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RESUMEN significativo sobre la poblacion (logioUFC) de

Staphylococcos aureus disminuyendo por efecto del

Existe necesidad de suministrar productos inocuos para
la alimentacion y medicacion en la produccién animal;
por consiguiente, el objetivo de esta investigacién fue
determinar el efecto de los extractos de hojas de Piper
aduncum, Morinda citrifolia y Artocarpus altilis sobre
los parametros fisiologicos y la microbiologia
intestinal de pollos parrilleros; para esto se disefié una
investigacion aplicada, utilizdndose 352 pollos de la
linea Cobb 500. Se determinaron valores
hematologicos; asimismo, se cuantificaron
poblaciones de Escherichia coli, Lactobacillus sp. y
Staphylococcus sp. Los resultados refieren las
diferentes dosis de los extractos mostraron efecto
significativo sobre HTO, HB, ERY, MCV, MCH y
leucocitos mostrando una disminucidn en tratamientos
con extractos en comparacion al control positivo
cuando se contrastaron con el promedio de dos dosis de
los tres extractos. Los extractos de P. aduncum, M.
citrifolia. 'y A. altilis mostraron diferencias
significativas sobre los pardmetros bioquimicos de la
sangre en pollos en el colesterol y triglicéridos. Los
perfiles  microbioologicos =~ mostraron  efecto

nivel alto (0,01%) del extracto de M. citrifolia en
comparacion con el control negativo y positivo y los 2
niveles de extracto de P. aduncum y A. altilis.

Palabras clave: microbiologia intestinal, plantas
medicinales, pollos parrilleros, valores hematologicos.

ABSTRACT

The need to administer innocuous products for feed
and medication in animal production [were the reason
for] the objective of this research, which was to
determine the effect of extracts from Piper aduncum,
Morinda citrifolia, and Artocarpus altilis leaves on the
physiological parameters and intestinal microbiology
of broiler chickens. In order to do this, an applied
research was designed, using 352 chickens from the
Cobb 500 line. The hematological values were
determined; likewise, the populations of Escherichia
coli, Lactobacillus sp., and Staphylococcus sp were
quantified. The results [revealed that] the different
doses of extracts showed a significant effect on the
HCT (HTO in Spanish), Hgb (HB in Spanish), RBC
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(ERY in Spanish), MCV, MCH, and leukocytes,
revealing a decrease in treatments with extracts in
comparison to the positive control, when compared to
the average of two doses of the three extracts. The P.
aduncum, M. citrifolia, and A. altilis extracts showed
significant  differences  for  cholesterol  and
triglyceridesin the biochemical parameters of the
chickens’ blood. The microbiological profiles revealed
a significant effect on the population of Staphylococcos
aureus (logioUFC), diminished by the effect of a high
level of M. citrifolia extract (0.01%) in comparison to
the negative and positive control and the two levels of
P. aduncum and A. altilis extracts.

Keywords: intestinal microbiology, medicinal plants,
broiler chickens, hematological values.

I.  INTRODUCCION

La necesidad de suministrar productos inocuos,
destinado para la alimentacién y medicacion en la
produccion animal que garantice el cuidado del medio
ambiente, bienestar y la salubridad de los
consumidores. Conlleva a indagar dentro de la amplia
biodiversidad de la Amazonia Peruana donde se
registra mas de 106 especies de plantas medicinales de
uso popular (Mejia & Rengifo, 2000). Siendo tres de
ellas propuestas en esta investigacion; Piper aduncum,
Morinda citrifolia y Artocarpus Altilis por sus
componentes fitoquimicos de polifenoles y flavonoides
y otros metabolitos que pueden tener potenciales
efectos positivos en los pardmetros fisioldgicos
sanguineos y microbiota intestinal (Landers et al.,
2012; Tusevljak et al., 2013).

Los principales metabolitos fitoquimicos que posee el
Piper aduncum, Morinda citrifolia y Artocarpus Altilis
responsables de la actividad antibacteriana, antifingica
y otros los cuales son derivados de acido benzoico:
fenilpropanoides que ayudan a proteger diferentes
tipos de estrés; cromenos que tiene propiedades
antitumorales, antioxidantes, anesteésicas,
antiinflamatorias, antidiabéticas, antialérgicas, y por
poseer actividad sobre el VIH y/o sobre el sistema
nervioso central; triterpenos actlan como agentes
antivirales y antitumorales, esteroides que ayudan a
controlar la inflamacién; chalconas el cual tiene
actividad  biologica  antibacterial,  antiflingica,
antitumoral, antimalarica, antiviral, antiinflamatoria,
antitubercular, analgésica, antioxidante y antipsicotica
(Lock & Rojas, 2004) y en la composicion de los
aceites esenciales de hojas, tallos y frutos contiene
linalol (Debonsi et al., 2006).

En este contexto, el objetivo fue determinar el efecto
de los extractos etanolicos de hojas de P. aduncum, M.
citrifolia y A. altilis. sobre los parametros fisiol6gicos
sanguineos y la microbiologia intestinal de Galus
domesticus (pollos parrilleros o pollos broiler).

Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Lugar de ejecucion

El estudio tuvo como lugares de ejecucion al area de
produccion del Centro de Capacitacion e Investigacion
“Granja Zootecnia” y al Laboratorio de Sanidad
Animal de la Facultad de Zootecnia de la Universidad
Nacional Agraria de la Selva. La ejecuciéon de la
investigacion se dio desde el 25 de junio hasta el 28 de
julio del 2022.

2.2. Materiales y equipos

Se utiliz6 un galp6n de 20 m de largo por 10 m de
ancho, orientado de Este - Oeste, piso de concreto,
zécalo de material noble, paredes de malla metalica
cubiertas con cortina de polipropileno de color blanco,
techo de calamina a dos aguas sobrepuestas con
claraboya, con postes, listones y vigas de madera. Al
interior del galpdn se instalaron 32 jaulas de metal con
82 cm de ancho por 1,28 cm de largo y 70 cm de altura
desde el nivel del piso, cada jaula estuvo equipada con
un foco de 100 watts, un comedero tipo tolva, un
bebedero y una cama a base de viruta de 10 cm de
altura.

2.3. Insumo en estudio

Las hojas de noni, matico y pan de arbol fueron
recolectadas en el distrito de Rupa Rupa (Supte San
Jorge, Atahualpa, Hudscar) provincia de Leoncio
Prado, Region Huanuco, a partir de plantas de la
especie matico, noni, pan de arbol, sembradas en forma
de cerco, como planta comestible y como planta
medicinal respectivamente. Las cosechas se realizaron
en horas de la mafiana recolectando las hojas que no
sean tan jovenes ni tan maduras. Las hojas fueron
cuidadosamente limpiadas con agua destilada,
posteriormente se secaron para dar paso al proceso de
obtencion del extracto de matico, noni, pan de arbol.
Los extractos de matico, noni y pan de arbol obtenidos
fueron colocados en frascos color &mbar, almacenado
y fue sometido a un examen fitoquimico preliminar
para identificar la presencia de sus componentes, todo
el proceso se realizd en el Laboratorio de la
Universidad Nacional de Trujillo.

2.4. Animales experimentales

Se emplearon 352 pollos de la linea Cobb 500, de un
dia de edad con un peso de 40 g; los pollos se
distribuyeron en ocho tratamientos, cada uno de los
cuales contaba con cuatro repeticiones y cada
repeticion contenia 11 pollos. A los tratamientos con
los extractos de hojas se les evalud en las etapas: inicio
(1 a 7 dias), crecimiento (8 a 21 dias) y acabado (22-
33 dias).

2.5. Dietas experimentales y alimentacion

La racion se formul6 con el software Mixit-2, en base
a las tablas propuestas por Rostagno et al. (2017), el
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alimento se elaboré en la Planta Procesadora de
Alimento Balanceado “El Granjero”, para esto se
realiz6 una racion normal para todos los tratamientos,
a partir de la obtencion de la premezcla se realiz6 el
mezclado final de los insumos en una mezcladora
horizontal con cabida de 100 kg/10 min (adicionando
el antibidtico).

Las raciones para preparar el alimento en los pollos de
1 a 7 dias de edad se realizaron en tres grupos de
tratamientos; de forma similar, las raciones para la
edad de 8 a 21 dias y para la edad de 22 a 33 dias
consideraron tres grupos de diferenciados en las
proporciones.

2.6. Tratamientos definidos

Los tratamientos definidos T1: Dieta base + 0,005% de
BMD 10% (control positivo), T,: Dieta base sin
antibidtico (control negativo), Ts: Dieta base sin
antibiético + extracto de P. aduncum en menor
concentracion, T4: Dieta base sin antibiotico + extracto
de P. aduncum en mayor concentracioén, Ts: Dieta base
sin antibidtico + extracto de M. citrifolia menor
concentracion, Ts: Dieta base sin antibi6tico + extracto
de M. citrifolia en mayor concentracion, Tr: Dieta base
sin antibiético + extracto de A. altilis en menor
concentracion, Ts: Dieta base sin antibi6tico + extracto
de A. altilis en mayor concentracion.

2.7. Metodologia

Durante un mes antes de empezar con el experimento
se acondiciondé las instalaciones mediante lavado,
flameado a base de gas y la desinfeccion. Se realiz6 la
limpieza alrededor del galpén luego se colocd un
pediluvio y maniluvio en la entrada del galpén,
también se realizé la vacunacion a los pollos de 8 dias
de edad con la vacuna triple aviar (Newcastle, gumboro
y bronquitis infecciosa) y se revacund a los 19 dias de
edad.

Se realizaron extracciones de muestras de sangre con
anticoagulante de un pollo por repeticién a 28 dias de
edad, teniendo un subtotal de 32 pollos por cada edad
y 96 pollos por todo el ensayo; esto para medir el nivel
de los valores sanguineos. Después de extraer muestras
de sangre, estos pollos fueron sacrificados por el
método de asfixia con fines de tomar una muestra de
duodeno y yeyuno para identificar y cuantificar los
microrganismos de Escherichia coli, Lactobacillus sp.
y Staphylococcus aureus.

2.7.1. Andlisis fisioldgicos sanguineos

Luego de extraer las muestras con EDTA se tuvieron
como maximo 5 h para su analisis, periodo en el cual
se mantuvieron correctamente refrigeradas a 4 °C en el
laboratorio de Sanidad Animal, donde se determinaron
los valores sanguineos como: concentracion de
hematocrito (%), concentracion de hemoglobina (g/dl)
y recuento de eritrocito (x 109mm?®) de donde se
determind el volumen corpuscular medio (fL),

hemoglobina corpuscular media (pG) y concentracion
de hemoglobina corpuscular media (g/dL).

Para la cuantificacion de los hematocritos se empled el
método del microhematocrito, consistente en el llenado
de sangre conteniendo  anticoagulante  en
aproximadamente hasta 3/4 de los tubos capilares lisos
(1,0 mm x 75 mm) realizando inclinaciones para
facilitar el llenado. Posteriormente, la muestra se
coloc6 en una centrifuga regulable digital para
microhematocrito Hettich EBA20 modelo DTN-450.
El proceso de centrifugado se realiz6 a 10000 rpm / 5
min; por ultimo, se realizd la lectura empleando una
tabla de microescala graduada de 0 a 100 (Mufioz,
2000).

Para la cuantificacion de hemoglobina se emple6 el
método de la cianometahemoglobina, consistente en la
aplicacion del reactivo Drabkin. En primer momento se
establecio el valor cero en la escala de densidad Optica
utilizando un blanco de solucion. Posteriormente, se
aplicé 20 ul de sangre con anticoagulante, conseguida
con la micropipeta y 5 ml de Drabkin al mezclarse en
un tubo de ensayo. Por Ultimo, se dejo reposar por un
periodo de 10 min, para asi, realizar la lectura en el
espectrofotometro UV DiaLab modelo DTN-450, a
546 nm de longitud de onda con factor 36,3 (Mufioz,
2000).

Para cuantificr gldbulos blancos (103/mm?3), se empled
una pipeta Thoma para leucocitos, la sangre fue
aspirada hasta el nivel de marca 0,5 y diluida hasta el
nivel de marca 11 con el dilutor de glébulos blancos
(solucién Turk), el cual proporciona un diluido de
1:200. Posteriormente, se desecha de 2-3 gotas de la
pipeta previa al llenado de la cAmara de Neubauer. Se
dejo reposar 1 min con el objetivo de que los eritrocitos
se lisen y que los leucocitos se sedimenten. Las
observaciones de los leucocitos se realizaron
empleando el objetivo 10x, el valor resultante se tuvo
que multiplicar por 50 y asi se obtuvo el nimero de
leucocitos totales / microlitro. Mufioz (19)

2.7.2. Anélisis bioquimico sanguineo

Anélisis bioquimico de la sangre, las obtenciones del
suero a partir de las muestras de la sangre sin
anticoagulante se realizaron los dias 14, 21y 28 en el
Laboratorio de Sanidad Animal empleando el valor de
centrifugacion a 3500 rpm / 10 min, para estudiar
posteriormente las variables bioguimicas.
Concentracion de colesterol (mg/dl) se obtuvo por el
método enzimatico Colesterol total — LS empleandose
reactivos del Laboratorio Valtek con el
espectrofotometro. Concentracion de triglicéridos se
obtuvo por el método GPO utilizando reactivos del
Laboratorio  Valtek, en el espectrofotdmetro.
Concentracion de Transaminasa glutamico oxalacética
(TGO)U/L se obtuvo por el método IFCC utilizando
reactivos  del Laboratorio Valtek, en el
espectrofotometro. Concentracion de Transaminasa
glutdmico-piravica (TGP)u/L se obtuvo por el método
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IFCC utilizando reactivos del Laboratorio Valtek, en el
espectrofotdmetro. Concentraciéon de proteina total
(g/dl) se determin6 por el método calorimétrico de
BIURET O Kjendhal Proteinas totales AA, utilizando
reactivos de  Laboratorio  Valtek, en el
espectrofotdmetro. Concentracion de albumina (g/dl)
empleando reactivos de Laboratorio Valtek, en un
espectrofotdmetro, por el método de BCF (verde de
tetrabromocresolsulfon ftaleinas). Concentracion de
globulina (g/dl) para su obtencion se considerd la
diferencia entre proteinas totales y albuminas.

2.7.3. Cuantificacién de poblaciones microbianas

Identificacién de la microbiologia intestinal antes de
iniciar el proceso de alimentacion, se tomaron al azar
tres pollos machos por tratamientos a los 21 y 28 dias
de edad, los cuales fueron sacrificados. Sus tractos
digestivos fueron inmediatamente diseccionados y un
segmento de aproximadamente 30 cm del ileon
posterior al diverticulo de Merckel hacia el ciego fue
abierto para obtener el contenido incluyendo un ligero
raspado de mucosa y colectados en tubos pléastico de 10
ml. Un gramo de este contenido fue trasladado a un
frasco de 9 ml de solucién salina (9 partes de solucién
salina isoténica y 1 ml de glicerina). Esta dilucion de
1:10 fue diluida hasta diluciones de 10-5 a 10-7 en
solucién salina isoténica normal y 1 ml de esta fue
inoculada en placas de agar. Se cuantificaron especies
microbianas nativas del microbiota del pollo parrillero
como E. coli, Lactobacillus sp. y Staphylococcus sp.
Ghazanfari et al. (2015) que sirven como marcadores
de la accién antimicrobiana in vivo de los extractos. E.
coli se cuantificaron en agar Mc Konkey. Las placas se
incubaron durante 24 h a 37 ° C. El conteo de
Lactobacillus se realizé con el agar MRS y las placas
se incubaron a 37 ° C durante 48-72 h. Los S. aureus
se cuantificaron en Agar Manitol salado Chapman y se
llevaron a incubacién a 37°C durante 48 a 72 h. Los
recuentos de bacterias fueron expresados como el logio
(UFC/g) de contenido del ileon.

2.8. Analisis estadistico

El Analisis estadistico para los pardmetros fisiol6gicos
sanguineos las aves se distribuyeron en un Disefio
Completamente al Azar (DCA), se realizé lo contrastes
ortogonales para cada uno de los extractos con sus
respectivas tres dosis. Los analisis estadisticos fueron
procesados con el software estadistico InfoStat. La
determinacion de los parametros bioquimicos
sanguineos y microbiologia intestinal, se realizo un
arreglo factorial de 8 x 3 + 1 (8 concentraciones de
extractos en el agua x 3 edades 14, 21 y 28 dias + 1
edad control (dia uno)); los andlisis de variancia del
DCA con arreglo factorial fueron comparados sus
respectivos promedios con la prueba de SNK (5%),
asimismo, se realiz6 una comparacion de promedios
por la prueba de Dunnet (5%), teniendo como
referencia el tratamiento T, frente a los demas.

I1l. RESULTADOS

3.1. Parametros fisiologicos sanguineos de los
pollos parrilleros tratados con extractos de las
hojas de P. aduncum, M. citrifolia y A. altilis

El ANVA para los perfiles de eritrocitos, hematocrito,
hemoglobina, los indices de MCV, MCH y MCHC, asi
como los perfiles de leucocitos totales, linfocitos y
granulocitos de los pollos parrilleros muestra registros
estadisticamente no significativos (p>0,05) entre los
tratamientos control y los tratamientos con dosis de
0,005% y 0,01% de la dieta con los extractos de P.
aduncum, M. citrifoliay A. altilis (Tabla 1). En relacién
con los niveles de hemoglobina (HB) el recuento de los
eritrocitos (ERY), el volumen corpuscular medio
(MCV), hemoglobina corpuscular media (MCH) no
presenta significancia estadistica (p<0,05), (Figura 1).

Tabla 1

Perfiles fisiolégicos y sanguineos de pollos
parrilleros a los 28 dias de edad tratados con dosis
baja y alta de extracto de hojas de. P. aduncum, M.
citrifolia y A. altilis agrupados en siete contrastes

v
(54

Contraste 1: Control + vs Diferentes dosis de las tres plantas
Contraste 2: Control — vs Diferentes dosis de las tres plantas
Contraste 3: Control + vs Dosis minimas de los extractos
Contraste 4: Control + vs Dosis maximas de los extractos
Contraste 5: Control — vs Dosis minimas de los extractos
Contraste 6: Control — vs Dosis maximas de los extractos
Contraste 7: Control + vs Control —

GBL se transform¢ a logaritmo base 10 para la prueba de contrastes
y estimacion de su media. *significativo (p<0,05), CV: Coeficiente
de variacion.

HTO: Hematocrito, HB: Hemoglobina, ERY: Eritrocitos, MCV:
Volumen corpuscular medio, MCH: Hemoglobina corpuscular
media, MCHC: Concentracion de hemoglobina corpuscular media.
GBL: glébulos blancos, GRA: granulocitos, LINF: linfocitos
Control +: con antibiético 0.005%BMD 10% + 0,005% sulfato de
colistina/Control ~ -:  Sin  antibiético/ 0,005 %= 50
microgramos/gramos de dieta/0.01%= 100 microgramos /gramos de
dieta.

Nota. Datos obtenidos en Laboratorio de la Universidad Nacional
Agraria de la Selva.
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Figura 1

Perfiles de HTO, HB, ERY, MCV, MCH, y GBL de
pollos parrilleros a los 28 dias de edad
suplementados con diferentes dosis y dosis minima de
extracto etanolico de P. aduncum, M. citrifolia y A.
altilis.
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Nota. Control -: Sin antibi6tico, Dosis diferentes: Promedio
de 0,005 y 0,01% de extracto, Dosis minima: 0.005% de
extracto, HTO: Hematocrito, HB: Hemoglobina, ERY:
Eritrocitos, MCV: Volumen corpuscular medio, MCH:
Hemoglobina corpuscular media, GBL: Gldbulos blancos.

El andlisis de varianza detalla que existen
significancias estadisticas (p<0,05) al realizarse el
contraste entre el tratamiento control con antibidtico y
las diferentes dosis de los extraidos de las tres especies
en estudio, teniéndose especificamente significancias
en las variables HTO, HB, ERY, MCV, MCH y GBL;
de la misma manera, el contraste entre el tratamiento
control con antibidtico y las dosis minimas de los
extractos detallan diferencias en todas las variables a
excepcién de MCHC, GRA y LINF. (Figura 1)

3.2. Parametros bioquimicos sanguineos de los
pollos parrilleros tratados con extractos de las
hojas de P. aduncum, M. citrifolia y A. altilis

La prueba de comparacion de medias para los
pardmetros bioquimicos de la sangre en pollos
parrilleros detalla que, entre los tratamientos, se
registran significancias estadisticas (p<0,05) en los
valores del colesterol y triglicéridos. En relacion con la
edad de los pollos Cobb 500, se verifican diferencias
estadisticas (p<0,05) en todas las variables excepto del
colesterol (p>0,05) evidenciando una influencia
importante de la edad en los niveles de esta variable.
Asimismo, la interaccion de los factores (tratamiento x
edad) mostr6é diferencias significativas (p<0,05) en
triglicéridos y glucosa, esto resalta la influencia de los

tratamientos respecto a estas variables bioguimicas.
(Tabla 2).

En referencia a la cantidad de triglicéridos en la sangre
de los pollos no se evidencian significancias
estadisticas (p>0,05); con relacion a la edad de los
pollos Cobb 500 se registraron diferencias (p<0,05) en
los extractos de P. aduncum y M. citrifolia. (Tabla 3).

Tabla 2

Perfiles bioquimicos sanguineos de pollos parrilleros
alos 14,21 y 28 dias de edad suplementados con nivel
bajo y alto de extracto etanolico de hojas de. P.
aduncum, M. citrifoliay A. altilis

Nivel de GLUC  COLES  TRIG TGO TGP PROT ALB  GLOB
extracto %  (mmolL) (mgdl) (mgdL)* (L) (wL) (gdL) (gdL)™
T

Variables

Gl.68a
49,58 ab
0,57b
45,37 ab
46,52 ab

Control

0.005%
0.01%
0.005%,

P. aduncum

Metrifolia g 19 45.83ab
P 0.005% 45.96.3b
A allis 0.01% 4145
14 dias
Edades endias 21 dias
28 dias
-valor tratanmi 07 0127
P valor edad 0.0001 0,001 0,0001
pvalor xedad 0,005 0508
CV. (%) 12,03 18,23
R 99,8 5544
R Ajustado a4 4121

Letras diferentes dentro de la misma columna, indican diferencia
estadistica (SNK5%). 1 Interaccion de factores (tratamientos x Edad
de los pollos). 2 Coeficiente de variacion. GLUC mmol/L: Glucosa

en milimoles/litro; COLES mg/dL: Colesterol en
miligramos/decilitros; TRIG mg/dL: triglicéridos  en
miligramos/decilitros; TGO u/L: transaminasa glutdmico-

oxalacética sérica en unidades/litro; TGP u/L: Transaminasa
Glutamico Pirvica en unidades/litro; PT g/dL: Proteina total en
gramos/decilitros; ALB g/dL: Albumina en gramos/decilitros; GLO
g/dL: Globulina en gramos/decilitros; se utilizé la transformacion
boxcox con lambda = -0,383838383838383838 para la variable
TRIG(*), y logaritmo base 10 para las variables TGO (**), ALB (**)

0,005%= 50 microgramos/ gramos de dieta — 0,01%= 100
microgramos/ gramos de dieta. Fuente: Datos obtenidos en
Laboratorio de la Universidad Nacional Agraria de la Selva

Nota. Letras distintas indican diferencias significativas efectuado por
el test de SNK a un nivel de significancia de 0.05.

Tabla 3

Desdoblamiento de dos factores: tratamiento con
nivel bajo y alto de extracto etanélico de hojas de P.
aduncum, M. citrifolia y A. altilis y edad (dias) de
pollos parrilleros a los 14,21 y 28 dias de edad, en los
niveles de triglicéridos mg/dL

Tratamiento  Niveles de extracto % 14 dias 21 dias 28 dias
Control + 45,25 64,32 83,61
- 50,84 39,82 61,29
P. aduncum 0,005 30,92 42,59 52,06
0,01 2928B 51.25AB 6668 A
I 0,005 40,96 38,98 64,94
M. citrifolia 0,01 31,70B 46,11 AB 69,93 A
A altilis 0,005 45,34 50,98 42,14
0,01 42,59 42.95 38,97

Letras distintas indican diferencias significativas efectuadas por el
test de SNK a un nivel de significancia de 5%.

Letras mayusculas comparan el triglicérido entre las edades dentro
de cada tratamiento (fila).

0,005= 50 microgramos/gramos de dieta ~ 0,01= 100

microgramos/gramos de dieta

Nota. Datos obtenidos en Laboratorio de la Universidad Nacional
Agraria de la Selva.

19



Xiomara Beteta Blas, Daniel Marco Paredes Lopez y Rizal Alcides Robles Huaynate: Efecto de los extractos de
hojas de plantas sobre los parametros fisiologicos y la microbiologia intestinal de pollos parrilleros

3.3. Cuantificacion de poblaciones microbianas en
el intestino de pollos parrilleros Cobb 500
tratados con extractos etanolicos de hojas de
P. aduncum, M. citrifolia y A. altilis

El ANVA para el nimero de Staphylococcos sp en
pollos parrilleros Cobb 500 a diferentes edades bajo
una dieta con extracto etandlico de P. aduncum, M.
citrifolia y A. altilis existen significancias estadisticas
(p<0,05) entre los tratamientos; es decir, al menos una
de las dosis afecta sobre la poblacion de
Staphylococcos sp en comparacion con los
tratamientos control; por otro lado, la edad no fue un
factor que afecte significativamente (p>0,05) en la
disponibilidad de esta bacteria. El coeficiente de
variacion determinado infiere que la dispersion de los
datos en relacion con su promedio fue aceptable, por lo
que son registros de credibilidad (Tabla 4).

Tabla 4

Perfiles microbiolégicos evaluados en pollos
parrilleros a los 21 y 28 dias de edad tratados con
extractos de hojas de P. aduncum, M. citrifolia y A.
altilis

Factores Nivel de Staphylococcos sp  E. coli (Logyy  Lactobacillus sp
extracto %  (Log,o UFC/mL) UFC/mL)  (Logy UFC/mL)
Tratamientos

Control + 577 AB 442 6,72_

- 6,64 A 5,49 6,46

Matico 0.005 6,67 A 5,63 7.53

0.01 6,14 AB 534 6,81

Noni 0.005 6,07 AB 6.45 6,73

} 0.01 446B 5,11 6,69

‘ 0.005 6,68 A 6,09 6,63

Pande Abol 4 gy 597 AB 5.1 6.78

Edad

21 dias 6,11 6,17TA 6,72
28 dias 5,99 474B 6,86
p-valor Trat. 0,0376 0,2692 0,2767
p-valor Edad 0,7199 0,0007 0,4744
p-valor Trat*Edad 0.4851 0,5591 0,3689
CV (%) 18,79 24,35 9.94
R? 42,96 41,7 35,51
R? Ajustado 16,23 23,18 5,28

Letras distintas indican diferencias significativas efectuado por la
prueba de SNK a un nivel de significancia de 5%.

Se utilizé la transformacion logaritmica con base 10 para las tres
variables

0,005%= 50 microgramos/gramos de dieta
0,01%= 100 microgramos/gramos de dieta

Nota. Datos obtenidos en Laboratorio de la Universidad Nacional
Agraria de la Selva

IV. DISCUSION

4.1. Parémetros fisioldgicos sanguineos de los
pollos parrilleros tratados con extractos de las
hojas de P. aduncum, M. citrifolia y A. altilis

La naturaleza de estos registros guarda coherencia con
la revision de los valores obtenidos para la
hemoglobina en pollos parrilleros por Becerra (2020)
quien detalla un valor de 8,9-14,39 g/dL con una media
de 2,86; de Gutiérrez y Corredor (2017) con valores de
10-11,2 g/dL y con los reportados por Talebi et al.
(2005) con 7 - 13 g/dL en pollos de engorde machos a
los 42 dias de edad. Sin embargo, se difiere con los
registros de Galvez et al. (2009) quien data un rango de

11-19 g/dL, este desbalance podria deberse a diversos
factores externos asi como a los cuadros de estrés
durante la extraccion de muestras, en ese sentido,
autores como Sandoval et al. (2003) refieren que al
tomarse muestras sanguinea se pueden liberar
epinefrina al sistema circular manifestandose
excitacion, temor, dolor y crisis convulsivas, siendo
descritos como indicadores de estrés cronico en aves
de engorde, a esto, los autores Gutiérrez y Corredor
(2017) mencionan que la extraccion de sangre de los
vasos braquiales suele aumentar el nivel de estrés del
ave, dado el aumento del cortisol plasmatico
provocando el movimiento de los glébulos rojos, esto
suele provocar un ligero incremento en el nivel de
hemoglobina.

Mientras la comparacién no coincide con los rangos
encontrados por Avilez et al. (2015), quien detalla un
namero de glébulos rojos en aves a la sexta semana de
edad de 5,79x10° pL y 5,24x10% pL, para machos y
hembras, respectivamente; asimismo, se refiere valores
superiores a los rangos reportados por Becerra (3) y
Borsa (2009) siendo de (2,21-3,51) x 10%%/L en el
primer caso y de (2,5-3,5) x 10*?/L en el segundo; asi
como al valor promedio de Gutiérrez y Corredor
(2017) quien detalla que distribuidos en jaulas
metabdlicas y bajo una dieta con probidticos registra
un promedio de 2,2x10% pL. En ese sentido,
coincidiendo con Fernandez et al. (2014), quien refiere
que los aditivos como parte de la dieta contribuyen a
equilibrar la flora intestinal, inhibiendo el desarrollo de
patégenos y favoreciendo la homeostasis del sistema
inmunologico; estos efectos podrian ser determinantes
de la efectividad al aplicarse extractos en la dieta en el
nivel de eritrocitos de la sangre.

Los valores para VCM difieren en referencia a la
revision de la literatura relacionada; teniéndose que no
coinciden las cantidades con los reportes de diversos
autores como Becerra (3) quien registra un rango de
100,09-110,9 fL, con Gutiérrez y Corredor (2017)
quien detalla un promedio de 160,2 fL en el perfil de
pollos de engorde con una alimentacién compuesta por
probioticos; en ese sentido, no se registran variaciones
importantes dada el uso de los extractos. A esto es
importante resaltar que la edad a la que fue medida la
variable fue de 28 dias y no es un factor de causa; seglin
Campbell & Ellis (2007), en especies aviares, después
del desarrollo postembrionario los eritrocitos,
hematocritos y la hemoglobina suelen incrementarse,
en conjunto con una disminucion progresiva del VCM
dada la disminucion de glébulos rojos jovenes
circulantes de mayor volumen de acuerdo con la
maduracidn del individuo. A esto se puede inferir que
las condiciones exdgenas deben afectar el nivel de esta
variable, pudiendo ser los niveles climaticos, las
condiciones del sitio de cria entre otras labores
asociadas a su crianza.
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Los registros de CHCM guardan similitud con los
reportes de Gutiérrez y Corredor (16) quienes usando
una dieta a base de probidticos registran un valor
promedio de CHCM de 33,2 g/dL; sin embargo, estos
valores se encuentran por fuera del rango reportados
por Cardoso et al. (2014) quienes hallaron un registro
promedio de CHCM en aves que fueron alimentadas
utilizando probiéticos, antibidtico y un grupo control
de 22,56; 23,42 y 23,115 g/dl, respectivamente. A
partir de ello se puede inferir que las condiciones
geograficas, climaticas y tipo de crianza que se
implement6 en la presente investigacion influyeron
sobre los valores promedios que fueron registrados.

Los valores de Glébulos Blancos se encuentran dentro
del rango detallado por Avilez et al. (1), quienes
refieren un promedio de 72,58% con rangos desde
57,1-82% para hembras y de 71,3-82,3% en machos en
el nivel de linfocitos; asimismo, cabe considerar la
mencién de Garcia (2018) quien refiere que para los
granulocitos: heter6fulos, el rango porcentual en pollos
de engorde es 30-75%, para los eosindfilos de 0-2% y
de los baséfilos del 0-5%. Sin embargo, se puede
evidenciar los valores diferenciados que existen con los
valores normales de la referencia. Estos cambios
pueden deberse a diversos factores externos, debido a
que, estadisticamente, la dieta suministrada no afecta
significativamente estos valores. En ese sentido,
considerando la conclusién de Quintufia (2020) quien
detalla que la altitud es un factor determinante que
justifica la variacién en valores de la serie blanca
debido a que las variables como heterofilos,
eosindéfilos, monocitos se alteran o tienden a variar en
relacion con los valores de referencia a altitudes como
es el caso del presente estudio desarrollado en un rango
altitudinal que va desde los 640-655 msnm.

4.2. Parédmetros bioquimicos sanguineos de los
pollos parrilleros tratados con extractos de las
hojas de P. aduncum, M. citrifolia y A. altilis

En la presente investigacién los valores para el
colesterol obtenidos oscilan entre 119,58 — 148 mg/dL
y para la variable triglicéridos entre 40,57 — 61,68
mg/dL, los cuales coinciden con los registros de
Becerra (2020) quien data 107,18 — 186,51 mg/dL para
el colesterol y para triglicéridos de 56,84 — 209,36
mg/dL, asi como con los resultados de Piotrowska et
al. (2011) quienes para el colesterol refieren valores de
115,99 — 170,89 mg/dL, aunque se difiera ligeramente
con los registros para los triglicéridos (67,26 — 79,65
mg/dL). Sin embargo, se difiere con el promedio
obtenido por Paredes et al. (2013) quien data 114,3
g/dL en pollos Cobb 500 en cria y de 95,3 g/dL en
pollos criollos con cria extensiva; con esto se infiere
que la variedad y el tipo de crianza influyen en el nivel
de este perfil; esto permite inferir que los resultados
son favorables dada las diferencias que se perciben con
los antecedentes en los resultados y se afirma los
efectos de los extractos para reducir el nivel de estos
elementos.

Rivera et al. (2016) que altas dosis de nutrimentos en
las dietas alimenticias de las aves hacen complicado su
metabolismo, presentandose insuficiencias
metabdlicas para el procesamiento de la energia
originada por la digestion, dada la incapacidad para
producir enzimas encargadas de las reacciones
energéticas y como efecto, el organismo lo retiene
como reserva considerando que no posee la capacidad
suficiente para su procesamiento. Los bajos niveles de
colesterol y triglicéridos presentes en el suero
sanguineo de los individuos estudiados se deben
principalmente a la influencia de los extractos y de la
dieta control en el metabolismo contribuyendo a la
eliminacién de la energia en exceso almacenada como
triglicéridos en los tejidos adiposos, particularmente,
en los pollos se almacena como grasa abdominal.

4.3. Cuantificacion de poblaciones microbianas en
el intestino de pollos parrilleros Cobb 500
tratados con extractos etanolicos de hojas de
P. aduncum, M. citrifoliay A. altilis

El andlisis de los resultados permiten inferir que las
diversas dosificaciones de los extractos en estudio
afectaron el nivel de Staphylococcos sp, lo cual podria
interpretarse como una forma de resistencia a los
extractos aplicados, en esto se coincide con los
hallazgos de Cotaquispe et al. (2021) quienes refieren
la presencia de 28 cepas con resistencia a la meticilina
(cefoxitina), teniéndose al 2 SARM y 69 SCN supuesto
resistente a meticilina (oxacilina) en pollos
comerciales; con el estudio de Lopez et al. (2015)
donde se demuestra la presencia de S. aureus resistente
a cefoxitina y oxacilina en muestras de leche cruda en
vacas con mastitis; asimismo, con el estudio de Osman
etal. (2016) quienes lograron la identificacion de cepas
con resistencia a la oxacilina en pollos de carne,
descubrienda la inquietante realidad en la industria
avicola.

En ese contexto, Freitas et al. (2004) en su
investigacién  reportaron  la  resistencia  del
Staphylococcus spp a la vancomicina y multi-drogo
resistente (MDR) a 14 antibidticos, incluidas la
oxacilina y cefalexina, entre otros en 10% de los
aislados. De la misma manera, Dalcin (2012) registra
50 aislamientos de resistencia a la vancomicina y tres
de ellos de S. aureus en carne de pollo, ademés de 40%
de MDR a 11 antibi6ticos. El no evidenciar un efecto
de los extractos etandlicos de las diferentes hojas de P.
aduncum, M. citrifolia y A. altilis deja una base para
seguir experimentando mayor dosis.

Es importante mencionar que, los microorganismos E.
coli, Lactobacillus sp y Staphylococcos sp a pesar de
formar parte de forma natural del microbiota, se
utilizan como probidticos —sustancias producidas por
un microorganismo que contribuye a la estimulacion
del crecimiento de otro-, los cuales pueden
conformarse con un solo tipo de microorganismo o al
combinarse éstos, con el propdsito de obtener mayores
niveles de eficiencia durante la colonizacion del
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intestino.  Principalmente se emplean bacterias
pertenecientes a los géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus, Lactococcus,

Streptococcus y Pediococcus Fuller (1989).

El efecto de la especie M. citrifolia en la actividad
antimicrobiana es evidente, varios autores la han
corroborado utilizando extractos; asi, segin Beteta
(2018) en relacion a la accion antibacteriana del
extracto acuoso de harina de noni, las dosis
contempladas para la investigacion se estudiaron en
discos de sensibilidad teniéndose diferencias altamente
significativas; infiriéndose que las concentraciones
aplicadas registran un comportamiento lineal con el
didmetro del halo de inhibicion, evidenciando una
efectiva capacidad para inhibir el crecimiento de esta
bacteria a partir de una dosis del 8% de extracto
acuoso; por esto, la experimentacion de otras
dosificaciones y sobra la forma de suministro es de
importancia para mejorar el diagnostico; Zhang et al.
(2015) registraron actividad en extractos etandlicos
contra Bacillus subtilis, S. aureus, E. coli y Proteus
vulgaris, atribuyendo este efecto a la actividad de seis
compuestos fendlicos (5,15-dimetilmorindol, &cido
feralico, &cido  p-hidroxicindmico, metil  4-
hidroxibenzoato, metil ferulato y metil 4-
hidroxicinamato). Sunder et al. (2011) registraron
importantes acciones contra diferentes cepas de
bacterias, entre ellas Salmonella spp., de extractos de
hoja, fruto y semilla de noni siendo generalmente
superior a los extraidos de la semilla. Por otro lado,
Serafini et al. (2011) refieren las acciones
antibacterianas leves en infusiones preparadas a partir
de hoja seca de noni, teniéndose actividad Gnicamente
en la bacteria gram-negativa Aeromonas hydrophila
(de las 09 en estudio) considerando un nivel de
concentracion minima inhibitoria de 0,625 mg/mL.

Asimismo, los extractos del fruto previa fermentacién
producen efectos positivos sobre la microbiota del
colon, promoviendo el crecimiento de probioticos,
especificamente la proliferacion de las especies
Lactobacillus y Bifidobacterium y se redujo la
oxidacion intracelular y la inflamacién en las células
Caco-2, por medio de la supresion de la produccion de
ciclooxigenasa-2 (COX-2), interleucina-8 (IL-8),
prostaglandina E2 y la quimiotaxis de neutrdfilos al
evitar la translocacién de la subunidad p65 (Huang et
al., 2015; Inada et al., 2017).

Por cuanto no se reporta experiencias especificas del
efecto de estos extractos en la microbiota de pollos
Cobb 500; en ese sentido, el presente trabajo servira
como antecedente literario para  futuras
investigaciones; asimismo, se tiene en consideracion
que la microbiota gastrointestinal en su composicion se
registran alrededor de 640 especies de bacterias que
pertenecen taxondmicamente a 140 géneros diferentes,
teniéndose que en su mayoria se tratan de bacterias
anaerobias facultativas tales como E. coli,
Lactobacillus sp y Enterococcus sp., las cuales
representan el 60-90% de la microbiota intestinal Diaz

et al., (2017). Ademas, existen bacterias facultativas
(Salmonella, Estreptococcos y E. coli) las cuales en
condiciones especificas podrian a provocar cuadros de
patologias diversas para el individuo. Baurhoo et al.
(2007)

V. CONCLUSIONES

Los extractos de P. aduncum, M. citrifolia y A. altilis
no mostraron efecto significativo sobre los perfiles e
indices hematoldgicos entre los tratamientos de los
pollos Cobb 500 de 28 dias de edad. Sin embargo, los
perfiles de hematocrito, hemoglobina, eritrocitos,
MCV, MCH vy leucocitos mostraron una disminucion
en los tratamientos con extractos en comparacién con
los correspondientes al control positivo cuando se
contrastaron con el promedio de las dos dosis de los
tres extractos; mientras, Los parametros bioquimicos
de la sangre en pollos parrilleros mostraron diferencias
significativas Unicamente en el colesterol vy
triglicéridos.

En relacién con la edad de los pollos Cobb 500, se
verifican diferencias estadisticas en todas las variables
a excepcién del colesterol, demostrando una influencia
importante de la edad en los niveles de estos valores y
la poblacion (log10UFC) de E. coli, y Lactobacillus sp.
(p>0,05) en el contenido intestinal de los pollos
parrilleros no mostraron efecto significativo. Sin
embargo, la poblacion (logioUFC) de Staphylococcos
aureus en el contenido intestinal de pollos parrilleros
disminuyé por efecto del nivel alto (0,01%) del
extracto de M. citrifolia (p<0,05) en comparacion con
el control negativo y positivo y los 2 niveles de extracto
etanélico de P. aduncum y A. altilis.

En la actualidad, la informacion local sobre el efecto
inoculador de las especies de P. aduncum, M. citrifolia
y A. altilis es escaso; por ello, es recomendable
continuar con esta linea investigativa a diferentes
condiciones de altitud y situacion geogréfica tomando
como valores de referencia los obtenidos en la presente
investigaciéon; asi mismo evaluar el efecto
antimicrobiano de los extractos de hojas de plantas en
mayores concentraciones, sobre la identificacion y
cuantificacién de microorganismos intestinales.
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