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Resumen

La coccidiosis aviar es una enfermedad parasitaria entérica que afecta a pollos en
Su crecimiento y sistema inmunitario ocasionando pérdidas de mas de 3 mil millones de
ddlares anuales. Existen diferentes medidas de control y prevencion contra Eimeria spp.
Sin embargo, estas medidas no son eficaces al cien por ciento debido a la resistencia
gue estos parasitos desarrollan y la elevada mortalidad causada por un debilitamiento en
el sistema inmunitario de las aves. Por lo que nuevas estrategias eficaces y menos
dafinas deben desarrollarse para disminuir la coccidiosis en aves. Las Sustancias
Humicas (SH) son posibles candidatas para tratamiento contra la coccidiosis. El objetivo
de esta investigacion fue evaluar el efecto del extracto de SH sobre la esporulacién de
oocistos de E. acervulina. en un experimento in vitro y E. acervulina, E. maxima, E.
tenella y E. necatrix en un experimento in vivo. Primeramente, se desarroll6 un sistema
in vitro para favorecer la esporulacion de oocistos, en donde ser realizaron una serie de
experimentos, para tener las condiciones adecuadas del sistema de incubacion de
oocistos, manteniendo los oocistos de 48 a 72 horas, incubandose a una temperatura de
25-29°C y 80% de humedad. Posteriormente, se evalud el efecto de dos dosis de
extracto de acido humico (AH) sobre la inhibicion de la esporulacion de E. acervulina, por
duplicado en dos bloques, para comparar los niveles de inhibicion. Los tratamientos a
evaluar fueron: A. control negativo, ooquistes no esporulados (1 x 10°) + 5 ml de agua
destilada; B. control positivo, ooquistes no esporulados (1 x 10%) + 5 ml de dicromato de
potasio, C. tratamiento inhibidor, ooquistes no esporulados (1 x 10%) + 5 ml de formalina
al 10%, D. ooquistes no esporulados (1 x 10°) + dosis de 1.25 mg de AH/ml + 5 ml de
dicromato de potasio, E. ooquistes no esporulados (1 x 108) + dosis 0.6 mg de AH/ml +
5 ml de dicromato de potasio. Los conteos de oocistos se hicieron por triplicado a las 6,
12, 24 y 48 h al microscopio con hemocitometro. El experimento in vivo tuvo como
objetivo evaluar la suplementacion de 0.5% de extracto de SH en las dietas de las aves
previamente inoculadas con una vacuna atenuada de Eimeria spp. para medicion de los
pardmetros de crecimiento y conteo de oocistos / g de heces. Los tratamientos a evaluar
en este experimento fueron A. Dieta con coccidiostato comercial. B. Dieta libre de

coccidiostato (control). C. Dieta con 0.05% de SH. Los resultados de porcentaje de



esporulacion fueron transformados a arcoseno y analizados por un ANOVA en bloques
al azar en el programa SPSS para saber si hubo diferencia entre tratamientos. Los
resultados de los conteos de oocistos / g de heces y parametros productivos se trabajé
con un modelo lineal general, con ANOVA univariado. En conclusion, se obtuvo el
sistema in vitro para evaluar el porcentaje de esporulacion de coccidias; sin embargo las
dos dosis (1.25 y 0.6mg) de extractos de AH no inhibieron la esporulacién de E.
acervulina (P > 0.05). De igual forma la adicién de 0.5% de SH en la dieta de las aves
tampoco mostré diferencias significativas comparadas con el resto de los grupos (P >
0.05).

Palabras clave: Eimeria acervulina, Eimeria spp, extracto de sustancias humicas, aves.



Abstract

Avian coccidiosis is an enteric parasitic disease that affects thegrowth and immune
system of chickens causing annually losses of more than 3 billion dollars. There are
different control and prevention measures against Eimeria spp. However, these measures
are not one hundred percent effective due to the resistance developed by these parasites
and the high mortality caused by weakening of the bird's immune system. Therefore, new
effective and less harmful strategies must be developed to reduce coccidiosis in birds.
Humic substances (HS) are possible candidates for the treatment against coccidiosis.
The objective of this research was to evaluate the effect of humic substances (HS) extract
on the sporulation of E. acervulina oocysts. in an in vitro experiment and E. acervulina,
E. maxima, E. tenella and E. necatrix in an in vivo experiment. First, an in vitro system
was developed to promote oocyst sporulation, where a series of experiments was carried
out, in order to have the adequate conditions of the oocyst incubation system, maintaining
the oocysts for 48 to 72 hours, incubating at a temperature of 25-29°C and 80% humidity.
Subsequently, the effect of two doses of HA extract on the inhibition of E. acervulina
sporulation was evaluated, in duplicate in two blocks, to compare the levels of inhibition.
The treatments evaluated were: A. negative control, non-sporulated oocysts (1 x 106) +
5 ml of distilled water; B. positive control, non-sporulated oocysts (1 x 106) + 5 ml of
potassium dichromate, C. inhibitor treatment, non-sporulated oocysts (1 x 106) + 5 ml of
10% formalin, D. non-sporulated oocysts (1 x 106) + dose of 1.25 mg of HA/ ml + 5 m|
of potassium dichromate, E. non-sporulated oocysts (1 x 106) + dose of 0.6 mg of HA /
ml + 5 ml of potassium dichromate. Oocyst counts were made in triplicate at 6, 12, 24 and
48 h under a hemocytometer microscope. The objective of the in vivo experiment was to
evaluate the supplementation of 0.5% HS extract in the diets of the birds previously
inoculated with an attenuated Eimeria spp vaccine. for measurement of growth
parameters and oocyst count / g of excreta. The treatments evaluated were: A. Diet with
commercial coccidiostat. B. Free coccidiostat diet (control). C. Diet with 0.05% HS. The
results of the percentage of sporulation were transformed to arcsen and analyzed by an
ANOVA in random blocks in the SPSS program to know if there was a difference between

treatments. The results of the counts of oocysts / g of excreta and productive parameters



were worked with a general linear model, with univariate ANOVA. In conclusion, the in
vitro system was obtained to evaluate the percentage of coccidia sporulation; however,
the two doses (1.25 and 0.6mg) of HA extract did not inhibit the sporulation of E.
acervulina (P > 0.05). In the same way, the addition of 0.5% of HS in the diet of the birds

also showed significant differences with the rest of the groups (P > 0.05).

Key words: Eimeria acervulina, Eimeria spp, humic substances extract, birds.
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[. Introduccién

En la actualidad el crecimiento de la poblacion humana se ha extendido a 7.6 mil
millones de personas y segun el Departamento de Asuntos Econdmicos y Sociales de
Naciones Unidas (UN DESA, 2017), por sus siglas en inglés, se proyecta un crecimiento
de la poblacién a 9.8 mil millones para 2050. Esto es un impulso para la produccion
pecuaria, ya que se deberan cubrir las necesidades alimentarias de la poblacion.

La industria avicola se ha reconocido mundialmente como el sector mas dinamico
en cuanto a produccion de carne para consumo humano (Mottet & Tempio, 2017). El
consumo per capita mundial de la ultima década fue superior al registrado en consumo de

carne de cerdo, res y pescado (FAO, 2018).

En México la produccion de huevo y carne de pollo tiene un constante crecimiento,
debido a la alta demanda gracias a los bajos costos (USDA, 2019). Seis de cada 10
personas los incluyen en la dieta, ya que es la proteina mas accesible para las clases
econdmicas bajas y medias, la carne de pollo tiene una participacion del 38.4%, seguida
del huevo con 17%, representando el 55.4% de consumo de proteina animal en el pais
(UNA,2020). Durante la primera mitad del afio 2020, la produccion de carne de pollo crecié
4% en relacion al mismo periodo del afio pasado segun (SADER, 2020). Siendo el sector

avicola una de las principales fuerzas impulsoras de la economia.

La coccidiosis aviar es una enfermedad parasitaria entérica que afecta a pollos en
Su crecimiento y sistema inmunitario ocasionando pérdidas de mas de 3 mil millones de
dolares anuales (Dalloul & Lillehoj, 2006; Blake & Tomley, 2014). Esta enfermedad es

causada por protozoos de la familia Eimeridae del filo apicomplexa (Blake, 2015).

Existen siete especies de Eimeria que son reconocidas como infectantes de pollo
(Eimeria acervulina, Eimeria brunetti, Eimeria maxima, Eimeria mitis, Eimeria necatrix,
Eimeria praecox y Eimeria tenella), cada una genera enfermedad, pero los signos clinicos
y la patogenicidad van a variar segun la especie infectante, incluso diferentes especies
pueden presentarse al mismo tiempo ya que son ubicuas (Williams, 1999). Sin embargo,
dependiendo el género de Eimeria, causara lesiones en distintos segmentos del intestino

(Morris et al., 2007). Las especies de E. acervulina, E. maxima y E. tenella son
1



reconocidas econémicamente como las mas significantes debido a su alta prevalencia y
mortalidad (Thenmozhi et al., 2014). Ademas, pueden existir coinfecciones de especies
de Eimeria spp. lo que incrementa la patogenicidad y confusion en los diagnosticos
(Jenkins et al., 2008).

Diferentes medidas de control y prevencion contra Eimeria spp se han desarrollado
como medicamentos anticoccidiales, vacunas y buenas practicas de manejo (Godwin &
Morgan, 2015). Sin embargo, ninguna de estas medidas resulta cien por ciento segura
debido a la resistencia que estos medicamentos pueden generar en el parasito o una
elevada mortalidad causada por un debilitamiento en el sistema inmunitario de las aves
generado por las vacunas y las cepas de campo (Quiroz - Castafieda & Dantan -
Gonzales, 2015).

Es por esto que se ha estimulado el interés en el desarrollo de estrategias mas
efectivas y menos dafinas para las aves contra la coccidiosis. El presente trabajo evalud
la accién de un extracto de SH jjin vitro como posible inhibidor de la esporulacién de los
oocistos de Eimeria spp.



[l. Antecedentes

2.1. Situacion de la avicultura nacional y mundial

2.1.1 Crecimiento de la avicultura

En la actualidad la industria avicola es reconocida como el sector mas productivo
y con el crecimiento mas acelerado en el mercado mundial de produccion de carne con
destino a la alimentaciéon humana. Segun el departamento de Asuntos Economicos y
Sociales de Naciones Unidas (UN DESA, 2017). El crecimiento de la poblacién humana
se ha extendido a 7.6 mil millones de personas y se proyecta un crecimiento de la

poblacion a 9.8 mil millones para 2050.

En México la produccién de huevo y carne de pollo continla teniendo un constante
crecimiento (Figura 1y 2) esto por la alta demanda gracias a los bajos costos. Por otro
lado, Estados Unidos contintia siendo la principal fuente de importacion de carne de pollo
a México con 86% de participacion en el mercado. En cambio, Brasil ha incrementado su
participacion en el mercado y aunque aun es pequefa con un 12.7%, esta ha crecido un

77% desde 2016 con la exportacion de productos congelados (USDA, 2019).

El crecimiento en produccién nacional avicola para 2021 se estima que sera hasta
un 3.2% respecto a 2020, finalizando el afio con una produccion de 6.4 millones de
toneladas de alimento ( huevo, pollo y pavo) con un crecimiento del 3%, en la produccion
de huevo en 2020 cerrando con un aproximado de 2.9 millones de toneladas. Y un
crecimiento en la produccion de carne del 3.5% para 2021, cerrando la produccién con un
total de 3.5 millones de toneladas. Esto reflej6 en 2020 a la avicultura mexicana a nivel
mundial como el cuarto productor de huevo, detras de China, Estados Unidos e India, vy,
el sexto productor de carne de pollo, detras de Estados Unidos con una produccion de
19.8 millones de toneladas, Brasil con 13.6 millones, China con 13.8 millones, India con

4.9 millones y Rusia con 5.1 millones de toneladas (UNA, 2020).
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La produccion mundial de carne de ave estd dominada por Estados Unidos, China,
Brasil, México, Rusia e India. Esta demanda de carne creciente se relaciona con el
incremento de la poblacion mundial, el incremento del poder adquisitivo y el hecho de que
la carne de pollo es mas barata que otras carnes. Aunque la oferta de la carne en el mundo
ha aumentado, aun existen factores que limitan el progreso de esta industria como son

el manejo, control de enfermedades (nutricionales, enfermedades metabdlicas y
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parasitarias). En una industria que recauda aproximadamente 40 mil millones de pollos
anualmente, la coccidiosis aviar representa una grave enfermedad que resulta en
pérdidas econdmicas globales anuales de aproximadamente $ 2.4 mil millones de dolares.
Esta enfermedad es una causa importante de mortalidad, bajo rendimiento y pérdida de

productividad (Quiroz-Castafieda & Dantan-Gonzalez, 2015).

2.1.2 Produccién nacional

Las entidades del pais con mayor produccion de carne de pollo en 2020 fueron
Veracruz, Aguascalientes, Querétaro, La Laguna (Coahuila y Durango), Jalisco, Puebla,
Chiapas, Guanajuato y Yucatan y en conjunto representan el 53% de participacion total
en produccién de carne de pollo (UNA, 2020).

En produccion de huevo los estados de la republica que mas producen son Jalisco,
Puebla, Sonora, La Laguna, (Coahuila y Durango) Yucatan, Sinaloa y Guanajuato (UNA,
2020).

2.1.3 Consumo

Seis de cada 10 personas incluyen en su dieta huevo y pollo en México, ya que es
la proteina mas accesible para las clases econémicas bajas y medias. El huevo en México
tiene el primer lugar mundial en consumo per — capita de 23 kg, seguido de Rusia,
Colombia, Argentina y Nueva Zelanda. La carne de pollo tiene una participacion en el
aporte de proteina del 38.9%, el huevo con 16.5%, representando el 55.4% de consumo

de proteina animal en el pais (UNA, 2020) (Figura 3).
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Figura 3. Aporte de proteina por el sector pecuario (UNA, 2020).

En México, el consumo per-capita actual de pollo ha aumentado a los 32.88 kg por
habitante. En cuanto a huevo fresco, México es el principal consumidor a nivel mundial,
siendo el consumo per capita del mexicano de 23 kg, en segundo lugar, se encuentra
Rusia con 18.44 kg, seguido de Colombia con 16.38 kg y después Argentina con 15.56 kg
(UNA, 2020).

2.2 Promotores de crecimiento

La practica en el uso de promotores de crecimiento, se ha llevado a cabo
aproximadamente durante 50 afios en la produccion animal en Estados Unidos y otros
paises (Dibner & Richards, 2005). Existen reportes de efectos benéficos en el uso de
promotores de crecimiento en la eficiencia productiva en cerdos y pollos (Moore et al.,
1946). Starr & Reynolds (1951), publicaron los primeros reportes de resistencia a

antibiéticos en pavos.

El riesgo existente en consumir carne con residuos de antibiéticos que puedan
ocasionar alergias o intoxicaciones en humanos es muy bajo, ya que solo los antibi6ticos
gue no se absorben en tracto digestivo estan autorizados como promotores de crecimiento
(Donoghue, 2003).



En la actualidad los antibiéticos son la principal herramienta terapéutica para tratar
y prevenir enfermedades bacterianas en hombres y animales, y como promotores de
crecimiento a nivel subterapeutico en animales, sin embargo, durante las Ultimas décadas
el incremento del uso de estos farmacos y su mal uso han generado la emergencia de
resistencia antimicrobiana la cual es un importante problema en la salud publica que

afecta gran parte de los paises del mundo (San Martin et al., 2005).

La resistencia a los antibiéticos se da por la capacidad natural de la bacteria con
rasgos inusuales para sobrevivir, permitiendo asi que las cepas resistentes se
multipliquen, y también se da gracias a la transmision de la resistencia adquirida a su
progenie (Apata, 2009). Por lo que la creciente preocupacion de que las bacterias
resistentes pueden pasar de los animales a los humanos, se ha incrementado el interés
publico y gubernamental en la eliminacién del uso inapropiado de antibiéticos. La
Organizacion Mundial de la Salud ha sefialado que la resistencia antimicrobiana debe ser
considerado como un problema internacional y que es conveniente poner en marcha un
sistema global de vigilancia, recomendando que se fijen politicas gubernamentales
orientadas al uso racional de estos medicamentos en medicina humana y veterinaria
(OMS, 1997).

Es por esto por lo que el Parlamento Europeo y el consejo sobre aditivos para uso
en nutricion animal crearon el reglamento 1831/2003 que permitia la comercializacion y el
uso de antibidticos y coccidiostatos como aditivos para piensos solo hasta el 31 de
diciembre de 2005, permitiéndose Unicamente el uso de medicinas en alimento para

animales con fines terapéuticos por prescripcion veterinaria (EUR-lex, 2003).

2.3. Anticoccidianos

Los anticoccidianos son otras alternativas para el control de la coccidiosis. Se
clasifican como compuestos de sintesis quimica (anticoccidianos sintéticos)
guinolonas, diclazuril, zoalene, nicarbazina, entre otros. Estos actlan en las etapas
intracelulares del parasito después de invadir las células intestinales (Williams, 1999) y
con efecto coccidicida, disminuyendo lesiones intestinales en el huésped, pero pueden

provocar efectos secundarios en pollos en ambientes calurosos (Yuiio & Gogorza, 2008)
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(Cuadro 1). El uso de drogas quimicas debe estar limitado a dos meses a fin de reducir el
riesgo de resistencia (Palacios, 2009). La otra clasificacibn son los compuestos por
fermentacion de Streptomyces spp. O Actinomadura spp. (ionéforos) los cuales poseen
capacidad antibiética en microorganismos gram positivos (Peek & Landman, 2011). En la
actualidad son seis los que se utilizan en la produccién avicola (Williams, 1999), se
clasifican en monovalentes: (salinomicina, monensina, narasina), ya que se combinan
con cationes monovalentes K-y Na-, en cambio los divalentes (lasalocid, maduramicina,
semduramicina) se combinan con cationes bivalentes y monovalentes Ca**, Mg™ Ky Na-
(Cuadro 2). Estos compuestos iondforos forman complejos que envuelven a los cationes
sobre los que tienen tropismo, introduciendo dentro del coccidio en la fase de esporozoito
(etapa parasitaria en la luz del intestino antes de penetrar la célula intestinal) sobre la que
son activos, causando un desequilibrio, aumenta la presion osmaética con relacién al medio
interno, los cationes introducidos en la célula arrastran agua y causan ruptura y
destruccion del parasito (Tovar, 1996). Smith et al. (1981), indican que estos ion6foros
también dirigen sus efectos hacia las fases sexuales y no sexuales de los coccidios
haciendo que el transporte de iones de sodio y potasio a través de las membranas
superficiales fallen.

Gracias al mecanismo de accion tan amplio y complejo de los ionéforos, estos no
inducen el mismo grado de presion selectiva (resistencia) sobre los parasitos, a diferencia

de los anticoccidios quimicos (Chapman et al., 2010).

Cuadrol. Principales coccidiostatos sintéticos

Producto

activo Nombre comercial Dosificacion ppm Modo de accién
Zoalene Dot 125 Merozoitos de 12 generacion
Metilclorpindol Coyden 125 Esporozoito
Nicarbazina Carbigran 125 Esquizontes de 22generacion
Diclazuril Clinacox 1 Esquizontes y Gametocitos

(Tovar, 1996).



Cuadro 2. Principales coccidiostatos ionoforos

Producto Nombre comercial Dosificacion ppm  Modo de accion Perrleot?rc()) o

Lasalocid Avatec 90 lono6foros divalente 5 dias

Monensina Elancoban 100 lonoforos 3 dias
monovalente

Narasina Monteban 70 lonoforos 5 dias
monovalente

Salinomicina Sacox 60 lonoforos 5 dias
monovalente

.. 3 + ,
Maduramicina Cygro 5 Iono]‘or.os 5 dias
guimico
Semduramicina Aviax 5 dias

(Tovar, 1996).

La resistencia cruzada entre ionoforos de la misma clase se ha demostrado que existe
por lo que es importante al momento de rotar escoger ionéforos diferentes. Para esto se
usan los programas duales de anticoccidiales, que consisten en el uso durante los
primeros 14 — 21 dias de edad combinandolo con otra clase de anticoccidial del dia 15 o
23 hasta el retiro del producto (Palacios, 2009).

Los tipos de programas duales son:

% Quimico + iondforos.

¢ lonoforos + Quimico.

¢ Quimico A + Quimico B.

% lon6foros A + lon6foros B

2.3.1 Efectos adversos de ion6foros

Los efectos adversos incluyen falta de coordinacion, diarrea, reduccion de

consumo de alimento y pérdida de peso (Beck & Harries, 1979).

Cuando se usan a altas concentraciones de ionéforos la interferencia con el
transporte de iones de la membrana puede afectar a las células huésped (Dowling, 1992).
Van Vleet et al. (1983), propusieron que la toxicidad de las drogas en tejido miocardial y

musculo esquelético podria ser por un excesivo incremento de Ca** intracelular lo cual
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excede la capacidad de los componentes celulares como la mitocondria de secuestrar
Ca*™ de manera efectiva. El exceso de calcio genera unas series de alteraciones
degradativas a la célula seguido de un dafio a la membrana culminando con tumefaccion

de la célula huésped.

Por otro lado, Mc Dougald & Mc Quiston (1980) reportaron un crecimiento
compensatorio después de la retirada de los medicamentos ionéforos con monensina y
salinomicina, pero no un crecimiento compensatorio en comparacion con las aves control

gue no recibieron tratamiento.

2.4. La coccidiosis en la avicultura

La coccidiosis aviar es una enfermedad parasitaria que se conoce desde hace
muchos afios y todavia es considerada la que mayores pérdidas econdmicas causa a
nivel mundial de hasta $ 3 mil millones de ddlares por afio, causada por protozoos de la
Familia Eimeridae, Subclase Coccidia, Filo Apicomplexa del Género Eimeria, que se
desarrollan en el interior del intestino de las aves y los animales. Existen siete especies
de Eimeria (E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. mitis, E. necatrix, E. praecox y E.
tenella) que se reconocen como infectantes de pollos (Williams, 1999). Los niveles de
lesidon que causan estas especies de Eimeria en las diferentes areas del intestino estan
relacionados con su nivel de patogenicidad (Morris et al., 2007), los cuales pueden ir de
leves a severas. En la figura 4 se muestran las distintas especies de Eimeria y los
segmentos del intestino que infectan en pollos. E. acervulina y E. praecox, se desarrollan
en el duodeno, E. mitis, E. maximay E. necatrix se desarrollan en el intestino medio
(yeyuno), E. tenella se desarrolla en los ciegos y E. brunetti que se desarrolla en el
intestino posterior o (ileon) (Joyner, 1978). Dependiendo la especie y sitio de infeccion la
coccidiosis puede causar enteritis con pérdida de liquidos y una mala absorcion de
nutrientes (E. acervulina y E. mitis), puede causar inflamacion de la pared intestinal con
hemorragias puntuales (petequias) y desprendimiento del epitelio (Eimeria brunetti y E.
maxima), o destruccion completa de los cilios que concluye con hemorragia y muerte (E.

necatrix y E. tenella) (Johnson y Reid, 1970).
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Figura 4. Sitios de infeccidon de Eimeria por especie.

Esquema de las siete especies de Eimeria infectivas de pollos, en relacidén con el sitio de
infeccion (Burrell et al., 2020).

También suelen existir defectos 6seos, principalmente asociados a trastornos en
huesos largos o tibias y estos problemas estan estrechamente relacionados con la rapida
ganancia de peso corporal (Applegate & Lilburn, 2002). Esto repercute con el caminar de
las aves y posteriormente mueren por deshidratacién o falta de alimentaciéon (Fleming,
2008). Las especies Eimeria invaden las células intestinales, en el caso de E. acervulina,
el duodeno (Williams, 1999). Un estudio realizado por Van Der Kilis et al. (1990), con el
objetivo de reconocer el sitio de absorcién de diferentes minerales entre ellos K, Ca, Mg,
Na, arroj6 como resultados que la mayor parte de absorcidén se realiza en el duodeno,
mas que en otras regiones de todo el tracto gastrointestinal, esto nos indica que la
presencia de E. acervulina interfiere directamente con la absorcion de estos minerales.
Akbari et al. (2018) reportaron una disminucion de minerales en tibia y sangre, en términos
de cenizas y concentracién de Ca, en un grupo de pollitos Ross 708 desafiados al dia
nueve con 1 ml de cultivo con 100,000 ooquistes esporulados de E. acervulina y 25,000
ooquistes esporulados de E. maxima.

Infecciones entéricas y problemas nutricionales aunados al estrés tendran como

consecuencia un pobre desarrollo 6seo que llevard a problemas en la calcificacion de
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tibias, pollos incapaces de caminar conforme ganen peso y posteriormente la muerte
(Rath et al., 2000).

2.4.1 Ciclo biolégico de Eimeriay transmision

2.4.1.1 Ciclo biolégico

Los ciclos de vida de Eimeria spp. consisten en dos etapas de desarrollo en el
huésped: Una fase enddgena que tiene lugar dentro del hospedador y comprende dos
fases de reproduccion, una asexual (esquizogonia) y una sexual (gametogonia) que dara
formacién del zigoto (ooquiste inmaduro) y una fase exdégena que tiene lugar fuera del
huésped y se lleva a cabo una multiplicacion asexual por esporogonia (Blake & Tomley,
2014).

Durante la fase endbégena los ooquistes esporulados son ingeridos por el
hospedador, el diéxido de carbono y la accion mecanica de la molleja, producida por su
musculatura y algunos restos de pienso o piedras logran alterar la estructura y
permeabilidad de la pared del ooquiste y esto permite que la accion de las sales biliares y
la tripsina liberen los esporocistos. Posteriormente los esporozoitos abandonan los
esporocistos mediante su propio movimiento e invaden y destruyen las células de la
mucosa intestinal (Jeurissen et al., 1996). Dando inicio a su ciclo reproductivo asexual, la
esquizogonia, en donde una vez que invaden a los enterocitos forman una vacuola y se
transforman en trofozoitos, estos sufren divisiones nucleares, las cuales reciben el nombre
de esquizogoniay se forman los esquizontes de primera generacion, los cuales al madurar
rompen la membrana celular del enterocito destruyéndolo y saliendo como merozoitos 72
horas post infeccion. Estos merozoitos invadirdn otras enterocitos y sufriran una segunda
division nuclear formando a los esquizontes de segunda generacion, los cuales al madurar
romperan las membranas de la célula huésped y saldran al medio como merozoitos de
segunda generacion e invadiran células epiteliales de las criptas de Lieberkiihn, dando
lugar al ciclo reproductivo sexual gametogonia. Aqui los merozoitos formaran dentro de
los enterocitos los gametos masculinos microgamontes los cuales continuaran teniendo
una divisién nuclear y maduraran a microgametos los cuales romperan la membrana
celular y seran liberados. Por otro lado, otro grupo de merozoitos al invadir a las células
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epiteliales de las criptas, formaran al gameto femenino macrogamonte el cual sera unico
en la célula y al madurar cambiard a macrogameto. Los microgametos al invadir las
células huésped infectadas con macrogametos, llevaran a cabo la fertilizacion del
macrogameto y se formara el zigoto u ooquiste inmaduro (Ferguson et al., 2003).
Finalmente serd liberado de la mucosa intestinal sin esporular junto con las heces (Lal et
al., 2009).

Durante la fase exdgena se lleva a cabo una multiplicacion asexual “esporogonia”
que tiene lugar fuera del hospedador y se llevara a cabo cuando el ooquiste encuentra las
condiciones adecuadas de temperatura, oxigenacion y humedad. El esporoblasto se
divide en dos y después en cuatro y es envuelto en una doble membrana para formar los
esporocistos los cuales sufren una divisibn nuclear para terminar este proceso de
esporulacion, el cual da como resultado ocho esporozoitos a partir de un ooquiste inicial
mediante un proceso de meiosis (del Cacho Malo & Bosch, 2014) (Figura 5).
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Figura 5. Ciclo biol6gico de Eimeria spp.
(Canales-Serrano, 2019)

(adaptado de https://www.avicultura.mx/destacado/Recomendaciones-en-el-tratamiento-
de-Coccidiosis-en-aves)



A. Oocistos esporulados deben ser ingeridos ya que son las formas infectivas,
B. Oocistos liberan esporocistos. C. Esporocistos liberan esporozoitos, D. Los
esporozoitos invaden las células intestinales (enterocitos), E. Dentro del
enterocito el esporozoito madura a trofozoito, F. Trofozoito se encapsula en una
vacuola (esquizonte de primera generacion), G. El esquizonte revienta y libera
miles de merozoitos, H. Merozoitos invadiran enterocitos, formaran esquizontes
de 2.° generacion y liberardn merozoitos de 2.° generacion que invadiran
nuevos enterocitos, I. Formacion de gametos sexuales masculinos y femeninos
de Eimeria, J. Invasion de enterocitos por gametos sexuales y formacion de
zigoto, K. Eliminacién del zigoto en heces, L. Cambio de zigoto a oocisto no

esporulado (fase no infectiva).

2.4.1.2 Vectores

Los oocistos de Eimeria spp son la principal causa de coccidiosis al ser ingeridos
por los pollos, ya sea que se encuentren en su alimento o en el agua de bebida, asi como
basura o polvo contaminado (Shivaramaiah et al., 2014). También estos oocistos pueden
ser transportados de una caseta o granja a otra a través del personal, si es que estuvieron
en contacto con material contaminado de oocistos, por otros animales o escarabajos (Belli
et al., 2006).

2.4.2 Oocistos y sus caracteristicas

Los oocistos de Eimeria spp tienen una pared gruesa que resiste tratamientos
mecanicos, quimicos y degradacién proteolitica, también son impermeables a las
sustancias solubles en agua, incluidos muchos detergentes y desinfectantes, permitiendo
gue los ooquistes sobrevivan y permanezcan infecciosos en un ambiente himedo durante
largos periodos de tiempo (Mai et al., 2009). Esta pared esta conformada por dos capas,
una capa interna y una capa externa lo que se asocia al grosor de la pared y esta
estructura de bicapa esta compuesta de lipidos y proteinas, esta capa de proteinas le
proporciona al oocisto proteccion contra el calor y frio extremo, mientras que la capa de

lipidos brinda amortiguamiento contra dafios quimicos (Belli et al., 2006).
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Un ooquiste sera infeccioso dependiendo de su capacidad para esporular, los
ooquistes esporulados son infecciosos y los no esporulados no seran infecciosos (Lal et
al., 2009). Los ooquistes esporulan en 48 horas y los ooquistes de E. acervulina lo pueden
hacer dentro de las 17 horas hasta con un porcentaje de entre el 85 y 95% si se mantienen
las condiciones Optimas como temperatura de 29-30°C y humedad del 40-80% (Edgar,
1955; Reid & Long, 1979). Los ooquistes esporulados pueden sobrevivir fuera del huésped
durante 602 dias y los no esporulados hasta 7 meses en el ciego del hospedador (Quiroz-

Castafieda & Dantan-Gonzalez, 2015).

2.5 Sustancias humicas

2.5.1 Generalidades de las sustancias humicas

Las sustancias humicas (SH) son estructuras supramoleculares de moléculas
heterogéneas que comprenden carbohidratos, acidos grasos, polipéptidos, anillos
aromaticos unidos por interacciones hidrofébicas como las fuerzas de Van der Waals y
enlaces de hidrégeno (Mirza, 2018). Se forman a partir de la descomposicién natural de
materia organica, principalmente plantas, por lo tanto, las SH constituyen la mayor parte
de la materia organica en el mundo porque representan la mayoria de los materiales
organicos del suelo como (turba, lignitos, carbén aguas residuales y aguas naturales)
(MacCarthy et al., 1979). Las SH estan compuestas por diferentes acidos que contienen
grupos carboxilo, fenolato, carbonilo, hidroxilo, amina y amida. Entre estos acidos esté el
acido humico, acido fulvico y huminas. Los acidos humicos (AH) presentan un color oscuro
y tienen un tamafio molecular menor que el de las huminas, es la fraccién de SH soluble
en agua con bajo pH alcalino, pero insoluble en un pH acido, tienen un alto peso molecular
de 50000 a 100000 Da (Mirza, 2018).

Los acidos fulvicos (AF) presentan un color anaranjado y tienen un tamafio molecular
mas pequefio que el de los AH con un peso molecular de 5000 a 10000 Da, son solubles
en agua en todas las condiciones de pH (Mirza, 2018).

Las huminas son la fraccion insoluble en agua a cualquier valor de pH y son moléculas
grandes con un peso molecular de 100000 a 10000000 Da (Pefia-Méndez et al., 2005;
Mirza, 2018).
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Las SH se han utilizado durante siglos en la agricultura como un suplemento
nutricional tanto del suelo como de las plantas, esto porque ayudan a romper suelos
compactos, asi como a mejorar sus propiedades fisicas y su fertilidad estimulando el
desarrollo de microflora en el mismo, mejorando la transferencia de micronutrientes desde
el suelo hasta las plantas, mejoran la retencion de agua y aumentan el promedio de

germinacion de semillas (Lotosh, 1991).

También se sabe que los AH y AF sirven como medio de transporte mediante
absorcion de metales pesados téxicos como hierro, niquel, mercurio, cadmio y cobre,
guimicos organicos antropogénicos y otros contaminantes del agua para su eliminacion,
lo que las hace quelantes (Samanidou et al., 1991). Por esto, se han desarrollaron filtros
a base de humus para purificar aguas residuales contaminadas (Verstraete & Devliegher,
1996).

2.5.1.2 Sustancias humicas (humus) de lombricomposta

Las lombrices transforman los remanentes organicos en humus, esta es una
sustancia generada en el proceso final de descomposiciéon de la materia organica, tales
como desechos vegetales o animales (Agrario, 1987). Es la mineralizacion de materia
organica en complejos coloidales, la cual se lleva a cabo en el primer segmento del
intestino y después se lleva a cabo la humificacion por accién de la microbiota en la parte
posterior del intestino de la lombriz, generando una materia granulosa, inodora, color café

oscuro "humus” (Rios & Calle, 1991).

El proceso de degradacion de la materia organica generado por la lombriz para la
formacion del humus es acelerado en comparacion con el proceso de descomposicion
natural, y esto dependera de la composicién quimica del sustrato, la relacién C/N y el
contenido de minerales tales como N, P, S, Ca, Mg y K de la materia organica (Ruiz,
2011).

2.5.2 Las sustancias humicas como antiinflamatorios y antibacterianos

16



Productos derivados de SH han sido utilizados contra enfermedades inflamatorias,
principalmente en ratas con Ulceras gastricas donde se observé significativamente su
curacion (Brzozowski et al., 1994). La inflamacion tiene un papel importante durante las
infecciones virales y bacterianas (Nakayama et al., 1993) Por lo que el control efectivo de
la inflamacién podria ser empleado para proteger a individuos predispuestos a estos
patégenos. Pflug & Ziechman (1982), demostraron que la bacteria Micrococcus luteus
tenia interacciones altamente especificas con los AH por lo que el organismo quedaba
protegido contra la alteracion de la pared celular por la enzima lisozima.

van Rensburg et al. (2001), trabajaron con distintos grupos de ratones, 10 ratones
por grupo, los cuales presentaban inflamacion en la oreja derecha. Las orejas inflamadas
de los ratones en cada grupo fueron tratadas tépicamente 4 veces al dia durante 2 dias
con uno de los siguientes tratamientos: 1. Cremas acuosas de acido oxifulvico (4.5% y
9%). 2. Diclofene sédico al 1% (Voltaren Emulgel). 3. Betametasona 0.1% (Betnovate).
4. Ungliento emulsionante BP como control. Los cuatro tratamientos disminuyeron la
inflamacion del oido, pero solo los tratamientos con Diclofene sédico al 1% y la crema
acuosa de acido oxifulvico al 9% demostraron ser mejores que los demas tratamientos,
sin embargo, los ratones en el grupo de tratamiento con diclofene sédico mostr6é graves
signos de estrés, apatia y pérdida de apetito. Estas propiedades antiinflamatorias, junto
con sus propiedades antimicrobianas, sugieren que el &cido oxifulvico, aplicado
tépicamente, podria ser un tratamiento efectivo y seguro para afecciones inflamatorias de

la piel.

2.5.3 Las sustancias humicas como antitumorales

El potencial de las SH contra el tumor apenas ha sido investigado. Dicha actividad
antitumoral, se estudio en experimento in vivo del extracto de humus contra leucemia
linfocitica en ratones endogamicos. Los ratones tuvieron un crecimiento tumoral lento
significativo, por lo que la masa tumoral media fue significativamente menor en

comparacién con el grupo control, lo que indica que los ratones a los que se les administro
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el extracto pueden sobrevivir por un periodo més largo. Aunque, el mecanismo por el cual
el extracto de humus suprime el crecimiento tumoral no esta claro en la actualidad, la
actividad antitumoral puede implicar una mejora de la resistencia innata del huésped
(Kodama, 2007).

2.5.4 Las sustancias humicas como antiparasitarios

El impacto de las SH y su potencial interaccion con parasitos y bacterias de peces
fue demostrado por Meinelt et al. (2007), quienes observaron que el dafio causado por
estos agentes patdégenos a los peces era rapidamente reparado en presencia de SH.
Kodama et al. (2008), trataron dos grupos de ratones endogamicos a los que se les inoculd
intraperitonealmente en sangre periférica Tripanosoma brucei brucei a un grupo y
Tripanosoma brucei gambiense a otro grupo con un extracto de humus a distintas
concentraciones administrado en el agua de bebida, otro grupo de ratones control se les
fue administrada agua sin extracto de humus. En el primer experimento, después de 21
dias el 67% de ratones tratados con extracto de humus sobrevivieron al desafio de T.
brucei gambiense mientras que los ratones control todos murieron dentro de los 7 dias
posteriores al desafio. En el segundo desafio se utilizd T. brucei bruceiy de los 12 ratones
control todos murieron dentro de los 10 dias posteriores al desafio en contraste con los
ratones que recibieron el extracto de humus, los cuales presentaron una tasa de
sobrevivencia del 40 % a los 20 dias después del desafio, los grupos de ratones que
mostraron mayor resistencia fueron aquellos a los que se les dio el extracto de humus a

una concentracion del 3%.

2.5.5 Las sustancias hiumicas como antivirales

Los AH también ejercen actividad antiviral contra varios virus de ADN y ARN
(Klocking & Helbig, 1991). Esta posible interaccion entre virus y AH fue discutida por
primera vez en 1962 por Schultz quien utilizo AH en contra de un brote de fiebre aftosa
en cerdos logrando la eliminacion del virus y se supuso que estas SH tenian un efecto
desnaturalizante sobre los virus (Klocking & Sprossig, 1972). Décadas mas tarde se

hicieron estudios mas detallados con aislados de AH en los que se demostré que estos
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AH también afectan virus ARN y ADN patégenos para el hombre interfiriendo
principalmente con el primer paso de interaccion virus-célula. Algunos ejemplos de estos

virus son el herpes tipo 1 y tipo 2, influenza A, y rinovirus (Klocking & Helbig, 1991).

Por lo tanto, se puede afirmar que las SH tienen propiedades antiinflamatorias,
antivirales, antitumorales y antibacterianas en el hombre y en animales, pues ya se han
empleado en la medicina veterinaria como agentes antidiarreicos, analgésicos,
inmunomoduladores y antimicrobianos, con base en lo establecido por el Comité
Veterinario de la Agencia Europea de Medicina para la Evaluacion de Medicamentos
(EMEA, 1999).

2.5.6 Sustancias humicas como promotores de crecimiento

Gracias a sus propiedades antioxidantes, antisépticas, inmunoestimulante,
antifangicas y antivirales se emplean como potenciadores de crecimiento natural (Rath et
al., 2006). En pollos de engorda ayudan a promover el crecimiento cuando se agrega al
agua potable o al alimento (Ozturk et al., 2010). También en un estudio realizado por
Windisch et al., en el 2008, se evaluo el efecto de los AH como promotores de crecimiento
en pollos de engorda y se demostré que mejoraban la digestibilidad de nutrientes al
mantener estable la microbiota intestinal generando un aumento de peso en los pollos y
esto puede deberse a la mejora inducida por AH de la conversion alimenticia. En otro
conjunto de experimentos realizados por Edmonds et al. (2014), evaluaron el rendimiento
y la mortalidad de pollos de engorda mediante una serie de tratamientos divididos en:
Tratamiento control (C), tratamiento de humatos (MFG) los cuales son un conjunto de
minerales, AH y AF, en un ambiente con altas temperaturas, en donde la tasa de
crecimiento mejoré y la mortalidad disminuyd significativamente con la dieta MFG, en

comparacion a la dieta control sin tratamiento.

Taklimi et al. (2012), demostraron que las SH modifican la division del metabolismo
de los nutrientes y esto permite que mejore el crecimiento. Adicionalmente tienen un
impacto en la profundidad de las criptas en las vellosidades del yeyuno en pollos de

engorda, ya que el acido humico tiene la capacidad de reducir el pH y disminuir la carga
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de bacterias patégenas en el intestino. En cambio, Schepetkin et al. (2003), demostraron
en un experimento in vitro que Mumie, una resina cuya formacion se da por humificacion,
y constituida por AF y AH una vez fraccionada en estos acidos y administrados los AF en
un cultivo junto con macréfagos peritoneales aislados de raton, estimularon la proliferacion
de estos macrofagos por lo que sugieren que la fraccibn de AF tiene una actividad

inmunomoduladora.
2.6 Alternativas disponibles para prevenir y combatir la coccidiosis

2.6.1 Vacunas contra la coccidiosis

Consisten en desarrollar una inmunidad protectora al huésped, en este caso al
pollo. La primer vacuna con parasitos vivos se desarroll6 hace mas de 60 afios. En la
actualidad existen vacunas vivas con ooquistes esporulados atenuados o no atenuados
e incluso pueden estar hechas con mezclas de multiples especies de Eimeria spp
(Shivaramaiah et al., 2014). Las vacunas no atenuadas contienen los parasitos de Eimeria
spp a los cuales no se les ha hecho ninguna modificacion para disminuir su patogenicidad
y son provenientes de cepas de campo o de laboratorio (Peek & Landman 2011). Aunque
el uso de estas vacunas es limitado, debido al riesgo de brote inducido por los parasitos
Vivos, por lo que su uso se da junto a tratamientos quimicos que controlen la patogenicidad
de los parasitos (Quiroz - Castafieda & Dantan - Gonzéalez, 2015). Las vacunas atenuadas
contienen cepas de Eimeria spp las cuales han sido manipuladas para reducir su
patogenicidad por medio de pases seriados del parasito en embriones de pollo (Peek &
Landman, 2011). Estas vacunas atenuadas son muy utilizadas, pero su bajo grado de
proteccion inmunitaria hace necesario el uso de adyuvantes lo que incrementa los costos
de estas vacunas (Ahmad et al., 2016). Debido a esto también se han desarrollado
vacunas recombinantes que poseen antigenos de la especie Eimeria que inducen
inmunidad, sin embargo, estas vacunas han sido ineficaces durante la coinfeccion de la
especie Eimeria lo que ha llevado a modificaciones de estas vacunas. Las vacunas son
una adicion para el control de la coccidiosis, y estas tendran mejores resultados si se usan

en combinacién con ionéforos en el alimento y no por si solas (Mathis et al., 2014).
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La preocupacién que causa el uso de vacunas anticoccidiales en la industria
avicola, son los altos costos de produccion y el dafio al tejido epitelial del intestino de los
pollos, aunandole que durante la vacunacion puede haber pollos que no alcancen a ser
vacunados y entonces halla un desarrollo de inmunidad inconsistente que puede poner
en riesgo la salud de la parvada ante coccidiosis u otras enfermedades intestinales
(Chapman et al., 2005).

2.6.2 Bioseguridad y gestion

Estrategias adicionales y alternativas para el uso de anticoccidianos son
implementar medidas estrictas de bioseguridad como el cambio de camas entre parvadas,
limpiar rigurosamente las casetas y equipo utilizado, mantener las granjas libres de
plagas, entre otras medidas. Sin embargo, aun con estas medidas estrictas de
bioseguridad es casi imposible mantener a las parvadas libres de coccidiosis durante la
practica, no obstante, siempre una granja con medidas de bioseguridad estrictas permitira
gue cualquier infeccion, presente menos complicaciones (Chapman, 2003). Por otro lado,
también es importante tener medidas generales de manejo que salvaguarden los
requisitos basicos de las aves, como alimentarlas adecuadamente, acceso ilimitado al
agua potable, camas adecuadas, humedad, temperatura, ventilacion e iluminacion. Estas
medidas en conjunto permitiran prevenir o disminuir la intensidad de cualquier agente

patogeno en la granja incluyendo Eimeria spp (Peek & Landman, 2011).

2.7 Alternativas disponibles para sustituir los coccidiostatos

Entre las medidas alternativas exploradas se encuentra el uso de productos
naturales los cuales han informado una reduccion en la mortalidad de aves (Gholamrezaie

et al., 2013; Habibi et al., 2016). Entre los que se incluyen:

2.7.1 Probio6ticos
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Los probioticos son microorganismos vivos con efectos benéficos sobre la salud
(Ganguly et al., 2011). Muchos de estos microorganismos forman parte de la microbiota
intestinal natural donde viven de manera simbiotica con el organismo huésped y son
empleados para tratar afecciones gastrointestinales, se clasifican como bacterias y
levaduras no patdgenas y vivas como Lactobacillus y Bifidobacterium. en el caso de
bacterias grampositivas, y Saccharomyces. como levadura (Islam, 2016). Los probidticos
al ser ingeridos se adhieren a la mucosa intestinal y de esta manera se evita la union de
bacterias patogenas al epitelio (Scarpellini et al., 2008). La produccion de acido acético,
acido propidnico y acido lactico, esta dada por probidticos a base de bacterias gram
positivas, lo que conlleva a una reduccion de pH e inhiben el crecimiento de bacterias
patdgenas (Islam et al., 2016). También por tener una funcion similar a la microbiota
comensal se considera que poseen una accion inmunomoduladora reduciendo casos de

diarreas (Scarpellini et al., 2008).

2.7.2 Prebibticos

Son sustratos utilizados por microorganismos comensales, principalmente
Lactobacillus y Bifidobacterium que brindan un beneficio para la salud (Gibson et al.,
2017). Entre las funciones de esta microbiota comensal esta la de conversion de
carbohidratos dietéticos, proteinas y algunas grasas en metabolitos para beneficio del
huésped (Kasubuchi et al., 2015; Verbeke et al., 2015). Actualmente los prebibticos
predominantes estdn basados en carbohidratos, pero existen otros grupos como
polifenoles o &cidos grasos poliinsaturados (Gibson et al., 2017). Por ejemplo,
Bifidobacterium puede metabolizar carbohidratos de bajo peso molecular gracias a sus
glucocidasas extracelulares y sistemas de transporte especificos los cuales les permiten
asimilar carbohidratos de bajo peso molecular (Falony et al., 2009; Riviere et al., 2018).
Mejoran la absorcion de minerales debido a que hay mayor solubilidad de calcio a causa
de la disminucion de pH (Chonan et al.,, 1995). Por lo tanto, son reconocidos como

defensas contra patégenos intestinales debido a que nutren a las bacterias comensales y
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estas reducen el pH lo que inhibe el crecimiento de patégenos y reduce la disponibilidad
de nutrientes y espacio para las bacterias patégenas (Fooks & Gibson, 2002).

2.7.3 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas naturales volatiles extraidas de plantas (flores,
semillas, hojas, etc.) (Seow et al., 2014), como hidrocarburos, monoterpenos y
sesquiterpenos y compuestos no volatiles como hidrocarburos, acidos grasos, esteroles,
carotenoides y flavonoides (de Groot & Schmidt, 2016). Estos metabolitos secundarios en
la planta funcionan como defensa por sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes
(Najafian, 2014). Estos extractos naturales de plantas alteran las membranas bacterianas
dafando sus procesos metabdlicos y eliminan especies reactivas de oxigeno por su
accion antioxidante al igual de prevenir la sintesis de toxinas bacterianas (Horky et al.,
2019).

2.7.4 Acidos organicos

Los acidos organicos son un grupo de acidos grasos de cadena corta que reducen
el pH del alimento y del tracto digestivo creando un entorno negativo para el crecimiento
de microorganismos patdgenos (Suiryanrayna & Ramana, 2015). Ademas de tener un
efecto antimicrobiano contra bacterias Gram negativas principalmente y su produccion de
metabolitos toxicos y mejoran la disponibilidad de proteinas y minerales (Roth &
Kirchgessner, 1998).

Los &cidos al atravesar la membrana bacteriana por simple difusion se disocian y
liberan protones y aniones, los que disminuiran el pH interno de la bacteria y esta, para
estabilizarlo, consume su energia metabdlica, lo que eventualmente hara que deje de
crecer 0 muera y a su vez la toxicidad de los aniones causard problemas osmoticos
(Gauthier, 2002).
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2.8 Estudios in vitro que inhiben la esporulacion de Eimeria spp

Diferentes estudios in vitro se han descrito para determinar el efecto de inhibicion
de esporulacion de diferentes sustancias. Gadelhag et al. (2018), realizaron un estudio
para conocer la actividad de dos hierbas: Allium sativum (ajo) y Moringa olifiera,
reportando que no hubo efecto sobre la esporulacién de los ooquistes con ambas hierbas.
En cambio, Habibi et al. (2014), observaron una inhibicion en la esporulacién de E. tenella
con extractos de hierbas P. ferulaceae y C. intybus. Ademas, You (2014), demostré que
el acido acético, la sopa de cresol y el benceno + xileno suprimen la esporulacion de
ooquistes de E. tenella. Adicionalmente, Abbas et al. (2015), demostraron que Saccharum
officinarum (cafia de azlcar) inhibe la esporulacion de E. tenella, E. necatrix, E. mitis, E.

brunetti.

Por otro lado, estudios in vitro han utilizado lineas celulares para mantener las
coccidias y para ver la invasion de la coccidias a nivel celular. Strout et al. (1965),
demostraron que se pueden obtener los esporozoitos de E. acervulina y ocasionar la
infeccion celular en células embrionarias de rifién y fibroblastos de pollo, fibroblastos de
ratbn amniéticas del humano y en la linea celular HelLa. Posteriormente, Hofmann &
Raether (1990), demostraron que los ooquistes E. tenella se podian recuperar de los
cultivos de una linea celular de rifion de pollo. En el cual tuvieron un resultado positivo,
pero el rendimiento de los ooquistes fue bajo en comparacion con los ooquistes que pasan
a través de los pollos. Dichas pruebas permitieron que los investigadores pudieran utilizar
tanto las pruebas de inhibicion de la esporulacion como la invasion de lineas celulares.
Tal es el caso de Jitviriyanon et al. (2016), quienes evaluaron las propiedades
anticoccidiales de diferentes aceites esenciales de plantas contra E. tenella utilizando
ambas pruebas; encontrando que los aceites esenciales Boesenbergia pandurata y
Ocimum basilicum tuvieron una fuerte actividad de inhibicibn de la esporulaciéon y
propiedades citotoxicas contra las coccidias.

Chaudhari et al. (2020), utilizaron pollos de engorda de un dia y los desafiaron con
E. tenella, E. maximay E. acervulina, para evaluar un probiético con 10 clases de Bacillus

para disminuir lesiones intestinales, excrecion de oocistos y aumentar la ganancia de
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peso. De las cuales solo Bacillus licheniformis y dos Bacillus amyloliquefaciens fueron los
gue mostraron una mayor ganancia de peso, disminucién de lesiones y reduccion de

excreta de oocistos en los pollitos infectados en comparacién con el grupo control.

Por otro lado, estudios recientes han demostrado que utilizar pruebas tanto in vitro
como in vivo, pueden ser utilizadas para tener el modo de accién de coccidiostatos. Yang
et al. (2019), utilizaron experimentos in vitro e in vivo para evaluar el efecto coccidiostato
de la planta B. Pilosa, encontrando que suprime E. tenella, debido a que reduce el
porcentaje de mortalidad, la excrecion de oocistos y la severidad de lesiones en pollos; ya
gue disminuye la esporulacion de los oocistos, la invasion del esporozoito y los

esquizontes en el ciclo de vida del parasito.

[1l. Justificacion

Actualmente se estan buscando alternativas naturales que suplan a los antibiéticos
promotores de crecimiento, debido al uso desmedido que se les han dado en dietas y a la
resistencia que estos han generado en los microorganismos. Las SH son un producto de
la biodegradacion de la materia organica y han demostrado tener propiedades
antiinflamatorias, antivirales, antitumorales, antiparasitarias y antibacterianas en el
hombre y en animales. Debido a esto en el presente proyecto se busca analizar a las SH
como potenciales inhibidores de la esporulacion de ooquistes de E. acervulina en un
experimento in vitro y reducir la excrecién de oocistos de Eimeria spp en pollos de engorda

desafiados en un experimento in vivo sin comprometer la salud intestinal.
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IV. Hipétesis

Las SH produciran la reduccién de la esporulacion de E. acervulina, y reduciran la
produccién de oocistos en pollos de engorda desafiados a Eimeria spp.
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V. Objetivo general

Evaluar el efecto del extracto de SH sobre la esporulacion de oocistos de E. acervulina 'y

la reduccién en el nimero de oocistos excretados en pollo de engorda.

5.1 Objetivos especificos

e Desarrollar un sistema in vitro para favorecer la esporulacion de oocistos.

e Evaluar el extracto de SH in vitro como inhibidor de la esporulacion de oocistos de
E. acervulina.

e Evaluar el potencial de SH in vivo como coccidiostato en pollo de engorda.

e Evaluar la cantidad de oocistos de Eimeria spp. en heces de pollo suplementados

con o sin SH en la dieta.
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VI. Metodologia

6.1 Lugar experimental

Los experimentos in vitro y los andlisis de laboratorio se realizaron en el laboratorio
de Microbiologia Veterinaria en las instalaciones de la Facultad de Ciencias Naturales,
campus Juriquilla, de la UAQ. El proyecto fue aprobado por el Comité de Bioética de la
Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro con la emision
de la resolucion 95FCN2019/20FCN2020 (Anexo 1).

El experimento in vivo se realiz6 en las instalaciones del Centro Nacional de
Investigacion Disciplinaria en Fisiologia y Mejoramiento Animal (CENID-FyMA),
perteneciente al Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias,

ubicadas en Ajuchitlan, Colén Querétaro
6.2 Obtencién de sustancias humicas

Las muestras de SH se obtuvieron del humus de una lombricomposta, hecha con

lombriz roja Californiana (Eisenia foetida) y alimentadas con una pre-composta de
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estiércol de borrego. El humus obtenido fue la Unica fuente de obtencion de SH, y el
proceso de extraccion se realiz6 de acuerdo con la metodologia descrita por Maguey-
Gonzalez et al. (2018).

Para el proceso de extraccion alcalina de SH, se us6 hidroxido de sodio (NaOH
0.1 M), en solucion acuosa. Se dejo agitando en una platina durante una hora, se dejo
reposar 24 h a temperatura ambiente y se filtr6 con una malla de 125 um, este
sobrenadante se acidificé con acido sulfarico al 10% (H2SOa) para reducir su pH a 2. Esto
se hizo posterior a una separacion por decantacion. La fraccion liquida en la parte superior
AF y la fraccion sdlida en la parte inferior AH. La fraccion solida de AH se lavo dos veces
con agua destilada para eliminar los residuos de &cido sulfarico y entre los lavados se
centrifug6 durante 20 min a 5000 rpm. En un rotoevaporador se deseco la muestra a una
temperatura de 60 °C hasta tener una consistencia gelatinosa. Después se sec6 en un
horno a 60 °C hasta obtener finalmente un polvo color marrén con un pH de 7 a 8.

6.3 Obtencién de oocistos

Los oocistos de E. acervulina fueron comprados en Jiutepec Morelos y recibidos y
resguardados en un refrigerador en el laboratorio de Microbiologia Veterinaria de la
Facultad de Ciencias Naturales a 4°C el dia 13 de agosto de 2020. Los oocistos sin
esporular venian en un tubo de ensayo con un volumen de 13 ml en agua potable a una

concentracion de 5X10° oocistos / ml.

6.4 Experimentos in vitro

Los experimentos in vitro se dividieron en dos etapas:

Etapa 1. Desarrollo del sistema in vitro, en el cual se llevé a cabo la estandarizacion
de una serie de experimentos in vitro para obtener el porcentaje de esporulacion de los
oocistos, mediante la implementacion de condiciones adecuadas del sistema de
incubacion de oocistos, en el cual se pretendi6 mantener los oocistos 48 horas,
incubandose a una temperatura de 25-29 °C y 80% de humedad. Los tratamientos a

evaluar fueron los siguientes: A. control negativo, ooquistes no esporulados (1 x 10%ul) +
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5 ml de agua destilada; B. control positivo, ooquiste no esporulados (1 x 10%ul) + 5 ml de
dicromato de potasio para prevenir bacterias (Molan et al., 2009); C. tratamiento inhibidor
1, ooquistes no esporulados (1 x 10°ul) + 5 ml de etanol al 70%; y D. tratamiento inhibidor
2, ooquistes no esporulados (1 x 10%ul) + 5 ml formalina al 10%. El tiempo de esporulacién
y el nimero de ooquistes esporulados se registraron a las 6, 12, 24 y 48h mediante método
de hemocitémetro y se registraron las deformidades de la pared del oocisto. La inhibicion
de la esporulacion (IE) se determin6 en porcentaje de acuerdo a la siguiente ecuacion
(You, 2014; Gadelhag et al., 2018): IE% = esporulacién de control - esporulacion del

tratado/ esporulacién del control x 100.

Etapa 2. Evaluacion de diferentes dosis de SH como inhibidores de esporulaciéon
de oocistos. En esta etapa se pretendio revisar el efecto de diferentes dosis de SH, en el
cual se revisaron primeramente las dosis que se trabajaron en campo de acuerdo a lo
descrito por Dominguez-Negrete et al. (2019), y posteriormente se trabajaron dosis bajas
e intermedias para revisar el efecto. Cada experimento se corri6 al menos con cinco
tratamientos, por duplicado, por ejemplo para el primer experimento los tratamientos a
evaluar fueron: A. control negativo, ooquistes no esporulados (1 x 108) + 5ml de agua
destilada; B. control positivo, ooquistes no esporulados (1 x 10°) + 5 ml de dicromato de
potasio; C. tratamiento inhibidor, ooquistes no esporulados (1 x 10%) + 5 ml formalina al
10%; D. ooquistes no esporulados (1 x 10%) + 5 ml de dicromato de potasio + dosis de 0.6
mg de AH/mI; E. ooquistes no esporulados (1 x 10°) + 5 ml de dicromato de potasio +
dosis 1.25 mg de AH/ml. El tiempo de esporulacién y el nimero de ooquistes esporulados
y la obtencion del porcentaje de inhibicidn de la esporulacién se llevé a acabo de acuerdo

a lo descrito en la etapa 1.

6.5 Experimentos in vivo

6.5.1 Desarrollo
Se realizaron dos experimentos in vivo

Los experimentos in vivo se realizaron en las instalaciones del Centro Nacional de

Investigacion Disciplinaria en Fisiologia Animal, perteneciente al Instituto Nacional de
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Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, ubicadas en Ajuchitlan, Querétaro. Las
SH se obtuvieron a partir del humus de una lombricomposta, hecha con lombriz roja
Californiana Eisenia foetida y alimentadas con una pre-composta de estiércol de borrego.
El humus obtenido fue la Unica fuente de SH, y el proceso de extraccion se realizo de
acuerdo a la metodologia descrita por Maguey-Gonzalez et al. (2018), la dosis de SH a
evaluar fue del 0.5%. Los tratamientos de ambos experimentos se describen en el Cuadro
3. Las dietas experimentales fueron formuladas de acuerdo a las recomendaciones de la
Guia de Manejo de pollo Ross (2002), con maiz molido y pasta de soya. El agua y alimento
formulado y preparado en la planta de alimentos perteneciente al (CENID-FyMA), fueron
proporcionados a libre acceso. El nUmero de animales por ambos experimentos fue de

90, 45 pollos para experimento 1 y 45 pollos para el experimento 2.

6.5.2 Experimento 1. Inoculacion controlada de Eimeria spp.

Para el primer experimento in vivo, se utilizaron 45 pollos machos de la raza Ross
de 5 a 22 dias de edad. Los cuales se dividieron en tres pollos por jaula en jaulas elevadas.
Durante los primeros cinco dias los pollos fueron tratados con un coccidiostato comercial
para eliminar cualquier posible infeccion con Eimeria spp. Del dia cinco al dia 22 cada
pollo del primer experimento fue inoculado con la vacuna atenuada “Livacox Q" compuesta
por E. acervulina, E. maxima, E. tenella y E. necatrix, con una dosis de 0.5 ml con 10,000
oocistos esporulados. Los tres tratamientos fueron; A. control positivo (con coccidiostato
y antibiético sin inclusiéon de SH); B. control negativo (sin inclusion de SH y sin
coccidiostato ni antibiético); y C. Inclusiéon de SH, utilizando cinco jaulas por tratamiento y
tres pollos por jaula. Las excretas fueron recolectadas desde el dia tres post infeccion
(para revisar que no hubiera oocistos) hasta los dias siete post infeccion haciendo un pool
por jaula para llevar a cabo conteos de oocistos en el microscopio. La variable productiva
a medir para este experimento fue peso corporal, donde se tomé el peso por jaula en el

dia 1 previo a la inoculacion de E. acervulina 'y el dia 17 previo al sacrificio de los pollos.

6.5.3 Experimento 2. Exposiciéon natural de Eimeria spp.
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Para el segundo experimento in vivo, se tuvieron los mismo tratamientos que el
experimento 1, con cinco jaulas por tratamiento (n=5, 30 animales en total). Cada jaula
tenia dos pollos libres de Eimeria spp. y a cada jaula se le afiadio un tercer pollo expuesto
a Eimeria spp. durante el primer experimento (pollo proveniente del control negativo,
tratamiento B). Los pollos que se usaron para ser infestados naturalmente debieron de
mantenerse previamente a los tratamientos en el alimento durante los 7 dias previos a la
infestacion natural con los pollos. El conteo de oocistos se hizo primeramente a los pollos
inoculados previamente 1 dia antes de iniciar el experimento. A los pollos que fueron
desafiados se tomé el primer pool de heces para conteo en microscopio en el dia cero y
posteriormente se puso el pollo infestado. Los conteos de oocistos se hicieron obteniendo
un pool los dias 5, 8, 11 y 14. La variable productiva a medir fue peso corporal, por lo que

se tomo el peso por jaula en los dias 1y 14.

Cuadro 3. Tratamientos in vivo

Tratamiento Caracteristicas Desafio con Eimeria
spp.
A Grupo con dosis de 0.5g/kg de Si

coccidiostato y dosis de 0.5g/kg antibiético
en el alimento.

B Grupo control negativo sin tratamientos en Si
el alimento.

C Grupo con dosis de 5g/kg del extracto de Si
SH sin coccidiostato ni antibiético en el
alimento.

6.5.4 Analisis estadisticos

Los resultados de porcentaje de inhibicion de esporulacion fueron transformados a
arcoseno y analizados por un andlisis de varianza (ANOVA) en bloques al azar en el
programa SPSS para saber si hubo diferencia entre tratamientos. En el experimento in

vivo para la estimacion de las medias de excrecidn de oocisto, como la estimacién de las
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medias de los parametros productivos en todos los grupos bajo distintos tratamientos se

trabajoé con un modelo lineal general con ANOVA univariado.

VIl. Resultados

7.1 Experimentos in vitro. Andlisis de varianza para la esporulacion media de
Eimeria acervulina por hora de conteo.

La suplementacion de 0.6mg/ml (AH1) y 1.2mg/ml (AH2), extraido de una
composta de lombriz, en un modelo in vitro no mostro resultados significativos sobre la
esporulacion de oocistos de Eimeria acervulina a la hora 6, 12 y 24. A la hora 48 se
observo un aumento en la esporulacion con el tratamiento de AH con la dosis de 0.6mg/ml.
mientras que con el tratamiento inhibidor de formol al 10% se obtuvo un incremento en la
inhibicion de la esporulacion. En cuanto a los bloques, estos no tuvieron diferencia

significativa en ninguna hora tal como se muestra en los cuadros 4, 5y 6.

Se realizd un analisis de varianza por cada hora de conteo para comparar la
esporulacion media por horas. La esporulacion media a la hora 6 no presenté diferencia
significativa entre los grupos. Ningun tratamiento fue efectivo a esta hora por qué no hubo
inhibicion de la esporulacién (Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto de la hora 6 post — incubacion sobre la esporulacion, no esporulacién y
porcentaje de la inhibicion de oocistos de Eimeria acervulina.

Oocistos Oocistos no % inhibicion
Tratamiento | esporulados P esporulados P de la P | Bloque | P
esporulacion
Media | EE Media | EE Media | EE
NS NS NS 2 NS
A) Control 4 54 4 0.70 8.66 +0.92 0.00 +0.06
negativo
3
B) Control ¢ 4070 5.16 +0.92 0.31 +0.06
positivo
C) Tratamiento 4.60 +0.70 7.33 +0.92 0.16 +0.06
inhibidor
D)0.6mgde , s 1070 7.66 +0.92 0.14 +0.06
AH/mI
E)1.25mgde .- , 479 8.08 +0.92 0.10 +0.06
AH/mI
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Total

4.73 £0.31

7.38 +0.41

0.14 +0.03

NS: P>0.05. Analisis de medias por hora para comparaciones de Tukey. Se muestra la
media por grupo como el total.

En el Cuadro 5 se muestra que no hubo una diferencia significativa en las medias

de esporulacion, no esporulacion e inhibicion. Todos los grupos son iguales a las 12 horas.

Cuadro 5. Efecto de la hora 12 post — incubacion sobre la esporulacion, no esporulacion
y porcentaje de la inhibicién de oocistos de Eimeria acervulina.

Oocistos Oocistos no % inhibicion
Tratamiento | esporulados P esporulados P de la P | Bloque | P
esporulacion
Media | EE Media | EE Media | EE
NS NS NS 2 NS
A) Control -, 45 4 570 7.91 £0.92 0.00 +0.06
negativo
3
B) Control 4 66 +0.70 5.50 +0.92 0.11 +0.06
positivo
C) Tratamiento 266 +0.70 9.25 +0.92 0.40 +0.06
inhibidor
D)06mgde /o5 . 070 6.66 +0.92 0.13 +0.06
AH/ml
E)1.25mgde ;s .70 7.58 +0.92 0.17 +0.06
AH/mI
Total 4.18 +0.31 7.38 £0.41 0.16 +0.03
NS: P>0.05.

En el Cuadro 6 se muestra que no hubo una diferencia significativa en las medias

de esporulacion, no esporulacién e inhibicién, entre los tratamientos. Todos los grupos

son iguales a las 24 horas.

Cuadro 6. Efecto de la hora 24 post — incubacion sobre la esporulacion, no esporulacion
y porcentaje de la inhibicidn de oocistos de Eimeria acervulina.

Oocistos Oocistos no % inhibicion

Tratamiento | esporulados P esporulados P de la P |Bloque| P
esporulacién
Media | EE Media | EE Media | EE
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NS NS NS 2 NS

A) Control /51 1 0.70 9.50 +0.92 0.00 +0.06
negativo
3
B) Control .2, 570 6.41 +0.92 0.11 +0.06
positivo
C) Tratamiento 4.25 +0.70 8.00 +0.92 0.21 +0.06
inhibidor
D)06mgde g 4,470 9.08 +0.92 0.08 +0.06
AH/mI
E)1.25mgde .- , 70 7.83 +0.92 0.26 +0.06
AH/mI
Total 5.01 +0.31 8.16 +0.41 0.13 +£0.03
NS: P>0.05.

El analisis de varianza mostr6 que a las 48 horas post — incubacion, habia
diferencia significativa en la esporulacion de oocistos de E. acervulina entre algunos
tratamientos con respecto al control negativo (Cuadro 7).

Cuadro 7. Efecto de la hora 48 post — incubacion sobre la esporulacion, no esporulacién
y porcentaje de la inhibicién de oocistos de Eimeria acervulina.

Oocistos Oocistos no % inhibicion
Tratamiento | esporulados P esporulados P de la P | Blogue | P
esporulacion
Media | EE Media | EE Media | EE
<0.05 <0.05 NS 2 NS
A) Control - o0 | 570 12.25 +0.92 0.00 +0.06
negativo
3
B) Control - g +0.70 6.83 +0.92 0.23 +0.06
positivo
C) Tratamiento 350 +0.70 13.25 +0.92 0.62 +0.06
inhibidor
D)0.6mgde 15,41 4070 15.16 +0.92 0.04 +0.06
AH/mI
E)1.25mgde - ,- .79 11.66 + 0.92 0.24 +0.06
AH/mI
Total 7.81 +0.31 11.83 +0.41 0.23 +0.03

NS: P>0.05. Analisis de medias por hora para comparaciones de Tukey.
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7.1.1. Esporulacion media entre tratamientos

Se hizo un andlisis de varianza para la esporulacion media entre tratamientos a las
48 hrs. Hubo diferencia estadistica con el tratamiento inhibidor el cual inhibio la
esporulacion media de los oocistos, mientras que los tratamientos con 1.25 mg de AH/m|
y el control positivo no tuvieron una diferencia significativa en relacion al control negativo,
mientras que el tratamiento con 0.6 mg de AH/mI estimuld la esporulacion en relacién al
control negativo (Cuadro 8).

Cuadro 8. Esporulacion media de oocistos de Eimeria acervulina de cada uno de los
tratamientos a la hora 48 post-incubacion con acidos humicos.

Oocistos esporulados Bloque
Tratamiento p p

Media EE

A) Control negativo 5.31° +0.35 NS 1 NS

B) Control positivo 5.41b +0.35 NS 2
C) Tratamiento inhibidor 3.752 +0.35 P<0.05
D) 0.6 mg de AH/ml 712¢ +0.35 P<0.05
E) 1.25 mg de AH/ml 5.58b +0.35 NS

NS: P>0.05. 2 Letra distinta indica diferencia significativa (P<0.05). Analisis de medias por
tratamiento para comparaciones de Tukey.

El Cuadro 9 muestra que a la hora 48 post — incubacién no se observaron
diferencias estadisticas entre los tratamientos de AH y el tratamiento inhibidor con relacion
al tratamiento control negativo, sin embargo, si se obtuvo una diferencia estadistica entre
el tratamiento control positivo y el control negativo.

Cuadro 9. Medias de la no esporulacion de oocistos de Eimeria acervulina de cada uno
de los tratamientos a la hora 48 post-incubacion con acidos humicos.

Oocistos no esporulados
Tratamiento P Bloque P
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Media EE
A) Control negativo 9.58° + 0.46 NS Z NS
B) Control positivo 5.972 +0.46 P<0.05 3
C) Tratamiento inhibidor 0.45° + 0.46 NS
NS
D) 0.6 mg de AH/mI 9.64b + 0.46
NS
E) 1.25 mg de AH/mI 8.79 + 0.46

NS: P>0.05. 2 Letra distinta indica diferencia significativa (P<0.05). Analisis de medias por
tratamiento para comparaciones de Tukey.

En el Cuadro 10. se muestra que hubo una menor inhibicion de la esporulacién en

el tratamiento con 0.6 mg de AH/ml en comparacion al resto de los tratamientos y el

tratamiento inhibidor presentdé una mayor inhibicion de la esporulacién en relacion al

control negativo, mientras que la inhibicion de los tratamientos control positivo y

tratamiento con 1.25 mg de AH/mI no tuvieron diferencia significativa entre ellos.

Cuadro 10. Medias del porcentaje de inhibicion de esporulacion de Eimeria acervulina de
cada uno de los tratamientos a la hora 48 post-incubacion con acidos humicos.

% inhibicion de la esporulacion
Tratamiento P Bloque P
Media EE
A) Control negativo 0.002 +0.03 NS 2 NS
B) Control positivo 0.19® +0.03 NS 3
. P<0.05
C) Tratamiento 0.35¢ + 0.03
inhibidor
D) 0.6 mg de AH/mI 0.10% +0.03 P<0.05
E) 1.25 mg de AH/ml 0.19° +0.03 NS

NS: P>0.05. 2 Letra distinta indica diferencia significativa (P<0.05). Analisis de medias por
tratamiento para comparaciones de Tukey.
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7.1.2. Analisis de varianza sobre la esporulacion media entre blogques X hora X
tratamiento.

Los resultados obtenidos indicaron que en la hora 48 hubo una diferencia significativa
entre el tratamiento con 0.6 mg de AH/ml y el Tratamiento inhibidor con respecto a los
demas tratamientos. Sin embargo, el tratamiento con 0.6 mg de AH/ml mostré una mayor
esporulacion en los dos bloques, mientras que el tratamiento con 1.25 mg de AH/ml no
tuvo diferencia significativa con el tratamiento control negativo, por otro lado en los
resultados obtenidos en los andlisis de medias de la no esporulacién, muestran que la
Unica diferencia significativa a la hora 48 fue la del tratamiento control positivo (dicromato
de potasio), en comparacion al resto de los tratamientos, debido a que este induce a la
esporulacion, en cambio los demas tratamientos no tuvieron una diferencia significativa
en relacion al tratamiento control negativo. Por ultimo, en el andlisis de medias de la
inhibicion de la esporulacién, el tratamiento control positivo no tuvo una diferencia
significativa con el tratamiento de 0.6 mg de AH/mly 1.25 mg de AH/mI, mientras que el
tratamiento con 0.6 mg de AH/mI presentd una ligera similitud con el tratamiento control
negativo, siendo el tratamiento inhibidor el que mas porcentaje de inhibicién tuvo, lo que
lo hizo diferente significativamente entre el resto de los tratamientos, demostrando asi,
gue la suplementacion de 0.6 y 1.25mg de AH/ml de manera in vitro en comparacion con
el tratamiento control negativo no cumplié con el objetivo general de este trabajo de

investigacion.
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Figura 6. Esporulacion media a la hora 48. Comparacion de la esporulacién media de
Eimeria acervulina en los dos bloques con los distintos tratamientos a la hora 48.
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Figura 7. Comparacion de medias de oocistos de Eimeria acervulina sin esporular a la
hora 48.
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Figura 8. Comparacion de medias del % Inhibicion de la esporulacion de oocistos de
Eimeria acervulina a la hora 48.
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Figura 9. Oocistos de E. acervulina, identificados en la muestra de AH a una dosis de
1.25mg de AH/mI. por microscopia con objetivo (40x). A) oocisto no esporulados; B)

oocistos esporulados; C) extracto de acidos humicos.

7.2 Experimentos in vivo

7.2.1 Medicion de parametros productivos de pollos de engorda. Experimento 1

En el Cuadro 11 se muestran los resultados del comportamiento productivo durante
el periodo de 5 a 22 dias de edad de los pollos de engorda, suplementados con 0.5% de
SH en la dieta. Al final de ese periodo, no se tuvo un efecto significativo en los parametros
productivos en comparacion con la dieta del grupo B. y el grupo A. dieta con coccidiostato
(P>0.05).

Cuadro 11. Comportamiento productivo en pollo de engorda de 5 a 22 dias de edad.

Variables A) Control B) Control negativo  C) SH (inclusion EEM
productivas positivo (Sin inclusién de SH de SH)
(Coccidiostato y y sin coccidiostato
antibidtico sin ni antibiotico)

inclusién de SH)

Peso dia 5, Kg 0.24 0.23 0.24 0.006
Peso dia 21, Kg 1.74 1.76 1.8 0.052
Consumo de 2.98 2.97 2.94 0.021

alimento, Kg
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Ganancia de 1.5 1.53 1.55 0.051

peso, Kg
Conversién 1.99 1.95 1.89 0.067
alimenticia
3.5
3 P >0.05
25 2.98 2.97 2.94
0o
N4
c 2
[J]
2 1.5
(]
o
1
0.5
0 ‘Wl HE
Con Sin Sustancias
coccidiostato coccidiostato humicas
Control positivo Control negativo
H Peso dia 5 (Kg) M Peso dia 22 (Kg) Consumo de alimento (Kg)

Figura 10. Representacion grafica de las medias del comportamiento productivo en el
experimento 1 in vivo

7.2.2 Valores de excrecion de oocistos / g de heces. Experimento 1

Durante este experimento, se hicieron conteos de oocistos/g de excretas de los
pollos inoculados de manera controlada y se observd que con la suplementacion del
extracto de SH en la dieta no tuvo un efecto significativo en la disminucién de excrecion
de oocistos en comparaciéon con los grupos control positivo y negativo (Figura 11, Figura
12 P>0.05), debido a una gran variabilidad en el numero de oocistos contados/g de

excreta.
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Figura 11. Namero de oocistos excretados a los 0, 6 y 9 dias post-inoculacién de vacuna
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Figura 12. Namero de oocistos excretados a los 12 y 15 dias post-inoculacion de vacuna
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7.2.3 Medicion de los pardmetros productivos. Experimento 2

Comportamiento productivo de los pollos durante el periodo de 13 a 27 dias de
edad suplementados con 0.5% del extracto de SH en la dieta para el segundo experimento
in vivo en pollos de engorda (Cuadro 12). No presento diferencias significativas en los
parametros productivos en comparacion al grupo control positivo y negativo (P>0.05). Sin
embargo, para el dia tres de haber iniciado este experimento, por razones desconocidas

muri6 un pollo del grupo de SH lo cual pudo interferir en los resultados obtenidos.

Cuadro 12. Comportamiento productivo de 13 a 27 dias de edad.

Variables A) Control B) Control C) (inclusién EEM
productivas positivo negativo (Sin de SH)
(Coccidiostatoy  inclusion de SHy
antibiotico sin sin coccidiostato

inclusién de SH) ni antibiético)
Peso dia 13, Kg 0.78 0.91 0.83 0.056
Peso dia 27, Kg 2.68 2.96 2.6 0.097
Consumo de 3.9 4.03 3.68 0.101
alimento, Kg
Ganancia de 1.89 2.04 1.77 0.06
peso, Kg
Conversioén 2.06 1.97 2.08 0.058
alimenticia
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Figura 13. Representacion grafica de las medias del comportamiento productivo en el
experimento 2 in vivo.

7.2.4 Valores de excrecion de oocistos / g de heces. Experimento 2

Para este experimento también se hicieron conteos de oocistos/g de excretas y se
observo que la suplementacion del extracto de SH en la dieta de los pollos infectados
naturalmente no presento6 un efecto significativo sobre la cantidad de oocistos / g de heces
en comparacion con el grupo control positivo y negativo (Figura 14 y Figural5, P>0.05).
Los resultados obtenidos fueron muy similares a los del experimento 1.
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Figura 14. Namero de oocistos excretados a los dias 0, 5 y 8 post-inoculacion.
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Figura 15. Numero de oocistos excretados a los dias 11 y 14 post-inoculacion y su
promedio.
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VIII. Discusién

Los tratamientos experimentales con dosis de 0.6 mg de AH/mly 1.25 mg de AH/ml
en el trabajo in vitro no inhibieron la esporulacion de oocistos de Eimeria acervulina. Esto
a pesar de que se implementaron las condiciones ideales para su esporulacién, la cual se
puede inducir durante las primeras 24-48hrs (Edgar, 1955). Estas condiciones adecuadas
consisten en la humedad, temperatura y oxigeno (Kheysin, 1972). Pero esta viabilidad va
a variar dependiendo si hay reduccion de oxigeno o exposicion a otros patdogenos (Reyna
et al.,, 1983). Para predecir la eficacia de una molécula experimental como posible
anticoccidial muchos autores se han enfocado en la fase exdgena de Eimeria spp.
tomando como indicadores la tasa de esporulaciéon y su viabilidad de manera in vitro. Sin
embargo, no se toma en cuenta que la mayor parte del ciclo de vida de Eimeria sucede
dentro del anfitrion (Felici et al., 2021). Estos tipos de trabajos que evallan compuestos
desconocidos suelen estar limitados, ya que la dosis y la actividad final pueden diferir de
un caso in vivo, ya que algunos compuestos pueden necesitar ser metabolizados a su

forma activa por el animal (Xie et al., 1991).

Es bien sabido por los parasitélogos en este campo, que los cultivos de oocistos
pierden su viabilidad después de un almacenamiento prolongado a 4°C durante mas de
65 dias (Long, 1970). Los oocistos contienen una fuente de energia de polisacéarido
“amilopectina” la cual es necesaria para que se lleve a cabo la esporulacién y
supervivencia de los esporozoitos (Ryley et al., 1969). Por otro lado, la desaparicion de
carbohidratos que permiten la esporulacion de E. acervulina también estara relacionada
con la cantidad de oxigeno presente en el medio, pues Wilson & Fairbairn (1961),
observaron que después del almacenamiento de E. acervulina durante 34 dias a 4°C las
frecuencias respiratorias disminuyeron considerablemente y solo esporulé el 56% de
oocistos. Augustine (1980) y Nakai & Ogimoto (1983), observaron que la disminucion del
contenido de amilopectina y la produccion de oocistos estuvo relacionada estrechamente
con el tiempo y temperatura de almacenamiento. Por otra parte, Busing et al. (2013),

observaron en puercos mini a los que se les suplementé AH en la dieta, que estos
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aparecieron en distintos tejidos como el intestinal, urinario, vejiga y traquea, lo que sugiere
que estos AH fueron captados por células M, para ser presentados a las células inmunes
y después transportados a linfonodos y distribuidos via linfa y sangre a dichos tejidos. Con
base en estas observaciones previas y los resultados obtenidos en el presente estudio,
podemos proponer que el largo periodo de almacenamiento a 4°C al que estuvieron
sujetos los oocistos de E. acervulina pudo intervenir con los requerimientos necesarios de
energia para la formacion de esporocistos, esto por la disminucion de las reservas de
amilopectina a causa del envejecimiento (Vetterling & Doran, 1969). Lo cual pudo
intervenir en la viabilidad de estos, para que no esporularan. Otra alternativa, es que los
AH no tengan una accién directa sobre este parasito en especifico, si no que tengan un
efecto sobre las células inmunitarias del cuerpo como el caso de las células M. las cuales
son las principales activadoras de IgA- producidas por células B. segun (Knoop et al.,

2013). Tal como en el caso de los cerdos mini.

Basado en la excrecion de oocistos pudimos aseverar que la vacunacion con
Eimeria spp. fue exitosa, ya que el patron de oocistos/g de excretas fue similar al reportado
por Elmusharaf et al. (2007), quienes informaron que la dosis de infeccién inicial fue baja
y similar a la de una vacuna no atenuada por el tipo de cepas. No obstante, en ambos
experimentos in vivo no se observaron efectos en el rendimiento y esto puede adjudicarse
a unalevedad en la infeccién con Eimeria spp. ya que en casos reportados con infecciones
mas graves por Eimeria spp. se ha visto reducido el aumento de peso (Johnson & Reid,
1970;Conway et al., 1993), debido a las lesiones generadas en el intestino que ocasionan
una pérdida de proteina y lipidos plasmaticos y a su vez una deficiencia en la absorcion
de nutrientes exdgenos, asi como una pérdida de liquidos y electrolitos (Allen, 1988;
Chapman et al.,, 1982). Curiosamente en los pollos tratados en este experimento se
observo una mejoria numerica en dichos parametros productivos, lo cual podria contrastar
con lo observado por (Taklimi et al., 2012; Eren et al., 2000); quienes reportaron una
mejoria en el comportamiento productivo en aves suplementadas con SH en la dieta en

un periodo de 42 dias.

Ott et al. (2018), reportaron que con un indculo de oocistos esporulados de Eimeria

spp en pollos de engorda, no encontraron diferencias significativas sobre el rendimiento
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del crecimiento entre los tratamientos y si un numero similar de oocistos excretados al de
este experimento. Shirley & Bedrnik (1997), inocularon un grupo de pollos de engorda con
100 oocistos de una cepa parental de E. maxima e inocularon otro grupo con una cepa
atenuada con la misma especie de Eimeria, dos semanas después inocularon a ambos
grupos con 500 oocistos de la cepa parental obteniendo una reproduccion de oocistos / g
de heces mucho mayor en el primer grupo inoculado con la cepa salvaje, el segundo grupo
inoculado con la cepa atenuada tuvo un numero de oocistos/g de heces similar a los

encontrados en este experimento.

William, 1973 y William, 2001 inocularon pollos de engorda con diferentes dosis de
oocistos esporulados de Eimeria spp para medir la reproductividad de estos mediante
conteo de oocistos en excretas y ciego. Con esto pudo observar hacinamientos de
oocistos en el epitelio en aquellos pollos cuyo inoculo de oocistos habian sido mayores.
Por lo tanto, se puede deducir que al haber inducido una baja tasa de infeccién, hubo una
mayor tasa reproductiva de oocistos a causa de que no hubo un efecto de hacinamiento,
lo cual se traduce como la disponibilidad de las células para parasitar (Brackett & Bliznick,
1952). En referencia a los picos de excreciébn de oocistos que alcanzaron los dos
experimentos Chapman et al. (2005), reportaron que la vacunacion en el primer dia de
vida de los pollitos, causaria infecciones por goteo, lo cual explicaria los dos picos de
excrecion de oocistos observados en el presente estudio y una disminucién en el segundo
de ellos, lo cual corresponde a una generacion de inmunidad protectora (Price, 2012). Las
aves infectadas tratadas con SH en la dieta, numéricamente mostraron una disminucion
en la excrecion de oocistos en comparacion con los grupos inoculados y tratados con
coccidiostato y los infectados no tratados en ambos experimentos. Esta reduccion de
oocistos inducida por SH indica que podrian tener actividad anticoccidial, o bien, como lo
informaron otros investigadores (Pelicano et al., 2005; Rodriguez-Gonzales et al., 2017),
los SH también tienen un efecto en aumentar la profundidad de las criptas y el largo de
las vellosidades. Para que esto ocurra se necesita una disminucion del pH y reduccién de
sustancias toxicas como metales pesados, amoniaco, etc.; por lo que los SH poseen
propiedades que permiten mantener estas condiciones en el tracto gastrointestinal, tal

como lo demostraron Yasar et al. (2002) y Taklimi et al. (2012). Sin embargo, hace falta
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hacer mas experimentos para poder reducir la variabilidad en la excrecion de oocistos/g
de heces obtenida en este trabajo.

Generalmente en las infecciones graves por Eimeria existe una reduccion en el
peso de los pollos tal como lo reportaron algunos investigadores (Chapman et al., 2004;
Leung et al., 2019; Pop et al., 2019); o al igual que lo reportado por Laverty et al. ( 2020),
guienes inocularon una dosis mixta de 10,000 oocistos esporulados de E. maxima con un
4% de E. acervulina de tipo salvaje, o que las hace mas virulentas debido a que las
infecciones pueden no ocurrir al mismo tiempo en la parvada (dependiendo el método de
vacunacion, como aplicarla en el agua de bebida) y esto conlleva a que aves susceptibles
ingieran una gran cantidad de oocistos de la cama, lo que ocasiona enfermedad severa y
pérdida de peso (Shirley & Bedrnik, 1997). Esta disminucién en el rendimiento en aves
desafiadas con un alto niumero de oocistos se debe a una absorcion reducida de los
nutrientes de la dieta en el intestino debido a las lesiones, lo que conlleva a una reduccion
en la ganancia de pesoy en la eficiencia de la conversion alimenticia de las aves (Williams,
1999; Johnson & Reid 1970). Curiosamente en este experimento en lo que refiere a peso
final y ganancia de peso el grupo A. desafiado a Eimeria spp, tratado con coccidiostato y
el grupo B. control negativo, desafiado no tratado, fueron numeéricamente mas bajos que
el grupo C. desafiado, tratado con SH. Mientras que los valores de consumo de alimento
y conversion alimenticia fueron numéricamente mas bajos para este ultimo grupo C. Sin
embargo, los valores de estos tres grupos no tuvieron una diferencia estadisticamente
significativa. Este ligero incremento de peso se puede relacionar con las propiedades ya
reportadas en varios trabajos (Islam et al., 2005; Ji et al.,2006; Huck et al., 1991;
Schepetkin et al., 2003); como la estimulacion de la microbiota, inhibicion de bacterias
patégenas, adsorcién a micotoxinas, la inhibicién de la ureasa y reduccion de los niveles
de amoniaco. Adicionalmente esto se ha visto en estudios con cerdos, en donde niveles
de amoniaco superiores a 50 ppm reducen el crecimiento (Drummond et al., 1978). Por
otro lado, Maguey-Gonzales et al. (2018), informaron que las SH estabilizan la microbiota
intestinal, esto gracias a su capacidad para crear capas por encima de la membrana
mucosa del epitelio del tracto digestivo, lo cual actuara en contra de la penetracion de
antigenos o patégenos lo que mejorara la digestibilidad de nutrientes en los animales

(Islam et al., 2005; Aksu & Bozkurt, 2009).
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Los resultados obtenidos de este trabajo de investigacién nos indican que tanto el
desafio controlado como el desafio natural a Eimeria spp. no influenciaron los valores de
rendimiento tanto como en otros estudios previos, asi, como la suplementacion de SH no
afecto estadisticamente de manera positiva el rendimiento de los pollos de engorda. Muy
contrario a lo reportado por Ozturk et al. (2010), quienes emplearon un liquido de SH en
el agua de bebida para sus grupos experimentales mixtos (machos y hembras), cuya dosis
al 1% fue la mejor evaluada en cuanto a ganancia de peso, consumo y conversion
alimenticia. Similarmente Taklimi et al. (2012) compararon el efecto de tres dosis de SHy
tres dosis de glucomanano esterificado adicionados en dietas de siete grupos mixtos de
pollos de engorda con los valores de rendimiento, con lo que se obtuvo una mejora en
dichos valores (ganancia de peso, ingesta de alimento y conversion alimenticia) con la
dosis mas alta (0.3%) de SH en comparacion al resto de tratamientos. Estos resultados
de mejoria con SH los observaron del dia cero al dia 42, observandose las mayores
mejoras en el rendimiento a partir del dia 21 en adelante. Muy similar a lo reportado por
TeraVita (2004) y Eren et al. (2000). Por otra parte Kocabagdli et al. (2002), en un
experimento con pollos de engorda de cero a 21 dias de edad a los que se les
administraron humatos, no encontraron diferencias estadisticamente distintas en valores
de rendimiento, pero del dia 22 a 42 hubo mejoras en la conversiéon en comparacion al
grupo control. Resultados similares en el desempefio fueron los obtenidos por Esenbuga
et al. (2008), quienes no encontraron diferencias estadisticas. Similarmente Maguey —
Gonzélez et al. (2016), tampoco obtuvieron efectos sobre el comportamiento productivo
en pollos de engorda al igual que Maysa & Sheikh (2008), sobre la ganancia de peso en

gallina de postura.

Estas diferencias en el rendimiento causadas por la suplementaciéon de SH a
comparacion de lo observado en la literatura, pueden deberse a una variedad de factores
gue alterarian la eficacia de las SH, como las cepas de los parasitos utilizadas, la dosis y
composicién de las SH, asi como las distintas fuentes de SH, o el estado y la edad de los

mismos pollos al no haberse tratado hasta los 42 dias como estudios previos.

Por lo tanto, es importante realizar trabajos futuros con mayor rango de tiempo

experimental que evalten el efecto del extracto de SH sobre la excrecion de oocistos e
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indicadores productivos desde el dia cero hasta el dia 42. Ademas, se tiene que tener un
mayor nimero de animales en los grupos experimentales para reducir la variabilidad y
poder determinar si las SH pueden tener un impacto positivo en contra de los desafios

con Eimeria spp.
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IX. Conclusiones

En el presente experimento, se logr6 desarrollar un sistema in vitro para inducir la
esporulacion de oocistos de Eimeria acervulina, sin embargo, las dosis del extracto de SH
utilizadas para inhibir la esporulacion de los oocistos de E. acervulina no tuvieron el efecto

esperado en ninguna de las repeticiones llevadas a cabo.

Los resultados de la parte in vivo nos muestran que al desafiar de manera
controlada y de manera natural a pollos de engorda de la raza Ross con Eimeria spp. y
administrarles una dieta con el extracto de SH, no presentaron diferencias estadisticas en
cuanto a las variables productivas en comparacion a las dietas con el tratamiento control
positivo con coccidiostato y control negativo sin coccidiostato, por lo que no se pudo

afirmar que al extracto de SH tengan potencial como coccidiostato.

Finalmente no hubo diferencia estadistica en la excrecién de oocistos/g de excretas
entre los pollos con el tratamiento de SH y los demés tratamientos por una alta

variabilidad.

Este fue uno de los primeros estudios enfocado en los efectos de las SH en un reto
en la inhibicion de la esporulacidon de E. acervulina de manera in vitro y en la disminucion
de oocistos/g de excreta de manera in vivo. Hace falta mas investigacion para determinar
los mecanismos de accion y los efectos de las SH, pues a la fecha no se han
caracterizado, por lo que se necesitara realizar mas experimentos de mayor duracion y

mayor numero de repeticiones para tener resultados mas precisos.
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