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RESUMEN

En el presente estudio se investigd la actividad antimicrobiana del 4acido ascoérbico (AA),
acido borico (BA), curcumina (CUR), y sus combinaciones como reemplazo de los
antibidticos en pollos de engorda. En primer lugar, se desarrollé un método fluorométrico
utilizando PrestoBlue® como colorante y se comparé con un método convencional para
determinar la actividad antimicrobiana de AA, BA, CUR, y sus combinaciones a una
concentracion del 1% (p/p) en el alimento contra Sa/monella Enteritidis (SE) en un modelo
de digestion aviar in vitro que simula el buche, proventriculo e intestino (Hernandez-Patlan
et al., 2018a). Los resultados de este estudio mostraron que el AA fue el tratamiento mas
efectivo en el compartimiento que simula el buche, mientras que el BA en el compartimiento
intestinal. Ademas, se observd que podria haber un efecto bactericida antagonista entre AA-
CUR y AA-BA, asi como un efecto bactericida sinérgico entre CUR-BA. Estas interacciones
se confirmaron posteriormente mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) y

espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR).

Posteriormente, se prepar6 una dispersion sélida de CUR con polivinilpirrolidona K30
(CUR/PVP) en una proporcion 1:9 para aumentar la solubilidad de la CUR, asi como sus
posibles efectos. Aunque la CUR/PVP aument6 significativamente la solubilidad de la CUR
con respecto a la CUR materia prima, los ensayos de permeabilidad en células Caco-2
mostraron un aumento significativo en la permeabilidad, lo que sugiere una mejora en los
efectos locales y sistémicos. Por lo tanto, considerando el aumento en la solubilidad de la
CUR vy sus interacciones con los otros compuestos, se realizaron experimentos in vivo para
evaluar el efecto profilactico del BA, CUR/PVP y BA-CUR/PVP a concentraciones de 0.1%
(p/p) en la alimentacion contra infecciones de SE en pollos de engorda, asi como la
evaluacion de la salud intestinal mediante la determinacion de inmunoglobulina A (IgA),
superoxido dismutasa (SOD) y la absorcion de dextran marcado con isotiocianato de

fluoresceina (FITC-d, 3-5 kDa). En este estudio, la administracion de BA-CUR/PVP fue el

v
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unico tratamiento que disminuyd significativamente la concentracion de SE tanto en el buche
como en los ciegos, mientras que CUR/PVP solo en los ciegos. Ademas, CUR/PVP redujo
significativamente la permeabilidad intestinal de FITC-d, y la IgA intestinal total en
comparacion con los pollos no tratados y BA-CUR/PVP mostrd una reduccion significativa

de la superoxido (SOD) dismutasa sérica (Hernandez-Patlan et al., 2018b).

Ademas, se evalu6 el efecto antimicrobiano del BA sobre la colonizacion de SE, la
permeabilidad intestinal, los niveles de IgA intestinal total y la composicion de la microbiota
cecal en pollos de engorda (Hernandez-Patlan et al., 2019a). Los resultados mostraron que
en el dia 10 posterior al desafio con SE, la concentraciéon de SE en el buche y los ciegos
disminuyd significativamente en el grupo de BA en comparacion con el grupo control.
Ademas, los pollos tratados con 0.1% de BA tuvieron una reduccidn significativa en la
concentracion de FITC-d y menores niveles de IgA intestinal total en comparacion con el
grupo control. En el andlisis de la microbiota, sélo la abundancia del filo Actinobacteria fue
significativamente menor en el grupo de BA en comparacion con el grupo control y también
se observd diferencia significativa en la diversidad beta entre los grupos. Estos resultados
sugieren que el BA podria mantener la homeostasis intestinal, asi como el equilibrio en la

microbiota debido a su efectividad en el control de infecciones por SE.

Con base en los resultados anteriores, también se evalud el efecto de la administracion
profilactica o terapéutica de una mezcla de AA y una dispersion soélida de CUR con PVP y
BA (AA-CUR/PVP-BA) al 0.1% en pollos de engorda infectados con SE o en un modelo de
desafio de laboratorio de enteritis necrética (NE) (Hernandez-Patlan et al., 2019b). La
administraciéon profilactica o terapéutica de 0.1% de AA-CUR/PVP-BA redujo
significativamente la concentracion de SE en pollos de engorda, asi como la concentracion
sérica de FITC-d y los niveles totales de IgA intestinal fueron significativamente mas bajos
cuando se administrd terapéuticamente 0.1% de AA-CUR/PVP-BA. Ademas, la
administracion de 0.1% AA-CUR/PVP-BA disminuy6 ligeramente del impacto negativo de
NE. Sin embargo, 0.1% de AA-CUR/PVP-BA mostrd un mejor efecto en la reduccion de la

concentracion de SE en comparacion con el modelo de NE.

——
<
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Finalmente, se evaluo y compar¢ el efecto de dos antioxidantes naturales, AA o CUR/PVP,
en la prevencion o tratamiento de infecciones por SE en pollos de engorda (datos ain no
publicado). La suplementacion dietética con AA en el experimento de prevencion de
infeccion por SE demostrd ser mas efectiva para reducir los recuentos de SE en el buche que
en los sacos ciegos. En contraste, CUR/PVP redujo significativamente los recuentos de SE
solo en los ciegos. Por otro lado, so6lo la administracion de AA durante 10 dias para tratar
infecciones de SE en pollos de engorda fue capaz de reducir los recuentos de SE. Por lo tanto,
los resultados de este estudio sugieren que mientras la CUR fue mas efectiva en la prevencion
de infecciones por SE en los pollos de engorda, mientras que el AA fue mejor para el control

de SE.

Los resultados generales del presente estudio sugieren que el uso de aditivos como el AA,
BA, CUR vy especialmente la combinacion de CUR con BA pueden ser alternativas
potenciales y viables al uso de antibiodticos en la producciéon avicola con el proposito de
prevenir y tratar infecciones bacterianas y de esta manera reducir el uso irracional de ciertos

antibioticos.

VI

——
| —



LEDEFAR

ABSTRACT

The present study was conducted to investigate the antimicrobial activity of ascorbic acid
(AA), boric acid (BA), curcumin (CUR), and their combinations as a replacement to
antibiotics in broiler chickens. Firstly, a fluorometric method was developed using
PrestoBlue® as a dye and compared with a conventional method to determine the
antimicrobial activity of AA, BA, CUR, and their combinations at a concentration of 1% into
the feed against Salmonella Enteritidis (SE) in an avian in vitro digestion model that
simulates the crop, proventriculus and intestine (Hernandez-Patlan et al., 2018a). The results
of this study showed that AA was the most effective treatment in the crop compartment and
BA in the intestinal compartment. Furthermore, it was observed that there could be an
antagonistic bactericidal effect between AA-CUR and AA-BA and a synergistic bactericidal
effect between CUR-BA. These interactions were subsequently confirmed by differential

scanning calorimetry (DSC) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR).

Afterward, a solid dispersion of CUR with polyvinylpyrrolidone K30 (CUR/PVP) at a 1:9
ratio was prepared in order to increase the solubility of CUR, as well as its possible effects.
Although CUR/PVP significantly increased the solubility of CUR with respect to CUR alone,
the permeability assays in Caco-2 cells showed a slight but significant increase in the
permeability, suggesting an improvement in the local and systemic effects. Therefore,
considering the increase in solubility of CUR and its interactions with the other compounds,
in vivo experiments were conducted to evaluate the prophylactic effect of BA, CUR/PVP,
and BA-CUR/PVP at concentrations of 0.1% into the feed against SE infections in broiler
chickens as well as intestinal health through the determination of IgA, SOD and serum
fluorescein isothiocyanate dextran (FITC-d, 3-5 kDa) concentration. In this study, BA-
CUR/PVP administration was the only treatment that significantly decreased the
concentration of SE in crop whereas in cecal tonsils (CT) CUR/PVP and BA-CUR/PVP.
Furthermore, CUR/PVP significantly reduced the intestinal permeability of FITC-d, and total

VI
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intestinal IgA when compared to the control non-treated chickens and CUR/PVP-BA showed

significant reduction of serum superoxide (SOD) dismutase (Hernandez-Patlan et al., 2018b).

Furthermore, the antimicrobial effect of BA on SE colonization, intestinal permeability, total
intestinal IgA levels, and cecal microbiota composition in broiler chickens was evaluated
(Hernandez-Patlan et al., 2019a). The results showed that on day 10 post-SE challenge, the
concentration of SE in crop and CT significantly decreased in the BA group compared to the
control group. Furthermore, chickens treated with 0.1% BA had a significant reduction in
serum FITC-d concentration and lower total intestinal IgA levels when compared to the
control group. Interestingly, in the microbiota analysis, only the abundance of Actinobacteria
phylum was significantly lower in the BA group in comparison with the control group and
significant differences in beta diversity were also observed between comparing groups. These
results suggest that BA could maintain intestinal homeostasis, as well as the balance in the

microbiota due to its effectiveness in controlling S. Enteritidis infection.

Considering the previous results, the effect of the prophylactic or therapeutic administration
of a 0.1% mixture containing AA and a solid dispersion of CUR with PVP and BA (AA-
CUR/PVP-BA) in broiler chickens infected with S. Enteritidis, as well as the impact of the
dietary administration of 0.1% AA-CUR/PVP-BA in broilers using a laboratory necrotic
enteritis (NE) challenge model were also evaluated (Hernandez-Patlan et al., 2019b). The
prophylactic or therapeutic administration of 0.1% AA-CUR/PVP-BA significantly reduced
the concentration of S. Enteritidis in broiler chickens. Likewise, the serum FITC-d
concentration and total intestinal IgA levels were significantly lower when 0.1% AA-
CUR/PVP-BA was therapeutically administrated. Furthermore, dietary administration of
0.1% AA-CUR/PVP-BA had a positive effect in slightly diminishing the negative impact of
NE. However, 0.1% AA-CUR/PVP-BA showed a better effect in reducing the concentration
of SE when compared to the NE model.

Finally, in the fifth research paper, the effect of two natural antioxidants, AA or a solid

dispersion of CUR (SD-CUR), in preventing or treating SE infection in broiler chickens was

VIII
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evaluated and compared (data not yet published). Dietary AA supplementation in the SE
infection prevention experiment demonstrated to be more effective in reducing the SE counts
in crop than CT. In contrast, SD-CUR significantly reduced SE counts only in CT. On the
other hand, only the administration of AA for 10 days to treat SE infections in broiler
chickens was capable to reduce SE counts. Therefore, the results of this study suggest that
while CUR was to more effective in preventing SE infections in broilers, AA was better in

the SE control.

The overall results of the present study suggest that the use of additives such as ascorbic AA,
BA, CUR and especially the combination of CUR with BA can be potential and viable
alternatives to the use of antibiotics in poultry production with the purpose of preventing and

treating bacterial infections and thus reduce the irrational use of certain antibiotics.

IX
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I. INTRODUCCION

Desde el descubrimiento y aplicacion de la penicilina en 1940, los antibidticos han
desempefiado un papel sin precedentes en la prevencion, control y tratamiento de
enfermedades infecciosas tanto en humanos como en animales (Cheng et al., 2014). Sin
embargo, en produccién animal también han sido utilizados a dosis subterapéuticas. Se
estima que el consumo de antibidticos en produccion animal es de 100 a 1000 veces mayor
que el usado en medicina humana, y aproximadamente el 90% se utilizan a dosis
subterapéuticas y con fines profilacticos, mientras que el 10% restante a dosis terapéuticas

(Mehndiratta and Bhalla, 2014).

La inclusién de los antibidticos a dosis subterapéuticas en el alimento se generalizd a
principios de la década de 1950, tanto en la Union Europea (UE) como en los Estados Unidos
de América (EUA) puesto que podian ser utilizados para prevenir enfermedades e influir
positivamente en la promocion de crecimiento y la eficiencia alimenticia de los animales

(Allen et al., 2013; Huyghebaert et al., 2011; Van Boeckel et al., 2015).

No obstante, en las tltimas décadas, estas practicas han cambiado considerablemente debido
principalmente a la preocupacion del incremento de bacterias resistentes a los antibioticos,
las cuales pueden transmitirse zoonoticamente de los animales a los humanos, y provocar
serios problemas en salud publica e incluso la muerte a causa del fracaso del antibiodtico a

dosis terapéuticas (Zaman et al., 2017).

Por consiguiente, una de las medidas que se tomaron derivadas de los problemas de
resistencia bacteriana fue la restriccion de los antibidticos a dosis subterapéuticas en la UE
en 2006 (EPC, 2005), EUA en 2017 (Editors, 2017), y aunque en México no se han prohibido
oficialmente, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentaciéon (SAGARPA), a través de su organo administrativo desconcentrado, el

Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) ha
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promovido iniciativas para evitar su uso desde 2012 (DOF, 2013, 2018; SENASICA, 2015;
Zaidi et al., 2015). Sin embargo, como consecuencia de esta medida se ha incrementado
significativamente el uso de los antibidticos, pero a dosis terapéuticas para controlar y
prevenir enfermedades, lo cual pudiera provocar un escenario mas serio de resistencia
bacteriana (Borck Hog et al., 2016; Founou et al., 2016; Hao et al., 2014; Marshall and Levy,
2011). En este contexto, en el plan de accion europeo de salud contra la resistencia a los
antimicrobianos se pide eliminar gradualmente el uso profilactico (preventivo) y
metafilactico (controlar) de rutina de los antimicrobianos en produccidn animal e invertir en
investigacion de nuevas alternativas (European Parliament, 2018), ya que pudieran llegar a

regularse en los proximos anos.

En este sentido, la industria avicola se ha visto presionada para buscar e investigar nuevas
alternativas para reducir los problemas de resistencia bacteriana, prevenir y controlar
enfermedades, disminuir la tasa de mortalidad, y por tltimo promover el crecimiento de los
animales. Entre estas alternativas, las mas populares son los probioticos (levaduras o
bacterias), derivados de plantas como aceites esenciales o extractos, acidos organicos (AO)
e inorganicos (Al), enzimas, lisozimas y moléculas de origen microbiano como extractos de
levadura y péptidos antimicrobianos (Caly et al., 2015). Por lo tanto, el uso del acido
ascorbico, acido borico, curcumina y sus combinaciones administrados en conjunto con el
alimento pueden ser una opcidn al reemplazo de los antibidticos en pollos de engorda
principalmente para el tratamiento y la prevencion de enfermedades, asi como la promocion

de crecimiento en segundo término.

1.1.  ANTIBIOTICOS

Los antibidticos son compuestos quimicos producidos por diferentes microorganismos
(bacterias y hongos, entre otros) o sintetizados en el laboratorio. Estos difieren en cuanto a
sus propiedades fisicas, quimicas y farmacoldgicas, asi como en su mecanismo de accion y

espectro antimicrobiano (Tabla 1).
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Tabla 1. Clases de antibiéticos, mecanismos de accion, espectro de actividad y algunas caracteristicas.

Clase de Mecanismo Espectro de
Sintesis Caracteristicas

antibiotico bactericida actividad

Niveles nulos o bajos en sangre,
. L. Streptomyces pero inhiben el recrecimiento
Aminoglucésidos (1) .
Gram (-) . . 0a
spp. bacteriano debido a la unién fuerte
e irreversible al ribosoma.
Se utiliza como aditivo en el
.. Streptomyces Gram (+), excepto )
Bambermicina o 2) Lactobacillus y alimento para promover el
bambergiensis " .
Bifidobacterium crecimiento.
Inestable en condiciones dcidas.
L. Muchas bacterias producen
Betalactamicos Origen fiingico 2) Gram (-) /
Gram (+) lactamasas que rompen el enlace
ciclico de la estructura quimica.
Menos susceptible a la penicilina
. Hongos
Cefalosporinas 2) Gram (-) / que a los betalactdmicos. Estable en
Acremonium Gram (+)
condiciones dcidas.
En 1997, la FDA prohibi6 el uso de
. L . Sintetizados E
Glicopéptidos ) 3) n{erococos todos los glucopéptidos en animales
quimicamente Gram (+)
de consumo.
Algunos coccidiostdtos son
, Sintetizados
Ionéforos . (6) Parasitic coccidia convertidos por las bacterias en
quimicamente
arsénico inorgédnico.
Pueden difundirse a los tejidos, por
lo que son ttiles para el tratamiento
. . Streptomyces C . . 5
Lincosamidas (@)) OEUS de infecciones Gseas y articulares.
lincolnensis Gram (+) )
Ademads, son eficaces para tratar la
enteritis necrotica.
re Producido por
Macrolidos ) (€))] Gram (+) Eficaz contra micoplasma.
bacterias
Incluyendo a la Bacitracina, ya no
R Hongos, bacterias Bacilos, incluyendo E. .
Polipéptidos 5) estan aprobado para su uso en dosis
y plantas coli 'y Pasteurella )
subterapéuticas.
. Sintetizados G / FDA prohibi6 su uso en aves de
Quinolonas %) ram (-)
quimicamente Gram (+) corral en 2005 como profildcticos.
. Sintetizados Utilizado para el tratamiento de
Sulfonamidas ) Gram (-) /
quimicamente Gram (+) tifoidea aviar.
. Streptomyces Promotores de crecimiento
Estreptograminas (ly2) Bacterias anaer¢bicas
spp.- (virginiamicina)
Se pueden usar para tratar
- Streptomyces _ enfermedades causadas por
Tetraciclinas (1) Gram () / o
spp- Gram (+) bacterias resistentes a la
vancomicina
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Dentro de los mecanismos de accion bactericidas se incluye la inhibicion de (1) la sintesis de
proteinas; (2) sintesis de la pared celular; (3) Sintesis de peptidoglicano; (4) enrollamiento
de ADN, asi como la sintesis de¢ ADN y ARN; o (5) sintesis de la membrana citopldsmica.

Ademas, (6) alteracion en la permeabilidad, y (7) dafio a DNA (Diaz-Sanchez et al., 2015).

Los antibidticos se utilizan en produccidn avicola no s6lo para controlar, tratar y prevenir
enfermedades; sino también para promover el crecimiento y/o eficiencia alimenticia en los
animales. Mientras que el uso de los antibidticos a dosis terapéuticas estd asociado con el
control y tratamiento de enfermedades en animales de consumo humano, la promocién de
crecimiento se logra con dosis subterapéuticas administradas durante tiempos prolongados.
Aunque se ha visto que el uso de los antibidticos a dosis subterapéuticas produce cierta
profilaxis (prevencion), para la prevencion de enfermedades es muy importante que las dosis
sean adecuadas (generalmente terapéuticas) y administradas por periodos de tiempo limitado
pero generalmente largos; sin embargo, no mas que para la promocion de crecimiento (Codex

Alimentarius, 2005; Mund et al., 2017).

1.2.  USO DE ANTIBIOTICOS COMO PROMOTORES DE CRECIMIENTO

Los antibidticos promotores de crecimiento (APC) son antibidticos que se han asociado en
conjunto con el alimento de las aves de forma continua a dosis subterapéuticas (10-100 veces
menores a las terapéuticas) con la finalidad de mejorar la produccion de carne a través de una
mayor conversion alimenticia, promocion de la tasa de crecimiento y prevencion de
enfermedades (Mehdi et al., 2018). Ademas, se ha reportado que mejoran el estado
inmunologico de los pollos de engorda, controlan las infecciones gastrointestinales y
modifican la microbiota intestinal (Lee et al., 2012). Algunos de los antibioticos mas
frecuentemente utilizados con el propdsito de promover el crecimiento en aves incluyen:
bacitracina, penicilina, virginiamicina, flavomicina, clortetraciclina, oxitetraciclina, sulfato
de colistina, doxiciclina, eritromicina, aureomicina, avilamicina, tiamulina, furazolidona,

lincomicina, enrofloxacina y sulfato de neomicina (Dhama et al., 2014).
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12.1. MECANISMO DE ACCION

El mecanismo de cémo los APC favorecen el crecimiento de las aves aun sigue sin estar
claro. Sin embargo, las siguientes hipdtesis son las mas concurridas y estan basadas
principalmente en las interacciones entre los antibidticos y la microbiota intestinal (Butaye

et al., 2003; Dibner and Richards, 2005; Gaskins et al., 2002):

1. Mejoran la absorcion de nutrientes por el adelgazamiento de la pared intestinal y
vellosidades, asi como la reduccion del tamarfio del intestino a causa de la disminucion
de la proliferacion celular de la mucosa debido a la falta de 4cidos grasos de cadena
corta en el lumen, los cuales son producidos a través de la fermentacion microbiana.

2. Limitan el uso de nutrientes por las bacterias.

3. Disminuyen el numero de bacterias y toxinas bacterianas.

4. Modifican la microflora intestinal de las aves, pero mantienen el equilibrio dptimo
entre las bacterias Gram (-) y Gram (+).

5. Reducen la incidencia de infecciones subclinicas por la modulacién directa del

sistema inmunologico.

Aunque las hipotesis anteriores son validas, se ha demostrado en diversos estudios que el
principal mecanismo de accion de los APC esta relacionado con su efecto antiinflamatorio
antes que su actividad antimicrobiana y los cambios de la microbiota serian una consecuencia
de los cambios a nivel intestinal (Menconi et al., 2014), los cuales también tienen un efecto

favorable en la prevencion de ciertas enfermedades.

Muchos antibidticos han demostrado que ejercen efecto sobre los leucocitos especificamente
neutrofilos y se ha comprobado que algunos de estos agentes alteran los procesos
infamatorios por acumulacioén en células inflamatorias e inhibicién de células fagocitarias
(macrofagos y polimorfonucleares), ya que la concentracion extracelular de los antibidticos

administrados a dosis subterapéuticas es muy baja para ejercer un efecto antimicrobiano. La
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mayoria de los antibidticos acumulados aumentan su efectividad intracelular contra bacterias
y pueden inhibir una parte de la respuesta inmune innata. Las células fagociticas pueden
acumular concentraciones de antibidticos de 10 a 100 veces mas altas que a nivel extracelular
pudiendo atenuar la respuesta inflamatoria y como consecuencia, los niveles de citocinas
proinflamatorias son bajos. El mecanismo de acumulacion intracelular no es claro, pero
exhibe caracteristicas de un proceso activo (mediado por una proteina). La acumulacion de
los antibidticos se presenta en el citoplasma y en los neutréfilos, lo cual favorece la liberacion
de éstos en las bacterias fagocitadas por los leucocitos (Niewold, 2007; Rubin and Tamaoki,

2005).

Se ha descrito que los APC pueden dividirse en tres grupos en funcion de su interaccion con
las células inflamatorias: 1) Antibidticos no acumulados en células encargadas de los
procesos inflamatorios, 2) Antibidticos que se acumulan, pero no inhiben los procesos
inflamatorios y 3) Antibioticos que se acumulan e inhiben los procesos inflamatorios (Tabla
2). Se han demostrado que los APC inhiben una o mas de varias funciones de las células
inflamatorias, el quimiotaxis, la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la

produccion de citocinas proinflamatorias (Niewold, 2007).

Tabla 2. Acumulacion intrafagocitica de antibi6ticos que pueden conducir a la inhibicién del proceso inflamatorio
y su relacion con el uso de los antibiéticos como promotores de crecimiento.

T écumulaclon Inhibicién de funcién Uso de APC (Pasado y
Antibiético intracelular Fagocitica )
(C:E)* 8 P
Cloranfenicol 4 No No
f-Lactamicos <1 No/Algun(;s/Llrnltado No/Algunos/Limitados
Ciclinas 2 Si Si
Quinolonas 5 No No
Macrolidos 10-100 Si Si
Estrepfog'ramlna 40 Si Si
s (péptidos)
Otros . .
(Bacitracina) ) Sl 3

* Proporcion C:E = concentracion celular: extracelular
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122. RIESGOS POR EL USO DE ANTIBIOTICOS PROMOTORES DE
CRECIMIENTO

El uso de APC para la prevencion de enfermedades y promocion del crecimiento en los
animales de consumo ha provocado el desarrollo y propagacion de la resistencia bacteriana.
Aunque varios factores son responsables de este problema, el mas importante es el proceso
de seleccion de bacterias resistentes debido al uso irracional de los antibioticos (Mehndiratta

and Bhalla, 2014).

Cada vez que se consume un antibidtico, éste elimina las bacterias susceptibles,
sobreviviendo solamente aquellas resistentes. Posteriormente, las bacterias resistentes se
multiplican y transmiten sus caracteristicas genéticas a la descendencia (Figura 1) (Founou
et al., 2016). Se ha demostrado que las granjas avicolas que utilizan APC principalmente con
fines de crecimiento tienen bacterias mas resistentes en la flora intestinal que aquellas en las

que no se utilizan (Marshall and Levy, 2011).

%

Cuando son
Sélo algunas expuesta Las bacterias
bacterias son antibicticos, sélo resistentes
resistentes a los las bacterias crecen y se
antibidticos. resistentes multiplican.
sobreviven.

Las bacterias
resistentes
pueden transferir
parte de su DNA
a otras bacterias.

Figura 1. Desarrollo de la resistencia microbiana a los antibioticos.
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Ademas, los largos periodos de administracion de los antibidticos a dosis subterapéuticas a
través del alimento o agua de bebida también han conducido a niveles altos de residuos en
productos avicolas como en la carne y el huevo (Jaiswal et al., 2017), provocando diversos
efectos adversos en la salud humana, tales como reacciones de hipersensibilidad, efectos
toxicos, hepatotoxicidad, nefropatia, mutagenicidad, carcinogenicidad y resistencia
bacteriana (Founou et al., 2016). Si bien la preocupacién asociada con la presencia de
residuos de antibidticos en animales y sus derivado se ha mitigado principalmente en la UE
debido a la legislacion vigente, sigue siendo una amenaza importante para la salud publica

en paises subdesarrollados, con prevalencias que van del 4 al 90% (Mensah et al., 2014).

Otro de los riesgos derivados de la aplicacion continua de los antibidticos a dosis
subterapéuticas o promotores de crecimiento (APC) es la supresion de la microbiota normal
sensible en el tracto gastrointestinal como los saprofitos, comensales, bacterias no patdgenas,
hongos y levaduras, lo que puede provocar la deficiencia de vitaminas B y K. Contrariamente,
también se podria promover el crecimiento de algunas bacterias del género Proteus y
Pseudomona; asi como de Aspergillus y Candida albicans, aumentando su patogenicidad

(Dhama et al., 2014).

1.2.3. USO TERAPEUTICO DE LOS ANTIBIOTICOS

La produccioén intensiva de animales dada la creciente demanda de alimentos ha provocado
que las enfermedades bacterianas y parasitarias sean cada vez mas frecuentes. Ademas, con
la restriccion del uso de los antibidticos a dosis subterapéuticas se ha incrementado la
incidencia de patdégenos como Salmonella spp., Campylobacter spp., Clostridium spp., y E.
coli O157:H7 en el intestino animal, asi como en productos alimenticios y medio ambiente,
aumentando la posibilidad de que los humanos sean infectados por estos patdogenos (Hao et

al., 2014).
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En este sentido, otro de los problemas derivado de la restriccion del uso de los antibioticos a
dosis subterapéuticas es el incremento significativo del uso de los antibidticos a dosis
terapéuticas con el propoésito de controlar enfermedades y mantener sanos a los animales
(Borck Hag et al., 2016). Sin embargo, esta practica puede contribuir a un peor escenario de
resistencia a los antibioticos tanto en humanos como en animales ya que se ha reportado que
hasta antes de la restriccion de los APC, los casos de bacterias resistentes de algunos géneros

como Enterococcus no eran comunes (Hao et al., 2014).

1.3. USO PROFILACTICO Y METAFILACTICO DE LOS ANTIBIOTICOS

Originalmente, la metafilaxis (control de enfermedades) fue definida de la misma manera
que la profilaxis (prevencion de enfermedades) con la unica diferencia de que la profilaxis
se aplicaba a los individuos y la metafilaxis en grupos completos (Urban-Chmiel and
Grooms, 2012). Sin embargo, estos conceptos fueron redefinidos, de tal manera que la
metafilaxis es la medicacion de un grupo de animales, en el cual una parte del grupo fue
diagnosticado con alguna enfermedad infecciosa, con el objetivo de prevenir la propagacion
de la enfermedad a los animales sanos del mismo grupo. El criterio de metafilaxis
antimicrobiana ocurre cuando la morbilidad (tasa de animales infectados) supera el 10%
durante dos a tres dias consecutivos (Baptiste and Kyvsgaard, 2017). En cuanto a la
profilaxis, ésta es la medicacion de un animal o un grupo de animales, antes de que se
presenten los signos clinicos de una enfermedad infecciosa, con el fin de prevenir la aparicion

de una enfermedad o infeccion (Baptiste and Kyvsgaard, 2017).

Para el control de enfermedades, las dosis de los antibidticos que se utilizan son terapéuticas
y se administran por tiempos relativamente cortos. Contrariamente, la prevencion involucra
la administracion de dosis moderadas del antibidtico durante tiempos largos y especificos,
pero no mayores que para la promocion de crecimiento (Mund et al., 2017). Algunas de las

razones por las cuales los antibidticos son utilizados para prevenir enfermedades son: 1)
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historiales previos de infecciones, 2) altas densidades de poblacion, y 3) cambios en la dieta

(Baptiste and Kyvsgaard, 2017).

Sin embargo, el uso excesivo de antibidticos para prevenir enfermedades en los animales se
ha convertido en una preocupacion creciente, ya que existen pruebas solidas de que han
contribuido significativamente al aumento del desarrollo de bacterias resistentes a los
antibioticos. Por tal motivo, la organizacion mundial de la salud (OMS) recomend6 en 2017
dejar de utilizar a los antibidticos con fines de prevencion de enfermedades en animales de
produccion (OMS, 2017). Posteriormente, el Consejo de Ministros de la UE y los
representantes del Parlamento Europeo en 2018 acordaron la redaccion de un nuevo
Reglamento sobre medicamentos veterinarios que pondré fin a la medicacion preventiva de
antibioticos en la producciéon animal. Aunque esta nueva legislacion debe ser aprobada
formalmente por el Consejo de Ministros, se le ha otorgado ya una aprobaciéon provisional
por parte del Consejo y se espera que entre en vigencia a fines de 2021 o principios del 2022

(Parlamento Europeo, 2018).

1.4. RESISTENCIA BACTERIANA

La resistencia a los antibioticos es un problema de salud mundial, derivado principalmente
por el uso excesivo de los antibidticos en produccion animal. La resistencia a los antibioticos
en los sistemas de produccion animal se relaciona con bacterias que no son comensales tales
como Escherichia coli, Enterococcus spp., y Staphylococcus aureus, asi como con patégenos
zoondticos transmitidos por los alimentos como Salmonella no tifoidea y Campylobacter spp.

(Nhung et al., 2017).

El impacto negativo de las bacterias resistentes a los antibidticos no sélo tiene efectos en la
salud publica sino que también tiene implicaciones en la produccion avicola ya que provoca
pérdidas econdmicas, derivadas del gasto en antibidticos ineficaces y a la disminucién de los

pardmetros productivos (Okuneye et al., 2016).
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1.4.1. MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

La resistencia a los antibidticos se puede facilitar a través de mecanismos como la reduccion
de la permeabilidad de la membrana externa a través de la disminucion de la produccion de
porinas, la modificacion genética del sitio blanco por mutacion, la metilacion del sitio blanco
para evitar la unién de los antibidticos, la inactivacion enzimatica del farmaco y la
sobreexpresion de las bombas de flujo de salida para eliminar el fairmaco (Tabla 3)

(Atterbury et al., 2011).

Tabla 3. Mecanismos de resistencia a los antibidticos

4.q Penicilinas, e s . . ..
ff-Lactamicos . Hidrdlisis, eflujo, alteracion del sitio blanco
Cefalosporinas
Gentamicina, . . C e e
. L . L. Fosforilacion, acetilacion, nucleotidilacion,
Aminoglucdésidos Estreptomicina, . - ..
. . eflujo, alteracién del sitio blanco
Epectinomicina
. Vancomicina, Reprogramacion de la biosintesis de
Glicopéptidos . . X .
Teicoplanina peptidoglicanos.
- Minociclina, Monooxigenacion, eflujo, alteracién del
Tetraciclinas . o
Tigeciclina sitio blanco
21 Eritromicina, Hidrdlisis, glicosilacion, fosforilacién,
Macrolidos . .. . . ..
Azitromicina eflujo, alteracion del sitio blanco
. . . .. Nucleotidilacion, eflujo, alteracion del sitio
Lincosamidas Clindamicina
blanco
Estreptograminas Svnercid Liasa de carbono-oxigeno, acetilacion,
ptog y eflujo, alteracion del sitio blanco
Oxazolidinonas Linezolid Eflujo, alteracion del sitio blanco
. . Acetilacion, eflujo, alteracion del sitio
Fenicoles Cloranfenicol
blanco
. . . Acetilacion, eflujo, alteracidn del sitio
Quinolones Ciprofloxacina
blanco
Pirimidinas Trimetoprima Eflujo, alteracion del sitio blanco
()
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Tabla 3. Mecanismos de resistencia a los antibiéticos (Continuaciéon)

Sulfonamidas Sulfametoxazol Eflujo, alteracion del sitio blanco
. .. . .. ADP-ribosilacién, eflujo, alteracion del sitio
Rifamicinas Rifampicina
blanco
Lipopéptidos Daptomicina Alteraci6n del sitio blanco
Péptidos catiénicos Colistina Eflujo, alteracién del sitio blanco

Desde el punto de vista molecular que la resistencia bacteriana puede ser intrinseca o
adquirida. Mientras que la resistencia intrinseca se produce debido a mutaciones aleatorias
en el cromosoma bacteriano y se transmite verticalmente a la progenie, la resistencia
extrinseca o adquirida se puede atribuir a mecanismos bacterianos de transferencia horizontal
de genes resistentes a los antibioticos (Diarra and Malouin, 2014; Toutain et al., 2016). La
propagacion de los genes de resistencia a los antibioticos mediante transferencia horizontal
de genes se puede llevar a cabo a partir de tres mecanismos: 1) transformacion, el acido
desoxirribonucleico (ADN) extracelular es absorbido por células competentes; 2)
transduccion, la transferencia de genes se facilita a través de bacteridfagos; y 3) conjugacion,
el ADN se transfiere a través de un contacto fisico entre un donante y una célula receptora

(von Wintersdorff et al., 2016).

La diseminacion de los genes de resistencia mediada por plasmidos a través de la conjugacion
es la causa principal de la magnitud de esta problematica. Los plasmidos son moléculas de
ADN extracromosoémico que se replican de manera autébnoma y que, de manera inherente,
llevan genes que codifican la resistencia a los antibioticos o movilizan estos genes de los
cromosomas bacterianos mediante recombinacion. Ademas, el agrupamiento de varios genes
de resistencia en un unico plasmido puede llevar a la seleccion de cepas resistentes a
multiples antibidticos a través de un sélo "evento de transferencia horizontal" (Barlow,

2009). Los plasmidos conjugados tienen genes que codifican la formacion del pilus del

12
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donante y el lipopolisacérido y las proteinas de la membrana externa de la célula receptora
para formar una unidn entre ambas con la finalidad de transportar y facilitar la entrada del
ADN (Thomas and Nielsen, 2005). Finalmente, los transposones también son elementos
genéticos moviles que pueden transferirse a través de la conjugacion y estan implicados en
la propagacion de la resistencia antimicrobiana. Varios escenarios pueden presentarse
durante el transporte genético que se produce cuando las bacterias migran de los animales a
los humanos. A) Los genes enddgenos de las bacterias presentes en los animales son
transportados a los humanos sin cambios; B) Transmision de genes determinantes resistentes
codificados en cromosomas o plasmidos; C) Elementos genéticos moviles (plasmidos) que
transportan y diseminan genes de resistencia y D) Transmision de resistencia a través de
transposones con transferencia alta o baja de DNA, pero el plasmido sigue siendo el mismo

(Figura 2) (von Wintersdorff et al., 2016).

Antibidticos \\. < g Antibidticos
N .

,r"‘\ 94 _o
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&

Figura 2. Escenarios que pueden presentarse durante el transporte genético que se produce cuando las bacterias
migran de los animales a los humanos.
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1.5. RUTAS DE TRANSMISION DE RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

Las bacterias resistentes a los antibioticos pueden transmitirse a los humanos de manera
directa a partir del contacto con animales infectados o sustancias bioldgicas como sangre,
orina, heces, saliva y semen, entre otras; asi como indirectamente, a través del consumo de
alimentos contaminados (Founou et al., 2016). Sin embargo, la transmision directa a través
de la cadena alimenticia es considerada la mas importante ya que es una via de largo alcance

(Figura 3).
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Bacterias resistentes
se encuentranen : 5
iaidss dal Las personas interactian é\
ejidosdelos e ;
)! iR d con sus familiaresy otras-
animales. Cuando b
_ ~\ ‘ personas. Transmision de
© \

nose manejano : .
s d bacterias resistentes.
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adecuadamente se
pueden transmitira
humanos.

Las Personas reciben
atencién médicaen un
Hospital u otro lugar publico.

\ \

Los Fertilizantes o el agua

. Propagacién directao = ™1
Que contienen las heces de los e tada s Bacterias |
animales con bacterias resistentes O
son utilizados en cultivos. pauentes | -ﬁ

Asistencia médica

/ '\ o L

Las bacterias resistentes .
resistentes son

que se encuentranenlas e
heces pueden Los pacientes ¢ transmiticas a otros

— permanecer en los vanacasa. € patichtes

z](ﬁe%;’ cultivosy entrarala ‘ ’

cadena alimenticia.

Figura 3. Vias de transmision de resistencia a los antibidticos.
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En paises en via de desarrollo, donde las medidas de bioseguridad y seguridad alimenticia
estan limitadas en las granjas de produccion y los humanos interactuan intimamente con los
animales y el medio ambiente, es probable que el riesgo en la salud publica esté asociado con
la propagacion de la resistencia a los antibioticos tanto por contacto directo como indirecto
(Padungtod et al., 2008). En contraste, en los paises desarrollados, la via de transmision
indirecta (a través de la cadena alimenticia) parece ser la mas frecuente para la propagacion

de resistencia a los antibidticos (ECDC, 2018)

Debido a que una gran proporcion de los antibidticos no se transforman en compuestos
inactivos y conservan sus actividades después de la excrecion renal o biliar (Thanner et al.,
2016), la diseminacion de antibidticos activos excretados a través de los desechos de los
animales de produccion al medio ambiente, han sido considerado como otra fuente de
resistencia a los antibioticos (da Costa et al., 2013; Thanner et al., 2016; Woolhouse et al.,
2015; Zhu et al., 2013). Ademas, los suelos agricolas y las aguas residuales se han
identificado como "puntos importantes" para el desarrollo de resistencia a los antibidticos

(Thanner et al., 2016; Wu et al., 2014; Zhu et al., 2013).

Por lo tanto, la contaminacion ambiental puede conducir al desarrollo y propagacion de
nuevas bacterias y genes resistentes a los antibidticos en productos alimenticios como
pescados, mariscos, vegetales, alimento para animales y agua, pudiéndose transmitir y

colonizar o infectar a los animales y los humanos, aumentando los riesgos en la salud.

1.6. BACTERIAS DE IMPORTANCIA EN LA AVICULTURA

En la industria avicola, las aves son susceptibles a una gran cantidad de patdogenos como
Salmonella ssp 'y Clostridium spp. Estos patdgenos estan presentes en el intestino delgado de
las aves y compiten con el huésped por los nutrientes. Ademas, reducen la digestion de las

grasas y las vitaminas liposolubles debido al efecto desconjugante de los acidos biliares,
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provocando una depresion en los pardmetros productivos y mayor incidencia de

enfermedades (Sohail et al., 2015).

1.6.1. SALMONELLA

Salmonella, una bacteria anaerobia facultativa Gram (-) en forma de varilla perteneciente a
la familia Enterobacteriaceae, es la principal causa de infeccion transmitida por los alimentos
en todo el mundo y esta relacionada con importantes problemas en la salud publica (Eng et
al., 2015). La salmonelosis es causada por serotipos de Salmonella enterica no tifoidea y se
caracteriza tipicamente por un sindrome de gastroenteritis autolimitada (que se manifiesta
como diarrea, fiebre y dolor abdominal), con un periodo de incubaciéon entre 4 y 72 h 'y la
mortalidad es rara (Antunes et al., 2016). Ademas, las infecciones por Salmonella estan
asociadas con pérdidas econdémicas en los paises industrializados y subdesarrollados
derivadas de los costos asociados con su vigilancia, prevencion y tratamiento, los cuales
ascienden a mas de 51 billones de ddlares (Scharff, 2012). Cada afio, se reportan millones de
casos de salmonelosis transmitida por alimentos, lo que resulta en un estimado de 155,000
muertes (Majowicz et al., 2010), siendo la ruta de transmisiéon mas comun de los animales a
los humanos a través de alimentos contaminados. También se ha reportado que la presencia
de salmonelosis ha causado pérdidas econdmicas significativas en la produccioén avicola

debido a la reduccion en los pardmetros productivos (Okuneye et al., 2016).

Sin embargo, la importancia de esta bacteria ha incrementado debido a la aparicion y
diseminacion de resistencia antimicrobiana en las cepas de Salmonella, ocasionando
problemas mas graves de salud en todo el mundo (Eng et al., 2015). Estos problemas de
resistencia antimicrobiana se atribuyen principalmente al uso de antibidticos en la
alimentacion de los animales para promover el crecimiento, asi como para tratar las
infecciones bacterianas (Hyeon et al., 2011). El mecanismo de resistencia antimicrobiana en
Salmonella es a través de plasmidos conjugativos, los cuales facilitan la transferencia de

genes entre diferentes aislados (Gad et al., 2018).
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1.6.2. CLOSTRIDIUM

En avicultura, la especie de Clostridium mas importantes es Clostridium perfringens (CP).
CP es un organismo comensal que coloniza el tracto intestinal de las aves en la fase temprana
de vida de los animales, se encuentra en a niveles menores a 10° cfu/g de contenido intestinal
bajo condiciones saludables (Caly et al., 2015). Es una bacteria anaerobia Gram (+)
formadora de esporas, capaz de producir varias toxinas y enzimas responsables de las
lesiones en el intestino. Clostridium puede clasificarse en cinco tipos (A, B, C, D y E), siendo
el tipo A la causa mas predominante de infecciones por Clostridium en avicultura. Se sabe
que las cepas patdgenas de CP producen toxinas como la a-toxina y/o la toxina NetB, las
cuales estan relacionadas con la forma causante de enteritis necrdtica y el aumento de la
permeabilidad intestinal(Sakurai et al., 2004; Van Immerseel et al., 2009). Los animales
desafiados solamente con CP no desarrollan enteritis necrotica, puesto que se requieren de
uno o varios factores predisponentes para provocar los signos clinicos y las lesiones de

enteritis necrdtica (Van Immerseel et al., 2004).

La enteritis necrética se presenta en dos formas: aguda o cronica (subclinica). La forma aguda
se asocia con altas tasas de mortalidad. Mientras tanto, la forma subclinica se caracteriza por
una reduccion en los pardmetros de rendimiento, lo que provoca una grave pérdida
econdmica (Van Immerseel et al., 2009). Se estima que el impacto econdmico por enteritis
necrotica en la industria avicola es de mas de 5-6 mil millones de dolares por afio. Hoy en
dia, la incidencia de esta enfermedad ha incrementado debido a la restriccion del uso de los
antibidticos y anticoccidianos en el alimento como consecuencia de los problemas de
resistencia antimicrobiana. Por lo tanto, el control de esta enfermedad es esencial para

mantener una produccion eficiente.
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1.7.  ALTERNATIVAS AL USO DE ANTIBIOTICOS

Las alternativas ideales al uso de los antibidticos deberian: 1) ser seguras, es decir no
presentar efectos secundarios en los animales; 2) ser faciles de eliminar del cuerpo para que
no se acumulen en el organismo; 3) no inducir resistencia bacteriana; 4) ser estable en el
alimento y en el tracto gastrointestinal de los animales; 5) ser descompuestos facilmente para
no afectar el medio ambiente; 6) no afectar la palatabilidad; 7) no destruir la biota intestinal
normal de los animales; 8) controlar y/o inhibir el crecimiento de bacterias patogenas; 9)
evitar que el microorganismo sea mas resistente; 10) mejorar la eficiencia alimenticia y
promover el crecimiento del animal; 11) ser compatible; y 12) mantener una baja tasa de

mortalidad en la parvada (Cheng et al., 2014; Gadde et al., 2017; Mehdi et al., 2018).

Aunque se han propuesto y probado diversas alternativas en produccion avicola (Tabla 4),
dos de los grupos de aditivos que mas se ha estudiado es el de los probidticos y AO, teniendo
mayor importancia los ultimos debido a que estos no son solamente son empleados con fines
de promocion de crecimiento sino también para controlar bacterias patdogenas de importancia
en salud publica como Salmonella spp. Se ha descrito que la manera en que los AO mejoran
los parametros productivos en los pollos de engorda esta relacionada con su habilidad para
reducir el pH y aumentar la actividad de la pepsina, provocando una mejora en la
digestibilidad de las proteinas (Sohail et al., 2015). Ademas, los AO también reducen la
pérdida de nitrogeno endogeno mediante la reduccion de la produccion de amoniaco y otros

metabolitos microbianos (Khan and Igbal, 2016).

No obstante, otro de los grupos que han crecido considerablemente en los ultimos afios es el
de los fitogénicos (extracto de plantas y aceites esenciales) debido a su capacidad para
mejorar el rendimiento, la digestibilidad de nutrientes, mejoramiento del sistema inmune,
modulacion de la microbiota intestinal, actividad antimicrobiana, antiviral, anticoccidiana,
fungicida y al efecto antioxidante (Murugesan et al., 2015; Suresh et al., 2018). Sin embargo,

se ha descrito que como la composicion de los extractos de plantas es compleja de igual
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forma que los probidticos, la calidad en términos de estabilidad y solubilidad es deficiente,

resultando en diferentes efectos y riesgos para la salud (Cheng et al., 2014).

Tabla 4. Alternativas al uso de antibiéticos en produccién animal.

Prevencion Prevencion

. Tratamiento
. Mecanismo | mucho antes poco antes )
Tipo de producto > después de la
de accion dela dela . >
) ) infeccion
infeccion. infeccion.
Hidrolasas . S
Ventana estrecha para la infeccion inicial
Bacteriofagos _
Fitoquimicos Puede ser aplicado continuamente
Antibacteriano
Péptidos : Lo
P Ventana estrecha para la infeccion inicial
antimicrobianos
Acidos organicos Puede ser aplicado continuamente
Probiéticos Puede ser aplicado continuamente
Mejora la salud _
intestinal
Prebiéticos Puede ser aplicado continuamente
Estimula o
mejora la Ventana estrecha para la infeccion inicial
Inmunomoduladores
inmune
Estimulala  Aplicar antes
Vacunas respuesta de la infeccion
e
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Finalmente, a pesar de que no son una clase de alternativa importante, también se han
utilizado acidos inorganicos como el acido clorhidrico y acido fosférico en el alimento de
pollos de engorda con fines bactericidas. Aunque estos acidos reducen el pH, se ha
demostrado que no son efectivos (Krishan and Narang, 2014). Ademas, se ha utilizado el
bisulfato de sodio (NaHSO4), una sal 4cida, como agente para reducir principalmente el pH
de una variedad de matrices. Sin embargo, se ha demostrado que no tiene efecto significativo
para reducir la concentracion de Salmomnella Enteritidis en pollos infectados cuando se
incluye como aditivo en el alimento (Kassem et al., 2012). En cambio, otros acidos
inorganicos como el acido borico han demostrado tener buena actividad antimicrobiana y
mejorar los pardmetros productivos en pollos de engorda (Yildiz et al., 2013), asi como
aumentar la calidad del huevo y parametros bioquimicos en gallinas de postura (Yesilbag and

Eren, 2008).

1.7.1. ACIDO ASCORBICO

La vitamina C se puede encontrar en dos formas: acido ascorbico (AA, forma reducida) y
acido deshidroascorbico (AD, forma oxidada) (Figura 4). Aunque en la naturaleza la
vitamina C esta presente principalmente como AA, ambas formas son bioldgicamente activas

(Al-Niaimi and Chiang, 2017).

HO H
HO. ~_O<__o0 o S O.__o
= >
HO OH 2e + 2H* (o} (0}
Acido ascérbico Acido dehidroascérbico

Figura 4. Estructura del acido ascorbico (AA) y reacciéon de oxidacion en la que se convierte en dehidroascérbico
(AD).
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El AA es un acido débil diprético (pKai=4.2 y pKa>= 11.6) soluble en agua. Es muy sensible
al calor, la luz, la accion de los agentes oxidantes y los iones metalicos. Es muy inestable en
soluciones acuosas ya que se oxida facilmente al reaccionar con el oxigeno atmosférico y
conforme el pH aumenta (Jaiswal et al., 2017). Sin embargo, se ha reportado que es mas
estable en medio acido (Golubitskii et al., 2007). Una solucion de AA al 0.5% en agua es

fuertemente acida con un pH alrededor de 3.

Ademas, el AA es considerado como un nutriente esencial en las dietas humanas. Sin
embargo, en las aves y reptiles es sintetizado en el rifion. Aunque las aves tienen esta
habilidad de sintetizar el AA, se ha reportado que su produccidon es insuficiente bajo

condiciones de estrés como alta o baja temperatura y/o humedad (Ahmadu et al., 2016).

Se ha reportado que todas las funciones biologicas conocidas del AA se originan a partir de
su propiedad quimica como agente reductor. Juega un papel importante en el mantenimiento
del colageno, desempenando un papel critico en la reparacion y curacion de heridas, es un
cofactor en la conversion de dopamina a norepinefrina, participa en la sintesis de
catecolaminas y cataliza reacciones enzimaticas necesarias para la actividad de ciertas
hormonas (Naidu, 2003). Sin embargo, una de sus propiedades mas importante es la
capacidad antioxidante, la cual esta relacionada principalmente con la formacion de

deshidroascorbilo, un radical inerte (Ahmadu et al., 2016).

Algunos estudios también han demostrado que el AA presenta actividad antimicrobiana tanto
en bacterias Gram (+) como Gram (-), asi como capacidad antifungica (Isela et al., 2013;
Verghese et al., 2017). Aunque no esta claro el mecanismo de accidon antimicrobiano del AA,
hay diferentes explicaciones: 1) efecto directo sobre la membrana de las bacterias, el cual fue
observado mediante microscopia de contraste de fase y microscopia electronica de barrido
(EI-Gebaly et al., 2012; Zhang et al., 1997); 2) inhibicién en la produccion de biopeliculas
debido a su capacidad “anti-quorum sensing”, dado que tiene una inhibicién competitiva con

el autoinductor-2 (AI-2) (Novak and Fratamico, 2004); y 3) capacidad de disminuir el pH y
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efecto antioxidante (Verghese et al., 2017). Las concentraciones de AA probadas en cada

unos de los estudios se encuentran entre 20 y 100 mg/ml.

En avicultura, el AA se ha utilizado principalmente para combatir los efectos del estrés por
calor. Se ha reportado que la suplementacion con AA en la dieta ha mejorado el rendimiento
y la respuesta inmune de aves bajo condiciones de estrés por calor (Lohakare et al., 2005).
Ademas, ha promovido la resistencia hacia algunas enfermedades infecciosas y contagiosas,
asi como reducido la temperatura corporal y de la piel tanto en pollos de engorda como en
gallinas de postura. Otros beneficios de la suplementacion con AA incluyen: la mejora en la
produccion de huevos, mayor resistencia y grosor de la cascara de huevo, y aumento en la
produccion de espermatozoides y fertilidad, al utilizar dosis de 100 mg/Kg (Ahmadu et al.,
2016). Sin embargo, considerando diversos estudios, se podria inferir que la dosis de AA

requerida para reducir los efectos del estrés varia entre 100 y 200 mg/Kg de alimento.

A pesar de que se ha evaluado in vitro la actividad antimicrobiana del AA contra algunas
bacterias de importancia en avicultura, se ha demostrado que la dosis es muy importante
sugiriendo que debe ser mayor a 2 g/Kg de alimento y en algunos casos hasta superior a
32g/kg de alimento (Sangcharoen et al., 2017). El AA ha mostrado buena actividad
antimicrobiana contra bacterias Gram (+) como Clostridium perfringens y Micrococcus
luteus (Novak and Fratamico, 2004; Sangcharoen et al., 2017). Igualmente ha tenido buena
actividad antimicrobiana contra E. coli, una bacteria Gram (-), pero su efecto ha sido nulo
contra Salmonella Enteritidis (Sangcharoen et al., 2017; Tajkarimi and Ibrahim, 2011). En
general, el AA es mas efectivo como antimicrobiano cuando estd en su forma no disociada,

es decir, a un pH por debajo de su primer pKa=4.2.
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1.7.2. CURCUMINA

La curcumina (CUR) o el diferuloilmetano (Figura 5), una sustancia polifenolica amarilla y
el principal curcuminoide de la curcuma (Curcuma longa), se ha utilizado ampliamente en la
industria alimentaria y quimica como colorante, saborizante y conservador. Ademas, se sabe
que la CUR es un potente antioxidante natural (Ak and Giil¢in, 2008; Priyadarsini, 2014),
agente antiinflamatorio (Began et al., 1998; Chan et al., 1998; Menon and Sudheer, 2007) y
tiene un potencial terapéutico en enfermedades metabdlicas y autoinmunes, como la diabetes
tipo II, la esclerosis multiple, la enfermedad de Alzheimer, Parkinson y aterosclerosis
(Hamaguchi et al., 2010; Maradana et al., 2013; Mythri and Bharath, 2012; Sahebkar, 2015;
Wanninger et al., 2015; Wongcharoen and Phrommintikul, 2009). Ademas, la CUR tiene

actividad quimiopreventiva y anticancerigena (Lopez-Lazaro, 2008; Tuorkey, 2014).

OCHs3 H3CO

Figura 5. Estructura quimica de la curcumina.

En produccién avicola, la CUR también ha sido utilizada con fines de promocion de
crecimiento. Se ha visto que la suplementacion con 0.2 kg CUR/Ton alimento y entre 7.5 y
10 Kg/Ton mejord en general los parametros productivos en pollos de engorda (Khan et al.,
2012; Rajput et al., 2013). Ademas, la CUR ha mostrado buenas propiedades antimicrobianas
in vitro contra algunas bacterias patégenas de importancia en avicultura (Lawhavinit et al.,

2010).
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A pesar de todas las propiedades farmacoldgicas mencionadas anteriormente de la CUR y su
buen efecto como promotor de crecimiento en avicultura, este fitofarmaco presenta una
solubilidad en agua extremadamente pobre, resultando en una baja absorcion a lo largo del
tracto gastrointestinal (Mazzarino et al., 2010) y, por lo tanto, una deficiente

biodisponibilidad, incluso cuando se administra a dosis de 12 g/dia (Anand et al., 2007).

Estudios in vivo han demostrado que después de la administracion oral de CUR, la mayor
parte era excretada en las heces y, aunque no se detectd en la orina, se observaron varios de
sus derivados como glucurdnido de curcumina y sulfatos, lo que indica que este fitofarmaco
sufre una metabolizacion répida en el higado y se elimina rapidamente de la circulacion
sistémica (Mazzarino et al., 2010). Ademas, también se sabe que la CUR es inestable a
valores de pH neutro-basico, degradandose a vainillina, acido feralico, feruloil metano y
trans-6- (40-hidroxi-30-metoxi). fenil) -2,4-dioxo-5-hexenal, pero cuando los medios son

suplementados con suero, es mas estable (Lin et al., 2009).

En este sentido, diferentes técnicas han sido utilizadas para aumentar la solubilidad y, por
tanto, la biodisponibilidad, asi como la estabilidad de la CUR en algunos casos. Dentro de
estas técnicas se incluyen: complejos de inclusion, micronizacion, dispersiones solidas,
nanosuspensiones, nanoparticulas solidas lipidicas, vehiculos lipidicos nanoestructurados,
liposomas, sistemas de administracion de farmacos autoemulsionantes y sistemas basados en

geles (Kaur and Kaur, 2014).
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1.7.3. ACIDO BORICO

El 4cido borico (BA) es un acido monobasico muy débil con un pKa de 9.1 (Figura 6), es
decir, a pH=9.1 se encuentra el 50% disociado en forma del anién borato (H4BO4") (Winzer
et al., 2003). Es muy soluble en agua (0.75 mol/L a 20 °C) y tiene una alta solubilidad en

lipidos del mismo orden que la urea (Hunt, 2003).

Figura 6. Estructura del acido bérico

El boro es un elemento quimico presente en el BA y es un nutriente esencial para los animales
y las plantas. Se usa ampliamente en la agricultura como fertilizante y plaguicida, asi como
en la fabricacion de varios productos bdsicos como vidrio, cerdmica, componentes

automotrices, pintura y cosméticos, entre otros.

Ademas, el boro se ingiere diariamente en los alimentos y el agua y, como nutriente esencial,
estd involucrado en muchos procesos metabodlicos y fisiologicos. En los eucariotas, el boro
desempefia un papel clave en el metabolismo mineral (Hunt, 1989, 1994), la respuesta
inmune (Hunt, 2003), el sistema endocrino (Hunt, 1996) y la estructura celular (Kobayashi
et al., 1996), mientras que en procariotas, participa como un autoinductor (AI-2) en las
respuestas de deteccion de quorum (Chen et al.,, 2002; Hunt, 2003), las cuales estan
relacionadas con la produccion de biopeliculas, un mecanismo bien documentado de
resistencia microbiana. En este sentido, el boro juega un papel esencial en la biologia

homeostatica de los organismos vivos (Kabu and Akosman, 2013).

En medicina, el BA se utiliza como un tratamiento alternativo para las infecciones vaginales

por hongos y protozoos (Sobel and Chaim, 1997), asi como para infecciones bacterianas del
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oido (Amani and Moeini, 2016). Sin embargo, a altas concentraciones, el BA puede llegar a
ser un veneno empleado para el control de organismos que se extienden desde procariotas a

vertebrados e invertebrados (Hunt, 1996; Program, 1987; Schmidt et al., 2010).

En avicultura, el BA se coloca en la cama de las aves para el control de escarabajos a dosis
entre 0.4 y 0.9 Kg por 9.3 m?. También se ha reportado que el BA tiene una DLso oral aguda
relativamente alta de 2.95 g/kg de peso corporal en pollos de 1 dia de edad (Poppenga, 2007).
No obstante, concentraciones en la cama de las aves de 3.6 y 7.2 Kg de BA por cada 9.3 m?
de espacio de piso durante 15 dias de exposicion disminuyeron y aumentaron
significativamente el peso corporal y la conversion alimenticia en aves, respectivamente.
Ademas, concentraciones mayores a 2.5 g de BA/Kg de peso corporal administradas durante
2 semanas tiene efectos negativos en el peso corporal y conversion alimenticia, y cuando es
administrado durante 3 semanas se han encontrado niveles altos de residuos de boro en el

cerebro, rifion, higado y musculo (Dufour et al., 1992; Sander et al., 1991).

Aunque el BA no se ha probado como antimicrobiano contra patdégenos de importancia en
avicultura, se ha utilizado con fines de promocion de crecimiento, encontrdndose una relacion
importante entre la dosis de boro administrada y la cantidad de vitamina D. Un adecuado
contenido de vitamina D (2500 UI/Kg) en la dieta con respecto a la del boro es capaz de
mejorar la ganancia de peso en pollos de engorda y aumentar las cenizas del hueso, asi como
el contenido de calcio y fosforo en la tibia. Por el contrario, inadecuadas concentraciones de
vitamina D (125 UI/Kg) tienen efectos negativos en parametros productivos y niveles de
minerales. Ademas, se ha reportado que las aves suplementadas con 60 mg de BA/Kg de
peso corporal durante la semana 3 y 6 de crianza (engorda y finalizacidn, respectivamente)
presentaron una mejora en los parametros productivos (Yildiz et al., 2013). En el caso de
gallinas ponedoras, la suplementacion con BA (25, 50, y 100 mg BA/kg peso corporal)
influy6 positivamente en el balance mineral, reduciendo asi el porcentaje de huevo roto al
mejorar el grosor y resistencia de la cascara. Asimismo, se mejoro el consumo de alimento y

el peso promedio de los huevos (Yesilbag and Eren, 2008).
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II. JUSTIFICACION

En la época actual, en la que se viven tiempos de globalizacién de mercados, la competencia
nacional e internacional en la producciéon de proteina animal se ha vuelto cada dia mas
demandante. En particular, la avicultura en México ha tenido un repunte muy importante al
grado tal que la produccion de carne de pollo es mayor en comparacidon con la de carne de
cerdo y bovino. En este sentido, el dinamismo de la avicultura presentado en los tltimos afios
ha consolidado a México como el séptimo pais productor de carne de pollo a nivel mundial

(USDA, 2018).

Sin embargo, en la produccion avicola intensiva, frecuentemente son empleados un gran
numero de antibidticos son frecuentemente empleado para prevenir (uso profilactico), tratar,
y controlar (uso terapéutico) ciertas enfermedades, sin dejar a un lado el efecto de promocion
de crecimiento (uso subterapéutico) con la finalidad de aumentar la productividad. No
obstante, una gran parte de los antibioticos han sido utilizados principalmente a dosis
subterapéuticas, provocando, no s6lo el aumento de la resistencia a los antibidticos en
bacterias de importancia en avicultura como Salmonella sino también la presencia de
residuos en productos animales debido a los ineficientes periodos de retiro, incrementando
en ambos casos los riesgos en cuanto a salud publica se refiere. En consecuencia, los
antibioticos a dosis subterapéuticas fueron prohibidos en la UE en 2006 (EPC, 2005) y EUA
en 2017 (Editors, 2017), provocando un aumento en la incidencia de algunas enfermedades
como enteritis necrotica y el incremento significativo en el uso de los antibidticos, pero a
dosis terapéuticas para controlar y prevenir enfermedades (Borck Hog et al., 2016), derivando
este ultimo en problemas mas serios de resistencia bacteriana y posteriormente, a su
prohibicion provisional como agentes preventivos de enfermedades, limitando su uso so6lo

para el tratamiento y control de enfermedades (Parlamento Europeo, 2018).

Dado que Salmonella sigue siendo uno de los patdégenos transmitidos por los alimentos mas

importantes a partir de productos de origen avicola y la incidencia de enteritis necrotica
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causada por Clostridium perfringens ha aumentado debido a la restriccion de los antibidticos
como consecuencia de los problemas de resistencia bacteriana, la industria avicola se ha visto
presionada para buscar e investigar nuevas alternativas que brinden beneficios de
rendimiento, asi como disminuyan la tasa de mortalidad y los problemas de resistencia
bacteriana. Entre estas alternativas se encuentran: los probidticos, derivados de plantas como
aceites esenciales o extractos, acidos organicos (AQO) e inorgénicos (Al), enzimas, lisozimas
y moléculas de origen microbiano como extractos de levadura y péptidos antimicrobianos
(Caly et al., 2015). En este contexto, el uso del AA, BA, CUR y sus combinaciones
administrados en conjunto con el alimento serd una excelente opcidon al reemplazo de los
antibidticos en pollos de engorda principalmente para el tratamiento y prevencion de

enfermedades, asi como la promocidn de crecimiento en segundo término.
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III. HIPOTESIS

Las posibles combinaciones entre dos o mas aditivos como el acido ascorbico, acido
boérico y curcumina evaluadas en un modelo in vitro que simula las condiciones del
tracto gastrointestinal del pollo de engorda tienen mejor efecto para reducir la
concentracion de Salmonella Enteritidis que por si solos.

Si se incrementa la solubilidad de la curcumina utilizando como estrategia la
preparacion de dispersiones solidas con polivinilpolipirrolidona K30 (PVP) entonces
presentard mejor actividad antimicrobiana contra Salmonella Enteritidis, y su
combinacion con dacido bdrico potencializara el efecto antimicrobiano sobre
Salmonella Enteritidis en pollos de engorda.

Si la adicion de acido borico en las dietas de pollos de engorda tiene un efecto positivo
sobre la homeostasis y el balance de la microbiota intestinal, entonces sera efectivo
para controlar infecciones por Salmonela Enteritidis.

La administracion profilactica o terapéutica de una formulacion a base de 4cido
ascorbico y una dispersion solida de curcumina con polivinilpolipirrolidona K30
(PVP) y 4acido borico mostrara un efecto antimicrobiano combinado debido a la
reduccion en la concentracion de Salmonella Enteritidis, y la disminucion del impacto
negativo de la enteritis necrotica.

La inclusion de antioxidantes naturales como acido ascorbico y curcumina en la

alimentacion serd capaz de prevenir y tratar infecciones por Sa/monella Enteritidis,
manteniendo asi una mejor salud e integridad intestinal en pollos de engorda.
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IV. OBJETIVOS

4.1.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la suplementacion del acido ascorbico, acido borico, curcumina y la

combinacion de €stos en la dieta como reemplazo a los antibiodticos, sobre la efectividad en

contra de patégenos de importancia en avicultura, asi como su impacto en la salud intestinal.

4.2.

OBJETIVOS PARTICULARES

Comparar el método convencional de siembra en placa con un método fluorométrico
que utiliza PrestoBlue® como colorante en la determinacion de la actividad
antimicrobiana del acido ascorbico, dcido bodrico y curcumina contra Sal/monella
Enteritidis en un modelo de digestion aviar in vitro que simula el buche, proventriculo
e intestino.

Evaluar el efecto de la administracion profilactica de una dispersion solida de
curcumina con polivinilpirrolidona K30, acido bodrico y la combinacion de éstos en
la colonizacion de Salmonella Enteritidis e integridad intestinal en pollos de engorda.
Evaluar la actividad antimicrobiana del acido bérico (BA) en la colonizacién por
Salmonella Enteritidis, asi como su efecto en la integridad intestinal y microbiota
cecal en pollos de engorda.

Evaluar el efecto de la administracion profilactica o terapéutica de una mezcla de
acido ascorbico y una dispersion solida de curcumina con polivinilpirrolidona k30 y
acido barico en pollos de engorda infectados con Sa/monella Enteritidis, asi como su
impacto en un modelo de laboratorio de desafio de enteritis necrotica.

Evaluar y comparar el efecto de dos antioxidantes naturales, acido ascorbico o
curcumina formulada en una dispersion so6lida, para prevenir o tratar la infeccion por

Salmonella Enteritidis en pollos de engorda.
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V. PRODUCTIVIDAD: PUBLICACIONES GENERADAS

El presente proyecto doctoral gener6 5 articulos de investigacion cientifica, de los cuales 4
ya estan publicados en diferentes revistas indexadas en el Journal Citation Reports (JCR) y

el ultimo se encuentra en fase de revision.

1. “Comparison of PrestoBlue® and plating method to evaluate antimicrobial activity
of ascorbic acid, boric acid and curcumin in an in vitro gastrointestinal model”

“Journal of Applied Microbiology, Impact factor: 2.683"

2. “Evaluation of a solid dispersion of curcumin with polyvinylpyrrolidone and boric
acid against Salmonella Enteritidis infection and intestinal permeability in broiler
chickens: A pilot study”

“Frontiers in Microbiology, Impact factor: 4.259”

3. “Evaluation of the antimicrobial and intestinal integrity properties of boric acid in
broiler chickens infected with Sa/monella Enteritidis: Proof of concept”

“Research in Veterinary Science, Impact factor: 1.751”

4. “Evaluation of the dietary supplementation of a formulation containing ascorbic acid
and a solid dispersion of curcumin with boric acid against Salmonella Enteritidis and
necrotic Enteritis in broiler chickens”

“Animals, Impact factor: 1.832”

5. “Comparison of the effect of ascorbic acid and curcumin formulated in a solid
dispersion on the prevention and treatment of Salmonella Enteritidis infection in
broiler chickens”

“Molecules, Impact factor: 3.060”
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ABSTRACT

The present study was evaluated and compared the effect of two natural antioxidants,
ascorbic acid (AA) and curcumin formulated in a solid dispersion (SD-CUR), in preventing
or treating Salmonella Enteritidis infection (SE) in broiler chickens. The results of the dietary
administration of AA and SD-CUR as preventive agents on SE counts showed that AA
significantly reduce 1.2 log SE counts in crop compared to positive control (PC) group
(P<0.05), whereas in cecal tonsils (CT), SD-CUR significantly decrease the counts and
incidence of Salmonella (P<0.05) in comparison with PC group. Furthermore, superoxide
dismutase (SOD) activity was significantly higher in chickens supplemented with AA and
SD-CUR, but total intestinal immunoglobulin A (IgA) levels were significantly lower when
compared to PC group. However, only SD-CUR group showed significantly lower serum
fluorescein isothiocyanate-dextran (FITC-d) concentration, while AA presented significantly
lower total aerobic bacteria compared to the other groups in both cases. Meanwhile, in the
Salmonella infection treatment model, only the dietary administration of AA significantly
decreased the counts and incidence of SE in both the crop and CT on days 3 and 10 post-SE
challenge (P<0.05). However, serum FITC-d concentrations were significantly lower in AA
and SD-CUR groups in comparison with PC group, but total intestinal IgA levels were
statistically lower only in AA group compared to PC group. Interestingly, no significant
differences in SOD activity were found between the groups. The present study also suggests
that SD-CUR supplementation has a better effect as a preventive of Salmonella infection,
while AA could be used to treat Salmonella infection considering all the determinations

evaluated.

Keywords: ascorbic acid, curcumin, prevention, treatment, Salmonella
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INTRODUCTION

Since the restriction of the use of antibiotics at subtherapeutic doses in animal production
because of the problems of bacterial resistance (V. T. Nair et al., 2018), the incidence of
infections has been increasing (Cheng et al., 2014). Furthermore, the use of antibiotics, but
at therapeutic doses has also increased, which could lead to a worse scenario of bacterial
resistance (Borck Hog et al., 2016; Founou et al., 2016; Hao et al., 2014; Marshall and Levy,
2011). Thus, interest in finding viable alternatives with similar benefits to antibiotics has
increased in recent years (Lillehoj et al., 2018), mainly to prevent, control and treat infections
associated with Salmonella, a foodborne pathogen that remains a major concern in public
health (WHO, 2018). In recent years, the investigation of alternatives to antibiotics is focused
on improving intestinal health through the use of feed additives as probiotics, prebiotics, in-
feed enzymes, essential oils, herbal extracts and antioxidants (Johannah et al., 2018).
Despite poultry diet contains antioxidants, these are included mainly to protect it from
deterioration during storage and for nutritional purposes as vitamin E (Luna et al., 2017).
However, these additives play an important role in health aspects and prevention of several
diseases in poultry due to their different mechanisms of action (Surai, 2007).

Ascorbic acid (AA) is a water-soluble organic compound of natural origin, obtained from
different sources with potent antioxidant properties due to its ability to readily donate
electrons to protect the host of oxidative stress (Carr and Maggini, 2017; Chakraborthy et al.,
2014). Furthermore, AA has immunomodulatory effect and can improve the microbial
diversity and function (Carr and Maggini, 2017; Traber et al., 2018). It has been reported that
dietary supplementation with AA has had positive effects in reducing stress caused by the
rapid growth rate and the ever-changing environmental conditions in poultry production
(Lohakare et al., 2005).

Meanwhile Curcumin (CUR), a polyphenolic compound derived from turmeric, a product of
the plant Curcuma longa (Malik and Mukherjee, 2014), has been widely used in the poultry
industry as anticoccidial, anti-inflammatory, immunomodulatory, antimicrobial, antioxidant
and to promote growth (Guil-Guerrero et al., 2017; Hernandez-Patlan et al., 2018b; Khan et
al., 2012). However, some limitations of CUR are its poor aqueous solubility and intestinal

permeability (Paolino et al., 2016). Despite this, the preparation of solid dispersions of
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curcumin (SD-CUR) has achieved increases both the solubility and permeability of CUR
given that the crystalline structure of CUR since it has been reported that the crystalline
structure of CUR changes to amorphous form (Tran et al., 2015). Therefore, in the present
study was evaluated and compared the effect of two natural antioxidants, AA and CUR

formulated in a SD-CUR, in preventing or treating SE infection in broiler chickens.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of treatments and diets

In the present study, two treatments were evaluated: 1) AA (99 — 100%, Food grade, Drogeria
Cosmopolitan, Naucalpan, Edo. Mex., México) and 2) a solid dispersion of CUR (SD-CUR).
The first treatment was prepared by granulating 90% A A with 10% microcrystalline cellulose
(MCC) pH 102, followed by a drying step and subsequent sieving. Treatment 2 was prepared
by dissolving 1 part of CUR in 9 parts of a polyvinylpyrrolidone (PVP) K30 solution,
followed by the solvent evaporation at 40 °C and sieving. In both treatments, the sieving was
done using a No. 25 mesh to obtain particles of around 700 pm. These treatments were
included in starter basal diets without antibiotics, coccidiostats or enzymes (Table 1) at a
concentration of 0.1% (1 Kg/Ton of feed). Starter diet was formulated to approximate the
nutritional requirements of broiler chickens as recommended by the National Research
Council (Council, 1994) and adjusted to breeder’s recommendations (Cobb-Vantress, 2015).
All animal handling procedures complied with the Institutional Animal Care and Use

Committee (IACUC) at the University of Arkansas, Fayetteville (protocol #15006).

Salmonella strain and culture conditions

A primary poultry isolate of Sa/monella enterica serovar Enteritidis (SE) bacteriophage type
13A, was obtained from the USDA National Veterinary Services Laboratory (Ames, IA,
United States). This strain is resistant to 25 ug/mL of novobiocin (NO, catalog no. N-1628,
Sigma) and was selected due to its resistance to 20 pug/mL of nalidixic acid (NA, catalog no.
N-4382, Sigma) in our laboratory. SE culture was performed according to previous
publications (Hernandez-Patlan et al., 2018b) in order to obtain an approximate bacterial

concentration of 4 X 104 and 4 x 107 cfu/mL. Concentrations of SE were further verified by
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serial dilutions and plated on brilliant green agar (BGA, Catalog No. 70134, Sigma) with NO

and NA for enumeration of actual cfu used in the experiment.

Experimental design
Two experiments were conducted to determine the effect of AA or SD-CUR at 0.1% in the
feed in preventing or treating Salmonella infections in broiler chickens, as well as their

influence on intestinal integrity:

e Salmonella infection prevention model
Preventive model consisted of two independent trials with 45 day-of-hatch male Cobb-
Vantress broiler chickens (Fayetteville, AR, USA) each. Chickens were randomly assigned
to one of three groups (n = 15 chickens/group): 1) positive control group (PC), 2) 0.1% (w/w)
AA, and 3) 0.1% (w/w) SD-CUR. Chicks were housed in brooder battery cages, provided
with their respective diet and water ad libitum, as well as maintained at an age-appropriate
temperature during the experiment. On day 6 of age, all chicks were orally challenged with
1 x 107 cfu of SE per bird and weighed to calculate the concentration of fluorescein
isothiocyanate-dextran (FITC-d) to be administered according to the group body weight.
Subsequently, 24 h post-SE challenge (7 day-old), chicks were euthanized by CO2 inhalation,
and blood samples were collected from the femoral vein and centrifuged (1000xg for 15 min)
to separate the serum for the determination of FITC-d concentration. Furthermore, samples
of crop and cecal tonsils (CT) for SE and total aerobic bacteria (TAB) counts, as well as

intestinal samples for total intestinal IgA levels were also collected.

o Salmonella infection treatment model
This model involved the SE counts on day 3 and 10 post-SE challenge. For this, 90 one-day-
old male Cobb-Vantress broiler chickens (Fayetteville, AR, USA) were challenged with 1 X
104 SE cfu per bird and randomly allocated to one of three groups (n=30 chickens): 1)
positive control group (PC), 2) 0.1% (w/w) AA, and 3) 0.1% (w/w) SD-CUR. On day 3 and
10 post-SE challenge, 15 chicks from each group were humanely euthanized by CO2

inhalation, respectively, but only the crop and CT from12 birds per group were aseptically
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collected for SE count. Blood samples were also collected from the femoral vein and
centrifuged (1000xg for 15 min) to separate the serum for the determination of FITC-d
concentration on day 10. The concentration of FITC-d administered was calculated based on
group body weight at day 9 post-SE challenge. Furthermore, intestinal samples for total

intestinal IgA levels were collected.

Salmonella and total aerobic bacteria (TAB) counts

In both experiments, the crop and CT were homogenized and diluted with saline (1:4 w/v),
and 10-fold dilutions were plated on BGA with NO and NA for SE or Tryptic Soy Agar
(TSA, catalog no. 211822, Becton Dickinson, Sparks, MD) for TAB (only in Salmonella
infection prevention model). Plates were incubated at 37°C for 24 h to enumerate total SE or
TAB colony forming units. Subsequently, the crop and CT samples were enriched in 2%
concentrated tetrathionate enrichment broth and further incubated at 37°C for 24 h.
Enrichment samples were streaked onto Xylose Lysine Tergitol-4 (XLT-4, Catalog No.

223410, BD DifcoTM) selective media for confirmation of Salmonella incidence.

Serum FITC-d Determination

FITC-d (MW 3-5 kDa; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) was given oral gavage to
12 broiler chickens from each group at a dose of 8.32 mg/kg of body weight one hour before
the chicks were euthanized by CO2 inhalation in order to evaluate the paracellular transport
and mucosal barrier dysfunction (Vicuna et al., 2015a, 2015b). The 3 remaining broiler
chickens of each group were used as controls. Then, the serum samples obtained from blood
samples were properly diluted (1:5) and measured fluorometrically at an excitation
wavelength of 485 nm and an emission wavelength of 528 nm (Synergy HT, Multi-mode
microplate reader, BioTek Instruments, Inc., VT, USA) to determine the serum FITC-d

concentration (Baxter et al., 2017).

Total intestinal immunoglobulin A (IgA) levels
In each experiment, an intestinal section of 5 cm from the Meckel's diverticulum to the

ileocecal junction of 12 chickens from each group were taken to quantify total IgA levels as
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previously described (Merino-Guzman et al., 2017). Briefly, intestinal sections were rinsed
three times with 5 mL of 0.9% saline; then the rinse was collected in a tube and centrifuged
at 1864 x g at 4 °C for 10 min. Subsequently, the supernatants were separated and stored at
—20 °C until tested. A commercial indirect ELISA set was used to quantify IgA according to
the manufacturer’s instructions (Catalog No. E30-103, Bethyl Laboratories Inc.,
Montgomery, TX 77356). For this, supernatants were diluted (1:100), placed in 96-well
plates (Catalog No. 439454, Nunc MaxiSorp, Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY), and
measured at 450 nm using an ELISA plate reader (Synergy HT, multi-mode microplate
reader, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).

DATA AND STATISTICAL ANALYSIS

Data from SE and TAB counts (Log cfu/g), serum FITC-d concentration, and total intestinal
IgA levels were subjected to analysis of variance (ANOVA) as a completely randomized
design, using the General Linear Models procedure of SAS (SAS Institute, 2002). Significant
differences among the means were determined by Duncan's multiple range test at P<0.05.
Enrichment data were expressed as positive/total chickens (%), and the percentage of SE
positive samples was compared by chi-squared test of independence (Zar, 1984), testing all

possible combinations to determine the significance (P<0.05).

RESULTS

The results of the dietary administration of AA and SD-CUR at 0.1% in the feed as preventive
agents on SE counts are shown in Table 1. In both independent trials, SE counts in crop were
statistically 1.2 log lower in AA group compared to PC group (P<0.05), whereas in CT,
chickens supplemented with SD-CUR presented significantly lower SE counts and SE
incidence (P<0.05) in comparison with PC group. Furthermore, SOD activity was
significantly higher in chickens supplemented with AA and SD-CUR in comparison with PC
group, whereas total intestinal IgA levels were significantly lower in AA and SD-CUR
groups compared to PC group (Table 2). However, serum FITC-d concentration was only
significantly lower in SD-CUR group when compared to PC group (Table 2). Finally, TAB

were significantly lower in chickens treated with AA compared to the other two groups and
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chickens treated with SD-CUR tended to increase the counts of TAB (P=0.07) compared to
PC group.

Table 3 shows the counts and incidence of SE after 3 and 10 days of treatment with AA or
SD-CUR at 0.1% in the feed post-SE challenge (therapeutic administration experiment). On
day 3 post-SE challenge, SE counts in the crop and CT significantly decreased by 2.05 log
and 3.54 log respectively, resulting in a significant decrease in the incidence of SE in both
crop (P<0.01) and CT (P<0.005) when comparing AA group with PC group. Interestingly,
although not significant, SE counts in the crop and CT was reduced by 1.02 log and 1.59 log,
respectively in SD-CUR group compared to PC group. Meanwhile, on day 10 post-SE
challenge, although the SE counts in crop were significantly lower in AA and SD-CUR
groups when compared to PC group, only AA group significantly decreased the SE counts
in CT by 4.71 log, as well as the incidence of SE (P<0.001) compared to PC group.
Furthermore, serum FITC-d concentrations were significantly lower in AA and SD-CUR
groups in comparison with PC group (Table 4). However, only total intestinal IgA levels
were statistically lower in AA group compared to PC group. Finally, no significant

differences in SOD activity were found between the groups (Table 4).

DISCUSSION

The production of antibiotic-free poultry is a worldwide trend (Cervantes, 2015) derived from
the restriction of the use of antibiotics as a measure to reduce the problems of bacterial
resistance and maintain the safety of food (Founou et al., 2016). However, this trend has
increased the incidence of bacterial infections (Cheng et al., 2014), as well as the use of
antibiotics, but at therapeutic doses (Borck Hog et al., 2016), which could cause a worse
scenario of bacterial resistance. Then, the interest in finding viable alternatives with similar
benefits to antibiotics has increased in recent years (Lillehoj et al., 2018), mainly for the
purpose of reducing bacterial resistance problems and controlling foodborne pathogens such
as Salmonella since both are important in public health (WHO, 2018). Therefore, in the
present study was evaluated and compared the effect of two natural antioxidants, AA and

CUR formulated in a SD-CUR, in preventing or treating SE infection in broiler chickens.
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In the present study, dietary AA supplementation into the feed at 0.1% (w/w) in the
Salmonella infection prevention model (Table 1) proved to be more effective in reducing the
SE counts in crop that CT, in both trials. It could be explained because of the capability of
AA, a weak acid (pKa=4.1 and 11.6), to reduce the pH in crop by the release of protons
(Mani-Lopez et al., 2012; Verghese et al., 2017). However, it is known that AA begins to
degrade as the pH increases (Wechtersbach and Cigi¢, 2007), which could have affected its
acidifying capacity and other effects such as the stimulation of growth of beneficial bacteria
as Lactobacillus and Bifidobacterium due to its oxygen scavenging effect (Akin and Dasnik,
2015), thus justifying our findings in CT. Furthermore, it has been reported that even the
inclusion of 1% AA in the feed had no effect in reducing the intestinal pH in chicks (Brown
and Southern, 1985). In contrast, SD-CUR significantly reduced SE counts in CT by [11.5
log in both independent trials (Table 1). This reduction could be related to the increase in the
solubility and permeability of CUR when formulated in a solid dispersion using PVP-K30
(Patlan et al., 2018; Xu et al., 2006; Zhang et al., 2018) and, therefore, to the possible
improvement of its antimicrobial and immunoregulatory-immunostimulatory effects
(Catanzaro et al., 2018; Hernandez-Patlan et al., 2018b; Zorofchian Moghadamtousi et al.,
2014). Furthermore, it has been described that CUR supplementation promote changes in the
composition and diversity of the gut microbiome since the relative abundance of
Lactobacillus genus could be increased (Peterson et al., 2018; Varmuzova et al., 2015),
having a beneficial effect since these have an important role in suppressing the growth of
pathogenic bacteria in the intestine of chickens (Samarasinghe et al., 2003), according to their
different antimicrobial mechanisms (Alagawany et al., 2018; Vieco-Saiz et al., 2019) and
therefore, the maintenance of the gut homeostasis. Although lactic acid bacteria were not
determined in the present study, it can be observed in Table 2 that only chickens treated with
SD-CUR tended to increase the total anaerobic bacteria counts (P= 0.07), which would be
consistent with other studies.

Previous studies have demonstrated that Salmonella can disrupt intercellular junctions,
causing the increase of paracellular permeability and bacterial translocation to facilitate its
pathogenicity (Brufau et al., 2016). In this sense, a way to evaluate the intestinal integrity is

the determination of the serum FITC-d concentration, a molecule that under normal intestinal

82

——
| —



LEDEFAR

conditions is impermeable due to its size (3—5 kDa) (Baxter et al., 2017; Tellez et al., 2014).
The results showed that the group supplemented with SD-CUR presented significantly lower
serum FITC-d concentrations compared to the control group and chickens supplemented with
AA, which suggests that the intestinal integrity is maintained, possibly due to the reduction
of Salmonella counts and the ability of CUR to restore the intestinal barrier function and
expression of tight junction proteins, as well as the proliferation/regeneration of intestinal
epithelium (Bereswill et al., 2010; Peterson et al., 2018; Wang et al., 2017).

Mucosal immunity provides the first line of defense against an oral exposure to pathogens in
order to avoid their adherence and invasion (Sheela et al., 2003). It has been described that
oral infection with Salmonella Enteritidis can induce a rapid and strong local inflammatory
response in intestinal epithelium, leading to the secretion of pro-inflammatory cytokines (IL-
1, IL-6, IL-23 IL-12, and IL-18, these last two lead to the production of interferon-gamma
(IFN-0J)) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) followed by the production of IgA and
antimicrobial peptides (defensins, cathelicidins, histatins, and lactoferrins) as a mechanism
to limit the mucosal colonization of pathogens (Fasina et al., 2008; Kogut, 2000; Park et al.,
2013; Patel and McCormick, 2014; Sheela et al., 2003). Despite the production of intestinal
IgA is not immediate since it requires a period for its production (Penha Filho et al., 2012;
Sheela et al., 2003), this immunoglobulin was measured in the present study to determine the
effect of AA and CUR supplementation in broiler chickens. In both treatment groups, total
intestinal IgA levels were significantly lower compared to PC group. This could be because
both antioxidants have anti-inflammatory capacity. In the case of CUR, it has been reported
that CUR does not only down-regulate pro-inflammatory cytokines to reduce local
inflammation in the intestine, but also reduce systemic inflammation triggered by the release
of lipopolysaccharide (LPS) into circulation (Ghosh et al., 2018; Gupta et al., 2012; Wang et
al., 2017). Similar than CUR, AA is capable to decrease the expression of proinflammatory
cytokines (IL-1, IL-6, IL-12), TNF-a and IFN-y (El-Senousey et al., 2017; Kong et al., 2015).
Therefore, this suggests a better intestinal health.

The results obtained of total intestinal IgA levels in the groups treated with AA and CUR are
also supported by the significant increase in the antioxidant activity of SOD in the same

groups compared to PC group since the increase in antioxidant capacity can lead to the
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reduction of oxidative stress and inflammation (Johannah et al., 2018). SOD is one of the
most important antioxidant enzymes involved in the protection of tissues from oxidative
damage by regulating various reactive oxygen and nitrogen species (ROS/RNS), the first line
of defense against microbial invasion and replication (Break et al., 2012). However, the
increase in SOD activity in the groups treated with AA and CUR is due to the fact that these
two antioxidants have the ability to stimulate the production of this antioxidant enzyme to
protect the host against oxidative stress and lipid peroxidation (Al-Rubaei et al., 2014; Hu et
al., 2019; Ismail et al., 2013).

Unlike the Salmonella infection prevention model, in the Salmonella infection treatment
model, only the dietary administration of AA significantly decreased the counts and
incidence of SE in both the crop and CT on days 3 and 10 post-SE challenge. This could be
due to the fact that AA decreased the concentration of SE in crop due to its acidifying capacity
as explained above (Mani-Lépez et al., 2012; Verghese et al., 2017), thus the concentration
of SE that reached the intestinal epithelium was much lower. Furthermore, these results are
supported by those previously published by our laboratory where AA was able to reduce the
concentration of SE in the compartment that simulates the crop in an in vitro avian digestion
model (Hernandez-Patlan et al., 2018a). Although not significant, SE counts in CT at day 3
and 10 were reduced in chickens treated with SD-CUR by 1.59 log and 1.80 log, respectively.
This was probably because the dose of SD-CUR was low to exert an efficient antimicrobial
activity in this Salmonella infection model, which suggests that SD-CUR has a better effect
in preventing SE infections. Despite these results, serum FITC-d concentration was reduced
in both groups treated with antioxidants. In the case of the group treated with SD-CUR, this
decrease in the serum FITC-d concentration could be due to the ability of CUR to restore the
intestinal barrier function and expression of tight junction proteins, thereby reducing
paracellular permeability (Ghosh et al., 2018; Peterson et al., 2018), while in the treatment
with AA, the reduction of this permeability marker could be mainly due to the decrease in
the severity of SE infection, which was also reflected in the lower total intestinal IgA levels
compared to the group treated with SD-CUR and PC group. However, the group treated with
SD-CUR also had lower IgA values compared to PC group, but not significant. In this

Salmonella infection treatment model, it can be affirmed that the difference in total intestinal
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IgA levels was due to the SE infection process since it has been reported that the production
of these immunoglobulins are detected one-week post-infection (Wigley, 2014), therefore, it
was expected that PC group would present higher levels. Finally, there are no significant
differences in SOD activity when comparing groups. The high activity of SOD in the treated
groups could be related to the capability of these two antioxidants to stimulate the production
of antioxidant enzymes. However, the increase in SOD in PC group was because this
antioxidant enzyme protects the tissues from the oxidative damage of ROS/RNS, a defense
mechanism against microbial invasion and replication (Break et al., 2012).

In conclusion, the inclusion of AA and SD-CUR in the diets can be an alternative in the
production of antibiotic-free poultry to reduce bacterial resistance problems and maintain
food safety, which are extremely important in public health. The present study also suggests
that SD-CUR supplementation has a better effect as a preventive of Salmonella infection,
while AA could be used to treat Salmonella infection considering all the determinations
evaluated. Further studies to confirm these results and know the mechanism of antimicrobial

action of these antioxidants are currently being evaluated.
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Table 1. Salmonella Enteritidis (SE) counts' and incidence? in crop and cecal-tonsils (CT)
in broiler chickens supplemented with or without ascorbic acid (AA) and a solid
dispersion of curcumin (SD-CUR) to prevent Salmonella infection?.

Treatments Crop Logo cfu/gr Crop +/- (%) CT Logio cfu/gr  CT+/- (%)
Trial 1

Ctrl 2.68 £0.47% 9/12 (75%) 4.01+£0.292 12/12 (100%)

AA 1.48+£0.53" 5/12 (42%) 3.69+0.17% 12/12 (100%)

SD-CUR 3.08+0.57% 9/12 (75%) 2.42+0.54° 8/12 (67%)*
Trial 2

Ctrl 2.69+0.48%2 9/12 (75%) 3.94+022¢% 12/12 (100%)

AA 1.49£0.54° 5/12 (42%) 3.80 £0.28 %  12/12 (100%)

SD-CUR 3.19+047% 9/12 (75%) 2.34+050° 8/12 (67%)*

Data expressed in Logio cfu /g of tissue. Mean + standard error from 12 chickens
(P<0.05). 2Chickens were orally gavaged with 107 cfu of S. Enteritidis per chicken at 6-d
old, samples were collected 24 h later. *Data expressed as positive/total chickens (%). *

P<0.05. *®Values within treatment columns for each treatment with different superscripts
differ significantly (P<0.05).

Table 2. Determination of total aerobic bacteria (TAB), serum fluorescein isothiocyanate—
dextran (FITC-d) concentration, superoxide dismutase (SOD) activity and total intestinal
immunoglobulin A (IgA) levels in broiler chickens treated with or without ascorbic acid

(AA) and a solid dispersion of curcumin (SD-CUR) to prevent Salmonella infection'.

Treatments TAB Logio cfu/gr  FITC-d (ug/mL) SOD (U/mL)  IgA (ug/mL)
Ctrl 7.96 +£0.10 * 0.591 +£0.0552 3.58+031° 14.21+0.83 ¢
AA 7.92+0.11° 0.533+£0.034 % 450 +0.35° 11.51+0.71°

SD-CUR 8.27+0.132 0.432+0.037° 448+0.20° 11.20+£0.53°

'Data are presented as mean + standard error from 12 chickens (P<0.05). **Values within
treatment columns for each treatment with different superscripts differ significantly
(P<0.05).
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Table 3. Salmonella Enteritidis (SE) counts' and incidence? in crop and cecal-tonsils (CT)
in broiler chickens supplemented with or without ascorbic acid (AA) and a solid
dispersion of curcumin (SD-CUR) to treat Salmonella infection?.

Crop +/ - CT Logio

Treatments Crop Logio cfu/gr %) ofu/er CT+/-(%)
Trial 3-d
Ctrl 3.18+046° 10/12 (83%)  6.44+0.15*  12/12(100%)
AA 1.134£0.48° 4/12 (33%) *  2.90+0.91°  6/12 (50%) **
SD-CUR 216046 8/12 (67%) 4.85+0.86 % 9/12 (75%)
Trial 10-d
Ctrl 293+0.65*° 7/12 (58%) 6.61+021*  12/12(100%)
AA 1.26+0.54° 4/12 (33%) 1.80+0.81°  4/12(33%) ¢
SD-CUR 0.97 £0.51° 3/12 (25%) 4.81+085® 9/12 (75%)

Data expressed in Logio cfu /g of tissue. Mean + standard error from 12 chickens
(P<0.05). 2Chickens were orally gavaged with 107 cfu of S. Enteritidis per chicken at 6-d
old, samples were collected 24 h later. *Data expressed as positive/total chickens (%). *

P<0.01; ** P<0.005; ¢ P<0.001. #*Values within treatment columns for each treatment with
different superscripts differ significantly (P<0.05).

Table 4. Determination of total aerobic bacteria (TAB)serum fluorescein isothiocyanate—
dextran (FITC-d) concentration, superoxide dismutase (SOD) activity and total intestinal
immunoglobulin A (IgA) levels in broiler chickens treated with or without ascorbic acid

(AA) and a solid dispersion of curcumin (SD-CUR) to treat Sa/monella infection'.

Treatments FITC-d (ng/mL) SOD (U/mL) IgA (ug/mL)
Ctrl 0.700 + 0.020 * 10.34+£0.67* 1434+281°
AA 0.457 +0.039 ° 1022+0.72*  9.18+295°

SD-CUR 0.489 +0.020 ° 9.72+0.82*  11.26+3.39%®

'Data are presented as mean + standard error from 12 chickens (P<0.05). **Values within
treatment columns for each treatment with different superscripts differ significantly
(P<0.05).
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XI. DISCUSION

En la industria avicola, los patdgenos entéricos bacterianos representan una seria amenaza ya
que pueden contribuir a la transmision de enfermedades zoonoéticas (Anderson et al., 2016),
asi como incrementar la mortalidad en las parvadas de aves de corral, y afectar los pardmetros
productivos, los cuales estan relacionados con pérdidas econdomicas y aumento en los costos
totales de produccion (Cervantes, 2015; Okuneye et al., 2016). Las infecciones por
Salmonella y la enteritis necrotica (NE) producida por Clostridium perfringens (CP) son dos
enfermedades bacterianas importantes en avicultura (Hossain et al., 2015; Majowicz et al.,
2010). Cada afio, se reportan millones de casos de salmonelosis a causa del consumo de
alimentos contaminados como carne, huevo y/o productos a base de carne, lo que resulta en
un estimado de 155,000 muertes (Bertelloni et al., 2017; Majowicz et al., 2010; Mani-Lopez
et al., 2012). También se ha reportado que Salmonella ha provocado pérdidas econdmicas
significativas en avicultura debido a la reduccion en parametros productivos y la alta
mortalidad en las parvadas (Biloni et al., 2013; Okuneye et al., 2016). Otra enfermedad
econdmicamente importante que afecta la produccion en avicultura es la NE inducida por CP
y ocurre en dos formas. En su forma clinicamente aguda, la NE produce erosiones intestinales
que involucran una destruccion severa de la mucosa intestinal lo cual aumenta marcadamente
la mortalidad dentro de la parvada (Kaldhusdal and Levland, 2000; McDevitt et al., 2006),
mientras que la forma subclinica y crénica puede afectar significativamente los pardmetros
productivos (Skinner et al., 2010; Van Immerseel et al., 2009). El impacto econémico de la

NE en la industria avicola mundial se estima en mas de 5-6 mil millones de délares por afio.

Sin embargo, con la restriccion del uso de antibidticos en la produccién animal (Hao et al.,
2014) como medida para reducir los problemas de resistencia bacteriana, la incidencia de
enfermedades como NE ha incrementado, por lo que la industria avicola se ha visto
presionada para investigar y probar alternativas viables para reducir estos problemas y

continuar brindando efectos positivos en los pardmetros productivos. Algunas de estas
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alternativas incluyen el uso de probidticos (levaduras o bacterias), derivados de plantas como
aceites o extractos esenciales, acidificantes (dcidos orgédnicos e inorganicos), enzimas y

lisozimas (Caly et al., 2015; Dahiya et al., 2006).

En este contexto, en el presente trabajo se plantearon diferentes experimentos con la finalidad
de evaluar el efecto de la administracion de aditivos como acido ascorbico, acido borico,
curcumina y sus combinaciones en la dieta para prevenir y controlar enfermedades
bacterianas provocadas por Salmonella Enteritidis y Clostridium perfringens en pollos de

engorda.

Por lo tanto, la discusion general se ha dividido en cinco secciones basadas en los articulos

cientificos publicados, con el proposito de ahondar en el objetivo de cada uno de estos.

11.1. ARTICULO 1: “Comparison of Prestoblue® and plating method to evaluate
antimicrobial activity of ascorbic acid, boric acid and curcumin in an in vitro

gastrointestinal model”

El objetivo de este estudio fue comparar el método convencional de siembra en placa con un
método fluorométrico que utiliza PrestoBlue® como colorante para determinar la actividad
antimicrobiana del &cido ascorbico (AA), acido boérico (BA), curcumina (CUR) y sus
combinaciones contra Salmonella Enteritidis (SE) en un modelo de digestion in vitro aviar

que simula el buche, proventriculo e intestino.

Los resultados mostraron que los tratamientos con la mayor concentraciéon de AA tenian la
mejor actividad antimicrobiana en el primer compartimento que simulaba el buche, seguido
de todos aquellos tratamientos con una alta proporcion de AA en las mezclas probadas. Sin
embargo, los tratamientos mencionados anteriormente no mostraron ningun efecto
antimicrobiano en el compartimento que simulaba el intestino porque el AA comienza a

degradarse. Esta degradacion aerdbica es mas rapida a medida que el pH aumenta, y los
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compuestos formados aparentemente no tienen actividad antimicrobiana (Corvis et al., 2013;
Tikekar et al., 2011). Por otro lado, aunque el tratamiento con solamente BA no tuvo efecto
antimicrobiano en el compartimento que simula el buche, éste disminuyd completamente SE
en el compartimiento que simula el intestino cuando se probo a altas concentraciones. Esto
puede deberse a la capacidad que tiene el BA para atravesar las membranas celulares de los
microorganismos y afectar los procesos enzimaticos y no enzimaticos de las bacterias, como
la supresion de la oxidacion de NADH, la cual esta relacionada con la disminucion del
metabolismo y, posterior muerte del microorganismo (Kabu and Akosman, 2013; Schmidt et
al., 2010), ya que bajo las condiciones de pH del tracto gastrointestinal, el BA se encuentra

en su forma no disociada, dado su pKa= 9.24.

A pesar de que la CUR no tuvo efecto antimicrobiano en ninguno de los compartimentos del
modelo digestivo debido a que la cantidad disuelta de CUR es muy baja dada su baja
solubilidad en agua y a su pobre estabilidad conforme el pH aumenta (Priyadarsini, 2014),
cuando BA y CUR estaban en una mezcla 1:1, la concentracion de SE disminuy6
significativamente mas de 5 logio unidades formadoras de colonias (CFU) por ml en el
compartimiento que simulaba el intestino. Esto podria se indicativo de un efecto sinérgico
entre BA y CUR debido a la posible formacion de rosocianina y rubrocurcumina, dos
complejos muy estables (Halim et al., 2012; Wanninger et al., 2015). La formacién de estos
complejos pudo haber sido favorecida por el microentorno &cido presente en el
compartimento que simulaba el buche y una fuente de oxalato que podria haber provenido
del alimento (Tokusoglu et al., 2015). En contraste, la mezcla 1: 1 de AA y CUR no mostrd
ningun efecto en los diferentes compartimentos del modelo digestivo, lo cual podria deberse
a un efecto antagdnico. Se ha descrito que durante la oxidacion del AA a deshidroascorbico
se produce perdxido de hidrégeno como subproducto, el cual afecta negativamente a los
compuestos fenolicos, ya que se producen radicales fenoxi en la CUR, los cuales son menos
reactivos (Naksuriya and Okonogi, 2015; Priyadarsini, 2014; Samad et al., 2016; Shrivastava
et al., 2014). Por otra parte, cuando el AA y el BA estan en contacto, reaccionan para formar
dos complejos: monoésteres de boro y diésteres biciclicos de boro (Hunt, 2003). Sin

embargo, estos complejos no tienen efecto antimicrobiano contra SE.
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Los resultados del presente estudio sugieren que existe un efecto antimicrobiano antagonista

entre AA-CUR y AA-BA, asi como un efecto antimicrobiano sinérgico entre BA-CUR.

Aunque no se incluyeron en el presente articulo los estudios de calorimetria diferencial de
barrido (DSC) y espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR), los
termogramas y espectros de infrarrojo obtenidos muestran que hay interacciones entre los

componentes (Anexo 1).

1.2.  ARTICULO 2: “Evaluation of a solid dispersion of curcumin with
polyvinylpyrrolidone and boric acid against Salmonella Enteritidis infection
and intestinal permeability in broiler chickens: A pilot study”

En el presente estudio se evalu6 el efecto de la administracion profilactica de una dispersion
solida de curcumina (CUR) con polivinilpirrolidona K30 (PVP), 4cido bérico (BA) y la
combinacion de éstos en la colonizacion de Sa/monella Enteritidis (SE) e integridad intestinal

en pollos de engorda.

Para esto se prepar6 una dispersion solida de CUR con PVP, la cual resultd ser mas efectiva
para reducir la concentracion de SE en un modelo in vitro. Este resultado contrasta con los
obtenidos en un estudio anterior, en donde CUR sin PVP no tuvo actividad antimicrobiana
in vitro contra SE. Estos resultados se justifican dado el aumento de la solubilidad y la
permeabilidad del CUR cuando se asocia con PVP como se muestra en los estudios in vitro.
El aumento de la solubilidad podria deberse a la formacion de complejos solubles entre CUR
y PVP (Kaewnopparat et al., 2009). Ademas, la combinacién 1:1 de CUR/PVP con BA
confirmo el efecto antimicrobiano sinérgico descrito en publicaciones anteriores (Hernandez-

Patlan et al., 2018a).

Este efecto sinérgico fue mas evidente en los ensayos in vivo ya que la administracion de

CUR/PVP con BA redujo significativamente la colonizacion de SE en el buche y ciegos en
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comparacion con los pollos no tratados. Estudios anteriores demostraron que el efecto
sinérgico entre CUR y BA podria deberse a su interaccion para formar complejos mas
estables, como rosocianina y rubrocurcumina (Halim et al., 2012; Hernandez-Patlan et al.,
2018a; Wanninger et al., 2015). Estos complejos podrian modifican las propiedades de la
CUR, y consecuentemente mejorar la actividad antimicrobiana (Priyadarsini, 2014).
Interesantemente, CUR/PVP también fue eficaz de reducir la colonizaciéon de SE, pero esta
reduccién ocurrid s6lo en ciegos en ambos experimentos in vivo. Esto se debe probablemente
a que la solubilidad de la CUR con PVP es casi dos veces mayor a pH 6.4 que a 1.2, y también
debido al mayor tiempo de transito en el intestino. Varios estudios han demostrado que la
solubilidad de la CUR aumenta mas de 25 veces a pH 6.8 cuando se compara a pH 1.2 (Song
et al., 2016). Se sabe que, a pH fisiologico, la CUR se degrada rdpidamente a vainillina y
acido ferulico (Kharat et al., 2017). Sin embargo, es probable que el uso de dispersiones
solidas entre CUR y PVP mejore la estabilidad del CUR a pH alcalino y, por lo tanto, evite
o retarde su degradacion. En contraste, en ambos ensayos in vivo, el BA no logré reducir

significativamente la colonizacion de SE en buche y ciegos.

Ademas, el grupo tratado con CUR/PVP disminuyo6 significativamente los niveles séricos de
fluoresceina isotiocianato dextran (FITC-d) en comparacion con el grupo control no tratado.
La reduccion en los niveles séricos de FITC-d podria deberse al control de SE por la
CUR/PVPy la capacidad de CUR para aumentar la proliferacion-regeneracion de las células
del epitelio intestinal (Bereswill et al., 2010). Sin embargo, no hubo reduccion del FITC-d
en suero cuando se asocid la CUR/PVP con el BA (CUR/PVP-BA), lo que indica que CUR

/ PVP no debe estar asociado con BA para permitir la regeneracion celular.

A pesar de que no es significativo, en los grupos tratados con el BA y CUR/PVP-BA los
niveles de IgA fueron menores en comparacion con el grupo control, pudiendo ser justificado
por los menores conteos de SE obtenidos. No obstante, el grupo tratado con CUR/PVP
mostroé niveles mas bajos de IgA intestinal dada la disminucién en el recobro de SE y
posiblemente a la actividad antiinflamatoria de la curcumina (Gupta et al., 2012).

Interesantemente, la actividad de la superdxido dismutasa (SOD) se encontr6 elevada en los
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grupos tratados con CUR/PVP y BA. Algunos estudios han demostrado que la
suplementacion con boro y CUR aumenta la actividad de SOD (Bhasker et al., 2016;
Pizzorno, 2015; Shen et al., 2013).

Los resultados sugieren que el aumento en la solubilidad y estabilidad de CUR cuando se
asocia con PVP podria estar involucrado en la mejora de la actividad antimicrobiana de CUR
contra SE tanto in vitro como in vivo. Ademas, se confirmé en los ensayos in vivo que la
combinacion entre CUR/PVP y BA tiene un efecto sinérgico. Por otro lado, el grupo tratado
con CUR/PVP fue capaz de reducir la permeabilidad intestinal de FITC-d y la IgA intestinal
total, pero aument? la actividad de SOD en comparacion con el grupo control, mientras que

CUR/PVP-BA solamente disminuyd la actividad de SOD.

1.3. ARTICULO 3: “Evaluation of the antimicrobial and intestinal integrity
properties of boric acid in broiler chickens infected with Salmonella
Enteritidis: Proof of concept”

En este trabajo se evalud la actividad antimicrobiana del 4cido bérico (BA) en la colonizacion
por Salmonella Enteritidis (SE), asi como su efecto en la integridad intestinal y microbiota

cecal en pollos de engorda.

Los resultados de este estudio demostraron que, aunque no es significativo, la actividad
antimicrobiana del BA, en el dia 3 después del desafio con SE, permiti6 reducir la
colonizaciéon por SE tanto en el buche como en los ciegos en comparacion con el grupo
control. Sin embargo, en el dia 10 posterior al desafio con SE, BA redujo significativamente
la colonizacion por SE en buche y ciegos. A pesar de que el BA es un acido débil, no se
disocia a un pH fisiologico o acido dado su pKa de 9.1 (Kabu and Akosman, 2013). Entonces,
el mecanismo antimicrobiano del BA se relaciona con su capacidad de difusion a través de
la membrana celular de los microorganismos y su efecto posterior sobre los procesos

enzimaticos y no enzimaticos (Hunt, 1998). Ademas, se ha descrito que el BA inhibe las
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moléculas de sefializacion extracelular llamadas autoinductores en Salmonella, las cuales son
moléculas sensibles al quorum (Chen et al., 2002) y algunas de ellas estan relacionadas con
la produccion de biopeliculas, un mecanismo bien documentado de resistencia microbiana.
Aunque la suplementacion con BA en la alimentacion disminuy6 significativamente la
colonizacidn intestinal de SE en pollos de engorda, el recuento total de bacterias aerdbicas o

acido lactico no se vio afectado.

Ademas, los pollos tratados con BA tuvieron una reduccion significativa en la concentracion
de fluoresceina isotiocianato dextran (FITC-d) en suero y menores niveles de IgA intestinal
total en comparacion con el grupo control, lo cual esta relacionado con una mejor salud
intestinal ya que la FITC-d es impermeable debido a su peso molecular (3-5 kDa) (Baxter et
al., 2017; Tellez et al., 2014) y la mayor produccion de IgA intestinal esta relacionada con la

severidad de la infeccion por Salmonella.

En el analisis de la microbiota s6lo las Actinobacterias fueron significativamente mas bajas
en el grupo de BA en comparacién con el grupo control. Esto podria estar relacionado con la
efectividad del BA reduciendo SE, ya que tanto los filos Actinobacteria como Proteobacteria
aumentan en pollos infectados con SE (Mon et al., 2015). Ademads, varios estudios también
han informado que SE aumenta la abundancia de la familia de las Enterobacteriaceae pero
reduce la abundancia de bacterias productoras de &cidos graso de cadena corta,
particularmente de las tres familias principales, Clostridiaceae, Lachnospiraceae y
Ruminococcaceae para favorecer su colonizacion en el intestino (Mon et al., 2015). Estos
hallazgos concuerdan con nuestros resultados. Sin embargo, a pesar de que no se observaron
diferencias estadisticas significativas, la abundancia en la familia de estas bacterias fue
opuesta en el grupo de BA, lo que sugiere que BA podria mantener la homeostasis intestinal,
asi como el equilibrio en la microbiota debido a la efectividad del BA para controlar la

infeccion por SE y por lo tanto, proporcionar una mejor salud intestinal.

Los resultados del presente estudio respaldan nuestros hallazgos previos en modelos in vitro

(Hernandez-Patlan et al., 2018a) y sugieren que el BA funciona mejor como agente
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terapéutico que como profilactico en infecciones por SE en pollos de engorda (Hernandez-
Patlan et al., 2018b). Ademas, la administracion de BA en la dieta tuvo una reduccién
significativa en los niveles séricos de FITC-d y niveles mas bajos de IgA intestinal, que estan
relacionados con una mejor salud intestinal. Aunque en el andlisis de microbiota solo la
abundancia del filo Actinobacteria y la diversidad beta fueron significativamente diferentes
al comparar los grupos, los resultados sugieren que el BA podria mantener la homeostasis
intestinal, asi como el equilibrio en la microbiota debido a su efectividad para controlar

infecciones por SE.

1.4.  ARTICULO 4: “Evaluation of the dietary supplementation of a formulation
containing ascorbic acid and a solid dispersion of curcumin with boric acid
against Salmonella Enteritidis and necrotic enteritis in broiler chickens”

Los objetivos de este trabajo fueron evaluar el efecto de la administracion profilactica o
terapéutica de una mezcla de 4cido ascérbico (AA) y una dispersion solida de curcumina
(CUR) con polivinilpirrolidona K30 (PVP) y acido bérico (BA) (AA-CUR/PVP-BA) en
pollos de engorda infectados con Sal/monella Enteritidis (SE), asi como su impacto en un

modelo de laboratorio de desafio de enteritis necrética (NE) en pollos de engorda.

La administracion de AA-CUR/PVP-BA (1:1:1) con fines profilacticos en pollos de engorda
fue capaz de reducir significativamente la concentracion de SE en ciegos, pero no en el buche.
Estudios previos in vitro e in vivo realizados con anterioridad mostraron que el AA tenia las
mejores propiedades antimicrobianas contra SE en el compartimento que simulaba el buche,
pero no en el compartimento intestinal (Hernandez-Patlan et al., 2018a), mientras que la
administraciéon de CUR/PVP-BA disminuy6 significativamente la concentracion de SE en
pollos de engorda (Hernandez-Patlan et al., 2018b). Por lo tanto, la reduccion en la
concentracion de SE en los ciegos solo podria estar relacionada con el efecto antimicrobiano

de CUR/PVP-BA derivado del efecto sinérgico entre CUR/PVP y BA.
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Ademas, la administracion de AA-CUR/PVP-BA durante 10 dias después del desafio con SE
en pollos de engorda redujo los conteos de SE tanto en el buche como en los ciegos.
Probablemente, la disminucion en los conteos de SE en el buche se debid a la combinacion
del efecto acidificante del AA, dada la liberacion de protones en el medio (pKa=4.1y 11.6)
(Mani-Lopez et al., 2012) y al efecto antimicrobiano de CUR/PVP-BA. Sin embargo, la
disminuciéon de SE en los ciegos estuvo estrechamente relacionada con el efecto
antimicrobiano de CUR/PVP-BA, ya que se ha informado de que el AA no es capaz de
acidificar el intestino de los pollitos, incluso cuando se administra al 1% en la alimentacién
(Brown and Southern, 1985) y también es inestable a un pH neutro (Wechtersbach and Cigi¢,
2007). La efectividad de CUR/PVP-BA contra SE puede deberse a la mejora en la solubilidad
y estabilidad de CUR por su asociacion con PVP en comparacion con solamente CUR y su
interaccion con BA para formar complejos con mejores propiedades antimicrobianas
(Hernandez-Patlan et al., 2018a; Priyadarsini, 2014), asi como al mayor tiempo de residencia
en el intestino. Asi mismo, los pollos tratados con AA-CUR/PVP-BA tuvieron
concentraciones séricas de fluoresceina isotiocianato dextran (FITC-d) y niveles de IgA
intestinal total més bajos en comparacion con el grupo control no tratado en el dia 10 después

del desafio con SE.

Considerando que la administracion profildctica o terapéutica de AA-CUR / PVP-BA redujo
significativamente la concentraciéon de SE en pollos de engorda, también se evaludé su
impacto en un modelo de NE de 21 dias en pollos de engorda. Durante los primeros siete dias
después del desafio con Salmonella Typhimurium (ST), el peso (BW) en el control positivo
(PC) y el grupo tratado con AA-CUR/PVP-BA se redujeron significativamente (p <0.05) en
comparacion con el grupo negativo (NC), lo que confirma que ST tuvo un impacto negativo
en BW (Shivaramaiah et al., 2011). Sin embargo, en la segunda semana, no hubo diferencias
significativas en BW y peso ganado (BWG) al comparar los grupos NC y AA-CUR/PVP-
BA. Probablemente, la concentracion de ST disminuy6 debido al efecto acidificante de AA

y el efecto antimicrobiano de CUR/PVP-BA.
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Aunque los desafios de Eimeria maxima (EM) y Clostridium perfringens (CP) tuvieron
efectos adversos en los parametros productivos en PC y en los pollos tratados con AA-
CUR/PVP-BA en comparacion con NC, la administracion en a dieta de AA-CUR/PVP-BA
mejor6 numéricamente la conversion alimenticia (FCR, 0-21 d) en comparacién con PC.
Ademas, los pollos suplementados con AA-CUR/PVP-BA no mostraron reduccion en el peso
corporal después del desafio con CP como lo hizo el grupo PC, y presentaron una reduccion
numérica en las lesiones en ileon (ILS), translocacion bacteriana (BT) y concentracion de
FITC-d en suero, en comparacion con el grupo PC (p = 0.07). Este comportamiento puede
ser debido a las propiedades anticoccidiales de la CUR (Abbas et al., 2010; Allen et al., 1998;
Gallietal., 2018; Kim et al., 2013). Por lo tanto, los resultados obtenidos en este experimento
sugieren que la suplementacion con AA-CUR/PVP-BA en la alimentacion tuvo un efecto
positivo disminuyendo ligeramente los efectos de la coccidia, un factor predisponente bien

documentado en la NE.

Interesantemente, los pollos del grupo PC mostraron un aumento significativo en los niveles
de IgA intestinal total en comparacion con los grupos NC y AA-CUR/PVP-BA. Esta
disminucion significativa de los niveles de IgA en el grupo suplementado con AA-
CUR/PVP-BA podria estar relacionada con las propiedades antiinflamatorias de CUR y BA.
Mientras que la CUR reduce las respuestas inflamatorias al regular la produccion de algunas
citocinas proinflamatorias (Gupta et al., 2012; Kim et al., 2013), el BA tiene la capacidad de
reducir los niveles de biomarcadores inflamatorios como el factor de necrosis tumoral alfa

(TNF-a) e Interleucina-6 (IL-6) (Jonker et al., 2010; Naghii et al., 2011).

En conclusion, la administracion profilactica o terapéutica de AA-CUR/PVP-BA redujo
significativamente la concentracion de SE en pollos de engorda. Ademads, la administracion
dietética de AA-CUR/PVP-BA tuvo un efecto positivo en la disminucion leve del impacto
negativo de la NE. Sin embargo, es evidente que AA-CUR/PVP-BA mostré un mejor efecto

en la reduccion de la concentracion de SE que en el modelo NE.
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1.5. ARTICULO 5: “Comparison of the effect of ascorbic acid and
curcumin formulated in a solid dispersion on the prevention and
treatment of Salmonella Enteritidis infection in broiler chickens”

En el presente estudio se evalud y compard6 el efecto de dos antioxidantes naturales, acido
ascorbico (AA) y curcumina (CUR) formulada en una dispersion solida (SD-CUR), para

prevenir o tratar la infeccion por Salmonella Enteritidis (SE) en pollos de engorda.

La suplementacion dietética con AA en el alimento al 0.1% (p/p) en el modelo de prevencion
de la infeccion por Salmonella demostrd ser mas eficaz para reducir los recuentos de SE en
el buche que en los ciegos. Esto podria explicarse debido a la capacidad del AA, un acido
débil (pKa =4.1 y 11.6), para reducir el pH en el buche mediante la liberacién de protones
(Mani-Lopez et al., 2012; Verghese et al., 2017). Sin embargo, se sabe que el AA comienza
a degradarse a medida que aumenta el pH (Wechtersbach and Cigi¢, 2007), lo cual pudo
haber afectado su capacidad acidificante y otros efectos, como la estimulacion del
crecimiento de bacterias beneficiosas como Lactobacillus y Bifidobacterium debido a su
efecto captador de oxigeno (Akin and Dasnik, 2015), por lo que justificaria nuestros
hallazgos en los ciegos. Ademas, se ha reportado que incluso la suplementacion con 1% (p/p)
de AA en el alimento no tuvo efecto en la reduccion del pH intestinal en los pollos (Brown
and Southern, 1985). En contraste, SD-CUR redujo significativamente los recuentos de SE
en los ciegos aproximadamente 1.5 logio. Esta reduccién podria estar relacionada con el
aumento de la solubilidad y la permeabilidad de la CUR cuando se formula en dispersiones
solidas utilizando PVP-K30 (Hernandez-Patlan et al., 2018b; Xu et al., 2006; Zhang et al.,
2018) y, por lo tanto, , a la posible mejora de sus efectos antimicrobianos e
inmunorreguladores-inmunoestimulantes (Catanzaro et al., 2018; Hernandez-Patlan et al.,
2018b; Zorofchian Moghadamtousi et al., 2014). Ademds, se ha descrito que Ila
suplementacion con CUR promueve cambios en la composicion y diversidad de la microbiota
intestinal ya que la abundancia relativa del género Lactobacillus podria aumentar (Peterson

et al., 2018; Varmuzova et al., 2015), teniendo un efecto beneficioso ya que estos tienen un
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papel importante en la supresion del crecimiento de bacterias patdgenas en el intestino de los
pollos (Samarasinghe et al., 2003) debido a sus diferentes mecanismos antimicrobianos
(Alagawany et al., 2018; Vieco-Saiz et al., 2019); y por lo tanto, el mantenimiento de la
homeostasis intestinal. Aunque las bacterias del acido lacticas no se determinaron en el
presente estudio, los pollos tratados con SD-CUR tendieron a aumentar el recuento total de

bacterias anaerdbicas (P = 0.07), lo cual seria consistente con otros estudios.

La integridad intestinal fue medida indirectamente a partir de la determinacion de la
concentracion sérica de la fluoresceina isotiocianato dextran (FITC-d), una molécula que en
condiciones intestinales normales es impermeable debido a su tamafio (3—5 kDa) (Baxter et
al., 2017; Tellez et al., 2014). Los resultados mostraron que el grupo suplementado con SD-
CUR presentd concentraciones séricas de FITC-d significativamente mas bajas en
comparacion con el grupo control y los pollos suplementados con el AA, lo que sugiere que
la integridad intestinal se mantiene, posiblemente debido a la reduccion de los recuentos de
Salmonella y la capacidad de CUR para restaurar la funcion de la barrera intestinal y la
expresion de las proteinas de union “tight junction”, asi como la proliferacion/regeneracion

del epitelio intestinal (Bereswill et al., 2010; Peterson et al., 2018; Wang et al., 2017).

Los resultados obtenidos de los niveles de IgA intestinal total en los grupos tratados con el
AA y la SD-CUR estan respaldados por el aumento significativo de la actividad antioxidante
de la superoxido dismutasa (SOD) en estos grupos en comparacion con el grupo control
positivo, ya que el aumento de la capacidad antioxidante puede conducir a la reduccion del
estrés oxidativo e inflamacion (Johannah et al., 2018). La SOD es una de las enzimas
antioxidantes mas importantes involucradas en la proteccion de los tejidos por el dafo
oxidativo mediante la regulacion de las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno
(ROS/RNS), la primera linea de defensa contra la invasion y replicacion microbiana (Break
et al., 2012). Sin embargo, el aumento en la actividad de SOD en los grupos tratados con el
AA y la SD-CUR se debe al hecho de que estos dos antioxidantes tienen la capacidad de

estimular la produccion de esta enzima antioxidante para proteger al huésped contra el estrés
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oxidativo y la peroxidacion de lipidos (Al-Rubaei et al., 2014; Hu et al., 2019; Ismail et al.,
2013).

A diferencia del modelo de prevencion de la infeccion por Salmonella, en el modelo de
tratamiento de la infeccion por Salmonella, solo la administracion dietética del AA redujo
significativamente los recuentos y la incidencia de SE tanto en el buche como en los ciegos
a los dias 3 y 10 después del desafio con SE. Esto podria deberse al hecho de que el AA
disminuy¢ la concentracién de SE en el buche debido a su capacidad acidificante como se
explic6 anteriormente (Mani-Lopez et al., 2012; Verghese et al., 2017), por lo tanto la
concentracion de SE que alcanzd el epitelio intestinal fue mucho menor. Ademas, estos
resultados estan respaldados por los publicados previamente por nuestro laboratorio donde
el AA pudo reducir la concentracion de SE en el compartimento que simula el buche en un
modelo de digestion aviar in vitro (Hernandez-Patlan et al., 2018a). Aunque no fue
significativo, los recuentos de SE en los ciegos al dia 3 y 10 se redujeron en los pollos tratados
con la SD-CUR en 1.59 log y 1.80 log, respectivamente. Esto probablemente se debi6 a que
la dosis de la SD-CUR fue baja para ejercer una actividad antimicrobiana eficiente en este
modelo de infeccion por Salmonella, 1o que sugiere que la SD-CUR tiene un mejor efecto en

la prevencion de infecciones por SE.

En conclusion, la inclusion del AA y la SD-CUR en las dietas puede ser una alternativa en
produccion avicola libre de antibioticos para reducir los problemas de resistencia bacteriana
y mantener la seguridad alimentaria, las cuales son extremadamente importantes para la salud
publica. El presente estudio también sugiere que la suplementacion con la SD-CUR tiene un
mejor efecto previniendo la infeccion por Sa/monella, mientras que el AA podria usarse para

tratar la infeccion por Sal/monella al considerar todas las determinaciones evaluadas.
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XII. CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo sugieren que el uso de aditivos tales como el acido
ascorbico (AA), el acido borico (BA), la curcumina (CUR) y sus combinaciones
pueden ser alternativas potenciales y viables al reemplazo de los antibidticos en

produccion avicola con la finalidad de prevenir y/o controlar infecciones bacterianas.

A pesar de la baja estabilidad del AA tanto a condiciones ambientales como
fisiologicas, este aditivo podria ser administrado en conjunto con el alimento para el
control de Salmonella Enteritidis (SE) principalmente en la parte superior del tracto

gastrointestinal (buche) de los pollos de engorda debido a su capacidad acidificante.

A diferencia del AA, el BA demostro ser mas efectivo controlando que previniendo
infecciones por SE en pollos de engorda. Ademés, de que podria mantener la
homeostasis intestinal, asi como el equilibrio en la microbiota, lo cual esta

relacionado con una mejor salud intestinal

La preparacion de dispersiones solidas de CUR con polivinilpirrolidona K30 (PVP)
como estrategia para incrementar la solubilidad y estabilidad de la CUR favorecio su
efecto antimicrobiano contra SE tanto en el modelo in vitro que simula los tres
compartimientos principales del pollo de engorda (buche, proventriculo e intestino)
asi como en pollos de engorda infectados con SE. Sin embargo, es un hecho de que

ésta es mas eficaz previniendo infecciones por SE.
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Mientras la combinacion entre CUR/PVP y BA mostrdé un efecto antimicrobiano
sinérgico contra SE en modelos in vitro e in vivo, la combinacion entre AA-CUR y
AA-BA presentd un efecto antagdnico. Por lo tanto, la combinacion de aditivos puede
ser una estrategia para potencializar efectos; pudiendo ser una alternativa bastante

viable al uso de los antibiodticos en produccion avicola.

La administracion profilactica o terapéutica de AA-CUR/PVP-BA redujo
significativamente la concentracion de SE en pollos de engorda. Ademas, tuvo un
efecto positivo disminuyendo ligeramente el impacto negativo de la enteritis

necrotica (NE). Sin embargo, es evidente que presentd mejor actividad contra SE.
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ANEXO

ESTUDIOS DE INTERACCIONES

e Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)
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e Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
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