada & Marquez, 2005).

Los animales sobreviven si se desarrollan en un ambiente confortable y adecuado. El
ambiente animal es la reunién de las condiciones externas que afectan el desarrollo, la
respuesta y el crecimiento animal; los factores que afectan el ambiente se clasifican en factores

fisicos tales como: el espacio, la luz, el sonido, la presién y el equipo; factores sociales como el



nimero de animales; y factores técnicos, tales como la temperatura del aire, la humedad

relativa, el movimiento del aire, la radiacion térmica, entre otros (Estrada & Marquez, 2005).

e Control y profilaxis de enfermedades

La prevencién y el control de enfermedades infecciosas es de gran importancia en la
avicultura moderna industrial. Las enfermedades en la produccion avicola pueden ocasionar
pérdidas econdmicas considerables por la reduccién de los ingresos, por un menor volumen o
una peor calidad de la carne, asi como un aumento de los costos de alimentacién y mano de
obra. Sin embargo, estas pérdidas pueden reducirse frecuentemente por una serie de
intervenciones como: vacunaciones, un mejor manejo de la cama, o la mejora de la nutricién e

higiene (Prohealt, 2017).

e Alimentacion

El costo del alimento representa el 70 por ciento del costo total de la produccién de
pollos de engorda. En la produccién de pollos de engorda, la eficiencia de la alimentacién
puede mejorarse con la seleccion genética de animales para disminuir la edad para alcanzar el
peso del mercado. El alimento tiene su impacto no solo en la cantidad de produccién avicola
sino también en la calidad del ave. El proceso de alimentaciéon adecuado es el que utiliza una
menor cantidad de alimento a un precio bajo para obtener la mayor cantidad de produccién con
la mejor calidad, en otras palabras, el proceso de alimentacién econdémica es el que brinda la

mayor rentabilidad (Ali Grepay, 2009).



La conversién eficiente del alimento en sus componentes basicos para la éptima
absorcién de los nutrientes es vital para los pollos de engorda (Bailey, 2013). El pollo moderno
posee un potencial genético muy elevado vy, por ello, es absolutamente necesario contar con un
aparato digestivo saludable y con su poblacién microbiana asociada bien balanceada (De

Franceschi, 2018).

4. Integridad intestinal

La integridad intestinal se puede definir como el mantenimiento de la salud intestinal a

través de su estructura y funcionamiento (Bricefio & Alfaro, 201 3).

Como su nombre lo indica, el término salud intestinal hace referencia al estado de salud
en el que se encuentra el intestino para que este pueda desempefiar sus funciones fisiologicas
sin problemas, aunque para que esto pueda suceder es necesario que se alineen el sistema

inmune, la nutricién y la microbiota (Leyva et a/., 2019).

El sistema inmune del intestino evita el contacto directo entre el epitelio intestinal y los
microrganismos, los muestrea constantemente para mantenerse entrenado, de tal manera que,
cuando sea atacado, pueda eliminar los patégenos que logran penetrar el epitelio intestinal y

que, de no ser asi, comprometerian la vida del animal (Kogut et al., 2017).

La nutricion es una de las herramientas mas efectivas para promover la salud intestinal
de las aves, ya que un animal que tiene un intestino funcionando correctamente es capaz de

mantener homeostasis entre sus componentes y por lo tanto tendrd un mejor estado de



bienestar, que permite al animal expresar todo su potencial productivo lo que se resume en

mayor rentabilidad (Leyva et a/., 2019).

Una microbiota intestinal bien equilibrada es crucial para la salud de los animales,
especialmente si se espera un alto rendimiento productivo. Una microbiota normal saludable es
la primera linea de defensa contra la invasion de patégenos vy, por lo tanto, es extremadamente
importante para elevar la capacidad de enfrentar infecciones de patdégenos entéricos. Ademas,
también es necesario para el buen funcionamiento y la digestion efectiva de nutrientes,

resultando asi en un buen desarrollo (Mohnl, 2011).

5. Microbiota

La microbiota intestinal comprende todas las bacterias, protozoos y hongos presentes
en el tracto gastrointestinal y consiste en aproximadamente 400 a 500 especies diferentes
(Mohnl, 2011). A medida que el animal crece, esta microbiota se vuelve muy diversa hasta que
alcanza un estado relativamente estable pero dindmico (Pan & Yu, 2013). La composicion de la
microbiota dentro del tracto intestinal del pollo no es estatica, presenta variaciones temporales
relacionadas con la edad del ave y la variacidon espacial observada dentro de los diferentes
compartimentos del tracto intestinal (figura 3) (Pedroso et al.,, 2012). En los inicios de la vida
del ave, la composicién parece estar influenciada por los factores del huésped como la edad, la

genética y factores externos como la dieta (Lumpkins et a/., 2010).
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TIEMPO CRITICO DE
DESARROLLO

>30 DiAS
Establecimiento de la poblacion

en ciegos
ECLOSION

Comienza colonizacion

DiA7
Rapido movimiento microbiano

DiA 14-21
Establecimiento de la
poblacion en intestino delgado

Figura 3.

Proceso del desarrollo de la microbiota intestinal del pollo de engorda (King, 201 7). N

ase

pre-eclosién

La cascara de huevo evolucion6 para ser una barrera contra los microorganismos (Gast &
Holt, 2000). Sin embargo, la cuticula que protege contra la cascara de huevo puede degradarse,
lo que provoca que los microorganismos penetren para llegar a las estructuras internas del
mismo (Cook, 2003). Esto puede ocurrir poco después de que se coloca el huevo en el nido, en
las jaulas o en la cinta transportadora, por lo tanto, la transmision vertical de microorganismos
también es posible desde la gallina hasta el pollo, aunque de forma diferente a los mamiferos.
Los organismos patégenos tales como Sa/monella spp., Escherichia coli, Mycoplasma spp. y
Campylobacter spp. pueden transmitirse verticalmente(Doyle & Erickson, 2006; Methner et al.,
1995; Okamura et al., 2007). Es plausible aceptar la hipétesis de que los microorganismos
beneficiosos también pueden transmitirse verticalmente. La anatomia del tracto reproductivo de
la gallina sugiere que el embridon probablemente esté colonizado con organismos que se
depositan antes de la formacién de la cdscara de huevo. Los microorganismos podrian

establecerse dentro del intestino de los embriones durante el desarrollo, especialmente cuando
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los embriones comienzan a ingerir el liquido amniético. Ademas, si hay microorganismos en la
yema, podrian internalizarse a medida que se introduce la yema al intestino en el desarrollo

embrionario (Abad Guaman et a/., 2017).

e Fase inicial

Inmediatamente después de la eclosion, los polluelos tienen contacto con los microbios
en su entorno. La incubadora comercial de huevos es una fuente de contaminaciéon microbiana
que permite a los pollos obtener microorganismos que pueden no tener efectos necesariamente

mutualistas (Cason et al., 2017; Cox et al., 1991).

El consumo de agua y alimentos resulta en una rapida adquisicion de microorganismos
adicionales y, de hecho, el proceso de manejo, transporte y vacunacién contribuye a la
evolucion de la microbiota intestinal de las aves. En el momento de la entrega a la granja
avicola, la cria ya tiene una microbiota estructurada (Pedroso et a/., 2005). La organizacién de la
microbiota intestinal ocurre rapidamente, muchos estudios han demostrado que los patégenos
transmitidos por los alimentos tienen mas éxito en colonizar pollos jovenes que estan
expuestos en la primera semana de eclosiéon (Nurmi et al., 1992; Wagner, 2006) que es cuando

el ambiente intestinal cambia rapidamente y la microbiota es menos diversa e inestable.

e Fase de engorda

Muchos informes ahora revelan la composicion de la comunidad microbiana del ileon de

pollo durante el engorde. Por ejemplo, Nakphaichit et al., (2011) observaron que el organismo
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mas abundante en el intestino delgado era Lactobacillus spp. cuya diversidad aumenté de 21 a

42 dias de edad.

Eubiosis

Etimoldgicamente, este término deriva de la palabra griega “eubiosis” -buena vida-. En
nuestro contexto se refiere a un equilibrio saludable de la microbiota en el tracto intestinal, que

permite al animal expresar su potencial genético (Meuter & Martinez, 2011).

En un animal sano la poblacion de bacterias que viven en el intestino esta en "equilibrio" (el
nimero de "bacterias buenas" supera el nimero de "bacterias malas"). En esta situacién

diremos que las aves estan en eubiosis (Nunes, 2014).

Un estado de eubiosis brinda:

- Proteccion del intestino.
- Efecto antagonista para microorganismos no deseados.
- Funcién epitelial.
- Maduracién y modulacion del sistema inmune del huésped.
- Buena digestién y absorcion de nutrientes.
- Sintesis de vitaminas.
- Sintesis de proteinas.
(Nunes, 2014).
Disbiosis
El término de disbiosis, al contrario de eubiosis, nos indica un desequilibrio de la

microbiota del intestino.
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En un estado de disbiosis encontramos:
e Dano en el epitelio intestinal.
e Produccion de metabolitos téxicos (NHs, aminas biogénicas).
e Aumento de la produccién de gas.
e Debilitamiento del sistema inmune.
e Renovacién celular acelerada — aumento de la demanda de energia.
(Nunes, 2014).

En los sistemas productivos modernos, se destaca el problema de la digestibilidad de
los alimentos, ya que debe realizarse en tiempos muy reducidos, conllevando a una pobre
utilizaciéon de las proteinas y otros nutrientes, un exceso de nutrientes no digeridos en el
intestino y como consecuencia, el riesgo de desbalances bacterianos (Equipo técnico de Estifar,

2018).

Causas de disbiosis

La nutricién es el factor mas importante que puede influir en la composicién y metabolismo
de la microbiota intestinal (Mohnl, 2011), alteraciones en la alimentacién pueden provocar

desbalances importantes en la microbiota gastrointestinal, como por ejemplo:

e Cambios sustanciales en la dieta y baja calidad de componentes de los alimentos

(Nunes, 2014).

Los errores alimenticios y cambios dietéticos sustanciales, baja calidad de los ingredientes
alimenticios e inadecuada higiene alimenticia comprometen la eubiosis. Por ejemplo, el cambio

de una dieta con baja concentracién de proteina a una dieta con alta concentracion de proteina
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favorece el crecimiento de ciertas bacterias como los clostridios y reduce las condiciones

apropiadas para los lactobacilos o bifidobacteria (Mohnl, 2011).

e Estrés

Cada tipo de estrés puede tener un impacto directo sobre la microbiota intestinal porque el

estrés influye en la liberacion de secreciones digestivas asi como el tipo y frecuencia de los

movimientos intestinales (Mohnl, 2011).

Ejemplos de factores estresantes:

Higiene alimentaria insuficiente.

Transporte.

Sobrepoblacion.

Clima.

Enfermedad.

Vacunacion. (Nunes, 2014).

YV V V V VYV V

Consecuencias de la disbiosis.

La disbiosis puede tener un impacto negativo significativo sobre el hospedante animal.
Los eventos de disbiosis aguda pueden dar lugar a la proliferacion organismos
denominados como oportunistas que son parte de la microbiota, pero en condiciones de
disbiosis tienen la capacidad de provocar diversas enfermedades. El desarrollo de
patdégenos potenciales, los cuales son mantenidos normalmente a un nivel bajo, puede
incrementarse dramaticamente (Mohnl, 2011). Las bacterias patdégenas pueden producir
toxinas y metabolitos que aumentan la motilidad intestinal, la fermentacién con produccién

de gas, cambiar el pH intestinal, irritar las mucosas, causar inflamacion y aumentar la
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secreciéon de moco. Este proceso reduce la digestibilidad y absorcion de nutrientes y agua
aumentando aun mas la disbiosis. Los patégenos transmitidos por los alimentos, como
Salmonella spp.y E. coli proliferan mas en los intestinos disbioticos y pueden convertirse en

residentes persistentes del intestino posterior (Rondén, 2019).

6. Escherichia coli

Escherichia coli es un habitante normal del tracto intestinal de los animales y el hombre.
Coloniza el canal alimenticio durante el primer dia de vida y posteriormente permanece como

un miembro de la microbiota (Lopez, 1976).

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae. El tamafo promedio de los bacilos es de 0.5 pm de ancho por 3 pm de
largo, cuando se utiliza la tincién de Gram se tifien de rojo (gramnegativas). Algunas especies
son moéviles (por flagelos), no esporuladas, fermenta la glucosa y la lactosa, son catalasa
positiva, oxidasa negativa y reduce nitratos a nitritos. El género Escherichiaincluye seis
especies (£. albertii, E. blattae, E. fergusonii, E. hermannii, E. vulnerisy E. col) (Lopez &

Campos, 2015).

Clasificacion de patotipos de E. coli

Con base en su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, las cepas de £ coli

causantes de diarrea se clasifican en seis grupos (Tabla 1).
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Tabla 1

Patotipos de E.coli

Entero Entero Entero Entero Adherencia Enteroinvasiva
toxigénica hemorragica patogena agregativa difusa (EIEC)

(ETEC) (EHEC) (EPEC (EAEC) (DAEC)
Tiene dos Conocida como La adherencia Su nombre Su Su mecanismo de
principales productora de es su deriva de la caracteristica patogenicidad es la
mecanismos toxina Vero o principal forma de principal es invasion del epitelio
de toxina factor de adherencia que no forma del colon por medio
patogenicidad semejante a patogenicidad que presenta microcolonias de
que son: Shiga (Lépez & (Lopez & (Lopez & cuando se adhesinas(Rodriguez
adherencia y Campos, 2015). Campos, Campos, adhieren a Angeles, 2002).
toxinas 2015). 2015). células
(Lopez & (Lopez &
Campos, Campos,
2015). 2015).

Las manifestaciones clinicas asociadas con ésta infecciéon son evacuaciones escasas

acompafadas de moco y sangre, dolor abdominal y fiebre (L6pez & Campos, 2015).

Importancia de E. coli en la industria avicola

La colibacilosis es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad ocasionando

enormes pérdidas a nivel mundial tanto en la industria aviar de produccién de carne como la de

huevo, se presenta tanto en la época de invierno como en verano y esta asociada a mortalidad

temprana en granjas como consecuencia de una mala higiene en la incubadora ocasionando

bajas durante los primeros dias de vida del pollito por onfalitis e infeccién de saco vitelino

(Pérez & Pérez, 2018).
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Medidas implementadas

En los ultimos afios, una de las caracteristicas mas estudiadas en las cepas bacterianas
de los animales de abasto es la resistencia a antibioticos. La industria avicola depende del uso
profilactico y terapéutico de antibioticos como medidas para el control de las enfermedades. En
lo referente a la colibacilosis aviar, se usan como medida de control primaria para reducir la
morbilidad yla mortalidad. Ademas, los antimicrobianos se utilizan en aves sanas para
prevenir enfermedades durante las épocas en que los animales son mas susceptibles a
las infecciones. Desafortunadamente, las bacterias como £. co/i han generado resistencia a los
antimicrobianos usados cominmente. Esto ocurre no solamente entre cepas patégenas sino

también entre bacterias de la microbiota normal (Martinez & Cortés, 2012).

La resistencia de patdgenos microbianos como £. co/i a dos o mas clases de antibiéticos
se ha vuelto muy comun en cepas aisladas de animales y humanos. Los patdgenos resistentes
plantean un grave problema para la avicultura intensiva, ya que pueden perpetuar la
enfermedad en la granja, aumentar costos de produccién y medicaciéon; ademas de incrementar

la morbilidad y mortalidad (Martinez & Cortés, 2012).

El aislamiento de cepas resistentes a multiples agentes antimicrobianos a partir de
aves representa en si mismo, una de las principales preocupaciones en el area de salud
publica, ya que estas bacterias representan una fuente potencial de genes de resistencia que
pueden transferirse a los miembros de la microbiota intestinal del humano y crear resistencia a

los antimicrobianos (Martinez & Cortés, 2012).
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A lo largo del tiempo se han ido implementando, por medio de la alimentacion, diversos
productos que ayuden en el control de contaminantes alimentarios que afecten la salud de los
animales, principalmente contaminantes de tipo bioldgico. Un desafio modernista en la
produccion avicola es explotar el uso de suplementos dietéticos especificos para impulsar el
potencial intrinseco de las aves. Después de la prohibicion del uso de antibidticos como
promotores de crecimiento en la nutricion animal, los nutricionistas e investigadores intentaron
otras alternativas que afirmaban mejorar el rendimiento del pollo de engorde (Adil et a/., 2010);

debido a esto, se ha implementado el término de alimento funcional.

7. Alimentos funcionales

Un alimento funcional, se puede definir como un alimento convencional de origen
natural que es consumido como parte de una dieta normal, pero que ha sido adaptado o
suplementado mediante varias estrategias con uno o varios componentes de tipo bidtico
(prebioticos, probidticos, simbibticos, acidos, omega 3, 6, etc.)(Salminen et al,, 1998), para
proporcionar efectos de tipo benéfico y fisioldgico en las funciones normales del organismo del

huésped, ademas de poseer efectos nutricionales (Roberfroid, 1999).

Para que un alimento pueda ser considerado como funcional tiene que cumplir con

alguna de las siguientes caracteristicas:

1. Que en alguno de sus componentes alimenticios (nutrientes o no) genere
efectos benéficos en una o varias funciones del organismo.
2. Poder generar, un efecto fisiolégico mayor que el efecto generado en la

nutricion tradicional (Roberfroid, 1999).
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Una de estas alternativas fue el uso de acidos orgdnicos y aceites esenciales como

aditivos alimentarios en la produccion animal.

8. Acidos organicos
Los acidos organicos se distinguen de otros acidos por el grupo funcional COOH que se

puede unir a un grupo organico o a un atomo de hidrégeno. Los nombres comunes usados para
describir este grupo de compuestos organicos incluyen acidos grasos, grasos volatiles,
lipofilicos, débiles o carboxilicos. Los acidos organicos se pueden agrupar arbitrariamente
segun la longitud de la cadena de carbono, es decir acidos grasos de cadena corta (por sus
siglas en inglés , SCFA), acidos grasos de cadena media (por sus siglas en inglés, MCFA) y
acidos grasos de cadena larga (por sus siglas en inglés, LCFA), que contienen 1-6, 7-10y 11 o

mas atomos de carbono, respectivamente (Cherrington et al., 1991).

Funciones

En general, estos compuestos tienen gran variedad de aplicaciones que proporcionan
efectos benéficos para las aves, debido a esto han sido introducidos cada vez mas en sus
dietas, por ejemplo, han sido reportados como método de proteccién para pollos jovenes por
exclusién competitiva (La Ragione & Woodward, 2003), mejoramiento de la utilizacion de
nutrientes, crecimiento y eficiencia de conversiéon alimenticia (Denli et al., 2003). Los acidos
organicos en forma no disociada (no ionizada, mas lipofilico) pueden penetrar la pared celular
de las bacterias y alterar la fisiologia normal de ciertos tipos de bacterias (Dhawale, 2005).
Ademas de la actividad antimicrobiana, reducen el pH de la digestién, aumentan la secrecién

pancredtica y tienen efectos troficos sobre la mucosa del tracto gastrointestinal (Dibner &
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Buttin, 2002). Se ha informado que la acidificaciéon con diversos acidos organicos reduce la
produccion de componentes toxicos por las bacterias y colonizacién de patégenos en la pared
intestinal, y asi la prevenciéon del dafio a las células epiteliales (Langhout, 2000), también
mejoran la digestibilidad de proteinas, calcio, fosforo, magnesio y zinc; y sirven como sustratos
en el metabolismo intermediario (Kirchgessner & Roth, 1988). Los acidos organicos han hecho
una gran contribucién a la rentabilidad en la produccién avicola y también han proporcionado a
las personas productos avicolas saludables y nutritivos (Moharrery & Mahzonieh, 2005; Patten &

Waldroup, 1988; Ricke, 2003).

Mecanismo de accion de los dcidos orgdnicos en la dieta

No se ha esclarecido del todo el modo de accién de los acidos organicos en las dietas
animales; esta comprension incompleta ha limitado la aplicacién de acidos organicos en las
dietas de engorde. Sin embargo, varios mecanismos posibles se han propuesto y la mayor parte
de ellos se han asociado a: (1) disminucion del pH en dietas y la subsecuente reduccion del pH
en el tracto gastrointestinal (TGI), (2) mejora en la utilizacion de nutrientes en las dietas
aumentando la retencion de éstos, y (3) inhibicion del crecimiento bacteriano patégeno
(Afsharmanesh & Pourreza, 2005; Mroz, 2005). Se han realizado investigaciones adicionales
para dilucidar el modo de accién de los acidos orgdnicos dietéticos en varias especies

animales(Kim et a/., 2015).
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e Efectos sobre el pH del tracto gastrointestinal

El grado de reduccién del pH en las dietas y en la digestion por los acidos organicos
dietéticos es probablemente dependiente de los valores PKA de los acidos organicos
respectivos y las condiciones de pH del TGI (Kim et a/., 2005). Como era de esperarse, el pH de
las dietas de engorde se redujo claramente con el aumento de los niveles de inclusion de los
acidos organicos dietéticos en una forma dependiente de la dosis, como también se observd en
las dietas porcinas (Kil et al, 2011). Posteriormente, la adicidon de acidos organicos a las dietas
de pollos de engorda dio lugar a la reduccién del pH de digestivo en varias partes del TGI. En
general, el grado de reduccion de pH generalmente fue mayor en la parte superior de TGl
(buche, proventriculo y molleja) en comparaciéon con la parte inferior del TGl (duodeno, yeyuno,
ileon y ciego). Se ha informado que sélo pequefias cantidades de acidos organicos agregados
en las dietas pueden llegar a la parte inferior del TGl porque los acidos organicos son muy
facilmente absorbidos en la parte superior del TGI. Esto puede explicar la carencia de la
reduccion del pH en la parte mas inferior del TGl como resultado de los acidos organicos en la
dieta. En conjunto, los datos indican que los efectos de los acidos orgdnicos de la dieta en el pH

del TGI se pueden limitar a la parte superior en pollos de engorde (Kim et al., 2015).

o Efectos sobre la utilizacion de nutrientes

El pH reducido en la parte superior del TGl puede aumentar la digestibilidad de

nutrientes y, por lo tanto, la utilizaciéon de éstos en las dietas. En el estdmago, una reduccién en
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el pH gastrico activa el pepsindgeno y otros zimdgenos ajustando la acidez gastrica mas
cercana a la requerida para la actividad optima (Jongbloed et al.,, 2000); esta actividad
enzimatica aumentada puede mejorar la digestién de proteinas y posiblemente la de otros
nutrientes. Ademas, la digestién acida puede disminuir el vaciamiento gastrico, y por lo tanto
proporcionar mas tiempo para la digestion de nutrientes en el TGl (Kidder & Manners, 1978;
Mayer, 1994). Varios investigadores han demostrado que la suplementacion en la dieta de

acidos organicos puede mejorar la retencion de proteinas y otros nutrientes (Kim et al., 2015).

e Efectos sobre agentes patégenos

Un aumento de la poblaciéon de bacterias patégenas en el TGl a menudo resulta en
menor rendimiento de crecimiento en los pollos. Por lo tanto, la prevencién del crecimiento
excesivo bacteriano patégeno en el TGl puede ser una de las estrategias mas importantes para
mejorar el rendimiento de crecimiento cuando no se utilizan antibidéticos promotores del
crecimiento (AGPs) suplementados en las dietas animales. Los acidos orgdnicos facilmente
pueden penetrar la pared celular de las bacterias y alterar las funciones celulares normales,
incluida la replicacion y sintesis de proteinas de las bacterias (Davidson & Matthew, 2012;
Denyer & Stewart, 1998). Lépez et al., (2012) han propuesto tres mecanismos secuenciales de
accién bactericida de los acidos organicos: (1) forma acida de los acidos organicos (forma
protonada) puede penetrar a través de la pared celular de las bacterias, (2) los dcidos organicos
introducidos dentro de las células bacterianas se disocian en forma de base conjugada (forma

no protonada) con una concomitante reduccién en el pH celular, y (3) disminuye el pH y crea un
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ambiente estresante que conduce a disfunciones celulares y asi evita el crecimiento bacteriano.

Tales reacciones suelen ocurrir principalmente con especies bacterianas sensibles al pH, que

incluyen una amplia gama de bacterias patogenas. Akyurek et al, (2011) informaron que los

pollos alimentados con dietas que contienen mezclas de acidos organicos tenian menos cargas

bacterianas patdégenas como coliformes y clostridios, pero mayor carga de bacterias

beneficiosas tales como lactobacilos en el ileon en comparacién con los alimentados con dietas

que contenian AGPs. También es probable que el pH disminuido en el TGl inducido por acidos

organicos de la dieta puede jugar un papel en la prevencién de la transferencia bacteriana de la

dieta o del medio ambiente (Kim et a/., 2015).

Sin embargo, no todos los acidos organicos se han utilizado como aditivos alimenticios

en las dietas avicolas. Los acidos grasos de cadena corta como el acido formico (C1), acético

(C2), propibnico (C3), butirico (C4), y otros acidos carboxilicos como el acido lactico, malico,

tartarico, fumarico y citrico han sido los mas comunmente utilizados en la industria avicola

porque su producto quimico y las propiedades fisicas son aplicables a las dietas avicolas (Kim

et al., 2015). El acido citrico (AC) es uno de los aditivos alimentarios mas ampliamente

utilizado, comunmente como conservador, acidulante, agente de control de pH, potenciador del

sabor y antioxidante en muchos alimentos. Su produccion mundial se estima que esta

acercandose a 45 toneladas por ano (Transito et al, 2011).

9. Acido citrico

El acido citrico (AC, CeHgO7) (figura 4) se distribuye ampliamente en tejidos animales y

vegetales. Se encuentra en concentraciones altas en frutos citricos, pero ademds es un
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intermediario en el ciclo de Krebs, por el que hidratos de carbono se oxidan a diéxido de

0. OH
N,
HO OH

OH

Figura 4.
Molécula de dcido citrico.

carbono(Wright & Hughes, 1976).

El acido citrico ha sido ampliamente utilizado como un suplemento en la dieta para
cerdos y pollos. El acido citrico muestra actividad antimicrobiana suficiente para preservar el
alimento contra el deterioro bacteriano, pero al mismo tiempo reduce los niveles de bacterias
indeseables (ej. £. coli) en el TGl (Deepa etal, 2011; Eidelsburger & Kirchgessner, 1994;

Falkowski & Aherne, 1984).

Kim et al., (2015), analizaron ocho experimentos anteriores con diferentes niveles de
inclusion de AC en la dieta. Los datos indicaron que la dieta con acido citrico generalmente
condujo al aumento de peso corporal y conversiéon alimenticia, pero menor consumo de
alimento en pollos. La mejora promedio en ganancia de peso corporal y la conversion

alimenticia fueron 4.7 y 6.0%, respectivamente.

10. Aceites esenciales

Ademas de los acidos organicos, los aditivos fitogénicos se han utilizado extensamente.
Estos incluyen una amplia gama de plantas (por ejemplo, tomillo, jengibre, circuma, canela,

anis) y compuestos derivados de plantas como aceites esenciales y oleorresinas. Investigadores
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informaron efectos positivos al complementar dietas para cerdos y aves de corral con acidos
organicos y aceites esenciales en la mejora de crecimiento y eficiencia de alimentacién (Gheisar

etal., 2015).

11. Anetol

El anis (Pimpinella anisum L.) es una planta aromatica que se utiliza por su efecto
estimulante sobre la digestién, su efecto antiparasitario (Cabuk et al/, 2003), antibacteriano
(Singh et al., 2002; Tabanca et al.,, 2003), antifungico (Soliman & Badeaa, 2002), antipirético
(Afifi et al., 1994) y laxante. Algunos estudios informaron que la adicion de algunas plantas
aromaticas y sus componentes en los alimentos o el agua ingerida por los animales, mejoro la

ganancia de peso vivo, la ingesta de alimento, la tasa de conversion alimenticia y el rendimiento

Vs

de la canal (Alcicek et al.,, 2003; Bassett, 2003; Hertrampt, 2001; Tucker, 2002).

Figura 5.

Molécula de anetol.

El aceite de anis se utiliza como sustancia aromatizante en productos de panaderia,

dulces, helados, chicles y bebidas alcohélicas (Charal, 2014).

El aceite de anis, y su componente principal anetol, han mostrado cierta actividad
antimicrobiana contra el crecimiento bacteriano aerdbico y anaerdbico (Gilcin et al., 2003;

Kubo & Fujita, 2001;Wang et al, 2011). La ventaja del anetol es su efecto sobre piensos vy



26

alimentos evaluados en cerdos y perros (Wang et al, 2011), que son mas sensibles a los
sabores y olores que los pollos (Sneddon et al., 1998). Los seres humanos pueden tolerar mas
de 100 ppm de aceite de anis si se ingieren, lo que lo convierte en un producto seguro para la
manipulacion humana. Sin embargo, no hay evidencia de toxicidad o el nivel maximo que se

puede administrar a los pollos (Charal, 2014).

Cuando se combina el acido citrico con el anis (anetol) se logra mantener un control

microbiano sinérgico con ventajas en la digestion de nutrientes de la dieta de las aves.
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l1l) JUSTIFICACION

En el tracto digestivo existen una serie de bacterias que conforman a la microbiota intestinal,
ejerciendo varias acciones como establecer una competencia contra bacterias patdgenas,
degradacion de alimentos para una mejor absorcion de los nutrientes, pH estable, etc. Desde
hace ya varios afios atras se han buscado alternativas no antibioticas para mantener una salud e
integridad intestinal con base en mantener un microbiota estable. Por lo que desde la década
de los 40 s se habla de una serie de alimentos denominados como “funcionales”, actualmente
también llamados alimentos “eubid6ticos”, que tienen la finalidad de mejorar la absorcion de los
nutrientes que proporcionan los alimentos balanceados. Diversos investigadores han reportado
un aumento de la ganancia de peso hasta un 5% con el uso de aditivos eubidticos. La actual
legislacion nacional, asi como, la mundial han implemntado una serie de medidas y
reglamentos que regulan el uso de antibidticos promotores de crecimiento, con la clara
tendencia de dejarlos de usar en la produccion agropecuaria, con la finalidad de evitar o
minimizar la resistencia a antibidticos en la salud humana. Por lo que los alimentos funcionales
o eubioticos son considerados una alternativa y asi evitar el uso indiscriminado de antibiéticos
como promotores de crecimiento (APC). Una alternativa del uso de eubioticos es la utilizacion
en alimento de acido citrico y los derivados del anis (anetol). Este estudio estd encaminado en

evaluar el efecto de una mezcla de eubidticos a base a citricos y anetol y evaluar su efecto
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sobre las variables hematoldgicas y respuesta inmune en pollos de engorda, con la finalidad de

determinar en primer lugar, que éstos eubidticos no tengan efectos negativos en el pollo de

engorda y que tienen un efecto benéfico al estar presente una bacteria patégena.

IV) HIPOTESIS

La adicion de un eubidtico a base de acido citrico y anetol en el alimento para pollos de

engorda y desafiado con una cepa de £. col/i enteroinvasiva, mostrara una mejor respuesta de

defensa inespecifica y especifica.

V) OBJETIVOS
e Objetivo general

< Evaluar el efecto de un eubidtico comercial a base de acido citrico y anetol sobre

los valores hematolégicos y respuesta inmune en pollos de engorda desafiados

con una cepa de Escherichia coli enteroinvasiva.

¢ Objetivos particulares

< Evaluar la eficacia de un eubiotico comercial a base de acido citrico y anetol

sobre variables hematologicas (hematocrito, proteinas totales,

conteo

eritrocitario y leucocitario), en pollos de engorda desafiados o no con una cepa

de Escherichia coli enteroinvasiva.

< Evaluar la eficacia de un eubiotico comercial a base de acido citrico y anetol

sobre la respuesta inmune celular mediante la prueba de hipersensibilidad
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cutdnea en pollos de engorda desafiados o no con una cepa de Escherichia coli

enteroinvasiva.

VI) DISENO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA

El presente trabajo se llevd a cabo en la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria
laboratorio 14 “Alimentos, Micotoxinas y Micotoxicosis” y bioterio perteneciente a la Facultad
de Estudios Superiores Cuautitldn campo 4, ubicada sobre carretera Cuautitlan-Teoloyucan km.

2.5, colonia San Sebastian Xhala, Cuautitlan lzcalli, Estado de México, C.P. 54714,

1. Animales experimentales

Se utilizaron 60 pollos de engorda de un dia de edad ambos sexos, estirpe Cobb 500. El
disefio experimental consistid en 4 tratamientos de 5 aves con 3 repeticiones (Tabla 2), con un
peso inicial promedio de 35 gramos, los cuales fueron adquiridos en una casa criadora

comercial. Las aves se mantuvieron en 4 corraletas en piso.

Tabla 2

Distribucion de tratamientos.

Tratamiento NUmero de aves
Control 15
Ac. citrico y anetol (ACA) 15
Escherichia coli 15

ACA con Escherichia coli 15
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La longitud de cada corraleta fue de 55 x 110 cm, con 5 aves por corraleta. Se utilizo

cama de paja de avena con un espesor aproximado de 10 cm. La temperatura se mantuvo con

[dmparas infrarrojas de luz blanca de acuerdo a la edad de las aves. En la tabla 3 se muestran

las temperaturas por semana que se manejaron durante la crianza de las aves.

Tabla 3

Temperatura adecuada por edad de las aves.

Edad Temperatura en °C
1°-2°dia 32-33
3° - 7°dia 29 -30
2% semana 27 - 29
3% semana 25 -27
4% semana 23 -25
5% semana en adelante 21 - 23

(Quintana, 2011).

Con excepciéon del grupo control y el grupo tratado con acido citrico y anetol, los dos grupos
restantes fueron inoculados al dia 18 con una cepa de Escherichia coli enteroinvasiva. El

experimento tuvo una duracién de 35 dias.

2. Alimento

El alimento y el agua se proporcionaron ad libitum. El alimento fue adquirido de una casa
comercial ubicada en el municipio de Cuautitlan Izcalli. Las etapas de alimentacién fueron

iniciacién desde del dia 1 al 21 y de crecimiento del dia 21 al 35 de edad de las aves (tabla 4).
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La inclusién del suplemento alimenticio a base de acido citrico y anetol (ACA) se hizo con base

Tabla 4

Composicion del alimento comercial

Iniciador Crecimiento
Proteina total %
Minimo 21 20
Grasa total % 5 5
Minimo
Cenizas % 6 6
Minimo
Humedad % 12 12
Minimo
Fibra % 3 3
Minimo
E. L. N. >3 >4

en las recomendaciones del fabricante a 0.5 Kg/Ton de alimento (Tabla 5).

Tabla 5

Formula del suplemento alimenticio.

Acido citrico 80%

Anetol 3%

3. Inéculo bacteriano

Se utilizé una cepa de £. coli enteroinvasiva previamente caracterizada y donada por el Dr.
Guillermo Valdivia Anda, laboratorio 3 “Patogénesis Microbiana” de la Unidad de Investigacion

Multidisciplinaria-FESC-UNAM, obtenida de un caso de campo y clasificada a través de pruebas
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bioquimicas, la concentracion del in6culo fue a razén de 1x108 UFC/ml por ave. Las aves

fueron desafiadas via sondeo esofdgico hasta llegar a la ingluvia (Gonzales et al., 2010).

4, Respuesta inmune celular
La evaluacion de la respuesta inmune celular se llevé a cabo los dias 20 y 21 de edad,

empledndose 3 aves por tratamiento. La respuesta inmune celular se evalué mediante la prueba
de hipersensibilidad cutdnea como respuesta a la inoculacion intradérmica de fitohemaglutinina

(PHA).

La evaluacién se desarrolld6 como respuesta a la inoculaciéon intradérmica en la
membrana interdigital entre el 3er y 4° digito de la pata derecha con PHA a una concentracién
de 0.1 mg/0.1 ml. En la membrana interdigital de la pata izquierda se realiza el mismo

procedimiento utilizando PBS (0.1 ml) como control.

La evaluacion post-inoculacidon se realizé a las 6, 12 y 24 horas post-inoculacién,

determinando el grosor de la membrana interdigital con un vernier digital (digital caliper®).

Posteriormente se realizé el calculo utilizando la siguiente féormula:

Incremento de grosor en la membrana = grosor pata derecha - grosor pata izquierda

(Verduzco, 2009).

5. Hematologia

Al dia 35 del experimento, se tomaron 6 aves por tratamiento para la obtencién de las
muestras sanguineas utilizando la técnica de puncién cardiaca, recolectando en promedio 5ml

de sangre por ave. De los 5ml obtenidos 1 ml se mezclé en tubos para muestras con
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anticoagulante (EDTA), para la posterior determinacion de hematocrito (porcentaje de glébulos

rojos en las células sanguineas), de proteinas totales y conteo celular (Noriega, 2003).

a) Hematocrito
Para el calculo del hematocrito se utilizaron tubos capilares sin anticoagulante para

microhematocrito por muestra. Los tubos se llenaron hasta 3 partes de su capacidad
introduciéndolos en la muestra de sangre, posteriormente se limpiaron y sellaron. Una vez
sellados se centrifugaron por 5 minutos a 2500rpm, para su posterior lectura en el lector para

microhematocrito. Los valores obtenidos se expresaron en porcentaje (Noriega, 2003).

b) Proteinas plasmdticas

La determinacidn de las proteinas plasmaticas se obtuvo a través del refractémetro de
Goldberg que se utilizo para la lectura, se tomé en cuenta la escala izquierda para determinar la
concentracién total de proteinas en el plasma, el resultado obtenido se expreso6 en g/dl (Nuiez,

2007).

¢) Conteo eritrocitario

Para el recuento de eritrocitos se utilizé una pipeta de Thoma para glébulos rojos la cual
se llené hasta la marca de 0.5 con la muestra sanguinea y posteriormente se rellené con la
solucién de Natt y Herrick hasta la marca de 101, se agité y deseché las primeras 6 gotas.
Posteriormente se colocd una gota de la muestra diluida en la camara de Neubauer y se dejo
sedimentar durante uno a cinco minutos antes de realizar el recuento. Para obtener los valores

se contaron los cuatro cuadrados de las esquinas y el central de la cuadricula central de la
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camara. Los valores obtenidos se expresan en numero total de eritrocitos/ mm3 (Silvestre et al/.,

2011).

d) Conteo leucocitario
El recuento de leucocitos se realizé de la misma manera que para el de glébulos rojos,

en este caso, para obtener los valores se contaron los leucocitos presentes en los 4 campos de
la cdAmara de Neubauer, se sumé el 10 % y se multiplico el valor por 200. El resultado obtenido

se expresa en numero de leucocitos/mm3 (Silvestre et a/, 2011).

e) Conteo diferencial

Para el recuento diferencial leucocitario se realizé un frotis sanguineo con cada muestra,
que posteriormente fue tefiido utilizando la tincién de Wright, fijado y montado para su lectura
al microscopio a un aumento de 40x y 100x, la cual se realizé en el area de la monocapa del
frotis. Para obtener los valores se realizd el conteo de 100 leucocitos que deben de ser
diferenciados morfolégicamente clasificAndolos en heteréfilos, baséfilos, eosinodfilos, linfocitos

y monocitos. El valor obtenido se expresé en porcentaje (Nufiez, 2007).
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VII) ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se evaluaron a través de un ANDEVA completamente al azar. Para los
datos expresados en porcentajes, se realizdé una transformacién a arco-seno para su posterior
analisis estadistico. Para la comparacion de medias se utilizé la prueba HSD de Tukey con un
valor de significancia de p<0.05. Los datos fueron analizados mediante el uso del paquete

estadistico Statgraphics Plus 5.1.
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VIII) RESULTADOS Y DISCUSION
HEMATOLOGIA

Hematocrito
Tabla 6

Valores promedio (%) de la determinacion de hematocrito al dia 35 de edad de las aves.

Tratamiento %

C 31,33 = 1,401
ACA 31,67 + 0,99
EC 31,5 + 1,39
ACA+EC 31,83 + 0,734

C: control (sin adicién de acido citrico+anetol ni EC); ACA: acido citrico + anetol ([0.5 Kg; ACA/Ton de
alimento]); EC: concentracién de £. co/i 108 UFC/ave; ACA+EC: acido citrico + anetol ([0.5 Kg ACA/Ton de
alimento]) + concentracion de E. coli de 108 UFC/ave.

Media + error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa
(P<0.05).

El analisis sanguineo que corresponde al hematocrito (tabla 6) mostré que en promedio las aves
con el mayor porcentaje de hematocrito por décimas fue el del tratamiento ACA+EC (31.8%) vy el
menor para C (31.3%). Sin embargo, ninguno de los tiramientos mostr6 diferencia estadistica

significativa (p>0.05), siendo en promedio del hematocrito para todos los tratamientos del 31%.
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Charles et al., (2003) mencionan que el hematocrito de un ave sana se encuentra en un
rango de 29 a 55%, los resultados obtenidos en este estudio estan dentro del valor normal
descrito. El amplio rango del porcentaje mostrado por éste autor, indica que la aves de este
proyecto no fue alterado ni por la presencia del eubidtico y/o de la bacteria, similar a lo
reportado por Godbole et a/, (2018), Huff et al, (2008) y Sharma et al, (2016), quienes

también realizaron desafios con E. coli..

Investigadores como lIsaza et al., (2019), Fatttah et al., (2008), Saad et al., (2014) y
Flamand et a/., (2014) reportaron un mejor porcentaje de eritrocitos al utilizar eubioticos en la
dieta de pollos de engroda, explicando que ayudan a disminuir el nivel de perdxido lipidico en

la membrana de los glébulos rojos.

Tampoco se pudo observar en éste estudio un beneficio al utilizar eubiéticos sobre el

porcentaje de eritrocitos.

Una explicacién para no ver afectado el porcentaje de eritrocitos es que los rangos de
referencia utilizados son amplios en condiciones normales, ademas que, la médula ésea tiene
una gran capacidad de adaptacién a un en condiciones adversar. Es importante mencionar que
el porcentaje de eritrocitos no es un valor muy preciso, ya que se puede ver afectado por

factores como el volumen de agua en un organismo.
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Proteinas totales
Tabla 7

Proteinas plasmdticas totales (g/dl) valores promedio al dia 35 de edad de las aves.

Tratamiento g/dl

C 2,42 + 0,092
ACA 2,72 £ 0,022
EC 1,6 + 0,09»
ACA+EC 2,43 £ 0,13a

C: control (sin adicién de acido citrico+anetol ni EC); ACA: acido citrico + anetol ([0.5 Kg; ACA/Ton de
alimento]); EC: concentracién de £. co/i 108 UFC/ave; ACA+EC: acido citrico + anetol ([0.5 Kg ACA/Ton de
alimento]) + concentracion de E. coli de 108 UFC/ave.
Media + error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa
(P<0.05).

En la tabla 7 se puede observar la concentraciéon promedio por tratamiento de proteinas
séricas totales. Las aves del tratamiento (ACA) mostraron una concentracién de 2.72 g/dl,
seguidos de los grupos (ACA+EC) y (C) con 2.43 y 2.42 g/dl respectivamente, no mostrando
diferencia estadistica entre ellos (p>0.05). Sin embargo, las aves que no consumieron
eubidticos en el alimento, pero que si fueron desafiados con £. co/i mostraron la concentracién
mas baja de proteinas totales séricas (1.6 g/dl), las aves de este ultimo tratamiento mostraron

diferencia estadistica significativa (p<0.05) al compararlos con los otros tratamientos.



39

Noriega, (2003) menciona que los valores normales de proteinas totales son de 2.5 g/dl,
que se observa en las aves del grupo control, ACA y ACA+EC (p<0.05). Se ha descrito que las
enfermedades inflamatorias agudas y crénicas intestinales, como las causadas al estar presente
E. coli, conducen a cambios morfolégicos intestinales, dafo epitelial y aumento de la
permeabilidad de la mucosa y baja capacidad de absorcién de nutrientes lo que explica una
disminucidn en las proteinas plasmaticas al no tener materia prima (aminoacidos) disponibles
para su sintesis a nivel hepatico, lo que se puede apreciar en este estudio el estar presente la
bacteria. En un experimento realizado por Yesilbag y Colpan (2006) reportaron un aumento
significativo en los valores de proteinas totales de los grupos de aves a los que se les
proporcion6 una mezcla de eubidticos a base de acidos organicos en su dieta. Estos
investigadores explican que la suplementacion con acidos organicos tiene un efecto positivo en
el metabolismo y sintesis de las proteinas, ya sea por una mejora de la absorcién intestinal de
aminoacidos en condiciones acidas y/o coadyuvando a un buen funcionamiento hepatico por

los efectos antioxidantes de los eubioticos.
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Conteo diferencial

Tabla 8.

Cantidad promedio de eritrocitos y leucocitos al dia 35 de edad de las aves (numero de células/

microlitro).

Tratamiento Eritrocitos Leucocitos/ uL
millones/ uL

C 1,97+ 91593,0b 14103,3 +1461,762

ACA 2,15 £112152,0¢ 14323,3 + 1012,092

EC 1,42 + 68582,6b 20470,6 = 2601,88p

ACA+EC 1,95 + 209914,0p 15616,7 + 1772,992

C: control (sin adicién de acido citrico+anetol ni EC); ACA: acido citrico + anetol ([0.5 Kg; ACA/Ton de
alimento]); EC: concentracién de £. co/i 108 UFC/ave; ACA+EC: acido citrico + anetol ([0.5 Kg ACA/Ton de
alimento]) + concentracion de E. coli de 108 UFC/ave.
Media + error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa
(P<0.05).

En la tabla 8 se observa que el nimero de eritrocitos para las aves del tratamiento
control fue de 1.97 millones de eritrocitos/mm3 similar al valor obtenido para el grupo ACA+EC
que fue del1,95 millones de eritrocitos/ uL a pesar de haber sido desafiado con la bacteria; el
tratamiento que fue desafiado con E.co/i sin la adicién del eubidtico obtuvo valores de 1.42

millones de eritrocitos/uL , mostrando diferencia entre las aves de los tramientos control y ACA
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(p<0.05). Cabe destacar que el mayor nimero de eritrocitos/mm3 de sangre se observo en las

aves del tratamiento ACA.

Al comparar los resultados correspondientes al conteo eritrocitario de las aves,

obtenidos en este estudio con los reportados por Harrison (2006), quien nos indica valores

normales desde 1.4 hasta 3.3 millones de eritrocitos/uL, observamos que se encuentran dentro

de rango; sin embargo, a pesar de no observarse diferencia estadistica con las aves de los

tratamientos C y ACA+EC si se observa una alteracion en las aves desafiadas sélo con E. coli.

Autores como Huff et a/, (2008) y Sharma et al., (2016) indican una disminucién considerable

de este valor en los grupos de aves desafiados con E£. coli. Esta disminucién en la cantidad de

eritrocitos podria tener su explicaciéon en que las aves presentan inapetencia y episodios de

diarrea, que conducen a deficiencias nutricionales y esto a si mismo a una disminucién en el

nimero de eritrocitos que provocando una disminucidn en el porcentaje de glébulos rojos y la

concentracién de hemoglobina en los grupos infectados (Sharma et a/., 2016). El eritrocito de

las aves, como el de mamifero, tiene como principal funcién el transporte e intercambio de

oxigeno y didxido de carbono. Los pollos de engorda son sometidos a crianza intensiva para

obtener una mayor ganancia de peso en corto tiempo, lo que ocasiona una elevacién en su

metabolismo basal, haciendo que el animal requiera una mayor distribucion de oxigeno a sus

tejidos para producciéon de energia (Ocampo et al.,, 2012). El organismo necesita oxigeno para

que las células puedan ejercer su funcién respiratoria y generar ATP, por lo que una

oxigenacion deficiente debido a una disminucién en la cantidad de eritrocitos provoca hipoxia

tisular y alteraciones funcionales en las células. Como consecuencia de este estrés se presentan
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modificaciones estructurales y funcionales en practicamente todos los sistemas celulares y
tejidos (Torres etal, 2009). Esto predispone a diversas enfermedades, que afectan la
produccion teniendo como consecuencia retardo en el crecimiento, aumento de la mortalidad,
disminucién en las ganancias de peso y aumento en la conversidon alimenticia (Lépez et al.,
1991). Por lo que, aunque no se muestra diferencia estadistica, si hay un efecto negativo en las

variables productivas, como se observa en este estudio.

Con respecto al uso de suplementos alimenticios a base de acidos organicos y/o aceites
esenciales autores como Abudabos et a/., (2015), Ndelekwute, (2018), Nguyen et al., (2018) y
Ur Rehman et al., (2016) no reportan diferencias significativas en los valores de eritrocitos de
aves suplementadas con acidos organicos. En otros estudios autores como Al Kassie, (2009),
Attia et al., (2019) y Toghyani et al., (2010) si reportan aumentos significativos en el nimero de
eritrocitos de aves suplementadas con aceites esenciales, similar a lo observado en este
estudio, ya que, el grupo al que se le proporcion6 el suplemento alimenticio comercial sin
desafio con £. coli obtuvo los valores mas altos de los cuatro tratamientos, ademas de que el
grupo al que se le proporcioné el suplemento comercial y fue desafiado con la bacteria no se
vio afectado. Se ha estudiado que el efecto antioxidante de los aceites esenciales puede ayudar
a disminuir el nivel de perdxido lipidico en la membrana de los globulos rojos disminuyendo su

destruccién y por lo tanto la hemélisis (Toghyani et al., 2010).

Con respecto al conteo leucocitario las aves de los cuatro tratamientos obtuvieron

valores dentro del rango normal (14000-44000/uL) segun lo descrito por Charles Noriega
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(2003) a pesar de ello, se destaca que el grupo desafiado con £. co/i presenta los valores mas
altos. Esto concuerda con Godbole et al., (2018) en cuyos resultados se observa un incremento
notable en el conteo total de leucocitos de los grupos desafiados con £. co/i respecto al grupo
control. Benjamin, (2003) indica que un aumento en el recuento de leucocitos esta asociado a
infecciones localizadas o generalizadas, necrosis de tejidos y hemorragias. Esto se asocia a la
infeccién por £. coli debido al dano tisular que genera en la invasion de células, principalmente
del tracto gastrointestinal, segun lo indicado por Garcia et al., (2016) y lo observado en las aves
del tratamiento. Es importante resaltar que, en este estudio, el tratamiento de ACA+EC, aunque
no se mostré un aumento marginal en comparacion con los tratamientos no desafiados con £.
coli (p>0.05) inferimos que al mantener una integridad y salud intestinal constante la £ co/i no
tiene oportunidad de afectar significativamente a las aves. Autores como Al Saad et a/., (2014),
Kim et al., (2014), Wang et al.,, (2010) y Isaza et al, (2019) manifiestan que el tejido linfoide
asociado del tracto gastrointestinal es influenciado positivamente por la modulaciéon que
ejercen los acidos organicos sobre la microbiota en el tracto digestivo, al observar aumento en
el recuento de las células de la linea blanca después de suplementar la dieta de las aves con
una mezcla de acidos organicos. Ademas, los aceites esenciales contienen compuestos que se
sabe que poseen fuertes propiedades antiinflamatorias, principalmente terpenoides vy

flavonoides, que suprimen el metabolismo de las prostaglandinas (Krishan & Narang, 2014).
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Valores promedio del conteo diferencial en el muestreo realizado al dia 35 de edad de las aves (%).

TIPO CELULAR

Tratamiento HETEROFILOS  LINFOCITOS BASOFILOS MONOCITOS  EOSINOFILOS
%
% % % %
C 41,8 + 1,332 47,4 +1,832 0,2 + 0,12 3,47 + 0,202 0,2 + 0,12
ACA 41,73 + 3,432 48,0 + 2,462 0,0 + 0,02 3,53 + 0,36a 0,07 + 0,062
EC 56,6 + 1,41b 45,47 + 2,726 0,0 + 0,02 5,67 + 0,54b 0,27 +0,11b
ACA+EC 41,52 + 1,752 5325 +1,20c 0,17 +0,11a 3,7 + 0,232 0,18 + 0,112

C: control (sin adicién de acido citrico+anetol ni EC); ACA: acido citrico + anetol ([0.5 Kg; ACA/Ton de
alimento)); EC: concentracién de £. co/i 108 UFC/ave; ACA+EC: acido citrico + anetol ([0.5 Kg ACA/Ton de
coli de 108 UFC/ave.
Media + error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa
(P<0.05).

alimento]) + concentracion de E.

El porcentaje de heteréfilos fue mayor en las aves desafiadas con £. co/i exclusivamente
(p<0.05). Noriega (2003) reportd que valores superiores a 45% de hetero6filos se consideran
anormales y Silvestre et al, (2011) refieren que los heteréfilos, son principalmente células

fagocitarias de la primera linea de defensa y por tanto, un incrementos significativos en su
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recuento, se asocian con enfermedades inflamatorias agudas, especialmente infecciosas de tipo

bacteriano o que supongan un dafo tisular, por lo cual en este estudio en el cual se controlé la

variable de infeccion al desafiar con E.co/i y que las demas aves de los otros tratamientos

estuvieron en el mismo lugar fisico, el incremento de heterd6filos es un reflejo directo de la

invasion y respuesta causada por el desafio con la bacteria. Angeles, (2002) explica que el

mecanismo de patogenicidad de £. colies la invasion del epitelio intestinal; el primer paso es la

adherencia de la bacteria a las vellosidades de la mucosa requiriendo de mucinasa y adhesinas,

para después entrar por endocitosis a la célula, y posterior multiplicaciéon de la EIEC dentro de

la célula y diseminacién a células sanas adyacentes, lo que indica un dafio tisular. En contraste

observamos que los tratamientos ACA y ACA+ EC tuvieron los valores mas bajos, esto podria

indicar una menor respuesta inflamatoria. Autores como Fang et al., (2017), Kroismayr et al.,

(2008) Wondrak et al., (2010) y Zou et al., (2016) han demostrado que los aceites esenciales

manipulan factores de transcripcién para suprimir la inflamaciéon. Se ha dado a conocer que las

enfermedades inflamatorias agudas y cronicas intestinales a menudo conducen a cambios

morfoldgicos intestinales, dafio y aumento de la permeabilidad de la mucosa, desarrollo

comprometido del intestino y baja capacidad de absorcién de nutrientes (Nagura et a/., 2001;

Podolsky, 2011; Strober et al., 2002; Waters et al., 1999). Aunque la inflamacién no cause en

algunas ocasiones sighos clinicos completos, conduce a una reduccién significativa del

rendimiento de crecimiento y causa una pérdida econdmica considerable en la produccién.

Omonijo et al., (2018) explican que dado que la inflamacién intestinal no solo perjudica la
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funcién y la integridad del intestino, sino que también afecta el rendimiento del crecimiento,

son necesarias estrategias dietéticas para inhibir el proceso inflamatorio en el intestino.

Los valores de linfocitos de las aves para los cuatro grupos se encuentran dentro del
rango normal para aves sanas (35-76%) (Noriega, 2003), sin embargo el grupo que fue
desafiado por la bacteria presenta los valores mas bajos mostrando diferencia estadistica
significativa (P<0.05). Resultados similares se observan en un estudio realizado por Sharma et
al., (2016) en el cual los valores de linfocitos obtenidos para el grupo desafiado con £. coli
fueron menores. El valor mas alto presentando diferencia estadistica significativa respecto a los
demas tratamientos (P<0.05) se obtuvo del grupo al que se le proporciond el suplemento
eubidtico desafiado con la bacteria. De acuerdo con lo reportado por autores como Al Saad et
al., (2014), Kim et al., (2014) y Wang et al.,, (2010) observaron un aumento en el recuento de
las células de la linea blanca después de suplementar la dieta de las aves con una mezcla de
acidos organicos (Isaza et al., 2019). Por su parte Li et al, (2012) observdo que la

suplementacion con aceites esenciales mejoré la tasa de proliferacion de linfocitos séricos.

En el caso de los monocitos podemos observar que los valores se encuentran dentro de
rango para los cuatro tratamientos de aves, sin embargo, el grupo desafiado con £. co/i obtuvo
los valores mas altos mostrando diferencia estadistica significativa (P<0.05). Con frecuencia,
los monocitos en sangre periférica muestran actividad fagocitaria y esto a su vez se puede
asociar con la presencia de enfermedades infecciosas. (Tizard, 2019) y Stafford et a/ (2002)

explican que los macréfagos realizan una variedad de funciones ademas de la fagocitosis;
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actuan como células secretoras, producen oOxido nitrico que afecta a los microorganismos
intracelulares y también secretan muchas proteinas diferentes como enzimas lisosomales y
citocinas, que desempefan un papel clave en la regulaciéon de la inmunidad. De igual manera
Sharma et al, (2016) reporta valores incrementados de monocitos en grupos de aves
desafiados con £. col/i. A diferencia del tratamiento desafiado con la bacteria, en el grupo ACA+
EC no se observd una disminucidon en sus valores. Li et al., (2012) explican que los aceites
esenciales pueden potenciar las respuestas inmunitarias, la suplementacién con aceites
esenciales mejora la tasa de fagocitosis, ademas de que gracias al efecto antioxidante de los
aceites esenciales, mantienen la integridad estructural de las células inmunes protegiendo la

membrana celular de los radicales libres (Nockels, 1996).

Los resultados obtenidos para basoéfilos y eosinéfilos en los cuatro grupos coinciden con
los valores reportados por Noriega, (2003) en aves sanas, en estudio realizado por Sharma et
al., (2016) se observd que los grupos desafiados con E. coli no presentan una diferencia
significativa en los valores obtenidos para baséfilos. En el caso de los eosinofilos se observardn
valores mas altos en el grupo desafiado con la bacteria presentando diferencia estadistica
significativa (P<0.05) respecto a los demas tratamientos. Amin et al., (2020) reportan aumentos
significativos de eosinéfilos en aves desafiadas con E£. coli. Silvestre et al., (2011) refieren que el
aumento de eosinéfilos estd mas asociado a infecciones de tipo parasitarias, sin embargo, son
posibles los roles de los eosindfilos en las defensas del huésped contra la invasidn bacteriana.
Persson et al., (2001) explican que en un sistema de recuentos bacterianos viables, se investigé

la actividad bactericida de los eosinéfilos y la contribucion de diferentes sistemas
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antibacterianos celulares contra Escherichia coli en el cual los eosinéfilos mostraron una
destruccién rapida y eficiente de E£. coli en condiciones aerdbicas, mientras que en condiciones
anaerdbicas la destruccién de bacterias disminuyd drasticamente, segun los hallazgos
observados se sugiere que los eosinéfilos pueden participar en la defensa del huésped contra la
invasion de bacterias gramnegativas y que la destruccion dependiente del oxigeno, es decir, el
superoxido que actua junto con la peroxidasa de eosinéfilos, puede ser la funcién efectora
bactericida mas importante de estas células. Gilani et a/., (2018), Khosravi et al., (2010), Attia et
al., (2019) y Mirza et al., (2016) no reportan cambios significativos en valores de eosinéfilos y

baséfilos al utilizar acidos organicos o aceites esenciales.

1.9

15

mm

11

#— Contro ACA EC ACA+EC

Figura 6.

Evaluacion de la respuesta inmune celular, medida en base al grosor en membrana
interdigital (mm) a las, 6, 12 y 24 horas al dia 21 de edad de /as aves.
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C: control (sin adicién de acido citrico+anetol ni EC); ACA: acido citrico + anetol ([0.5 Kg; ACA/Ton de
alimento]); EC: concentracion de £. coli 108 UFC/ave; ACA+EC: 4cido citrico + anetol ([0.5 Kg ACA/Ton de
alimento]) + concentracion de E. coli de 108 UFC/ave.
Media + error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa
(P<0.05).

En la figura 6 se puede observar la evaluacién de la respuesta inmune celular, a las 6

horas post inoculacion se observa una tendencia a una menor respuesta en los grupos EC y

ACA+EC con 1.2mm y 1.1Tmm respectivamente, éste uUltimo presentd diferencia estadistica

significativa (p<0.05) con respecto a los tratamientos control y acido citrico y anetol (ACA)

ambos presentando valores de 1.3mm. A las 12 horas post inoculacién se observa en el grupo

ACA un grosor de 1.8mm a diferencia de los demds tratamientos observandose valores de

1.4mm para el grupo control (C), 1.3mm para el grupo al cual se le adiciono el eubidtico y fue

desafiado con la bacteria (ACA+EC) y el grupo £. coli (EC) con 1.0mm el cual presenté una

menor respuesta inmune al igual que a las 24 horas post inoculacion observandose un valor de

1.3mm vy diferencia estadistica significativa (p<0.05) en comparacién de las aves de los

tratamientos Control (1.7mm), ACA (2.0mm) y ACA+EC (1.6mm).

En este experimento se observd una menor respuesta celular en las aves que fueron

desafiadas con E. coli, que se reflejd en un menor incremento en el grosor de la membrana

interdigital de las aves éstos resultados concuerdan con Tella et a/., (2008) quienes indican que

la cuantificacion simultanea de linfocitos T y proteinas circulantes del torrente sanguineo

muestra que la inflamacién cutanea inducida por la fitohemaglutinina esta relacionada con la

proliferacion de células T, responsables de montar una respuesta inmune celular. Como se

menciond anteriormente, £. coli enteroinvasiva entra facilmente a las células epiteliales del
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colon por medio de adhesinas, moviéndose lateralmente para invadir otras células (Angeles,
2002), esto conduce a cambios morfolégicos intestinales, dafio y aumento de la permeabilidad
de la mucosa, desarrollo comprometido del intestino y baja capacidad de absorcion de
nutrientes (Nagura et al., 2001; Podolsky, 2011; Strober et al, 2002; Waters et al, 1999).
Numerosos trabajos han demostrado que deficiencias severas o crénicas de muchos nutrientes
reducen la respuesta inmune teniendo en cuenta la elevada velocidad de division de las células
y el gran nimero de cofactores enzimdticos que son necesarios para que se produzca la
respuesta inmune (Klasing, 1995). La mejor respuesta se observé en el grupo de aves a las
cuales se les proporciono el suplemento alimenticio comercial (ACA) y sin desafio con la
bacteria, aunque los valores fueron menores en el grupo de ACA+ E£. coli, lo que demuestra que
la £. colitiene un efecto sobre la respuesta inmune celular. En un estudio realizado por Lakshmi
et al., (2015) donde a las aves se les ofrecié una dieta adicionada con acido citrico presentaron
un aumento relativo del peso del bazo y la bolsa de Fabricio, los dos 6rganos linfoides
primarios responsables de la inmunidad humoral y celular. Estos mismos investigadores
explican que el aumento de la respuesta inmune asociada con la acidificacién dietética podria
ser debido a sus efectos inhibitorios contra los microorganismos patégenos en todo el tracto
gastrointestinal mejorando la absorcién de nutrientes; asi mismo también se puede atribuir a
una mayor eficiencia de nutrientes. Una respuesta inmune favorable en pollos de engorda a los
cuales se les administrd dcidos organicos también fue reportada por Abdel Fattah et al., (2008),

Rama Rao et al., (2004) y Lakshmi et al., (2015) asociado a su accién antioxidante sobre las
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células de defensa que protege la membrana celular de los oxidantes de radicales libres

(Nockels, 1996).

IX) CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en este experimento y bajo las condiciones de
manejo e instalaciones, se puede concluir que la adicion de un suplemento alimenticio de tipo
eubidtico a base de acido citrico y anetol en el alimento para pollos de engorda estirpe Cobb
500 mostré tener efectos favorables sobre variables hematoldgicas y respuesta inmune celular,

frente a un desafio con £.coli enteroinvasiva.

La inclusién de un suplemento alimenticio comercial eubiético en la dieta causé un
efecto benéfico en los valores de hematocrito, proteinas plasmaticas, nimero de eritrocitos y
leucocitos al contrarrestar el efecto negativo de £. co/i que se vio reflejado en la disminucién de
proteinas plasmaticas, numero de eritrocitos, porcentaje de linfocitos y aumento en el nimero

de leucocitos, asi como en porcentaje de heteréfilos, monocitos y eosinéfilos.
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Los efectos de la adicion del eubidtico sobre la respuesta inmune celular fueron

positivos al igual que con las aves desafiadas con £. coli.

Se puede concluir también, que el uso de acido citrico y anetol puede ser considerado

como un suplemento alimenticio no antibidtico que puede ser utilizado sin repercusiones en la

salud humana y con efectos benéficos sobre la produccion avicola al tener un efecto positivo en

la salud de las aves, debido a su actividad bactericida y antioxidante, que en este estudio puedo

evitar los efectos negativos ante un desafio de una cepa de Escherichia coli enteroinvasiva.
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