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RESUMEN

Se realizaron tres experimentos en pollos de engorda (Cobb 500, experimentos 1y
2; Ross 308, experimento 3), con el fin de estudiar el efecto de un extracto
encapsulado de Aliaceas (Ae, con 12 % de PTSO como compuesto 6rgano
sulfurado mayoritario) en la digestibilidad de nutrientes en pollos de engorda sanos;
ademas de estudiar en pollos desafiados con Eimeria acervulina (1x10°), Eimeria
maxima (2x10%) y Eimeria tenella (2x10%): 1) las variables productivas (ganancia de
peso, GDP; consumo de alimento, CDA'y conversion de alimento, CA), 2) severidad
de la infeccién (ooquistes por gramo de heces, OPG; puntaje de lesiones
intestinales, LS; indice anticoccidiano, IAC y morfologia intestinal), 3) microbiota, 4)
xantofilas en plasma sanguineo y 5) pigmentacion cutanea. Se usaron diferentes
dosis de Ae (0, 250, 500 y 750 g/t de alimento), ademas de controles
experimentales: control no desafiado sin tratamiento (NCO); control desafiado sin
tratamiento (CO0); control desafiado con ionéforo (Clon). En el experimento 3 se
utilizé butirato de sodio en combinacion con Ae.

Los resultados mostraron los efectos negativos del desafio con Eimeria spp.:
aumento de OPG, LS y en abundancia de enteropatégenos; lo que afectd
negativamente GDP, CA y pigmentacion de los pollos de engorda. En general, los
ionéforos y el Ae mejoraron los resultados de las variables estudiadas respecto a
CO0, mostrando ambos un mejor IAC. También se observé que Ae promovié el
crecimiento de Ruminococcus, Firmicutes e Intestinimonas en intestino. En tanto, el
butirato y el Ae mostraron efecto positivo en la elongacién de vellosidades y relaciéon
vellosidad/cripta, lo que podria explicar la mejora en digestibilidad de aminoacidos
y energia observada con el uso de Ae. De lo anterior se concluye que: el programa
anticoccidiano y el uso de Ae mejoran los resultados en comparacion con CO en
pollos bajo desafio de Eimeria spp.

Palabras clave: pollos de engorda, coccidiosis, propil propano tiosulfonato (PTSO),
anticocidianos, butirato, microbiota, morfologia intestinal, digestibilidad ileal

aparente.
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ABSTRACT

Three experiments were carried out in broiler chickens (Cobb 500, experiments 1
and 2; Ross 308, experiment 3), in order to study the effect of an encapsulated
extract of Alliaceae (Ae, with 12% PTSO as the main sulfur compound) on the
digestibility of nutrients in healthy broiler chickens; in addition, to study in chickens
challenged with Eimeria acervulina (1x10°), Eimeria maxima (2x10%) and Eimeria
tenella (2x10%) the effects of Ae on: 1) productive performance (weight gain, GDP;
feed intake CDA; and feed efficiency, CA), 2) severity of infection (oocysts per gram
of feces, OPG; intestinal lesion score, LS; anticoccidial index, IAC; and intestinal
morphology), 3) microbiota, 4) xantophils in blood plasma, and 4) skin pigmentation.
Several doses (0, 250, 500 and 750 g/t of feed) of Ae were used, in addition to the
follow experimental controls; a control not challenged with Eimeria spp. without
treatment (NCO); a challenged control without treatment (C0); a control challenged
with ionophore addition (Clon). In experiment 3, sodium butyrate was used in
combination with Ae.

The results showed the negative effects of the challenge with Eimeria spp.:
increased OPG, intestinal injury, and the abundance of enteropathogens; these had
a negative impact on GDP, CA, and pigmentation of broiler chickens. Compared to
CO0, ionophores and Ae had better results in the variables studied, both with higher
IAC. It was also observed that Ae promoted the growth of Ruminococcus, Firmicutes
and Intestinimonas. In the intestine. Meanwhile, butyrate and Ae showed its positive
effect on intestinal morphology (villus length and villus/crypt ratio), which could
explain the increase in the digestibility of amino acids and energy observed on Ae
groups. From the above, it is concluded that: the anticoccidial program and the use
of Ae obtained better results compared to CO in chickens under Eimeria spp

challenge.

Keywords: broiler chickens, coccidiosis, propyl propane thiosulfonate (PTSO),
anticocidials, butyrate, microbiota, intestinal morphology, apparent ileal digestibility.

Wl



1. INTRODUCCION

La avicultura en México representa alrededor del 50 % de la produccién ganadera
(CONAFAB, 2022); historicamente ha proveido de proteina de alto valor biolégico a
un menor costo respecto a la proveniente de otras especies pecuarias. La industria
avicola esta en constante cambio para lograr una mayor eficiencia en la produccion.
Sin embargo, la alta densidad poblacional de aves que prevalece en las unidades
de produccion ha representado un riesgo constante para la salud de los animales.
Un problema sanitario causado por algun agente infeccioso se propaga rapidamente
entre las aves por el elevado numero de individuos por unidad de superficie en los
alojamientos. Esto puede causar pérdidas econdémicas dependiendo del alcance

patologico del agente.

La coccidiosis 0 eimeriosis es una parasitosis intestinal altamente contagiosa que
menoscaba la economia de la industria avicola, es un problema serio de salud para
los sistemas intensivos de paises como México, en donde existe una industria
importante dedicada a la produccion de pollo de engorda para consumo humano
(Cuellar-Saenz, 2022). Las especies de Eimeria que afectan mas al pollo de
engorda son: Eimeria acervulina, Eimeria maxima 'y Eimeria tenella; en la mayoria
de los brotes de la enfermedad se presenta una elevada morbilidad; pero, baja
mortalidad. El costo actual de la prevencion y del control de la coccidiosis (farmacos
o vacunas) es elevado (Blake y col, 2020a). Un efecto importante de esta
enfermedad es que tanto el consumo de alimento como la conversion alimenticia
del ave se incrementan. Es decir, se requiere mayor cantidad de alimento para
alcanzar el peso vivo necesario para el abasto. Durante mucho tiempo se ha
convivido con la eimeriosis; aunque hay vacunas, el uso de farmacos
anticoccidianos ha sido la estrategia mas utilizada para prevenir y/o controlar la
enfermedad. Sin embargo, estas sustancias han generado resistencia, por lo que
se buscan alternativas inocuas para prevenir y/o controlar la enfermedad, para que
la industria siga produciendo volumenes importantes de proteina animal de alto
valor biolégico para el consumo humano. La investigacion al respecto ha permitido



encontrar plantas y sus derivados que pudieran sustituir a los tratamientos
convencionales. Los bulbos de Allium sativum (ajo) se han utilizado desde 2700 a.
C. como agentes terapéuticos (Petrovska y Cekovska, 2010). En la actualidad se
han identificado numerosos fitoquimicos contenidos en el género Allium o bien
derivados del mismo; entre ellos estan los compuestos azufrados como el
propilpropano tiosulfonato (PTSO) al cual se le ha identificado un efecto
anticcocidiano entre otras numerosas propiedades. Por otra parte, el uso de butirato
de sodio (C4H7NaO2) en pollos de engorda se utiliza como un aditivo que promueve

la salud intestinal, con la finalidad de mejorar el desempefo productivo.

Asi, este trabajo de investigacion fue planeado para evaluar el efecto dietario de un
extracto encapsulado de aliaceas (Ae) valorado por su contenido de PTSO en la
digestibilidad de nutrientes en el pollo de engorda. También, para evaluar en pollos
de engorda infectados con E. acervulina, E. maxima y E. tenella, el efecto de la
inclusion dietaria de diferentes dosis del extracto mencionado sélo o juntamente con
butirato de sodio (B) en la severidad de la infeccion (ooquistes por gramo de heces
(OPG), lesiones intestinales (LS), indice anticoccidiano (IAC) y afectacion en la
morfologia intestinal), microbiota intestinal, rendimiento productivo, xantofilas en
sangre y pigmentacion de la piel. Se supuso que en funcion de las dosis usadas del
Ae mejoraria la digestibilidad de nutrientes. Ademas, las dosis de Ae sdélo o en
combinacién con B podrian reducir el grado de severidad de la infeccion por las
especies de Eimeria utilizadas para la infeccién experimental, preservar la salud y
la microbiota intestinales; asi como mejorar el rendimiento productivo y mantener la
pigmentacion del ave de forma no diferente a grupos manejados bajo un tratamiento
convencional con anticcocidianos (Clon); pero, mejor con respecto a un grupo
control no infectado con E. acervulina, E. maxima y E. tenella, sin tratamiento alguno
(C0). Sin embargo, se requiere mayor investigacion sobre el efecto del Ae en la
respuesta inmune del ave, precisar su mecanismo de accién, las dosis y periodos
mas adecuados de uso, la posible interaccion con los nutrimentos y otros aditivos

(fitobidticos y/o acidificantes), y con programas de vacunacion.



2. MARCO TEORICO

2.1. Eimeriosis

La eimeriosis o0 coccidiosis es una enfermedad parasitaria que ha acompafado
desde siempre a la crianza de aves. En 1981 los franceses Raillet y Lucet identifican
a un agente causal de la coccidiosis ya que observaron ooquistes en el ciego de
gallinas, llamando al parasito Coccidium tenellum, el cual a partir de 1913 fue
llamado Eimeria tenella (Chapman, 2014). En 1929 se reportaron las especies E.
acervulina, E. maxima y E. mitis (Tyzzer, 1929), mientras que E. necatrix y E.
praecox se reportaron en 1932 por Tyzzer y col. En 1942, Levine identificé a E.
brunetti (Gonzalez-Robles, 2021). Recientemente, se han reportado tres nuevos
genotipos de Eimeria que afectan a las aves; los nombres sugeridos para estas
especies son: E. lata, E. nagambie y E. zaria que ya estan presentes a nivel mundial
(Blake y col., 2021). Asi, desde hace siglos, la eimeriosis ha menoscabado la
rentabilidad de la produccion avicola tanto a nivel nacional como global. Blake y col.
(2020a) estiman las pérdidas anuales por coccidiosis aviar en 10,362 millones de
libras esterlinas + 25.6% (220,500 millones de MXN; 21.28 MXN tipo de cambio); la
mortalidad, la afectacion en las variables productivas (ganancia de peso, eficiencia
alimenticia), los gastos para la prevencién y/o control de la enfermedad, asi como
la posible asociacion con otras enfermedades como la enteritis necrética, explican

las enormes pérdidas econdmicas.



2.2. Eimeria spp.

Las coccidias son especificas del hospedero animal; las especies de Eimeria mas
estudiadas causantes de coccidiosis en el pollo de engorda son E. acervulina, E.
maxima y E. tenella (Chapman, 2014; Elkhtam y col., 2014). Taxonédmicamente las

coccidias estan clasificadas (Blake y col., 2020b) de la siguiente forma:

Reino Protozoa
Phylum Apicomplexa
Clase Sporozoae
Orden Eucoccia
Suborden Eimerionina
Familia Eimeriidae

Género Eimeria

Estos protozoarios dafian al epitelio intestinal porque se multiplican
intracelularmente, afectando mas a las aves jovenes ya que su sistema inmune es
inmaduro, en tanto, las aves adultas pueden persistir como portadores
asintomaticos (Gazoni, 2020). La entrada de los ooquistes esporulados de Eimeria
spp. es por via oral, las aves infectadas pueden desarrollar un cuadro subclinico o
clinico, que suele ir acompafiado de dafos a la mucosa intestinal, lo que provoca
alteraciones en la digestibilidad y en la absorcion de nutrimentos. Dichas
alteraciones afectaran negativamente las variables productivas, el crecimiento y el

desarrollo (Williams, 2005; Hafez, 2008), asi como la pigmentacion del ave.

2.2.1.Ciclo de vida de la Eimeria.

La duracion del ciclo de vida de este parasito (figura 1) es de 5 a 7 dias dependiendo
de la especie. Dentro de la caseta de las aves existen factores que favorecen su
ciclo de vida, entre ellos: el incremento de la humedad relativa (alrededor del 75%),

una pobre ventilacién, el aumento en la temperatura que puede ir de 21 a 32°C.



Todas estas condiciones favorecen que los ooquistes eliminados a través de las
heces del ave esporulen, y con ello adquieran su capacidad de infectar para
comenzar el desarrollo de un ciclo de vida complejo, que comprende fases extra- e

intracelulares; de reproduccion asexual y sexual.
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Figura 1 Fases de Eimeria spp. E, esporogonia, esporulacion por condiciones de

temperatura y humedad ambientales. S, esquizogonia, reproduccion asexual. G,
gametogonia, reproduccion sexual (elaborado por Villar-Pérez VH, 2024).




El ooquiste que esporuld (infeccioso) contiene cuatro esporocistos con dos
esporozoitos cada uno (8 esporozoitos en cada ooquiste). Dia 0-1, los ooquistes
esporulados son ingeridos por el ave, reciben la accién quimico-biologica de las
secreciones gastricas del proventriculo y mecanica de la musculatura del ventriculo,
lo que favorece la liberacion de los ocho esporozoitos, mismos que se adhieren a
las células epiteliales del intestino. Dia 2-3, en el intestino por accidon del complejo
apical de los esporozoitos, estos ingresan a las células para continuar su desarrollo
a trofozoitos. Los trofozoitos se dividen rapidamente de manera asexual formando
esquizontes de primera generacion que contienen grandes cantidades de
merozoitos resultantes de la divisién del trofozoito. Dia 3-5, los merozoitos maduran
y salen de las células, para reinfectar otras células; asi, de manera sucesiva se
forma la segunda y tercera generacion de esquizontes y merozoitos. Durante la
salida de la célula intestinal de los merozoitos ocurre el mayor dafo a la integridad
de la mucosa intestinal, por lo que la digestidn y absorcion de nutrimentos se afectan
considerablemente, y en consecuencia, la productividad del ave. Dia 6,
posteriormente, los merozoitos de segunda o tercera generacion abandonan los
enterocitos, transformandose en microgametocitos y macrogametocitos, o células
masculinas y femeninas, respectivamente. Con lo que inicia la fase de reproduccion
sexual que concluye en la generacion de ooquistes no esporulados, los cuales son
eliminados a través de las heces de las aves, Dia 7, contaminando la cama. Bajo
los factores ambientales ya mencionados, los ooquistes esporularan adquiriendo su
capacidad de infectar (Lopez-Osorio y col., 2020). De acuerdo con Gazoni (2020)
“Todas las fases celulares del ciclo del coccidio ocasionan la destruccion de la célula

intestinal, resultando en 2048 células destruidas por cada ooquiste ingerido.”

El tipo de lesiones y su distribucion en el intestino dependen de la(s) especie(s) de
Eimeria spp. involucradas en la infeccidén de las aves. En este trabajo se utilizaron

E. acervulina, E. maxima y E. tenella para la infeccién experimental.



E. acervulina causa enteritis catarral, con presencia de estrias transversales y/o
parches ovalados o alargados, ambos de color blanquecino. La excrecion maxima
por ave es de 432 000 000 de ooquistes; bajo las condiciones ideales climaticas la

esporulacion del 50 % de ellos se alcanza en 11 h aproximadamente (Gazoni, 2020).

E. maxima provoca dilatacion y adelgazamiento de la pared intestinal, hemorragias
petequiales, genera exudado viscoso de color rosado a rojizo. Las aves excretan un
maximo de 36 000 000 de ooquistes; mientras que el 50 % de esporulacion se
presenta posterior a 38 h en condiciones de temperatura y humedad adecuadas
(Gazoni, 2020).

E. tenella causa tiflitis hemorragica, engrosamiento de la pared intestinal. La
excrecidon maxima de ooquistes por ave es de 65 000 000 de ooquistes; la mitad de
ellos esporulara en 21 h si el ambiente es propicio para el protozoario (Gazoni,
2020).

La severidad de las lesiones se puede valorar de acuerdo con escalas como la de
Johnsony Reid (1970). El cuadro 1 presenta los sitios intestinales que son afectados
por las especies de E. acervulina, E. maxima y E. tenella, asi como los grados de
severidad de las lesiones de acuerdo con Jonhson y Reid. La respuesta inmune del
ave se desarrollara en relacion con el ciclo de vida del parasito, presentandose de

manera importante en la reinfestacion del ave (Swinkees col, 2007).



Cuadro 1. Region intestinal afectada, grados de severidad de las lesiones en la escala de Jonhson y Reid para E.
acervulina, E. maximay E. tenella (Gazoni, 2020).

Grado de lesiones

formas parasitarias

sangre

coagulos de fibrina.

Especie de Sitio
X : intestinal 0 1 2 3 4
Eimeria
afectado
Intestino Numerosos Mucosa grisacea
X Sin lesiones parches alargados, |con colonias
anterior g . Numerosos .
macroscopicas, ni | Parches alargados aglutinados, compactas, muy
. (duodeno y . parches alargados, )
E. acervulina yeyuno) presencia (50 x 20 mm), aglutinados blanquecinos, engrosada,
. ! microscoépica de blanquecinos S mucosa engrosada, | contenido intestinal
criptas de la o blanquecinos s X
mucosa formas parasitarias contenido intestinal | de aspecto
Viscoso cremoso
Sin lesiones Petequias Lesiones
Intestino - . abundantes, sanguinolentas, Lesiones
, macroscopicas, ni . )
. medio, : . mucosa engrosada, | aglutinadas, sanguinolentas,
E. maxima Lo presencia Petequias o . .
subepitelial . . contenido intestinal | mucosa engrosada, | coagulos
. microscopica de . o ; .
y criptas e mucoide color contenido intestinal | sanguineos
formas parasitarias . .
naranja sanguinolento
Sin lesiones Grandes lesiones
. o . Petequias Grandes lesiones | sanguinolentas,
Ciegos, macroscopicas, ni : )
o : . aglutinadas, con sanguinolentas, mucosa engrosada,
E. tenella subepitelial | presencia Petequias escasas : .
) . . presencia de mucosa engrosada, | coagulos
y criptas microscoépica de

sanguineos, sin
contenido fecal




2.2.2 Inmunidad. La respuesta inmune del hospedador es especifica contra la
especie de Eimeria que parasita al ave; en la mayoria de los casos se requiere un
numero importante de ooquistes esporulados (infectantes) para que se genere la
respuesta inmune apropiada (Yun y col, 2000). Como ya se describio, el ciclo de
vida de la Eimieria spp. es complejo, con etapas extra- e intracelulares, con
reproduccion asexual y sexual, por ello, la respuesta inmune debe ser vasta para
combatir las diferentes etapas parasitarias. Asi, la respuesta inmune del ave es
innata y adaptativa, humoral y celular. Aunque, el papel de la respuesta humoral no

esta dilucidada del todo (Yuno y Gogorza, 2008).

Inmunidad innata es la primera linea de defensa del ave, se activa cuando
receptores de reconocimiento (PRRs, como los Toll (TLRs)) identifican patrones
moleculares conservados asociados a patégenos (PAMPs) (Kumar y col., 2011). La
profilina es un ligando TLR que expresa el ave en todas las etapas de desarrollo del
ciclo de vida de la Eimeria spp. (Fetterer y col., 2004); los ligandos inducen una
respuesta innata robusta como la proliferacién de células inmunitarias (heterdfilos,
macrofagos, células asesinas naturales (NK), células dendriticas, linfocitos
intraepiteliales y de la lamina propia (Lillehoj y Dalloul, 2004). La citocina
proinflamatoria conocida como factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF)
tiene un papel fundamental en la mediacién de la inmunidad innata en la coccidiosis
(Kim y col., 2019).

Inmunidad adaptativa es especifica al antigeno evitando la colonizacion y el
crecimiento del patégeno dentro del hospedero, esta representada por los linfocitos
(L) que son los leucocitos predominantes (80 %) en el intestino (Yufio y Gogorza,
2008). Existen dos tipos principales de linfocitos: los B (productores de anticuerpos)
y los T (LThCD4+, cooperadores, localizados en la lamina propia; LTcCD8+,
citotoxicos, presentes en el epitelio y en la [amina propia). Los LT del tejido linfoide
asociado a mucosas son los principales participantes de la respuesta inmune

adaptativa anticoccidia de las aves (Lillehoj, 1998).



Inmunidad celular se caracteriza por la activacion de varias células inmunes como
las T, macrofagos y células natural killers (NK). Los LTcCD8+ intraepiteliales
incrementan su numero ante la infeccion por coccidias. Los esporozoitos vivos
ingresan a los LTcCD8+, un numero importante de ellos han sido observados
cercanos a estos linfocitos y a macréfagos a las 24 h post primoinfeccién con E.
acervulina; mientras que, a las 48 h las células LTcCD8+ son escasas. Sin embargo,
48 h después de una infeccidn secundaria el numero de LTcCD8+ es elevado,
estando en contacto con las células infectadas (Yufio y Gogorza, 2008). Se
considera que el aumento de las células LTcCD8+ indica la mejora de la respuesta
inmune adquirida (Lillehoj, 1994). Bajo condiciones In vitro, tanto los esporozoitos
como los merozoitos de E. tenella promueven que los macrofagos que llegan al
intestino formen un factor parecido al factor de necrosis tumoral (FNT). Ademas,
sintetizan interleucina-1 (IL-1), FNT-a y factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (CSF-GM), lo que se ha observado por infeccion con E.
tenella o E. maxima. Ante la eimeriosis, las aves producen interferon gamma (IFN
y) cuya funcion no esta dilucidada (Yufio y Gogorza, 2008). Con infecciones
primarias o secundarias se observa un gran numero de esporozoitos cerca de los
macrofagos. El numero y la actividad de las células NK, tanto del bazo como
intraepiteliales incrementa en presencia de eimeriosis, lo que concurre con la

eliminacién de los parasitos (Yuio y Gogorza, 2008).

Inmunidad humoral. En el suero y en las secreciones intestinales se han
identificado anticuerpos anticoccidia (Girard col., 1997). Sin embargo, los estudios
de agotamiento de linfocitos B (Lillehoj, 1987) indican que los anticuerpos pueden
no desempefar un papel especifico en la inmunidad contra este parasito. Entre la
segunda y tercer semana post-primoinfeccion, las aves producen inmunoglobulinas
(1g9): IgM (bilis), IgA, IgG (lumen intestinal) especificas contra Eimeria spp., cuando
las aves se reinfectan las concentraciones de Ig son menores. (Yufio y Gogorza,
2008).

10



Yufio y Gogorza (2008) mencionan que los anticuerpos pueden actuar en los
estadios extracelulares (junto con las células inmunitarias: fagociticas o citotéxicas)
o en los intracelulares debido a la permeabilidad incrementada de la membraba de
las células intestinales, causada por la infeccion parasitaria. Los mismos autores
sefalan que bajo condiciones in vitro los anticuerpos contra E. tenella atraviesan las

membranas de la célula intestinal y alcanzan al parasito.
2.3 Prevencion y control de la Eimeriosis

Las practicas convencionales tanto para la prevencion como para el control de la
coccidiosis se basan en las buenas practicas de higiene de la caseta, asi como el
uso de anticoccidianos (ionéforos o sintéticos) administrados a través del alimento,

y en los ultimos afos la vacunacion (Dalloul y Lillehoj, 2006).

2.31 Vacunas. Las vacunas comerciales existentes estan constituidas con base
en ooquistes vivos atenuados ya sea por precocidad o por su cultivo en embrién de
pollo, aunque también existen las vacunas no atenuadas (Mora-Gonzales, 2022). La
primera vacuna fue no atenuada y se aplicé en 1952, en Estados Unidos. En la
década de los 70’s se atenud por precocidad una cepa de E. tenella (Gonzalez-
Robles, 2021), con lo que se abrid la posibilidad de elaborar este tipo de vacunas.
Bajo ciertas condiciones, las vacunas no inducen la inmunidad deseada, por lo que
los programas de vacunacion deben basarse en una metodologia rigurosa para que
sean efectivos y no causen efectos negativos en la mucosa intestinal, lo que
provocaria retraso en el crecimiento y mayor susceptibilidad a un brote (Wu col.,
2004; Garcia col., 2008; Peek y Landman, 2011).

2.3.2 Anticoccidianos. Estos farmacos son mas téxicos para las células
parasitarias que para las del hospedero, afectan procesos vitales de la Eimeria spp.,
se utilizan en la prevencion (profilacticos) y/o control (terapéuticos) de la coccidiosis.

Los anticoccidianos idéneos debieran contar con las siguientes caracteristicas:
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amplio espectro, amplio margen de seguridad, facilidad y seguridad en su uso,
compatibilidad con otras drogas, no alterar el producto final (carne y huevo),
ademas, de un consumo seguro, estabilidad en el medio ambiente, minimo tiempo
de retiro, rentabilidad, no generar resistencia (Edgar, 1970; Gémez-Osorio, 2021).
Existen dos tipos de anticoccidianos: sintéticos (quimicos) e iondforos. Los primeros
afectan el metabolismo de la Eimeria, mientras que los ionéforos alteran el equilibrio
osmotico (Tewari y Maharana, 2011). El cuadro 2 presenta el mecanismo de accion

de los anticocidianos utilizados en las aves.

Cuadro 2. Mecanismo de accion de anticoccidianos utilizados en aves (A partir de
Gbémez-Osorio, 2021)

Anticoccidiano Mecanismo de accion en la Eimeria
Sintéticos
Decoquinato, Clopidol Inhiben la respiracion mitocondrial
Sulfonamidas Inhiben la sintesis del acido folico
Amprolio Inhibicion competitiva de la tiamina
Nicarbazina, Diclazuril, Desconocido

Halofuginona, Robenidina

lonéforos
Monensina, Salinomicina, Forman complejos liposolubles con sodio (Na*) y
Narasina potasio (K*). Causan ruptura de la membrana

parasitaria

Maduramicina, Semduracina | Alteran el metabolismo de sodio (Na*) y potasio
(K*) principalmente

Lasalocida Forman complejos liposolubles con sodio (Na*),
potasio (K*), calcio (Ca?*), magnesio (Mg?*).
Causan ruptura de la membrana parasitaria

2.3.3. lonéforos y resistencia. Desde 1970, los ion6foros han sido ampliamente
utilizados en la prevencién y/o control de la coccidiosis (Chapman, 2014); el
mecanismo de accion de estos antibidticos poliéter es basicamente el de inhibir
aspectos metabdlicos del parasito (cuadro 2). Estos farmacos modifican la presion
osmotica del parasito al facilitar la entrada de iones a través de su membrana

celular, alterando el gradiente osmotico, destruyendo los esporozoitos y los
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merozoitos. Algunos ionoforos transportan cationes monovalentes (Na*, K*;
monensina, salinomicina, narasina, maduramicina, semduracina), otros pueden
transportar cationes bivalentes (Ca?*, Mg?*; lasalocida) (Gomez-Osorio, 2021). La
principal ventaja del uso de ionéforos sobre los anticoccidianos sintéticos (quimicos)
es el desarrollo de la inmunidad en el huésped después de la primera exposicion.
Esto se debe a que los ion6foros no suprimen completamente el desarrollo del
parasito (Chapman y col., 2013), debido a la resistencia demostrada (Jeffers, 1974;
Chapman, 1989; Abbas y col., 2011) a los iondforos mas utilizados (lasalocida,
monensina, narasina, salinomicina). Se menciona que “El uso de un coccidiostato
quimico seguido por un ionoforo parece ser el tipo de programa que controla mejor
la coccidiosis” (Martinez, 2015). La resistencia a los anticoccidianos ha incentivado
la busqueda de alternativas para reducir los brotes de la enfermedad en las parvadas
de pollos (Dalloul y Lillehoj, 2006).

2.4 Regulacién de aditivos en la alimentaciéon de animales de produccién

En las ultimas décadas, la regulacion en la produccién animal destinada al consumo
humano se ha modificado para garantizar la salud del consumidor y el bienestar
animal, considerando que la salud es parte del bienestar. En este sentido, a partir
del afo 2002 se prohibié en el uso de anticoccidianos como aditivos alimenticios;
entre ellos se encuentran el amprolio, amprolio + etopabato, metil clopidol, metil
clopidol + metil benzocuato, dimetridazol, nicarbazina (Diario Oficial de las
Comunidades Europeas, 2001). En 2006, también se prohibié en la Unién Europea
el uso de antibidticos como promotores de crecimiento en las especies de interés
pecuario (Castanon, 2007) incluidas las aves. En la ultima década, los Estados
Unidos de Norte América se sumaron a estas regulaciones; en cuanto al contexto
nacional, México se perfila para seguir estos cambios en la regulacion sanitaria que
permita ofrecer productos carnicos competitivos tanto nacional como

internacionalmente. Los cambios en la forma de producir alimento de origen animal
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para consumo humano van de la mano con la necesidad de generar nuevos aditivos
que optimicen el desempefio productivo de los animales. Por otro lado, el interés de
los consumidores en adquirir productos de origen animal inocuos y con alto valor
biolégico, apoya la necesidad de buscar alternativas naturales que aseguren su

produccion.

2.5 Nuevos anticoccidianos

En la actualidad, se buscan productos alternativos a los anticoccidianos y a los
promotores de crecimiento que tengan los mismos o mejores efectos sobre la salud
y el comportamiento productivo de las aves. Por ello, desde hace mas de una década
diversos equipos de investigacion han estudiado el efecto de diferentes aditivos
como: probidticos, prebioticos, simbidticos, acidos organicos, minerales arcillosos,
anticuerpos de yema de huevo, enzimas exogenas y recombinantes, nucledtidos,
acidos grasos poliinsaturados, y recientemente fitoquimicos (aceites esenciales,
polvos, o extractos) sobre la salud y el comportamiento productivo de los animales

(Pirgozliev y col., 2019).

2.51. Fitoquimicos. Son metabolitos secundarios no nutricionales sintetizados
por las plantas, en respuesta a diferentes tipos de estimulos como lo son
infecciones, depredadores, radiacion ultravioleta, estrés hidrico o salino (Wink,
2004). Se clasifican en cinco grupos: 1) terpenoides (carotenoides y esteroles),
2) compuestos fendlicos (flavonoides como los fitoestrégenos o la quercetina, y no
flavonoides), 3) fitoesteroles, 4) alcaloides y 5) los compuestos tidlicos (Somani y
col., 2015). Los fitoquimicos difieren en vegetal de origen, etapa de crecimiento de
la planta, parte del vegetal donde estan presentes, estructura quimica y actividad
biologica; los métodos de extraccidn y las condiciones de almacenamiento también

los hacen diferir (Dhami y Mishra, 2015). La actividad bioldgica de los fitoquimicos
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depende de su estructura quimica (Hashemi y Davoodi, 2010); pero, sus
mecanismos de accion no estan completamente esclarecidos. Existe una gran
cantidad de plantas que sintetizan fitoquimicos; el ajo (Allium sativum), alcachofa
(Cynara scolymus), canela (Cinnamomun verum), cebolla (Allium cepa), chile
(Capsicum spp.), clavo (Syzygium aromaticum), pimiento (Capsicum annum),
orégano (Origanum vulgare), romero (Salvia rosmarinus), uva (Vitis vinifera), yuca
(Manihot esculenta), etc., estan entre las mas estudiadas (Kleessen col., 2003;
Hashemi y Davoodi, 2010; Mathlouthi col., 2012; Bozkurt col., 2013).

Los fitoquimicos son considerados fuentes naturales de aditivos alimentarios y
generalmente son reconocidos como seguros (GRAS, acrénimo de la frase en
inglés “Generally Recognized As Safe”) (Hashemi y col., 2008), se adicionan a los
alimentos en forma de polvos, extractos o aceites esenciales (Puvaca col., 2013),
han llamado la atencién ya que se han reportado diferentes efectos sobre la salud
y el desempenio productivo de los animales (Hashemi y Davoodi, 2010; Puvaca col.,
2013). Algunos de los efectos son: capacidad antimicrobiana, antioxidante y
reguladores de radicales libres (Wink, 2004; Agbor y col., 2011). También se ha
observado que modulan la microbiota intestinal, mejoran la eficiencia alimenticia,
asi como la digestibilidad de nutrimentos (Amad y col., 2011) y como consecuencia
promueven la salud de los animales (Windisch y col., 2008). En los seres humanos
se ha demostrado (Barbieri y col., 2017) que los fitoquimicos son efectivos como
parte del protocolo de tratamiento de algunas enfermedades; ademas de tener una
larga historia de utilizacidon, antiguamente, como la planta o parte de ella y en la

actualidad bajo forma de extractos, aceites esenciales o principios quimicos.

En aves, el uso de fitoquimicos como aditivos alimenticios mejora el rendimiento
productivo (incremento en el peso vivo, mejor conversion alimenticia) y la salud. Lo
que se ha atribuido parcialmente a las propiedades antimicrobianas de algunos
metabolitos secundarios, y a la capacidad de modular la multiplicacion de
poblaciones bacterianas que favorecen la homeostasis intestinal (Hashemi col.,

2009). Lo que se debe a la capacidad prebiotica de algunos fitoquimicos, modulando
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el crecimiento de microbiota beneficiosa por encima de la patégena (Cencic y
Chingwaru, 2010; Laparra y Sanz, 2010). En este sentido, se ha visto que los
fitoquimicos reducen poblaciones de Escherichia coli, ademas de incrementar la
actividad de enzimas intestinales como la tripsina y amilasa (Jang y col., 2007).
También se ha reportado la capacidad antioxidante de algunos fitoquimicos (Pourali
y col., 2014), asi como la capacidad de promover la respuesta inmune del ave
(Chowdhury y col., 2017). Sin embargo, aun cuando los beneficios del uso de
fitoquimicos son numerosos, la magnitud de sus efectos esta condicionada por la
alimentacion, estado de salud y medio ambiente donde se crian las aves

(Giannenas y col., 2003).

2.5.2. El género Allium. Dentro de las plantas productoras de fitoquimicos se
encuentran las pertenecientes al género Allium, que comprende 1250 especies,
algunas de ellas utilizadas en la alimentacion humana como: el poro (A.
ampeloprasum var. porrum), el chalote (A. ascalonicum), el cebollin (A.
schoenoprasum) y las mas difundidas son la cebolla (A. cepa) y el ajo (A. sativum);
ambas han sido histéricamente utilizadas y ampliamente estudiadas (Tsao y Yin,
2001; Luengo, 2007; Hall y col., 2017) por sus efectos en la prevencion y el

tratamiento de patologias en seres humanos y animales.

Dado que los derivados del ajo (A. sativum) son objeto de estudio en esta
investigacion, se describe la composicién quimica y las propiedades farmacoldgicas
de la especie. El cuadro 3 presenta la composicidn nutrimental y el aporte energético
de 100 g de ajo fresco; los carbohidratos (almidén, sacarosa, glucosa, fructosa;
Subramanian y col., 2020) representan el mayor nutrimento aportado (Germosén-
Robineau, 2005; Subramanian y col., 2020; USDA, 2019; Botas y col., 2019). En
100 g de ajo fresco hay 1.2 g de aminoacidos; leucina, arginina, acidos glutamico,
aspartico, lisina, histidina, treonina, glutamina, prolina, glicina, cisteina, alanina,

valina, metionina, isoleucina, triptéfano, y fenilalanina (Batiha y col., 2020), mas de
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20 acidos grasos saturados e insaturados, de cadena mediana y larga, (Kovarovi¢
y col., 2019), entre ellos destacan los acidos palmitico (C16:0), oleico (C18:19),
linoleico (C18:2%12) y linolénico (C18:3%1215) (Kovarovi¢ y col., 2019; Subramanian
y col., 2020). Sin embargo, su aporte nutrimental en la dieta es reducido debido a
que el ajo es utilizado en cantidades minimas como especie aportadora de sabor y

aroma.
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Cuadro 3. Composiciéon nutrimental y contenido energético de dientes de

Allium sativum fresco

item g/100 g Referencia
Humedad (materia seca) 58.6 USDA (2019)
65.0 (35.0) Subramanian y col. (2020)
67.8 (32.2) Germosén- Robineau (2014)

55.0 (45.0) — 76.0 (24.0)

Botas y col. (2019)

Proteina 2.0 Subramanian y col. (2020)
3.5 Germosén- Robineau (2014)
6.36 USDA (2019)
5.1-8.0 Botas y col. (2019)
Grasa 0.3 Germosén- Robineau (2014)
0.5 USDA (2019)
0.47 - 0.76 math y col. (2022)
Fibra 0.7 Germosén- Robineau (2014)
15 Subramanian y col. (2020)
Cenizas 1.0 Germosén- Robineau (2014)
2.1 USDA (2019)
1.56 - 3.0 Botas y col. (2019)
Carbohidratos 27.4 Germosén- Robineau (2014)
28.0 Subramanian y col. (2020)
33.1 USDA (2019)
16.0 — 30.0 Botas y col. (2019)
Energia bruta (kcal / 100 g) 117.0 Germosén- Robineau (2014)
149.0 USDA (2019)
91.0 — 149.0 Botas y col. (2019)
Factores Atwater generales 143.0 USDA (2019)
Micronutrimentos
Minerales mg /100 g
Potasio 373 Germosén- Robineau (2014)
401 USDA (2019)
Sodio 18 Germosén- Robineau (2014)
17 USDA (2019)
Calcio 18 Germosén- Robineau (2014)
181 USDA (2019)
Fosforo 88 Germosén- Robineau (2014)
153 USDA (2019)
Magnesio 25 USDA (2019)
Hierro 15 Germosén- Robineau (2014)
1.7 USDA (2019)
Zinc 1.16
Selenio 0.0098
Vitaminas mg /100 g
Tiamina 0.24 Germosén- Robineau (2014)
0.2 USDA (2019)
Riboflavina 0.05 Germosén- Robineau (2014)
0.11 USDA (2019)
Niacina 0.4 Germosén- Robineau (2014)
0.7 USDA (2019)
Acido ascérbico 10 Germosén- Robineau (2014)
31.2 USDA (2019)
Vitamina B6 1.24
Colina 23.2
Acido pantoténico 0.596
Alfa tocoferol 0.08
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A los compuestos bioactivos del ajo se les atribuye sus propiedades farmacologicas
contra agentes infecciosos (bacterias, protozoarios, hongos, y virus), especies
quimicas (oxidantes), agentes fisicos (trombos), inflamacién, enfermedades como
diabetes, obesidad, hipertension arterial, enfermedad de Alzheimer, y cancer (Tudu
y col., 2022; Okoro y col., 2023). Principalmente los dientes contienen los
numerosos compuestos; entre ellos estan los fenoles, flavonoides, esteroides,
terpenos, saponinas, lectinas, y los mas destacables son los compuestos 6rgano
sulfurados (COS) (Ozma y col., 2022).

2.5.3 Compuestos érgano-sulfurados (COS) del Allium spp.

Los compuestos érgano-sulfurados (COS) son abundantes en el ajo, contienen
azufre unidos al grupo cianato (<=0 — C = N < 0 = C = N:=) o al carbono, ya sea de
manera ciclica o no ciclica (Barba y Orliena, 2017). Se menciona la presencia de
mas de 20 (Okoro y col., 2023) o hasta una cantidad mayor que 33 (Kovarovi¢ y
col., 2019) COS en el ajo. Los principales COS pertenecen a uno de dos grupos: los

péptidos y-glutamil y los L-cisteina sulfoxidos (Higdon, 2005).

A partir de azufre, el género Allium, sintetiza cisteina que utiliza para la formacion
de péptidos y-glutamil (Randle y Lancaster, 2002), siendo los mas importantes en el
ajo: y-glutamil-trans-(+)-S-(1-propenil)-cisteina, y-glutamil-S-alil cisteina y vy-
glutamil-S-metil cisteina (Lawson, 1996). A partir de estos péptidos se sintetizarian

los L-cisteina sulfoxidos (ACSO), de los que se han identificado cuatro:

1.  (+)-S-metil-L-cisteina sulféxido (MCSO, metiina)

2. (+)-S-propil-L-cisteina sulféxido (PCSO, propiina)

3.  Trans-(+)-S-(1 propenil)-L-cisteina sulfoxido (1-PECSO, isoaliina)
4. (+)-S-(2 propenil)-L-cisteina sulféxido (2-PECSO; aliina)

Los ACSO se encuentran en el citosol y son los precursores del sabor y olor
particulares del género Allium. Cuando se dafna el diente de ajo (cortado, picado o
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aplastado) o el bulbo, se permite que la alinasa (EC 4.4.1.4) presente en vacuolas

entre en contacto con los ACSO (Claudia y col., 2011) formando nuevos compuestos

sulfurados (figura 2). Las sustancias volatiles azufradas son las que proporcionan el

olor caracteristico de los bulbos del género Allium (Boelens y col., 1971).

Los compuestos érgano-sulfurados se categorizan en hidro- y liposolubles (Batiha

y col., 2020). En general los primeros corresponden a los compuestos derivados de

la cisteina (cisteina, aliina, S-acetil cisteina, S-alil mercapto cisteina) y los solubles

en aceites a los derivados de los ACSO (alicina, dialil sulfuro, dialil disulfuro, dialil

trisulfuro, dialil tetrasulfuro).

allinasa I 2 VOLATILES

S0.CH,(NH,).COOH ————> CH3.C0O.COOH + NHg + R.8.O0H————> R=S+0-

S-alqu(en)il cisteina sulféxido Piruvato Acido sulfénico _— Sulfino (FL)

condensacion / / +H,0

deSPfOPO'C’OH R.S.SO.R’ CH3 CH,.CHO +
Tiosulfinato Propanal +
RS.SO.R + R.S.S.R'/
Tiosulfinatos Sulfuros \\ dimerizacion
para alicina: X
desproporcion

bis-propenil disulfuro

+ acido sulfénico ; A
“zwiebelanos ciclicos”

HsC3.50.C5Hs.S.8.C5Hs HsC3.50.C5Hg.S.8.C5Hs

“Ajoenos” “Cepaenos”

Figura 2 Formacion de compuestos azufrados a partir de la hidrdlisis por la alinasa de L-
cisteina sulfoxidos. R, metil, propil, 2-propenil(alil) y 1-propenil; LF, factor lacrimégeno
(Tomado de Randle y Lancaster, 2002)

2.54.

Tiosulfinatos. Son compuestos derivados de la degradacion natural de la

propiina ((+)-S-propil-L-cisteina sulféxido, figura 3) (Subramanian y col., 2020,

Sorlozano-Puerto y col.,, 2018), son muy reactivos, lo que depende de la

temperatura y pH (Cdérdova, 2010). Lawson (1993, citado por Cdrdova, 2010)
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consigna las siguientes proporciones respecto al total de tiosulfinatos presentes en

el ajo:
1. alicina, 70 %
2. alil-SS(O)-metil, 6-16 %
3. metil-SS(O)-alil, 3-9%
4. trans-1-propenil-SS(O)-alil, 1-7%
5. alil-SS(O)-trans-1-propenil, 02-4%
6. trans-1.—propenll-SS(O)—metll y metil-SS(O)-trans-1- 01—250%
propenil,
7. metil-SS(O)-metil, 2%
allinasa
SO.CHx(NH,).COOH ——— > CH3.CO.COOH + NH3 + R.S.OH
S-propil-L-cisteina sulfoxido Piruvato Acido propanosulfénico

condensaciéon [ x 2

desproporcion R.S.SO.R’

Ti Ifinat:
R.S.SOz_R' + R-SSR'/ iosulfinato

Tiosulfinatos Sulfuros

l \ Dialilsulfuro (DAS)
Propilpropano Dialil disulfuro (DAS2)

. " Dialil trisulfuro (DAS3)
RSNTIRCOR Dialil tetrasulfuro (DAS4)

desproporcion l

Dipropil o2 Propilpropano
disulfuro tiosulfonato (PTSO)

Figura 3 Formacion de propilpropano tiosulfinato (PTS) y propilpropano tiosulfonato (PTSO) y
sulfuros (Con informacién de Albertuz (2021) y de Randle y Lancaster (2002))

2.5.5. Allium sativum e infeccién por Eimeria spp. El estudio de revisién de Adjei-
Mensah y Atuahene (2022) sobre el efecto potencial como anticoccidiano del ajo
muestra que los trabajos de investigacion han utilizado diversas preparaciones, lo
que influye en la presencia de sus compuestos derivados. Sin embargo, el efecto
general in vitro de: ajo en polvo (DAS, aliina, alicina), extractos acuosos (DAS,

DADS, DATS), extractos en metano (sulfoxido de S-alil-cisteina, fenoles,
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flavonoides), productos con propilpropano tiosulfinato (PTS) y propilpropano
tiosulfonato (PTSO), es la disminucion de la esporulacion de ooquistes en funcion
de las dosis utilizadas. Mientras que los efectos in vivo del uso de polvo de ajo,
extractos acuosos y en metanol y productos con PTS/PTSO mejoran en diferente
magnitud las variables productivas: ganancia de peso (GDP) y conversién
alimenticia (CA); ademas disminuyen la severidad de la infeccion experimental por
Eimeria spp: numero de ooquistes en heces (OPG), signos clinicos, grado de

severidad de las lesiones (LS).

La actividad antimicrobiana del PTS y del PTSO han sido ampliamente estudiadas
(Albertuz, 2021). Ambos compuestos han demostrado que bajo condiciones In vitro
reducen la viabilidad de los esporozoitos de E. acervulina, estimulan la proliferacion
de las células esplénicas, mejorando la respuesta inmune innata (Kim y col., 2011;
Kim y col., 2013a; Pourali y col., 2014; Alnassan y col., 2015), e inhibe la
esporulacion de E. tenella (Pourali y col., 2014). Sin embargo, el uso del PTSO es
mas promisorio, debido a su mayor estabilidad quimica respecto a otros COS del
Allium, aunque su insolubilidad en agua, requiere de la utilizacién de un vehiculo
para incrementar su viabilidad biolégica y absorcion (Abad y col, 2019). Sin
embargo, los mecanismos de accion anticoccidiana de los principios azufrados no
se han elucidado completamente. En el cuadro 4 se presentan resultados de
trabajos de investigacion sobre los efectos in vitro e in vivo de PTS y/o PTSO en

Eimeria spp.
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Cuadro 4. Efectos del uso del propilpropano tiosulfinato (PTS) y del
propilpropano tiosulfonato (PTSO) en la eimeriosis experimental en pollos de

engorda.

Eimeria

Efecto

Autores

In vitro

E. acervulina

PTS-PTSO, reduccién de |la
viabilidad de los esporozoitos

Kim y col., 2013

E. acervulina

PTS o PTSO, inhibicion de la
penetracién celular (MDBK*) de los
esporozoitos (accidn sobre la célula
MDBK vy sobre el esporozoito)

Aguinaga-Casanas
2022

y col.,

E. tenella Inhibe la esporulacién Pourali y col., 2014
E. tenella Inhibe la esporulacion Alnassan y col., 2015
In vivo

E. acervulina

PTS-PTSO, mejoramiento de la
respuesta inmune innata.
Incremento de la transcripcion del
interferbn gamma, interleucina-4,
super familia 15 de ligandos del
factor de necrosis tumoral, enzimas
antioxidantes (catalasa y
paraoxonasa 2). Disminucién de
interleucina-10

Kim y col., 2013

E. acervulina

Incremento en la ganancia de peso
y una disminucion en la excrecion de
ooquistes, asi como una mejor
respuesta vacunal contra coccidia

Lillehoj y col., 2011

* MDBK, Madin-Darby Bovine Kidney cells

Los resultados del uso de PTS/PTSO apuntan a que el uso de estos compuestos

es una alternativa al uso de farmacos para la prevencion y control de la eimeriosis

en la produccién comercial de aves de corral.

2.6 Acido butirico, butirato y butirato de sodio

En la busqueda de la salud intestinal junto a los fitoquimicos se han utilizado acidos
organicos (McKnight y col., 2019). El acido butirico (CH3(CHz2)2CO2H) es un acido
graso de cadena corta (4C), generado principalmente en el ciego y colon del ave,

donde la microbiota lo sintetiza a partir de la fermentacion de carbohidratos no
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amilaceos, es la principal fuente energética de los colonocitos, mantiene la salud
intestinal regulando la diferenciacion y proliferacion de las células epiteliales (Galfi
y Neogrady, 2001) y favoreciendo la apoptosis de células con alteraciones genéticas
(Le Leu y col., 2009). Estimula la expresion de la zénula occludens, lo que ayuda a
la funcidn de la barrera intestinal (Guilloteau y col., 2010; Wu y col., 2018). El acido
butirico (Ba) regula también la microbiota intestinal, es considerado como posbidtico
con numerosos beneficios para el tracto digestivo. Cuando el Ba pierde un H* se
forma el ion butirato (CH3(CH2)2CO2), el butirato de sodio (Na (CH3(CH2)2CO2)) es
la sal sédica del (Ba); donde el Na* sustituye a un H* de un grupo OH. El butirato de
sodio (B) en la alimentacion animal es una fuente de Ba, su estado sdlido facilita su
inclusion en el alimento, es mas estable; con las ventajas de ser menos volatil y
oloroso (Elnesr y col., 2020). El B puede proporcionarse en forma libre o bien
protegido con grasa vegetal; en el primer caso se utilizara en el tracto digestivo
anterior, absorbiéndose en el ingluvis (Van der Wielen, 2002), en forma protegida
sera mejor utilizado en los intestinos; considerandose como 6ptimo un tiempo de
liberacion del B entre 2.5y 4 h (Elnesr y col., 2020).

ElI B es ingerido por el ave, al llegar al proventriculo el pH acido permite que se libere
el Na* reconstituyéndose el Ba, el cual contribuye a disminuir el pH del érgano,
favoreciendo la activacion de los pepsindégenos a pepsinas mejorando la digestion
de las proteinas. Los beneficios de la suplementacién con B se han identificado
ampliamente: incrementa la masa y la longitud (Aghazadeh y Tahayazdi, 2012) del
tracto gastrointestinal (TGI), mejora la estructura de la mucosa intestinal
incrementado la longitud de las vellosidades hasta 55 % en pollos de 21 dias de
edad (Mallo y col., 2012), a su vez contribuye a mantener la barrera intestinal.
Ademas, de promover la sintesis de moco, podria estimular la irrigacion del TGl y la
produccién de hormonas gastrointestinales (Elnesr y col., 2019). EI B modula la
microbiota (Guilloteau y col., 2010; Wu y col., 2018), incrementa las poblaciones
bacterianas deseables (Bifidobacterium, Lactobacillus) y disminuye las indeseables

(Escherichia coli, Salmonella enteritidis, S. typhimurium, Clostridium perfringens),

24



reduce la colonizacidn bacteriana de la mucosa intestinal, por lo que se considera
un alternativa al uso de antibioticos. Se ha observado que cuando se utiliza B
juntamente con aceites esenciales en pollos desafiados con coccidia y Clostridium
perfringens se modifica positivamente la diversidad bacteriana (Bortoluzzi y col.,
2018). Entre los beneficios en la produccion, el uso de B mejora la digestibilidad de
proteina y energia, lo que puede atribuirse al efecto sobre la estructura del TGl
(Elnesr y col., 2020).

3. JUSTIFICACION

Desde hace mucho tiempo, la eimeriosis, parasitosis de rapida propagacion en las
unidades de produccion, con la que se ha convivido en la avicultura provoca
pérdidas econdmicas muy importantes alcanzando anualmente hasta 220,500
millones de MXN (Blake y col., 2020a) La prevencion y control representan un
desafio por la resistencia de los parasitos a los farmacos anticoccidianos (sintéticos
e ionoforos) existentes; ademas, la regulacion sanitaria en el uso de farmacos en
los alimentos para consumo animal sera mas restrictiva cada vez, en la vision de
producir alimentos inocuos y de alto valor biolégico para consumo humano. Por ello,
la investigacidon sobre nuevos productos que puedan utilizarse como anticoccidianos
es una prioridad para la industria avicola. Estos productos deberian no generar
resistencia, no alterar las caracteristicas fisicoquimicas de los alimentos para los
animales y la carne para el consumo humano, ser seguros en su operacion y para
el medio ambiente, y ser rentables. En este marco se plante6 este proyecto de
investigacion donde se uso en la dieta un extracto encapsulado de Aliaceas valorado
por su contenido de PTSO para estudiar sus efectos en la digestibilidad de
nutrientes de pollos sanos. Ademas, en las variables productivas, la microbiota y
salud intestinal y pigmentacion en piel de pollos de engorda infectados

experimentalmente con E. acervulina, E. maximay E. tenella.
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4. HIPOTESIS

El presente proyecto reviso los efectos del extracto de Aliaceas y del butirato de
sodio en la digestibilidad ileal de nutrientes, salud intestinal, productividad y
severidad de la infeccion por Eimeria spp en el pollo de engorda. Las hipétesis

formuladas fueron que: La inclusion dietaria de...

1) ...un producto encapsulado de propilpropano tiosulfonato mejora la
digestibilidad ileal aparente de los aminoacidos, la energia y el fosforo en una

dieta base maiz - soya.

2) ...dosis crecientes de un extracto encapsulado de Aliaceas disminuye la
excrecion fecal de ooquistes y el dafo intestinal, previene los cambios en la
microbiota intestinal por la infeccion experimental con Eimeria spp. Ademas,
mantiene las variables productivas comparables a las de aves no desafiadas, o

tratadas con anticoccidianos convencionales.

3) ...dosis crecientes de un extracto encapsulado de Aliaceas, o extracto
encapsulado de Aliaceas y butirato de sodio disminuyen la severidad de la
infeccion (excrecion fecal de ooquistes y dafio intestinal) por infeccidon
experimental con Eimeria spp. Ademas, mantienen la morfologia intestinal, lo que
favorece a que el comportamiento productivo, nivel de xantofilas en plasma
sanguineo, el amarillamiento en vivo y en la canal fria sean equiparables a los de

aves no desafiadas o a los de aves tratadas con anticoccidianos convencionales.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos del extracto de Aliaceas y del butirato de sodio en la

digestibilidad ileal de nutrientes, salud intestinal, productividad, pigmentacion y

severidad de la infeccién por Eimeria spp. (E. acervulina, E. maxima, E. tenella) en

el pollo de engorda.

5.1.

Objetivos especificos.

Para alcanzar el objetivo general del proyecto y comprobar o rechazar las hipotesis

formuladas se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1)

3)

Evaluar el efecto de diferentes dosis de producto encapsulado de
propilpropano tiosulfonato sobre la digestibilidad ileal aparente de los
aminoacidos (arginina (Arg), lisina (Lys), leucina (Leu), treonina (Thr),
histidina (His), isoleucina (lle), valina (Val) y fenilalanina (Phe)), energia y
fosforo, en una dieta de maiz y soya, asi como sus efectos sobre el

crecimiento de pollos de engorda.

Examinar los efectos de dosis crecientes de extracto encapsulado de
Aliaceas en: el desempenfo productivo, la eliminacion fecal de ooquistes, las
lesiones intestinales y la composicién de la microbiota intestinal en pollos
de engorde desafiados con Eimeria spp (E. acervulina, E. maxima, E.

tenella).

Examinar los efectos de dosis crecientes de extracto encapsulado de
Alidceas o de extracto encapsulado de Aliaceas y butirato de sodio en: el
desempenio productivo, pigmentacion, morfologia intestinal, severidad de la
infeccion (excrecion fecal de ooquistes y dano intestinal) en pollos de
engorde bajo desafio con Eimeria spp. (E. acervulina, E. maxima, E.

tenella).
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Los objetivos especificos fueron alcanzados a través de tres experimentos que se

presentaron(an) en las siguientes publicaciones.

1.  Efecto del propilpropano tiosulfonato encapsulado en la digestibilidad ileal
aparente y el comportamiento productivo en pollos de engorda

Villar-Patifio, G., Camacho-Rea, M. del C., Olvera-Garcia, M. E., Soria-Soria, A.,
Baltazar-Vazquez, J. C., Gébmez-Verduzco, G., Solano, L., y col. (2023). The Effect
of Encapsulated Propyl Propane Thiosulfonate (PTSO) on Apparent lleal Digestibility
and Productive Performance in Broiler Chickens. Animals, 13(6), 1123. MDPI AG.
Retrieved from http://dx.doi.org/10.3390/ani13061123

2.  Efecto de un extracto encapsulado de Aliaceas en el desemperio productivo,
salud y microbiota intestinales en pollos de engorda desafiados con Eimeria spp.

Villar-Patifio, G., Camacho-Rea, M. D. C., Olvera-Garcia, M. E., Baltazar-Vazquez,
J. C., Gomez-Verduzco, G., Téllez, G., Labastida, A., Ramirez-Pérez, A. H. (2023).
Effect of an Alliaceae Encapsulated Extract on Growth Performance, Gut Health, and
Intestinal Microbiota in Broiler Chickens Challenged with Eimeria spp. Animals,
13(24), 3884. MDPI AG. Retrieved from https://doi.org/10.3390/ani13243884

3. Efecto de un extracto encapsulado de Aliaceas y de butirato de sodio en el
desempenio productivo, salud intestinal y pigmentacion de pollos infectados con
Eimeria spp.

Gonzalo Villar-Patifio, Maria del Carmen Camacho-Rea, Myrna Elena Olvera-
Garcia, Julio César Baltazar-Vazquez, Gabriela Gémez-Verduzco, Guillermo Téllez,
Aurora Hilda Ramirez-Pérez

En preparacion para su publicacion...
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6. EXPERIMENTOS

6.1. EXPERIMENTO 1.Efecto del propilpropano tiosulfonato encapsulado en la
digestibilidad ileal aparente y el comportamiento productivo en pollos de
engorda

Los derechos de autor © aparecen en el angulo inferior izquierdo de la primera
pagina del articulo “The Effect of Encapsulated Propyl Propane Thiosulfonate
(PTSO) on Apparent lleal Digestibility and Productive Performance in Broiler
Chickens.”

The Effect of Encapsulated Propyl Propane Thiosulfonate(PTSO) on Apparent lleal
Digestibility and Productive Performance in Broiler Chickens© 2023 by Gonzalo
Villar-Patifo is licensed under Attribution-ShareAlike 4.0 International.To view a copy
of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
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Simple Summary: Thene ate curfently two mam concerns m broaler produchon. The first concern
i the production cosl, the key Iﬁurru'dl is improving feed efficency; the second relates to the envi-
ronmental inpact. Both are vitally important for business sustainability. Some existing nutritional
strategies contribube to improving the use of nutrents to achieve better performance; one of these
v olves adding plant extract additves, as well as thewr noactive compounds, to anumal feed. These
additives improve digestive proceases and mutnent absorphon. ATTim speces contain sulfur com-
pounds, such as propyl propane thiocsulfonate, which has been studied in brodess and was found
o enhance the digestibility of energy, fat, and Gber Mevertheless, as far as we know, theme s no
scaentific research focused on the digestibility of ammo acids and minerals, which play an impoant
role m grow th and feed efhoency. Momeover, decreasmg the levels of mitrogen and other mimerals
becos could meduce the amount of pollutants seleased into the environment. Our resulls show that the
supplementation of encapsulated propyl propane thiosulfonake in the broiler chacken diet improves
the apparent ileal digestibility of amino acids and energy compared to the control diet; a positive
trend i the digestimhity of phosphorus was also found.

Abstrack This study analyzed the effects of different dsetary doses of encapsulated propyl propane
thiosulfonalke (Pe-FTS0) on the appasent ileal digestibality (AID) of nubrsents and productive per
formanc in brodlers. A total of 100 cne-day-old Cobb 500 wene housed in babtery cages for 20 days.
At 10 days of age, the birds were assigned to one of fve diets: negative control (PO), 250 mg/ kg of
Pe-FTS0 (P250]), 500 myg kg, of Pe-FTS0 (P500), 750 mg/ kg of Pe-FTS0 (F750), and positive control,
nicarbaz in—narasin (10N}, Titanawm dicside was the external markes which was added to the diets
from day 17 to 20. In the birds fed the P250 diet, there was a signuficant difference (p < 0.05) in the
AID values for amine acids and energy compared to those that consumed the PO diet Furthe rmorne,
the P250 diet sigruficantly mereased (p < 0.05) the average daily weight gain comparned to the PO
diet Mo sigmficant differences wede ohserved be bveen teatments m average daily feed intake and
beed conversion ratio. In summary, the mclusion of 250 mg of encapsulated PTSO per kg in broiler
chickens diet improved the digestibility of amino acuds and energy, as well as weight gaim

Keywords: broilers; propyl propane thicsulfonate; appamenat ileal digestibility; anine acds; en-
ergy; phospharus
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L Introduction

Food security for the world population, which will grow by approximately 20% in the
next 25 years, challenges the ability to produce food more efficiently and sustainably [1,2].
Poultry production is considered to be an environmentally and economically sustainable
activity due to the ability of poultry to convert feed in meat [3]. Howewver, the feed is
considered the major economic cost of animal production, therefore, the scientific research
to improve the utilization of nutrients by the broiler chicken evolve continuously. Poultry
diets are formulated based on both digestibility and nutrient absorption, which allows us to
know their utilization rate by the bird [4,5]. Increasing nutrient digestibility in the diet has
been shown to enhance the productive performance of broiler chickens [5,6]. Different for-
mulation strategies have been adopted to optimize the growth and improve feed efficiency
of birds [7], such as fecal digestibility, true digestibility, standardized ileal digestibility,
and apparent ileal digestibility (AID) [8]; all of them quantified digested dietary nutri-
ents [9]. Currently, there are different feed additives, such as enzymes, prebiotic, probiotic,
ionophores, and recently, the use of phytochemicals, which contributes to enhance nutrient
digestion [10,11]. Narasin and nicarbazin, ionophome coccidiostats, are frequently used as
feed additives in broiler diets; it has been reported that their supplementation increased
crude protein digestibility and affects intestinal microbiota, improving gut health of broiler
chickens [12]. Likewise, narasin has also been found to enhance feed efficiency in birds
reared on different production systems, including caged systems without coccidia infec-
tion [13]. Scientific research about nutrient digestion using natural additives is increasing,
Phytochemicals are natural plant compounds produced as secondary metabolites, which
differ in chemical structure, biclogical activity, and plant origin [14,15]. These secondary
metabolites are considered natural sources of feed additives, as well as natural growth
promoters [16], which are generally recognized as safe (GRAS) [17]. They possess sig-
nificant biclogical activities that affect gut health, improve infestinal morphology [18,19],
modulate gut microbiota, and enhance the metabolic activity leading to improvements
in both digestibility and nutrient utilization [15-20]. Phytochemicals are categorized into
five main groups: terpenoids, polyphenols, phytosterols, alkaloids, and organosulfur
compounds [21].

Propyl propane thiosulfonate (FT30) is an organosul fur compound belonging to the
genus Allinm, derived from the natural degradation of propiin, which is the Allium flavor
precursor [22,23]. Unlike other sulfur components from this Allium genus, FTS0 is chemi-
cally stable but poorly soluble in water, hence it is necessary to provide it with a specialized
carrier to increase its biological availability and absorption [24]. PTS0 has been studied as
an additive in animal nutrition showing beneficial results on grow th performance [25-25].
In addition, it has antimicrobial effects, which have been demonstrated in vitro and in vivoe
against Enferobacteriacene, such as Escherichia coli and Salmonells spp., as well as Campi-
Iobacter jejuni in broilers [26,28). Moreover, Peinado, et al. [27] reported that PTSO could
modulate intestinal microbiota composition. Furthermore, different immunomodulatony
effects of PTS0 in broiler chickens have been reported [25]. However, there is limited
research about the effect of FTS0 on nutrient digestibility in poultry. In this sense, Peinado,
et al. [27], who supplemented a broiler chickens diet with PTS0, found an increase in the
digestibility of energy, fat, and acid-detergent and neutral detergent fibers.

To the best of our knowledge, there are no studies about the effect of PTSO on the
digestibility of amino acids and phosphorus in broiler chickens.

We hypothesized that the inclusion of an encapsulated product of propy] propane
thinsulfonate {Pe-FTS0) will improve the AID of amino acids, energy, and phosphorus, in
a corm-soybean meal diet. Therefore, the aim of the present study was toevaluate the effect
of different doses of Pe-FTS0 on AID of amino acids (arginine (Arg), lysine (Lys), leucine
(Leu), threonine (Thr), histidine (His), isoleucine (lle), valine (Val), and phenylalanine
(Phe)), energy, and phosphorus, in a corn—soybean meal diet, as well as their effects on
growth performance of broiler chickens.
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2 Materials and Methods
21. Animals, Diets, and Experimental Design

A total of 100 one-day-old Cobb 500 broiler chickens were housed in a fadlity equipped
with battery cages (48 cm x 80 cm) and provided with manual feeders and automatic nipple
drinkers. The environmental temperatume was set to 30 *C during the first week; after that,
it was maintained between 26 and 27 "C. Relative humidity was set between 55 and 60%.

From 1 to 20 days of age, the birds were fed a com—soybean meal basal diet (Table 1)
that met or slightly exceeded the nutritional needs of chickens of the Cobb 500 lineage. The
pre-experimental period lasted from the first day until 9 days of age. At 10 days of age, the
birds were weighed and allocated to 1 of 5 treatments in a completely randomized design,
as follows: P—a negative control (basal diet); P250—basal diet + 250 mg// kg of Pe-FT50;
P500—basal diet + 500 mg/ kg of Pe-FTS0; F750—basal diet + 750 mg kg of Pe-FT30, and
[ON—a positive control (basal diet + 50 mg/ kg of nicarbazin + 50 mg,/ kg of narasin).

Table 1. Ingredsent and caleulated dhemcal eomposition (g/kg as fed) and energy (Mcal /kg) of the
basal diet.

Ingredient kg
Yallona corn 513.9
Soybean meal 4.0
Vegelable oil 1.5
Calerm carbonalke 147
Calerum erthephosphatke a1
Sodium bicarbonate 449
Methaonme DL kX
Refined salt 20
L-lysane HC1 22
L-Thiecmame L1
Betaine anlydrous X1
L-vahne 02
Bacecholime 2
Vitamins—mineral premix 09
Phiytase S000 nl
Chemical Compesition gkg
Dy matter B39
Crude protein 39.0
Crude fat B2.0
Gross energy (Meal Skg) 40
Metabolzable energy (Meal/ k) 315
Calerum 10.0
Total phosphorus 5%
Awailable phosphorus 45
Sodium 23
Chiloride 20
Potassium @.5
DEB (mEqy k) 2 300
Arginire 16.2
Lysine 15.0
Leucine 14.3
Threonine 10.2
Histidine 59
[soleucine 101
Valine 11.2
Fherylalamne 118

T Content per kilogram: vitamin A (retinol acetate), 12,000 International Units (TL); vitamin D3, S000 IU; vitamin
E I:DL—mPI':mCI a=tate ) 30 IU; vitamin K, 3 mg; thiamine, lmﬁ: riboflavin, ¥ mg; p.:l.nbuﬂ'h::rﬁ: acid, 15 mig;
'pyﬁdmcin:_. 4 n'l.g;'l::inl:i.n.. 0.2 mg; folic acid, 1|:.'|E;vi't.:.|:r|.i.n.B]1‘.. o2 M manganese, 100 n'Lg_:zin: 100 mg; Lo,
A0 mg; copper, 15 mg; iodine, 1 mg; selenium, 035 mg, i Dietary electrolybe balanae [DEE)
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Each treatment had 5 replicates. The experimental unit was the cage with 4 birds in
each; the number of birds and replicates were as those reported in previous studies of ilkeal
and total broiler digestibility [27,29,30]. In addition, access to drinking water and feed was
provided ad libitum.

212 Pe-PTS50 Supplementation

The PTS0 used in this study was a product (Pe-PT50) encapsulated into a ma-
trix of dextrin and lecithin, having a concentration of 12 g/kg, as determined by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The retention time of the chromatography
peak was indicated for the FTS0 [31]; the databases of the NIST/ EPA/NIH Mass Spectra
Library, version 1.7 (Gaithersburg, MDD, UUSA), were used. The analysis was carried out in
the laboratory of the Center for Research in Applied Sciences and Advanced Technology of
the National Polytechnic Institute (IPN, Cruerétaro, Mexico).

2.3, Growth Perfor mance

The body weight (BW) of the birds was recorded at 10 days of age and at the end of
the study (20 days of age), and was used to estimate the average daily weight gain (ADG).
Feed intake was recorded to calculate the average daily feed intake (ADFI) and the feed
conversion ratio (FCR).

24 Apparent Deal Digestibility Study

Titanium dioxide was added to the diets at 5 g TiCh /kg, as an indigestible marker for
the AID study [32]. The diets with TiO; were offered from day 17 to 20. At the end of the
experiment, all birds were humanely killed by cervical dislocation [5,33,34]. The content of
the ileum at 2.0 cm from the ileccecal vabve was collected in sterile bags and preserved at
—70°C in an ultra-low temperature freerer (Thermofisher Scientific, TSX, Waltham, M4,
USA) until the analysis. The ileum content was vacuum dried (FreeZone Triad Benchtop
Freeze Diryer, Labconco, Kansas City, MO, USA) and pulverized to a particle size of (L5 mm.

Laboratory Analysis

A titanium dioxide reference curve was developed according to that reported by Short,
etal. [32]. It was generated using a UV visible spectrophotometer (A gilent 8453/ G11034,,
Shanghai, China). The diets and ileal content weme previously subjected to acid hydrolysis
to quantify the amino acids (Arg, Lys, Leu, Thr, His, Ile, Val, and Phe) by ultra- performance
high-resolution liquid chromatography using an ACQUITY UPLC system (Waters H-Class,
Milford, MA, USA) equipped with a diode array detector, following the ACQAC 994.12
method [35]. The quantification of phosphorus (P) was performed using the photomet-
ric methodology suggested by ACAC (965.17) [36], using a spectrophotometer (Agilent
8453 ,/G1103A, Shanghai, China). The energy was quantified using an adiabatic bomb (KA
Model C200 basic, Staufen, Germany) according to the ASTM D2015-66 method [37]

The AID of amino acids, energy, and phosphorus was calculated using the following
equation:

AID =[1 — [(TiD = NI}/(ND = Tilj] = 100

where Til? is the concentration of TiD; in the diet; NI is the concentration of the nutrient
in the ileal digesta; ND is the concentration of the nutrient in the diet; and Til is the
concentration of TiO: in the ileal digesta [38].

15, Statistical Analysis

The data were subjected to one-way ANOVA using JMP (SAS Institute, Cary, NC, USA,,
2019 [39]. Tukey's test was used for the post hoc analysis. The significance level was set at
p = .05, and a trend was set among = (.05 and <0100 The initial body weight (IBW) at
10 days was used as a covariate for ADG, ADFI, and FCE. In addition, to determine whether
the effect of the different doses of Pe-FTS0 was linear, quadratic, or cubic, a follow-up
trend analysis using orthogonal polynomial contrasts was performed for the AID data.
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3. Resulits
31 Apparent Deal Digestibility Study

Table 2 shows the AID of nutrients in broiler chickens fed diets containing different
levels of Pe-FTS0. The digestibility of the basal diet used in this study exceeded 90%, which
is in concordance with that value reported by An et al. [23], who also used diets based
on com~soybean meal The AID of Arg, Lys, Lew, Thr, His, Ile, Val, and Phe, as well as
energy, was significantly higher (p < 0.01) in birds feed the P250 diet than in the birds
fed the PO diet Chwerall, the average increase in the AID of amino acids was 2.3%; the
lowest increment was observed in Arg (1.70%), and the greatest increase was observed in
Ile (3.04%). In the PP250 diet, the energy digestibility was (.15 Mcal/ kg higher than that in
the P diet. Moreover, the P250 diet resulted in greater digestibility (p =< 0.05) for Arg, Lys,
and Thr, as well as for energy, compared to the P750 diet.

Table 2. Appanent ileal digestibality of amine acds (%), energy (Mecal/ kg), and phosphores ()
. 20-day-old broder dhickens fed a corn—soybean diet supplemented with different inclusions of
encapsulated propy] propane thiosulfenate (Pe-FTS0) or IOM.

Treatment !

Mutrient * PO P2s0 P P7s0 10N SEM ? P Value
Arg g4 470 o517 " G504 4450 4525 ab 0.30 =01
Lys a40a® Q500 g5 0] = o4 40 b G 5 ok 0.31 <.
Leu 92230k a4 E53e el G275 ab 93.34 ab 0.42 0.01
Thr 025" 9254 41 3% = o057 b 4168 4 (.45 0.01
His 4247k 0517 = 43 57 & LR 43 56 ab 0.41 0.

[l anb e el B 0] 54 ek 92 (5 ab 0.57 0.02
Val Tl 3,164 u].55 S v 412898 0.55 002
Fhe 4252k 04 ph e 43 54 a0 G2 GE ab 43 45 ab 047 (.05
Energy 3300 354 KI 40" 450 0,03 .ol
P 7iTe To.40 Th09 7286 TR.T0 1.57 (.06

a5 [ffemnt ketiers in the same row indicate significant differenoss [ < 005). ! PO, negative contral, corm-soybean
basal diet; P25, basal diet + 250 mg kg Pe-PTS0; PSM, basal diet + 500 mgy kg Pe-FTS0; P70, basal diet +
750 mgf kg Pe-FTS0; 10N, positive control, basal diet + 50 mgy kg nicarbazin + 50 mg, kg narasin. 2 Arginine

{Arg), hysine (Lys], leucine (Leu), threonine {Thr), histidine (His], isolewcine (Tk), valme (Val), phemylalanine (Phe).
and phosphoras [P). ¥ SEM, standard error of the mean, n= 3.

Regarding phosphorus digestibility, there was a trend (p = 0.06) to improve it when
250 mg kg Pe-PT50 was added to the diet. The ION and P500 treatments did not show
differences (p = (L05) for any nutrient evaluated.

The polynomial contrasts between the treatments are summarized in Table 3. There
was a significant cubic positive response (p < (L05), rather than a linear or quadratic
response, for the digestibility of all nutrients analyzed. As we mentioned above, the P250
diet resulted in the highest values for digestibility in all cases.
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Table 3. Orthogonal polynomaal contrasts rend analyss of the apparent tleal digestibality of amane
acids, energy, and phosphorus m 20-day-old broder chuckens fed a corn—soybean diet supplemented
with encapsulated propyl propane thicsulfenate (Pe-FTS0) 1

Linear Trend Duadratic Trend Cubic Teend
Mutrient 2 pValue K2 p Value Rz P Value R

A:I'E 0.57 [z 0.0z 0.36 ol .52
I'_j.-'u 09l <l 0.0l 0.4 o1 (.52
Leu LER <Ll 0.03 0.33 o2 (.46
Thr g <l 0.03 0.35 o2 0.45
His [1F.2) EOinish 07 0.1e o2 0.45
[l 073 = 0.06 0.28 o2 045
Val 069 < 0.3 0.26 0oz .44
Fhe od <l .06 0.28 .05 0.39
Efn:rb_-".-' B3 <l 0.0z 037 o2 04
P 049 03 0 0.31 o5 037

! P, negative controd, DG1'I1—SD:\I‘bE.!I'I basal diet; FI50, basal diet + 250 mg/kg Fe-FTS0; P50, basal diet +
500 mg kg Pe-PTS0; F7ED, basal diet + 750 mg/ kg Pe-PTS0. 2 Arginine (Arg), hrsine (lys), keocine (Leu),
threonire (Thr, histidine (His), solewcne (el valine (Val), phemylalanine (Fhe), and phosphorus (F.

32 Growth Performance

The average initial body weight (IBW) of the chickens at 10 days of age is 286.6 g

The ADG was higher (p < 0.05) in the broilers fed the P250 diet than in those fed the
PO diet, while the P500, P750, and ION groups did not show any differences (p = 0.05).

The ADFI showed a similar trend than ADG (p= 0.06), the highest value for P250
(74.92 g/d) and the lowest with PO {67 87 g/d). Nevertheless, this increment against PO
was mot observed with P00, P750, or 10N birds.

The FCR was not affected (p > (.05) by treatment (Table 4). It should be noted that no
bird mortality was observed in the experimental period.

Table 4 Growth performance of broiler chackens fed a corm—soybean deet supplemented with
encapsulated propyl propane theosulfonate (Pe-FTS0) or IOM.

Treatments *
Parameters ! PO P250 P50 P750 10N SEM? P Value
IBW {g) 2542 2629 2869 259.2 2896 218 016
ADG (g/d) sLask 5733 ¢ 53154 55,6020 5207 ab 138 003
ADFI (g/d) B7.87 7492 BE.04 6973 TiLOS 178 006
FCRig/g) L2 131 1.28 126 L34 0.03 0.23

! TBW' = irdtial body weight (10 d) A DG = average daiby weight gain, ADF] = average daiby feed intake, FCE = feed
comersion ratio, 2 P, negative control, :n'rn—m:r_\rbmn basal diet; F250, basal diet + 230 mg kg Fe-FTS0; P3O0,
basal diet + 500 mg/ kg Fe-FTS0; F750, basal diet + 750 mg/ kg Pe-FTS0; 10N, positive control, basal diet +
50 mgs kg nicarbazin + 50 mg/ kg narasin. * SEM, standard ermor of the mean, n= 5 % Different letiers in the
same row indicate significant differences (p <0 LO5).

4. Mscussion
41, Apparent Deal Digestibility

Improving nutrient digestibility in the diets of poultry chickens has shown a positive
impact on nutrition, productivity, as well as on the environment. Thus, increasing nutrient
digestibility not only improves the optimal use of nutrients, but also constitutes a significant
component of sustainable animal protein production [1,7). The use of phytochemicals as
additives in animal nutrition enhances digestive ernzyme activity and productive perfor-
mance [40,41].

It has been reported that PTS0 improves the digestibility of energy, fat, and acid
detergent and neutral detergent fibers in broiler chickens diets [Z7]. Mevertheless, to our
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knowledge there is not scientific research regarding the effect of PTS0 on the digestibility
of other nutrients, such as amine acids and phosphorus.

In this study, we observed that P250 was the only dose that positively affects the AID
of amino acids and energy. We do not have enough fundamentals to explain why higher
doses of FTSO did not increase the AID of nutrients. We could suggest that the responses
to FTS0 doses appear to behave under the law of diminishing returns, which states that at
higher doses, the increases in the response variable lessens, until it reaches a point in which
it begins to decrease [42]. Assuming this staterment were true, then it is necessary toexplore
if there is a dose among P250 and P500 that increase the AID of nutrients. Regarding to
ION treatment, our data suggests that it has not significant effect on ATD.

The beneficial effect of Pe-PTS0 on amino acid digestibility is important because amino
acids are critical dietary compoments regulating physiclogical, metabolic, and structural
functions [43]. In this sense, a study conducted by Bredska, et al. [44], who fed broiler
chickens by adding an extract of Allilim sativum in the feed, an increase in crude protein
content in the breast was observed, suggesting that the diet enhanced not only the amino
acid digestibility, but also its absorption in the animals.

Furthermore, the increase of 4% (0.15 Mcal /kg) in energy digestibility observed in
the current study is in concordance with the results reported by Peinado, et al. [27], who
observed a similar magnitude, 3.8%:, in the energy digestibility of broiler chickens diet
supplemented with %0 mg of PTS0/ kg and suggested that PTS0 improved the intestinal
structure. In addition, phosphorus digestibility showed a similar positive trend when
250 mg/ kg of Pe-FTS0 was added to the diet. Phosphorus is a non-renewable, expensive,
and essential natural resource for agricultural production, so its digestibility must be
assessed to reduce its excretion as much as possible. Excesses of N and F ame associated
with the eutrophication phenomenon that damages rivers, lakes, and oceans [45]

We suggest that improvement in the nutrient digestibility observed in our study could
be due to betier intestinal health, which has been reported by Peinado, et al [26] and
Ur Rahman, et al. [46], who supplemented broiler diets with Allium compounds, finding
an increment in height and width of the intestinal villi, as well as a greater surface area,
resulting in major absorption of nutrients. Moreover, it has been eported that FTS0
modifies the gut microbiota, as the presence of enterobacteria decreased with this treatment,
creating a better environment, reducing the negative effect of overgrowth of enterobacteria
on the intestinal mucosa, and prometing the absorption of nuttents [27,47 48],

4.2 Productive Per formance

Several studies have demonstrated the effects dietary supplementation with Allim
sativum (garlic) and its secondary metabolites on productive performance and health in
animals [22,23,49]. Kothari, et al. [50] supplemented poultry diets with ADium extracts; the
results showed that the additive positively modulated bird grow th, performance indices,
lipid metabolism, and the gut ecosystem, as well as the immune mesponse, especially
under stressful and disease-challenged conditions. These findings indicate that garlic has a
plethora of beneficial effects on the metabolism. Momeover, Braoska, et al. [#4] used a diet
supplemented with a liquid garlic extract, and also reported improvements in the weights
of broilers.

Mot only have complete garlic extracts show n benefits, but also the secondary metabo-
lites have been proven to impact growth performance [25,26] In this sense, the results
observed in our study demonstrate that dietary supplementation with 250 mg/ kg of
Pe-FTS0 resulted in a significant increase in the ADG, compared to PO

This mesult is in concordance with those presented by Kim, et al. [25], who offered a
diet with 6.7 mg/ kg of PTS0 and 3.3 mg/ kg of propy - propane thiosulfinate (FTS) to broiler
chickens challenged with Eimeria acermuling and reported that PTSO/FTS improved ADG
and decreased fecal oocyst excretion companed with birds given a non-supplemented diet.

It is important to mention that in our study, the higher doses of Pe-PTS0, P500 and
P750, did not show significant difference on ADG compared to PO, which may be explained
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because broiler chickens tended to decrease ADFI when the PTS(0 inclusion was increased
from P250 to P500 or P750. Our results agree with Varmaghany, et al. [51], whe observed
that increasing the dose of garlic and its products reduces feed intake because it has a
pungent smell and could reduce diet palatability [52]. Moreover, this effect is not exclusive
for garlic and its products. Tahir, et al. [53] observed that using incremental doses of another
phytochemical, eugenol, in broiler feed, affected the palatability, decreasing the ADFI while
raising the inclusion of eugenol. Regarding to ION birds, our data suggests that it has no
significant effect on performance.

Our results indicate that FTS0 could enhance the performance of healthy broiler chick-
ens when it is offered in a diet based on a cormm-soybean meal Moreover, Peinado, et al. [26]
observed higher ADG when chicken diets were supplemented with 45 mg/ kg of FTSO
and a better FCR when chicken diets were supplemented with 45 or % mg/kg of PTSO.
However, our findings did not show significant differences in the FCR. Nevertheless, it is
worth mentioning that there are discrepandes between the various studies in which Allium
derivatives have been used to improve production parameters in poultry nutrition [54-56].
These discrepancies may be caused by a number of reasons; attempting to explain this
phenomenon, Ruiz, et al. [28] pointed out that the variation in the productive performance
of broilers when fed products derived from garlic (Allium satioun) could arise because the
chemically stable active compounds in these products were not characterized in all studies.

5 Conclusions

In summary, the inclusion of 250 mg of encapsulated FT50 per kg in the broiler
chicken diet improved the digestibility of amino acids and energy, as well as the ADG.
However, further research is needed to explain the mode of action and the correct dose of
Pe-FTSO.
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6.2. EXPERIMENTO 2.Efecto de un extracto encapsulado de Aliaceas en el
desemperio productivo, salud y microbiota intestinales en pollos de
engorda desafiados con Eimeria spp.
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Simple Summary: Cocodicsis is caused by an intracellular parasite that damages the intestinal
inegrity, negatively affecting the digestion and absorption of nutrients and consequently worsening
weight gain, feed efficiency, and pigmentation of birds, even causing mortality. Therefore, it has a
negative impact on the econcmy of the poultry industry. Currently, the disease is mainly treated by
using anticoccidials drugs added to the diet. The drug resastance, as well as the resaduoe of drugs in
the meat, has prompled the development of natural allernatives to combat coccidiosas. The purpose
of this research was to determine whether an Allacere encapsulated extract added to the brodlers
chickens diet decreased the number of cocysts excreted n feces and the harm caused to the intestinal
mucosa, consequently improving the productive pecformance of broiler chickens challenged with
Emeria spp. Under our experimental conditions, both the mnclusion of Aiecete extract, as well as the
use of conventional anbeoccidials (nicarbazin, narasing/ salinomy cn), diminished the detrimental
effect of Eimeria spp. Moseover, the Aliaceae extract favored the abundance of acid buly ric bacteria
(Rurgnococois spp. and nlestinimonas spp.) n the cecum, related to mbestmal health. Based on
the curment fndings, the Alfaceae extract could be a natural additive wsed to lessen the effects of
coccrdiosis mfections,

Abstrack This study analyzed the effects of an Alliaceae encapsulated extract (AE-e) on daily gain
{ADG), feed intake (ADFI), feed conv ersion ratio (FCR), cocysts per gram of feces (OPG), intestinal le-
sion (LS), and microbiota compesition in broalers challenged with Eimeria spp. A total of 4800 one day
Cobb-500 werne allotted into 10 treatment groups with 12 replicates of 40 bards i a 2 » 4 + 2 factonial
arrangement. The first factor was non-challenged (NC) or challenged (C), the second was four levels
of AF-e added m the basal diet, 0 (AEC), 250 (AE250), 500 {AESHD), and 750 m,g-kg" [AETSH), plus two
wnephae controls, nos-challenged (NC-Ton) and challenged (C-lon). Mo interactions were observed
between factors (NCO, NC250, NCS00, NC750, C0, C250, C500, and C750), while C-lon improved
FCR at 21 d. The challenge affected negatively ADG and FCR and promoted enteropathogens in
cecum. AET50 improved FCR in the finisher and cumulative phases, while C-Ion had fewer total

Animils 2023, 13, 3884 hitps //doi orgy 10,3350, anil 3243854
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OPG than 0 and C250. Likewise, at 21d, C250, C500, and C-Ton had fewer LS than O, whale at 28 d,
750 showed loweer than C-lon, In the cecum macrobwota, C500 had mone Ruminococois, Formuowles b,
and Intestinimonas than C-lon. In summang, AE- showed benefical tesulls m broders indected with
Efmeria spp.

Ke ywords: brodler chackens; coccrdioses; Allinceae extract; wonophaone; sucrobiota miestnal

1L Introduction

Currently, cocridiosis disease continues to be one of the most serious problems in the
commercial broiler poultry industry, resulting in great economic loss all over the world [1].
Einteria acervuling, Eimeria niaxima, and Eimeria feneld are the main species that cause disease
in broiler chickens, impairing both intestinal function and growth performance [2]. To
date, coccidiosis prevention has been through the addition of synthetic anticoccidials such
as nicarbazin, decoquinate, and zoalene, as well as ionophores [3] such as monensin,
lasalocid, salinomycin, narasin, etc., to either the poultry diet or drinking water, or the
use of vaccines [4]. However, Eimeriad spp. has developed drug mesistance, causing a
loss of effectiveness in the anticoccidials [5]. In addition, there is a global concern about
drug mesistance and the presence of residual drugs in meat [] that has prompted the
study and development of natural alternatives to prevent or control coccidiosis [7] such
as phytochemicals, which are a suitable alt®ernative due to their favorable effects against
Eimeria spp. [8].

Several works have demonstrated that extracts and the essential oil of Allium cepa
and Allium sativum improved the average daily feed intake (ADFI), average daily gain
(AT), and feed conversion ratio (FCR), as well as intestinal health and carcass quality in
broiler chickens [9-11]. Likewise, blends of the genus Allium with oregano essential oil and
eugenol [12], as well as organic acids [8,13], have shown benefits in broiler performance
and health. The genus Allium has different sulfur compounds that have been studied
as additives in animal nutrition [14]. These compounds are conformed by sulfur atoms
attached to a cyanate group in cyclic or nonecyclic forms [15]. The most studied are
the sulfoxy des s-methy]-L-cysteine (methionine), s-allil-L-cysteine (alliin), =propenyl-L-
cysteine (isoalliin), and s-propyl-L-cysteine (propiin). Propy] propane thiosulfinate (FTS)
and propyl propane thiosulfonate (FTS0) are derived from the natural degradation of
propiin [16,17]. Unlike other sulfur compounds from the genus Allium, FTS0 is chemically
stable but is inscluble in water. For this reason, it should be provided with a water-soluble
carrier to increase its availability and absorption [18,19]. In addition, FTS and FTS0 have
shown to reduce the viability of E. aceriuling sporozoites, improving the innate immune
response [20], and inhibit the sporulation of E. fmdla [21], and they are able to promote the
growth of beneficial bacteria and decrease intestinal pathobionts [22] in broiler chickens.
Recently, Aguinaga-Casanas, et al. [19] conducted a study in vitro that showed that PTSO
inhibit the capability of E. acerouling sporozoites to penetrate Madin-Darby bovine kidney
cells (MDBE cells), concluding that FTSC is a promising alternative to coccidiosis treatment.
The Allium spp. could be used as an alternative to anticoccidials in broiler production due
to its proven benefits. Nevertheless, it is necessary to carry out more studies to understand
the mechanism by which they exert their favorable effects, as well as determinate the
appropriate inclusion level in the poultry diet and the period of use to enhance broiler
performance [23].

Based on the above information, we hypothesize that an Allincese (A. cepa and A
sititum) encapsulated extract (AE-e) used as a feed additive decreases the oocysts per
gram in feces (OPG), reduces the intestinal lesion scome (LS), and improves productive
performance, as well as modulates positively the intestinal microbiota in Eftteria challenged
birds. Therefore, the aim of this study was to examine the effects of increasing levels of AF-e
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on AT, ADFL FCE, OPG, 15, and infestinal microbiota composition in broiler chickens
challenged with a mixtume of Eimeria spp.

2. Materials and Methods
2.1. Ethical Standard

The present study was approved on 5 October 2020, by the Animal Welfare and
Experimentation Ethics Committee of the National Autonomous University of México
SICUAE-DC-2020/ 36 in compliance with the Mexican Official Norm NOM-062-20001999,

22 Housing, Animals and Experimental Design

A total of 4800 one-day-old Cobb-500 broiler chickens were housed in 1204 m® pens
separated by wire mesh partitions and new wood shaving litter throughout the period
of study of 49 d. The facility emperature was set as 30 °C during the first week using
thermostatically controlled propane gas heaters, educing 2.5 °C each week. After the
fourth week, the temperature was controlled through curtains and kept between 15-21 *C.
The first 4 d after reception, the chickens had access to 23 h of light; after that, a natural
photoperiod was maintained throughout the study The birds weme assigned in a completely
randomized experimental design with a 2 « 4 + 2 factorial arrangement. One factor was
the challenge level, formed by a non-challenged group (NC) and a challenged group (C)
with Eimerid spp. The second was 4 levels of AE-e (0, 250, 500, and 750 mg AE-e pereach
kg of feed). In addition, fwo ionophome controls, C-Ton and NC-Ton, were used to contrast
the challenged and non-challenged AF-e treatments, respectively. The experimental unit
was the pen. To prevent cross contamination, the C and MC birds were housed in separate
but identical buildings.

23 Alliacene Encapsulated Extract Supplementation

We used a concentrated liquid commercial Alligcete extract (Garlicon™; DOMCA
5.A 10, Granada, Spain), which has shown positive effects on bird productivity [20,24,25].
It was encapsulated into a dextrin-—lecithin matrix and validated by the presence of FTS0,
which has a concentration of 12 g-kg_l, as determined by gas chromatography-mass
spectrometry (Gas chromatograph model 7890A A gilent Technologies Inc., coupled to a
simple quadrupole mass detector model 5975C Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA,
'5A). The retention time of the chromatography peak was indicated for the FT30 according
to the databases of the NIST/EPA/NIH Mass Spectra Library, version 17 (Gaithersburg,
MDD, USA). The analysis was carried out in the laboratory of the Center for Research in
Applied Sciences and Advanced Technology of the National Polytechnic Institute (TFN,
Cruerétaro, Mexico).

24, Diets and Experimental Groups

A cormm-soybean meal basal diet was formulated to meet the nutritional specifications
for the Cobb-500 lineage™ (Table 1). The basal diet was split into five portions to be mixed
with the experimental doses of AE-e or ionophore and then were pelleted at 80 *C for 30 s,
The broiler chickens were on two phases of feeding, a starter phase (1-21 day of age) and a
finisher phase (22-4% day of age). The feed was restricted from 15:00 h to 08:00 b to avoid
ascites syndrome, and the water was provided ad libitum.

The birds were assigned to either a NC or C group and feed with the basal diet
containing 4 different levels of AE-e as follows: basal diet without AE-e (AEQ); basal diet
with added 250 mg-kg_l of AF-e (AE250); basal diet with added 500 mg-kg'1 of AE-e
(AES00); and basal diet with added 750 rrL,g-lcg'1 of AE-e (AE50). Two positive control
treatments, non-challenged ionophore control {(MC-Ion) and a challenged ionophore control
(C-lon), both formed by a basal diet with 50 ppm of nicarbarin and 50 ppm of narasin
added for the starter phase and &0 ppm of salinomywin for the finisher phase, summarizing
a total of 10 treatments (NCO, WNC250, NC500, NC730, C0, €250, C500, C730, NC-lon, C-lon)
with 12 replicates of 40 birds for each one.
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Table 1. Ingredwents fkg-l:‘l of feed) and calculated chemucal composation (% & fed) and metabolz-
able energy (EM, keal kg—1) in the basal diels.

Ingredient Starter (0-21 d) Finisher (22-49 d)
Corn 513.9 5525
Sovhean meal 406.0 36000
Soybean oil 405 510
Lameabode 147 13.6
Calerum erthophosphate 91 7.0
Sodium carbonate 449 47
Me thicname DL 36 312
Kanthophylls 14
Salt 20 1.6
L-Lysme HCL 22 15
Thne oo 11 0.8
Vitamin-and mineral tram Premis ! ] 0.8
Betane antiydrous L& 0.4
L-w alime 0z

Baocholine 0z 17
Ty plophan l&
Phytase SO0 0l nlz
Calcualated nutrient levels (%)

Humidaby 1151 11.66
EM {keal/ kg) 3156 345
Crude protem CP 23.90 21.60
Ether esciract 621 734
Ashes 583 827
Crude flwer 134 247
Tostal phosphorous 059 053
Tolal caleum 1L.oo [iX]
Soddium 03 0l
Lysine 1.50 129
Kanthopleylls 0.0008 (L0

1 Content per kIInFa.m: vitamin A (retinol acetabe), 12000 international units (IU); vitamdn 13, 5000 IU; vitamin
E I:DL-W"‘IDWP"EID\] aetate} 50 IU; vitamin K, 3 mg; thiamine, 3|:|.1|;: riboflavin, ¥ mg; panmﬂ:l::rﬁ: acid, 13 mig;
'pyrﬂn'uir:. 4 n'l.s;'l:tinl:i.n.. 0.2 mg; folic acid, lmg;vi't.:m:i.nBll .02 M Manganese, 100 n'Lg;:ziru: 100 mig; Lro,
40 ME; COpPPer, 15 mg; iodine, | mg; selenium, and 035 mg.

1.5 Productive Per farmance

Each pen was monitored for body weight (BW), weight gain (WG), and feed intake
(FIyat @, 21, and 49 d of age. On the same day as the event tock place, we recorded the
age and weight of dead birds to determine (a) ADG: [{mean final BW of live birds in the
pen) — (mean initial BW of all birds in that pen]]/days of testing. (b) ADFI: (total feed
consumed in a pen)/ (birds alive » days on test in the pen + days dead birds on test in that
pen). (c) FCE: (total feed consumption in a pen)/ (WG of birds alive + WG of dead birds in
the same pen) [26].

26. Eimeria Challenge

At12 d of age, the broiler chickens from the challenged group (C) were inoculated
directly info the crop with (L5 mL of a mixture of sporulated cocysts of E. acermling 1 = 10°,
E. maxima 2 » 10°, and E. teneila 2 x 10* using sterile plastic syringes, while the birds from
the non-challenged group (WC) received a sham 0.5 mL of distilled water.

The Eimeria mixture was obtained from a non-governmental laboratory of parasitology,
Momelos, Méxicn, and it was assessed by counting the oocysts spormalated from the different
species of Eimeria at the National Autonomous University of México (UNAM) and by PCR
Sanger sequencing at the Faculty of Chemistry, Querétaro University, Mexico (UAQ).
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27, Eimeria Oocysts Count

On d 9, 16, and 23 post-incculation (p.i), approximately 10 g of fresh fecal material
was collected from each pen and mixed thoroughly in a plastic bag and kept at 4 "C until
the total count of oocysts. Five grams of each sample was homogenized in a saturated MaCl
solution (400 g-1.~ 1) and filtlered through a 30(-mesh sieve. The filtrate was centrifuged at
B0 ¢ for 2 min and an aliquot of the supernatant was poured into a Mc Master Chamber
and counted at 10 magnification on a compound microscope following the technique
described by Long, et al [27]. The morphological characteristics of the sporulated oooysts
were used to identify E. aoerouling, E maxima, and E. tenells; the number of oocysts was
expressed as OPG. The total OPG is the sum of OPG for all three species.

2.8 Intestinal Lesion Score (L5)

The LS in the dundenum, jejunum, and cecum were evaluated at % and 16-day p.i.
twenty-four birds from each treatment were randomly selected and humanely killed by
cervical dislocation [28,259]. The gastrointestinal tract was removed and opened; the scomes
for macroscopic lesions for E. acerouling, E. maxina, and E. tenellawere determined according
to the scale of Johnson and Beid [30]. A score of “07 epresented no visual lesions, “17 was
minimal lesions, “27 was moderate lesions, “3” was severe lesions, and “4” was extremely
severe lesions.

29 Anticocodial Index (ACI)

The relative ratio weight gain (rfBWG), survival rate (SR), total mean lesion score
(TMLS), and OPG value are necessary to calculake the anticocddial index (ACT) and are
recognizes as good indicators of the efficacy of the anticoccidial compounds. The ACI was
calculated for each group according to the following equation proposed by Merk, et al. [31]:

ACL= (rBWG + SR) = 100 — (TMLS = 10 + OPG value)

The variables were calculated as follows

«  BWG: BWG rate of the challenged unmedicated control or drug treated group,/ BWG
rate of unchallenged unmedicated control group = 100.

BWG rate: (Final BW — initial BW)/initial BW = 100,

SK: Mumber of final birds alive,/ number of total initial birds = 100,

TMLS: Sum of the S caused by all the Einteria spp.

OPG value: OPG in unchallenged unmedicated control or challenged drug-treated
group,/OPG in infected / unmedicated control group = 100 [32].

2.10. Intestinal Microbiota Samples

At21d of age (9d p.i), 6 chickens from 5 treatments, NCO, C0, NC500, C500, and C-Ton,
were randomly selected and sacrificed by the manual cervical dislocation method [29,33].
The gastrointestinal tract was dissected, the ileum and cecum contents were scraped
camefully and collected in cryogenic vials, snap frosen in liquid nitrogen, and stored at
—B0 °C until the microbiota composition analysis [34,35].

211. DNA Extraction, 165 rRNA Gene Amplification, and Library Preparation for Sequencing
The bacterial DMNA from the ileal and cecal contents was extracted using the Zymo-
BIOMICS™ DNA Miniprep kit (4300 Zymo Research, Invine, CA, USA), according to the
manufacturer recommendations, it was quantified by fluorometry using Cubit chemistry
(Invitrogen, Waltham, MA, USA), while its integrity was assessed by spectrometry (Nan-
olrop, Thermo Fisher Scientific, Whaltam, M4, USA). The libraries were made following
the two-step polymerase chain reaction (PCR) protocol suggested by llumina (INlumina
Part# 15044223 Rev.B, San Diego, CA, USA) to sequence a single segment comprising the
165 rBMNA V3 V4 region [36]. The libraries were quantified by fluorometry, pooled at 4nM
with 10% PhiX sequencing control, and sequenced using the Illumina MiSeq platform
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to obtain 300 paired-end reads following the manufacturer s instructions (Illumina, San
Dhego, CA, USA)

2112, Bioinformatic Amalysis

The paired-end raw reads werme analyzed with Cutadapt v1.15 to eliminate any traces
of 165-rENA amplification primers or [llumina adapter sequences and then scanned with
Trimmomatic w36 [37] to filter out the lower quality reads. The forward and reverse neads
of each pair were then overlapped into single fragments using FLASH v1.2.11 software,
employing an expected fragment length of 409 + 20 bp and an expected read length of
79 bp and were further filtered with DADA 2 (included in the QIIME2 v202008 suite) [38];
to eliminate reads where 2 or more sequencing ermmors were expected, groups of reads were
produced by experimental errors (noise removal) and chimeric fragments.

To assign a taxonomic classification to the pre-processed sequences, we used the naive
Bayes classifier [39], as implemented in the QIIMEZ suite [38). The classifier was trained
with the annotations of the SILVA 138 ribosomal reference database [40] using the sequences
grouped to a similarity of 997%.

The Shannon and Simpson indexes, as well as the total OTU counts, were obtained
for each sample to study the intestinal microbial c-diversity. B-diversity was assessed by
measuring the Bray—Curtis dissimilarity of each pair of samples, followed by nonmetric
multi-dimensional scaling (NMD5) to observe the clustering of the different sample groups.
The x and B-diversity profiles wene visualized through box-plots and NMDS scaling
plots [41]. To obtain the relative abundance of the OTUs, the number of reads per OTU
was normalized by library size. Only the abundance changes in genus with a significance
P < (L05 weere represented in a heatmap.

213. Statistical Analyses

The statistical analyses weme performed using the JMI statistical software v 17.0.0
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) and R version 4.002. The data normality and variance
homogeneity among groups were tested using the Shapiro-Wilk and Levene “s tests, re-
spectively The variables with non-normal distributions were analyzed by nonparametric
statistics. The significance level was set at p << (105, and a trend was set be tween p = (L05
and =010

For the analysis of productive performance, the initial BW was included as a covariate.
The ADFIL, ADG, and FCR were analyzed by Z-way ANOVA. The ACl was analyzed by ome-
way ANOVA. Post hoc Tukey tests were performed. The experimental design considered
two controls with ionophores to contrast the treatments. Contrast A was NC-lon vs. NCO,
MNC250, NC500, and NC750; contrast B was C-lon vs, €0, €250, C500, and C750; and
contrast C was NC-Ton vs. C-lon. Additionally, the A E-e factor was analyzed to determine
if the effects of different doses of AE-e had a linear trend. Furthermore, AF-e treatments
included an analysis of the polynomial orthogonal contrast trend in the variable ACL

Since there were no detected oocyst or coccidia lesions in nenchallenged birds, the
OPG and LS were analyzed only in the challenged birds using the Kruskal-Wallis test
and, as post hoc, the Steel-Dwass test, the medians, and gquantiles g25 and g75 were
reported. Cormelations were carried out between ADG, FCR, OPG, and LS using Spearman
Eho analysis.

The m-diversity changes among groups were assessed with the Kmuskal-Wallis test,
while the f-diversity was assessed by the NMDS and PerMANOVA tests to identify
significant differences in the clustering position of the groups. To obtain the diversity
measures and the comesponding statistical tests, we used the R phyloseqv1.38 package [41]
We used the DESeq2 package to estimate the differential abundance of specific clades
between group sample pairs, using the Wald test and adjusting the p-values through the
Benjamini-Hochberg multiple sampling correction.
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3. Results
31, Productive Per formance

The following tables provide comprehensive data on the interactions between the
Eimeria challenge and A E-e supplementation (Table 2) and subsequently present indepen-
dently the effects of the Eimerig challenge (Table 3) and the effects of AE-e supplementation
(Table 4) on ADG, ADFI, and FCR. No significant differences (p = (.05) were found in
the interaction of factors on ADG, ADFI, and FCR in starter and finisher phases or in
the cumulative period of study (Table Z). As well as the orthogonal contrast (contrast 4 ),
MNC-Tom ws. NCO, NC250, NC500, and NC750 did not show differenices im ADFI, ADG, and
FCR (p> 0.05) in both growing phases. On the other hand, the comparison of contrast B,
C-lom ws, C0, ' C250, C500 and C750, did not show differences in ADFI and ADG throughout
the study pericd (p = 0L05). However, at 21 d, C-lon showed lower FCR, 1.30 vs. 1.39,
respectively, (ff < (L01) and a trend (= 0L0F) to improve ADG. There was no effect on FCR
in the finisher or cumulative period (= 0.05). Finally, in contrast C, NC-lon vs. C-Ton,
there was a trend in the starter phase in which the challenged group (C-lon) had lower
ADG (p= 0.08) and higher FCE (p = (0.07) than NC-lon

Table L Inmital body weight (EW), average daily gain (ADG), average daily feed intake (ADFI), and
feed conwversion ratio (FCR) of broalers chackens fed a com-soybean diet supplemented wath different
doses of Allacear encapsulated exiract (AE-e) ! or anticoccidial drugs (lon) ? under challenge with
Efmeria app. 3.

Contrasts *
Noa-Challenged INC) Chalkenged 10 A B C

NCo NC2s0 NG NCrse O 250 Cse O7sa SEM pval NC-Tow Clon pwal pval pval
BW D d dz3 il ilr 419 21 423 422 420 azl 230 q20 dz2 il IL&s 153
Staster phase: (1-21 d)
ADG ig) aE2 &0 e s 413 417 das 0.9 109 33 265 23T 41 i ans
ADF (gh 554 L | 541 - el By 59 847 &z 151 134 851 573 190 1% a4y
FCR 17 124 1z 121 141 143 1w 141 LTk} o 1= L0 75 ki i
Finisher phse (22-4% d)
ADG gy TI8 Ll ] Ba0 =24 THZ i1 H2Z BT 1% ik Bal 25 | e L4z 58
ADF (gh 1566 1521 1856 e &0 1%z 1519 1817 95 ard 1509 18a1 (120 &7 &7
BCR 21E 206 21z 0] i Zim Lar 193 LD} o&r L 0 izl L5 ayz
Cumubative study (1-4% d)
ADG igh Bal BaT GA3 &4 624 &AL BRE &4 110 agr ERO 2] L4& 11 alr
ADF (gh s 1152 1158 1as 1148 120 zo N1z 232 Q80 11 1121 Lz {1y ars
FCE 177 175 1758 170 191 18 17 176 Qo3 nzz L&s 174 17 k1% az9

1 pco, MNon-challenged + basal diet; NC250, Nonchallenged + basal diet + 250 mg-kg" AE-e; NEJ!E- Mon-
challenged + basal dist + 500 ulg-]-r.ﬁ“ AB-e; MT5L, Monchallenged + basal diet + 750 mg-kg ™" AE-e;
O, Challenged + basal diet; 250, Challenged + basal diet + 250 mﬁ-kﬁ'1 AF-e; C5M, Challenged + basal
diet + 500 mg-kg ! AFe; C750, Challenged + basal diet + 750 mg-kg ! AF-e; ? NC-lon, Nor-challenged + basal
diet + 50 ppm nicarbarin—50 ppm narasin 1-21 4/ salinomycin 60 ppen 22-49 d. C-lon, Challenged + basal diet +
50 ppm nicarbazin- 50 ppen rarasin 1-21 4/ salinomycin 60 ppm 2494 & Challenge with E dromling 1« 105,
Emraama 2 = 10%, and E fenella 2 = 10%, ¥ Contrast A: NC-Ton ve, MO, NCZS0, NCSOG, and NCTS0; Contrast B:
C-lonvs, OO0, OIS0 CSM, and COF50; Contrast O MNC-lon vs C-Tom.

At the starter phase, the challenge affected the productive performance. Broiler
chickens from the challenged group (C) had a reduction of 124% in ADG compared to
those from the non-challenged (NC) group (p = 0.0001); moreover, the FCR was also
deteriorated by 12.8%, 1.40wvs. 1.22 (p< (L0001), respectively. Despite not finding changes in
the finisher phase (p = (.05), the negative effect chserved in the starter phase continued in
the cumulative period, ADG (p < 001) and BCE (pr = 0L.01) in broiler chickens from C group
compared to NC group. However, the ADFI was not affected by the challenge (p > 0L05;
Table 3).
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Table 3. Effects of the challenge with Efneria spp. Lo average daly gain (ADG), average daily feed
mitake (ADFI}, and feed conversion ratie (FCR) of brodler chackens fed a com—soybean diet.

Challenge Factor

NC C S5EM p Value
Body weight (0 d) 4200 4210 011 0.23
Starter phase
ADG (g) 4750 80" 0154 <l
ADFLig) 58.20 58.60 .40 .44
FCE 122 140t il <L
Fumsher phase
ADG () 81.80 B0.90 0L.99 0.53
ADFL(g) 156 0 15420 17 0.52
FCE 2 205 (L 0.51
Cumulative study
ADGig) 67.10* &L108 0.55 <L
ADFLig) 11410 113.20 117 0.61
FCE 1742 181k o2 0.01

5 Mrans within rows nnt:ha.r.ing 2 O :upl:r:a:i t differ at the P value I'.I:F'I:l."l:l:d. Trc MNor-challenged; T,
maucngedwiﬂm E acermulima 1 = 107, E mapgma 2 = 1T, and E tanala 2 = 10°.

Table 4. Inatal body weight (BW), average daily gain (ADG), average dadly feed mtake (ADFT), and
feed conv ersion ratic (FCR) of booiler chickens fed a com-—soybean diet supplemented with different
doses of Alliaceae encapsulated extract (AE-¢) L

AE-e Factor Linear Trend 2
AED AE2SD AESDD  AETS0D SEM pValue pValue R2
B od 4220 4210 4200 4200 015 .65
Starter phase
ADG (g) 44 50 4440 45,54 43470 077 041 061 L2
ADFI (g 58,60 54,00 B840 5770 057 045 0.38 s
FCE 1.31 134 128 131 02 023 .82 L5
Finisher phase
ADG (g) Ta.80 81.00 E3.10 B2 6l 140 0ls .05 .04
ADFI (g 15670 157.70 155.30 15070 278 031 016 0.0z
FCR 239 2 fF ab 2 (5 ab 1470 005 o3 0006 0.08
Cumulative 51.1:|31.-'
ADG (g) 64,20 65.30 6700 B5. W) 078 010 014 0.0z
ADFI (g 11470 115.40 113.80 110,80 1e4 023 01z 0.0z
FCR 1842 17gab 175ab 173b 003 (i) | [ifi it 0.08

35 Bgmans within rows naot :ha.r.inga nummm:upers:riptdifiratpvalm :I'E'P-ﬂl.'Ed. 1 AED ba=al diet; AE25], basal
diet + 250 mg-kg ! AE-e:; AESN, basal diet + 500 mg-kg~! AE-= AETS0, basal diet + 750 mg-kg~! AE-=* Linear
trend AED, AE2S, AFS, and A EFS0

Table 4 shows that during the starter phase, the inclusion of AE-e did not influence
performance (p = (L05). Mevertheless, in the finisher phase, the FCR was beftter in AE750,
1.97 compared to AEQ, 220 (p = 0.03). Moreover, in the cumulative period, AE750 continued
to show better FCR, 1.73 regarding 1.54 from AEQ (p= (01); however, the AE250 and AES00
inclusion did not show a difference in FCR (p > 0.05). In addition, no significant differences
in ADG and ADFl were observed between treatments during the study (p = 0.05); however,
AE500 displayed a trend to improve ADG in the cumulative study (p = 0.10). On the other
hand, a positive linear trend was observed in ADG (p = 0.05) and FCR. (p = 0.006) in the
finisher phase, as well as FCR in the cumulative period (p= 0.004).

312 Oocysts Shedding

Table 5 describes the e ffect of feed supplementation with AE-e or ionophores on the
OPG of Eimria-challenged broiler chickens (C0, €250, C500, C750, and C-Ton), because
of the absence of OPG in non—challenged treatments, MC0, NC250, NC500, NCF50, and
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MNC-lon were omitted from analysis. The differences between treatments were observed at
% d p.i, corresponding to 21 d of age. The higher OPG values of E. acertuling and E. tenefla
were observed in C0, 775 and 22 26-fold changes, respectively, regarding C-lon (pr < (L05).

Table 5 Medians and ranges ((25-0F5) of oocysts per gram of feces (OPG) m bronler chickens
supplemented with different deses of Aliacese encapsulated extract (AE-e) ! or anticoccidial drugs
{Ton) 2, under challenge with Eimerin spp. 3.

Challenge Treatmenis

OPG  Ageid [a [&E 500 750 C-lon HY(giY)  pValwe
Total a 95,575 1097252 48,000 *F 75,3500 1775 " 14 ol
OFG (35712-186537)  (ZB1S0-135350)  (ISBE7-663T)  (UAGZ-IP2IS)  (4862-56.237)
- 1555 1575 00 1150 5225 - e
(112-6787) 37-17,612) (0-12,252) (0-3000) [E12-17.775)
D [ I D 0 . 2
(0-0) (0-157) o) o0 (0-225)
75, 700 * GBS0 32,900 31,700 10,150
Bacermitng - 21 [(BOSF-141175)  (12095-B4512) (24J00-46575S)  (I5550-83950)  (ISai-d9eEn) L8 .2
2635 1025 5 400 7950 . s
{50-5350) (50-15,350) (3000} (- 1200) [200-16,400)
D o I o 0
= (0-) (0-0) (0-0) -0 (0-100) s
E . 50 B5D 3925 1550 3500 . .
Mg [387-16,550) (25-11,212) 52-14,450) [162-6037) (1437-7462)
3 o = o o Lo an .53
(0-137) {0157} (0-175) (0-250) (0-725)
D [ I o 0 - .
2,150 15450 5 b 2575 ‘wso0v
. 5 5 5
E temeln i (3550-35,862) {1-54,025) [287-17,425) (E37-10700) [62-5675) 1o oL
. 700 5 225 100 425 - -
[25-1462) (212-1225) (-8712) (0-2400) [25-1950)
D [ I [ 0
= 0-0y 0-0) {©-0) o) i0-0) = s

35 hfecdians within rows not sharing a common m?emnpt differ at F nalug reporied. 1 i, (hallenged + basal
daet; C250, Ehalhnged + basal diet + 250 :rnprkg Abe; (5GM), Challenged + basal diet + 500 nlg-lq;“ AE
750, Challenged + basal diet = 750 mg-kg 1 A C-lon, Challenged + basal diet + 50 ppm nicarbazin-50 ppm
narasin =21 df ul.'inm'n}rci.n & F-49d ? Challenged with E_ qormuling 1 = 10°, E mamg 2 x 10* and E
temelln 2 = 1. ¥ H, test statistic of Kruskal-Wallis.

While C250, C500, and 750 had a similar OPG shedding in both species compared to
C-lom and C0 (P > (L05), in addition, E. maxing did not show differences between treatments
(P = 0.05). Moreowver, the total OPG values were significantly higher (+5-fold) in C0 and
250 than C-lon (p < 0L.01), whereas C500 and (750 had a similar OPC shedding companed
to C-Ton, CO, and C250 (p = 0.05). The decrease in OPC excretion from 21 to 28 d of age was
more evident in the groups C250 (—69.66-fold), C500 {(—69.55-fold), and C750 {—30.73-fold)
than C-lon {—1.94-fold) and C0 (—27.11-fold). At 28 and 35 day of age, E. acerouling, E.
maxima, and E. tenella OPG differences between treatments were not detected (p = (L05).

3.3 Intestingl Lesion Score

De to the absence of injuries in the NC groups, NCO, NC250, NC500, NC750, and
MNC-Ion, we only show the analysis of the challenged groups, C, €250, C500, C750, and
C-lon The LS of duodenum, jejunum, and cecum, as well as TMLS, are described in Table 6.
At 21 days of age (9 d p.i.), the L5 observed in the dusdenum reveled that the birds given
the C0 diet showed a more sevene LS of 1.5, which was significantly (p < 0.0007) higher
than the (.5, 1, and 0 scores from birds given the €250, C500, and C-lon diets, respectively.
Remarkably, the L5 observed in broilers from the C250 diet were similar to those observed
in the broilers on the C-lon diet. In addition, no significant differences (p = 0.05) were
detected among the C250, C5M, and C750 diets. However, in the fejunum, significant
differences were identified (p = 0.03) between the C0 and 750 vs. the C250 and C-lon
diets; despite the L5 medians being equal in the groups, the range q25-q75 was higher in
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0 and C750, (0-1), than in C250 and C-lon, {(-0). In addition, in this intestinal section,
the C500 diet had similar effects to the others on LS (p = 0.05). In the cecum, the LS in the
broilers given the C-lon diet were lower than those observed in birds fed the C0, C250, and
750 diets (pr = 0.001) but not compared to C500 (p = (L.05). Furthermore, on day 21, the
total mean lesion score (TMLS) was significantly higher (p < 0.001) in birds from diet C0
compared to C250, C500, and C-lon. Moreover, the chicken on the C-lon diet had lower
TMLS compared to other treatments at 21 d of age (p< 0.0001). On the other hand, on day
28, the LS caused by E. acervuling, E. muxima, and E. fenells weme not different between all
treatments (P > 0.05) However, C-lon showed higher TMLS compared to the C750 diet
(p = 0.02), while the C0, C250, and C500 diets did not show significant differences (p = (.05).

Table 6. Medians and ranges (025-075) in mtestinal lesion scofes (LS) in broaler dhackens supple-
mented with different doses of Allincene encapsulated extract {AF-2} ! or anticoccidial drugs (Ton) 2,
under challenge with Efneria 5]:121.3.

Challenge Treabments
LS Age id) a | C250 500 750 C-lon HE % pValue
Duodenum n 15°{1-2) 054k {0-1) 15 -1 15 (1-1) 0 {0-0) a7 <(.0001
28 0 (-1} 0 {000 -0y 0i-0) 0 {0-0T) @z 0.06
Jejunum n 0k (3-1) 0% (-0 08k {007 0B (0-1) 0 {00} 107 003
25 0 (00 00 {01 -1 0 -1 0 -0 a7 0
Cecum i | 1¢(1-2) 1™ (0-3) 145 {p-1) 15 (p-2) 0 {00} 34 <0.0001
i 0.5(0-2) 0.5 {0-2) 1i-1) 0 {0-07) L5(0-2) 92 .06
T™MLS* i | 3¢ (2-47) 28 (1-3) 251 b LA 04 (-07) 4.0 <0.0001
21 1#(1-27) 18k {p-2) 14 (-2) 0% {0-17) b1y 120 0.0z
#x Agedians within rmws not sharing a common n:rer:cript differ at P value mporied. !0, Challenged = basal
diet; C250, Challenged + basal diet + 250 mg-kg " AE-e; (5, Challenged + basal diet + 500 n'g-]q;“ A
750, Challenged + basal diet = 730 mg-kg -1 AE-=; 2 C-lon, Cha.ll:ng\ed. + basal diet + 50 ppm racarbazin—50
narasin 1-21 d/ salinomycin 60 ppm 2245 d.  Challenged with E acermuting 1 = 10°, E. mioima 2 « 1% and E.
femadla 2 104 TMILS Tokal mean lesion score. 5 H, test statistic of Krskal-Wallis.
34 Anticocodial Tndex (ACT)
Table 7 describes the ACI of the different treatments, NC0 had superior ACI compared
to C0, C250, C500, and C750 (p = 0L.0001). C-lon performed better than C0 and C250
(= 0.0001). The groups C500 and C750 had similar results compared to C-lon, C0, and
250 (p= 0.05). There were linear (p < (.04) and quadratic {p < (.03} positive trends in ACI
when comparing the responses to 0, C250, C500 and C750.
Table 7. Calculated anbiceccadial madex (ACT) 1n 21 d brodler chackens supplemented with different
doses of Allitcers encapsulated extract (AF-e) 1 or anbicoccidial druga (Ton) 2, under challenge with
Eimeria spp. °, as well as orthogonal polynomial contrast comparison of AF-e ‘.
Treatments Linear Trend Quadratic Teend
Means * NCO fai] 250 500 750 C-lon SEM  pValue pValue R? P Value R
THWG % 100 85 BAl SO0 B2 514
SR % 550 9L4 921 B0 538 BLE
TMLS = 10 ] el 17 19.2 158 25
OPG value % a 100 7ol 543 3 B0
ACT 195* 4117 75 7.5 L3k 1557 3h 11499 <0 e Lo o 013

b Meams within rows not sharing a common superscript diffier at P value reporied. ' wCo, MNor-challenged + basal
diet; €}, Challenged + basal diet; C250, Challenged + basal diet + 250 mg-kg ! A E-; C500, Challenged + basal
dist + 500 mg-kg~! AF-e; C750, Challenged + basal diet + 750 mg-kg ' AE-e * C-lon, Challenged + basal
diet + 50 ppm nicarbazin-50 ppm narasin 1-21 d. ¥ Challenged with E scermuling 1 » 105, E maxma 2 = 10%, and
E temelln T 10%; 4 Polynomic trends, teatments O, C250, C500, and C750L 5 rBWG, nelative ratio growth gain;
SE, survival rate; TMLE total mean kesion scom; OPG valoe, oocyst per gram of feoss value,

Spearman cormrelations (rho) were calculated between OPG, TMLS, ADG, and FCE;
the coefficient showed that the presence of OPG at 21 d of age had a positive correlation
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(a) Family cecum; (p < (.01}

of (.80 and 071 with TMLS at 21 and 28 d of age, respectively (p < 0.0001). In addition,
this PG had alse a positive correlation of 073 (p < (L0001) with the FCR at 21 d. On the
other hand, there was a negative correlation {(—0.54) with ADG at 21 d of age and —0.29
at 49 d of age (p < (.01). At 28 d of age, OPG and TMLS showed a positive correlation of
(142 (p = 0.001). The TMLS at 21 and 28 d were positively correlated (0.67). TMLS at 21d
showed a positive cormelation of 072 with the FCR in the starter phase (p < 0.001), as well
as a positive correlation of 0.22 with the cumulative period (p < 0.05), while showing a
negative comelation (—0.51) with the ADG at the same age (p < (.001) and of —0.18 with
ADG at 49 d (p < 0.05). Therefore, TMLS at 28 d was negatively correlated (—0.18) with
ADCG at 49 d of age (p = (LO5).

1.5 Analysis of Bacterial Composition, 16z rENA

To evaluate the effects of 5 treatments, NC0O, NC500, C0, C500, and C-lon, on the
intestinal microbiota composition in broiler chickens, we studied the ileum and cecum
microbial community using 165 rEMNA sequencing. We obtained a total of 2,683,053 high-
quality sequences of the V3-V4 region of the 165 tRNA gene; a total of 10,710 operational
taxonomic units (OTUs) at the 999 sequence similarity level were identified in all samples.

3.6, Alpha- ad Beta-Diversity

We detected no differences in the a-diversity indexes (Shannon and Simpson) or in the
OTU count of different treatment pairs in the ileum and cecum (p > 0.05). In addition, the
B-diversity assessed by MMDS from Bray—Curtis distance matrices and a permutational
analysis of variance in the ileum section showed no differences in the microbiome between
the teatments (p = (L05). On the other hand, in the cecum, there were significant differences
in the clustering position in the groups at the taxonomic levels of family, Figure 1a (< 0.01),
and genus, Figure 1b (= 0.01). The results showed that NC0 and NCS00 were different
from C0 and C500, while C-lon showed no differences against any treatment, except in the
taxonomic category family, which was different from NCO, Figure 1.
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{b) Genus cecum; (p = (.01)

Figure 1. B-diversily comparison between treatments 1. NMDS of Bray-Curtis distances in (a)
Family cecum and (b} Genus cecum. 45 The teatments not sharing superscripd ane different (p
< 0.05). NCO, Nor-challenged + basal diet; NCS00, Non-challenged + basal diet + 500 mg kg !
AF-e; OO, Challenged + basal diet; O500, Challenged + basal diet + 500 mg-kg—! AF-e; C-lon,
Challenged + basal diet + 50 ppm nicarbazin-50 ppm narasin. Challenged with E acermuding 1 x 108,
E.maxima 2 » 10%, and E. tenela 2 x 10%,
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1.7, Relative Intestingd Microbiota Aindace

Figure 2 depicts the analysis of the relative abundance of different bacterial clades
in the cecum at the phylum and genus level for each group of samples. In the cecum
microbiota, Firmicutes was the dominant phylum (Figure 2a), with a relative abundance
ranging from 57.8%: (C0 treatment) to 79.4% (NCD treatment). At the genus level (Figure 2b),
Bacteroides was the taxon with the highest relative abundance (97-22.1%), highlighting
their presence in the groups challenged, C0, C500, and C-Ton.

1] &0 — Gomns
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Tetsalrraivls Traatmis

(a) Phylum cecum (b} Genus cecum

Figure 2. Relabve abundance in the intestinal microbiota m broaler chickens at 21 d am {a) Fhy-
hum cecum, (b) Genus cecum.  Treatments: NCO, Non-challenged + basal diet; NC500, Non-
challenged + basal diet + 500 mg-kg—’ AE-e; C0, Challenged + basal diet; (500, Challenged + basal
dhet + mmg-kﬁ-i AE-e; C-lon, Challenged + basal dwet+50 ppm nicarbazm-50 ppm narasin. Chal-
lenged with E. aeermuling 1 x 10%, E. magima 2 » 10%, and E. fenellg 2 = 10*, The relative abundances
wete obtamned afler normahzing the reads per clade counts by sequencing the hbrary szze and
obtainng the average for each clade across treatments. The 12 most abundant clades are showio

To further explore the effect of the treatments on the cecum bacterial communities, we
searched for bacterial genus abundance changes among pairs of treatments, C0 vs. NC;
C500 v, NC500; C-lon vs, C0; NCS00 ws, NCO; C500 ws. C; and C500 vs, C-lon (Figure 3).
The results are presented in a heat map from a hierarchical clustering analysis based only on
significant changes (p < (L05). The results from this study showed that the pair comparisons
Ciws. NCO and C500ws. NS00 had more bacterial change-in-abundance differences than
the other comparisons studied: C-lon ws, (Cly NCSO0 va, NCO; C500 va, Cl; and C500
va. C-lon. Therewas a significantly higher abundance (< (L05) of genus Rum inococcus 2
in birds from C500 compared to NC500, C0, and C-Ton (+23.36 log2-fc, +8.0 log2-fc, and
+23.08 log2-fc, respectively). Moreover, the abundance change in Infestinimmas in the C500
group was +178 log2-fc higher than the C-lon group. However, Escherichie-Shigella, another
predominant bacterium in broiler chicken intestines, was also found to be abundant {+4.2
log2fc) in CO with mespect to the NCO (p< 0.05). Other bacteria, such as Tyzerella, Eggerthella,
Clostridium innocuum g., Ruminococcaceae UCG-009, w. Clostridia b., and Fuminococous 1,
show a higher abundance under the Eiteria challenge conditions. On the other hand, NCO
has higher numbers (p < (.05) of Bacllus, Hydrogen oanaerobactevium, and Ruminococus 1 than
its challenged counterparts.
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4. Discussion

In our study, the Eitteria challenge caused a negative impact on growth performance pa-
rameters, being more evident at 9 d p.i. (21 days of age). The decrease in the ADG in infected
birds, as well as the increases in the FCE, has been reported in other works [8,26,42,43]. In
our study, the inclusion of AE750 improved the FCR of broilers in the finisher phase, and in
the cumulative study regarding AE(Q, these results are in agreement with Peinado, et al. [44],
who also include two kevels of FTS0 in the broiler chicken diet and did not find any effect
on ADFL, whereas ADG improved using 45 mg per PTS0 kg ! of the diet. Moreover, the
FCR. was enhanced with both doses tested, 45 and 90 mg per PTSO kg ! of diet Similar
results weme obfained by Kim, et al. [20], who reported that broilers challenged with E.
acermiling and fed with 10 ppm of PTS0 (67%) and I'TS (33%) showed a better growth than
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the birds that were not supplemented (p < 0.05). Furthermomne, Kairalla, et al. [11] eported
that some feed additives, particularly garlic (A. sativum), have shown to improve FCE,
as was also previously demonstrated by Aarti and Khusro [45]. This result is important
since Eimeria infection destroys epithelial cells and atfects intestinal villi, causing poor
nutrient digestion and severe damage to the host intestinal mucosa, resulting in clinical
or subclinical symptoms [46]. In this regard, in a previcus study, we demonstrated that
organosulfur compounds from garlic, particularly PTS0 in 250 g-t—! of feed, improved the
amino acid and energy digestibility in broiler chickens fed with a soybean meal-yellow
com diet [47].

ADG or FCR are not the only good indicators for measuring the effectiveness of
anticoccidial drug, but LS and OPG are also considered complementary indicators [48] to
the performance. In our study, the higher OPG excretion detected was 9 d p.i., then OPG
gradually decreased over time; at 16 d p.i,, it is barely noticeable and almost disappears at
23 d p.i. This trend after infection was reported by You [49]. In addition to the treatment
effect, the reduction in OPG may be due in part to self-limitation of parasitosis and the
immune esponse developed by the host [50]. We found that OPG shedding was decreased
in the challenged birds supplemented with anticoccidial treatment (C-lon), while 500 and
750 mg-kg ! of AF-e tended to reduce OPG shedding. A similar effect was observed on the
OPG of broiler chickens challenged with Eimerig and supplemented with garlic extracts (A.
sativum) [51,52], their active derivative compounds [20], or a premix of garlic and cregano
essential oils [53]. The ACI results were better for C-lon than for C0 and C250. A positive
linear and quadratic trend in ACT suggests that generally, birds challenged with Eimeria
spp. would perform better when 500 or 750 mg-kg ! of AE-¢ is included in their diet,

The correlation analysis in our study indicates that the reduction in the LS was sup-
ported by the decreasing OPG. Similar results were found by Elkhtam, et al. [51], where
OPG, the clinical symptoms of the disease, and the LS decreased with the addition of garlic
extract (A. satitum) to the diet of the broiler chickens challenged with Eimeria spp. The
LS could explain the negative effect on ADG and FCR at 21 and 28 d of age, which was
previously noticed by Reid and Johnson [54], who contrasted the LS of birds infected with E.
acermuling with their weight reached, finding that at higher L5, a lower ADG was obtained,
mostly by one week after the challenge; however, LS are not always correlated in coccidia
infections, as reported by Ringenier, et al [55], who did not find a relationship between LS
and FCR in broilers at 28 d of age, concluding that broiler chickens are able to cope with a
certain level of gut damage before it influences the overall performance. Other researchers
such as Comway, et al [56] concluded that the correlation between OPG, LS, ADG, and FCR
depends on the type of Eimerig and the use or not of anticoccidials.

Omn the other hand, it has been reported that diet composition [57,58] and phyto-
chemicals modulate intestinal microbiota [44,53]. It is well known that a healthy and
functional intestinal microbiome is related to a positive productive performance of the
chickens [5%,60]. It was reported that when growing broiler chickens that feed on diets sup-
plemented with Allfim derivatives, FTS0 or PTS are able to influence intestinal microbiota
composition [22,61], decreasing enteropathogens and increasing the nutrient absorption in
the intestine [22,62-64]. In the current study, neither A E-e nor anticoccidials modified the
o- or f-diversity in the ileum or the e-diversity in the cecum. Similar findings were noted
by Abdelli, et al. [13], who found that dietary supplementation with natural compounds
such as organic acids and essential oils does not always result in changes in diversity in
microbial populations within the gastrointestinal tract. Nevertheless, in the cecum, we
found changes in f-diversity between clades at the taxonomic levels of family and genus,
wheme the challenged groups showed a different spatial distribution to those not challenged,
concluding that the infection with Eimeria spp. influences f-diversity, as reported by other
researchers [33,65,66]. The analysis of the microbiota clearly showed that the groups under
challenge of Eimeria spp., regardless of the presence of anticoccidial drugs or AE-e in the
diet, had a higher number of enteropathogens belonging to the Enterobacteriacene family
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such as Proteus, Escherichia, and Shigella, as well as other opportunistic pathogens, including
the genera Tyzerella, Eggerteila, and Biophila

In our study, we found that in the cecum, at the genus level, C500 had a higher
abundance of Ruminococcis, Firmioutes b, and Infestinimongs than C-Ton, considering that
Ruminococois bacteria synthesize digestive ereymes such as cellulases, xylanases, and
cellobioses [67-64], which contributes to the hydrolysis and fermentation of non-structural
carbohydrates, producing butyric acid. It has also been reported that some species of
Ruminococous produce bacteriocins that contribute to controlling undesirable bacterial
populations, enhancing the growth of Lactobacillus and promoting infestinal health. All
this could explain the improvement in nutrient digestibility and the productive behavior
of birds when Ruminococais is present in abundance. On the other hand, species of the
Intestinimonas genus are producers of short-chain fatty acids increasing butyric fatty acid
from simple sugars and amino acids such as bysine [70,71]. It conmects two important
metabolic characteristics, butyric add preduction and amino acid fermentation in the
intestinal tract. Thus, in this study, the beneficial effects of AF- on the modulation of the
intestinal microbiota were consistent with the results of Verza, et al. [57], who demonstrated
in a murine model of metabolic syndrome that PTS0 supplementation at doses of 0.1, 0.5,
and 1 mg-kg~1.day—! counteracts intestinal dysbiosis.

5 Conclusions

In summary, the dose of 750 mg-kg ! of an Alliacene encapsulated extract added to the
diet of broiler chickens improved the feed conversion ratio in the finisher phase compared
to broiler chickens fed a diet without additives. Furthermore, during the finisher phase
and cumulative study, its addition to the diet resulted in a positive linear trend in average
daily gain and feed conversion ratio.

The anticoccidial index showed a quadratic trend in which the dose of 500 mg-kg ! of
the Allincear encapsulated extract displayed the best response. Moreover, it promoted the
abundance of some butyrate-producing bacteria such as Infestiiimonas and Euminococois in
the cecum.

However, the best anticooridial index, feed comversion ratio, oocyst shedding, and intestinal
lesion score was observed in the group fed with the anticocddial ionophore program.

Further research is required to explain the mode of action, as well as determine the
optimal dose of the Alliscear encapsulated extract in the diet of broiler chickens to lessen or
control the detrimental effects of coccidiosis under industrial conditions. It is necessary to
verify whether using an Alliacens encapsulated extract in dual programs combined with
ionophomes or vaccines is feasible.
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6.3. EXPERIMENTO 3.Efecto de un extracto encapsulado de Aliaceas y de
butirato de sodio en el desempeio productivo, salud intestinal, xantofilas
en plasma y pigmentacion de pollos infectados con Eimeria spp.

Gonzalo Villar-Patifio, Maria del Carmen Camacho-Rea, Myrna Elena Olvera-

Garcia, Julio César Baltazar-Vazquez, Gabriela Gémez-Verduzco, Guillermo Téllez,
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Resumen

Este trabajo se llevd a cabo para estudiar el efecto de un extracto encapsulado de
aliaceas (Ae) y de butirato de sodio (B) en el desempefio productivo, salud intestinal,
concentracion plasmatica de xantéfilas y pigmentacion cutanea de pollos infectados
con Eimeria spp. El estudio duré 49 dias; se usaron 2800 pollos machos (Ross 308),
asignados al azar a los grupos experimentales conformados con base en: no desafio
(NC) o desafio a los 12 dias de edad (C) con Eimeria acervulina 1x10°, E. maxima
2x104, y E. tenella 2x10* y diferentes cantidades por tonelada de alimento de: Ae
(250, 500 g), butirato de sodio (B; 1000 g), salinomicina (lon; 600 g). Los
tratamientos experimentales fueron: NC, C, Clon, C250, C250B, C500 y C500B. Los
tratamientos se proporcionaron desde el primer dia de edad. Se calcularon la
ganancia de peso, y conversion alimenticia; se midieron los ooquistes por gramo de
heces, lesiones intestinales, altura de vellosidades, relacion cripta vellosidad, indice
anticoccidiano, concentracion de xantofilas en plasma, y pigmentacién cutanea in
vivo y en canal fria. Los mayores (p <0.05) efectos de la infeccion con Eimeria spp.
fueron a los 21 d, siendo el grupo mas afectado el que recibié control negativo
desafiado tratamiento C. En general, los mejores (p < 0.05) resultados de
produccion, severidad de la infeccion por Eimeria spp. y de amarillamiento fueron
para los grupos NCO y Clon, sin embargo, los grupos Ae y Ae + B tuvieron en la
mayoria de los casos una mejor respuesta al desafio en comparacién del grupo C
siendo similar en muchas variables a Clon. Por lo que es razonable proponer al Ae,
como una alternativa eficaz en el control de la coccidiosis del pollo de engorda. Su

uso junto al butirato de sodio promoveria la funcionalidad y salud intestinal.

Palabras clave: pollo de engorda; coccidiosis; extracto de aliaceas; iondforos;
xantofilas en plasma; pigmentacion.
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Abstract

The objective of this work was to study the effect of an Alliaceae encapsulated
extract (Ae) and sodium butyrate (B) in productive behavior, intestinal health,
xanthophyll in plasma and skin pigmentation of broilers challenged with Eimeria spp.
The study last 49 d; 2800 male broiler chickens (Ross 308) were allotted in
experimental groups, which consider: no challenge (NC) or challenge with Eimeria
acervulina 1x10°, E. maxima 2x104, and E. tenella 2x10* (C) at 12 d old. Feed could
include Ae (250 or 500 g/t); sodium butyrate (B; 1000 g/t), or salinomycin (lon, 600
g/t). Experimental treatments were defined as follows, NC, C, Clon, C250, C2508B,
C500 and C500B. Broilers were fed with their treatment since the first day. Weight
gain and feed efficiency, anticoccidial index were estimated, oocyst per gram of
feces, intestinal lesion score, villus height, villus/crypt ratio, plasma xanthophyll, and
skin pigmentation /n vivo and in cold slaughter were measured. The damage effects
of Eimeria infections were more evident at 21d, the most affected group was the
negative control under challenge, treatment C. In general, the best results (p < 0.05)
on productive performance, severity of infection, skin yellowness were obtained by
the treatments NCO and Clon, nevertheless, the Ae and Ae + B groups showed in
almost all the cases a better response against challenge than C treatment, reaching
in some variables results similar than Clon. So, it is reasonable to propose Ae as an
effective alternative in the control of coccidiosis of broiler chicken. Its use together

with sodium butyrate would promote functionality and intestinal health.

Key words: broiler chickens; coccidiosis; Alliaceae extract; ionophores; plasma
xanthophyll; pigmentation.
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> Introduccion

La coccidiosis es la parasitosis con mayor impacto econdomico en el pollo de
engorda; su patogenicidad va de moderada a grave (Tewari y Maharana, 2011); la
infeccion se genera por el consumo de ooquistes esporulados de Eimeria spp.
presentes en la cama. Las principales especies de coccidiosis en el pollo de engorda
son: Eimeria acervulina, Eimeria maxima y Eimeria tenella (Chapman y col., 2013;
Chapman y col., 2016; Parent y col., 2018), las cuales provocan lesiones intestinales
reconocibles y signos clinicos distintos (Johnson y Reid, 1970; Williams, 2005). E.
acervulina afecta principalmente al duodeno disminuyendo la absorcién de
nutrientes (Turk, 1972; Rochell y col., 2016), favoreciendo la pérdida de liquido; E.
maéaxima dana al yeyuno, inflama la pared intestinal, provoca hemorragias
petequiales en la mucosa, asi como pérdida del epitelio intestinal. E. tenella
destruye completamente la mucosa cecal, provocando hemorragias y en ocasiones
la muerte (Lépez-Osorio y col., 2020). La puntuacion de las lesiones intestinales
(Johnson y Reid, 1970) sigue siendo uno de los métodos diagnodsticos mas
empleados para evaluar la severidad de la infeccion coccidial (Parent y col., 2018).
Los dafos intestinales causados por eimeriosis afectan negativamente al
crecimiento del ave, la eficiencia alimenticia (Dalloul y col., 2003; Min y col., 2013;
Ritzi y col., 2014), y la pigmentacion cutanea del pollo de engorda (Castaneda y col.,
2005; Frade-Negrete y col., 2016), dependiente de la absorcién intestinal; cabe
sefalar que el costo de los pigmentantes alcanza de 8 a 10% del costo de la
alimentacién (Mufoz-Diaz y col., 2012) por lo que debe procurarse una

pigmentacion eficiente.

El tratamiento mas utilizado para la prevencion y/o control de la coccidiosis es la
inclusion dietaria de anticoccidianos del tipo de los ion6foros y otros de naturaleza
quimica (Chapman y col., 2013); sin embargo, la preocupacion por el desarrollo de
resistencia y la posible presencia residual de esas sustancias en la carne de pollo
ha instado a investigar sobre otras alternativas naturales (Abbas y col., 2011;
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Giannenas y col.,, 2014). Algunos metabolitos secundarios de las plantas
(fitoquimicos) han demostrado ser alternativas seguras y efectivas a los
anticoccidianos (Upadhaya y col., 2019). Existen reportes (Jimoh y col., 2013) en
los cuales los extractos de aliaceas mitigan el detrimento causado por algunas
enfermedades bacterianas y parasitarias en las aves. Se ha reportado que los
compuestos bioactivos organo sulfurados (COS) del género Allium reducen la
viabilidad de los esporozoitos de E. acervulina, estimulan la proliferacion de células
esplénicas, mejorando la respuesta inmune innata (Kim y col., 2013a). Ademas,
inhiben la esporulacion de E. tenella (Pourali y col., 2014), la capacidad de los
esporozoitos de E. acervulina para penetrar en células renales de Madin-Darby
“células MDBK” (Aguinaga-Casanas y col., 2022). Asi, se buscan productos que
prevengan, y disminuyan las lesiones intestinales por coccidias para aminorar el
impacto de éstas en la digestidon y absorcidén de nutrientes favoreciendo la eficiencia
productiva del pollo. Adicionalmente, se han utilizado los acidos organicos
(McKnight y col., 2019) junto con los fitoquimicos; p. ej. Allium spp. con acidos
organicos y acidos grasos de cadena corta (AGCC, como el acido butirico), en
donde se ha demostrado mejorar la salud y la produccion de los pollos de engorda.
El acido butirico producido por la fermentacién microbiana de carbohidratos
estructurales es la fuente energética para el mantenimiento y crecimiento del
colonocito, incrementa la superficie de absorcidon de las vellosidades intestinales,
promueve la produccion de moco intestinal, ayuda con la funcién de barrera
intestinal ya que estimula la expresion de la zénula occluden-1 (ZO-1), controla el
crecimiento de enteropatégenos, y modula la respuesta inmune (Guilloteau y col.,
2010, Wu y col., 2018). Asi, usado como butirato de sodio promueve la salud
intestinal; y en conjunto con aceites esenciales modifica la diversidad bacteriana en
pollos desafiados con Eimeria spp. y Clostridium perfringens (Bortoluzzi y col.,
2018). Se ha disefiado este trabajo con el objetivo de desafiar la hipbtesis de que la
alimentacién incluyendo un extracto encapsulado de aliaceas (Ae) y butirato de
sodio (B) mantiene el desempeno productivo, la salud intestinal y la pigmentacién

del pollo de engorda infectado con Eimeria spp. similar a la lograda por los de grupos
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de pollo no infectados o infectados, pero con tratamiento anticoccidiano

convencional.

» Material y Métodos

e Norma ética
Este protocolo experimental fue aprobado (doc. SICUAE-DC-2020/3-6) por el
Comité de Etica de Bienestar y Experimentacién Animal de la Universidad Nacional
Autonoma de México en cumplimiento de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999.

e Animales y diseiio experimental
El presente estudio durd 49 dias; se usaron 2800 pollos machos de la estirpe Ross
308 de un dia de edad, vacunados contra la enfermedad de Marek (via subcutanea)
en la incubadora; los dias 12 y 24 de edad fueron vacunados contra la enfermedad
de Newcastle (via ocular y oral utilizando el agua de bebida, respectivamente). Las
aves se recibieron en dos casetas contiguas, cada una con 35 corrales de 4 m? cada
uno, limpios, desinfectados y con cama nueva de viruta de madera. Durante la
primera semana, la temperatura se mantuvo con criadoras en 30°C, se disminuyo
2.5°C cada semana hasta la cuarta semana; ulteriormente se reguld a temperatura
ambiente (18 a 20°C) con el manejo de cortinas. La humedad se correspondié con
la del medio ambiente. Los primeros 4 dias de edad recibieron 23 h de luz y después

se mantuvieron con el fotoperiodo natural.

Los pollos fueron asignados completamente al azar a uno de los siete grupos
experimentales conformados con base en el no desafio (NC) o desafio (C) con
Eimeria spp., y diferentes cantidades por tonelada de alimento de: extracto
encapsulado de Aliaceas (Ae; 250, 500 g), butirato de sodio (B; 1000 g),
salinomicina (lon; 600 g). Los tratamientos fueron aplicados a partir del dia 01 de

edad. Los tratamientos experimentales fueron: NC, C, Clon, C250, C250B, C500 y
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C500B. Los tres primeros fungieron como grupos controles: no desafiado sin
tratamiento anticoccidiano; desafiado sin tratamiento anticoccidiano y desafiado con

tratamiento anticoccidiano convencional, respectivamente.

o Desafio con Eimeria spp.

El dia 12 de edad, los grupos desafiados (C) fueron inoculados en el ingluvis con
0.5 ml de una mezcla de ooquistes esporulados de E. acervulina 1x10°, E. maxima
2x10%, y E. tenella 2x10%. El grupo NC recibio de igual forma 0.5 ml de agua
destilada. El inéculo se obtuvo de un laboratorio particular de parasitologia (Mor,
México) fue valorado por PCR y secuenciacién Sanger en la Facultad de Quimica
de la Universidad Autonoma de Querétaro (anexo 1). Ademas, se analizaron: la
titulacion, el nivel de esporulacion y la diferenciacion de las especies de Eimeria
spp. en la FMVZ-UNAM (anexo 2).

o Extracto encapsulado de Aliaceas y dietas

El extracto de Aliaceas fue encapsulado (Ae) en una matriz de dextrina y lecitina y
valorado por cromatografia de gases - espectrometria de masas (GC-MS) su
contenido de propilpropano tiosulfonato (12 g PTSO/kg de dieta) en el Centro de
Investigacion en Ciencias Aplicadas y Tecnologia Avanzada del Instituto Politécnico
Nacional (Qro., México). Para ello, se observé el tiempo de retencion del PTSO
(Pawliszyn, 2012) y se utilizaron las bases de datos de la Biblioteca de Espectros
de Masas NIST/EPA/NIH (v. 1.7, USA).

El programa de alimentacién consistié en dos fases (cuadro 1) que satisficieron las
necesidades de la estirpe genética: Iniciacion (dia 01 al 21), Finalizacion (dia 22 al
49), que incluyé por cada tonelada 1 g de pigmento rojo y 60 g de xantofilas. La
base de las dietas fue elaborada con maiz - pasta de soya; se dividié en partes

iguales para incluir Ae, B e lon en los tratamientos correspondientes.

67



Cuadro 1. Ingredientes y composicion quimica calculada (g/kg) y energia
metabolizable (EM, Mcal/kg) de las dietas basales.

Etapa
Iniciacién Finalizacién

Ingredientes (9/kg) (9/kg)
Maiz 553.21 604.22
Pasta de soya 391.00 323.00
Aceite de soya 15.00 38.50
Carbonato de calcio 14.30 12.60
Ortofosfato de calcio 9.70 7.20
Bicarbonato de sodio 5.50 4.30
DL metionina 3.62 2.86
Xantofilas 30 0.00 1.70
Sal 1.50 1.50
L-Lisina HCI 2.67 1.59
L-Treonina 1.40 0.86
Premezcla vitaminas y minerales’ 0.87 0.77
Betaina anhidra 0.60 0.45
L-Valina 0.205 0.00
Biocolina 0.22 0.165
L Triptéfano 0.075 0.165
Fitasa 5000 0.12 0.12
Composicién quimica calculada

Humedad (g/kg) 110.00 110.00
Proteina cruda (g/kg) 240.00 210.00
Extracto etéreo (g/kg) 38.10 62.50
Cenizas (g/kg) 57.80 49.80
Fibra cruda (g/kg) 25.80 24.60
EM (Mcal/kg) 3.05 3.25
Calcio total (g/kg) 9.90 8.50
Fésforo total (g/kg) 6.00 5.20
Sodio (g/kg) 2.30 1.90
Lisina (g/kg) 15.00 12.30
Xantofilas (g/kg) 0.008 0.06

' Contenido por kilogramo: acetato de retinol, 12 000 unidades Internacionales (Ul);
vitamina D3, 5000 Ul; DL acetato -a-tocoferol, 50 Ul; vitamina K, 3 mg; tiamina, 3 mg;
riboflavina, 9 mg; acido pantoténico, 15 mg; piridoxina, 4 mg; biotina, 0.2 mg; acido fdlico,
2 mg; vitamina B12, 0.02 mg; manganeso, 100 mg; zinc 100 mg; hierro, 40 mg; cobre, 15
mg; yodo, 1 mg; selenio, 0.35 mg.
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¢ Rendimiento productivo
Los dias 0, 21 y 49 de edad se registraron, los pesos (PC); mientras que, el consumo
de alimento se cuantifico al finalizar cada fase de alimentacion (dia 21 y 49). En las
mismas fechas se registraron los pesos y las edades de las aves muertas para
calcular de acuerdo con Holdsworth y col. (2004) la ganancia diaria de peso (GDP),

el consumo diario de alimento (CDA) y la conversion alimenticia (CA) de cada corral:

media de PC de las aves vivas — media de PC inicial de todas las aves

a) GDP = dias de prueba
total de alimento consumido
b) CDA= aves vivas x dias de prueba + aves muertas x dias en

sobrevivencia

total de alimento consumido
c) CA= Peso ganado de las aves vivas + Peso ganado de
las aves muertas

e Cuantificacidon de ooquistes y lesiones intestinales
Los dias 21, 28 y 35 de edad (correspondientes con los dias 9, 16 y 23 post
infeccion, p.i.) se recogieron en una bolsa de plastico nueva, del piso de cada corral,
aproximadamente 10 g de materia fecal fresca que fueron mezclados y refrigerados
(4°C) para el conteo de ooquistes (OPG, ooquistes por gramo de heces). Para ello,
se mezclaron 5 g de la muestra por corral con una solucién de cloruro de sodio RA
(400 g NaCl/l), la mezcla se filiré usando una malla de 300 mesh. El filtrado se
centrifugd a 800xgx2 min; del sobrenadante se tomo una alicuota, que se coloco en
una camara McMaster para contar los ooquistes (Long y col., 1976) esporulados de
E. acervulina, E. maxima y E. tenella de acuerdo con sus caracteristicas
morfoldgicas, utilizando un aumento de 10x. La variable OPG total se obtuvo de la

sumatoria del conteo de las tres especies.

Los dias 21, 28 y 35 de edad (9, 16 y 23 dias p.i.) se revisaron las lesiones
intestinales (LS) en duodeno, yeyuno y ciego. Para ello, se tomaron al azar diez
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aves de cada tratamiento para su matanza humanitaria por dislocacion cervical
(NOM-062-Z00-1999). EI tracto gastrointestinal fue extraido y abierto
longitudinalmente para valorar las LS macroscopicas provocadas por E. acervulina,
E. maxima y E. tenella, de acuerdo con la escala de Johnson y Reid (1970).
Asignando, 0 (cero) cuando no se observaron lesiones macroscopicas; 1, para
lesiones minimas; 2, lesiones moderadas; 3, lesiones graves; 4, lesiones

extremadamente graves.

e indice anticoccidiano (IAC)

La eficacia anticoccidiana se evalud a los 21 dias de edad, mediante el indice
anticoccidiano utilizando la ecuacién de Merk y col. (1976) que utiliza: el aumento
de peso relativo, rPV; la tasa de ganancia de peso, TGP; la tasa de supervivencia,
TS; la puntuacion media de score de lesion intestinal total, TMLS; el valor de

ooquistes por gramo de heces, OPG.

IAC = (rPV + TS) x 100 - (TMLS x 10 + valor de OPG)

Donde:
PV = TGP de los grupos desafiados control no medicado o tratados con anticoccidianos  x 10g
TGP del grupo control no desafiados y no medicado
TGP = PV final — PV inicial x 100
PV inicial
TS = Ndmero de aves finales vivas x 100
Numero de aves iniciales totales
TMLS= > de LS causadas por las especies de Eimeria spp.
Valor
OPG = OPG del control no desafiado no medicado o en los desafiados y con anticoccidianos % 100

OPG en el grupo control desafiado y no medicado

Wang y col. (2021).
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¢ Morfologia intestinal
Alos 21, 28 y 35 dias de edad se tomaron al azar diez aves de cada tratamiento, a
las que se les dislocaron las vértebras cervicales de forma humanitaria (NOM-062-
Z00-1999); su tracto gastrointestinal fue extraido; se cortaron 2 cm de duodeno y
2 cm de yeyuno. El duodeno se identificod desde el proventriculo hasta los ductos
biliares y el conducto pancreatico, posterior a esta seccion y hasta el diverticulo de

Meckel se localiz6 al yeyuno (de Verdal y col., 2010).

Las muestras de cada segmento se enjuagaron con solucion salina fisiologica y se
colocaron en casetes para histologia. En un histoquinete (American Optical® T/P
8000), las muestras se fijaron con formalina al 10 % bufferada, se deshidrataron e
incluyeron en parafina. Los bloques fueron cortados a 4 um de espesor (microtomo
Leica® RM 2125 RT), y se montaron en portaobjetos (de Verdal y col., 2010), se
tineron con hematoxilina y eosina. Las laminillas fueron digitalizadas (procesador de
imagenes Motic Images Plus 2.0). En cada segmento intestinal se localizaron las
vellosidades integras bien definidas para medir su longitud, asi como la profundidad
de sus criptas intestinales. Se calcularon las relaciones de la altura de la vellosidad

dividida por la profundidad de la cripta intestinal.

e Xantofilas en plasma sanguineo
Los dias 21, 28, 35 y 49 se sangraron 10 animales por tratamiento para la obtencién
de plasma para la cuantificacion en el laboratorio de xantofilas (Allen, 1987); donde
se agitaron 0.5 ml de plasma con 4.5 ml de acetona. La mezcla se centrifugé a
1500%gx10 min. Se cuantificaron las densidades 6pticas de los sobrenadantes a

478 nm usando una curva estandar de luteina.
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e Pigmentacion de piel
Con un colorimetro triestimulo (Minolta cr300) se valord la pigmentacion tanto in
vivo como en la canal fria (CF). En la piel del pollo vivo se hizo la valoracion
semanalmente en 10 aves de cada tratamiento desde los 21 hasta los 49 dias de
edad. El procedimiento se efectué en una zona de la cara interna del ala, libre de
plumas, sin interferencia de vasos sanguineos (Cortés, 1996). A los 49 dias, se
sacrificaron las aves, se procesaron las canales y se colocaron en agua con hielo
por dos horas, se seleccionaron al azar 10 pollos por tratamiento para valorar la
pigmentaciéon en la CF. Las variables registradas por el colorimetro son: 1)
luminosidad (L*; desde el negro absoluto (0) hasta la iluminacion total (100)); 2)
enrojecimiento (a*; desde -60 color verde, hasta + 60 color rojo); 3) amarillamiento
(b*; de -60 tonalidades azules, hasta +100 tonalidades amarillas). En este estudio
se calculd el diferencial en amarillamiento (Ab*) entre el dia 49 y el dia 21, dia en el

que se inicio el aporte dietario de xantofilas (Tepox-Pérez, 2013).

e Analisis Estadisticos
El analisis estadistico se realiz6 usando el programa estadistico (JMP, 2019; SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). Las variables de produccion (GDP, CDA, CA, IAC),
integridad intestinal, xantofilas en plasma sanguineo, pigmentacioén en pollo vivo, y
en CF se analizaron con un ANDEVA para el disefio descrito anteriormente. La
normalidad de los datos se comprobd mediante la prueba estadistica Shapiro-Wilk
y la homocedasticidad mediante la prueba Levene. Las diferencias entre medias se
revisaron mediante la prueba de Tukey. Se realizaron 3 contrastes ortogonales:
contraste I; Clon vs C250, C250B, C500 y C500B; contrasta el efecto del ion6foro
vs el uso de Ae y Ae + B, contraste Il; CO vs C250, C250B, C500 y C500B; contrasta
los efectos de la eimeriosis sin tratamiento vs animales con eimeriosis que reciben
Ae y Ae + B, contraste Ill; C250, C500 vs C250B, C500B; contrasta el efecto del uso
de Ae vs Ae + B. Las variables discretas (OPG y LS) fueron analizadas con
estadistica no paramétrica, usando la prueba de Kruskall Wallis y como prueba post-

hoc se utilizé la de Steel-Dwas. Se reportan la mediana y los cuantiles que muestran
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el rango de 25 a q75 de los resultados de ambas variables. Se realiz6é un estudio

de correlacién Rho (p) de Spearman entre todas las variables de estudio. La

significancia se fijo en p < 0.05 y la tendencia en p < 0.1.

> Resultados
¢ Rendimiento productivo
Los resultados de la suplementacion dietaria con extracto encapsulado de aliaceas
y butirato de sodio en las variables productivas (GDP, CDA y CA) de pollo de
engorda desafiado con Eimeria spp. se presentan en el cuadro 2. El impacto
negativo mas importante sobre las variables en estudio se present en la fase de
iniciacion (dia 1 a 21); lo que repercutio en los resultados de todo el ciclo de engorda
(dia 1 a 49). Los resultados muestran que, en la fase de iniciacion, los animales del
control negativo (NCO) tuvieron la mayor (p < 0.05) GDP (41.8 + 0.50 g) respecto a
los demas grupos experimentales (34.7 £ 0.18 g). Los consumos diarios de alimento
de los grupos NCO y del control desafiado con medicacién convencional (Clon) no
fueron diferentes (p > 0.05; 56.5 + 0.25 vs. 55.6 + 0.56 g respectivamente); pero, el
CDA de NCO (56.5 £ 0.25) fue mayor respecto a los otros grupos experimentales
(C0, C250, C250B C500 y C500B; 53.27 + 0.19 g). El grupo NCO presenté el mejor
indice de conversion de alimento respecto a los otros grupos experimentales, asi,
la CA del grupo desafiado sin tratamiento (CO) fue de 1.18 veces mientras que la de
los otros grupos (C250, C250B, C500B, C500) fue de 1.11 veces respecto a NCO.
En la fase de finalizacion (dia 22 al 49) no se observaron diferencias significativas
(p > 0.05) en las variables GDP, CDA, CA entre los siete grupos experimentales. Es
decir, los animales se recuperaron de la infecciéon comportandose productivamente
como el control no desafiado (NCO). Los efectos observados en la GDP en la fase
de inicio (dia 1 al 21) impactaron en el acumulado de la engorda (dia 1 — 49)
estableciéndose la diferencia (p < 0.05) entre NCO y los grupos C0, C250B, C500,
y C500B (68.6 + 0.55 vs. 65.1 £ 0.28). Cabe senalar que en esta fase la GDP no fue
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diferente (p > 0.05) entre NCO, Clony C250 (68.6 + 0.55 vs. 66.5 + 0.53). En cuanto
a NCO tuvo mayor CDA que los grupos C0, C250 y C250B (121.90 + 0.41 vs 118.8
1 0.34 g, respectivamente). Sin embargo, el CDA de los grupos Clon, C500, C500B
y NCO no fue diferente entre si (p > 0.05; 120.2 + 0.32 g). La CA acumulada no fue
diferente entre grupos (p > 0.05, 1.87 £ 0.01).

En relacién con los resultados de contrastes realizados, estos fueron significativos
en la etapa inicial (dia 1 a 21). El contraste | mostré que el uso del ion6foro (grupo
Clon) favorecié (p < 0.05) al consumo diario de alimento (CDA, 55.6 + 0.56 g),
respecto a los grupos que recibieron Ae y Ae + B (53.05 £ 0.20 g). Pero, la GDP no
se vio favorecida (p > 0.05) por el mayor CDA. Por lo tanto, la CA de Clon fue mayor
que la de los grupos Ae y Ae + B (p < 0.05; 1.59 + 0.02 vs 1.53 = 0.01,
respectivamente), situacion que se revierte en la etapa de finalizacién (p < 0.05)
1.92 £ 0.02 para Clon vs. 1.99 £ 0.02 para Ae y Ae +B. El contraste Il permitio
observar que el uso de Ae y Ae + B fue beneficioso en el control de la eimeriosis
experimental ya que los grupos C250, C250B, C500 y C500B tuvieron un mejor (p
< 0.05) comportamiento productivo (GDP, 34.85 + 0.23 g; CDA, 53.05+0.20 gy CA,
1.53 + 0.01) respecto al grupo CO (GDP, 33.9 £ 0.50 g; CDA, 54.1 £ 0.25 g y CA,
1.61 £0.02). Los resultados de los contrastes en la fase de finalizacién (dia 22 a 49)
muestran un comportamiento productivo (GDP, CDA, CA) no diferente (p > 0.05)
entre los grupos contrastados. Sin embargo, en el comportamiento acumulado (dia
1 a 49) se observo una tendencia (p < 0.1) a una mejor GDP cuando se usé Clon
respecto a los grupos que recibieron Ae (C250, C500) y Ae + B (C250B, C500B); en
tanto la GDP de los cuatro ultimos tendié a (p <0.1) ser mejor que en animales con

eimeriosis no tratados (CO).

Los resultados del contraste Ill mostraron que el uso de butirato de sodio no tiene
afecto adicional al uso de Ae, ya que no se observaron diferencias (p < 0.05) en el
comportamiento productivo (GDP, CDA, CA), en las fases de inicio, finalizacién, ni

en el acumulado entre los grupos contrastados.
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Cuadro 2. Peso vivo inicial (PVI, g), ganancia diaria de peso (GDP, g), consumo diario de alimento (CDA, g) y conversién
alimenticia (CA, g/g) de pollos de engorda Ross 308, no desafiados (NC) o desafiados (C) con Eimeria spp', alimentados con
una dieta maiz-soya suplementada con extracto encapsulado de Aliaceas (Ae; 0, 250, 500; g/t de alimento), butirato de sodio (B,
1000 g/t de alimento), o salinomicina (lon, 60 g/t de alimento)

Tratamientos Contrastes

item NCO co C250 | C250B C500 C500B Clon Valor | EEM' e e
de P Valor de P

PVI 42.90 | 43.10 42.90 42.90 | 43.00 43.00 43.10 0.97 0.21 0.53 0.56 0.96

Fase Iniciacién (1-21d)
GDP 41.802 | 33.90° 35.20° 34.90° | 34.40° 34.90° 35.10° <0.001 0.46 0.59 0.05 0.90
CDA 56.502 | 54.10¢°° 53.10¢ 52.40¢ | 53.20° 53.50¢ 55.60% | <0.001 0.41 <0.001 0.02 0.73
CA 1.36¢ 1.612 1.51¢ 1.51¢ 1.553b¢ 1.54abe 1.59% | <0.001 0.02 0.004 | <0.001 0.65

Fase Finalizacion (22-49d)

GDP 88.80 86.90 89.40 87.80 88.70 88.40 90.40 0.39 1.09 0.13 0.18 0.40
CDA | 174.30 | 170.50 | 171.50 170.10 | 172.30 171.80 170.30 0.19 1.17 0.40 0.49 0.43
CA 2.04 2.00 1.98 1.99 1.99 1.99 1.92 0.17 0.03 0.04 0.66 0.76

Acumulado (1-49d)
GDP 68.602 | “ 64.20° 66.202° 65.10° | 65.40° 65.50° 66.702* | <0.001 0.64 0.10 0.06 0.44
CDA | 121.902 | 119.20° | 119.00P 118.00° | 119.60%° | 119.402° 119.802° 0.002 0.59 0.22 0.75 0.38
CA 1.85 1.91 1.86 1.87 1.89 1.88 1.84 0.32 0.02 0.17 0.17 0.85
abe | jterales diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05).

1 Desafio con ooquistes esporulados de Eimeria acervulina 1x10°, E. maxima 2x10* y E. tenella 2x10*

2 EEM, error estandar de la media

Contrastes: 31; Clon vs C250, C250B, C500 y C500B. #1I; CO vs 250, C500, C250B y C500B. ° Ill; C250 y C500 vs C250B y C500B
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e Severidad de la infeccién
o Excrecion fecal de ooquistes de Eimeria spp.
Si bien, se aplicaron rigurosas medidas sanitarias para mantener el grupo NCO libre
de infeccion parasitaria esto no sucedio; ya que en el dia 21 se observaron en la
muestra fecal de uno de los corrales, ooquistes de E. maxima. Ademas, en los
muestreos subsecuentes 25, 35 dias, se observaron ooquistes de E. acervulina (7,
3 corrales, respectivamente), E. maxima (2, 1 corral, respectivamente) y E. tenella
(1, 1 corral, respectivamente). La infeccion en todos los casos es calificada como
muy leve ya que no se observaron signos clinicos, el conteo de ooquistes
excretados (OPG) fue poco importante, aunado a la ausencia de lesiones
intestinales (LS) macroscopicas en las aves. La presencia de ooquistes en el grupo
NCO pudiera atribuirse a una contaminacion por la proximidad con las aves de los
grupos desafiados. El efecto de la contaminacion no resulté en efectos

decreméntales en los resultados de las variables estudiadas.

En el cuadro 3 se presentan los resultados del efecto del uso de Ae, Ae + B e
ionéforo sobre la excrecion de ooquistes por gramo de heces (OPG) de pollos de
engorda desafiados por Eimeria spp. En concordancia con lo observado en el
comportamiento productivo, la excrecibn mas importante de ooquistes (OPG;
totales, E. acervulina, E. tenella) se observo al dia 21 de edad, cuando el grupo NCO
tuvo la menor (p < 0.05) mediana de excrecion de OPG totales y E. acervulina (OPG,
0 para las dos variables), en comparacion con los otros 6 grupos experimentales.
En cuanto a E. tenella, el grupo NCO tuvo una mediana menor (p < 0.05) de
excrecion de OPG respecto a los grupos (Clon, C250, C500, C250B y C500B). La
excrecion de ooquistes total (OPG total) estuvo asociada (p < 0.05) a las variables
productivas GDP22-49 (-0.34), GDP0-49 (-0.37), CA22-49 (0.27), CA0-49 (0.32). En
los dias 28 y 35, no se encontraron diferencias (p > 0.05) en la excrecion fecal de
ooquistes entre los grupos experimentales. La excrecidén de ooquistes por gramo de
heces de E. maxima no fue diferente (p < 0.05) ni entre grupos experimentales, en

los tres muestreos (dias 21, 28 y 35).
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o Lesiones intestinales

Los resultados del puntaje de las lesiones intestinales (LS; cuadro 4) fueron en el
mismo sentido de lo observado para OPG, ya que las diferencias (p < 0.05) se
presentaron al dia 21 (9 dias p. i.) para las LS de duodeno, yeyuno, ciego y totales;
lo que va en el mismo sentido que los resultados obtenidos para OPG. Asi, LS en
duodeno fue menor (p < 0.05) en NCO, C250, C250B, y Clon que para CO; LS en
yeyuno fue menor (p < 0.05) en NCO que en CO; LS en ciego fue menor (p < 0.05)
en NCO, C250, C250B, y Clon que en C500B y CO; mientras que TMLS fue menor
(p < 0.05) en NCO que en C0, C500, y C500B. Las excreciones totales de ooquistes
alos 21y 28 dias se relacionaron positivamente con la TMLS21 (0.39 p <0.01; 0.26,
p < 0.05; respectivamente). Por otro lado, TMLS21 se asocidé negativamente con
GDPO0-21 (-0.39, p < 0.01).

Al dia 28 la unica diferencia se observé en TMLS donde NCO fue menor que CO, y
C500B (p < 0.05). TMLS21 estuvo relacionada positivamente con TMLS28 (0.31, p
<0.01). Al dia 35, las diferencias (p < 0.05) s6lo se observaron en yeyunoy en TMLS

en donde NCO y CO fueron menores que C250B.
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Cuadro 3. Medianas y rangos (Q25 — Q75) de ooquistes por gramo de heces (OPG) en pollos de engorda Ross 308, no desafiados (NC) o
desafiados (C) con Eimeria spp?, alimentados con una dieta maiz-soya suplementada con extracto encapsulado de Aliaceas (Ae; 0, 250, 500;

g/t de alimento), butirato de sodio (B; 1000 g/t de alimento), o salinomicina (lon, 60 g/t de alimento)

Tratamientos
Dias NCO (o1} C250 C250B C500 C500B Clon H (Ji?) | Valor de P
OPG Total
21 Qb 557002 367502 825002 657502 367502 215002 28.14 <0.001
(0-0) (14625 - 247725) | (19900 - 93300) (54625 - 102375) (27800 - 108800) | (12775 - 146262) | (4350 - 81100)
28 350 5000 5800 2175 1000 2100 5150 7.08 0.31
(37-7812) | (200 - 15450) (1150 - 10775) (1225 - 11762) (75 - 11550) (225 - 29475) (2062 - 14700)
35 0 2850 1175 0 425 0 200 10.92 0.09
(0 - 5550) (287 - 4812) (0 - 2700) (0-412) (0 - 1525) (0-787) (0-6912)
OPG E. acervulina
21 QP 267002 258002 632502 545502 24600° 124502 30.5 <0.001
(0-0) (8150 - 217875) | (9625 - 61525) (33300 - 95925) (27800 - 95225) | (1262.5 - 123925) | (3175 - 36000)
28 150 4200 5800 1250 1000 1000 4500 9.52 0.14
(0 - 900) (200 - 15375) (625 - 10775) (175 - 6550) (0 - 11550) (75 - 29475) (1612 - 14625)
35 0 300 75 0 0 0 0 5.33 0.50
(0 - 525) (0 - 4025) (0 - 1475) (0-0) (0-1125) (0-475) (0 - 2975)
OPG E. maxima
21 0 1300 0 825 1050 600 675 7.49 0.27
(0-0) (0 - 11175) (0-9100) (0 - 3450) (0 - 6925) (0 - 8650) (0 - 18675)
28 0 0 0 0 0 0 0 2.63 0.85
(0-0) (0-0) (0-0) (0-100) (0-0) (0-0) (0-0)
35 0 0 0 0 0 0 0 7.14 0.30
(0-25) (0-287) (0-575) (0-100) (0-0) (0-0) (0-0)
OPG E. tenella
21 ob 6002P 42502 73002 19752 112002 14502 18.49 0.005
(0-0) (0 - 56225) (0 - 15800) (0 - 20275) (0 - 14650) (20 - 26450) (0 - 14225)
28 0 0 0 300 0 0 0 13.28 0.11
(0-0) (0 - 275) (0-137) (75 - 2737) (0 - 25) (0 - 225) (0 - 662)
35 0 0 0 0 0 0 0 7.41 0.28
(0-0) (0-750) (0-262) (0-0) (0 - 450) (0-0) (0 - 50)

@ | jiterales diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05).
" Desafio con ooquistes esporulados de Eimeria acervulina 1x10°, E. maxima 2x10*y E. tenella 2x10*

78




Cuadro 4. Medianas y rangos (Q25 — Q75) del puntaje de las lesiones en diferentes segmentos del intestino y totales (TMLS) en pollos de
engorda Ross 308, no desafiados (NC) o desafiados (C) con Eimeria spp’, alimentados con una dieta maiz-soya suplementada con extracto
encapsulado de Aliaceas (Ae; 0, 250, 500; g/t de alimento), butirato de sodio (B; 1000 g/t de alimento), o salinomicina (lon; 60 g/t de alimento)

Tratamientos

Dias NCO Cco C250 C250B C500 C500B Clon H (Ji?) Valor de
P
Duodeno 21 0d 1.52 Qcd Qcd 1ab 1ab 0.5bcd 37.95 <0.0001
(0-0) (1-2) (0-1) 0-1) 0.7 -1) (1-1) (0-1)
28 0 0.5 0 0 0 0 0 6.69 0.35
(0-0) (0-1) (0-1) 0-1) 0-1) 0-1) (0-0.2)
35 0 0 0 0 0 0 0 6.00 0.42
(0-0) (0-0) (0-0) 0-0) (0-0) (0-0) (0-0)
Yeyuno 21 0° B 02b 02b 02b 02b 02b 15.12 0.02
(0-0) (0-2) (0-1) (0-0.2) 0-1) (0-0.2) (0-0)
28 0 0 0 0 0 0 0 6.79 0.34
(0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0.2) (0-0) (0-0)
35 (0 ob 0ab 1a 1ab 0ab Qz2b 24.18 0.0005
0-0) (0-0) (0-1) (0.7-1) (0-1) 0-1) (0-2)
Ciego 21 0° 12 0° 0° 02b 12 0b 28.02 | <0.0001
(0-0) (0-2) (0-0) (0-0) (0-1.2) 0-1) (0-0)
28 0 0 0 0 0 0.5 0 9.68 0.13
(0-0) (0-1.2) (0-1.2) (0-0) (0-0.2) (0-2) (0-0)
35 0 0 0 0 0 0 0 6.00 0.42
(0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0)
TMLS 21 0° 42 qbe Qbe 2ab 2.5° qbe 41.41 <0.0001
(0-0) (27-42) | (0-1.2) 0-1) 0.7-42) | (1.7-4) 0-1)
28 0° 12 qab 02b 0.52 1a 02b 14.52 0.02
(0-0) (0-2.2) (0-1.2) (0-1.2) (0-1.2) (0-2) (0-1)
35 0° 0° 02b 1.5 qab 02b 02b 27.79 | <0.0001
(0-0) (0-0) 0-1) (1-2) (0-1.2) (0-1.2) 0-1)

abed | jterales diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05).

" Desafio con ooquistes esporulados de Eimeria acervulina 1x10°, E. maxima 2x10*y E. tenella 2x10*
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o Indice anticoccidiano

El indice anticoccidiano (IAC) es una medida calculada que muestra el efecto del
tratamiento tanto en el peso del pollo, como en la proteccidén anticoccidiana, siendo
que mientras mayor sea el valor calculado mejor efecto tendra el anticoccidiano
contra el desafio por Eimeria spp. (Wang y col., 2021). En el cuadro 5 se muestra
que el IAC fue mayor (p < 0.05) para los grupos NCO, Clon, C250 que para CO. Los
otros tratamientos no fueron diferentes (p > 0.05) entre si, ni con respecto a los
grupos mencionados. Por otra parte, el resultado del contraste Il (CO vs C250,
C250B, C500 y C500B) mostré que el IAC se vio favorecido (p < 0.05) por el uso de
Ae (C250, C500) y Ae + B (C250B, C500B) respecto a la infeccidén coccidial que no

recibe tratamiento (C0). Los contrastes | y Il no fueron significativos (p > 0.05).
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Cuadro 5. Peso vivo relativo (rPV), tasa de sobrevivencia (TS), total de lesiones intestinales (TLSM), valor de ooquistes por
gramo de heces (OPG) e indice anticoccidiano (IAC), de pollos de engorda Ross 308, de 21 dias edad, no desafiados (NC) o
desafiados (C) con Eimeria spp’, alimentados con una dieta maiz-soya suplementada con extracto encapsulado de Aliaceas (Ae;
0, 250, 500; g/t de alimento), butirato de sodio (B, 1000 g/t de alimento), o salinomicina (lon, 60 g/t de alimento)

Tratamientos Contrastes
Variable* NCO Co C250 | C250B | C500 | C500B | Clon | EEM? | Valorde | B [ 1* | WP
P Valor de P
PV % 100 80.7 84.3 | 83.6 82.2 83.2 83.7
TS % 99.1 98.4 98.8 | 99.3 98.2 98.4 98.6
TMLS *10 0 36 8 5 23 27 8
Valor OPG % 0.16 | 100 277 | 412 40.8 41.7 23.7
IAC 108.92 | 43.2° | 147.5% [ 136.7® | 116.6®* | 113.0° | 150.72 | 22.1 | 0.0006 | 0.37 | 0.001 [ 0.75

ab | jterales diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (P < 0.05).
1 Desafio con ooquistes esporulados de Eimeria acervulina 1x10°, E. maxima 2x10* y E. tenella 2x10%.
2EEM, error estandar de la media

Contrastes 31; Clon vs C250, C250B, C500 y C500B. “1l; CO vs. C250, C250B, C500 y C500B. ® Ill; C250 y C500 vs. C250B y C500B.
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¢ Morfologia intestinal
En el cuadro 6 se presentan los resultados correspondientes a la morfologia de
duodeno y yeyuno: longitud de vellosidades (V), profundidad de criptas (C) y la
relacion entre ambas (V/C), obtenidos los dias 21, 28 y 35 de edad. Mientras que el
cuadro 7 contiene las correlaciones p de Spearman que fueron detectadas entre la
morfologia intestinal y las variables GDP, CA, OPG y TMLS.

Al dia 21 se observaron diferencias significativas (p < 0.05), en donde la V en
duodeno fueron mas largas en NCO, Clon (1873 £ 44.71um) respecto a C250 (1430
1 81.94 um), lo que represento una reduccion del 23.6% en la longitud de las V. Por
el contrario, C fue menor (p < 0.05) en C250, NCO, CO, Clon (259.3 £ 5.21 um) que
en C250B, C500B, C500 (332.67 = 5.83 um). Asi, las mayores relaciones V/C fueron
para NCO, Clon (7.55 £ 0.23 um) respecto a los otros cinco grupos (5.16 £ 0.13 um).
Los resultados de los contrates mostraron: contraste |, que el tratamiento con
ionéforo (Clon) favorecidé (p < 0.05) una mayor V, menor C y mayor relaciéon V/C,
respecto al uso de Ae (C250, C500) y Ae + B (C250B, C500B); contraste Il, un efecto
(p < 0.05) del uso de Ae y Ae + B en la mayor C, y menor relaciéon V/C, en
comparacion con CO. Mientras que el contraste Ill mostré6 mayores (p <0.05)VyC
cuando se usa Ae + B (C250B, C500B) que cuando solo se usa Ae (C250, C500).
La V y la relacién V/C (cuadro 7) a los 21 dias estuvieron asociadas (p < 0.01)
positivamente con la GDP (0 — 21; 0 — 49) y negativamente (p < 0.05) con la CA
acumulada (0 — 49); también se observaron asociaciones negativas (p < 0.01) entre
los OPG y el TMLS, ambos a los 21 dias y la V al dia 21. En el mismo sentido, se

observo una asociacion (p < 0.05) negativa de las TMLS21 con la relacién V/C 21d.

En el caso del yeyuno a los 21 dias, NCO y C500B tuvieron mayor (p <0.05) V (1088
1+ 57.1 um) que CO, Clon, y C250 (767.67 £ 34.74 um). Las C fueron menores (p <
0.05) en NCO, Clon, y CO (183.57 £ 12.18 um) que en C250B, y C500B (256 + 10
um). Por lo tanto, la relacion V/C fue mayor (p <0.05) en NCO (6.0 £ 0.4 um) respecto
a C500B, C250B, C500, C250 (4.1 £ 0.13). Los resultados de los contrastes en el
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yeyuno mostraron que: en el contraste |, la V y la C se favorecieron (p < 0.05) con
el uso dietario de Ae y Ae + B, no asi la relacién V/C que fue mayor (p < 0.05) en el
grupo Clon. Mientras que en el contraste I, Ae y Ae + B tuvieron la tendencia (p <
0.1) a longitudes mayores de V, mayor (p < 0.05) valor de C, pero menor (p < 0.05)
relacion V/C respecto a C0. En cuanto al contraste lll, se encontraron mayores (p <
0.05) V y C cuando se usa Ae + B, respecto a cuando se uso6 unicamente el extracto
encapsulado de aliaceas (Ae). En el caso de la V en yeyuno al dia 21 (cuadro 7) se
observo relacion positiva (p < 0.05) con la GDP (0 —21), asi mismo, la V/C en yeyuno

tuvo también una relacion positiva (p < 0.01) con GDP (0 - 21 y 0 - 49).

Al dia 28, la V del duodeno fue mayor (p < 0.05) en NCO (1963 + 45.2 um) respecto
a C500B, C250, Clon, C500, CO (1641 £ 23.31|um); sin embargo, no hubo diferencia
entre NCO y C250B (1963 + 45.2 um vs.1763 + 71.4 um). En contraparte, la menor
(p < 0.05) C fue observada para NCO respecto a CO. Asi, la relacién V/C fue mayor
(p <0.05) en NCO (9 £ 0.47) en comparacion con el resto de los tratamientos (5.42
1 0.13). Allos 28 dias los contrastes | y Il no tuvieron diferencias significativas (p >
0.05), mientras que el contraste Il mostré que CO tuvo en duodeno una mayor (p <
0.05) C y menor relacion V/C respecto a pollos que recibieron el extracto de aliaceas
(Ae, C250, C500), y Ae con butirato de sodio (C250B, C500B). La V y la relacién
V/C alos 28 dias estuvieron asociadas (p < 0.05) positivamente con la GDP (0 — 21,
0 — 49). En tanto, TMLS 21 estuvo negativamente asociada (p < 0.05) con V;
mientras que OPG21 y TMLS21 se asociaron (p < 0.05) también negativamente con
V/C a los 28 dias (cuadro 7).

En yeyuno a los 28 dias de edad, V fue mayor (p < 0.05) en NCO (1093 £ 87.1 um)
respecto a CO (791 £ 57.3 um), los otros grupos no fueron diferentes entre ellos (p
> 0.05) ni con respecto a los dos grupos ya mencionados. La C no fue diferente (p
>0.05, 223.14 + 14 um) entre los grupos experimentales. La relacion V/C fue mayor
(p < 0.05) en NCO (6 + 0.29) respecto a los otros 6 grupos (4.05 £ 0.10). No hubo
diferencia significativa (p > 0.05) en ninguno de los tres contrastes planteados. El
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tamano de V del yeyuno estuvo asociado positivamente con la GDP (0 — 21, p <
0.05); la V/C se relacion6 también en sentido positivo (p < 0.01) con la GDP (0 — 21,
0 — 49). En Tanto OPG como TMLS a los 21 dias se asociaron (p < 0.05)

negativamente con V y la relacién V/C observadas en yeyuno a los 28 dias.

En el mismo sentido que los resultados de la morfologia observada a los 21y 28 d,
al dia 35, se observaron efectos de los tratamientos en V, C y V/C. En el caso de
las V del duodeno, NCO tuvo la mayor (p < 0.05) longitud (2030 + 95.3 um) en
comparacioén con C0, C500, C250B, C250 (1689.25 £ 26.9 um); mientras que C500B
y Clon no fueron diferentes (p > 0.05) de ningun otro tratamiento. La diferencia (p <
0.05) en la C se establecio entre NCO y CO (299 £ 10.3 um) en comparacién de
C250 y C500 (228.5 £ 9.3 um). De esta manera, la relacién V/C fue mayor (p < 0.05)
en C500 (8.1 £ 0.33 um) que en CO (6.1 = 0.25). Los otros grupos no fueron
diferentes (p > 0.05) entre si, ni en comparacién con C500 y CO. A los 35 dias el
contraste | no mostré diferencias estadisticas (p > 0.05), mientras que el contraste
Il mostré el mismo comportamiento que lo observado a los 28 dias, es decir que el
grupo CO0 tuvo en duodeno mayor (p < 0.05) C y menor relacién V/C en comparacion
con los grupos de Ae (C250, C500), y Ae + B (C250B, C500B). En cuanto al
contraste lll, los grupos Ae (C250, C500), tuvieron menor (p <0.05) C y una
tendencia a mayor (p = 0.06) relacién V/C respecto a los grupos con Ae + B (C2508B,
C500B). La V del duodeno (cuadro 7) a los 35 dias se asocio positivamente (p <
0.05) con la GDP (0-21, 0-49).

Los efectos de los tratamientos en la morfologia del yeyuno a los 35 dias, sélo se
mostro en las C, que fueron mas profundas en C250B (247 £ 8.0 um) respecto a
CO0, C500B (185 + 9.6 um). Los contrastes no mostraron diferencias significativas (p
> 0.05) para los grupos contrastados, en lo referente a los resultados del yeyuno;

tampoco se asocié (p > 0.05) con las otras variables en estudio.
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Cuadro 6. Longitud de vellosidades (V; um), profundidad de criptas (C; um), y relacién V/C en pollos de engorda Ross 308, no

desafiados (NC) o desafiados (C) con Eimeria spp', alimentados con una dieta maiz-soya suplementada con extracto

encapsulado de Aliaceas (Ae; 0, 250, 500; g/t de alimento), butirato de sodio (B; 1000 g/t de alimento), o salinomicina (lon; 60
/t de alimento)

Tratamientos Contrastes
Dias | item NCO0 (o1} C250 C250B C500 C500B Clon EEM? | Valor de K | |y | s
P Valor de P
Duodeno
21 \'} 19552 1462°bc 1430¢ 1660¢bc 1444bc | 1502°bc 1719ab 66 0.0001 0.006 | 0.53 0.034
C 262b 254b 278 3372 3262 3352 243b 10 0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.001
VIC 7.92 5.8b 5.3bc 5.2bc 4.7¢° 4.7¢° 7.23 0.26 | 0.0001 0.0001 | 0.003 | 0.82
28 \'} 19632 1599b 1683P 17632b 1613b 1685°P 1625b 49 0.0001 0.27 0.12 0.13
C 218¢ 3712 308P 338ab 32620 319ab 309P 13 0.0001 0.34 0.001 0.37
VIC 9.02 4.4 5.8b 5.6° 5.4 5.6P 5.7 0.33 | 0.0001 0.85 0.002 | 0.98
35 \'} 20302 1719b 1625b 1698P 1715b 184032b 17862b 65 0.002 0.37 0.99 0.13
C 3052 2932 234b 2593ab 223b 2602P 26582b 13 0.0002 0.14 0.0009 | 0.02
VIC 7.2@b 6.10 7.52b 6.82b 8.12 7.52b 7.32> | 0.34 | 0.006 0.68 0.0008 | 0.06
Yeyuno
21 \") 11142 807° 743b 9662> 9112 | 10622 7530 56 0.0001 0.009 | 0.07 0.0013
C 192¢ 177¢ 199bc 2652 2402b 2472 180¢ 10 0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.0007
VIC 6.02 4 .8ab 3.9b 4.00 4.00 4.5b 4,92 | 0.29 | 0.0001 0.01 0.03 0.32
28 \'J 10932 791P 914ab 10202> 854ab 8172b 8162p 69 0.02 0.31 0.16 0.62
C 192 233 224 246 245 209 213 14 0.06 0.23 0.87 0.61
VIC 6.02 3.7 4.4 4.4 3.7° 4.1 4.0b 0.24 | 0.0001 0.70 0.08 0.39
35 \'J 872 870 918 1089 836 867 895 73 0.26 0.69 0.48 0.17
C 23032b 187° 1992b 2472 193ab 183p 19623b 14 0.01 0.55 0.22 0.17
VIC 3.9 4.9 4.8 4.6 4.6 4.9 4.8 0.28 | 0.23 0.81 0.68 0.92

abe | jterales diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05).

' Desafio con ooquistes esporulados de Eimeria acervulina 1x10°, E. maxima 2x10* y E. tenella 2x10*

2 EEM, error estandar de la media.
Contrastes: 3[; Clon vs C250, C250B, C500 y C500B. #1I; CO vs 250, C500, C250B y C500B. ®Ill; C250 y C500 vs C250B y C500B
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Cuadro 7. Correlaciones p de Spearman de ganancia de peso (GDP), conversién
alimenticia (CA), ooquistes por gramo de heces (OPG), total de lesiones intestinales
(TMLS), longitud de vellosidades (V), y profundidad de criptas intestinales (C) de duodeno
(D) y yeyuno (Y), relacién V/C, a diferentes dias (21, 28, 35) de edad de pollos de engorda
Ross 308, sin o con desafio con Eimeria spp' alimentados con una dieta maiz-soya y
suplementada con extracto encapsulado de Alidceas? y/o butirato de sodio®, o salinomicina*

Duodeno Yeyuno

21 28 35 21 28
item v vIC v vIC v v vIC v viC
GDP0-21 | 0.47*** | 0.49*** | 0.47** | 0.68*** | 0.42** | 0.25* 0.43** | 0.33** | 0.60***
GDP0-49 | 0.30* | 0.39** | 0.29* 0.42*** | 0.26* 0.32** 0.36**
CA0-49 -0.25* | -0.25*
OPG21 -0.30** -0.29* -0.28* | -0.29**
TMLS21 -0.37** | -0.26* | -0.24* | -0.41** -0.33** | -0.38**

*P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.0001

" Ooquistes esporulados de Eimeria acervulina 1x10%, E. maxima 2x10%y E. tenella 2x10*
2 Extracto encapsulado de Aliaceas (250, 500 g/t de alimento)

3 Butirato de sodio (1000 g/t de alimento)

4 Salinomicina (60 g/t de alimento)
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e Xantofilas en plasma sanguineo
En el cuadro 8 se aprecian las concentraciones de xantofilas en plasma sanguineo.
Estas fueron diferentes (p < 0.05) los dias 21 y 28, lo que es congruente con los
resultados de las variables anteriores. A los 21 dias, la mayor (p < 0.05)
concentracion se obtuvo en el NCO respecto a los otros 6 tratamientos. Mientras
que a los 28 dias la mayor (p < 0.05) concentracion de xantofilas la presento el
grupo que recibio salinomicina (Clon). Alos 35 y 49 dias no existieron diferencias (p

> 0.05) entre tratamientos en las concentraciones de xantofilas en plasma.

En el primero de los contrastes (cuadro 8) estudiados (l) se pudo apreciar al dia 21
(9 d p. i.), los tratamientos con Ae tuvieron mayores (p < 0.05) concentraciones de
xantofilas que el grupo Clon. Condicién que se revertié a los 28 d cuando Clon tuvo
mayor concentracion (p < 0.05) de xantofilas en comparacién de los tratamientos
con Ae (C250y C500) y Ae + B (C250B y C500B), tendencia (P = 0.07) que persistid
a los 35 dias. En el contraste Il se observa que los pollos que recibieron Ae y Ae +
B tuvieron mayores (p < 0.05) concentraciones de xantofilas en plasma los dias 21,
28 y 49 en comparacion con CO. El contraste Il encontré a los 21 dias una tendencia
(p = 0.09) a favor de los tratamientos con butirato (C250B, C500B) en las
concentraciones plasmaticas de xantofilas respecto a los que sélo usaron Ae (C250,
C500); no se encontraron diferencias (p > 0.05) en los otros dias (28, 35, y 49) de

estudio.

A los 21 dias, se observaron asociaciones positivas (p < 0.001) entre la V del
duodeno y yeyuno (rho = 0.39 0.42, respectivamente) y de la relacién V/C (rho =
0.36, 0.48 respectivamente) con las concentraciones de xantofilas en plasma. Por
otra parte, existieron relaciones positivas (p < 0.001) entre la V del yeyuno (21 d,
0.30) y del duodeno (28 d, 0.30) con las concentraciones plasmaticas de xantofilas
al dia 49.
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Cuadro 8. Concentracién plasmatica de xantofilas (ug/ml) en pollos de engorda Ross 308, no desafiados (NC) o desafiados (C)
con Eimeria spp', alimentados con una dieta maiz-soya suplementada con extracto encapsulado de Aliaceas (Ae; 0, 250, 500;
g/t de alimento), butirato de sodio (B; 1000 g/t de alimento), o salinomicina (lon; 60 g/t de alimento)

Tratamiento Contrastes
Dias NCO Co C250 C250B | C500 | C500B Clon EEM? Valor I3 I ne
de P
Valor de P

21 0.182 | 0.03% | 0.03% | 0.04« 0.06* | 0.08° 0.02¢ 0.01 | <0.001 0.0004 | 0.01 0.09

28 3.82° 1.69° | 2.52%d | 2.95Pd | 348 | 2.35% 5.99% 0.26 | <0.001 0.0001 | 0.0001 | 0.18

35 5.52 4.82 5.54 5.71 5.05 4.88 6.15 0.42 0.25 0.07 0.32 0.99

49 4.37 3.56 4.52 5.33 4.70 4.17 4.09 0.44 0.17 0.24 0.03 0.76
abed | jterales diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05).

" Desafio con ooquistes esporulados de Eimeria acervulina 1x10°, E. maxima 2x10* y E. tenella 2x10*

2 EEM, error estandar de la media

Contrastes: 31; Clon vs C250, C250B, C500 y C500B. #1I; CO vs 250, C500, C250B y C500B. ®Ill; C250 y C500 vs C250B y C500B
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e Amarillamiento de la piel de pollo vivo y canal fria
Los resultados del amarillamiento (b*) en el pollo vivo, en la canal fria (CF) y la
diferencia (Ab*) entre los dias 49 y 21 se muestran en el cuadro 9. A los 21 dias de
edad el NCO present6 el menor (p < 0.001) amarillamiento de la piel en comparacion
con los otros seis tratamientos. Sin embargo, esta condicidn se revirtié una vez que
se adicion6 el pigmento a la dieta, a los 28 dias cuando Clon y NCO tuvieron el
mayor valor de b* (p <0.05, 4.16 £ 0.35) respecto a los otros tratamientos (1.57 +
0.22). El grupo que establecié diferencias del valor de b* respecto a otro(s)
tratamiento(s) fue el que recibid la salinomicina (Clon); esto se observé en los dias
35 (Clon > NCO, C500B, C0, C500), 42 (Clon > NCO) y 49d (Clon > C500B). En
cuanto al amarillamiento de la CF se mostré una tendencia (P = 0.08) entre los
grupos experimentales, siendo Clon el de mayor valor (19.89 * 1.27). La diferencia
de amarillamiento entre el dia 49 y 21 (A21-49d) mostr6é que tanto en NCO como
Clon fue mayor (12.04 £ 0.42, p < 0.01) en comparacion con C250 y CO (9.49 +

0.44). Los otros grupos no fueron diferentes (p <0.05) respecto a los mencionados.

Los resultados de los contrastes estudiados muestran diferencias en el
amarillamiento de la piel; el contraste | mostré6 que Clon tuvo mayor (p < 0.05)
pigmentacién los dias 28, 35, 42 y 49, en comparacién con los grupos Ae (C250,
C500) y Ae + B (C250B, C500B). Este resultado se observo también en Ab*21-49d
(p <0.01)y en CF (p <0.05). En el caso del contraste I, la piel de los pollos de los
grupos Ae (C250, C500) y Ae + B (C250B, C500B) tuvo mayor (p < 0.05) valor de
b* a los 28 dias en comparacién con CO. El butirato no mejoro (p > 0.05) las variables

relacionadas con la pigmentacion (Contraste lll).

Variables relacionadas con la infeccién con Eimeria spp. como TMLS21 estuvieron
asociadas negativamente (p < 0.05) con Ab* (-0.27) y CFb* (-0.25); mientras que
TMLS28 se asocié de la misma manera con CFb* (p < 0.05, -0.26). Por otra parte,
la relacién V/C observada en el duodeno a los 21 y 28 d se asociaron positivamente

(p < 0.05; 0.24 y 0.27, respectivamente) con Ab*. Esta variable estuvo también
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asociada de manera positiva a las V y la relaciéon V/C del yeyuno observadas al dia
21 (p < 0.05; 0.29, 0.26, respectivamente). Al dia 28, se detectdé la asociaciéon

positiva de la V en el yeyuno y la CFb* (p < 0.001, 0.31).
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Cuadro 9. Amarillamiento y diferencial de amarillamiento (Ab*) cutaneo en vivo a diferentes dias (d) y en la canal fria (CF) de
pollos de engorda Ross 308, no desafiados (NC) o desafiados (C) con Eimeria spp', alimentados con una dieta maiz-soya
suplementada con extracto encapsulado de Aliaceas (Ae; 0, 250, 500; g/t de alimento), butirato de sodio (B; 1000 g/t de alimento),
o salinomicina (lon; 60 g/t de alimento)

] Tratamientos Contrastes
Item NCO Co C250 C250B C500 C500B Clon EEM? | Valor de I3 | |y | ns

P Valor de P
21d -2.49b -0.482 -0.552 -0.972 -0.982 -1.14a -1.192 0.31 0.0006 0.42 0.22 0.68
28d 3.842 0.28¢ 2.08° 1.69bc 1.91P 1.63bc 4. 472 0.35 <0.0001 <0.0001 <0.0001 | 0.37
35d 5.25° 4.31b 5.75% 5.472 4,12 4.36° 7.142 0.44 <0.0001 <0.0001 0.21 0.96
42 d 7.61° 8.12ab 8.28ab 9.34ab 9.12ab 8.92ab 10.392 0.53 0.01 0.02 0.19 0.42
49d 9.392p 8.872 9.072° 9.72ab 9.52ab 8.72° 10.872 0.46 0.04 0.003 0.46 0.86
Ab*21d-49d | 12.042 9.35P 9.62° 10.682> | 10.662° 9.702b 12.032 0.56 0.002 0.004 0.19 0.93
CF 17.86 15.62 17.02 17.62 16.96 15.04 19.89 1.13 0.08 0.01 0.41 0.56

ab | jterales diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05).
1 Desafio con ooquistes esporulados de Eimeria acervulina 1x10°, E. maxima 2x10* y E. tenella 2x10*
2 EEM, error estandar de la media.
Contrastes: 31; Clon vs C250, C250B, C500 y C500B. #1I; CO vs 250, C500, C250B y C500B. ®Ill; C250 y C500 vs C250B y C500B
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> Discusion.

Las coccidias afectan la salud intestinal ya que destruyen el epitelio y las
vellosidades intestinales, provocando malabsorcion y en consecuencia reduccion
de la productividad (Liu y col., 2018). En este estudio, los dias 21 y 28 se observaron
correlaciones positivas entre los OPG, el TMLS y la CA; mientras que las
correlaciones fueron negativas de las variables OPG y TMLS cuando se
contrastaron con V, V/C intestinales, y la GDP. Estas correlaciones confirman el
efecto negativo de las coccidias en la salud intestinal y la productividad de las aves.
Aunado a esto, se observaron correlaciones positivas entre la GDP con Vy V/C en
duodeno y yeyuno, lo que apunta a la importancia de la salud intestinal en la
produccion animal. Lo que se confirma por los resultados obtenidos para el grupo
NCO que mostré la mejor produccidén, morfologia intestinal y pigmentacién, sobre
todo en comparacién con CO, lo cual es un indicador del éxito de la infeccién
experimental. Se han reportado resultados acordes con los de este estudio
(Holdsworth y col., 2004; Ritzi y col., 2014; Stefanello y col., 2019; Villar-Patifio y
col., 2023) para aves infectadas experimentalmente con Eimeria spp. Es importante
mencionar que, no siempre se han obtenido estas correlaciones en infecciones
coccidiales (Ringenier y col., 2021) en el pollo de engorda; lo que se ha explicado
por la capacidad del ave de hacer frente a un cierto nivel de dafo intestinal antes
de que influya en el rendimiento general. Conway y col. (1990) concluyeron que las
asociaciones entre GDP, CA, OPG y LS, dependen del tipo de Eimeria, y del uso o
no de anticoccidianos. Los resultados obtenidos de la mayor excrecién de OPG al
dia 9 p.i. y su disminucion gradual en los dias 28 y 35 son consistentes con lo
observado por Villar Patifio y col. (2023). La reduccién de OPG con el tiempo se
debe a que el huésped monta una respuesta inmune mediada por células para

combatir los parasitos (Laurent y col., 2001).
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En lo referente al indice anticoccidiano calculado en este trabajo, fue mejorado por
el uso de Ae en especial con la dosis 250 g/t y también con el uso de Clon en
comparacion con el grupo CO, lo que es congruente con los resultados de Villar-
Patifio y col. (2023) quienes incorporaron 500 o 750 g de un extracto encapsulado
de aliaceas por tonelada de alimento, lo que mejord IAC en pollos de engorda
infectados experimentalmente con Eimeria spp. Otros investigadores han obtenido
efectos positivos en el IAC usando mezclas de extractos vegetales entre ellos el de
Allium sativum (Pop y col., 2019). El uso de butirato de sodio (B) no afect6 al IAC
coincidiendo con los resultados de Barbosa (2020) quien tampoco encontré efecto

beneficioso del B en los OPG y LS en pollos de engorda desafiados con Eimeria

spp.

Cabe senalar que los resultados de TMLS del grupo receptor de salinomicina (Clon),
no fueron diferentes de control no desafiado (NCO) y si del control desafiado (CO).
Aunque, se ha consignado el efecto beneficioso de los ionéforos en pruebas de
desafio con Eimeria spp. (Danforth y col., 1977; McDougald y col., 1981; Bozkurt y
col., 2016; Nabian y col., 2018; Moraes y col., 2019), también se ha documentado
la induccion de resistencia de grado variable por parte de la Eimeria spp. (Jeffers,
1974; Chapman, 1989; Abbas y col.,, 2011; Mesa-Pineda y col., 2021), lo que

provoca un efecto perjudicial en el rendimiento productivo.

Los resultados de este estudio indican la posibilidad de usar el extracto encapsulado
de aliaceas (Ae) como estrategia de control de la coccidiosis como alternativa al uso
de salinomicina, sin menoscabo de la productividad. A este respecto, cabe sefalar
que el tratamiento C250 fue el mas constante en no manifestar diferencias (p > 0.05)
respecto al control sin desafio (NCO) y su mejor respuesta al desafio en
comparacion de CO (p < 0.05). Se han demostrado los efectos de la suplementacién
dietética con Allium spp. y sus metabolitos secundarios en la produccion y la salud
de las aves. En este estudio, a los 9 d p.i., los grupos C250 y C250B mostraron un
efecto positivo al mejorar la conversién del alimento (CA) respecto al CO y al Clon.

Peinado y col. (2012) usaron 45 y 90 mg PTSO/kg de dieta, lo que mejoré la GDP y
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la CA; Brzdska y col. (2015) observaron una mejora del peso del pollo de engorda
en respuesta al uso dietario de extracto liquido de ajo; mientras que Kothari y col.
(2019) mostraron que el extracto de Allium spp. en la dieta mejord el crecimiento, el
rendimiento, el metabolismo lipidico, el ecosistema intestinal y la respuesta inmune,
especialmente cuando las aves se encontraban bajo estrés. Por otra parte, incluir
15 g de ajo/kg de alimento (Ali y col., 2019) o 10 g de ajo en polvo/L de agua (EI-
Khtam y col., 2014) disminuyeron los OPG de Eimeria spp. respecto al control
positivo; pero, en menor magnitud respecto a los pollos que recibieron amprolio. El
efecto anticoccidiano del extracto de ajo, de sus derivados o de sus combinaciones
con otros derivados vegetales (EI-Khtam y col., 2014; Ali y col.; 2019; Sidiropoulou
y col., 2020) o con aminoacidos azufrados (Pourali y col., 2014) ha sido reportado.
En cuanto al uso del PTSO, Kim y col. (2013b) demostraron que la alimentacion con
6.7 y 3.3 mg de PTSO y PTS, respectivamente por kg de alimento redujo la
excrecion de ooquistes de E. acervulina en comparacion con un grupo control

desafiado.

Algunos estudios (Ur Rhaman y col., 2017; Kumar y col., 2022) reportaron los
efectos beneficiosos del género Allium en el desempefio productivo y en la salud
intestinal. Kumar y col. (2022) reportaron el efecto potencial de una tintura de ajo
con eugenol en el mejoramiento del desempefio productivo y la salud intestinal en
relacion con la disminucion de la enteritis necrética; Ur Rhaman y col. (2017) usaron
2.5 kg de Allium cepalt de alimento para pollos de engorda, observando mayor
longitud y amplitud de las vellosidades intestinales y mayor profundidad de las
criptas. La integridad de la mucosa intestinal debe preservarse para que la
utilizacién del alimento sea eficiente (McCaffrey y col., 2021). La renovaciéon del
epitelio intestinal es un proceso dinamico de proliferacion y maduracion celular en
las criptas intestinales, seguido de la migracion celular hacia la punta de las
vellosidades, finalizando en una apoptosis 0 muerte celular (Jeurissen y col., 2002).
La disminucion de la altura de las vellosidades se asocia con una superficie de

absorcién reducida; mientras que la mayor profundidad de las criptas se asocia con
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la rapida proliferacion celular necesaria para la elevada tasa de renovacion del
epitelio de las vellosidades intestinales (Choct, 2009); un valor mayor de la relacion
V/C es un indicador de una mucosa intestinal saludable y bien diferenciada. En este
estudio el desafio a las aves de engorda con Eimeria spp. provoco una reduccion
(del 15 al 28 %) en la altura de las vellosidades duodenales y yeyunales a los 21,
28y 35d (9, 16 y 23 d p.i.). La diferencia mas importante se observé al dia 21 (9 d
p.i.) entre el grupo NCO y los grupos CO y C250, coincidiendo con lo reportado por
otros investigadores (Fernando y McCraw, 1973; Castro y col., 2020). Cabe sehalar
que las aves que recibieron salinomicina (Clon) mostraron resultados 9 d p.i., de V
y V/C, similares a NCO (p > 0.05) y superiores (p < 0.05) a los otros grupos
experimentales. En cuanto al uso de Ae o de Ae + B, hubo un efecto en la morfologia
duodenal favoreciendo la relacion V/C a los 28 y 35 d con respecto a CO (p < 0.05).
El hecho de que los resultados de la morfologia intestinal fueran diferentes entre los
grupos Ae vs. AeB, muestra la estimulacion del butirato de sodio en la longitud de
las vellosidades y profundidad de las criptas duodenales y yeyunales; lo que esta
reportado como uno de los efectos beneficiosos del butirato de sodio en la salud
intestinal (Hu y Guo, 2007; Smulikowska y col., 2009; Pardo y col., 2014; Wu y col.,
2018; Elnesr y col., 2020; Upadhaya y col., 2020). Algunos trabajos de investigacion
(Oladele y col., 2012; Ur Rahman y col., 2017) usaron dietas con la inclusion de
compuestos de Allium spp. en pollos de engorda sanos, observando incrementos
en el largo y ancho de las vellosidades intestinales, asi como una mayor superficie;
lo que resulta en una mayor absorcion de nutrientes; mientras que, Peinado y col.

(2012) lo observaron en pollos afectados con enteropatégenos.

En cuanto a los resultados de los pigmentos y la pigmentacién cutanea, esta bien
establecido que el uso de xantdfilas en la alimentacion avicola puede garantizar el
amarillamiento adecuado de la piel (Mufoz-Diaz y col.,, 2012). Como ya fue
discutido, la eimeriosis disminuye la superficie intestinal; ademas, la absorcién del
carotenoide se afecta, lo que tiene como consecuencia la deficiente pigmentacion

de la piel del ave (Bletner y col., 1966; Allen, 1987). En este estudio, a los 28 d, el
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grupo Clon presentd la mayor concentraciéon plasmatica de xantofilas respecto a los
demas tratamientos. Estos resultados fueron concordantes con lo observado en el
amarillamiento de la piel (b*), donde el grupo Clon mostré el mayor valor de manera

consistente.

» Conclusiones.

Con los resultados obtenidos en este estudio, es razonable proponer al Ae, como
una alternativa eficaz en el control de la coccidiosis del pollo de engorda, al tener
un nivel anticoccidiano competitivo con los ionéforos (salinomicina). Su uso junto al
butirato de sodio (B) promoveria la altura de vellosidades y la relacion
vellosidad/cripta favoreciendo la salud intestinal, y con ello mejorar el crecimiento,
la eficiencia en la utilizacién del alimento y mantener la pigmentacion cutanea. Sin
embargo, es importante llevar a cabo estudios mas amplios para establecer la dosis
optima de uso. Ademas, para entender los mecanismos de accion del Ae sobre
Eimeria spp., y los tejidos intestinales; asi como, su efecto en la salud intestinal,
respuesta inmune, el rendimiento productivo del ave, asi como la posible interaccion
con los nutrimentos, aditivos (p. €j., fitoquimicos, acidificantes, etc.) y vacunas

contra la coccidia.
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7. SINOPSIS

El uso de anticoccidianos ionoforos y sintéticos, es a la fecha, el principal método
de control de la coccidiosis (Tewari y Maharana, 2011), que es la parasitosis de
mayor impacto economico en la avicultura. Sin embargo, existe una preocupacion
global por la resistencia desarrollada ante estos farmacos (Chapman, 2014). Esta
situacion ha incrementado el interés en el desarrollo de productos naturales con
funcién anticoccidiana que puedan ser anadidos a las dietas (Osho y col., 2019). Se
ha demostrado que los extractos o sustancias activas de plantas llamados
fitoquimicos, como el ajo, la canela (Lee y col., 2011), o la mezcla de tomillo,

orégano y ajo (Pop y col., 2019) tienen actividad antiparasitaria.

Este proyecto de investigacion utilizé un extracto encapsulado de aliaceas (Ae), que
fue valorado por su contenido de propilpropano tiosulfonato (PTSO), consté de tres
estudios; el primero de ellos “Efecto del propilpropano tiosulfonato encapsulado en
la digestibilidad ileal aparente y el comportamiento productivo en pollos de engorda”
hizo alusién directa al PTSO por ser el metabolito mayoritario y cuantificado en Ae.
Es importante sefialar que en el experimento 1 se usé el Ae en pollos sanos. En los
experimentos 2 (Efecto de un extracto encapsulado de Aliaceas en el desempefio
productivo, salud y microbiota intestinales en pollos de engorda desafiados con
Eimeria spp.) y 3 (Efecto de un extracto encapsulado de Aliaceas y de butirato de
sodio en el desemperio productivo, salud intestinal y pigmentacion de pollos
infectados con Eimeria spp.) se optd por consignar al Ae en lugar de sélo al PTSO
como responsable de los efectos observados en las variables estudiadas en cada
uno. La finalidad de estos trabajos fue estudiar el efecto del Ae en: la digestibilidad
de los nutrientes (experimento 1), su actividad anticoccidiana, su efecto contra la
severidad de la infeccidon (experimentos 2 y 3), en la microbiota intestinal
(experimento 2), y pigmentacion cutanea (experimento 3). En el experimento 3, se
incluy6 también butirato de sodio (B) por su conocido efecto positivo en la salud

intestinal.
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8. DISCUSION GENERAL

En el experimento 1 se observd el beneficio del uso dietario de un extracto
encapsulado de aliaceas, principalmente de la dosis de 250 g de Ae/ t de alimento,
en la digestibilidad de aminoacidos, que son componentes cruciales para realizar
funciones fisiologicas, metabdlicas y estructurales (Ullah y col., 2016). Brzoska y
col. (2015) alimentaron a pollos de engorda afadiendo un extracto de Allium sativum
en la dieta, lo que aumento el contenido de proteinas en los musculos pectorales;
los investigadores sugirieron que el A. sativum mejoré la digestibilidad y absorcion
de los aminoacidos. También en el experimento 1, la digestibilidad de la energia se
incrementd 4 % (0.15 Mcal/kg) lo que concuerda con los resultados de Peinado y
col. (2013) quienes observaron en pollos de engorda, un incremento de 3.8 % en la
digestibilidad de la energia de la dieta suplementada con 90 mg de PTSO/kg; los
autores sugirieron que este resultado se relacionaba con el efecto del compuesto
en el mejoramiento de la estructura intestinal. De la misma manera, en el
experimento 1, la digestibilidad del fosforo (P) tendié a mejorar con el uso de 250 g
Aelt de alimento; la digestibilidad de este elemento debe evaluarse para reducir al
maximo su excrecion fecal, dado que ésta en conjunto con la excrecion de nitrégeno
causa el fendmeno de eutrofizacidon de rios, lagos y océanos (Pefiuelas y Sardans,
2022); el P debe conservarse porque es un costoso recurso natural no renovable,
indispensable para la produccion agropecuaria. La mejoria en la digestibilidad de
los aminoacidos y de la energia observadas en el experimento 1, pudiera explicarse
por un efecto en la modulacién de la microbiota (experimento 2) y en la morfologia
intestinal (experimento 3); estas hipotesis deberan comprobarse en estudios

futuros.

Se ha reportado (Aarti y Khusro, 2020; Kairalla y col., 2022) que el ajo (Allium
sativum) incluido en la dieta de pollos de engorda mejor6 la conversion de alimento;
mientras que, sus metabolitos secundarios tuvieron efectos positivos en el

rendimiento productivo y la salud animal (Sorlozano-Puerto y col., 2018; Batiha y
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col., 2020, Subramanian y col., 2020). Brzéska y col. (2015) utilizaron en dietas para
pollos de engorda un extracto liquido de ajo que mejoré el peso vivo. Kothari y col.
(2019) alimentaron aves con dietas que contenian extractos de Allium spp. lo que
mejoro el crecimiento, la productividad, el metabolismo lipidico y el ecosistema
intestinal, asi como la respuesta inmune, especialmente bajo estrés. Estos
resultados demostraron los efectos beneficiosos de extractos completos de ajo en
la produccion y metabolismo del pollo de engorda. En el experimento 2 de este
proyecto de investigacion, la dosis de 750 g Ae/t de alimento mostré diferencias (p
< 0.05) en los resultados de CA respecto al grupo control que no recibidé Ae en los
periodos de finalizacion (22 - 49 d) y acumulado (01 - 49 d). También existié en este
mismo periodo una tendencia lineal a incrementar GDP y mejorar CA conforme se

incrementaba la dosis de Ae en la dieta (p < 0.05).

Asi como se ha demostrado que los extractos de ajo pueden ser beneficiosos en la
productividad del pollo de engorda; también se han demostrado (Peinado y col.,
2012; Kim y col., 2013b; Putnik y col., 2019) los efectos positivos de sus metabolitos
secundarios en el crecimiento, tal es el caso del compuesto azufrado, propil propano
tiosulfonato (PTSO) producido por el género Allium que en la ultima década ha sido
estudiado por sus efectos anticoccidianos (Ruiz y col., 2010; Peinado y col., 2012;
Kim y col., 2013b; Peinado y col., 2013).

Es importante mencionar que existen discrepancias en algunas investigaciones
para aceptar la utilidad del Allium spp o sus derivados en la salud del pollo de
engorda, ya que la mejora en las variables relacionadas con la produccion como la
ganancia de peso, el consumo de alimento y la conversion de alimento (Dey y
Samanta, 1993; Javandel F., 2008; Choi y col., 2010) no ha sido constante en todos
los estudios. Lo anterior lo explican Ruiz y col. (2010) al argumentar que la
variabilidad en los resultados del rendimiento productivo, podria atribuirse a la falta
de caracterizacion de los compuestos activos quimicamente estables de los

productos, ya que no todas las plantas, ni todas sus partes tienen la misma
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concentracion de sustancias activas, ni todos los procesos de extraccion y
procedimientos industriales afectan de la misma manera la estabilidad de los

principios activos.

En los estudios 2 y 3, el desafio con Eimeria spp. afectdé negativamente las variables
productivas (GDP, CDAy CA), lo que fue mas importante en la fase de iniciacion (21
d, 9 d p. i.), coincidiendo con el ciclo parasitario. Estos resultados concuerdan con
lo reportado en otras investigaciones con aves infectadas experimentalmente con
Eimeria spp. (Ritzi y col., 2014; Holdsworth y col., 2004; Osho y Adeola, 2019;
Stefanello y col., 2019). En nuestros experimentos realizados se observé que el uso
de tratamientos anticoccidianos convencionales (grupos Clon) contrarrestd los
efectos negativos causados por la eimeriosis; sin embargo, los resultados
observados de los grupos Clon para algunas de las variables de respuesta no fue
diferente (p > 0.05) de los obtenidos para grupos que recibieron el extracto
encapsulado de aliaceas (Ae) y/o los grupos que recibieron Ae con butirato de sodio
(B, estudiado en el experimento 3). La inclusién del Ae impactd positivamente las
variables productivas (GDP y CA) de los pollos de engorda en los resultados de los
tres estudios realizados, en comparacion con los grupos que no lo recibieron,
estableciéndose el contraste principalmente contra los grupos designados como

controles desafiados (aves desafiadas con Eimeria spp., sin tratamiento alguno).

Las variables de produccién como la GDP y la CA son buenos indicadores para
evaluar el impacto de la infeccion y la efectividad de los farmacos anticoccidianos;
pero, también los ooquistes por gramo de heces (OPG) y las lesiones intestinales
(LS) son considerados indicadores complementarios (Chasser y col., 2020). En los
experimentos 2 y 3, el valor mas importante de OPG fue observado a los 21 dias (9
d p. i.) que fue disminuyendo, hasta ser indetectable a los 35 dias de edad, tal como
lo mencionan EI-Shazly y col. (2020). Este comportamiento es similar al observado
con la administracion de iondforos (Yun y col., 2000), lo que sugiere que el ave

monta una respuesta celular inmune para combatir los parasitos (Laurent y col.,

106



2001). En los mismos experimentos (2 y 3), las aves desafiadas (C) con Eimeria
spp. excretaron mas OPG, tuvieron mayor LS; en el experimento 3, las aves de los
grupos C tuvieron menor longitud de vellosidades, menor relacién vellosidad/cripta,
menor concentracion de xantofilas en plasma y menor valor de pigmentacion
cutdnea que las aves no desafiadas (NC). Lo anterior indica que en los

experimentos 2 y 3 el procedimiento de desafio fue efectivo.

En los experimentos 2 y 3 el uso de Ae no mostré diferencias en OPG respecto a
Clon sobre todo en lo referente a E. acervulina y en el total de OPG. Es importante
mencionar estudios (Elkhtam y col., 2014; Waqas y col., 2018) que concuerdan con
el efecto del uso dietario de Allium (extractos o derivados activos) en la disminucion
de OPG en pollos de engorda desafiados con Eimeria spp.; por ejemplo, Kim y col.
(2013b) quienes usaron PTSO y PTS (6.7 y 3.3, g/t de alimento, respectivamente),

o Sidiropoulou y col. (2020) que utilizaron aceite esencial de ajo.

La asociacion directa entre LS y OPG observada en los experimentos 2 y 3, ya habia
sido reportada por Elkhtam y col. (2014); en tanto la inversa entre LS y GDP, o
directa con la CA, observadas a los 21 y 28 dias de edad fueron reportadas para
aves infectadas con E. acervulina previamente por Reid y Johnson (1970)
principalmente una semana después del desafio. Conway y col. (1990) concluyeron
que la correlacién entre OPG, LS, GDP y CA depende del tipo de Eimeria, y el uso
0 no de anticoccidianos; estas correlaciones no siempre se detectan, posiblemente
porque los pollos de engorda son capaces de hacer frente a un cierto nivel de dafo

intestinal antes de que influya en el rendimiento general (Ringenier y col., 2021).

El indice anticoccidiano quizas es una de las mejores variables para poder evaluar
la efectividad de un producto contra la eimeriosis, ya que considera para su calculo
la mayoria de las variables explicadas hasta el momento, el peso ganado, la OPG,
la TMLS, ademas de la tasa de sobrevivencia (Wang y col., 2021). En los

experimentos 2 y 3 de este estudio se encontré que Clon y Ae tienen un indice
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elevado lo que indica que son métodos adecuados para controlar la infeccion por

Eimeria spp.

Como ya se mencion0, la mejora en la digestibilidad de nutrientes por el uso del Ae
observada en el experimento 1 puede explicarse por los efectos del extracto en la
microbiota digestiva; ya que la presencia de una microbiota intestinal saludable y
funcional es esencial para el desempefio y la salud de las aves de corral (Aruwa y
col., 2021). Hay estudios (Beam y col., 2021; Vezza y col., 2021) que demuestran el
efecto modulador de la composicién de la dieta en la microbiota intestinal; aunque,
Abdelli y col. (2020) reportaron que el uso dietario de compuestos naturales (p. €j.
acidos organicos, aceites esenciales) puede no afectar la diversidad de la microbiota

gastrointestinal en las aves de corral.

En el experimento 2 se determindé la abundancia bacteriana, siendo que en
congruencia con otros estudios (Stanley y col., 2013; Feye y col., 2020) se
observaron en ileon y ciego, como filos bacterianos principales Firmicutes vy
Bacteroidetes, los cuales junto con Proteobacteria son predominantes en las aves

de corral y algunos mamiferos.

No se observo diferencia en la a diversidad de los diferentes segmentos intestinales,
tampoco existio B diversidad entre tratamientos a nivel del ileon, sélo se observaron
diferencias en familias y géneros del ciego, como ya ha sido reportado en desafios

con Eimeria spp. (Choi y Kim, 2022; Jebessa y col., 2022; Campos et al, 2023)

La coccidiosis experimental alteré la microbiota digestiva, lo que concuerda con
Mohammadi y col. (2015) que menciona que tanto los patégenos intestinales como
los parasitos alteran la microbiota intestinal, causan disbiosis e inflamacion crénica,
lo que disminuye el rendimiento productivo. También en nuestro experimento, se
mostré que los grupos bajo desafio con Eimeria spp., tuvieron numeros mas

importantes de enteropatégenos de la familia Enterobacteriaceae (Proteus,
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Escherichia, Shigella), asi como de patégenos oportunistas de los géneros
Tyzerella, Eggertella y Biophila. Si bien, estas representan menos del 1 % de la
microbiota intestinal normal, pueden proliferar bajo ciertas condiciones de disbiosis
y dafiar el epitelio intestinal (Requena y col., 2022); lo que provocaria un digestion
deficiente de las proteinas, cuyas fracciones no digeridas arribarian al intestino
grueso para ser fermentadas por la microbiota o en su defecto entraran en
putrefaccion (Apajalahti y Vienola, 2016). La putrefaccion de la proteina genera
compuestos nocivos y toxicos (aminas, indoles, fenoles, cresol y amoniaco) que en
altas concentraciones pueden afectar negativamente la salud del huésped o de las
células, asi como causar efectos adversos en el crecimiento y el rendimiento de los
pollos (Apajalahti y Vienola, 2016). En aves desafiadas se ha observado una mayor
proliferacion del género Campylobacter, aunque se ha reportado (Stern y col., 1995)
que la microbiota intestinal del pollo contiene varias especies no patégenas de este
género que rara vez provocan enfermedad en el pollo de engorda; sin embargo,
pueden contaminar los productos carnicos del ave y dar lugar a decomisos (Rouger
y col., 2017). Diferentes grupos de investigacién (Pelicano y col., 2005; Kumar y
col., 2010; Kim y col., 2011; Frick y Autenrieth, 2013; Peinado y col., 2013) han
observado que la disminucion de enterobacterias, mejora el ambiente intestinal,
reduce el efecto negativo del sobrecrecimiento de ellas en la mucosa, y promueve
la absorcion de nutrientes. En este sentido, Ruiz y col. (2010) mostraron in vitro que
el PTSO, tiene una actividad antimicrobiana afectando sobre todo a las poblaciones
de enterobacterias y coliformes; afectando a su vez las curvas de multiplicacién de

Escherichia coli y Salmonella.

Los grupos desafiados que recibieron 500 g Ae/t alimento (C500) presentaron mas
organismos de los géneros Ruminococos, Firmicutes e Intestinimonas en
comparacién con el grupo Clon. Es necesario senalar que los Ruminococus
producen celulasas, xylanasas y celobiasas (Pettipher y Latham, 1979; Flint y col.,
1991; Saburi y col., 2010); ademas producen acido butirico a partir de carbohidratos

estructurales (Apajalahti y Vienola, 2016). Se ha consignado que algunas especies
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de Ruminococus producen bacteriocinas en beneficio de la salud intestinal del pollo
de engorda, ya que se incrementa la absorcion intestinal y se promueve el
crecimiento de Lactobacillus (Wang y col., 2011). La modificacion en la microbiota
intestinal (experimento 2) puede contribuir a explicar la mejora en digestibilidad de
nutrientes (experimento 1) y del comportamiento productivo de las aves
(experimentos 2 y 3) siendo evidente, cuando el género Ruminococus esta presente
en abundancia (Gharib-Naseri y col., 2021). Aunado a esto, las Intestinimonas son
productoras de acidos grasos de cadena corta, relacionadas con el incremento de
acidos aceético y butirico al utilizar sustratos como azucares y aminoacidos como la
lisina (Bui y col., 2015). Esta caracteristica es unica en el ecosistema intestinal, ya
que conecta dos importantes caracteristicas metabdlicas, produccion de acido
butirico y fermentacion de aminoacidos (Zhang y col., 2022). El acido butirico
contribuye al crecimiento de las células epiteliales intestinales (Biddle y col., 2013;
Bui y col., 2015); condicién que fue notada en el experimento 3. Ademas, es una
fuente de energia para el ave, mejora la funcidn de barrera intestinal regulando la
expresion de proteinas de unidn estrecha de las células epiteliales intestinales, y la
produccion de mucina (Wei y col., 2018). Ademas, se le atribuye la capacidad de
afectar negativamente bacterias patdgenas intestinales como Salmonella
typhimurium y Clostridium perfringens (Namkung et al, 2011). Con todas estas

acciones, el acido butirico promueve la salud intestinal (Zhang y col., 2022).

Por otra parte, Ur Rahman y col. (2017) utilizaron un extracto de Allium cepa
observando la disminucion en la poblacion de E. coli y el aumento en las especies
de Lactobacillus y Streptococcus; mientras que Sidiropoulou y col. (2020) usaron
una mezcla de aceites esenciales de orégano con ajo encontrando mayores conteos
de E. coli y Enterobacteriaceae, y menores conteos de Clostridium perfringens
respecto a un grupo control. Por el contrario Peinado y col. (2012) incluyendo PTSO
en el alimento no encontraron diferencias en cuanto a la presencia de Clostridium
perfringens 'y Campylobacter jejuni en el tracto gastrointestinal; pero si, observaron

un menor numero de copias de Salmonella spp. y Escherichia coli en los contenidos
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de ileon y ciego. Los efectos beneficiosos del Ae sobre la modulaciéon de la
microbiota intestinal que se observaron en el experimento 2 de este proyecto estan
en concordancia con los resultados de Vezza y col. (2021) quienes demostraron que
el consumo de 0.1, 0.5, 1 mg PTSO/kg/dia contrarrestan y normalizan la disbiosis

intestinal en un modelo murino de sindrome metabdlico.

Como ya se menciono, la eimeriosis dafia los intestinos de las aves afectando la
absorcion de nutrientes; ademas de la de los carotenoides incluidos en las dietas
que garantizan la pigmentaciéon cutanea de las aves (Munoz-Diaz y col., 2012). En
consecuencia, la deficiente absorcion de xantofilas provoca falta de pigmentacién
de la piel del ave (Bletner y col., 1966, Allen, 1987). En el experimento 3, la V/C de
duodeno y yeyuno de los grupos Ae, NCO y Clon no fueron diferentes entre si, a los
28 y 35d (p > 0.05); siendo que Ae tuvo una mejor V/C (p < 0.05) que lo alcanzado
en el CO, tanto en duodeno (21, 28 y 35 d) como en yeyuno (21 d). Peinado y col.
(2012) y Ur Rahman y col. (2017) incluyeron en las dietas de pollos de engorda
compuestos de Allium spp., lo que mejoré la altura y anchura de las vellosidades
intestinales, ademas de incrementar la superficie de absorcion para una mayor
absorcién de nutrientes. Los resultados de pigmentacion de las aves del NCO que
tuvieron entre 60 y 80 % mayor concentraciéon plasmatica de xantdfilas a los 21 y 28
dias de edad en comparacién con el grupo CO, muestran la importancia de la salud
intestinal. En el caso de los grupos que recibieron Ae tuvieron también una mayor
(41, 44 y 24 %) concentracion de carotenoides (dias 21, 28 y 49, respectivamente)
en comparacion con C0. Ademas, de un mayor amarillamiento cutaneo a los 28 dias
de edad en comparacion con C0O. Cabe sefialar que en el experimento 3 se utilizaron
Ae y butirato de sodio (B); los tratamientos con butirato de sodio (C250B, C500B),
mostraron el beneficio del uso de B, ya que tuvieron vellosidades en duodeno y
yeyuno mas largas a los 21 d de edad, que los tratamientos C250 y C500,
coincidiendo con los resultados de otros autores (Smulikowska et al, 2009; Pardo et

al, 2014; Wu y col., 2018). Este resultado favoreci6 la concentracion plasmatica de
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xantofilas (dia 21); pero no la pigmentacion de piel, ni el desempefo productivo de

las aves.

En los experimentos 2 y 3, los grupos NCO, fueron considerados como el modelo de
animales sanos, quienes mostraron de forma generalizada los valores mas
importantes en las variables de produccion, morfologia intestinal, y pigmentacion
cutanea en vivo y en la canal fria, y los valores menos importantes en cuanto a la
severidad de la infeccion (OPG, LS). Lo que una vez mas remarca la importancia
de la salud intestinal para la digestion, absorcion de nutrientes y en consecuencia

hacer la produccion eficiente (McCaffrey y col., 2021).

El hecho de que los resultados de las dosis usadas de este extracto encapsulado
de aliaceas sean en muchas de las variables evaluadas no diferentes al uso de
ionéforos; pero, si del control desafiado (CO) es relevante; ademas, apoyaria el uso
del Ae como una alternativa anticoccidiano factible. EI Ae en conjunto con butirato
de sodio (usado en el experimento 3) favorecerian la morfologia intestinal. Hay que

considerar que el Ae no esta actualmente clasificado como anticoccidiano.

De los resultados de los tres experimentos se puede consignar que una sola dosis
no puede favorecer el efecto 6ptimo en todas las variables estudiadas (digestibilidad
de nutrientes, ganancia de peso, consumo de alimento, conversion alimenticia,
severidad de la infeccién (OPG, LS), morfologia intestinal, indice anticoccidiano,
microbiota intestinal, xantofilas en sangre y pigmentacion cutanea), en pollos sanos
o infectados con Eimeria spp., por lo que deben realizarse mayores estudios en la
busqueda de dosis-respuesta. Los resultados del proyecto son relevantes, debido a
la importancia de determinar la edad adecuada teniendo en cuenta el ciclo de vida
de la Eimeria spp., para utilizar una intervencion anticoccidiana, asegurando que el
producto ejerza su efecto. En este sentido, algunos estudios (Adjei-Mensah y

Atuahene, 2022) in vitro han reportado que el ajo y sus derivados inhiben la
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esporulacion de ooquistes, sin embargo, el modo de accidén aun no esta claro (Ali y

col., 2019), por lo que debe de estudiarse.

8. CONCLUSIONES GENERALES

Con los resultados obtenidos en este estudio, parece razonable proponer al extracto
encapsulado de aliaceas como un producto natural eficaz para prevenir y controlar
la coccidiosis, reduciendo los ooquistes que se excretan y el grado de las lesiones
en la mucosa intestinal causadas por este protozoario, promoviendo el crecimiento
de bacterias intestinales productoras de acidos grasos volatiles principalmente
butirico, el cual desempefia un papel importante en la proteccién de la integridad de
la mucosa intestinal, incrementando la digestibilidad de nutrientes, logrando,
disminuir la afectacion en el crecimiento, la conversion alimenticia y la pigmentacion
del pollo de engorda desafiado con Eimeria spp. Sin embargo, es importante llevar
a cabo estudios mas amplios para entender el mecanismo por el cual el Ae (PTSO)
utilizado ejerce su accidon sobre Eimeria spp., la dosis 6ptima de uso, asi como
entender los mecanismos con los que tiene efecto en las funciones biolégicas

implicadas en la salud intestinal y el rendimiento productivo del ave.
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11.ANEXOS
PCR y secuenciacion Sanger del inoculo de E. acervulina, E. maxima y E.
tenella, facultad de Quimica de la UAQ.
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Estimado Dr. Gémez

A través de la presente hago de su conocimiento los resultados del analisis molecular para la identificacion
de Eimeria spp. Las muestras (cepas aisladas) fueron sometidas a proceso de extraccion de ADN,
amplificacion del gen /8S 7RNA con un ensayo de PCR y secuenciacion con la metodologia Sanger. Las
cinco muestras sometidas pertenecen al género Eimeria y a continuacion se detalla la identificacion de la

especie.

Resultado de la
Muestra ID Homologia (% ID)* Vinculo
identificacién molecular
Eimeria acervulina Eimeria acervulina 99.65% @
Eimeria mivati Eimeria acervulina 100.00% @
Eimeria tenella Eimeria tenella 100.00% @
Eimeria praecox Eimeria praecox 99.27% @
Eimeria maxima Eimeria maxima 100.00% @
*% de 1dentidad

Sin mas por el momento me despido de usted. No dude en contactarme su tiene preguntas o comentarios.

Atentamente

Gerardo M. Nava, Ph.D., D.V.M., ML.S.
Universidad Auténoma de Querétaro
Departamento de Investigacion y Postgrado en Alimentos
Tels: (442) 192-1307 y 192-1304, ext. 5595
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Tels. 01 (442) 192 13 04 y 192 13 07
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Titulacién, diferenciacién y nivel de esporulaciéon del inéculo analizado en la
FMVZ de la UNAM.
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MEXICO
Cd. Universitaria, CDMX. a 12 De 02 de 2020.
No. de Caso: 20 - 027 Identificado por Ud.: PTSO1 Coccidia

Propietario (a): Jesus Gael Ocampo Sanchez

Remitente: Jesus Gael Ocampo Sanchez

Conrelacion a los estudios solicitados a este Departamento el dia: 10/02/2020

A partir de las siguientes muestras: Inoculo de coccidia

ESPECIE: N/A ESTIRPE O NOMBRE COMUN: N/A EDAD: N/A
Nos permitimos informarle los siguientes resultados:

TITULACION DE VACUNA DE COCCIDIA:

Titulo: 175,000/ml
95% Esporulacion
55% E. acervulina

40% E. tenella
5% E. maxima

ESTA CONSTANCIA SOLO AMPARA LAS MUESTRAS SOMETIDAS A PRUEBAS Y/O ANALISIS.
Prohibida la reproduccion parcial o total de este documento sin la autorizacion por escrito del
Responsable de Diagnostico o Jefe del DMZA.

ATENTAMENTE

Dr. Reynaldo Moreno Di
Responsable de Diagnéstico.

Av. Universidad 3000, Col. UNAM, C.U., Del. Coyoacdn, Cd. Mx., CP 04510.
Tels.: 01(55) 5616 6923 y 5620 5867, ext.: 219,5622 5868, ext.:202, correo electrénico: aves.fmvz.unam@gmail.com
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