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RESUMEN

PENA ROMERO AGUSTIN HORACIO. Evaluacién de un complejo enzimatico (amilasa,
xilanasa y proteasa) y harina de Aspergillus spp., en la respuesta a la coccidiosis aviar
{bajo |la asesoria de Marco Antonio Juarez Estrada y Rubén Merino Guzman).

Con la finalidad de evatuar la harina de Aspergillus spp., (HA} o un complejo enzimatico
(CE) ante un desafio con Eimena spp., se efectuo un experimento con polios de engorda
de un dia de edad criados en baterias eléctricas. Se utilizaron cuatro grupos de 25 pollos
con una réplica por grupo. El grupo uno fue el testigo negativo al desafio unicamente
recibio la dieta base (DBT) (con 60% de trigo), al grupo dos en la DBT se le agregd 0.2 %
de HA, el grupo tres recibié la DBT con 0.1% de CE y el grupo cuatro con la DBT fue el
testigo positivo al desafio. Al dia trece de edad los grupos 2, 3 y 4 recibieron un desafio
con Eimeria-acervulina (5 x 10*), E. maxima (2 x 10% y E. tenelia (2 x 10%)/ml/ave. A los 5,
12, 19 y 26 dias de edad se pesaron todas las aves. El dia 20 y 26 de se midio el pH del
ileon y sacos ciegos. En estas fechas se determindé el nGmero mas probable de
enterobacterias coliformes, hongos-levaduras, enterobactarias no coliformes y clostridios
presentes en el intestino. Al dia 26 se efectud una cuantificacién hematica. Al dia 15y 22
se midié el tiempo de transito gastrointestinal (TTG). Los dias 20 y 26 se peso el tracto
intestinal completo (PTC). Al dia 21 se efectuo la calificacion de lesiones de coccidia y la
cuantificacién de oaocistos en heces. Existié unicamente diferencia de peso al dia 26, el
grupo dos (con HA) fue el mas pesado. El pH fue mas alcalino en el grupo con HA y en el
grupo testigo positivo comparado con el pH del grupo CE o el del testigo negativo. Al dia
20 de edad el grupo HA mostré mayor proliferacion bacteriana, sin embargo, al dia 26 de
edad e! grupo CE presentd una gran cantidad de Clostridium spp. Este mismo grupo
presentd mayor porcentaje de lisis leucocitaria. No hubo diferencia en TTG. El grupo CE
presentd menor PTC al dia 20 de edad, al dia 26 no hubo diferencia. Los grupos HA y CE
presentaron mayor grado de lesiones por coccidia que el grupo testigo positivo. Estos dos
grupos presentaron una mayor cantidad de oocistos eliminados en heces. L.a harina de
Aspergillus spp., ejercié un efecto fisioldgico benéfico sobre el tracto gastrointestinal, el
cual no se alterd por el desafio con las coccidias patogenas. Después del desafio la HA
protegid contra los efectos detrimentales inducidos por Clostndium spp. El complejo
enzimatico en dietas con 60% de trigo no protege contra un desafio moderado de
coccidias patogenas, potencialmente puede inducir enteritis necrética.



INTRODUCCION

L.a coccidiosis aviar afecta seriamente los parametros productivos de una parvada,
causa retraso en el crecimiento, baja la conversidén alimenticia y ocasiona un pobre
rendimiento a la finalizacién, con pérdidas econémicas graves.” La coccidiosis es causada
por un protozoario intracelular perteneciente a diferentes especies del género Eimeria.? La
enfermedad se previene eficazmente con la inclusion de drogas anticoccidianas en la
dieta.® Sin embargo, se ha observado que pueden ocurrir problemas de coccidiosis
subclinica en condiciones ambientales nocivas, por ejemplo: cama homeda, altas
temperaturas, sobrepoblacién y otros errores de manejo'?.

La enteritis necrotica (EN) es una enfermedad enterotoxémica causada por
Clostridium perfringens de los tipos A y C.* Su patogénesis se caracteriza por la
proliferacién de C. perfringens en las vellosidades intestinales del duodeno, yeyuno e
fleon. La produccion de toxinas a y B conducen al desarrollo de lesiones necroticas en la
pared del intestino, asi como a un aumento de la mortalidad.* C. perfringens es un
colonizador habitual del tracto intestinal, se menciona que llega a ser parte de hasta el
30% de la microbiota que normalmente se encuentra en el tracto digestivo de las aves
sanas.* Si bien tas condiciones que conducen al desarrollo de EN no se encuentran adn
bien dilucidadas, se ha observado que las enfermedades entéricas primarias, como la

disbacteriosis y la coccidiosis predisponen a la EN.®

Algunos otros factores que predisponen a la presentacién de EN descritos en la
literatura son la utilizacion de dietas ricas en Polisacaridos no amildceos viscosos y
sotubles (PNAv), como los que contienen el trigo, la cebada y la avena.®’ La EN puede
prevenirse eficazmente si se impide la proliferacion de C. perfringens y al mismo tiempo
se logra mantener la integridad de la mucosa intestinal.5® La coccidiosis puede llegar a
afectar ésta integridad intestinal debido a las lesiones que produce® '® ' 2 En este caso,

una rapida recuperacién es critica para prevenir infecciones secundarias'® '3 14,

Actualmente el uso de iondforos poliésteres en el alimento de las aves domaésticas
es la medida mas efectiva para el control de coccidias y clostridios durante la crianza. L.os
coccidiostatos del tipo ionoforo tienen un efecto antibacteriano importante especiaimente
contra bacterias Gram-positivas (como Ciostridium perfringens), ademas poseen un efecto



de promocion del crecimiento en las aves domaésticas, siempre y cuando haya ausencia
de los parasitos del tipo Eimena spp., este efecto posiblemente se debe a la reduccién de
la carga bacteriana.'®

E! efecto antibacteriano de los coccidiostatos de tipo iondforo es de sobremanera
importante si en el alimento no se estan utilizando aditivos antibacterianos (Eje.
bacitracina, avoparcina, avilamicina, flavomicina, etc.), este tipo de aditivos de naturaleza
antibidtica se ha empleado en la industria del pollo de engorda por lo menos durante 50
anos y consecuentemente ha habido poco interés o poca necesidad de efectuar estudios
sobre el desarrolio inicial de la microbiota intestinal de las aves domaésticas bajo estas

circunstancias. >4

El incremento de bacterias del género Clostridium spp., en el intestino se
encuentra correlacionado negativamente con la ganancia de peso, sin embargo,
actualmente esta apreciaciéon se mantiene en duda y no se encuentra aun bien
esclarecido si algun meétodo de sustitucién del efecto de promocion de crecimiento y
antibacteriano ejercido por parte de los iondforos va a ser compensado satisfactoriamente
por estas nuevas metodologias. Por lo cual, es una necesidad urgente incrementar
nuestros conocimientos acerca de Ia influencia de varios nutrientes, aditivos y estrategias
de manejo sobre el desarrollo de una microbiota balanceada en e! intestino de las aves
domesticas. 1'%

Ante ia posible e inminente futura revocacion del uso de los anticoccidianos de tipo
antibidtico-iondforo del alimento bajo la presion de las legislaturas de varios paises
incluyendo la WHO, debe considerarse la sustitucidn de estos productos en su efecto
anticoccidiano y anticlostridial, por métodos alternativos que sean por lo menos igual o
mas efectivos que el que poseen los idnofores actualmente.'®

Los recientes hallazgos sobre los beneficios de las dietas funcionales en humanos
han orientado a formular el concepto de que la dieta modula varias funciones importantes
del organismo, modificando el antiguo concepto de la nutricion, el cual definia que los
principales objetivos de una dieta eran que ademas de proporcionar los nutrientes
necesarios para el desarrollo de los individuos, ésta no debia tener efectos fisioldgicos
adversos. Concepto que recientemente ha cambiado, ya que la dieta ademas de cubrir



estos dos importantes aspectos debe promover también el bienestar, una mejor salud y
disminuir la incidencia de enfermedades de origen gastrointestinal. ¢

Si bien este concepto se ha desarrollado recientemente, ya existian precedentes
de esta aseveracion, el mismo padre de la medicina modema, Hipocrates, resumia toda
su obra médica en la premisa “Que tu alimento sea tu medicina”. Lo cual indica que el
retormno a esta conceptualizacion clasica de mas de 2,300 afios no se encuentra errada, si
no mas bien se trata de un redescubrimiento afortunado.

Los alimentos funcionales son dietas con la apariencia de un “alimento tradicional
o estandar” gue son consumidas como parte de una dieta normal, pero se han adaptado
mediante diversas estrategias para proporcionar beneficios fisiolégicos adicionales.''7

Para que un alimento pueda ser clasificado como funcional debe cumplir con al
menos uno de los dos siguientes criterios, que alguno de sus componentes alimenticios
(nutriente o no) genere efectos benéficos en una o varias funciones del organismo o bien
que genere un efecto fisioldgico, mas alla del efecto nutricional tradicional.'®'® Algunas
astrategias que se emplean actualmente para el desarrollo de alimentos funcionales
incluyen la utilizacion de probidticos, los cuales son microorganismos vivos que
proporcionan un efecto benéfico para el huésped. Las investigaciones mas recientes se
encuentran enfocadas a la seleccion de probioticos con funciones especificas. Otra
estrategia es et empleo de prebidticos, {os cuales son ingredientes © componentes de la
dieta que tienen un efecto benéfico especifico sobre la microbiota intestinal. La
combinacion de probidticos y prebidticos, llamada simbidticos es otra estrategia que
abordan los alimentos funcionales.

E!| desarrollo de alimentos funcionales se ha basado en la adicion de ingredientes
especificos que se encuentran dirigidos a ejercer acciones especificas. Los mas utilizados
son la inclusion de acidos grasos omega-3, acidos grasos poli insaturados y enzimas
especificas (Fitasas, amilasas, xilanasas, proteasas).!7-1820212223324 £ntre Ios beneficios
mas importantes que proporcionan los alimentos funcionales en el organismo, se
encuentra la regulacion de la funcidon gastrointestinal. dentro de la cua! se incluye el
control del tiempo de transito gastrointestinal, la modificacidon de la microbiota nativa
intestinal (MNI), la modulacién de la motilidad y la proliferacion celular de la mucosa



intestinal, la modificacion en la actividad inmunoiogica intestinal, ademas de Ia regulacion
de la funcion endocrina del tracto intestinal, se considera importante también cierto grado
de accidén sobre algunas funciones sistémicas que podrian ser la clave para el desarrollo
de este tipo de alimentos 22232428202728 i ambargo, el papel de los prebidticos,
probidticos y simbidticos en la nutricion animal, aun requiere ser estudiado con
profundidad con la finalidad de entender el balance que existe entre la MNI y el bienestar
del huésped; ademas de considerar como participa ésta en el metabolismo del
consumidor bajo condiciones normales o bien bajo el contexto de dietas que inducen
estrés por sus componentes (40-60% de trigo) o bien ante la presencia de desafios

constantes con coccidia.*

E! uso indiscriminado de los antibidticos y el incremento de patégenos bacterianos
multi-resistentes, ha incrementado el interés por la utilizacion de los alimentos funcionales
como una altemnativa conjunta a la terapia antimicrobiana. EI tema acerca de la nutricidén
eco-inmune (conocidos como nutracéuticos en E£.U.A., y como alimentos funcionales en la
unién europea) ha surgido como una herramienta nueva y alterna en el tratamiento post-
operatorio de pacientes humanos intervenidos quinirgicamente © que necesitan recobrar
su microbiota nativa intestinal después de una prolongada terapia con antipioticos 2927

La utilizacion de los alimentos funcionales se ha incrementado en los ultimos afios,
por lo cual el uso de bacterias acido lacticas empleadas para |a elaboracion de este tipo
de alimentos representa hasta el 25% de los componentes de la dieta humana. La
complementacion de la dieta con este tipo de microorganismos benéficos, no solo se ha
empleado en alimentacién humana, sino también para la produccién animal. 1%2?

A través de la alimentacion se pueden emplear diferentes métodos e ingredientes
que ayudan a madurar el tracto gastrointestinal y contribuyen a un rapido establecimiento
de la microbiota benéfica del ave durante los primeros dias de vida con la finalidad de
evitar la proiiferacion de agentes patogenos, 21:22.23.24

Ademas existen diferentes suplementos que pueden afadirse a la dieta para
ayudar a una rapida recuperacion de la mucosa.?'?22324352 Entre estos se encuentran los
promotores de crecimiento antimicrobianos (PCAM), los anticoccidianos jonoforos, los
prebidticos, los probidticos, las fibras dietéticas, los complejos enzimaticos y también



materias primas muy digestibles con bajo o casi nulo contenido de factores anti

nutricionales.?22428

Los acidos grasos volatiles de cadena corta (AGCC’) tienen un efecto regenerador
sobre la mucosa en algunos mamiferos; el butirato es mas efectivo que el acetato o el
propionato.?® Otros ingredientes que pueden utilizarse para regenerar la mucosa son la
glutamina, los fosfolipidos de membrana que interaccionan con la capa de mucus
intestinal, y algunos probidticos, especialmente los Lactobacillus spp., Propicnobacternum
spp., Streptococcus spp., y Bacillus spp. Estos probiéticos son a la vez fermentadores y
productores de AGCC',22:2325.26.29.30

Se ha descrito que la exclusion competitiva (EC) previene la colonizacion de
patogenos mediante el establecimiento primario de microorganismos benéficos 2325280 gy
uso de probioticos en polios de un dia de edad para obtener la exclusion de Sa/monella
spp en ciegos, se ha convertido en una practica habitual en las granjas avicolas,>21:32
Frente a la inminente prohibicidn de los antibidticos como promotores de crecimiento, ésta
practica constituye una opcidén que requiere validarse con pruebas experimentales en
unidades aisladas y de campo. Aunque existe poca informacién sobre el efecto profilactico
de los probidticos adicionados a las dietas de pollo de engorda sobre enferrmedades como
la saimonelosis, coccidiosis o enteritis necrotica, se ha observado en cambio algunos

efectos favorables sobre et crecimiento™.

Un problema practico ha sido combinar el uso de probidticos en el alimento con la
aplicacién de tratamientos antibioticos o desinfectantes contra Salmonella spp. Por o cual
una alternativa actual es la utilizacion de prebidticos como la lactosa o los fructo-

oligosacaridos, '0-23:24.32.3334

€l término prebidtico fue introcucido por Gibson y Roberfroid en 1995, para
describir a los suplementos alimenticios que no son digeribles por el hospedador y que
generan efectos benéficos para ia salud, al estimular selectivamente el desarrollo o la
actividad de una o varias bacterias en el tracto intestinal.® Para que un ingrediente
alimenticio pueda ser clasificado como prebidtico, debe cumplir con algunos requisitos

basicos, como el no ser hidrolizado o absorbido por el tracto intestinal, debe ademas
constituir un sustrato selectivo para una o varias bacterias benéficas habitantes del tracto



intestinal, estimulando la proliferacion y el metabolismo de las mismas y el aumento en la
actividad de la microbiota intestinal, ademas debe ser benéfico para el huésped.?'*?

Las bacterias suplementadas con un sustrato especifico (prebidtico), presentan
como ventaja mayor proliferacién, sobre todo al compararias con el resto de las bacterias
del tracto intestinal. Estudios /n vitro e in vivo con prebidticos, han mostrado que algunos
de estos tienen actividad bifidogénica, capacidad para reducir el pH del contenido
intestinal, incrementar la produccion de acidos grasos volatiles, favorecer la sintesis de
metabolitos bacterianos y restaurar la ecologia intestinal en los individuos. Ademas, tienen

la capacidad de regular el desarrollo de la mucosa intestinal, '7:2223.24.26.32.3435

Los mecanismos por los cuales los alimentos suplementados con prebidticos
afectan a la microbiota del tracto intestinal, no han sido analizados a fondo, sin embargo,
entre los efectos observados son importantes la promaocion del desarrollo de microbiota
benéfica; la produccion de sustancias antibacterianas (bacteriocinas) por la microbiota
que ademas tiene un importante efecto sobre el control de entercbacterias patégenas;
estimulan un rapido establecimiento de la respuesta inmune (titulos de anticuerpos,
actividad de macréfagos, células T, interferon. interleucinas, placas de Peyer) en contra
de enterobacterias, virus y parasitos patégenos intestinales; compiten por receptores de
la mucosa intestinal para la adhesién bacteriana; mantienen la integridad de la mucosa
intestinal; reducen el fendmeno de translocacién bacteriana; hay mayor competencia por
nutrientes y factores de crecimiento bacterianos en el intestino; modifican los nutrientes de
la dieta por la microbiota intestinal, por ejemplo, disminuyen el hierro disponible; modifican
la actividad enzimatica: a nivel de la mucosa intestinal influyen en la permeabilidad del
glicocalix; efectuan una destruccion directa de carcinogénicos como las nitrosaminas con
reduccion de nitroreductasas las cuales son enzimas que favorecen la produccion de
nitrosaminas; suprimen a las bacterias productoras de B-glucosidasa, -giucoronidasa y
azoreductasa, las cuales catalizan la conversion de procancerinégenos a carcinogénicos;
eliminan sustancias toxicas a nivel intestinal, aumentan el tiempo de transito
gastrointestinal; favorecen el metabolismo de lipidos; disminuyen el nimero de células
intestinales aberrantes; favorecen ila absorcidn de minerales y reducen el riesgo a
enfermedades cronicas (osteoporosis, aterosclerosis) > 13:14.17:18.79.2021.22.33.24.36.27.013% e
hecho, actuaimente en la nutricién infanti! humana se esta utilizando el producto conocido
caomo leche en polvo con “prebio” (Nestlé S.A. de C.V.), lo cual muestra el beneficio que



ofrece este tipo de productos sobre la nutricibn general de los organismos vivos
superiores y la importancia de saber mas de elios por medio de la investigacion.

La principal funcién de los prebidticos es servir como sustrato a los
microorganismos benéficos especificos del tipo de los probiéticos, o cual permite que se
establezcan y perduren en el tracto gastrointestinal la mayor parte de la vida productiva
del ave, 0712223242827.3338 Diversos estudios han mostrado que la adicion de lactosa a la
dieta disminuye la colonizacién gastrointestinal de Sal/monella spp® y Campylobacter
spp., incluso después de un brote de coccidiosis.®'® La harina de Aspergillus spp es un
producto de la fermentacion primaria de una cepa no toxica de éste hongo y se ha
utilizado desde hace mas de 20 afos como un promotor de crecimiento. Etl perfil en la
composicion de este producto es uUnico, ya que contiene aproximadamente 12% de
proteina con 45% de fibra, esta fibra no es de origen vegetal, tiene una estructura de fibra
micelial, la cual actia como un catalizador para el crecimiento de bacterias benéficas.
Este compuasto inocuo proporciona el sustrato para !a proliferacion de bacterias del tipo
de los Lactobacillus spp., en el tracto gastrointestinal de animales monogastricos, por lo
cual su accién se define como de tipo prebidtico,14-19:2021.33

En enfermedades intestinales como la coccidiosis aviar la absorcion de lipidos es
la que mas se afecta.'’'? Entre las medidas a considerar para aliviar los efectos adversos
de un problema de ésta indole se encuentra la utilizacion de dietas altas en carbohidratos
y bajas en grasa, la inclusidén de fuentes de energia mas digestibles como |os aceites poli
insaturados, fuentes ricas en acidos grasos omega-3 y la adicion de complejos
enzimaticos a la dieta.!"14343837.38 | o5 complejos enzimaticos se encuentran integrados
por diferentes tipos de enzimas exdgenas (arabinoxilanasas, B-glucanasas. a-amilasas,
etc.) que degradan sustratos especificos y para los cuales las aves no tienen la capacidad

de degradar efectivamente.?’*

Se ha descrito que la utilizacion de ingredientes con un alto contenido de PNAv
aumenta la susceptibilidad de las aves a enfermedades intestinales como la coccidiosis o
1a EN’? Los PNAv posiblemente modifican la morfologia y consecuentemente 1a
fisiologia de la mucosa intestinal, lo cual posiblemente puede evitarse mediante la adicién
de enzimas exdgenas como son amilasas, gluconasas, pentosanasas, xilanasas y

proteasas, 4373839




Aunque posiblemente algun dia se lleguen a utilizar alimentos dietéticos disefados
para promover la resistencia inespecifica, estimular {a inmunidad y prevenir enfermedades
gastrointestinales, no es posible esperar que estas medidas sean suficientes en parvadas
de aves susceptibles a diversas enfermedades.’*'? Por lo cual se requiere investigar mas
profundamente los aspectos relacionados a la fisiopatologia de las enfermedades
intestinales de las aves, con la finalidad de determinar su participacion tanto en procesos
digestivos benéficos como adversos y seleccionar asi el alimento mas adecuado.



HIPOTESIS

- La utilizacion de un prebidtico elaborado con base a harina de Aspergillus spp.
(Fermacto®), en |a dieta de pollos de engorda disminuye los efectos detrimentales
ocasionados en las aves cuando son desafiadas con coccidias patégenas.

- El empleo del compiejo enzimatico que incluye amilasa, xilanasa y proteasa (Avizyme®)
en la dieta de pollos de engorda ayuda a resolver el impacto detrimental ocasionado en
las aves cuando son desafiadas con coccidias patégenas.

10



OBJETIVOS

- Conacer la respuesta y efecto sobre la microbiota intestinal de pollos de engorda ante un
desafio con cepas de coccidia patdgenas, cuando se les administra en el alimento un
prebidtico del tipo de la harina de Aspergillus spp. (Fermacto®),

- Determinar la respuesta y efecto sobre ia microbiota intestinal de polios de engorda
cuando se desafian con cepas patogenas de coccidia y se les administra un complejo
enzimatico (Avizyme®).

- Evaluar la incidencia de enteritis necrética en polios de engorda cuando se desafian con
cepas patogenas de coccidia y se les administra un alimento con alta inclusidn de trigo, un
prebidtico del tipo de la harina de Aspergillus spp. (Fermacto®), o un complejo enzimatico
(Avizyme®).

11



MATERIAL Y METODOS

Animales de experimentacién: Se utilizaron doscientos pollitos de engorda mixtos Ross
x Ross de un dia de edad, provenientes de una incubadora comercial, se alojaron
aleatoriamente en una bateria eléctrica (Petersime®), ubicada en el interior de una unidad
de aislamiento del Deparntamento de Produccion Animal: Aves de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la U.N.A.M, se mantuvieron en condiciones de manejo y
bienestar de acuerdo a la NOM-069-200-1999.

Als!, ' de c idi patoéogenas: El indculo parasitario de desafio empleado para

cada ave estuvo compuesto de Eimena acervulina (5 x 10%), E. maxima (2 x 10°) y E.
tenella (2 x 10*) /m). Este aislamiento produce unicamente signos de leve a moderados de
la enferrnedad, sin embargo, es suficiente para reproducir las condiciones de campo de
tipo subclinico de ésta enfermedad semejantes a las que se encuentran expuestas las
aves comerciales que se mantienen durante el pericdo de crianza con un desafio

constante de oocistos de Eimena spp.

Aditivos alimenticios: El prebittico se incluyo al 2.0% en la dieta base, el producto
empleado consistid de harina de Aspergillus spp (Fermacto®), la cual es un producto de la
fermentacion primaria de una cepa no toxica de éste hongo. Contiene aproximadamente
12% de proteina y 45% de fibra, 13 cual es de origen micelial y no vegetal. Ei complejo
enzimatico (Avizyme®) se utilizé al 1.0% de inclusion total en la dieta base, se encuentra
integrado por diferentes tipos de enzimas como son la amilasa, la xilanasa y ja proteasa.

Diseflo experimental: Cuatro grupos de 25 aves cada uno (con 2 réplicas para
contabilizar un total de 200 aves) se alimentaron con una dieta base isocaldrica e
isoproteica que contenia una alta inclusion de trigo (60%) (Anexc 1). El grupo uno fue
considerado como el grupo testigo negativo, ya que no se desafio con el indculo de
coccidias patdgenas. Et grupo dos contenia adicional a !a dieta base un 0.2% de harina de
Aspergillus spp. (Fermacto®). El grupo tres contenia en la dieta base adicionalmente un
0.1% de complejo enzimatico (Avizyme®). El grupo cuatro se consideré como el grupo
testigo positivo, ya que no racibié ningan tipo de suplemento y unicamente se desafio con
las coccidias patogenas. Los grupos 2, 3 y 4 fueron desafiados per os al dia 13 de edad
con el indbculo parasitario anteriormente descrito, la fecha seleccionada para el desafio
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corresponde al punto de ascenso en la campana de desafio coccidiano de los pollos de
engorda criados en condiciones comerciales.’?? El grupo uno en la misma fecha solo
recibio per os solucidn tampdn inocua (PBS estéril).

Tiemp de tr gastr Ji (TTG): Este parametro se midid al tomar la
diferencia en tiempo (minutos) existente entre el tiempo inicial de la administracion per os
de un agente marcador (capsula de gelatina de oxido férrico a dosis de 200 mg/kg de
peso vivo) y su posterior aparicién en heces. Se efectuaron dos lecturas al dia 15 y al dia
22 de edad, para lo cual diez aves (dos réplicas de cinco aves) por tratamiento fueron
colocadas en una jaula limpia. Las aves fueron privadas de alimento una hora antes de
iniciar 1a lectura que se reporta en media de minutos + desviacién estandar.

Peso de las aves (PA): Todas las aves de los cuatro grupos se pesaron aldia 5, 12,19y
26 con una bascuia granataria con rangos de un gramo (Sartorius®), los pesos
expresados en gramos se registraron cada dia de evaluacion.

Peso total del intestino (PTl): A cada grupo (una réplica de 25 aves cada vez) se les
efectuo la eutanasia al dia 20 v 26 de edad por medio de dislocacidén cervical en menos
de 20 segundos de acuerdo con lo indicado en el reporte del panel sobre eutanasia
organizado por la asociacidon americana de medicina veterinaria (AVMA por sus siglas en
inglés).*® Para obtener el peso total del intestino, éste fue seccionado a nivel de piloro y
coprodeo, se peso con todo y contenido, el peso total se determind con una bascula
electronica (Ohaus®) con rangos de un gramo.*®

Calificacion de lesiones y ct ifi i6n de 2 > Al dia 20 de edad, veinticinco
aves de cada grupo fueron sacrificadas humanitariamente.“? las lesiones por coccidia en
el intestino fueron calificadas de acuerdo con la escala de Jhonson y Reid>. Los oocistos

presentes en las haces recolectadas, a partir de cada réplica durante el transcurso de 24
horas, se cuantificaron de acuerdo con lo descrito por Long et af .

Medicién del pH de contenido intestinal: Al dia 20 y 26 de edad, diez aves por grupo se

utilizaron para determinar el pH de ileon y saco ciego. Después de la dislocacién cervical
de las aves, la lectura del pH del contenido intestinal se efectdo insertando un electrodo
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de cristal® dentro del saco ciego e ileon para que tuviera contacto directo con el contenido
intestinal. Las lecturas se efectuaron alternadamente entre grupos y se requirié al menos
de un minuto por muestra. Entre lectura y lectura, el electrodo fue lavado con agua
destilada y se recalibré con buffer neutro.>?

Aisl { oy i6n del nu 0 mas probable de idad for 'as de
colonla de microorganismo | inales anaeroblos: Para la cuantificacion del numero
mas probable (NMP) de microbiota intestinal anaerobia, a partir de cinco aves sacrificadas
por grupo, al dia 20 y 26 de edad respectivamente se obtuvo un gramo de contenido
intestinal a partir de tracto digestive y sacos ciegos, el cual fue diluido en nueve ml de
solucién amortiguada de fosfatos reducida en una camara de anaerobiosis. Se realizaron

diluciones décuples seriadas y se cultivd en placas de agar Reinforced Clostridium
Medium Enrquecido, madio de cultive formulado para cultivar microorganismos
anaerobios. Las placas de agar fueron incubadas 72 haras a 37°C bajo condiciones de
anaerobiosis.¥ Los medios de cultivo fueron examinados y las diferentes colonias de
distintos tipos fueron cuantificadas, el total de unidades formadoras de colonia por gramo
(UFC/g) de ileon se reporta como media % desviacion estandar, 414243

Alslamiento y cuantificacion del numero mas probable de unidades formadoras de
colonia de microorgani. inal aerobi - Para determinar el NMP de

microbiota intestinal aerobia, 1 g de contenido intestinal fue diluido en caldo tioglicolato
(Bioxon México, Oaxaca; México) se realizaron diluciones décuples seriadas y se cultive
en medios especificos para cada género bacteriano. Para el aislamiento de
enterobacterias coliformes se utilizé agar McConkey (Acumedia, Baltimore; USA). Se
empled agar Tergitol 7 (Difco, Detroit; USA) para el aislamiento de enterobacterias no
coliformes y agar SPS (Difco, Detroit, USA) para el aislamiento de Clostridium spp. El agar
Sabouraud dextrosa (Difco, Detroit, USA) se utilizd para el aislamiento y cuantificacion de
hongos y levaduras. Las placas de agar fueron incubadas 24 horas a 37°C en aerobiosis.
LLos medios de cultivo fueron examinados y las diferentes colonias de distintos tipos
fueron cuantificadas, el total de unidades formadoras de colonia por grame (UFC/g) de

ileon se reporta como media * desviacion estandar. 4144

¢ Orian Research ionalizer/S01, Orion Research Incorporated, 8oston MA 02122
' BBL® Gas Pak® Anaerobic Systerm Envelopes; Becton Dickinson, Cockesville, MD 21030 USA
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C de cé/ i A partir de cinco aves por grupo al dia 26 de edad se

obtuvieron muestras sanguineas (empleando la vena radial se cbtuvo 1 m! de sangre con
10% de E.D.T.A.) con la finalidad de cuantificar e porcentaje de linfocitos, heterdfilos,
monocitos, eosindfilos, basdfilos, lisis de leucocitos y leucocitos totales. Las células
sanguineas fueron analizadas de acuerdo con lo descrito por Zinkl en 1986 ¢

Anadlisis estadistico: Se efectuo un andlisis estadistico considerando un solo factor como
variable de respuesta especifica a través de descomposicion cuadratica minima y su
analisis de varianza respectivo. Las variables anatizadas fueron TTG, PA, PTI, calificacion
de lesiones, oocistos en heces, pH y cantidad de células sanguineas. E! NMP de
microbiota intestinal identificada, previo al analisis de varianza se transformé
logaritmicamente con base 10. Las diferencias entre los tratamientos se identificaron con
la prueba de comparacion muditiple de medias de Tukey delimitando una significancia
estadistica para alfa de P<0.05.4¢
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RESULTADOS

La composicion y balance de los macroelementos y los microelementos fue
analizada por un laboratorio especializado (Agribrands-Purina®) la informacion obtenida
corresponde a los requerimientos solicitados, esta informacion se encuentra reportada en
el anexo 1.

El PA varié anicamente al dia 26 de edad, trece dias después del desafio con
coccidias patdgenas, el grupo que contenia la harina de Aspergillus spp., presento el
mayor peso, el cual fue diferente (P<0.05) respecto al grupo testigo negativo y al grupo
que contenia el complejo enzimatico. El grupo testigo positivo fue mayor y diferente
(P<0.05) unicamente con relacién al grupo que contenia el complejo enzimatico (tabla1).

El pH del ileon al dia 20 de edad en el grupo testigo positivo fue mayor y diferente
{P<0.05) con relacion al grupo del complejo enzimatico y del testigo negativo. El grupo
suplementado con harina de Aspergillus spp., fue unicamente diferente (P<D.05) con
relacion al grupo testigo negativo. El pH de los sacos ciegos al dia 20 de edad y el pH del
ileon al dia 26 de edad no mostraron diferencias estadisticas entre los grupos (tabla 2).

E! pH de los sacos ciegos al dia 26 de edad fue menor en el grupo suplementado
con el complejo enzimalico mostrando diferencia estadistica (P<0.05) con relacion al resto
de los grupos (tabla 2).

El NMP de enterobacterias coliformes (1 x 10° UFC/g) en ileon al dia 20 de edad
fue mayor y diferente (P<0.05) en el grupo de harina de Aspergillus spp., con relacion a
ios grupos testigos {positivo y negativo). El grupo del complejo enzimatico no presentd
diferencias respecto a ninguno de |0s grupos (tabla 3).

Et NMFP de hongos y levaduras (1 x 10° UFC/g) en ileon al dia 20 de edad fue

mayor {(P<0.05) en el grupo suplementado con harina de Aspergillus spp.. con relacién al
grupo testigo positivo el cual no difirid con ninguno de los otros dos grupos (tabla 3).
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El NMP de enterobacterias no coliformes (1 x 10° UFC/g) en ileon al dia 20 de
edad fue mayor (P<0.05) en el grupo de harina de Aspergillus sSpp., con relacién al resto
de |los grupos (tabia 3).

El grupo con harina de Asperygillus spp., fue numéricamente el de mayor NMP de
Clostridium spp.. sin embargo, no difirié con respecto al resto de los grupos (tabla 3).

A los 26 dias de edad, unicamente se observdé una mayor cantidad de Clostridium
spp., (1 x 10® UFC/g) en el grupoc del complejo enzimatico, NMP que fue diferente
(P<0.05) con relacion al NMP del grupo de Aspemillus spp., y el NMP del grupo testigo
positivo (tabla 4).

Al dia 26 de edad no hubo diferencia en el niumero total de leucocitos entre cada
uno de los cuatro grupos evaluados, observandose unicamente una tendencia de mayor
cantidad en el grupo del complejo enzimatico y una de menor cantidad en el grupo testigo
positivo (tabla 5).

El porcentaje de linfocitos en el grupo suplementado con harina de Asperygillus
spp., fue mayor (P<0.05) con relacion al grupo del compiejo enzimatico, el cual no difirid
respecto a los grupos testigos (tabla 5).

El porcentaje de hetérofilos fue mayor (P<0.05) en el grupo del complejo
enzimatico con relacion al grupo de harina de Aspergillus spp., y respecto al grupo testigo
positivo. Sin embargo, no fue diferente con relacion al grupo testigo negativo, el cual a su
vez no difirié del testigo positive, y tampoco fue diferente al grupo de la harina de
Aspergillus spp., (tabla 5). El porcentaje de monocitos fue mayor (P<0.05) en el grupo del
compleio enzimatico con relacion al grupo de harina de Aspergillus spp., ¥y respecto al
grupo testigo negativo. Sin embargo, no fue diferente con relacion al grupo testigo
positivo, el cual a su vez no difirié con ninguno de ios otros dos grupos (tabla 5).

No se observaron diferencias estadisticas en el porcentaje de eosinéfilos o

basdfilos entre cualquiera de los grupos analizados (tabia 5). El porcentaje de lisis
feucocitaria fue mayor (P<0.05) en el grupo del complejo enzimatico, esto con relacion al
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resto de los grupos, observandose unicamente una tendencia de menor lisis en el grupo
testigo negativo (tabla 5).

No se observaron diferencias estadisticas en el TTG entre los grupos analizados al
dia 21 y 26 de edad (grafica 1).

Siete dias después del desafio el menor PTi obtenido fue en el grupo con el
complejo enzimatico, el cual fue diferente (p<0.05) con relacion al grupo testigo negativo,
pero no con el resto de los otros dos grupos (grafica 2).

Al dia 26 de edad no hubo diferencia entre los PT| de 1os grupos desafiados y el
grupo testigo negativo (grafica 2).

Las lesiones por £. acervulina de acuerdo a la escala de Johnson y Reid® fueron
mayores en el grupo suplementado con la harina de Aspergilius spp., las cuales fueron
diferentes (p<0.05) con relacién a los grupos testigos. El grupo suplementado con el
complejo enzimatico no difirié respecto al grupo de harina de Aspergilius spp., o el grupo
testigo positivo. El grupo testigo negativo no presento lesiones y fue diferente (p<0.05)
respecto al resto de los grupos (grafica 3).

Las lesiones por £ maxima fueron mayores (p<0.05) en el grupo con harina de
Aspergillus spp., y en el grupo con el complejo enzimatico respecto a los grupos testigos.
El testigo positivo fue mayor al negativo (p<0.05) (grafica 3)

Las lesiones por £. tenella fueron mayores y diferentes (p<0.05) en el grupo con
harina de Aspergillus spp.. con relacion a ios grupos testigos y al grupo del compiejo
enzimatico. Este uitimo junto con el grupo testigo positivo fueron diferentes (p<0.05) a su
vez respecto al grupo testigo negativo (grafica 3).

Se observo un mayor nimero de oocistos totales eliminados al dia 21 con
diferencia estadistica (p<0.05) en los grupos suplementados con harina de Aspermgillus
spp., y complejo enzimatico con relacion al grupo testigo positivo. Los tres grupos a su
vez fueron diferentes (p<0.05) con relacion al grupo testigo negativo (grafica 4).
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DISCUSION

En el presente trabajo el emplear la harina de Aspergillus spp.. en el alimento de
polios de engorda que se encontraban bajo condiciones de estrés, (dieta con 60% de trigo
y coccidias patogenas) explica junto con los resultados observados por Nava et al.,*” el
desarrollo de microbiota intestinal aerobia y anaerobia benéfica, lo cual posiblemente de
acuerdo con los resultados obtenidos en el prasente estudio impidié un incremento de
microorganismos patdégenos del tipo de los Clostridium spp., en el intestino de las aves, o
bien de enterobacterias no coliformes como ya lo ha descrito anteriormente Kimura et
al.,*® al estudiar el comportamiento de la microbiota intestinal después de un desafio con
coccidias patégenas.

El incremento sustancial de enterobacterias coliformes y hongos en el grupo
suplementado con harina de Aspergillus spp., fue diferente con relacion a los grupos
testigo positive y negativo. Aun cuando la cantidad de Enterobactenas fue mayor al resto
de Jos grupos, 1a cantidad de Cl/ostndium spp., no lo fue.

Lo significativo de éste hallazgo fue que la harina de Asperyillus spp., actua como
un agente catalizador del crecimiento bacteriano benéfico (lLactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp., y posiblemente otras bacterias no conocidas y no aisladas) aun
cuando las aves se encuentran bajo un escenario de desafio con coccidias patogenas y
una gran cantidad de PNAvV proporcicnados por la dieta con alta inclusion de trigo. Estas
condiciones permitieron que a los 26 dias de edad en el grupo suplementado con el
complejo enzimatico se favoreciera un incremento en UFC de Clostridium spp., situacion
diferente a la presentada por el grupo que recibié la harina de Aspergillus spp., |0 cual
muestra que el complejo enzimatico en presencia de una alta cantidad de PNAv y un
desafio moderado con coccidias patéogenas, de alguna manera favorece una alta
proliferacion de Clostridium spp., esta situacion se observé aun cuando el grupo testigo
positivo que recibid la misma dieta base con un alto contenido de PNAv y que recibio
ademas el desatio con las coccidias patégenas no presenté la misma cantidad de UFC de
Clostridiurn spp., observada en el grupo del complejo enzimatico.

Adams et al.,'"'? reportaron que la asociacion entre Clostridium spp., y Eimena

acervulina tiene un efecto sinérgico negativo sobre !a digestién, especiaimente después
de los 2 a 11 dias que se efectua ia inoculaciédn de ambos, sin embargo, en el presente
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estudio, el grupo testigo positivo que corresponderia genéricamente al grupo de Adams ef
al.,"""? fue diferente al grupo del complejo enzimatico, el cual presentd ios parametros
mas bajos de todos los presentados por el resto de los grupos.

Lo que permite dilucidar este hecho, es que de alguna manera el complejo
enzimatico degrada a los PNAv generando nutrientes y energia, ic cual de alguna otra
forma favorece también una alta profiferacion (13 dias postinoculacion) de Clostridium
spp., aun cuando la cantidad de coccidias empleadas para el desafio en el presente
estudio fue moderada. Esta observacién difiere de lo observado por Kimura et al..*® ya
que estos investigadores al trabajar con pollos desafiados con coccidia reportaron que el
pico maximo de proliferacion de Clostridium spp., fue 7 dias post-inoculacion. Mientras
que las Enterobacterias mostraron un incrementc moderado pero persistente, indicando
que los niveles de una gran variedad de bacterias encontradas en condiciones normales
(Lactobacilos, bifidobacterium, e incluso enterobacterias y clostridios), retornaron a su
nivel normal hasta los diez dias post-inoculacion, sin embargo, reportan que el disturbio
bacteriano se presentd aun a los 17 dias post-inoculacion. Por [o que este uitimo hallazgo
puede explicar de cierta manera el incremento en el numero de Clostridium spp.,

observado en el presente estudio.

Algunos hallazgos experimentales efectuados por Jansson et al.,*® y Eilwinger y
Teglof® indican que la suplementacion con enzimas disefiadas para degradar los PNAv
reducen el riesgo de enteritis necroética.

Sin embargo, los resultados publicados por Ridell y Kong®' indican que no
pudieron determinar ningun tipo de accién preventiva contra la enteritis necrdtica en dietas
con contenido de trigo cuando se agregaron enzimas del tipo pentosanasas. Los
resultados de Ridell y Kong®' concuerdan con lo observado en el presente estudio y
contradicen la probable disminucion de enteritis necratica indicada por Jansson et al.,*° y
Elwinger y Teglof.® De igual forma Kaldhusdal y Skjerve’ mostraron que la
suplementacion con beta-glucanasas en dietas que incluian trigo, cebada y avena. no
ejercieron ningun efecto protector contra la enteritis necrética en un brote severo en aves
de Noruega, concluyen que la suplementacidn con este tipo de enzimas no tiene ningun
valor preventivo sobre las causas primarias que ocasionan la enteritis necrotica. Esta
conclusién se respalda y confirma con los resultados obtenidos y analizados en el

presente estudio.
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Sin embargo, si bien por una parte el tipo de complejo enzimatico empleado en el
presente estudio aparentemente no protege contra un posible cuadro de enteritis
necrética, por otra parte se desconoce el mecanismo exacto por el cual se observo el
incremento en la cantidad de Clostridium spp.. a los 13 dias post-inoculacién con

coccidias.

Si bien algunos autores como Annison y Choct®? determinaron que el trigo posee
pentosanos los que manifiestan un fuerte efecto antinutritivo (los PNAv forman una capa
mucilaginosa a nivel del lumen intestinal lo cual impide una buena permeabilidad e
interaccién de los nutrientes entre glucocalix y las microvellocidades intestinales) y que
posee una relacion directa con el tipo de microbiota que existe, bajo este contexto y el
propuesto por Ridell y Kong®', el grupo testigo positivo desafiado con coccidias debid
haber mostrado una cantidad incrementada de Clostndium spp., sin embargo, éste
incremento exacerbado Gnicamente se observo en el grupo suplementado con el complejo

enzimatico.

E! complejo enzimatico al actuar sobre sus sustratos en el trigo libera entre varios
productos principalmente complejos de carbohidratos, los cuales posiblemente pueden
ser faciimente aprovechados por Clostrnidium spp. Por ejemplo, Ridell y Kong®' mostraron
que al infectar con Clostridium spp., un grupo alimentado con una dieta con base en maiz
no mostré Nningan incremento significativo de mortalidad atribuida a enteritis necroética, la
mortalidad se presento hasta el momento en que se le proporciond a uno de los grupos
experimentales alimentados con la misma dieta con base a maiz una fuente adicional de

glucosa.

Algunos autores como Choct et al.,>® y Schneitz et al.,’* han observado que el uso
de sustancias que funcionan como promotores de crecimiento y que regulan la microbiota
nativa intestinal como es el caso de los antibidticos, los probidticos y posiblemente
también con base a los resuitados observados en el presente estudio, el uso de un
prebidtico (2% de HA), pueden estar mostrando un efecto positivo que posiblemente se
encuentra relacionado con la efiminacion de microorganismos anaerobios fermentativos
que producen principaimente acido butirico en el intestino (especiaimente Clostridium
spp.). Aunque actualmente el bosquejo general de las condiciones requeridas para que se
presente un cuadro de enteritis necrética no se encuentran completamente esclarecidas,
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es altamente factible que cuando existe un cambio en las condiciones microambientales
del intestino, el numero de UFC de Clostndium spp., puede incrementarse
axacerbadamente, lo cual puede conducir a una gran produccién de toxina-a por parte de
C. perfringens y consecuentemente ocasionar enteritis necrotica, 5354

En el presente estudio |a suplementacion del complejo enzimdtico bajo las
condiciones adversas del estudio (Incorporacion de 60% de trigo y desafio medianamente
patégeno con coccidias) posiblemente indujo de acuerdo a la tendencia observada por
Kimura et al.,*® un desbalance bacteriano prolongado hasta ios 26 dias de edad, por lo
cual es factible que el complejo enzimatico junto con la dieta alta en trigo pudieran haber
causado un disturbio det microambiente intestinal de acuerdo a lo ya acotado por Choct et
al. > y Schneitz et al.,’* convirtiéndose en este caso como una posible causal de enteritis
necrética, lo cual proporciona una nueva hipotesis para futuros estudios de investigacion
que consideren la interrelacion de las enzimas que se emplean en las dietas de aves
productivas, con las especies de coccidia mas comunes y Clostridium spp.

Esta asociacidn, ha sido explicada por Kaldhusdal y Skjerve’ quienes le otorgaron
mayor peso causal en fa induccion de este padecimiento al trigo (a un nivel de
incorporacién regular de 32% a 35%), mismo efecto que se evidencid en el presente
estudio, sin embargo, aunque no se pudo efectuar la calificacién por medio de las lesiones
tipicas de enteritis necréotica (membranas diftéricas que cubren la mucosa del intestino
delgado) si se observd un incremento significativo de la cantidad de Clostridium spp., en
los grupos desafiados con coccidia, principaimente en el grupo suplementado con el

complejo enzimatico

Kaldhusdal y Skjerve’ mostraron a través de un profundo analisis epizootiolégico
que los principales cereales empleados en ia dieta de los pollos de engorda en Noruega
(maiz, trigo, avena, cebada) se encuentran implicados en una incidencia alta de enteritis
necrotica, sobre todo cuando no se agregan antibioticos a la dieta, estos autores
propusieron en concordancia y ratificacién con los resultados del presente estudio, que la
composicién del alimento es un factor critico en el desarrollo de una gran cantidad de
padecimientos gastrointestinales como la enteritis necrotica, ademas de considerar el
papel decisivo que tiene la composicion de la dieta en la afeccidn o promocion de la salud
de las parvadas.
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Las condiciones de estrés anteriormente mencionadas se han asociado con
problemas intestinales (enteritis necrética) principaimente por |a pérdida del equilibrio en
la ecologia intestinal. Se han relacionado ademas a los cambios de pH en el lumen
intestinal, a la proliferacién de microbiota patégena y al dafo de la estructura en la
mucosa intestinal, especificamente la mucosa cecal, de acuerdo con lo reportado por
Ficken y Wages,* Arakawa et a/.,°° Baba et al.,5® Kogut et al..*” Juarez y Téllez® y Bradiey
otal>®

Es probable que el balance positivo observado en el presente estudio entre la
microbiota y el ecosistema intestinal del grupo suplementado con la harina de Aspergillus
spp.. haya sido regulado también por otro importante efecto de la harina de Aspergilius
spp., reportado ya anteriormente por Nava et al.,’° como es la sintesis de bacteriocinas
por parte de la microbiota benéfica promovida por el prebidtico. De acuerdo con o
reportado por Schneitz et al..** una gran cantidad de bacterias benéficas se ven
favorecidas para crecer al tomar como sustrato principal a la harina de Aspergilius spp.,
estas bacterias benéficas pueden producir este tipo de compuestos reguladores, por lo
cual es factible que en el grupo sin suplementar con la harina de Aspergillus spp., al no
existir este tipo de bacterias benéficas seleccionadas especificamente por este prebidtico
(No se efectud el aislamiento de bacterias anaerobias benéficas del! tipo de los
Lactobacillus spp.. o los Bifidobacteriurmn spp.. aunque ya se ha descrito su presencia), es
posible que de acuerdo con o observado por Kimura et a/.,*® la mucosa haya sufrido una
agresion mas severa por parte de {as bacterias perjudiciales promovidas y favorecidas en
el brote subclinico inducido por parte de las coccidias (Enterobacterias no coliformes,
coliformes y Clostridium spp).

E! efecto benefico de mantener la ecclogia intestina! saludable debido a la
administracion de harina de Aspergillus spp.. ¥y su rapida recuperacion post-infeccién con
las coccidias, de acuerdo con las observaciones efectuadas por Kimura et al.,*® en el
presente estudio se reflejaron en la mayor ganancia de peso corporal al dia 26 de edad en
el grupo suplementado con harina de Aspe/gillus spp., contrariamente a (o observado en
el grupo suplementado con el complejo enzimatico, el cual presenté ei peso mas bajo en
esta fecha, inctuso menor con relacion al peso observado en los dos grupos testigos.

Algunos autores como Qin et al/.,°' han reportado que cuando existe interrelacion
entre Eimena tenella y Salmonella enteritidis se presenta un incremento en la invasion por
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8. enteritidis a los sacos ciegos, sin disminuir el grado de invasién a érganos internos por
el efecto de la coccidiosis.

Qin et al.,*' al wilizar como probidtico a Lactobacillus acidophilus no observaron
que la poblacion de Sa/monella enteritidis en sacos ciegos disminuyera, mientras que [a
utilizacion de la harina de Aspergilius spp., ha mostrado disminucién en ia cantidad de S.
enteritidis en este érganc, de acuerdo a lo reportado por Nava et al.,*® sin embargo, estos
autores coinciden en sus hallazgos con algunos resultados reportados por Qin et al.,®'
quienes lograron disminuir la infeccion por S. enteritidis cuando emplearon un probidtico
junto con un prebidtico (Lactobacillus acidophilus + lactosa). Esto pemmite dilucidar que de
acuerdo a los resultados de Nava et al.,* y los observados en el presente estudio la
harina de Aspergillus spp., promueve una proteccion real a nivel de mucosa
gastrointestinal ademas de mostrar un evidente efecto sobre una rapida recuperacién
después de un desafio moderado con coccidias.

Kogut et al.,” al efectuar un desafio con 25,000 occistos de E. tenelia por ave a!
dia tres de edad de manera conjunta con la inoculacion de 1 x 10* UFC de Salmonella
typhimurium observaron Que se incrementaba el numero de aves positivas a S.
typhimurnum, esto en comparacion con los grupos control que no recibieron el desafio con
E. tenella.

En contraposicién a lo reportado por Qin et al.*' y en concordancia con los
resultados del presente estudio, Kogut et a/.,’’ determinaron en otro de los experimentos
efectuados por ellos que la administraciéon al dia de edad de un cultivo de microbiota
nativa intestinal de tipo no definido, disminuia el nimero de aves positivas a S.
typhimurium independientemente si estaban o no desafiadas con E. tenella, ellos
conciuyeron que la accién protectiva por parte de la microbiota nativa intestinal de tipo no
definido contra la colonizacion del saco ciego por S. typhimurium no presenta ningun
efecto adverso, sin importar que reciban o no una infeccién de tipo clinica por £. tenelfa.
Sin embargo, de acuerdo con la conclusién de Kogut et al.,.>” y si bien en el presente
trabajo no se contempld ningun desafio con Salmonella spp., si se observo que la
microbiota promovida por la harina de Aspergillus spp., mostrd efectos de proteccion a
nivel de mucosa intestinal (se observo un efecto de mayor proteccion a nivel de sacos

ciegos e ileon).
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Lo interesante de los resultados del presente estudio es que dan pauta para
investigar en el futuro sobre el efecto que ejerce la harina de Asperygillus spp., sobre el
grado de infeccién por parte de un desafio con Salmonella spp.. el grado de daifo
producido conjuntamente por las coccidias y la cantidad de clostridios existentes en el
tracto gastrointestinal en cada una de estas situaciones.

En un estudio efectuado por Grajeda et al.,*? utilizando harina de Aspergillus spp.,
junto con un desafio por E. tenella, Grajeda et a/.,°? determin® una concentracién aita de

> con ¢© y no

igA en mucosa intestinal en el grupo que unicamente fue
recibié la harina de Aspergillus spp.; la medicidon de la IgA se efectud exactamente sietes
dias post-inoculacién, momento en el que E. tenella efectia la mayor cantidad de dario al
epitelio cecal, probablemente la cantidad de IgA detectada fue de tipo inespecifico y
debida a los eventos vasculares de tipo hemorragico ocasionadas por el proceso agudo
de inflamacién, lo cual posiblemente permiti® que en el grupo desafiado y no
suplementado con la harina de Aspergillus spp, existiera una gran cantidad de 1gA en el
trasudado. El grupo que recibié el desafio y que contenia harina de Aspergillus spp.,
presentd menor cantidad de IgA en la mucosa cecal, ademas de no diferir con el grupo
que contenia unicamente harina de Aspergillus spp., lo cual sugieren en conjunto con los
hallazgos del presente estudio que la harina de Aspergillus spp., confiere proteccién frente
a los efectos detrimentales inducidos por la infeccién con £. tenella, o bien que el tipo de
microbiota promovida y mantenida por este prebidtico en particular no tiene efectos
detrimentales tan severos como los observados en el grupo desafiado y no suplementado
con la harina de Aspermillus spp., o el grupo suplementado con el complejo enzimatico.
Este andlisis lo respaldan las observaciones de auto.es como Kimura et al.,*® estos
autores coinciden con otros investigadores acerca del probable antagonismo existente
entre lactobacilos y enterobacterias. Estas observaciones explican en parte por que en el
presente estudio el grupo que recibid la harina de Aspergillus spp. y fue desafiado con E.
tenella presentdo menos efecto detrimental sobre la integridad de la mucosa intestinal, lo
cual se refiejé en una mejor ganancia de peso, que aunque no se observo tan temprano
como a los siete dias post-inoculacion si se pudo verificar 13 dias después a los 26 dias
de edad. Situacion contraria a la del grupo que recibié el compiejo enzimatico, el cual al
presentar el desbalance bacteriano durante mas de diez dias (periodo de 13 dias post-
inoculacion) con una probable falta de recuperacion en su poblacion bacteriana de tipo
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lactica y de la microbiota nativa intestinal benéfica en general, mostré un efecto poco

favorabie en la ganancia de peso.

Posiblemente el efecto conjunto del prebidtico (harina de Aspergillus spp.) ¥ la
microbiota nativa intestinal benéfica inducida por accién del mismo en el tracto digestivo,
ejercieron dos efectos en la mucosa intestinal despueées del desafio, uno protectivo y otro
regenerativo, reflejandose con una mayor ganancia de peso en el grupo suplementado
con harina de Aspergillus spp., y desafiado, esto en un periodo corto de tan solo 13 dias
después de la infeccion.

En cuanto al peso total del intestino es evidente que el desafio inducido por el
inoculo empleado en el presente estudio, afecté 7 dias postinoculacién en mayor grado al
grupo no suplementado con el prebidtico y desafiado, al igual que al grupo que recibié el
complejo enzimatico y también se desafio, esta con relacion directa al grupo testigo
negativo o bien con relacion al grupo que si recibié 1a harina de Aspergillus spp.. sin
embargo, esta diferencia ya no se pudo observar a los 26 dias de edad. Lo anterior indica
que el menor peso mostrado por el testigo positivo y el grupo suplementado con el
complejo enzimatico se pudo deber a un menor contenido intestinal ocasionado por un
aumento de la peristalsis, ésto como reflejo de eliminacion del estimulo nocivo inducido
por las coccidias, o bien debido a una disminucion de los procesos fisiolagicos de
absorcion atribuibles al dano en la mucosa intestinal, mientras que el grupo con harina de
Aspergillus spp., mostrdo menor afectacion en el peso total del intestino, aunque el
mecanismo para mostrar éste mayor peso y tenar al mismo tiempo una mayor tasa de
replicacion de oocistos, junto con una mayor calificacion de lesiones de E. acervulina, E.
maxima y E. tenella aun no se encuentra completamente esclarecido, por lo cual se
requiere de mayor cantidad de estudios para despejar las causales de éste efecto.

No debe descartarse que e! peso mayor del intestino del grupo suplementado con
ia harina de Aspergillus spp., y desafiado se pudo deber al proceso inflamatorio inducido
por las tres especies de Eimena spp. empleadas en el desatio, por lo cual para descartar
este factor en futuros estudios debe inciuirse alguna técnica de histopatologia o de
integridad intestinal que determine el efecto de inflamacion a esta fecha, o bien incluir
ademas un grupo suplementado con harina de Aspergillus spp., sin desafiar.
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Algunos autores como Bradley y Radhakrishnan,’® Clark et al.,%% visco et al.,%3%%
Baba et al.,>® y Wallach y Waldensted'® han observado que las aves convencionales sin
proteccion inmune inducida por un desafio previo con coccidias, ante un desafio
moderado con cocistos de E. tenel/a altamente patdgena presentan mortalidad, mientras
que aves axénicas es decir sin bacterias en el tracto digestivo, a pesar de lo aparatoso
que pueden observarse las hemorragias ocasionadas por un desafio similar con oacistos
de E. tenella altamente patdgena, no llegan a presentar mortalidad.

En el presente estudio la obsarvacion efectuada a partir de los grupos desafiados
puso de manifiesto la importante interaccion que existe entre la microbiota del saco ciego
de las aves domésticas y los efectos detrimentales ocasionados por un desafio moderado
con 40,000 oocistos de E. ftenella por ave; ademas del grado de proteccion que induce la
harina de Aspergillus spp., que aunque no se pudo verificar a los sietes dias post-
infeccion si se pudo constatar dos semanas después.

Es posible que la harina de Aspergillus spp., ejerza su mayor efecto los sacos
ciegos, sin embargo, es posible que en los sitios anatdmicos del tracto digestive donde se
replicaron E. acervulina y E. maxima estén mostrando una tendencia de recuperacion
similar a la ocbservada en |a mucosa cecal inducida por Ia harina de Aspergillus spp, esto
de acuerdo a las investigaciones reportadas por Grajeda et al.®® Como ya se indicé
anteriormente. es interesante considerar que a pesar de que el grupo de Aspergillus spp.
desafiado presentd el mayor peso a los 26 dias de edad, ganancia de peso que quiza es
de tipo recuperatoria (anteriormente conocida como ganancia de peso compensatoria),
fue al mismo tiempo el grupo que mayor tasa de eliminacion de cocistos presento al dia
21 de edad. Esta observacién posiblemente se encuentra relacionada con el efecto
fisiolégico de retardar la velocidad de transito gastrointestinal inducido por la harina de
Aspergillus spp., efecto reportado anteriormente por Nava et al.*° y aunque en el
presente estudio el grupo suplementado con harina de Aspergillus spp., mostré la mayor
cantidad de oocistos excretadas en heces junto con el grupo suplementado con el
complejo enzimatico, el hecho de que no haya existido diferencia en la escala paramétrica
de tiempo de medida del transito gastrointestinal, no impidié que estos dos grupos
mostraran la mayor cantidad de oocistos eliminados en heces en la misma proporcion que
coma se observd el tiempo de retraso del transito gastrointestinal en las dos fechas de
evaluacion. Posiblemente en el grupo de la harina de Aspergillus spp., ésto se debio a
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que al haber una mayor cantidad de microorganismos y favorecer éstos un aumento dei
metabolismo intestinal, aceleraron en general los procesos enzimaticos de digestion, que
aunados a un mayor tiempo de retencién de la ingesta y consecuentemente de la
presencia de los oocistos, permiti® que las coccidias aumentaran su tasa de
desenquistacion y de invasion, sin embargo, aun no se encuentra bien dilucidada !a forma
en que la harina de Aspergillus spp., por una parte favorece la infeccién por coccidia y por
otra parte protege y promueve una mayor ganancia de peso sin afectar el peso total del
intestino, mostrando a la vez una mayor cantidad de oocistos en heces al dia 21, ademas
de obtener principalmente en e! saco ciego una calificacion mayor en |a escala de
lesiones de Johnson & Reid® Mientras que en el grupo con el complejo enzimatico el
efectc de retardo en el transito del bolo alimenticio y alta tasa de desenquistacion se debid
posiblemante a mayor disponibilidad de nutrientes o proparcionalmente a mayor actividad
enzimatica respecto al grupo testigo positivo, sin embargo, estos procesos no se pudieron
aprovechar favorablemente ya que bacterias como Clostridium spp. proliferaron en gran
cantidad de tal forma que el peso a los 26 dias fue menor al del grupo suplementado con
la harina de Asperyillus spp.

El efecto detrimental observado en las aves con microbiota convencional del
presente estudio cuando se desafian con E£. tenella y a diferencia de las aves
gnotobidticas inoculadas con la misma cantidad de oocistos de E. fenella en el estudio
efectuado por Baba et al..>® se atribuye posiblemente a la accion de las bacterias; sin
embargo, a diferencia del presente estudio Baba et al.,*® no evaluaron la presencia
especifica de Clostndium spp., o cual indica que si bien los efectos detrimentales
observados en un desafio con coccidias son debidos a ia interacciéon de diversos géneros
de bacterias, en el presente estudio se pudieron deber a la presencia adicional especifica
de una gran cantidad de Clostnidium spp.. como la observada en el grupo suplementado
con el complejo enzimatico. Lo que no se puede saber acertadamente con base a los
resultados obtenidos en el presente estudio, es porque et complejo enzimatico indujo una
aita proliferacidn de Clostridium spp.

El efecto de adicionar harina de Aspergillus spp., o complejo enzimatico a la dieta
alta en trigo, retrasa aparentemente el tiempo de transito gastrointestinal, se observa una
mayer cantidad de lesiones y una mayor tasa de eliminacion de oocistos con retacion al
grupo testigo positivo, el cua! fue desafiado pero no recibié ningdn tipo de aditivo
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alimneticio. Los efectos observados y enumerados anteriormente en los dos grupos
suplementados (H. de Aspergillus spp., y complejo enzimatico) son semejantes, sin
embargo, el bajo peso, el bajo pH, la alta lisis leucocitaria y el desequilibrio entre las
paoblaciones microbianas aerdbicas y anaerdbicas, fueron constantes en el grupo que
recibio el complejo enzimatico, lo que permite establecer por un lado que existe un claro
efecto benéfico promovido por el prebidtico y por el otro Ia falta de efecto protector por
parte del complejo enzimatico a la mucosa intestinal después det desafio coccidiano, esto
principalmente frente a posibles microorganismos patdégenos presentes después det

desafio con las coccidias, de acuerdo con lo ya reportado por Kimura et al.*®

Se ha reportado que la suplementacion con harina de Aspergilius spp., tiene la
caracteristica de modular varias funciones del tracto gastrointestinal y estimular la
proliferacion de la microbiota intestinal benéfica, lo cual coincide con ios resultados
obtenidos en el presente estudio.'®®® La utilizacién de carbohidratos fermentables no
absorbibles como la harina de Aspergillus sp. puede modificar y modular la ecologia
intestinal de la microbiota, ya que puede actuar como sustrato para la sintesis de algunos
metabolitos terminales como los acidos grasos de cadena corta (AGCC’). Ademas de
proporcionar una fuente de energia para algunos microorganismos, las células del epitelio
intestinal pueden metabolizar los AGCC’, los cuales ilegan a constituir el mayor recurso
de energia para las células de! intestino. La oxidacién de los AGCC’ proporciona del 60 al
70% de la energia utilizada por el enterocito y son utilizadas primariamente aun en
presencia de glucosa, el AGCC' mas importante es el butirato, %%

ta microbiota bien desarroilada ayuda a mantener la integridad y funciéon del
sistema digestivo, puede metabolizar proteinas y compuestos que contienen sulfuro,
glicoproteinas endégenas y glicoproteinas exodgenas. Algunos microorganismos se
desarrollan gracias a los productos intermedios de la fermentacion bacteriana como el
lactato, succinato, formato y etanol, trasformando estos metabolitos intertmedios en
productos finales como los AGCC".

Gracias a la administracion de harina de Aspergillus spp., no solamente es posible
afectar la dinamica de las pcoblaciones benéficas a nivel intestinal, sino que ademas se
pusde modular la ecologia intestinal (poblaciones bacterianas, sintesis de metabolitos,
exclusién de patégenos, modificacion de nichos ecolbgicos, regulacion de la traslocacion
bacteriana) y con ello favorecer |a fisiologia intestinal (modulacién de la motilidad y

29



proliferacién de las células de las criptas de las vellosidades en la mucosa intestinal,
mejor absorcion de nutrientes, activacion inmunolégica intestinal, regulacion de la funcidn
endocrina y de algunas funciones sistémicas relacionadas con la digestién).

Se ha documentado ampliamente ya la importancia del rapido establecimiento de
una microbiota nativa intestinal madura, lo cual gracias a la administracién de prebioticos
este procesO éste proceso se puede acelerar y excluir el desarrollo de bacterias
patégenas en el tracto gastrointestinal.'®%®

La suplementacidon de harina de Aspergillus spp., y del complejo enzimatico
generd aparentes cambios en las poblaciones de la microbiota intestinal, estos cambios a
su vez posiblemente generaron una alteracion en la produccion de AGCC®, lo cual actio
directamente en la luz intestinal modificando el pH. Existen investigaciones que muestran
que el pH del saco ciego disminuye con la supiementacién de harina de Aspergillus spp..
a edades tan tempranas como a los diez dias de edad, sin embargo, se ha observado que
a mayor suplementacidon de harina de Aspergiflus spp.. este efecto se revierte
aparentemente, ya que en estas mismas investigaciones se observé que al dia 20 de
edad, el pH del saco ciego era mayor que el del grupo testigo negativo. reportando a su
vez una menor concentraciéon de AGCC’, esta misma tendencia se observé al dia 30 de
edad, sin embargo, los investigadores reportaron una menor diferencia entre los dos

grupos.™

En el presente estudio siete dias después del desafio con las coccidias patégenas,
no se observo diferencia en los valores de pH entre los grupos, lo cual posiblemente
indica que existié una tendencia ajena a la concentracion de AGCC® que impidié se
elevara el pH. Sin embargo, al dia 26 de edad si se observa una disminucion del pH en
los sacos ciegos de las aves suplementadas con el complejo enzimatico, o cual se debid
posiblemente a una alteracién en el balance de la microbiota con la replicacion
predominante de un solo tipo de microorganismo posiblemente patégena (Clostridium
spp.) o bien proliferd un grupo bacteriano que metabolizo y produjo una mayor cantidad
de AGCC'. Scheneitz ef al. > al evaluar un probidtico definido administrado al dia de
edad, determinaron que a los 12 dias se incrementa la produccién de acido propiénico en
el ileon y saco ciego, a los 31 dias de edad se incrementa ligeramente la produccion de
acido acético en ileon pero decrece significativamente la concentracion de acido lactico,
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en tanto que en ciego disminuyen el dcido acético, butirico, caprénico y lactico. Lo cual
indica al igual que en el presente estudio que es factible existan bacterias anaerobias que
son capaces de transformar el lactato en propionato.

Se ha descrito que en algunas P de la r idn de las Eimernias, las
lesiones inducidas por la destruccion celular y el detrnitus producido pueden llegar alterar el
pH, alcalinizando el medio. Aunque no se descarta la posibilidad de que los niveles de
produccion de AGCC*® en este grupo no se hayan alterado. El pH menor del ileon a los 20
dias observado en el grupo testigo negativo, difid completamente con el grupo que
Unicamente se desafio, lo que indica posiblemente que el desafio con coccidias a esta
edad tiene el efecto de elevar el pH en el ileon, lo cual se contrapone a lo observado en
saco ciego, donde no hubo diferencia, en el ileon no se replicé ninguna de las coccidias
del desafio, por lo cual la diferancia se debe mas que al desafio, al hecho de haber
incorporado en estos grupos la harina de Aspergilius spp., o el complejo enzimatico.

La baja concentracidn de AGCC' en los sacos ciegos y Ia observacién de valores
de pH elevados pueden estar relacionados con lo reportado por diferentes autores
quienes indican que la absorcion de AGCC" es dependiente de la concentracion,
funcionando |a absorcién como un sistema de retroalimentacion negativa.’® Se ha
mencionado ademas que el trasporte, difusién y absorcion de los AGCC’ se acomparnia de
un aumento en la absorcion de Na, K y agua, ademas de la aicalinizacidon de la luz
intestinal debida a la acumulacion de bicarbonato y PCO2.

De acuerdo con l0s reportes de Téllez ef al.,>®> y Yun et al..%” uno de los

mecanismos importantes de defensa inesp icos iados al tracto intestinal es el

grado de maduracion de las células de la mucosa intestinal, estas desarrolian una mejor
respuesta cuando alcanzan rapidamente la madurez fisioldgica. Lo que permite
comprender los resultados obtenidos en el presente trabajo en e! grupo de la harina de
Aspergillus spp.. con una dieta estresante (60% de trigo), junto con un brote de coccidias
controlado y la aparente falla en la recuperaciéon post-infeccién de la microbiota intestinal
del grupo suplementado con el complejo enzimatico.

El incremento en el uso de probléticos y prebitdticos como factores de proteccion
contra agentes patdgenos es cada dia mayor, sin embargo, se ha efectuado poca
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investigacion acerca de la interaccién de estos productos con algunos agentes patégenos
como las coccidias, Salmonella enteritidis, campilobacteriosis y el grado de proteccién que
puede generarse en su presencia, 10 cual puede constituir materia para proximos
estudios.

Con base en los resuitados observados en el presente estudio, la inclusion de
prebidticos en las dietas comerciales para pollo de engorda, debe ser considerada basica
en la formulacidon de las raciones actuales, ya que proporcionan un sustrato adecuado
para el desarrollo y metabolismo de la microbiota intestinal benéfica y la activacion de la
fisiologia intestinal del pollo neonato. Ademas de amortiguar el efecto detrimental por
parte de agentes patogenos siempre presentes en las casetas de pollo comercial, como
son las Eimerias.

La microbiota coloniza practicamente todo el tracto digestivo de las aves y puade
encontrarse en concentraciones que oscilan entre 1 x 10° y 1 x 10'! bacterias por gramo
de contenido en ileon y saco ciego respectivamenteA""” Concentraciones de
microorganismos tan extraordinarias, tienen una actividad metabdlica alta y que se ha
estudiado muy poco. Sin embargo, influye no solo en la viabilidad de los sustratos para su
huésped, sino también en su salud y rapido crecimiento. Por lo tanto, la nutricién como
disciplina cientifica debe de considerar ai ave y Su microbiota como un sistema de
interaccion dinamica, ya que ambos se desarrollan en una perfecta relacién biologica y
dependen de los ingredientes y densidad de nutrientes que en ellos se encuentran. Las
dltimas investigaciones en nutricion animal sugieren que en el futuro los componentes
nutricionales de las dietas deben considerar el impacto que dichos ingredientes tengan en
la distribucion y desarrollo de las especies bacterianas.

Se concluye que el tipo de ingredientes con que se formulan las dietas afecta la
microbiota y ésta tiene un impacto especifico sobre la nutricién y salud de las aves. Como
resultado, dietas aparentemente iguales en calorias y contenido de nitrégeno pueden en
realidad ocasionar cambios drasticos en el tipo de microbiota que coloniza el intestino. El
conocimiento de los factores que afectan el desarrollo de la flora benéfica (Lactobacillus
spp.. y Bifidobactenum spp.) y la disminucién de microbiota potencialmente patdogena
(Clostridium spp.) es la clave del éxito para las explotaciones comerciales intensivas del
futuro,

32



CONCLUSIONES

- La harina de Aspergillus spp., ejerce un efecto fisioldgico benéfico sobre e! tracto
gastrointestinal, el cual no se altera con un desafio moderado de coccidias patégenas.

- La harina de Aspergillus spp., protege contra los efectos detrimentales inducidos por
Clostridiurn spp., después de un desafio moderado con coccidias patégenas.

- ElI compiejo enzimatico en dietas con 60% de trigo no protege contra un desafio
moderado de coccidias patégenas y potencialmente puede inducir enteritis necrotica.
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ANEXO 1.- ANALISIS DE LA DIETA BASE CON ALTA INCLUSION DE TRIGO (60%)

ANALISIS DE LOS NUTRIENTES

Nutrientes controlados

Iniciadar (1-2 dias)

Nutrientes Min % Real
Proteina Cruda 21 21
Grasa Cruda 2.5 1"
Fibra cruda - 3.688
Calcio Total 1 1
Fésforo. Disponible 0.45 0.45
E.M. Aves MC/Kg 3 3
Met+Cistina 0.9 0.9
Lisina 1.2 1.2
Treonina 0.8 0.811
FUENTE DE ANALISIS: (AGRIBRANDS PURINA®) (AGRIBRANDS PURINA®)
MATERIAL PASTA DE SOYA TRIGO
Proteina 49.1 10.2
Grasa S 33
Fibra 4.5 2.9
Ceniza 6.2 1.8
Humedad 1.7 12.9
ELN 27.5 88.1
Calcio 04 0.2
Fésforo 0.69 0.22
Taninos - 0.41
Actividad Ureésica 0.132 C-
Aflatoxinas NSD NSD
Vomitoxina NSD NSD
Zearalenona NSD NSD
Tricotecenos NSD NSD
Ocratoxinas 3 ppb 8 ppb
Fumonisina 10 ppm -9 ppm
COMPOSICION PRACTICA:
INGREDIENTE Kilogramos Porcentaje
TRIGO 808.902 680.8902
SOYA 46 Pct. 270.621 27.0821
ACEITE CRUDO (Primera) 88.185 8.8185
CARBONATO DE CALCIO 18.199 1.8199
ORTOFOSFATO 1820 6.291 0.6291
SAL 3.5 0.35
METIONINA 98 1.601 0.1601
PREMEZCLA VITAMINAS Aves 1 0.1
PREMEZCLA MINERALES Aves 1 0.1
L-LISINA HCI 0.402 0.0402
CLORURO DE COLINA 60 0.3 0.03
Total 1000.001 100.0001
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TABLA 1. Efecto de la administracion dietética de harina de Aspergillus spp., o complejo
enzimatico sobre el peso corporal en pollos de engorda desafiados con coccidias
patogenas al dia 13 de edad.

Grupo Dfa5 Dia12 Dia19 Dfa 26
_(gramos) (gramos) (_g@nos) (_g_;gmos)

Testigo negativo 6396+881° 18502+21.92° 388.89+3969° 67550+ 7161°

Harina de Aspergillus  65.48 + 11.51° 185.91+38.53" 411.16+56.32°  738.69 +62.69°
spp.

Complejo enzimdtico 65444 10.10° 193.55+23.11° 590.61+47.34° 619.10+99.36°

Testigopositivo  69.96+ 11.70° 201.67+2834" 416.05+77.18° 687.90 + 96.53*

* Medias en la misma columna con diferente literal son significativamente diferentes (P < 0.05).
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TABLA 2. Efecto de la administracion dietética de harina de Aspergillus spp., o complejo
enzimético sobre el pH de ileon y sacos ciegos en polios de engorda desafiados con

coccidias patégenas al dia 13 de edad.

20 dias de edad 26 dias de edad
Grupo ileon* Ciego* ileon* Ciego*
Testigo negativo 6.33+064°¢ 6.12+ 055" 6.19+0.85* 6.37 +0.53°
Harina de Aspergillus spp. ~ 7.06 4092 6.41+062° 6.58 +0.69° 6.87+0.66°
Complejo enzimatico 6.50+ 0.34% 6.43+052* 6.39+0.70° 578+064°
Testigo positivo 7.13+060° 6.29+0.30° 6.31 +0.60° 6.43+048°

* Medias en la misma columna con diferente literal son significativamente diferentes (P < 05).



€

TABLA 3. Efecto de la administracidn dietética de harina de Aspergillus spp., 0 complejo enzimético en
pofios de engorda sobre el conteo celular (UFC/g contenido de ileon) de enterobacterias coliformes,
hongos-levaduras, enterobacterias no coliformes y Clostridium spp., al dia 20 de edad

Grupo Coliformes  Hongos-Levaduras Enterobacterias  Clostridium spp.
(1x10% {(x10°) (1x10%)* - {(1x10%*

Testigo negativo 352+388°  824+1442% 448+631° 80.5+266°

Harina de Aspergillis 8488+ 1109.4°  67524876.7%  6928+9012°  114.0+918°
Spp.

Complejo enzimatico  124.0+2168%  1120+41734®  70.0+1238° 65.5+40.8°

Testigo positivo 2404241°  168+1375° 108+867°  906+1033°

* Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por gramo. Medias en la misma columna con diferente fiteral
son significativamente diferentes (P < 0.05).
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TABLA 4, Efecto de la adminisiracion dietética de harina de Aspergilius sp o complejo enzimatico en
pollos de engorda sobre el conteo celular (UFC/g contenido de ileon) de enterobacterias coliformes,
hongos-levaduras, enterobacterias no coliformes y Clostridium spp., al dia 26 de edad

Grupo Coliformes  Hongos-Levaduras Enterobacterias  Clostridium spp.

(1x10°%) (tx10%y* (1x10%)* (tx10°®

Testigo negativo 280+626° 320+609° 324:607°  3780.0448474%

Harina de Aspergiflis  84.0£187.8°  272.0+597.0° 236.0£4944°  2,595.044420.7°
Spp.

Complejo enzimatico  76.0+147.9°  1400£246.17°  232.0:4220°  8890.0£41115°

Testigopositvo 24045367 64041434 28046267 32001 3647°

* Unidades Formaderas de Colonia (UFC) por gramo. Medias en la misma columna con diferente literal son
significativamente diferentes (P < 0.05).



TABLA 5. Evaluacion de cuenta sanguinea al dia 26 de edad de leucocitos totales (%) finfocitos,
hetérofilos, monocitos, eosinéfilos, basGfilos y lisis leucocitaria en pollos de engorda desafiados con
coccidias patégenas al dia 13 de edad.

Grupo Linfocitos  Hetérofilos Monocitos Eosindfilos Basofilos Leucocitos  Lisis
(%a)* (%) (%)* (%) (%)*  Totales/ul* Leucocitaria
()t

b ab b a 2 a b
R Testigo negativo 66.83+530" 31.0£525" 1664163 040 050+083° 4.841+1553° 2664081

4]

a c b 2 2 a b
Hanade  [480£1323' 144048567 66047.40° 00  4204327" 498013126 1081571

Aspergillus spp.

] 1 3 ] ] 2 ]
Complejo 4925+2658” 3225£1637° 145046.95° 052+080° 375+359° 5300+2312" 27.75+149

enzimético

ab be ah a a 2 b
Testigo positivo 711641636 18.00+9.29™ 7.33+£520™ 033+051° 383+371° 4800+3222" 933+516

* Medias en la misma columna con diferente literal son significativamente diferentes (P < 0.05).



oF

Grafica 1. Efecto de la administracion digtética de harina de Aspérgilh)srsrpp., o-

Avizyme sobre el tiempo de trénsito gastrointestinal en pollos de engorda desafiados
con coccidias patogenas al dia 13 de edad
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* Medias con diferente literal son significativamente diferentes (P<0.05)
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Grifica 2, Eecto de b adiisracon dietética deharina de Aspergis
spp., 0 Avizyme sobre el peso total del tracto gastrointestinal en pollos de

engorda desafiados con coccidias patogenas al dia 13 de edad.
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Grafica 3. Efecto de la administracion dietética de ﬁriné de Aspergilus

engorda desafiados con coccidias patogenas

Johnson & Reid Exp Parasitol 1970; 28: 30-
as

E acervulina E. maxima E.tenella

* Calficaciones con diferente literal son significativamente diferentes (P<0.05)
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Grafica 4. Efecto de la administracion dietética de harina de Aspergitus
spp., 0 Avizyme sobre la eliminacion de oocistos al dia 21 de edad en
polios de engorda desafiados con coccidias patégenas
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