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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto de los extractos de citricos en
sobre la integridad intestinal. Se utilizaron 448 en gallinas ponedoras de la
linea Hy-line Brown de 50 semanas de edad. Las cuales fueron distribuidos
a través de un disefio completamente al azar con dos tratamientos y ocho
repeticiones: dieta base (DB) y dieta base mas extracto citricos (DBEC)
siendo la unidad experimental de 28 gallinas ponedoras (cuatro jaulas de
siete aves). Las dietas fueron formuladas para satisfacer los requerimientos
nutricionales de gallinas ponedoras de la linea Hy-line Brown en postura
comercial fase dos, las cuales tuvieron el mismo aporte nutricional y
energético. Los resultados fueron analizados mediante el analisis de
varianza (ANOVA) y los promedios comparados con la prueba de Tukey.
Los resultados de la integridad intestinal, altura de vellosidades,
profundidad de cripta y relacién vellosidad/cripta en la porcion Yeyuno en
la porcion de 25% e ileon 50% en gallinas ponedoras de 56 semanas de
edad; tuvieron diferencia significativa (P>0.05), a favor de la dieta que uso
extractos citricos (DBEC), teniendo valores de 890.70 y 277.15 ym. y
relacion V/C de 3.21 para la porcién del Yeyuno 25%y 773.16 y 173.45 um.
y la relacion V/C de 4.46, para la porcion de ileon 50%. Por lo tanto se
concluye que el uso de extractos citricos en dietas las dietas de gallinas

ponedoras mejora la integridad intestinal.



ABSTRACT

The objective of this thesis was to evaluate the effect of citrus extracts on
intestinal integrity, 448 were used in laying hens of 50 weeks old of the Hy
line brown. The chickens were distributed through completely randomized
designed with two treatments and eight repetitions: Base diet (DB) and base
diet (DBEC) being the experimental unit of 28 laying hens’ four cages of
seven birds. The diets formulated to meet the nutricional requirements of
hens of the Hyline Brown line in phase two comercial stance, having the
same nutricional and energy value. The results were analyzed through the
analysis of varience (ANOVA) and avarage compared with the turkey”s test.
The results on intestinal integrity, between the measure of villus height
crypt dept and villus crypt ratio in the jejunal portion in the 25 and 50%
portion in laying hens 56 weeks of age; it had a significant different (P>
0.05), in favor of the diet that used citrus extracts (DBEC),having values of
890.70 and 277.15um, and a V/C ratio of 3.21for the portion of the jejumum
at 25%and 173.45um and V/C ratio of 4.46, for 50%jejunal portion,therefore
it is concluded that the use of citrus extracts in diets of laying hens

improves intestinal integrity



I.INTRODUCCION

En la actualidad, la produccién avicola esta teniendo un gran
crecimiento en nuestro pais; siendo asi que, en el afio 2019 la produccién
de aves increment6 un 4.5% y huevos en un 8.0% a nivel nacional
comparado con el afio anterior (MINAGRI, 2019). Dicho aumento se debe
a un alto consumo de huevos de la poblacién peruana, a tal punto que
consumo per cépita de huevo anual se elevo de 224 en el afio 2018 a 239
huevos en el 2019 (MINAGRI, 2019). Ademas, para aumentar la
produccion, en avicultura se utilizan antibiéticos como promotores de

crecimiento (Apata, 2009).

Sin embargo, la utilizacion de antibiéticos como promotores de
crecimiento (APC) ha sido cuestionada por la comunidad cientifica, puesto
gue su empleo ha tenido graves consecuencias como la resistencia
microbiana (Zwe y otros, 2018; Assafi y otros, 2020). Por esta razén, la
Comunidad Europea prohibié el uso de APC en animales de abasto
generando (ESVAC, 2017) con ello la busqueda de sustitutos de estos
antibioticos y de este modo mantener una alta productividad a bajo costo,

ofreciendo producto de buena calidad.

Por tal motivo, se ha estudiado a los nutracéuticos como:
prebiodticos, probidticos, simbiodticos, extractos de plantas, aceites
esenciales (AEs) y acidos organicos; para mejorar la salud de los animales,
reducir las bacterias patdégenas y modular la respuesta inmunitaria
(Sugiharto, 2016). Sin embargo, los extractos de plantas, los aceites
esenciales (AEs) y las especias llevan mayor tiempo siendo empleados en
medicina humana que en animales (Kamel, 2000).

Como alternativa se plantea el uso de extractos de citricos

puesto que actlan como promotor de crecimiento natural, controlando a



los microorganismos patégenos manteniendo el equilibrio de la microbiota
(Steiner, 2006).

El presente trabajo se justifica, puesto no existen trabajos sobre
extractos citricos ni POS en gallinas de postura en Perq, teniendo como
objetivo evaluar el efecto de los extractos citricos sobre la integridad
intestinal en gallinas ponedoras de la linea Hy-line Brown de 50 semanas
de edad.



II. REVISION DE BIBLIOGRAFIA

2.1. Situacién actual de la produccién avicola

La avicultura ha tenido un crecimiento constante en los ultimos afios,
incluso con los altos costos de alimentacion. No obstante, esta situacion se
compensa con el costo de produccién de huevos, que es uno de los
principales productos pecuarios del pais. La produccion nacional de huevos
del afio 2018 fue de 452 234 toneladas y en el afio 2019 se alcanzé las 488
484 toneladas, lo que significd un incremento del 8.0%. Del mismo modo,
el consumo per cépita nacional de huevo en el afio 2018 fue de 224
unidades y en el afio 2019 alcanz6 las 239 unidades, lo que significo un
incremento del 6.7% (MINAGRI, 2019).

La restincion del uso de APC genera la necesidad creciente de
manejar la microbiota intestinal y el sistema inmune mediante la utilizacion
de nutracéuticos en lugar de farmacos. Ademas, el cumplimiento riguroso
de las medidas de sanidad y bioseguridad de las granjas se volvera mas
importante. Por lo cual hoy en dia, existe una gran variedad de productos
comerciales a base de nutracéutico tales como: los acidos organicos,
prebiodticos, probidticos, simbioticos, aceites esenciales, enzimas,

nucleodtidos y extractos citricos (Sugiharto, 2016).

2.2. Fisiologia digestiva de las aves

Las necesidades alimentarias de las aves estan limitadas por su
anatomia y capacidad del sistema digestivo. Esto determina, el tipo de
alimento que debe suministrarse a las aves para cubrir sus requerimientos
nutricionales, donde se prioriza los de mantenimiento, luego las
relacionadas con la produccién de huevos. Ademas, la capacidad que

posee el ave para aprovechar los nutrientes presentes en la dieta es



dependiente de la salud e integridad gastrointestinal; del mismo modo, para
una adecuada nutricion, es necesario complementar la dieta con
macrominerales, micro minerales y vitaminas; dada su importancia para el
Optimo aprovechamiento de otros nutrientes (Hill y otros, 2006). Segun
Macari y otros (1994), las aves tiene un aparato digestivo relativamente
corto respecto al de los mamiferos, principalmente en el tramo intestinal, lo
gue se traduce en menor tiempo de interaccion enzima-sustrato y menor
eficiencia en la absorcion de nutrientes. El transito instestinal tarda
alrededor de dos horas y media. Sin embargo, esto varia por el tipo y
cantidad de alimento, y el estado fisiolégico del ave; de este modo, el
transito en los polluelos bordea las 4 horas y en las gallinas de postura es

de 8 horas.

2.3. Tracto Gastrointestinal (TGI)

Es un tubo cubierto por células epiteliales que realizan funciones
especificas como el molimiento fisico del alimento, secrecién, digestion,
absorcion, transporte de nutrientes y funciones inmunolégicas. La mucosa
intestinal tiene pliegues microscopicos llamados vellosidades intestinales,
las cuales tienen microvellosidades (Rodriguez, 2005). La microbiota del
TGl interviene en: mecanismos de defensa del TGI; procesos metabdlicos;
desarrollo y formacion del intestino (diametro y longitud); en el aspecto
nutricional, interviene en aprovechamiento de energia y nitrdgeno, la

absorcion de vitaminas y minerales, acidos grasos y glucosa.

Segun Milian (2005), citado por Aguavil (2012), la microbiota
intestinal esta constituida mayormente por bacterias acido lacticas y es
importante para degradar los nutrientes no digeridas previamente,
favoreciendo el mantenimiento de la integridad intestinal. Esta microbiota
varia a lo largo del TGI en funcién del pH y la viscosidad, que se presentan

en cada tramo de los intestinos.



La exclusion competitiva se fundamenta en favorecer la colonizacién
intestinal por bacterias benéficas que imposibiliten la adhesion de bacterias
patdgenas y/o sobrepasen numericamente a la microbiota potencialmente
patogena. Las bacterias del tipo cocoide, como Enteroccocus son las
primeras en colonizar el intestino y son sucedidas por las del tipo bacilo
como Lactobacillus spp, Bacteroides spp y Escherichia coli estas bacterias
colonizadoras genran una capa que impide la colonizacién por otras
bacterias. Ademas, los ciegos de las aves se encuentran poblados por
Escherichia coli, Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium, Staphylococcus

y Streptococcus (Vargas, 2007).

Sansalone (2008), citado por Aguavil (2012), reporté la presencia
de por lo menos 400 especies bacterianas en el TGl y sélo se conocen el
15% de ellas. Ademas, debe existir permanentemente un equilibrio entre la
microbiota, la integridad intestinal y la dieta de los animales. La disrrupcion

de este equilibrio, puede conllevar a la aparicién de lesiones o enfermedad.

2.4. Integridad Intestinal

Hoerr (2009), concluyé que la integridad intestinal es el
funcionamiento optimo del TGl que maximiza los parametros productivos
de los animales. Por lo cual, la integridad intestinal es fundamental para
tener una produccion rentable. Segun Duchatel (2005), citado por Aguavil
(2012), en condiciones normales, la microbiota intestinal se encuentra en
equilibrio (eubiosis) y permanece constante durante toda la vida. Sin
embargo, esta eubiosis puede ser alterada por distintos factores como: el
estrés caldrico, intoxicaciones, micotoxinas, desequilibrios nutricionales,
despique, vacunaciones, antibiéticos y sustancias que modifican el pH

intestinal normal. Por lo tanto, los factores que perturban la eubiosis de la



microbiota intestinal, afectan la salud del animal. En las bases de las
vellosidades intestinales se ubican unas las Criptas de Lieberkihn, cuyas
células epiteliales son cilindricas simples; se encuentran también ceélulas
caliciformes, enterocromafines y de Paneth. Las células de Paneth sélo se
ubican en la base de las criptas del intestino delgado, tienen forma
piramidal y presentan caracteristicas de células secretoras de proteinas.
Estas células secretan lisozima, enzima que degrada la pared bacteriana,
de esta forma regula la microbiota intestinal. La lamina propia, posee vasos
sanguineos y linfaticos que moviliza los nutrientes absorbidos para su
posterior distribucién en el cuerpo. Finalmente, la capa muscular es la
responsable del peristaltismo y presenta dos capas: la musculatura circular
interna y la longitudinal externa, presentes en todo del tubo digestivo y son
moduladas por los plexos nerviosos de Meissner y Auerbach (Uni y otros,
2000).

Dado que existe un constante desprendimiento celular en el
apice de las vellosidades intestinales, la lamina epitelial se encuentra en
constante renovacion. Las células madre originan, mediante mitosis, a los
demas tipos celulares. Esta division mitética se realiza en el fondo de las
criptas y a medida que ascienden por la vellosidad, pasan por un estadio
intermedio antes de madurar. No obstante, la maduracion de las células de
Paneth ocurre en sentido contrario, se desplaza hacia segmentos mas
profundo. El reemplazo de los enterocitos y células caliciformes se realiza
cada 4y 7 dias; sin embargo, las células de Paneth son reemplazadas cada

2 y 4 semanas (Ganz, 2000).

Los enterocitos y sus microvellosidades inician la produccion
de carbohidrasas y peptidasas al completar su diferenciacién estructural,
que se lleva a cabo en el periodo de desplazamiento de las células por el
primer tercio de la vellosidad, la absorcion de azucares y aminoacidos,

inicia cuando el desplazamiento del enterocito pasa la primera mitad de la



vellosidad y sigue aumentando hasta ser descamados (Uni y otros, 2000).

2.5. Los antibidéticos promotores de crecimiento (APC)

Los antibioticos empleados en la avicultura se clasifican en tres
grupos: terapéuticos (para tratar infecciones de origen bacteriano),
profilacticos (para prevenir enfermedades) y promotores del crecimiento
(para mejorar la tasa de crecimiento) (Di Corcia y Nazzari, 2002; Apata,
2009).

Los APC son usados para destruir o inhibir bacterias y son
administrados en dosis subterapeuticas. Estos compuestos mejoran los
parametros productivos tales como: la conversién alimenticia, la ganancia
de peso y reducen la morbilidad y mortalidad debido a enfermedades
infecciosas. Estudios revelaron que los APC pueden mejorar el crecimiento
entre 4 y el 8% vy la eficiencia alimenticia entre un 2 y 5% (Allen y Stanton,
2014). La oxitetraciclina, la bacitracina, la clortetraciclina, la tilosina, la
neomicina, la avoparcina y la virginiamicina son algunos de los
antimicrobianos que se emplean como profilacticos y promotores del
crecimiento en dosis inferiores a las usadas con como terapéuticos (Apata,
2009).

Sin embargo, el uso indiscriminado de los APC ha generado el
surgimiento de la resistencia bacteriana a los antimicrobianos reportada en
las aves (Zwe y otros, 2018), productos alimenticios de origen avicola
(Parry-Hanson y otros, 2020) y en humanos (Assafi y otros, 2020). Del
mismo modo, se ha demostrado que las aguas residuales de los centros de
produccion avicola transfieren dichos genes de resistencia al medio
ambiente, llegandose a encontrar en aguas superficiales y subterraneas
(Manzetti y Ghisi, 2014; Hubbard y otros, 2020), cuencas hidrograficas
(Marti y otros, 2014; Amato y otros, 2020) y agua potable (Manzetti y Ghisi,
2014).



2.6. Mecanismo de accion y efectos de los APC

Todos los antibidticos pueden controlar el crecimiento vy
proliferacion bacteriana; no obstante, difieren en el mecanismo de control.
Ademas, el efecto sobre la microbiota intestinal varia segun el tipo de

antibiotico (Cuadro 1).

Cuadro 1. Antibiéticos promotores de crecimiento utilizados en avicultura.

Antimicrobiano Funcion®

Bacitracina (BMD, Zn)?2 Mejorar conversion alimenticia
Incrementar produccién de huevos
Prevencion y control de enteritis
Tratamiento de aerosaculitis
Clortetraciclina® Mejorar conversion alimenticia
Control de sinovitis infecciosa (Mycoplasma)
Control de aerosaculitis (E. coli)
Reduccién de mortalidad por E. coli
Reduccion de mortalidad por Salmonella Typhimurium
Bambermycina Mejorar conversion alimenticia
Lincomicina Mejorar conversion alimenticia
Neomicina/oxytetraciclinad Mejorar conversion alimenticia
Control de sinovitis infecciosa (Mycoplasma), c6lera aviar
(Pasteurella multocida), aerosaculitis (E. coli)

Control de Hexamita meleagridis

Penicilina Mejorar conversion alimenticia
Tylosina Mejorar conversion alimenticia
Virginiamicina Mejorar conversién alimenticia

Prevenir enteritis necrética (C. perfringens)

2Abreviaturas: BMD: Bacitracina Metileno Disalicilato, Zn: Zinc bacitracina.

bEl uso aprobado de los medicamentos depende de la especie animal, el peso vivo, la edad, la combinacion
con otros medicamentos, la aplicacién y las restricciones (tiempos de espera antes del envio al mercado).
°No aprobado para su uso en la produccion de huevos de aves de corral; la oxitetraciclina esta aprobada para
aplicaciones similares, pero en menos aplicaciones que la clortetraciclina.

dLa mayoria de los antimicrobianos de la tabla estan aprobados para su uso en combinaciones de dos o tres
antimicrobianos con diferentes espectros de actividad y para diferentes aplicaciones.

Fuente: adaptado de Allen y Stanton (2014).



Entre otros efectos de los APC tenemos: La reduccion de
procesos inflamatorios que aumentan los requerimientos de
mantenimiento, reduccion de metabolitos microbianos que reducen el
crecimiento (NH3y acido lactico), disminuyen la competencia por nutrientes
con la microbiota potencialmente patdgena, favorecen la absorcién y
utilizacién de los nutrientes, mejoran la digestibilidad de nutrientes y, por lo

tanto, reducen el impacto medio ambiental (Bedford, 2000).

2.7. Consecuencias de la prohibicion de los APC

Se espera la disminucion de la resistencia antimicrobiana que
se transmite de los productos de animal a los humanos por medio de genes
de resistencia presentes en las bacterias (Zwe y otros; 2018; Assafi y otros,
2020; Parry-Hanson y otros, 2020). No obstante, surgieron unos efectos
indeseados en la industria avicola. En Suecia, durante los 2 a 3 afos
posteriores al retiro de los APC, aumentaron los problemas entéricos,
principalmente enteritis necrotica (EN) por Clostridium y se triplicd la
cantidad de higados decomisados en los mataderos. Dada esta situacion,
se necesitd volver a utilizar virginiamicina como terapéutico, pero con el
doble de su dosis (20 ppm). Del mismo modo, se implementaron distintas
estrategias nutricionales como: reduccion proteina cruda (proteina no
digerida sirve de sustrato para Clostridium), aumento de aminoacidos
sintéticos, dietas con mayor fibra, uso de enzimas y coccidiostatos
ionéforos (Roldan, 2010).

Segun la OMS (2003), citado por Cepero (2006), un estudio
realizado en Dinamarca, revel6 que la conversion alimenticia aumentd en
un 2.3%, no obstante, se considerd que era compensado con la reduccién
de costos en antibioticos al no incluir APC. Del mismo modo, recalco que

los efectos de los APC dependen de diferentes factores como: manejo,
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sanidad, genética, alojamiento y dieta.

Ademas, se observd una reduccion significativa en la eliminaciéon de
nitrégeno y fosforo de las heces, lo cual reduce el impacto medioambiental.
Por lo tanto, se concluyé que es posible prescindir de los APC en

condiciones similares a las de Dinamarca.

2.8. Prebidticos y pectooligosacaridos (POS)

Los prebioticos son digeribles s6lo por los probioticos, que
benefician al hospedador al modular selectivamente la composicion y el
metabolismo de microbiota intestinal (Das y otros, 2012). Los prebioticos
se clasifican en: Mananooligosacéaridos (MOS), Fructooligosacaridos
(FOS), Galactooligosacéaridos (GOS), Isomaltooligosacarido (IMO) vy
pectooligosacaridos (POS) (Sugiharto, 2016; Zhao y otros, 2019).

Los POS o también llamados oligosacaridos pécticos, son
prebiodticos emergentes que derivan de polisacaridos presentes en la pared
celular vegetal (Chen y otros, 2017; Zhao y otros, 2019). Algunos estudios
demostraron que la suplementacion dietética con POS de espino puede
regular el metabolismo de los lipidos y la capacidad antioxidante en ratones
(Liy otros, 2010; Liy otros, 2013), y la POS de remolacha azucarera puede
mejorar la microflora intestinal de humanos y cerdos in vitro (Leijdekkers y
otros, 2014).

Por otro lado, estudios en animales de abasto demostraron que
la suplementacién con oligosacarido péctico de manzana (APOS) en la
dieta mejora el rendimiento del crecimiento, la capacidad antioxidante, la
composicién de la microbiota y la morfologia de la mucosa yeyunal en
lechones (Chen y otros, 2017). Asimismo, la suplementacion dietética de

APOS alivié los efectos de la exposicion al rotavirus sobre la diarrea, la
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salud intestinal y la capacidad antioxidante, el estrés del reticulo
endoplasmico, la autofagia y la apoptosis de la mucosa yeyunal en
lechones (Mao y otros, 2017). Del mismo modo, en un estudio realizado en
gallinas reproductoras, el uso de APOS aumentd el peso del huevo (p<
0.01), la altura de la albumina y las unidades Haugh (p<0.05); sin embargo,
no mostro influencia en las vellosidades intestinales (Zhao y otros, 2019)

(cuadro 2).

Cuadro 2. Efectos de los prebiéticos en avicultura.

Tipo? Actividad Referencia

FOS o MOS Reduce la poblacion de C. perfringens y E. coli en el Kim y otros
tracto gastrointestinal. (2011)

GOS Aumenta Bifidobacterium spp. en heces. Baffoni y

otros (2012)

IMO Aumenta poblaciones cecales de lactobacilos y Mookiah vy
bifidobacterias, y disminuye E. coli. otros (2014)

POS Aumenta altura de albumina, aumenta unidades Zhao y otros
Haugh y disminuye profundidad de cripta en duodeno. (2019)

aMOS: Mananooligosacaridos, FOS: Fructooligosacéaridos, GOS: Galactooligosacaridos  IMO:

Isomaltooligosacarido.

2.9. Los extractos citricos (EC) como alternativa a los APC

Se conocen 6350 especies que poseen actividad antibacterial,
no obstante la mayoria fueron estudios in vitro (Mahady, 2005). Los EC
poseen una gran diversidad de componentes que han demostrado eficacia
al combatir E. coli, S. Typhimurium y C. perfringes (Franz y otros, 2010;
Hippenstiel y otros, 2011; Bassolé y Juliani, 2012). Es tanta la cantidad de
componentes activos que resulta complicado atribuir dichos efectos a un
anico ingrediente (Steiner, 2006), por ello son considerados como
alternativas naturales a los promotores de crecimiento, con menor toxicidad

y libres de residuos comparados con los antibiéticos (Gong y
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otros, 2014). y son mezclas complejas de compuestos producidos por
organismos vivos y aislados por medios fisicos unicamente (prensado) de
una planta completa o parte de una planta de origen taxonémico conocido,
por lo que son considerados como fitobidticos (Sugiharto, 2016; Zhai y
otros, 2018). Ademas, son considerados como promotores del crecimiento

en las dietas avicolas (Zhang y otros, 2014).

2.10. Mecanismo de accién de los extractos citricos (EC) frente a

los microorganismos

La actividad antimicrobiana de los EC se ha explorado en
muchos estudios in vitro. Trabajos realizados demostraron que el timol, el
eugenol y el carvacrol tienen una alta capacidad antimicrobiana contra
bacterias patdégenas como E. coliy S. Typhimurium (Franz y otros, 2010;
Hippenstiel y otros, 2011; Bassolé y Juliani, 2012). Ademas, el timol,
eugenol y carvacrol poseen estructuras similares y se ha demostrado que
ejercen efectos antimicrobianos sinérgicos al combinarse en menores dosis
(Bassolé y Juliani, 2012).

Un mecanismo antibacteriano conocido esta relacionado con
su hidrofobicidad y componentes como terpenoides, fendlicos, quelacion
de metales por fenol y flavonoide, que rompen la membrana celular y
alteran la permeabilidad de las membranas celulares y la homeostasis
celular con la consecuencia de la pérdida de componentes celulares, el
influjo de otras sustancias o incluso la muerte celular (Windisch y otros,
2008; Brenes y Roura, 2010; Solérzano-Santos y Miranda-Novales, 2012;
O'Bryan y otros, 2015; Widodo, 2020). Ademas, las bacterias Gram
negativas son mas tolerantes a las acciones del aceite esencial que las
bacterias Gram positivas debido a sus constituyentes hidréfilos en la

membrana externa (Brenes y Roura, 2010; Seow y otros, 2014).
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Cuadro 3. Clasificacion de la capacidad antimicrobiana in vitro de algunos componentes del aceite

esencial presentes en extractos citricos.

Patégeno Clasificacion Referencia

E. coli Carvacrol>terpinol>linalol Ait-Ouazzou y otros
(2011)

E. coli O157:H7 Timol>geraniol, carvacrol>eugenol Si y otros (2006)

S. Typhimurium DT104
S. aureus ATCC 25923
E. coli ATCC 11775

Carvacrol>timol

Eugenol>carvacrol>geraniol>lonalol>citronelal ~ Zyl (2006)

Si y otros (2006)
Carvacrol>geraniol>linalol>citronelal>eugenol  Zyl (2006)

2.11. Actividad antimicrobiana de los extractos citricos (EC) In
Vivo

Los estudios indican que el efecto de los EC sobre el

rendimiento de la puesta varia entre los experimentos, por lo que debe

justificarse cuidadosamente antes de implementar el resultado en la

practica. Asimismo, el uso de aceite de canela, aceite de bergamotay EOM

parece prometedor para reemplazar el uso de APC en las aves de corral

(Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto de Extractos citricos en avicultura.

Animal Nivel de inclusion  Efecto Referencia
Gallina de Nigella sativa (1-3 Redujo significativamente E. coli en heces.  Bdlukbasiy
postura ppm) No afect6 los parametros productivos. otros (2009)
Gallina de Bergamota (1-3 Aumenté la conversion alimenticia, peso de  Bdlikbasi y
postura ppm) huevo y fuerza de céascara del huevo. otros (2009)
No afecté consumo de alimento.
Gallinade Canela (40 ppm)  Aumentd el peso del huevo, la masa del Torkiy otros
postura huevo y la conversion alimenticia en (2015)
condiciones de estrés por frio.
No afecté consumo, ni ganancia de peso.
Gallinade EOM de 0 a 600 Aumenté la masa del huevo, el peso del Olgun (2016)
postura ppm huevo y la fuerza de la cascara del huevo.

No afect6 el peso corporal, el consumo de
alimento y la conversién alimenticia.

EOM: mezcla sin informacion sobre la proporcion de cada EC utilizado.



.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de investigacion

La fase experimental se realizé en la granja Avicola AVIPORC
S.A.C., ubicada en el sector de Valdivia Alta, Huanchaco, La Libertad.
Latitud -8.12714, Longitud -79.0324, Altitud 82 msnm.

La mediciobn de los cortes histologicos, se realizd en el
Laboratorio de Histologia y Embriologia de la Universidad Privada Antenor

Orrego, ubicado en distrito de Trujillo, departamento de La Libertad.

3.2. Animales de estudio

Se utilizaron 448 gallinas de la linea Hy-line Brown de 50 semanas
de edad, con una produccion promedio de 90%, las cuales fueron tratados

y ubicados en 64 baterias segun los dos tratamientos.

3.3. Instalaciones y equipos

Se utilizaron las baterias de la granja AVIPORC S.A.C, 32
jaulas por tratamiento, las cuales contienen comedero y un bebedero tipo
niples, con las siguientes dimensiones: altura 36cm, ancho 52cm y largo 60
cm, en donde se colocaron 7 gallinas; cada 4 jaulas forman una unidad

experimental de 28 gallinas.



15

3.4. Alimentacién

Las aves recibieron las dietas segun los tratamientos, las
mismas que fueron formuladas para atender requerimientos de nutrientes
de las gallinas en fase 2 de produccion de huevo; siguiendo las
recomendaciones de la Guia de manejo de la linea Hy Line Brown para 50
semanas. Las que son mostradas en el cuadro 5, el alimento fue formulado
para 115 g/ave/dia.

Cuadro 5. Composicion porcentual y nutricional de las dietas de postura 2
para linea Hy line Brown de 50 semanas de edad por

tratamiento.

Tratamientos?®

ingredientes (%)* DB DBEC
Maiz 56.00 56.00
Torta de soya 20.75  20.70
Harina Integral de soya 10.50 10.50
Aceite vegetal 2.00 2.00
Carbonato de calcio 115 11.5
Sal veterinaria sin yodo 0.35 0.35
Bicarbonato de sodio 0.20 0.20
DL —Metionina 0.15 0.15
Lisina-HCI 0.05 0.05
Complejo Enzimatico 0.01 0.01
Premix Vitamina/Mineral 0.10 0.10
Phosbic 0.30 0.30
Fitasa 0.01 0.01
Secuestrante de micotoxinas 0.10 0.10
Bacitracina 0.05 0.00
Extracto Citrico 0.00 0.025
Cloruro de Colina 0.10 0.10
Valor nutricional®

Energia Metab, kcal/kg 2800.00 2800.00
Proteina Cruda, % 17.25 17.25
Lisina, % 0.84 0.84
Metionina+Cistina, % 0.70 0.70
Calcio, % 4.10 4.10
Fosforo Disponible, % 0.42 0.42

1Composicién de ingredientes segiin Rostagno (2011).

2Requerimientos basados en Hy-line (2016).

3DB: Dieta base con promotor de crecimiento, DBEC: Dieta base + extracto de
citricos (0.025%).
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3.5. Variable independiente

Extracto de citricos

3.6. Tratamientos

Los tratamientos fueron conformados por la inclusion de extractos

citricos a una dieta base.
DB : Dieta base con promotor de crecimiento

DBEC : Dieta base mas extracto de citricos (0.025%)

El extracto citrico utilizar pertenece a la compafia francesa,
NOR-FEED y cuyo nombre es Nor-Spice AB, es un promotor de crecimiento
natural hecho a base de extractos de citricos, los que tienen un efecto
regulador en el balance de la microbiota. Su composicion es la siguiente:
Limoneno (aceite esencial de citricos), citroflavonoides y pecti

oligosacaridos (POS).

3.7. Variables evaluadas

- Altura de vellosidades (um)
- Profundidad de cripta (um)
- Relacién V/IC

3.8. Procedimiento para evaluar la Integridad Intestinal.

La evaluacion de la estructura intestinal se realiz6 a las 56
semanas de edad de las gallinas del grupo experimental y el grupo control,
y consistid en la medicién de la altura de las vellosidades intestinales y
profundidad de cripta del yeyuno. Para la evaluacion de la estructura
intestinal, se escogieron 6 gallinas, al azar, de cada grupo; por cada

repeticion (12 ejemplares en total).
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Cada ejemplar elegido estuvo en ayunas antes de ser
insensibilizado y luego, desangrado mediante un corte en la vena yugular.
Para la obtencion de la muestra, se procedid con la apertura del area
abdominal, para exponer las visceras, enfocandonos en las regiones
intestinales de interés (yeyuno e ileon). En la semana 56, se colectaron
segmentos de 2 cm x 2 cm de la porcion craneal del yeyuno; y de la porcién
craneal del ileon de los animales (25% y 50% de la longitud total del
intestino, respectivamente). Los segmentos colectados fueron limpiados
con suero fisiologico (NaCl 0.9%) antes de ser colectados para la fijacion
en frascos con formol al 10%, para luego ser rotulados de acuerdo al
tratamiento, fecha y repeticién. La muestra permanecio por tres dias en la
solucién de formol, se procedié con la confeccibn de las laminas
histoldgicas de acuerdo a los protocolos del método empleado (tincién con
hematoxilina y eosina). Se realizd, en primer lugar, el corte de cada una de
las muestras para la ubicacion en los casetes para el lavado de la muestra,
el deshidratado (enjuague con concentraciones crecientes de alcohol y
xilol), aclarado, enjuague en parafina e infiltracién en parafina fundida para

elaborar los cortes en el micrétomo.

Para la adhesion de los cortes histoldgicos a las laminas porta objeto,
se empled albumina. La tincion de hematoxilina y eosina consiste en tefiir la
muestra, primero con la hematoxilina en agua, para resaltar las sustancias
acidas o las que las contengan (como el ndcleo que contiene &cido
desoxirribonucleico); y, después de un proceso corto de deshidratado, con
el colorante Eosina amarillento en alcohol, que tifie las estructuras basicas
como el citoplasma y demas organulos celulares. Finalmente, las muestras
se enjuagan con alcohol xilol y se colocaron las laminas cubreobjetos, cada
lamina quedo constituida por 5 cortes, en los cuales se realizaron las
mediciones. En el laboratorio del Campus | de la Universidad Privada
Antenor Orrego, se observaron y midieron individualmente las muestras con

un microscopio con camara incorporada
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acoplado a una computadora. Las imagenes de los cortes fueran captadas
con objetivo de 10X. Por cada lamina, correspondiente a cada segmento, se
realizaron 15 medidas, de las cuales se obtendran el promedio. Para la
medicion de altura de vellosidades, se tomaron un intervalo de medida, en
micras (um), desde el apice de la vellosidad hasta la base o la abertura de
la cripta de colindante. En el caso de la profundidad de criptas de Lieberkihn,
el intervalo de medida consistira entre la parte superior del lumen hasta el
fondo, donde se encuentran las células de Paneth. Finalmente, para medir
el espesor fondo de cripta — serosa, se tomaron la medida desde la zona

inferior externa de la cripta hasta la capa serosa del intestino.

3.9. Anédlisis estadistico

Las aves fueron distribuidas a través del disefio completamente al
azar (DCA) con dos tratamientos y 8 repeticiones. Cada unidad experimental
estuvo compuesta por 28 gallinas, siguiendo el modelo lineal aditivo. El

modelo lineal aditivo sera:
Y i =U+T ,+ €
Dénde:

Y .« = Respuesta de la variable

U = promedio general

T . = Efecto del tipo de extractos citricos

@« = Error experimental.

Las variables evaluadas fueron analizadas a través del analisis de
varianza y los promedios comparados a través de la prueba de Tukey
(Montgomery, 2005).



IV.RESULTADOS

4.1. Corte histolégico del Yeyuno 25% e ileon 50%

Los resultados del corte histolégicos a las 56 semanas de
edad, se encuentran en el Cuadro 6 y en las Figuras 1, 2 y 3 donde se
observa que, para ambos segmentos evaluados, los promedios de altura
de vellosidades intestinales y profundidad de cripta de los animales que
recibieron acidos citrico en las dietas fueron significativamente mayores
(P<0.05) que aquellos que no recibieron extractos citricos; en la relacion
altura de vellosidad y profundidad de cripta, el tratamiento sin acidos
citricos (DB) mostrd diferencia significativa (P<0.05) con los tratamientos

con extractos citricos (DBAC).

Cuadro 6. Promedios de altura de vellosidades, Profundidad
de cripta y relacién Vellosidad/Cripta en gallinas

ponedoras de 56 semanas de edad.

Segmentos/variables del intestino Tratamientos? SEM?
DB DBEC

Yeyuno (25%)

Altura de vellosidades (um) 706.70b 890.70a 6.98

Profundidad de cripta (um) 152.65b 277.15a 1.98

Relacion vellosidad/cripta 4.63 a 3.21b 0.12

fleon (50%)

Altura de vellosidades (um) 663.25b 773.16a 17.09
Profundidad de cripta (um) 120.70b 173.45a 2.43
Relacion vellosidad/cripta 5.50 a 446 b 0.17

1 Para cada variable, promedios seguidos de letras diferentes en la fila,
difieren entre si por la prueba de Tukey (P < 0.05).

2 DB: tratamiento control, DBEC: tratamiento con Extractos Citricos.
8 SEM: Error estandar del promedio (um).
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Figura 1. Altura de vellosidades y profundidad de cripta de Yeyuno 25 %
en gallinas ponedoras de 56 semanas de edad.
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Figura 2. Altura de vellosidades y profundidad de cripta de ileon 50 % en
gallinas ponedoras de 56 semanas de edad.
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Figura 3. Relacion entre altura de vellosidades y profundidad de cripta de
Yeyuno 25% e ileon 50% en gallinas ponedoras de 56 semanas
de edad.



V. DISCUSION

5.1. Resultados sobre laintegridad intestinal

La adicion de extractos citricos en las dietas de gallinas ponedoras
de 56 semanas de edad, se obtuvo diferencia estadistica (p<0.05) entre los
datos del tratamiento dieta base (DB) y el tratamiento con extracto citrico
(DBAC) en cuanto a las medidas de altura de las vellosidades, profundidad
de cripta y Relacion Altura de vellosidad/profundidad de cripta (V/C) en

yeyuno e ileon en gallinas ponedoras de 56 semanas de edad.

En la altura de vellosidad se encontrd diferencias significativas
(P<0.05) con una mayor profundidad en el tratamiento con extracto citrico
con 890.70 (yeyuno al 25%) pum y 773.16 pum (ileon 50%) pm
respectivamente, y la menor en tratamiento con dieta base (DB) con 706.70
pum (yeyuno 25%) y 663.25 um (ileon 50%) um. Estéa bien estudiado que las
vellosidades intestinales son muy importantes para la absorcién de
nutrientes del tracto intestinal; por lo tanto, la morfometria y densidad de
estas vellosidades puede afectar la eficiencia alimenticia, el desempefio y
la salud del animal (Hampson, 1986; Pelicano y otros, 2003). Ademas, una
vellosidad corta disminuye la superficie de absorcién de nutrientes y un
alargamiento de la vellosidad indica una rapida reconversiéon del tejido y
una alta demanda por nuevos tejidos (Yason y otros, 1987). Nuestros
resultados pueden deberse a que los POS favorecen el aumento de la
microbiota benéfica del intestino y con esto propicia la salud intestinal, lo
cual conlleva a un incremento de la altura de las vellosidades intestinales
(Apajalahti y otros, 2004; Castanys-Mufioz y otros, 2016).Los resultados
coinciden con lo reportado por Yusrizal y Chen (2003) que evaluaron los
efectos de la inclusion de FOS en el alimento (1g/kg) sobre las
caracteristicas intestinales, evidenciando que aumenta la longitud del

intestino delgado e incrementa la densidad de las
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vellosidad (Van y Jansman, 2002).

En la profundidad de la Cripta se encontré diferencias significativas
(P<0.05) con una mayor profundidad en el tratamiento con extracto citrico
con 277.15um (yeyuno al 25%) y 163.65um (ileon 50%) pm
respectivamente y la menor en tratamiento con dieta base (DB) con
152.65um (yeyuno 25%) y 124.71um (ileon 50%). El aumento en la
profundidad de las criptas se traduce en el incremento de la rotacion celular,
dando lugar a una renovacion rapida de las vellosidades que podria ser
necesaria durante el aumento de la carga patdgena (Awad y otros, 2009).
Nuestros resultados coinciden con Xu y otros (2003) quienes utilizaron
MOS y Acidos organicos (1 g/kg). Asimismo, Baurhoo y otros (2007)
obtuvieron un incremento de la profundidad de las criptas con acidos
citricos. Asimismo, fue reportado por Catala-Gregori y otros (2007);
mientras que Yang y otros (2008) encontraron una disminucion en la
profundidad de las criptas al suplementar 2 kg de MOS. Por el contrario,
Williams y otros (2008) indicaron que la estructura del intestino de los pollos

no se modificé con la suplementacién de la racion con &cidos organicos.

La relacion altura de vellosidad y profundidad de cripta (V/C) se
obtuvo diferencia significativa (P<0.05) entre la dieta base tanto en la
porcién yeyuno en 25% e ileon 50% comparada con el tratamiento que uso
extractos citricos en la dieta (DBAC). Estos resultados coinciden con
Rebolé y otros (2010), que observaron mayor relacion longitud de la
vellosidad/profundidad de la cripta. Por el contrario, Rehman y otros (2006)
constataron que las aves que consumian inulina la longitud de las
vellosidades y la profundidad de las criptas del yeyuno aumentaban, pero
no se modificé el cociente longitud de la vellosidad/profundidad de la cripta.
Williams y otros (2001) sefalaron que la formacion de AGCC a partir de los

carbohidratos fermentables es importante para el
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mantenimiento de la morfologia e integridad funcional del epitelio del colon.

Cambios en la morfologia intestinal tales como: vellosidades mas
cortas y criptas mas profundas han sido asociados con la presencia de
toxinas (Yason y otros, 1987). En tanto Williams y otros (2008), no
encontraron diferencias estadisticas en la altura de las vellosidades,
profundidad cripta y relacion V/C en el duodeno en las tres semanas donde

se compar6 un FOS y un antibiético como control.



VI. CONCLUSIONES

El uso de extractos citricos suministrado en dietas en gallinas ponedoras

mejora la salud intestinal del intestino delgado.



VIl. RECOMENDACIONES

Realizar trabajos de investigacion usando extractos citricos en otras

especies de Monogastricos.

Evaluar el pH del intestino delgado usando extractos citricos y su relacion

con la integridad intestinal.
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IX. ANEXOS
Anexo 1. Distribucion de las gallinas ponedoras, por cada tratamiento
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Anexo 3. Intervalos de medida de altura de vellosidades y profundidad de
cripta, en el tratamiento con dieta base en gallinas ponedoras a
las 56 semanas de edad. Al 25% del Yeyuno.

Anexo 4. Intervalos de medida de altura de vellosidades y profundidad de
cripta, en el tratamiento con dieta base mas &cido citrico en
gallinas ponedoras a las 56 semanas de edad. Al 25% del Yeyuno
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Anexo 5. Intervalos de medida de altura de vellosidades y profundidad de

cripta, en el tratamiento con dieta base en gallinas ponedoras a
las 56 semanas de edad. Al 50% del Yeyuno

Anexo 6. Intervalos de medida de altura de vellosidades y profundidad de
cripta, en el tratamiento con dieta base mas acido citrico en

gallinas ponedoras a las 56 semanas de edad. Al 50% del
Yeyuno




