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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas como el Sindrome de Cabeza Hinchada (SHS),
son algunas de las principales preocupaciones dentro de la avicultura, debido a
gue generan graves consecuencias productivas y econdmicas. Para mitigar sus
efectos se ha propuesto el uso de aditivos alimentarios naturales con
capacidad inmunomoduladora, definidos como sustancias que estimulan,
suprimen o modulan los elementos del sistema inmune. El plasma bovino (PB)
y el hidrolizado de camarén (HC) son inmunomoduladores poco estudiados en
la avicultura. Por ello, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto
inmunomodulador de dichos productos sobre el SHS, los componentes del
sistema inmune y su influencia en los parametros zootécnicos de pollos de
engorde. Para dar cumplimiento al objetivo trazado se criaron 1500 pollos
desafiados inmunolégicamente por cama reutilizada y ausencia de vacunacion
contra el Pneumovirus aviar (APV). A las aves, segun el tratamiento
experimental, se les alimentdé por 42 dias con 5 diferentes dietas. Una dieta
basal de maiz y soya y dietas basales a las que se les adicionaron PB o HC en
2 estrategias de dosificacion (E1 y E2). En la semana 1, el PB en la estrategia
E2 evitd la caida drastica de titulos de anticuerpos maternos contra APV y
generd mejores porcentajes de células blancas. En la semana 6, resultados
similares en cuanto al porcentaje de células blancas se observaron con los
tratamientos PB en las estrategias 1 y 2 e HC en la estrategia 1. El plasma
bovino en E2 generd un mejor desempefio que el grupo control en todo el ciclo
de engorde y el hidrolizado de camarén en E2 produjo un efecto similar que el
grupo control. No hubo un efecto significativo de los tratamientos sobre los
indices morfométricos de los érganos linfoides y sobre la tasa de mortalidad.
Por lo tanto, la adicion del plasma bovino a menor concentracién en la dieta de
los pollos de engorde, tiene un efecto inmunomodulador mas evidente en las
células blancas y en los anticuerpos maternos en ausencia de vacunacion y

tiene un efecto positivo sobre el desempefio animal.
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ABSTRACT

The infectious diseases like Swollen Head Syndrome (SHS), are some of the
main concerns in poultry, because of their productive and economic negative
consequences. To mitigate their effects, the use of natural food additives with
immunomodulatory capacity has been proposed, which are defined as
substances that stimulate, suppress or modulate the elements of the immune
system. Spray dried bovine plasma (SDBP) and shrimp hydrolysate (SH) are
immunomodulators that haven’t been greatly studied in aviculture. Therefore,
the objective of this research was to evaluate the immunomodulatory effect of
these products on the SHS, the components of the immune system and their
influence in the zootechnical parameters of broilers. To achieve that, 1500
broilers were raised and challenged with reused litter and without vaccination
against Avian pneumovirus (APV). The birds in dependence of the treatment
were fed for 42 days with 5 different types of diets. A corn-soy based basal diet
and basal diets that were added SDBP or SH in 2 dosing strategies (E1 and
E2). In the first week, the SDBP in E2 avoided the drastic drop of the maternal
antibodies against APV and produced better white blood cells percentages. In
week 6, similar white blood cells percentages results were witnessed with
SDBP in E1, SDBP in E2 and SH in E1. The SDBP in E2 generated better
performance than the control group in all the fattening cycle, and the SH in E2
produced the same effect of the control group. There wasn'’t a significant effect
of the treatments on the morphometric index values and the mortality rate. To
sum up, the inclusion of SDBP in E2 on broilers diet has a more evident
immunomodulatory effect in white blood cells and maternal antibodies without

vaccination and has a positively effect in the animal performance.
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1. Capitulo I: Introduccion

La industria avicola es uno de los sectores de mayor importancia y crecimiento
econdémico en el Ecuador. Contribuye con el 13 % del producto interno bruto
agropecuario. En los dltimos afios la produccién, se ha incrementado en un 80
% teniendo en cuenta Unicamente el area de aves de carne (Orellana, 2015).
Este desarrollo esta dado por la preferencia y aumento en la demanda de la
carne de pollo por los consumidores sobre otras fuentes proteicas,

fundamentalmente por su calidad nutritiva y costo accesible (Santiana, 2013).

A pesar de la competitividad del sector, las practicas de manejo (Bregendahl et
al., 2005), el alto nivel de exposiciéon a agentes microbianos, el incremento de
la virulencia de los agentes patdégenos (Montilla, 2007) y la produccién intensiva
para cubrir la demanda del producto (Kinung’hi et al., 2004), suponen un estrés
sobre los pollos de engorde que los lleva a ser propensos a inmunosupresion y
por ende ser mas susceptibles a enfermedades (Gatne et al., 2010).

Una de las principales preocupaciones dentro de la avicultura son las
enfermedades infecciosas. Estas influyen negativamente sobre la produccion
porque aumentan la tasa de la mortalidad y reducen la tasa de crecimiento de
los animales (Butcher, 2009). Actualmente, existe poca informacion sobre las
consecuencias econdmicas de las enfermedades infecciosas en los paises en
desarrollo. Sin embargo, segun cifras de los Estados Unidos, su impacto
economico, teniendo en cuenta el uso de las vacunas y los decomisos,
representan un 20 % del valor bruto de produccion (VBP) y tres veces el costo
de las pérdidas por mortalidad (Bagust, 2016).

Una de las patologias mas relevantes dentro del campo de las enfermedades
infecciosas en aves es el Sindrome de Cabeza Hinchada (SHS, de sus siglas
en inglés swollen head syndrome) causada por 2 agentes etioldgicos
principales, Pneumovirus aviar y Escherichia coli; unido a factores de
predisposicion ambientales y de manejo (Dinev, 2007, pp. 89 y 90; Tambini et
al., 2010). Esta enfermedad infecciosa genera efectos desfavorables en la



produccion, tanto de ponedoras como de reproductoras (MSD Animal Health,
2008). Esto se debe al incremento de los indices de morbilidad entre el 1 y 10
% (HIPRA, 2010), el aumento del sacrificio animal, el aumento en el uso de
antibiéticos, la disminucion de los indices de conversion de alimento y el
detrimento de la calidad y la produccion de huevos en un 20 % (Lister, 2006).
Por tal motivo, es importante la aplicacion de estrategias para la prevenciéon y el

control de enfermedades infecciosas.

Las estrategias mas empleadas son los programas de bioseguridad, la
cuarentena, los programas de sanitizacién, los cronogramas de vacunacion y
medicacién y la resistencia inmunogenética (Bagust, 2012). Sin embargo,
existen otras alternativas seguras, efectivas y econémicamente viables como el
uso de aditivos alimentarios con capacidad inmunomoduladora que presentan
ciertas ventajas sobre las opciones antes mencionadas (Donald, Eckman y
Simpson, 2002). Estas alternativas poseen una influencia directa sobre el
sistema inmunologico gastrointestinal y tienen mayor aceptacion por el

consumidor en comparacion a los antibidticos (Gatne et al., 2010; Eys, 2016).

Los inmunomoduladores son sustancias que producen los organismos de
forma natural con el objetivo de mantener la homeostasis en el cuerpo, en un
estado fisiologico normal (El-Enshasy y Hatti-Kaul, 2013). Se definen como
compuestos naturales o sintéticos que estimulan, suprimen o modulan los

elementos del sistema inmune, tanto innato como adaptativo (Hofrichter, 2011).

Existen inmunomoduladores dietéticos sintetizados de forma artificial, sin
embargo, revisten un gran interés en la industria los que provienen de fuentes
naturales, tanto de origen vegetal, como animal y fangico (Hofrichter, 2011,
pp.165-166). En esta investigacion hemos empleado como inmunomoduladores
el plasma bovino (PB) y el hidrolizado de camaron (HC), ambos de origen
animal (Bui et al., 2014; Campbell et al., 2004a). Numerosos estudios han
demostrado que cuando estos inmunomoduladores son empleados como

aditivos alimentarios, estimulan el sistema inmune innato, mejoran el



crecimiento, el consumo del alimento y la supervivencia de los animales
(Arredondo-Figueroa et al., 2013; Campbell et al., 2004b; Bui et al., 2014). No

obstante, no han sido muy estudiados sus efectos en pollos de engorde.

Considerando la relevancia del uso de los inmunomoduladores como
alternativa de manejo para las enfermedades infecciosas en la industria avicola
y su efecto sobre los elementos del sistema inmune, nos hemos planteado la

siguiente hipotesis:

Hipotesis

Los inmunomoduladores de origen animal utilizados como aditivos alimentarios
en pollos de engorde desafiados inmunolégicamente, alteran la produccion de
anticuerpos contra el SHS, el nUmero de elementos sanguineos, el peso de los

organos linfoides, el desempefio animal y su supervivencia.

Para responder la hipétesis planteada nos hemos propuesto los siguientes

objetivos.

Objetivo General

Evaluar el efecto inmunomodulador del plasma bovino y el hidrolizado de
camaron sobre el SHS, los componentes del sistema inmune y su influencia en
parametros zootécnicos en pollos de engorde de una granja experimental
empleando técnicas de diagnostico serologico, biometria heméatica y

gravimetria.
Objetivos especificos
1. Comparar la eficiencia de accion de los dos inmunomoduladores

comerciales contra el SHS y sobre componentes del sistema inmunitario,

en presencia de desafio inmunolégico, mediante cuantificacion de los



anticuerpos especificos de la enfermedad, de los elementos sanguineos

y del peso de los 6rganos linfoides.

Determinar la estrategia de dosificacion Optima de los dos productos
comerciales que genere mejor respuesta inmunomoduladora mediante
analisis de los componentes sanguineos y el control del peso de los

organos linfoides.

Determinar el efecto de la actividad del plasma bovino y el hidrolizado de
camaron sobre parametros zootécnicos como desempefio y mortalidad a

través de gravimetria.



2. Capitulo II: Revision bibliografica

2.1. Enfermedades infecciosas en la industria avicola

2.1.1. Generalidades, impacto en laindustriay principales causas

Los factores que actian como amenaza para el sistema productivo de la
industria avicola son multiples; entre ellos destacan los relacionados con la
alimentacion, la genética y la sanidad. De entre todos ellos, este ultimo es el
gue mayor preocupacion genera a los productores, especialmente lo que se
refiere a las enfermedades infecciosas (Jaimes-Olaya et al., 2010). Estas se
definen como aquellas en las que un huésped susceptible es atacado por un
patogeno, el cual cumple todo o parte de su ciclo vital en el huésped,
produciendo generalmente una alteracién en el estado fisiol6gico del mismo.
(Totora, Funke y Case, 2007, p.19). Los signos o sintomas de cada

enfermedad pueden o no ser evidentes (Donald et al., 2002).

Las enfermedades infecciosas se clasifican en cuatro grupos segun el tipo de

patdégeno que las genera (Donald et al., 2002):

Enfermedades virales: Son altamente contagiosas y los agentes
infecciosos se reproducen dentro del animal. La forma de contagio es
diversa: de animal a animal, de galp6n a galp6n o de granja a granja,
pudiendo presentarse en cualquier punto del ciclo de engorde. La
principal estrategia de prevencion es la vacunacion de los progenitores
para el traspaso de los anticuerpos de padres a hijos, junto con
programas de sanidad, bioseguridad asi como un buen manejo de los

animales (Donald et al., 2002).

Enfermedades bacterianas: Los agentes infecciosos de esta categoria
se reproducen tanto en el animal como en el ambiente. Son oportunistas
y aprovechan cualquier punto de entrada para iniciar la invasién. Se

presentan en cualquier edad de los pollos y se localizan en diferentes



tejidos y drganos. Las mas frecuentes se dan a nivel del tracto
respiratorio o en la zona del ombligo. La forma de contagio en general es
de animal a animal, sus sintomas no son unicos y normalmente suelen
ser infecciones masivas las que ocasionan la muerte de las aves
(Donald et al., 2002).

La principal estrategia de prevencioén es un buen manejo enfocado en el
estado de la cama, combinado con un programa de sanidad adecuado,

prestando especial atencion a la calidad del agua (Donald et al., 2002).

Enfermedades fungicas: no son contagiosas, se presentan en pollos
jovenes y los agentes infecciosos pueden reproducirse tanto en el animal

como en el ambiente del criadero (Donald et al., 2002).

Las principales estrategias de prevencion incluyen una higiene y
desinfeccién apropiada del criadero, la implementaciéon de programas de
bioseguridad estrictos, el monitoreo regular de infecciones fungicas y el

uso de drogas antifungicas (Dhama et al., 2013).

Enfermedades parasitaria: basicamente es posible referir sélo una
enfermedad parasitaria de importancia economica en la avicultura, la
coccidiosis. Esta es una infeccion que se produce por la entrada de la
coccidia al intestino del animal en el momento que picotea la cama
(Donald et al., 2002).

Como principales estrategias de prevencion, se emplean el manejo del
agua y de la cama, asi como el uso de aditivos especificos (Donald et
al., 2002).

El impacto de las enfermedades infecciosas en la industria es principalmente
econdémico, debido a que generan las mayores pérdidas en el proceso de
produccion. Este efecto dado por la mortalidad que producen, la pérdida de

ingresos y los altos costos en tratamientos, en programas de vacunacion, en



erradicacion, descontaminacion y repoblacion (Kinung’hi et al., 2004; Jaimes-
Olaya et al., 2010).

No siempre el productor puede cuantificar facilmente dichas pérdidas, por ello
en ocasiones éste las considera como costos normales de produccion. Sin
embargo, dentro de esa consideracion no suele tener en cuenta las pérdidas de
mercado ocasionadas por las barreras a la exportacibn que se originan
precisamente por la presencia de dichas enfermedades en los animales
(Jaimes-Olaya et al., 2010).

La incidencia de las enfermedades infecciosas en la industria avicola viene
motivada por factores tales como: la pobre alimentacion, la presencia de aves
silvestres y migratorias, la genética de las aves, las practicas de manejo
aplicadas, la frecuencia de exposicion a patdégenos y el nivel de virulencia de
los mismos, la eficiencia de los programas de vacunacion y el incumplimiento
de las medidas de bioseguridad (Klasing, 1998; Abbas et al., 2015).

Las practicas de manejo, definidas como la interaccion adecuada entre el
humano, el animal y su medio ambiente, son uno de los puntos claves para
sacar provecho al potencial genético y mantener una produccion consistente
con baja incidencia de enfermedades infecciosas (Cobb-Vantress, 2013;
Aviagen, 2014).

Uno de los aspectos a considerar dentro del manejo, es el empleo de la cama
para la crianza, que consiste en la aplicacion en el lecho del criadero de
material vegetal como viruta de madera, cascarilla de arroz, cascarilla de mani,
tallos de leguminosas, bagazo de cafia, entre otras; siendo la viruta de madera
la mas utilizada por sus excelentes propiedades absorbentes (Cobb-Vantress,
2013; Yamak et al.,, 2016). La cama debe ser absorbente, liviana, barata,
comoda para las aves, presentar bajo nivel de polvo, ausencia de
contaminantes y ser biodegradable (Aviagen, 2014; Cobb-Vantress, 2013).

Ademas, ésta debe tener las caracteristicas adecuadas para su posible uso en



post-produccion, como para compostaje, fertilizante o combustible (Cobb-
Vantress, 2013).

La seleccién de un buen material para la cama contribuye a la salud del animal
porque permite proteger a las aves de lesiones o enfermedades como la
dermatitis, incrementa el rendimiento animal y mejora la calidad de la canal
(Cobb-Vantress, 2013; Teixeira et al.,, 2015). Esto debido a que proporciona
una cubierta seca y calida sobre el piso (Aviagen, 2014), que brinda
aislamiento y amortiguamiento entre los animales y la superficie del galpdn,
permite la absorcion de la humedad y la diluciéon del material fecal, reduciendo
el contacto de las aves con sus desechos (Ritz et al., 2005; Cobb-Vantress,
2013).

El rendimiento, la salud de los animales y los beneficios de los productores se
verdn afectados si la cama no presenta las condiciones adecuadas de
temperatura, humedad y pH (Ritz et al., 2005; Teixeira et al., 2015). La cama
debe ser esparcida de manera uniforme, con una profundidad entre 5a 10 cmy
debe tener una temperatura de 28 a 30 °C (Aviagen, 2014). Debe tener bajo
nivel de humedad y pH acido, para evitar que se dé la acumulacion de
amoniaco y se vuelva resbaladiza y pegajosa. Cuando estos factores se
encuentran alterados la cama puede considerarse de mala calidad (Teixeira et
al., 2015; Aviagen, 2014).

Los productores continuamente estan buscando alternativas para desarrollar
una avicultura competitiva (Xavier et al., 2010). La reutilizacion de la cama en
varias campafas de crianza es una de las opciones gque se esta aplicando, por
razones econdmicas y medioambientales (Vejarano et al., 2008; Yamak et al.,
2016; Teixeira et al., 2015; Wiedemann, 2015, p.9).

Por lo general, el material empleado para la elaboracion de camas constituye
una parte significativa de los costos de produccién. Por tal motivo, la

reutilizacion de la cama es un ahorro dentro del proceso de produccion



(Vejarano et al., 2008; Yamak et al., 2016; Teixeira et al., 2015; Wiedemann,
2015, p.9). Asimismo, constituye parte de la solucion para la contaminacion
medioambiental que genera la produccion intensiva de pollos de engorde, por
el desecho de grandes toneladas de cama de crianza. Es decir, a la par que se
desecha menos material, se ha comprobado que el reuso puede incrementar la
calidad de la cama para su empleo como fertilizante (Yamak et al., 2016;
Wiedemann, 2015, p.9). A pesar de los beneficios que trae la reutilizacion de la
cama, su aplicacién puede convertirse en un problema si no se realiza un buen
manejo de la misma, generando condiciones inapropiadas para la crianza de

pollos de engorde (Vejarano et al., 2008).

La principal estrategia que se emplea al final de cada lote de crianza para
preparar la cama antes de reutilizarla, es el compostaje con un proceso
intermedio de degradacion. Esta técnica consiste en apilar las camas en el
galpén por un promedio de siete dias, con el objetivo de incrementar la
temperatura y eliminar los microorganismos e insectos existentes. En el caso
de que se cubra las camas durante el compostaje, la acumulacién de amonio
es otro factor que contribuye a la disminucion de agentes patégenos (Martins,
Hotzel, y Poletto, 2013; Wiedemann, 2015, pp 8 y 14). Otros aspectos
importantes son la ventilacion y el calentamiento una vez que la cama esté lista
para su reuso. Aunque implican un gasto adicional, en presencia de buen clima

pueden resultar una alternativa econdmica (Yamak et al., 2016).

El manejo inadecuado de la cama reutilizada, no crea condiciones 6ptimas para
la crianza de los pollos de engorde. El incremento en la cantidad del amonio y
la humedad de ésta, son los principales factores que generan inconvenientes

en la produccion, los cuales se describen a continuacién (Martins et al., 2013).

e La presencia de dermatitis de contacto genera defectos en las patas, en
la canal de los pollos de produccion y en casos severos limita su
movilidad, les impide alimentarse y beber agua. Esta patologia se debe

a la exposicion prolongada a altas concentraciones de amonio, altas
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temperaturas y exceso de humedad en la cama, haciendo la superficie
de crianza resbalosa, himeda y pegajosa (Martins et al., 2013; Xavier et
al., 2010; Yamak et al., 2016).

e La transmision de patégenos: virales, bacterianos, micéticos y
parasitarios entre lotes de pollos, que provocan enfermedades en los
animales poniendo en peligro la produccion y la seguridad alimentaria
(Tambini et al., 2010; Wiedemann, 2015, p. 12).

Las enfermedades mas comunes que se dan por contacto con la cama
reutilizada son: gumboro, anemia infecciosa, influenza aviar,
salmonelosis, coccidiosis, botulismo, dermatitis infecciosa y celulitis,

entre otras (Vejarano et al., 2008; Xavier et al., 2010).

A pesar de que existe este riesgo de transmision, ciertos estudios han
demostrado que la exposicion a los patdgenos entéricos presentes en la
cama reutilizada, cambian la microbiota del intestino de los pollos y

estimulan la respuesta inmune innata y adaptativa (Lee et al., 2011).

2.1.2. Sindrome de Cabeza Hinchada (SHS)

Desde su descubrimiento en 1984 en Sudéfrica, el SHS ha sido considerado
como una enfermedad respiratoria de rapida difusion, que afecta a aves de

corral de todo el mundo incluyendo a América Latina (Parreira y Yano, 1998).

El principal agente etiolégico causante de la enfermedad es el Pneumovirus
aviar (APV), pero se ha demostrado que existen varios agentes etiol6gicos
secundarios, como Mycoplasmas sp., Bordetella sp., Ornithobacterium
rhinotracheale y Chlamydophila (IDEXX, 2004; Jones, 2007), entre los cuales,

Escherichia coli (E. coli) es considerado como el principal (Dinev, 2007, p. 89).
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La infeccién viral causa rinitis aguda, estrés en los cilios del tracto respiratorio
por la ausencia de movimiento y dafios en el tracto respiratorio superior, que
facilitan la invasion y multiplicacion de E. coli en los tejidos faciales
subcutaneos, generando una infeccion extraintestinal (Salvadori et al., 2001;
Stehling et al., 2003; IDEXX, 2004; Jones, 2007).

Es comun que tras una infeccion de las vias respiratorias superiores causada
por uno 0 mas agentes virales, aparezcan infecciones aviares generadas por E.
coli, como el SHS (Stehling et al., 2003). Esto se debe a que cepas patdgenas
aviares de E. coli (APEC, de sus siglas en inglés avian pathogenic Escherichia
coli) producen verotoxinas (VT), éstas son citotoxinas sintetizadas por la
bacteria y activadas en las células Vero (células de riibn de mono verde
africano) (Parreira y Yano, 1998). Existen dos tipos de verotoxinas, VT1y VT2,
de ellas, VT2 juega un importante rol en la patogénesis del SHS porque genera

muerte celular programada (Stehling et al., 2003; Salvadori et al., 2001).

APV es un virus RNA perteneciente a la familia Paramyxoviridae, género
Metapneumovirus (Alkhalaf, 2010). Esta presente en las secreciones y
descargas respiratorias de los animales, no es excretado en las heces y tiene
la capacidad de sobrevivir por tiempo prolongado en ambientes frios y
himedos (Dinev, 2007, p.90; Jones, 2002, p. 144).

Los pavos Y los pollos de cualquier edad son los animales mas susceptibles a
ser infectados por APV, sin embargo, aves como faisanes, gallinas de Guinea y
anades también pueden ser hospederos del virus (Jones, 2007). Se ha
evidenciado que las hembras son las mas afectadas por el APV (Dinev, 2007,
p.89; Jones, 2002, pp. 144 y 145).

El virus ataca a pollos generalmente después de la cuarta semana de vida y la
infeccion se caracteriza por la presencia de signos respiratorios, nerviosos y

reproductivos (Dinev, 2007, p. 89; Jones, 2002, p. 144). Normalmente, el
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agente etiolégico permanece en los animales durante un periodo corto de entre

8 a 10 dias después de la infeccion (Jones, 2002, pp. 144 y 145).

Los primeros signos clinicos que se observan son estornudos, rinitis, tos, y
ruidos anormales durante la respiracion (IDEXX, 2004). La secrecion lagrimal
abundante, las conjuntivas enrojecidas y una forma de ojos almendrada son
otras de las caracteristicas de la enfermedad (Dinev, 2007, p.89). La
sintomatologia que se evidencia es esencialmente respiratoria. No obstante, en
pollos luego de 2 a 3 dias se observa edema facial, picor de ojos (HIPRA,
2010), hinchazén unilateral o bilateral de las plumas y de la cabeza, ademas de
sefiales nerviosas como torticolis y opistotonos, debido a procesos
inflamatorios de los huesos del craneo y el oido (Mussoyev et al., 2013; Dinev,
2007, pp. 91 y 92). Los animales que padecen SHS en ocasiones pierden el
equilibrio como consecuencia de una infeccién en el oido (Jones, 2007). Por
otro lado, las gallinas ponedoras ademas de los signos respiratorios y
nerviosos, también presentan problemas de reproduccion, debido a que
pueden sufrir inflamacién aguda o crénica de uno o de los dos ovarios,

disminuyendo su produccion de huevos (Dinev, 2007, p. 92).

Los dafios que genera esta enfermedad se traduce en pérdidas econdémicas
por la presencia de una morbilidad del 10 %, mortalidad no mayor al 2 %,
disminucién del incremento del peso promedio diario del animal, menor
consumo Yy conversion alimenticia, detrimento de la calidad y produccién de
huevos del 5 al 40 % y deterioro de la fertilidad de los animales, incubabilidad
de los huevos y calidad de la carcasa del pollo (Peres et al., 2006; Chale, 2011;
Cook, 2000; Mussoyev et al., 2013; Stuart, 1991; HIPRA, 2010; Stehling et al.,
2003).

El Sindrome de Cabeza Hinchada se caracteriza por tener transmision
horizontal, el virus ingresa a los animales a través de la conjuntiva y la
membrana mucosa de los senos nasales, cuando existe contacto directo entre

aves infectadas y aves susceptibles (HIPRA, 2010; Dinev, 2007, p.91; Chale,
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2011). No hay estudios que comprueben que el SHS presente transmision

vertical; es decir, transferencia de la gallina al huevo (Chale, 2011).

Existen factores ambientales y de manejo que exacerban la enfermedad, como
el microclima pobre, la mala ventilacion, los altos niveles de polvo y amoniaco
en el ambiente, la calidad de la cama de crianza, las medidas de bioseguridad
iImplementadas, las infecciones intercurrentes causadas por Mycoplasma
gallisepticum y E. coli y la superpoblacién, debido a que aumenta la
probabilidad de que la infeccion se recicle y el virus permanezca por mas
tiempo (Dinev, 2007, p.90; Chale, 2011; Jones, 2002, p.145).

La respuesta inmune desarrollada en presencia de los agentes etiologicos del
SHS en el organismo, es tanto celular como humoral. Se ha comprobado que la
principal proteccion contra la enfermedad estd dada por la inmunidad celular,
mientras que la participacion que tiene la inmunidad humoral es menor. Tras la
infeccidn existe una respuesta seroldgica en baja proporcion, pero con buena
eficacia y se ha sugerido que los anticuerpos circulantes podrian ser
importantes en la proteccion del oviducto. Cabe destacar, que se ha
demostrado que los anticuerpos maternos no son eficaces frente al desafio
temprano de la enfermedad (Jones, 2002, pp. 137 y 138; Chale, 2011).

El diagnostico del SHS se realiza a través de varios métodos. La
sintomatologia no es una estrategia empleada para un diagndstico definitivo ni
confiable, porque muchos de los signos de la enfermedad son similares a
infecciones causadas por otros agentes respiratorios (Jones, 2007; HIPRA,
2010).

Los métodos se dividen en tres categorias:

Técnicas de aislamiento viral: se inoculan los exudados nasales,
oculares o traqueales, en un embridn o en un cultivo de 6rgano traqueal
de embriones de pavo o pollo (TOC de sus siglas en inglés tracheal
organ culture). Es importante que el material a inocular sea recolectado
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cuando aparezcan los primeros sintomas clinicos de la enfermedad,
pues el virus después de la infeccidn persiste poco tiempo en el animal.
La presencia del virus se comprueba por métodos de
inmunofluorescencia (HIPRA, 2010; Jones, 2007; Cook, 2000).

Técnicas de biologia molecular: se utiliza la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR de las siglas en inglés
(reverse transcription polymerase chain reaction) para la deteccion del
RNA viral hasta 17 dias post-infeccion. Con el empleo de esta técnica no
necesariamente se detecta el virus vivo, por lo que es dificil la
determinacion de una infeccidon activa. Sin embargo, es un método
rapido y especifico (Cook, 2000; HIPRA, 2010; Jones, 2007).

Técnicas seroldgicas: el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA de sus siglas en inglés enzyme-linked immunosorbent assay) es
la técnica mas empleada para la cuantificacion en suero de los titulos de
anticuerpos contra el Pneumovirus aviar (Cook, 2000). Los anticuerpos
maternos del virus pueden ser detectados hasta la cuarta semana de
edad, pues persisten en la circulaciéon de 15 a 20 dias después del
nacimiento. Los anticuerpos contra el APV siempre se detectan en
presencia de la infeccién, especificamente once dias después del inicio
de la misma. No obstante, es posible también encontrar anticuerpos de

APV en aves que no presentan sintomas para SHS (Peres et al., 2006).

No existe un tratamiento para el SHS en lo referente a la infeccion viral (Cook,
2000). Sin embargo, cuando los animales estan en la fase aguda del edema, se
les suele trasladar del galpdon de crianza a un ambiente abierto para su
recuperacion clinica en 24 horas (Morley y Thomson, 1984). Ademas, son muy
utilizados los antibidticos para reducir la severidad de la enfermedad, porque
permiten el control de los agentes etiol6gicos secundarios (Rautenschlein,
2013; HIPRA, 2010).
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Por la dificultad en cuanto al tratamiento del SHS, los productores hacen
hincapié en los programas de prevencion. Primero se enfocan en la aplicacion
de buenas practicas de manejo, que contemplan un buen programa de
bioseguridad, una éptima ventilacion, control de la temperatura, buena calidad
de la cama y adecuada densidad de los animales en el galpén de crianza
(Rautenschlein, 2013) y segundo en la vacunacion, que es la estrategia de
mayor relevancia en el control de la enfermedad. Las vacunas vivas o
atenuadas se administran en los pollos de engorde en la primera semana de
vida (HIPRA, 2010; Jones, 2007). No es recomendable la vacunacion
simultdnea cuando se emplea una vacuna viva contra el SHS, especialmente
con la vacuna para el virus de la bronquitis infecciosa, pues ésta limita la
respuesta inmune esperada al inhibir la proliferacion de la cepa vacunal del
APV (HIPRA, 2010; Jones, 2007).

Las estrategias antes mencionadas de tratamiento y prevencion, se aplican de
manera clasica contra el SHS en la avicultura. No obstante, existen otras
alternativas que se emplean de forma general para el control de enfermedades
infecciosas. Entre ellas podemos mencionar los programas de sanidad y el uso

de aditivos alimentarios con actividad inmunomoduladora (Donald et al., 2002).

2.2.Inmumoduladores

2.2.1. Generalidades y clasificacion

La inmunomodulacion es la alteracion de la respuesta inmune, en donde es
posible modificar el alcance, tipo y duracion de la respuesta y aumentar o
disminuir la capacidad de la misma. Asi se estimula, suprime o restaura el
sistema de defensa. Por ello, un inmunomodulador o modificador de la
respuesta biologica, se define como la sustancia natural o sintética que
estimula, suprime o modula los elementos que conforman la respuesta inmune,
tanto del sistema innato como adaptativo (Abeysekera, 1998; Mukherjee et al.,
2014; El-Enshasy et al., 2013; Lebish y Moraski, 1987).
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Los modificadores de la respuesta biolégica se clasifican segun su funcién en
inmunosupresores, inmunoestimulantes e inmunoadyuvantes (Hofrichter,
2011):

Inmunosupresores: tienen como funcidon la inhibiciobn del sistema
inmune (Hofrichter, 2011, p.165).

Inmunoestimulantes: se encargan de potenciar la actividad del sistema
inmune al incrementar o activar la actividad de alguno de sus
componentes o mediadores. Son muy empleados para reforzar la
resistencia del organismo a infecciones, alergias, cancer o
autoinmunidad (Hofrichter, 2011, p. 165; El-Enshasy et al., 2013).

Inmunoadyuvantes: favorecen la funcion de las vacunas actuando de

forma especifica sobre el sistema de defensa (Hofrichter, 2011, p. 165).

El modo de accion de los inmunomoduladores no es del todo conocido. Sin
embargo, se sabe que sus células blanco son generalmente los linfocitos T y B,
los monocitos, los granulocitos y las células NK (Bascones-Martinez et al.,
2014). La mayoria centra su actividad en mantener el sistema de defensa,
mediante un aumento de la respuesta de las células T, la reduccién o bloqueo
de la actividad supresora, la estimulacion de las células NK, y la induccion de la
produccion de interferones y citocinas (Keong et al., 2011; Garcia et al., 2009).
Ademas, algunos inmunomoduladores también pueden alterar la actividad de
las células inmunes, mediante cambios en la expresion de los genes,
procesamiento del RNA mensajero, transporte intracelular de las proteinas,
sintesis proteica y la secrecidén y la expresion de proteinas en la superficie

celular (Garcia et al., 2009).

Por otro lado, se ha demostrado que en ocasiones la accion de los
inmunomoduladores puede estar relacionada con la participacion de

mensajeros secundarios como la adenosina-monofosfato ciclico (CAMP) vy la
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guanina-monofosfato ciclico (cGMP). La cAMP se encarga de inhibir la funcién
efectora de los linfocitos, generando inmunosupresion. Por su parte, la cGMP
promueve un incremento de la actividad de los linfocitos maduros ocasionando

inmunoestimulacion (Garcia et al., 2009).

2.2.2. Productos comerciales
2.2.2.1. Plasmabovino

2.2.2.1.1. PROLECHON

PROLECHON es un suplemento proteico utilizado cominmente para la
alimentacion de cerdos, mascotas y animales acuaticos. Es una fuente natural
de inmunoglobulinas (Igs), albumina, globulinas plasmaticas y proteinas
altamente digestibles y palatables. Ademas, contiene proteinas funcionales
presentes en el plasma sanguineo animal, tales como alfa, beta y gamma
globulinas y fibrinbgeno. Su modo de aplicacion consiste en adicionar el
producto directamente al alimento a una concentracion entre el 1 y el 10 %
(LICAN, 2015).

Es un producto comercial obtenido a partir de un proceso de atomizacion del
plasma sanguineo de animales sanos, especialmente bovinos. Los animales
son sacrificados en establecimientos autorizados, bajo rigurosos
procedimientos de control de calidad y supervision estricta por las autoridades
competentes. Por lo tanto, es un producto animal inocuo, seguro y natural, que
contiene una fuente de proteinas funcionales estables y seguras (LICAN,
2015).

PROLECHON incrementa el consumo de alimento, aumenta la ganancia de
peso y mejora el estado de salud de diversos animales como cerdos, aves,
perros y peces de cultivo. Ademas, es considerado como una alternativa ideal
para reemplazar el uso de los antibiéticos, debido a que en investigaciones se
ha demostrado que previene infecciones intestinales producidas por E. coli y

otros patégenos. Por otra parte, algunas proteinas presentes en el producto,
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son resistentes a la digestion y pueden llegar hasta el intestino ayudando a la

respuesta inmune local (LICAN, 2015).

2.2.2.1.2. Propiedades y aplicaciones

El plasma animal es un subproducto de los mataderos del ganado bovino y
porcino, que es procesado para su comercializacion (Gallois y Oswald, 2008;
Leeson, 2015). Estd constituido por compuestos funcionales como
inmunoglobulinas, albumina, factores de crecimiento, péptidos biolégicamente
activos como defensinas y transferrina, fibrindgeno, lipidos, enzimas y otros
componentes con valor nutricional y actividad biolégica dentro del intestino
(Campbell et al., 2003; Campbell et al., 2008).

Este subproducto comercial es empleado en la alimentacion animal como un
ingrediente de alto contenido nutricional, con buen perfil aminoacidico y un
porcentaje entre el 75 al 80 % de proteina digerible, de la cual el 95 % lo
constituye albumina y globulinas (Leeson, 2015; Beski, Swick, y lji, 2015a).
Especificamente, se ha incluido en la nutricibn de animales como cerdos,
vacas, aves de corral y camarones (Beski et al., 2015a; Campbell et al., 2003).
Sin embargo, el estudio del efecto del plasma animal se ha profundizado en los
cerdos desde que se lo propuso como fuente proteica a finales de los afios 80s
(Gallois y Oswald, 2008; Torrallardona, 2010).

La inclusiéon del plasma animal en la dieta inicial de los lechones mejora el
crecimiento, el consumo de alimento y la conversion alimenticia durante la
etapa de estrés que constituye el destete (Torrallardona, 2010). La misma
respuesta positiva en el desempefio se ha comprobado en vacas, pavos y
pollos de engorde. Se ha reportado que existe un mayor efecto del plasma
animal en el desempefio de todos estos animales, cuando estan sometidos a
ambientes no sanitarios o desafiados inmunolégicamente (Quigley y Drew,
2000; Campbell et al., 2004b; Campbell et al., 2006). En el caso de los pollos y

los pavos esta respuesta se observa cuando son criados sobre cama
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reutilizada (Bregendahl et al., 2005; Campbell et al., 2004b). También, cuando
los pavos son desafiados con agentes como Pasteurella multocida y en el
ganado bovino y porcino cuando son desafiados con bacterias entéricas como
E. coli. Cabe indicar, que en estos ultimos el efecto se observa también en la
disminucion de la incidencia de la enfermedad. Aumentando asi la
supervivencia animal (Campbell et al., 2004a; Quigley y Drew, 2000; Gallois y
Oswald, 2008).

El modo por el cual el plasma bovino genera los efectos antes mencionados, no
estdn totalmente dilucidados. Algunos autores establecen que las altas
propiedades nutritivas de las proteinas del plasma, influyen sobre el
crecimiento animal. Es decir, las proteinas de alta calidad y el buen pefrfil
aminoacidico son los responsables del mejor desempefio, porque favorecen el
desarrollo intestinal y el rapido crecimiento muscular (Beski et al., 2015a). Otros
sugieren que los efectos beneficiosos se presentan porque el subproducto
mejora el sabor del pienso, lo que genera un aumento en el consumo del
alimento. No obstante, algunas investigaciones comparativas de varios
ingredientes y su sabor, refutan que el plasma sea el componente preferido por
los animales. Mas bien, la teoria mas aceptada es que la causa del aumento en
el consumo del alimento y otros indices de desempeiio, son las propiedades
inmunoldgicas del plasma o la mejora que genera en la salud animal
(Torrallardona, 2010).

Las inmunoglobulinas especialmente la inmunoglobulina G y las glicoproteinas
del plasma, se consideran los principales componentes bioactivos que
contribuyen a la salud animal. En cerdos, se ha evidenciado que estos
interactlan con antigenos para reducir el efecto de enterotoxinas y disminuir la
fijacion, adhesidon, replicacion y colonizacién intestinal de patdgenos
(Torrallardona, 2010; Campbell et al., 2008). De esta forma, se disminuye o
modula la sobreestimulacion del sistema inmune tanto sistémico como local,
evitando que la reparticion energética se incline a otras actividades no

productivas y se secreten citoquinas inhibidoras del apetito. Por otra parte,
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favorece a la alimentacion porque mantiene la integridad de la mucosa
intestinal, mejora su morfologia y ayuda a la actividad enzimatica
(Torrallardona, 2010; Campbell et al., 2006).

2.2.2.2. Hidrolizado de camardn

22221 ACTIPALHP1-S1

ACTIPAL HP 1 — S1 es un hidrolizado funcional en polvo, formulado para la
alimentacion de los animales de la industria acuicola. Se elabora mediante un
proceso de hidrolisis de los co-productos del camardn obtenidos en la
acuicultura (Aquativ, 2015). El suplemento esta constituido por varios nutrientes
esenciales como nucledtidos, fosfolipidos, acidos grasos omega 3, colesterol,
astaxantina como antioxidante, aminoacidos libres y péptidos marinos
bioactivos. Estos dos ultimos componentes son los de mayor relevancia, pues
actuan directamente como inmunomoduladores, antimicrobianos y sobre la

secrecion de la hormona del crecimiento (Aquativ, 2015).

Se ha comprobado que el producto mejora la salud y supervivencia animal,
porque incrementa la resistencia al estrés y a los patégenos. También mejora
la eficiencia de la alimentacién y con ello la velocidad de crecimiento, puesto
gue la mayoria de sus nutrientes al ser de bajo peso molecular, son facilmente
absorbidos en el tracto intestinal y asimilados por el organismo. Es
recomendado que el hidrolizado de camardn se emplee en el alimento, en una

concentracion del 1 al 5 % (Aquativ, 2015).

2.2.2.2.2. Propiedades y aplicaciones

Los hidrolizados proteicos presentan un sinnimero de aplicaciones en una gran
variedad de industrias, como la farmaceéutica, en la nutricion humana y animal y
la cosmética. Ademas, pueden ser utilizados como fuente principal de nitrdgeno
en medios de cultivo para el crecimiento de microorganismos (Bueno-Solano et

al., 2009). Son una fuente rica en proteinas con un balance adecuado tanto de
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aminoacidos como de péptidos bioactivos, por lo general de bajo peso

molecular (Bui et al., 2014).

La hidrdlisis de proteinas se refiere al proceso mediante el cual la proteina se
descompone en pequefios fragmentos por la acciébn de enzimas digestivas
(Bueno-Solano et al., 2009).

Especificamente, el hidrolizado de camarén generado de los subproductos de
la industria acuicola, contiene proteinas, lipidos, carotenoides, quitina,
quitosano y astaxantina (Bueno-Solano et al., 2009 y Khosravi et al., 2015a).
Estudios en la acuicultura han demostrado que los aminoacidos y péptidos
pequefios presentes en el hidrolizado de camardn son los responsables de la
mejora en el crecimiento, el consumo de alimento y supervivencia de los
animales, debido a su facilidad de absorcién y digestion desde temprana edad
(Bui et al., 2014). Aunque, ésto depende de la existencia de una concentracion
suficiente y que los componentes del hidrolizado presenten una solubilidad
adecuada para su absorcion y paso por el tracto intestinal (Arredondo-Figueroa
et al., 2013 y Khosravi et al., 2015a).

Otra propiedad relevante del hidrolizado de camaron es estimular el sistema
inmune innato (Arredondo-Figueroa et al., 2013). En peces se ha demostrado
gue los péptidos de peso molecular entre 500 a 3000 Da potencian la actividad
de los macréfagos, la lisozima, la superoxido dismutasa, las proteinas del
complemento y la produccion de inmunoglobulinas (Bui et al., 2014 y Khosravi
et al., 2015a). La existencia de uno u otro efecto depende de la composicién
especifica del hidrolizado. Asi, la presencia del extracto en la dieta animal
favorece la proteccién contra enfermedades infecciosas. Sin embargo, en
investigaciones en presencia de desafios, no se ha observado un efecto
significativo del hidrolizado de camaron sobre la prevencion de la enfermedad
Edwardsielosis, causada por la bacteria Edwardsiella tarda. No obstante, se
han obtenido mejores resultados empleando hidrolizados de tilapia y krill (Bui et
al., 2014).
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Cabe indicar, que no solo los péptidos contribuyen a la estimulacién del
sistema inmune, sino también la quitina y el quitosano. Estos carbohidratos
aceleran la cura de enfermedades, potencian la produccién de anticuerpos,
activan macrofagos, proteinas del complemento vy linfocitos T citotdxicos (Wu y
Tsai, 2004).

2.3.Inmunidad aviar

2.3.1. Generalidades del sistemainmune

Los factores como la dieta, el ambiente, la fisiologia y la genética, generan una
respuesta en el sistema inmune aviar. El uso de aditivos suplementarios
estimula el potencial intrinseco de los animales y favorece un mejor

desempeiio inmunolégico (Qureshi, Hussain y Heggen, 1998).

El sistema inmune aviar esta conformado por un conjunto de estructuras y
procesos biolégicos encargados de la defensa del organismo contra agentes
invasores, de la eliminacion de células corporales anormales, como tumores y
células infectadas con virus y del reconocimiento de células extrafias, como los
injertos. Al igual que en los mamiferos, el sistema inmune aviar puede dividirse
desde el punto de vista funcional en dos niveles, la inmunidad innata y la
adaptativa, esta ultima a su vez dividida en respuesta inmune celular y
humoral. Tanto la inmunidad innata como la adaptativa estan conectadas por
mediadores celulares y quimicos, para establecer una sinergia que permita
hacer mas efectivo el sistema de defensa (Ritchie, Harrison y Harrison, 1994,
pp. 109 y 110).

La inmunidad innata es la primera linea de defensa contra las infecciones.
Actia de forma no especifica contra patdégenos individuales y su respuesta es
inmediata contra una amplia gama de agentes extrafios o que son reconocidos
como tal, incluso antes de que se dé la infeccion. Este tipo de respuesta
inmune no es duradera (Murphy et al., 2012, p.2; Abbas, Lichtman y Pillai,
2014, p.2).
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La inmunidad innata esta constituida por barreras fisicas y quimicas, como las
superficies epiteliales y las sustancias antimicrobianas producidas en dichas
superficies. Esto condiciona la existencia de un ambiente especifico en la piel y
las mucosas, para evitar la entrada y la colonizacion de microorganismos
patdgenos en el organismo. Si el patdgeno o material extrafio traspasa con
exito dichas barreras, un conjunto de células del sistema innato funcionan
entonces como mecanismo de defensa (Ritchie et al., 1994 pp.110 y 111;
Abbas et al., 2014, p.2).

Los granulocitos polimorfonucleares, especialmente los heterdfilos, despliegan
procesos de fagocitosis y estallido respiratorio. Los trombocitos actlan
mediante fagocitosis y los macrofagos ejecutan procesos de fagocitosis y
secrecion de sustancias involucradas en la inflamacion, en la estimulacion de
otros agentes de defensa y en los procesos de curacion (Ritchie et al., 1994,
pp.111-113).

Cuando los mecanismos de defensa de la respuesta inmune innata no son
suficientes contra un patégeno, ésta se encarga de estimular e influenciar la
naturaleza de la respuesta inmune adaptativa para tal cuerpo extrafio y de
contener la infeccion hasta la activacion y el montaje de una respuesta celular
y/o humoral (Qureshi et al., 1998; Abbas et al., 2014, p.51).

La inmunidad adaptativa es una respuesta inmune especifica, porque
constituye una adaptacién de la respuesta a la infeccion de un agente extrafio o
patogénico en concreto, que muchas veces conduce a una memoria
inmunoldgica (Murphy et al., 2012, p.2). Esta respuesta se produce mediante
un proceso de reconocimiento de antigenos especificos por receptores de
células sensibles a los mismos; es decir, linfocitos B y T. El resultado de este
reconocimiento tras un periodo de latencia, es la activacion de mecanismos
efectores especializados de la respuesta inmune humoral o celular (Ritchie et
al., 1994, p.115).
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La respuesta inmune humoral es una funcién adaptativa del sistema de
defensa, que actua a través de los anticuerpos producidos por los linfocitos B
(Qureshi et al., 1998). Tres clases de inmunoglobulinas son las que se han
identificado en los pollos, inmunoglobulina M, G y A. Estas se unen a la
superficie de los patdégenos para bloquear sus receptores, de modo que no
puedan unirse a los receptores de las células diana (Butcher y Miles, 1995,
p.2). De esta manera, el complejo antigeno-anticuerpo es destinado a procesos
de lisis o fagocitosis. Cabe destacar, que la maduracién inmunolégica ocurre
entre los 20 y 25 dias de edad en los pollos, hasta ese momento las IgGs
transmitidas de madre a hijo, ayudan a la defensa del organismo con un tiempo
de vida media de 4 a 6 dias (Ritchie et al., 1994, p. 115y 116).

La respuesta inmune celular ejecuta mecanismos que permiten la destruccion
de células tumorales, células infectadas con virus o bacterias intracelulares,
injertos, parasitos y hongos; a través de la accion de los linfocitos T. Los
linfocitos T se dividen en 3 subgrupos. Las células T citotdxicas que secretan
sustancias para provocar citotoxicidad, las auxiliares que secretan sustancias
gue incrementan la accién de otros componentes de defensa y las supresoras
gue inhiben la respuesta de otros linfocitos T y B (Ritchie et al., 1994, p. 118 y
119; Qureshi et al., 1998).

2.3.2. Organos linfoides

Los organos linfoides forman parte del sistema inmune y se clasifican en
primarios o centrales y secundarios o periféricos, dependiendo del papel que
cumplen en la generacion de linfocitos, en la regulacién de su produccién y en
proporcionar un medio ambiente adecuado para el reconocimiento de

antigenos extrafios y su procesamiento (Tizard, 2009, p. 112).

Los organos linfoides primarios se desarrollan en estadios fetales tempranos y

se encargan de generar, diferenciar, madurar y proliferar los linfocitos T y B
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(Deng et al., 2008). Existen dos clases de linfocitos dependiendo del lugar de
maduracion. Los linfocitos T son aquellos que maduran en el timo y los
linfocitos B maduran en diferentes 6rganos dependiendo de la especie, en el
caso de las aves, en la bolsa de Fabricio (Tizard, 2009, p.113; Song et al.,
2012, p.89).

Los organos linfoides primarios se encargan de mantener la funcion
inmunoldgica normal y de estimular la resistencia contra las enfermedades. Sin
embargo, no son el lugar donde los linfocitos reconocen a los antigenos
(Tizard, 2009, p.113).

Los principales 6rganos linfoides centrales se describen a continuacion:

Timo: esta formado por 7-8 I6bulos separados y bien definidos a cada
lado del cuello, extendido desde la tercera vértebra cervical hasta los
segmentos toracicos superiores (Davison et al., 2008, pp. 16 y 17).
Presenta un tamafo variable alcanzando su tamafio maximo en la
pubertad. En animales adultos puede ser muy pequefio y dificil de
localizar debido a una involucién, proceso en donde el 6rgano se va
retrayendo mientras el ave crece (Tizard, 2009, p. 114). Al igual que en
los mamiferos, el timo produce precursores de las células implicadas en
la respuesta inmune mediada por células T especificas (Rose, 1979).
Por lo tanto, su funcion principal es la produccion de linfocitos T (Tizard,
2009, p.114).

Bursa: también conocida como bolsa de Fabricio, es un saco
redondeado presente Unicamente en aves y ubicado encima de la
cloaca. Al igual que el timo esta formada por linfocitos embebidos en
tejido epitelial (Tizard, 2009, p.116; Davison et al., 2008, p.20). Alcanza
su tamafio maximo a las 8 semanas de vida y a partir de ese momento
involuciona. Es por ello, que en aves mayores a 56 dias es muy dificil su

identificacion (Colin, 2015, p.404). Durante la madurez sexual aumenta
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la involucion por lo que puede verse atrofiada, pero sigue siendo
funcional (Colin, 2015, p.404; Tizard, 2009, p.116; Robin, 2008, p.3). En
ocasiones no es considerado como un 6rgano linfoide primario puro,
debido a que puede captar antigenos. Sin embargo, su principal funcion
es la de ser el lugar de maduracion y diferenciacion de las células

formadoras de anticuerpos (Tizard, 2009, p.116).

A diferencia de los 6rganos linfoides primarios, los secundarios se originan
durante la vida fetal tardia y persisten en las aves adultas (Tizard, 2009, p.
118). En éstos se produce la diferenciacion de las células T y B
inmunolégicamente competentes y se producen células efectoras especificas
de antigeno (Rose, 1979). Por otra parte, contienen células dendriticas que se
encargan de capturar y procesar los antigenos. Por lo tanto, su estructura
anatomica esta disefiada para facilitar la captacién antigénica y posibilitar al
maximo que los antigenos procesados sean presentados a los linfocitos
(Tizard, 2009, p.118; Robin, 2008, p.2). El bazo, los nodulos linfaticos, las
amigdalas y el tejido linfoide asociado a mucosa (MALT de sus siglas en inglés
mucosa-associated lymphoid tissue) son algunos de los 6rganos linfoides
periféricos de las aves (Colin, 2015, pp. 404-409). Por la importancia para el

desarrollo de este trabajo a continuacion se describen el bazo y el MALT.

El bazo, es el érgano linfoide secundario méas largo en la mayoria de los
organismos y actia en la hematogénesis, en la filtracion de la sangre y en la
inmunidad (Song et al., 2012). En las aves cumple un papel dominante en la
generacion de la respuesta inmune por la ausencia de ganglios linfaticos (Deng
et al., 2008). Aunque no es un sitio primario para la proliferacién vy
diferenciacion de linfocitos independientes de antigenos, tiene un papel
importante en la linfopoyesis. Es en el bazo donde los progenitores de células
B, reordenan sus genes de inmunoglobulinas G antes de colonizar la bolsa de
Fabricio (Davison et al., 2008, p.27). Este 6rgano tiene como funcion principal
filtrar antigenos de la sangre para eliminar microorganismos sanguineos, restos

celulares y células sanguineas viejas. Para cumplir con sus funciones, el bazo
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estd formado por la pulpa roja que tiene como funciones la filtracién de la
sangre y el almacenamiento de globulos rojos y la pulpa blanca que es rica en

linfocitos y es donde ocurre la respuesta inmune (Tizard, 2009, p.124).

El tejido linfoide asociado a mucosa es considerado como la primera linea de
defensa frente a antigenos exdgenos que ingresan al organismo durante
procesos de alimentacion y respiracion. Esta compuesto por agregados de
células linfoides o por foliculos linfoides primarios y secundarios (Casteleyn et
al., 2010).

El tejido linfoide asociado a intestino (GALT de sus siglas en inglés gut-
associated lymphoid tissue) es un tipo de MALT, considerado como el érgano
linfoide secundario mas grande y ubicado en el tracto intestinal aviar (Casteleyn
et al., 2010; Eys, 2016). Estd compuesto por tejido linfoides organizado y
linfocitos dispersos en la lamina intestinal (Bao y Choct, 2010). Es un 6rgano
dinamico que evoluciona de acuerdo a las distintas etapas fisiologicas de las
aves. Cuando estan las aves recién nacidas, su desarrollo y su crecimiento se
produce de forma concomitante al desarrollo de las estructuras y las funciones
digestivas (Eys, 2016). El GALT tiene 3 funciones principales: proteger a la
membrana mucosa de la colonizacion e invasion de microorganismos
potencialmente peligrosos, prevenir la captacion de antigenos no degradados y
reducir el desarrollo de respuestas inmunes potencialmente dafinas (Eys,
2016). Por lo tanto, un GALT eficiente es aquel gue permite la colonizacion de

bacterias benéficas y brinda proteccién frente a patdégenos (Bao y Choct, 2010).

El GALT contiene células T y B, siendo los linfocitos B los encargados de
producir IgA para la proteccién contra agentes que ingresan a través de las
mucosas, sitio principal de invasion de patdégenos. Es asi que la presencia de
anticuerpos en las superficies mucosas, genera proteccion para el animal y
evita la entrada de microorganismos potencialmente dafinos (Eys, 2016;

Revolledo, 2010). Por lo tanto, la inmunidad generada en las mucosas,
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especificamente la del intestino, puede reflejar la inmunidad en otros tejidos y

sistemas fisiologicos del organismo (Revolledo, 2010).

2.3.3. indices de los 6rganos linfoides

Para conocer la frecuencia y severidad de las enfermedades infecciosas en
una parvada, se realiza una evaluacién clinica, especificamente una evaluacién
macroscopica. Esta consiste en determinar el peso, tamafio y apariencia de los
organos linfoides. Los mas utilizados son: la evaluacion del timo, la bursa y la
médula 6sea en distintos periodos; la relacion del peso de los 6rganos linfoides
con el peso corporal y de los 6rganos entre si y la comparacién de la relacién

entre el tamafio de la bursa y el bazo (Perozo-Marin et al., 2004).

Los indicadores morfométricos de los 6rganos linfoides permiten conocer el
estado de inmunocompetencia de las aves. Por ejemplo, la razén entre el bazo
y la bolsa de Fabricio establece la capacidad de respuesta inmune de los pollos
de engorde. Igualmente, el tamafio del timo es un indicador del estado de
salud, asi como de la respuesta tanto aguda como cronica, ya que el érgano
responde con atrofia tisular bajo situaciones de estrés (Perozo-Marin et al.,
2004). Por lo tanto, la determinacion de los indices morfométricos de los
organos linfoides es un método de diagndstico que permite conocer la situacion
inmunoldgica de la parvada. Esto debido a que el peso relativo del bazo, el timo
y la bursa, puede disminuir cuando las aves se encuentran expuestas a

factores estresantes (Perozo-Marin et al., 2004).

2.4.Relacién entre la nutricién y lainmunidad

La seleccidon genética de los pollos de engorde se ha enfocado en potenciar la
eficiencia del uso del alimento en los animales, mediante el aumento de la
velocidad de crecimiento y la velocidad del consumo del pienso. Por tal motivo,
mientras mas crecen mayor es el requerimiento nutricional de las aves

(Klasing, 2007; Bao y Choct, 2010). Por esta razon, la formulacion de las dietas
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esta direccionada a maximizar la eficiencia productiva a un minimo costo, mas
gue para lograr una inmunidad 6ptima (Klasing, 2007; Kidd, 2004; Bao y Choct,
2010). Sin embargo, el surgimiento de nuevas enfermedades infecciosas, la
limitacion del uso de antibiéticos en la produccién animal y la relacion
inversamente proporcional entre la velocidad de consumo de alimento y la
respuesta inmune, exige de modo imperativo considerar a la alimentacion no
solo para lograr objetivos productivos, sino como alternativa para la prevencion
y control de enfermedades. Debido a que la evaluacién del impacto de la
nutricion sobre el sistema inmune ha evidenciado que existe una interaccion
entre la respuesta inmune y los componentes bioactivos de los alimentos, que
podria ser util para reducir la susceptibilidad de los animales a enfermedades
infecciosas (Kogut, 2009; Bao y Choct, 2010). Esto no implica agregar a la
dieta ingredientes que han resultado efectivos en la estimulacion del sistema
inmune y/o en la proteccidn contra el desafio de un patégeno, porque seria
muy costoso y podria provocar susceptibilidad no deseada a otros
microorganismos. Por lo tanto, lo que se persigue es optimizar la salud, la
productividad y el bienestar del animal, mediante la formulacion de dietas a
menor costo, basadas en la comprension de los mecanismos metabdlicos y
fisiologicos a través de cuales los nutrientes afectan la inmunidad (Klasing,
2007).

La interaccion que existe entre la respuesta inmune y la nutricidn, esta influida
por la presencia de factores estresantes durante el desarrollo de las aves
(Butcher y Miles, 2014). Los microorganismos en la microflora intestinal, la
presencia de enfermedades y las condiciones fisicas y ambientales subdptimas
son factores estresantes que pueden generar cambios hormonales,
disminucién en el consumo del alimento, alteracion del metabolismo de
nutrientes y supresion de la funcién inmune (Maynard, 2012, p.2; Butcher y
Miles, 2014). Por otra parte, el estrés genera una respuesta inmune que
requiere alto consumo de nutrientes y energia que estaban disponibles para el
desarrollo de funciones productivas como la conversion alimenticia (Maynard,

2012, p. 2; Eys, 2016). Por lo tanto, los nutrientes son los encargados de
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influenciar la respuesta de las aves en presencia de un desafio inmunoldgico,
modificando el desarrollo anatomico de los tejidos linfoides, la produccion de
moco, la modulacion y regulacibn de procesos inmunes, la sintesis de
sustancias inmunolégicamente activas, la muerte intracelular de patégenos y la

proliferacion, activacién y movimiento celular (Butcher y Miles, 2014).

La cantidad de energia necesaria para generar una respuesta inmune, varia
dependiendo de si actia el sistema innato o adaptativo. La inmunidad innata es
efectiva para la defensa contra patdégenos, ya que requiere un bajo costo
energético para su desarrollo, sin embargo, necesita altos niveles de energia
para ser utilizada. Por otro lado, la inmunidad adaptativa es poco efectiva para
la proteccion frente a patdégenos en su primera exposicion, pero altamente
efectiva en exposiciones posteriores. Requiere altos niveles de energia para su

desarrollo, pero niveles bajos para ser utilizada (Klasing, 2007).

Algunos de los nutrientes que se desvian del crecimiento durante una
respuesta inmune, son los aminoacidos. Estos son utilizados para la sintesis de
proteinas que permiten a las aves generar una respuesta inmune exitosa. Se
encargan de aumentar el numero de células linfoides y de anticuerpos.
(Butcher y Miles, 2014). Por lo tanto, un déficit de aminoacidos debilita el

sistema de defensa (Klasing, 2007).

La cantidad de nutrientes disponibles para el desarrollo de funciones de
rendimiento, disminuye aun mas cuando existe un gasto energético para la
vigilancia del sistema inmune, el mantenimiento de células activadas y la
produccion de moléculas protectoras; en ausencia de infeccidén o estrés. Es por
ésto, que los animales deben desarrollar una respuesta inmune 6ptima
Gnicamente durante una infeccion virulenta o patogénica y no solo por la
presencia de un estimulante del sistema de defensa (inmunomoduladores),

evitando asi el gasto energético innecesario (Kogut, 2009).
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Algunas investigaciones se han enfocado en el estudio de la relacion entre la
nutriciéon y la inmunidad, y han propuesto mecanismos por los cuales la dieta
influye la inmunidad y la susceptibilidad a una enfermedad infecciosa. No
obstante, Klasing (2007) propone como esenciales 6 mecanismos generales
gue deben ser considerados en la industria avicola, para la formulacién
comercial de dietas, en un marco balanceado entre inmunidad y productividad.

Estos mecanismos se describen a continuacion:

Nutrir las células del sistema inmune: los nutrientes son necesarios
para la proliferacion y el trabajo de las células y proteinas que
conforman el sistema inmune. En base a la utilizacion de la lisina, se ha
estimado que durante el desarrollo y mantenimiento del sistema de
defensa, el porcentaje de empleo de este aminoécido es bajo en relacion
al resto del organismo, alcanzando un maximo del 2 %. Solo en la etapa
de maxima activacion del sistema inmune; es decir, en presencia de una
respuesta inmune robusta, es requerido un porcentaje alto de lisina,
alrededor de un 10 %. Este costo no es alto por la construccion de una
respuesta dada por anticuerpos, sino por la gran cantidad de nutrientes
necesarios para construir la respuesta de fase aguda hepética, que tiene
funcidon protectora. Cabe indicar que en cuanto a la priorizacion de
nutrientes durante la deficiencia de los mismos, el sistema inmune tiene
prioridad en relacién al musculo esquelético y la bursa en relacion al
timo (Klasing, 2007).

Nutrir a los patdogenos: los nutrientes presentes en los tejidos del
hospedero, también sirven para la proliferacién de los patégenos. Si las
condiciones son 6ptimas, la division de los patdgenos puede superar a la
respuesta inmune. Para impedirlo, es esencial evitar el exceso de
algunos nutrientes que son importantes para el crecimiento de los
microorganismos patogénicos. Se ha observado que durante una
respuesta inmune en los pollos, se produce avidina en el sitio de

infeccidn, para el secuestro de la biotina en el plasma y por consiguiente
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la disminucién de su disponibilidad para los microorganismos, debido a
gue este compuesto es el primer nutriente limitante para muchos de
ellos (Klasing, 2007).

Modificar la respuesta de los leucocitos: ciertos nutrientes segun el
tipo y cantidad presente, pueden modificar la respuesta de los
leucocitos, afectando el umbral de estimulacion necesario para generar
una respuesta. Asi, hay un cambio en el tipo, la duracion o la intensidad
de la misma. Por lo tanto, un nutriente puede proteger contra un
patdgeno, pero a la vez aumentar la susceptibilidad a otro. Es decir, la
inmunomodulacion producida por un nutriente, va a depender del tipo de

desafio presente en la poblacion en un tiempo dado (Klasing, 2007).

La funcién inmunomoduladora de los nutrientes se da a través de varias
rutas: mediante la interaccion con receptores de los leucocitos que
genera una sefial mediada por receptor, mediante la accion antioxidante
gue modifica las sefiales de transduccion de los radicales libres en los
leucocitos y/o mediante la alteracion de la concentracién hormonal

captada por los receptores de los glébulos blancos (Klasing, 2007).

Proteger contra la inmunopatologia: algunos nutrientes, como el acido
linoleico, tienen la capacidad de prevenir y modular la inflamacién
durante una respuesta inmune, sin afectar el propésito de esta ultima.
Por ello, en el curso de una infeccion, donde el coste energético de la
inflamacion sistémica afecta al desempefio productivo, es importante
proporcionar una terapia nutricional para mejorar la productividad y la
calidad del producto (Klasing, 2007).

Influir en la ecologia microbiana del intestino: los nutrientes en las
dietas, especificamente las fibras, determinan la composicién de la
microbiota del intestino. A su vez, el reconocimiento por el sistema

inmune de los antigenos de dichos microorganismos y de los alimentos
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ingeridos, modifican el desarrollo del sistema. Concretamente, el
reconocimiento y la respuesta inmune generada, permite la
redistribucion y la diversificacion de los linfocitos, la expansion del GALT,
la produccion de citoquinas y la generacion de respuestas inflamatorias
(Klasing, 2007).

Estimular el sistema inmune: algunos nutrientes pueden estimular el
sistema de defensa, pero no es recomendable incorporarlos en la dieta
permanentemente cuando el enfoque estd en el crecimiento, la
produccion y la salud animal. Es justificable emplear dichos compuestos,
s6lo en ciertas situaciones en las que se presente el desafio de un
patégeno. Se ha comprobado que la estimulacién del sistema inmune
producido por la dieta antes de la exposicidbn a un patégeno, puede
aumentar la respuesta inmune y por ende la resistencia al patégeno,

pues produce un efecto adyuvante (Klasing, 2007).
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3. Capitulo IlI: Disefio del plan experimental

Los pollos de engorde del experimento se distribuyeron bajo un disefio de
bloques completos al azar de 5 grupos, con 5 repeticiones por grupo y 60 aves
por repeticidbn. Los tratamientos consistieron en 4 dietas a las que se les
adicion6é inmunomoduladores: hidrolizado de camarén o plasma bovino en
diferentes estrategias de dosificacibn y una dieta basal control como se

muestra en las Tablas 1y 2.

Tabla 1. Tratamientos realizados en el estudio

Sistema I
_ Detalles descriptivos
experimental

Control Dieta sin inmunomodulador.

PBEL Dieta adicionada plasma bovino en la estrategia de
dosificacion 1 (E1).

PBE? Dieta adicionada plasma bovino en la estrategia de
dosificacién 2 (E2).

Dieta adicionada hidrolizado de camaron en la
HCEL estrategia de dosificacion 1 (E1).
HCE? Dieta adicionada hidrolizado de camaron en la

estrategia de dosificacion 2 (E2).

Tabla 2. Concentraciones a utilizar en las estrategias de dosificacion de

los inmunomoduladores

Concentracioén

Fases de . : :
Dias Estrategia de Estrategia de
desarrollo o o
dosificacion 1 (E1) dosificacion 2 (E2)
Inicial lall4 5,00 % 2,50 %
De crecimiento 15 al 28 2,50 % 1,50 %

Final 29 al 42 1,50 % 0,50 %
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4. Capitulo IV: Procedimientos

4.1.Determinacién de la poblacion y la muestra

Para la determinar el tamafio de la muestra se utilizé la siguiente formula

(Valdivieso, Valdivieso y Valdivieso, 2011):

B No?Z?
(N —=1)e2 4 g222

n

(Ecuacion 1)
Nota:*n es el tamafio de la muestra, N es el tamafio de la poblacion, o es la
desviacion estandar de la poblacion, Z es el nivel de confianza y e es el margen

de error.

A partir de una poblacién de 1545 individuos, se escogidé una muestra de 175
animales para la prueba de biometria hematica e indice de 6rganos linfoides,
empleando un nivel de confianza del 95 % y un margen de error del 6,98 %.
Para el andlisis del titulo de anticuerpos se estableci6 una muestra de 620
individuos, utilizando un nivel de confianza del 95 % y un margen de error del
3,05 %. En todos los casos se considerd una desviacion estandar de 0,5. Para

el andlisis de los parametros zootécnicos se empleo toda la poblacion.

4.2.Seleccién de los instrumentos de medicién y los procedimientos
parala obtencion de datos

4.2.1. Ubicacién geogréfica

El experimento se realizo en la planta de produccién de la empresa Integracion
Avicola Oro ubicada en la parroquia rural de Yaruqui al nororiente de la ciudad
de Quito, a una altura de 2 527 m.s.n.m. cuya temperatura anual varia entre los
12 a 28 °C (Gobierno Autonomo Descentralizado de la Parroquia Rural de
Yaruqui, 2016).
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4.2.2. Manejo de los animales

En el galpdn experimental de aproximadamente 180 m? de las instalaciones de
la planta, se criaron 1500 pollos de engorde Cobb500 machos, vacunados con
el programa de inmunizacién de la empresa (Tabla 3), desde el ler hasta el
42do dia de edad. La crianza se realizd en presencia de desafio inmunitario,
dado por dos factores: ausencia de vacunacion para el Sindrome de Cabeza
Hinchada y presencia de cama semireutlizada, elaborada con 75 % de
cascarilla de arroz reutilizada de reproductoras de 58 semanas, sin tratamiento

de compostaje y 25 % de cascarilla de arroz nueva.

Tabla 3. Programa de vacunacion para pollos de engorde en la empresa

Integracion Avicola Oro

Edad del .
. Vacuna Via
ave (dia)
Incubadora Marek, Gumboro, Hepatitis y Newcastle. Inyeccion in ovo
8 Newcastle, Bronquitis infecciosa y Gumboro. Oculo nasal
21 Newcastle y Gumboro. Agua bebida

Los pollos se alimentaron con las dietas formuladas que se presentan en la
Tabla 4. La formulacion se elabor6 mediante el programa Brill® Formulation,
que relaciona los requerimientos nutricionales ya establecidos para los pollos
Cobb500 (Cobb-Vantres, 2012), el aporte nutricional de cada ingrediente
seleccionado para la dieta y el minimo costo de la misma. El agua fue
proporcionada ad libitum y el alimento fue suministrado diariamente de 06h00 a
17h00 de acuerdo al programa de alimentacion propio de la granja, para evitar
incidencia y mortalidad por Sindrome Ascitico y una posible modificacién en los

resultados obtenidos.
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Tabla 4. Composicion de las dietas experimentales y el contenido
nutricional calculado en los distintos dias de aplicacion
. 1 a 14 Dias
Ingredientes (%)
Control PBE1 PBE2 HCEl1 HCE2
Maiz 34,05 3592 34,39 3388 33,37
Torta de Soya 34,30 28,30 31,20 29,60 31,90
Arroz 23,40 25,00 25,00 25,00 25,00
Aceite Crudo de Palma 3,70 2,10 2,90 2,60 3,10
Carbonato de calcio 1,50 1,50 1,50 1,60 1,50
Fosfato monocélcico 23%P 1,20 1,00 1,10 0,70 0,90
Vitaminas y minerales 2 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23
Cloruro de sodio 0,47 0,11 0,29 0,34 0,40
DL Metionina 99% 0,28 0,19 0,24 0,29 0,28
Sulfato de lisina 54,6% 0,17 - 0,01 0,08 0,12
L-Treonina 98% 0,05 - - 0,05 0,05
Antifungico 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Cloruro de colina 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Diclazuril 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Adsorbente de micotoxinas 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Promotor de crecimiento 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Plasma animal ° - 500 2,50 - -
Hidrolizado de Camarén © - - - 5000 2500
Total 100 100 100 100 100
Andlisis nutricional calculado
Energia metabolizable (Kcal/kg) 3055 3059 3058 3056 3056
Proteina cruda (%) 20,98 22,14 21,45 21,43 21,22
Proteina digestible (%) 18,57 19,82 19,07 19,09 18,82
Lisina digestible, (%) 1,14 1,22 1,14 1,14 1,14
Metionina digestible (%) 0,58 0,51 0,54 0,59 0,59
Metlonma+C|(s;;)e)|na digestible 0.86 0.86 0.86 0.86 0.86
Treonina digestible (%) 0,75 0,82 0,75 0,75 0,75
Triptofano (%) 0,24 0,27 0,25 0,22 0,23
Grasa (%) 6,11 4,34 5,30 5,19 5,58
Fibra cruda (%) 2,93 2,76 2,82 2,73 2,81
Ca (%) 1,00 1,00 1,00 1,00 0,98
Fésforo disponible (%) 0,51 0,49 0,50 0,50 0,49
Na (%) 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18

(Continuacion de la tabla)



_ 15 a 28 Dias
Ingredientes (%)
Control PBE1 PBE2 HCE1 HCE2
Maiz 55,50 58,20 57,31 56,77 56,50
Torta de Soya 26,31 22,47 23,80 23,60 24,50
Arroz 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Aceite Crudo de Palma 3,80 2,70 3,10 3,10 3,30
Carbonato de calcio 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
Fosfato monocalcico 23%P 0,90 1,00 1,00 0,70 0,80
Vitaminas y minerales ® 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23
Cloruro de sodio 0,48 0,34 0,40 0,42 0,44
DL Metionina 99% 0,26 0,22 0,24 0,26 0,26
Sulfato de lisina 54,6% 0,29 0,17 0,23 0,22 0,26
L-Treonina 98% 0,08 0,03 0,05 0,07 0,08
Antifungico 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Cloruro de colina 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Diclazuril 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Adsorbente de micotoxinas 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Promotor de crecimiento 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Plasma animal - 250 1500 - -
Hidrolizado de Camarén © - - - 2500 1500
Total 100 100 100 100 100
Analisis nutricional calculado
Energia metabolizable 3141 3138 3139 3143 3141
(Kcal/kg)
Proteina cruda (%) 18,00 18,23 18,06 1845 18,21
Proteina digestible (%) 16,06 16,36 16,16 16,54 16,29
Lisina digestible, (%) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Metionina digestible (%) 0,51 0,48 0,50 0,52 0,52
Metionina+Cisteina digestible 077 077 0.77 0.77 077
(%)
Treonina digestible (%) 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67
Triptéfano (%) 0,19 0,20 0,20 0,19 0,19
Grasa (%) 6,77 5,73 6,10 6,20 6,35
Fibra cruda (%) 3,17 3,11 3,13 3,09 3,12
Ca (%) 0,95 0,96 0,96 0,93 0,94
Fésforo disponible (%) 0,44 0,45 0,46 0,45 0,45
Na (%) 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18
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(Continuacion de la tabla)
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_ 29 a 42 Dias
Ingredientes (%)
Control PBE1 PBE2 HCE1 HCE2
Maiz 64,18 65,13 64,56 65,46 64,51
Torta de Soya 27,70 2590 27,10 25,80 27,10
Arroz - - - - -
Aceite Crudo de Palma 4,30 3,80 4,10 3,60 4,10
Carbonato de calcio 1,30 1,30 1,30 1,30 1,30
Fosfato monocalcico 23%P 0,70 0,80 0,70 0,60 0,70
Vitaminas y minerales ? 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23
Cloruro de sodio 0,54 0,45 0,51 0,50 0,52
DL Metionina 99% 0,21 0,19 0,21 0,21 0,21
Sulfato de lisina 54,6% 0,15 0,06 0,12 0,12 0,14
L-Treonina 98% 0,04 - 0,03 0,04 0,04
Antifingico 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Cloruro de colina 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Diclazuril 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Adsorbente de micotoxinas 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Promotor de crecimiento 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Plasma animal ° - 1,50 0,50 - -
Hidrolizado de Camarén © - - - 1500 0,50
Total 100 100 100 100 100

Analisis nutricional calculado
Energia metabolizable (Kcal/kg) 3182 3178 3181 3180 3182

Proteina cruda (%) 18,31 18,58 18,42 18,51 18,37
Proteina digestible (%) 16,51 16,83 16,63 16,74 16,59
Lisina digestible, (%) 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95
Metionina digestible (%) 0,47 0,45 0,47 0,48 0,48

Met|on|na+C|(soz)e)|na digestible 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74

Treonina digestible (%) 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65
Triptéfano (%) 0,19 0,20 0,20 0,19 0,19
Grasa (%) 7,64 7,15 7,45 7,04 7,47

Fibra cruda (%) 3,37 3,33 3,37 3,33 3,36

Ca (%) 0,85 0,86 0,85 0,84 0,85
Fosforo disponible (%) 0,41 0,43 0,41 0,42 0,42
Na (%) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20

Nota: ® La premezcla completa aporta por cada kg con: vitamina A 7,3 MIU; vitamina D3 3,7 MIU; vitamina
E 36,6 KIU; vitamina K 2,3 g; tiamina 2,3 g; Riboflavina 5,5 g; Piridoxina 2,7 g; niacina 38 g; acido félico
1,3 g; Cianocobalamina 10,7 mg; acido pantoténico 10 g; biotina 86.7 mg; Cu 9 g; 1 0.67g; Fe 33.5 g; Mn
60 g; Se 0,22 g; Zn 60 g y vehiculo csp 1 kg. ® Plasma bovino (Prolechon®). € Hidrolizado de Camarén
(HP1S1®).

PBE1 = plasma bovino en estrategia de concentracion 1, PBE2 = plasma bovino en estrategia de
concentracion 2, HCEL = hidrolizado de camarén en estrategia de concentracion 1 y HCE2 = hidrolizado
de camaron en estrategia de concentracion 2.
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Los 60 pollos seleccionados para cada repeticion, se agruparon segun su peso
de tal forma que cada grupo presentd un peso total de animales similar. Las
repeticiones se dispusieron dentro de los corrales del galpén, de modo que
todos los tratamientos se encuentren en las mismas condiciones ambientales
(Figura 1), especialmente de luz y ventilacién; a excepcion de la temperatura
suministrada por criadoras, que fue controlada diariamente segun las
necesidades de cada etapa de crecimiento de los pollos (Tabla 5). Se empled
una disposicion especifica de los animales hasta la segunda semana de edad y
otra a partir de la tercera semana hasta el final de la experimentacién, para

brindar a los animales el espacio necesario en el transcurso de su crecimiento.

Semana 1-2
Control | PBE2 | HCEZ2 | HCE1 | HCE2 | PBE1 | PBEZ | Control HCE2 PBEZ | HCE1 | Control
irep1h [regp1) rep1) repZ [rep2) [repd) imepd) frepd) {repd] irepd) (repS) repS)
PBE1 | HCE1| PBE1 | PBEZ | Control | HCE1 | HCEZ | PBE1 HCE1 | Control | HCEZ2 | PBE1 | PBE2
I(E pep 1y rep1) nepZ) rep [repz) Irepd) [repd) frepe) (repd) repd) (repS) reps) (repd)
[l
w
=
o
Semana 3-7
Control PBE2 HCEZ2 PBE1 HCE1 HCEZ2 Control
repl) frepl) rep 1) rep ) irap 1} (rapS) (repS)
HCE1 HCE2 PBE1 HCE1 Control PBE1
rop2) repd) rep ) repd) irepd irepS)
FBE1 HCE1 Control HCE1 HCE2
[repd) repd) rep3) repd) irep3)
<
=
[ 4
% HCE1 PBE1 HCE1 HCEZ2 Control HCE1 HCE1
o
[repdy Irepd) Irepd) repd) irepd (repS) (5]
Figura 1. Distribucién de los tratamientos en el galpén experimental
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Tabla 5. Temperaturas empleadas en el ciclo de engorde de las aves

Edad del ave
) Temperatura (°C)
(Dias)
la7 31
8al4d 29
15a21 27
22 a?28 25
29 a 35 23
36a42 21
20 (no se utilizaron
42 a 49

criadoras)

4.2.3. Obtencién de las muestras sanguineas

El primer dia de vida se seleccionaron 45 pollos al azar de los 1545 recibidos.
Se procedio al sacrificio de los animales mediante un corte con tijera en la vena
yugular (Abdel-Fattah et al., 2008). Aproximadamente, 2 mL de sangre de 20
animales se recolecté por goteo en tubos de vidrio estériles de 4mL sin
anticoagulante y de los 25 animales restantes, se tomé el mismo volumen de

sangre pero en tubos con anticoagulante (EDTA).

A partir del 7mo dia de vida y cada 7 dias durante 6 semanas, se escogieron
en ayunas 20 aves por tratamiento (4 por repeticion) con pesos similares, para
extraer las muestras sanguineas. Para la primera y la segunda semana, se
empled el método de corte de la vena yugular y la recoleccion por goteo
descrito anteriormente. A partir de la tercera semana, la extraccién se realizo
por dos métodos distintos. A una ave por repeticion, se le tomo la muestra por
el método de corte de la vena yugular y a las 3 restantes, se les tomoé la
muestra mediante puncion de la vena braquial. Inicialmente con jeringas de
insulina y a partir de la cuarta semana con jeringas de 3 mL y agujas con una

longitud de 1 ” y un diametro de 0,4 mm.
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El volumen de sangre extraido de cada muestra, se colocé en tubos de vidrio
limpios sin anticoagulante y se dej6é en reposo a temperatura ambiente hasta
que se formd el coagulo. Posteriormente, los tubos se mantuvieron en una
posicion inclinada y en refrigeracion por 48 horas, para la separacion total del
suero. Transcurrido ese tiempo, se extrajo 1 mL de suero y se congeld hasta el
momento del analisis. Cabe especificar, que parte de las muestras también se
utilizaron para realizar la prueba de biometria hematica. Puntualmente se
selecciond y colocé en tubos con anticoagulante parte del volumen de la

sangre extraida de una muestra por repeticion; es decir, 5 por tratamiento.

En el Laboratorio de Integracion Avicola Oro, el suero almacenado se
descongel6 a temperatura ambiente para la cuantificacién de anticuerpos (IgG)
contra el SHS, mediante un ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA, de sus siglas en inglés enzyme linked immunosorbent assay) indirecto,
a través del empleo del kit IDEXX APV Ab test (IDEXX, Maine, E.E.U.U.). La
prueba se llevé a cabo siguiendo el protocolo descrito por el kit. Los resultados
se obtuvieron por medio de la lectura de absorbancia a una longitud de onda de
650 nm mediante el empleo del equipo Biotech elx800 y el programa X-Check.

Las muestras de sangre con anticoagulante se llevaron al laboratorio
Biolaboratorio Inmunobiological ubicado en la ciudad de Quito, para realizar la
biometria hematica. Los parametros sanguineos se determinaron mediante la
contabilizacién de las células sanguineas (linfocitos, monocitos, heteréfilos y
relacion heterofilo/linfocito (H/L)) empleando el microscopio Optico. Se ejecutd
un frotis de las muestras de sangre, posteriormente se procedio a realizar la

tincion Romanowsky y a la identificacion y conteo por observacion.

4.2.4. Diseccion de los 6rganos linfoides y calculo de indices

El primer dia de vida y cada 7mo dia durante 6 semanas, se pesaron y
sacrificaron 5 pollos por tratamiento uno por repeticién, seleccionados
previamente en el muestreo sanguineo. El sacrificio se realiz6é por aturdimiento

eléctrico de bajo voltaje y corte en la vena yugular para el desangrado del
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animal. Posteriormente, se procedi6 a la extraccion de los 6rganos linfoides. La
piel se retird de la region abdominal con un bisturi y la pechuga se separ6 en
orientacion caudal a craneal para exponer las visceras abdominales y toracicas
(Moreno et al.,, 2007). Se extrajo el timo, ubicado sobre el cuello entre el
eséfago y la trAquea, el bazo localizado en la cavidad abdominal cerca de la
molleja y la bursa situada en la cavidad pélvica sobre la porcién dorsal de la
cloaca (Leon y Velazquez, 2013). Los O6rganos se pesaron y se obtuvieron los
indices morfométricos de los mismos mediante las siguientes formulas (Perozo-
Marin et al., 2004):

. i . . peso del 6rgano inmune (g)
Indice del 6rgano linfoide = - - x 1000
peso vivo del animal (g)

(Ecuacion 2)

peso del 6rgano inmune 1 (g)
peso del 6rgano inmune 2 (g)

Relacién entre 6rganos linfoides =

(Ecuacion 3)

4.2.5. Determinacién de los parametros zootécnicos

El ler dia de vida y todos los dias previos al muestreo, se pesaron en conjunto
los animales de cada bloque, para obtener el peso vivo total de cada grupo
experimental. Antes de proceder a pesar a los animales, se les retird el agua y
se les mantuvo durante 12 horas en condiciones de ayuno. A partir del 7mo dia
de vida y cada 7 dias, se pesé el residuo del alimento de cada réplica.
Adicionalmente, se peso diariamente y por separado a los animales muertos de
cada repeticién y se determin6 en ese momento el peso del residuo del
alimento de esa unidad experimental. Adicionalmente los datos recolectados se
emplearon para calcular la mortalidad durante el ciclo de engorde de cada
tratamiento, sin tener en cuenta los pollos sacrificados para el muestreo de
sangre y para la disecciébn de los dérganos linfoides. Ademas, los datos

obtenidos se utilizaron para determinar el desempefio (consumo de alimento,
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ganancia de peso y conversion alimenticia) en la fase inicial (lera y 2da
semanas del experimento), en la fase de crecimiento (3era y 4ta semanas) y en
la fase final (5ta y 6ta semanas) de los pollos por cada tratamiento. El calculo
de dichos pardmetros se realiz6 empleando las siguientes formulas (Sanchez
et al., 2005; Bautista y Castillo, 2011):

) # de animales muertos por repeticion
% Mortalidad = — - - — %X 100
# total inicial de animales vivos por repeticion

(Ecuacion 4)

cantidad de alimento/dia/semana/ repeticion * —
residuo final del alimento semanal

# animales/semana/ repeticion

X

Consumo de alimento =

(Ecuacion 5)
Nota:*La cantidad de alimento diario varia de acuerdo a la tabla de consumo,
gue depende del niamero y la edad de los animales en cada unidad

experimental.
Ganancia de peso promedio= peso vivo final promedio de la repeticion-
peso vivo inicial promedio de la repeticion

(Ecuacion 6)

consumo de alimento promedio de la repeticion

Conversion alimenticia = - - —
ganancia de peso promedio de la repeticion

(Ecuacion 7)

Nota: Los resultados obtenidos con las férmulas para determinar el
desempefo, fueron corregidos con los datos registrados de los animales

muertos (no se muestra en las formulas las correcciones).
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alimenticia

% Mortalidad

4.3.Prueba de confiabilidad de datos

En el disefio experimental de bloques completos al azar se tomé como variable

independiente a los tratamientos y como variable dependiente a todos los

parametros de inmunidad y zootécnicos estudiados.

De cada parametro inmunoldgico y zootécnico se comprobd la normalidad y

homogeneidad mediante asimetria y prueba Shapiro Wilk (Shapiro y Wilk,

1965). Unicamente, los datos del porcentaje de linfocitos y de heterdfilos y el
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consumo de alimento representado en fases y en el ciclo de engorde se
ajustaron a esta prueba. Para las variables que no cumplieron las premisas
previamente descritas, se realizé una transformacion de datos logaritmica o de
raiz cuadrada. Los indices de los o6rganos linfoides, la relacion
heterdfilos/linfocitos y la conversion alimenticia por fases y en el ciclo de
engorde se transformaron con la primera operacion matematica. El porcentaje
de monocitos, la mortalidad y la ganancia de peso en fases y en el ciclo de
engorde con la segunda. Tras verificar la asimetria y la prueba de Shapiro Wilk,
dichas variables transformadas cumplieron las premisas de normalidad y
homogeneidad. A los parametros mencionados anteriormente, se les aplicé un
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias para el disefio experimental de
bloques completos al azar. Ademas, se hizo el andlisis de comparacién multiple
de medias aplicando la prueba Tukey (Tukey, 1949).

Para los datos que tras la transformacién no cumplieron al menos una de las
premisas establecidas, se realizé la prueba de Kruskal Wallis (Kruskal y Wallis,
1952). Posteriormente, se aplic6 una comparacion multiple de medias
aritméticas aplicando la prueba de Dunn Bonferroni (Dunn, 1961). Para el
pardmetro de mortalidad se realiz6 una prueba Log Rank para comparar la
supervivencia entre tratamientos. El analisis estadistico se llevd a cabo

empleando el paquete estadistico SPSS version 23.
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5. Capitulo V: Resultados

5.1.Titulo de anticuerpos para Pneumovirus aviar

Los resultados de la prueba ELISA se muestran en la Figura 3, donde se puede
apreciar que la disminucion de los titulos de anticuerpos para Pneumovirus
aviar fue similar en el grupo control y en el tratamiento PBE1, con una caida
brusca hasta alcanzar valores minimos al 7mo dia. Esta situacion se mantuvo
hasta el final de la experimentacion. Los titulos de anticuerpos estimulados por
los tratamientos con HCE1, HCE2 y PBE2 se redujeron de forma paulatina en
comparacion con el grupo control y el tratamiento PBE1, hasta llegar a su nivel
minimo en el dia 14. Entre estos ultimos tratamientos, el grupo con PBE2 fue el

gue mejor titulo de anticuerpos presenté durante el tiempo de evaluacion.

Al observar los resultados en el tiempo, los titulos de anticuerpos de los
tratamientos no presentaron una diferencia significativa (P > 0,05) en los dias
1, 14, 28, 35 y 42, como se muestra en la Tabla 6. Existieron diferencias
significativas en los dias 7y 21 (P < 0,05). En el dia 7, PBE2 y HCEL1 fueron
estadisticamente similares pero diferentes en relacion al grupo control. Para el
dia 21 solo el PBE2 presentd diferencia con respecto al grupo control (P <
0,05).
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Figura 3. Titulo de anticuerpos promedio para APV por cada tratamiento en el
tiempo de evaluacion

Tabla 6. Titulo de anticuerpos promedio para APV y Kruskal Wallis por

cada tratamiento en el tiempo de evaluacién

Titulo de anticuerpos

Tiempo Valor P
(Dias) Control PBE1 PBE2 HCE1 HCE2
1 14203 14203 14203 14203 14203 NS
~ BV,
7 18,72 5,50 4635,77 1741,98 760,66 1’875[?(9”8
14 27,41 20,48 6,14 8,47 3,73 NS
N2 B &
21 1,00 1,32 4,51 1,26 1,00 2,14E&|O3
28 1,21 1,59 1,00 1,00 1,00 NS
35 1,24 1,00 1,66 1,00 1,67 NS
42 1,54 1,00 1,00 1,00 1,54 NS

Nota: Los valores representan la media geométrica de 5 réplicas por tratamiento cada una formada por 20
pollos de engorde. NS = no significativo a un valor P > 0,05; B = diferencia significativa entre control y
PBEZ2; y = diferencia significativa entre control e HCE1; ¢ = diferencia significativa entre PBE1y E2; ¢ =
diferencia significativa entre PBE1 e HCE1; n = diferencia significativa entre PBE1 e HCEZ2; 6 = diferencia
significativa entre PBE2 e HCE1; | = diferencia significativa entre PBE2 e HCE2.

PBE1 = plasma bovino en estrategia de dosificacion 1, PBE2 = plasma bovino en estrategia de
dosificaciéon 2, HCE1 = hidrolizado de camarén en estrategia de dosificacion 1 y HCE2 = hidrolizado de
camaron en estrategia de dosificacion 2.
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5.2.Biometria heméatica

Al analizar los valores obtenidos para los porcentajes de linfocitos (Figura 4A),
se observo una tendencia creciente en todos los tratamientos hasta el dia 7. A
partir de ese momento, el porcentaje de linfocitos disminuyd en todos los
grupos experimentales hasta el dia 14, exceptuando el tratamiento HCE2 que
continué con la tendencia creciente hasta el dia 28. A partir del dia 14 el
porcentaje de linfocitos aumentd, tanto en el grupo control, como en los
tratamientos: PBE1, PBE2 y HCEL. En la etapa final del ciclo de engorde el
porcentaje de linfocitos disminuyd en todos los grupos experimentales y en el
grupo control. Cabe destacar, que durante casi todo el tiempo de
experimentacion el grupo control present6 valores inferiores comparados con
los grupos tratados. El tratamiento HCE2 mostro los porcentajes mas elevados

de linfocitos en comparacion con el resto de los grupos tratados.

El andlisis estadistico (Tabla 7) arroj6 diferencias significativas para el
porcentaje de linfocitos en los dias 7, 14 y 42 (P < 0,05). Se detectaron
diferencias en el dia 7 entre el control y el tratamiento PBE2, en el dia 14 entre
el control y los tratamientos PBE2 y HCE2 y en el dia 42 entre el grupo control
y el tratamiento HCEl1l y los tratamientos PB en ambas estrategias de
dosificacion. En todos los casos porque los tratamientos experimentales

mostraron valores superiores al control.

El porcentaje de monocitos, representados en la Figura 4B, mostro inicialmente
una tendencia creciente tanto en el grupo control como en los tratamientos con
PB, siendo el control el que mostré6 porcentajes promedio superiores en
relacion a los otros 2 grupos mencionados hasta el dia 14. En los grupos
tratados con HC, el porcentaje de monocitos disminuy6 durante los primeros 14
dias, siendo en el grupo HCE2 en el que se evidencié un mayor descenso. A
partir del dia 14 hasta el dia 28, se observo un ascenso paulatino de la variable
en ambos tratamientos. Tras el ascenso observado en el grupo control y los
tratamientos con PB, el porcentaje de monocitos decrecié hasta el dia 21, a

partir del cual, los tratamientos con PB y HCE2 experimentaron un incremento



50

hasta el dia 35 y posteriormente se observé una nueva disminucién (Figura
4B). El control y el tratamiento HCE1 mostraron un comportamiento similar.
Hasta la mitad del ciclo de engorde, el grupo control presentd un porcentaje de
monocitos mayor comparado con el resto de los grupos tratados. A partir del
dia 35, el tratamiento PBE2 mostré los mejores resultados con respecto a este

parametro en comparacion con los demas grupos.

En el andlisis estadistico, solo se encontraron diferencias significativas (P <
0,05) en el dia 7, entre el control y el HCE2 (Tabla 7).

Al analizar el porcentaje de los heterdéfilos y la relacion heterdfilos/linfocitos
(H/L) representados en las Figuras 4C y 4D respectivamente, se observo que
inicialmente todos los tratamientos mostraron una tendencia decreciente. Esta
tendencia se mantuvo hasta el dia 7 para los tratamientos con PB y el HCE1,
para luego evidenciar un leve aumento hasta el dia 14 y otro posterior
descenso hasta el dia 28. Con respecto al grupo control y el HCE2 la tendencia
decreciente se mantuvo constante hasta el dia 21 para el primero y hasta el dia
28 para el segundo. A partir de esos momentos, el valor promedio de
porcentaje de heterdfilos y la relacién H/L aumenté para todos los tratamientos
y el grupo control. Sin embargo, desde el dia 35 los valores para los
tratamientos con PB y el HCE1 permanecieron constantes. Al final del ciclo de
engorde, solo el grupo control presentd un porcentaje de heteréfilos mayor que

los grupos tratados.

Unicamente se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los
dias 7 y 42 (P < 0,05) para ambos parametros. En el dia 7, la diferencia se
observo entre el grupo control y el tratamiento PBE2 (Tabla 7) y en el dia 42
entre el grupo control y PBE1, PBE2 y HCE1 (Tabla 8).
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Figura 4. Variacién del porcentaje promedio de:
A) linfocitos
B) monocitos
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en funcién de los distintos tratamientos en el tiempo de evaluacion
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Tabla 7. Porcentajes de los linfocitos, los monocitos y los heterdfilos en

funcidén de los distintos tratamientos en el tiempo de evaluacién

Tratamiento/

Tiempo 1 7 14 21 28 35 42
(Dias)
Control 34,60 39,20bi 32,40 ;_+ 68,00+ 64,20+ 60,60+ 49,80bi
. +532 7,29 21,10 7,45 6,87 3,29 4,55
S PBEL 2960 5400+ 51,40+ 64,60+ 70,20+ 5860+ 58,80+
a +559 1355®  513% 4,34 8,01 3,78 4,152
§ PBE? 33,80 63,40+ 53,00+ 59,40+ 66,00+ 5820+ 59,60+
= +7,79  4,45° 3,942 3,65 8,94 2,49 5,902
- HCEL 36,40 51,60+ 48,00+ 51,20+ 70,00+ 61,20+ 58,80+
+4,39 11,15  3,39%® 29,07 7,21 3,70 2,772
HCE? 36,60 4980+ 63,40+ 68,00+ 6840+ 62,40+ 54,60+
+513  6,38% 4,228 8,75 6,27 2,51 6,35%®
Valor P NS 0,02 0,005 NS NS NS 0,02
Control 340+ 540+ 620+ 3,75+ 440+ 150+ 3,80+
2,51 1,672 3,83 2,87 3,51 0,58 1,64
PBEL 520+ 580+ 320+ 300+ 380+ 425+ 240+
< 2,39 2,773 2,86 2,31 2,77 1,50 1,14
‘gT PBE? 380+ 380+ 440+ 225+ 275+ 480+ 3,75%
= 1,79 2,49% 1,64 0,96 0,50 2,77 2,99
o HCEL 420+ 260+ 220+ 325+ 440+ 220+ 3,80+
2 2,28 1,52% 1,64 2,22 2,19 1,64 1,79
HCE? 280+ 2,25 f 200+ 2,00+ 225+ 350+ 250
2,39 1,50 1,87 1,00 0,96 2,52 1,91
Valor P NS 0,01 NS NS NS NS NS
Control 61,60 54,00+ 40,00+ 28,80+ 29,40+ 36,60+ 4580+
+6,30  8,09° 24,25 4,87 8,59 2,30 4,382
_ PBEL 65,00 39,00+ 4540+ 3260+ 2560+ 37,00+ 37,60+
S +583 15,26% 6,54 4,77 8,62 3,08 3,78°
9 PBE2 60,00 31,80bi 41,00+ 3860+ 30,60+ 36,60+ 37,00bi
= +1,79 5,40 7,97 2,41 7,83 2,51 4,69
s 4 CEL 58,40 44,40+ 49,80+ 3175+ 2400+ 3640+ 36,80¢
g +3,85 11,52%® 4,66 4,35 6,52 2,97 3,70
HCE? 57,80 47,40+ 34,40+ 29,00+ 27,80+ 36,80+ 42,60+
+507 559 3,51 8,49 7,22 4,21 6,31%
Valor P NS 0,04 NS NS NS NS 0,001

Nota: Los valores representan la media aritmética + DE (desviacidon estdndar) de 5 réplicas por
tratamiento cada una formada por 1 pollo de engorde. NS = no significativo a un valor P > 0,05. Las letras
indican los subgrupos de significancia al que pertenecen los tratamientos en cada tiempo.

PBE1 = plasma bovino en estrategia de dosificacion 1, PBE2 = plasma bovino en estrategia de
dosificacién 2, HCE1 = hidrolizado de camardn en estrategia de dosificacion 1 y HCE2 = hidrolizado de
camarén en estrategia de dosificacion 2.



53

Tabla 8. Relacion de los heteréfilos/linfocitos en funcién de los distintos

tratamientos en el tiempo de evaluacion

Tratamiento
[Tiempo 1 7 14 21 28 35 42

(Dias)

Control 1,78+ 138+ 123+ 042+ 046+ 0,60z 0,92 +
0,48 0,48% 0,78 0,13 0,18 0,06 0,174
220+ 0,72+ 088+ 050+ 036+ 0,63+ 0,64 +

PBEL 075 050® 021 010 0417 009  011°
PRE? 1,78+ 0,50 * 077+ 065+ 046+ 063+ 0,62 £
0,88 0,12 0,17 0,08 0,17 0,06 0,14
. 160+ 086+ 104+ 062+ 034+ 059+ 0,63+
0,31  0,40% 0,22 0,24 0,13 0,08 0,09°
HCE? 158+ 095+ 054+ 043+ 041+ 059+ 0,78+

Relacién Heter6filos /Linfocitos

0,32 0,25%® 0,09 0,17 0,14 0,07 0,19%

Valor P NS 0,034 NS NS NS NS 0,000

Nota: Los valores representan la media aritmética + DE (desviacion estandar) de 5 réplicas por
tratamiento cada una formada por 1 pollo de engorde. NS = no significativo a un valor P > 0,05. Las letras
indican los subgrupos de significancia al que pertenecen los tratamientos en cada tiempo.

PBE1 = plasma bovino en estrategia de dosificacion 1, PBE2 = plasma bovino en estrategia de
dosificaciéon 2, HCE1 = hidrolizado de camarén en estrategia de dosificacion 1 y HCE2 = hidrolizado de

camaron en estrategia de dosificacion 2.

En la Figura 5 se muestra la observacion al microscopio de los linfocitos y

heteréfilos.

Linfocito Heterdéfilo

e

o

Figura 5. Observacioén al microscopio de:
A) linfocitos
B) heterodfilos

5.3.indices morfométricos de los 6rganos linfoides

Los o¢rganos linfoides a partir de los cuales se obtuvieron los indices

morfométricos se presentan en la Figura 6. Los indices morfométricos que
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relacionan el peso de los 6rganos linfoides con el peso vivo se detallan en la
Tabla 9. El indice peso bursa / peso vivo aumento para los tratamientos en los
primeros 21 dias. Posteriormente, se detectdé una disminucion considerable al
final del ciclo de engorde, a excepcion del HCEL1 en el que aumenté a partir del
dia 35. Los tratamientos HCE2 y PBE1 presentaron valores promedio mayores
gue los del control desde el dia 14 y el dia 21 hasta el final del ciclo de
engorde, respectivamente. Los tratamientos restantes no presentaron una
tendencia definida en relacién al grupo control, sus valores fluctuaron de mayor
a menor durante toda la experimentacion. El analisis estadistico no arrojé
diferencias significativas (P > 0,05) entre los tratamientos para este indice en

los diferentes intervalos de tiempo.

En el indice peso timo / peso vivo ningun tratamiento mostr6 una evolucion
similar en el tiempo, aumentando y disminuyendo durante todo el ciclo de
engorde. El HCE1 disminuy6 en el tiempo, en tanto que el PBE1 aumentd. En
general, solo los valores del HCE2 fueron superiores al control en todo el
experimento. El analisis estadistico reveld6 que existieron diferencias

significativas en el dia 35 (P < 0,05), entre el control y el PBEL.

El indice peso bazo / peso vivo para el grupo control y del PBE1, disminuyo
hasta el dia 14. A partir de ahi, los valores en ambos tratamientos aumentaron
hasta el final del ciclo de engorde. Asimismo, hubo disminucién de los valores
del HCEZ2 hasta el dia 21, punto en el que empezé el ascenso del indice hasta
el dia 28 donde comenz6 nuevamente su descenso. Por otra parte, el HCE1
tuvo una tendencia creciente hasta el dia 28 y posteriormente disminuy6 hasta
el dia 35, donde presentd nuevamente un aumento hacia el final del ciclo de
engorde, aunque ahi sus valores promedio fueron menores que los del control.
El PBE2 también aumento hasta el dia 14, pero luego mostré una tendencia
decreciente hasta el dia 21 con valores menores que los del grupo control. A
partir ahi, sus valores promedios aumentaron hasta ser mayores que el control
y el PBELl. El andlisis estadistico revel6 que no existieron diferencias

significativas (P > 0,05) entre los tratamientos (Tabla 9).
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Tabla 9. indice morfométrico de la bursa, el timo y el bazo en funcion de

los distintos tratamientos en el tiempo de evaluacién

Tratamiento/

Tiempo (Dias) 7 14 21 28 35 42

1,87 + 219+ 193% 1,82 + 1,89+ 122+

(@]
g  Convol 0,40 035 036 044 059 056
% PBEL 1,77+ 1,96+ 203+ 1098+ 1,93+ 1472
e 0,59 0,36 0,25 0,39 0,53 0,25
?(g PBES 158+ 1,94+ 210+ 150+ 237+ 184z
2 0,54 052 0,59 0,37 0,06 0,60
a HCEL 202+ 201+ 243+ 202+ 166+ 184z
@ 0,53 0,64 0,61 0,42 0,37 0,40
o HCED 1,46+ 2,43+ 222+ 206+ 222+ 144+
0,47 056 0,39 0,54 0,21 0,38
Valor P NS NS NS NS NS NS
Control 540+ 409+ 514+ 565+ 3,59 : 4,99 +
. 1,89 042 1,25 0,50 1,06 1,22
2 PBEL 435+ 475+ 472+ 561+ 537+ 491+
S 1,49 097 1,58 1,42 0,428 0,57
§ oBED 518+ 498+ 6,38+ 372+ 503+ 472+
= 1,46 1,20 0,98 1,18 0,79% 0,61
g HCEL 465+ 544+ 490+ 4,60+ 484 3 443 +
= 1,25 1,16 0,87 0,77 0,41 0,88
§ HCED 424+ 508+ 661+ 502+ 4,955 5,49 +
1,63 1,30 2,50 1,67 0,68 0,50
Valor P NS NS NS NS 0,005 NS
Control 1,17+ 0,82+ 081+ 093+ 099+ 1,172
o 0,68 021 0,21 0,29 0,34 0,45
2 PBEL 1,03+ 061+ 0,75+ 089+ 091+ 0,97+
5 0,42 0,15 0,15 0,11 0,27 0,11
§ PBE2 073+ 084+ 075+ 096+ 097+ 153+
~ 0,41 024 0,18 0,26 0,17 0,40
N HCEL 059+ 071+ 090+ 132+ 097+ 1,13+
= 0,23 026 0,22 0,61 0,12 0,25
D HCE? 0,83+ 0,75+ 0,75+ 1,13+ 1,12+ 1,09
o 0,52 0,16 0,06 0,65 0,14 0,19
Valor P NS NS NS NS NS NS

Nota: Los valores representan la media aritmética + DE de 5 réplicas por tratamiento cada una formada
por 1 pollo de engorde. NS = no significativo a un valor P > 0,05. Las letras indican los subgrupos de
significancia al que pertenecen los tratamientos en cada tiempo.

PBE1 = plasma bovino en estrategia de dosificacion 1, PBE2 = plasma bovino en estrategia de
dosificaciéon 2, HCE1 = hidrolizado de camarén en estrategia de dosificacion 1 y HCE2 = hidrolizado de
camardn en estrategia de dosificacion 2.
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La Tabla 10 presenta la variacion de la razén entre pesos de los érganos
linfoides en el tiempo de experimentacion. Los indices del peso de la bursa
sobre el peso del timo en todos los tratamientos, a excepcion del PBEL,
fluctuaron de mayor a menor durante todo el ciclo de engorde. El tratamiento
PBE1 mantuvo una tendencia decreciente en el tiempo. En el dia 28 todos los
tratamientos arrojaron valores promedio de los indices mayores al control. No
obstante, al inicio y final del ciclo, el control manifestd valores mayores en

relacion a los otros tratamientos.

Los indices para ésta relacion fueron menores a 1, por lo que se deduce que la
bursa tuvo menor peso que el timo durante toda la experimentacion.
Estadisticamente no existieron diferencias significativas entre los distintos

tratamientos (P > 0,05).

Los resultados de la relacion entre el peso de la bursa y el peso del bazo,
indican que existio una tendencia a reducirse el indice en el tiempo, con
excepcion de los indices del control, el PBE1 y el HCE2 que se incrementaron
hasta el dia 14 y posteriormente disminuyeron hasta el final del tiempo de
evaluacion. Unicamente los valores promedio del indice bursa / bazo en el
grupo tratado con PBEL1 fueron mayores que el del grupo control durante todo
el ciclo de engorde. El indice de los grupos tratados con HC solo fue mayor que

el del grupo control durante los primeros 21 dias de experimentacion.

La mayoria de indices calculados para los distintos tratamientos presentaron
valores mayores a 2, a excepcion del indice para todos los tratamientos en el
dia 42, control en el dia 7, el grupo tratado con PBE2 en el dia 28 y el tratado
con el HCEL1 en los dias 28 y 35. A pesar de ello, todos los indices calculados
fueron mayores a la unidad, lo que indica que el bazo crecid6 mas en relacion a
la bursa. En esta relacion los andlisis estadisticos no mostraron diferencias
significativas (P > 0,05) entre los tratamientos en los distintos intervalos de

tiempo.
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En cuanto el indice peso timo / peso bazo se observd que ningun tratamiento
presentd una tendencia similar en el tiempo. Los valores en todos los
tratamientos experimentales aumentaron y disminuyeron a lo largo de todo el
ciclo de engorde. En el grupo tratado con PBEL, el indice disminuyd a partir
del dia 14 hasta el final del experimento. Los primeros 21 dias de edad, todos
los tratamientos tuvieron valores de indice mayores con relaciéon al grupo
control. Posteriormente, a partir del dia 35 todos los grupos con excepcion del
HCE2 y el control, presentaron una tendencia decreciente siendo mas marcado
para PBE2 y HCEL.

El andlisis estadistico indic6 que no existieron diferencias significativas para
este parametro con un valor de P > 0,05 (Tabla 10). Los indices en todo el
tiempo de evaluacion presentaron valores superiores a la unidad, lo que indica

gue el tamafio del timo fue mayor al del bazo a lo largo del tiempo.

A N B

gl

Figura 6. Bazo, bursa y timo de los pollos de engorde. Organos linfoides de:
A) 1 dia de edad
B) 21 dias de edad
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Tabla 10. Relacion del peso de los 6rganos linfoides (bursa-timo, bursa-
bazo y timo-bazo) en funcién de los distintos tratamientos en el tiempo de

evaluacion

Tratamiento/

Tiempo (Dias) 14 21 28 35 42

0,36 + 0,54 + 0,40 + 032+ 054+ 024+

(@]
E Control 008 010 015 007 019 0,09
o PBEL 042+ 043+ 046+ 036+ 036+ 030z
2 0,08 0,12 0,14 0,14 0,12 0,06
~ + + + + + +
5 PBE2 036+ 042+ 033+ 049+ 045+ 039+
2 0,24 0,18 0,10 0,13 0,07 0,12
2 049+ 038+ 050+ 045+ 034+ 0,37=
o HCE1
2 0,29 0,12 0,12 0,06 0,05 0,09
o HCE2 036+ 050+ 038+ 044+ 045+ 026=
0,09 0,15 0,15 0,15 0,06 0,07
Valor P NS NS NS NS NS NS
1,09+ 280+ 255+ 208+ 203+ 125+
Control
S 0,74 0,76 0,88 0,69 0,74 0,78
©
° PBEL 230+ 350+ 282+ 233+ 225+ 155+
o 211 1,50 0,74 0,68 0,84 0,39
) + + + + + +
ks PBE2 300+ 242+ 290+ 163+ 249+ 126+
S 2.12 0,91 0,96 0,61 0,39 0,45
0 HCEL 380+ 320+ 283+ 175+ 171+ 163+
3a 1,48 1,71 1,09 0,77 0,34 0,28
2 257+ 337+ 293+ 208+ 200+ 142+
@ HCE2
o 1,59 1,06 0,38 0,93 0,31 0,57
Valor P NS NS NS NS NS NS
Control 597+ 537+ 662+ 651+ 398+ 484+
o 417 1,97 224 1,45 1,74 2.09
N 560+ 810+ 654+ 6,40+ 631+ 512+
8 PBE1
° 4,93 207 254 1,48 1,74 0,89
o PRED 8,80 + 6,25 + 906+ 400+ 556+ 327+
o 5,36 1,88 3,14 0,67 0,95 0,96
= + + + + + +
£ HCEL 900+ 913+ 557+ 386+ 501+ 400+
= 412 6,20 1,01 1,40 0,68 0,98
o HCE? 6,97+ 683+ 882+ 492+ 440+ 550+
o 3,87 1,17 3,57 1,94 0,22 0,98
Valor P NS NS NS NS NS NS

Nota: Los valores representan la media aritmética + DE de 5 réplicas por tratamiento cada una formada
por 1 pollo de engorde. NS = no significativo a un valor P > 0,05. Las letras indican los subgrupos de
significancia al que pertenecen los tratamientos en cada tiempo.

PBE1 = plasma bovino en estrategia de dosificacion 1, PBE2 = plasma bovino en estrategia de
dosificacién 2, HCE1 = hidrolizado de camarén en estrategia de dosificacion 1 y HCE2 = hidrolizado de
camaron en estrategia de dosificacion 2.
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5.4. Parametros zootécnicos

5.4.1. Consumo de alimento, ganancia de peso y conversion
alimenticia

Los resultados de la evolucion semanal de los parametros zootécnicos se
presentan en las Figuras 7 y 8. El consumo de alimento representado en la
Figura 7A, mostro que en las 3 fases de desarrollo los grupos correspondientes
a los tratamientos E2 presentaron valores mayores de consumo de alimento
gue los correspondientes a los grupos tratados con la E1. Una tendencia similar
se observo cuando se analizé todo el ciclo de engorde (Figura 8A). Por otra
parte, se observo que en la fase inicial, el grupo correspondiente al tratamiento
HCE2 fue el Unico que presenté mayor consumo de alimento comparado con el
grupo control. Sin embargo, en las fases posteriores el PBE2 fue el tratamiento
con un mayor valor promedio de consumo de alimento en comparacion al
control. Por lo tanto, en todo el ciclo de engorde, el grupo correspondiente al
tratamiento PBE2 es el presentd el mayor consumo de alimento entre los

grupos tratados (Figura 8A).

El analisis estadistico reflejo que en todas las fases se encontraron diferencias
estadisticas significativas, al igual que en todo el ciclo de engorde (P < 0,05)
(Tabla 11). En la fase inicial se encontraron diferencias entre el control y todos
los grupos experimentales, a excepcion del PBE2. En la fase de crecimiento y
todo el ciclo de engorde la diferencia se encontrd entre el grupo control y los
tratamientos E1. Solo en la fase final el grupo control arroj6 diferencias

significativas respecto al HCEL1.

En cuanto a la evolucion semanal de la ganancia de peso (Figura 7B), se
evidencio que en las fases inicial y final, los tratamientos correspondientes a la
estrategia E2 presentaron valores mayores que el control y que los grupos
experimentales E1. Por su parte, en la fase de crecimiento el grupo control
presentd una ganancia de peso mayor en comparacion con los demas
tratamientos. Cabe destacar que al comparar cada inmunomodulador por

separado, los tratamientos de la estrategia E2 mostraron valores promedio de
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ganancia de peso mayores que los E1. Al analizar todo el ciclo de engorde
(Figura 6B) el PBE2 resulté el tratamiento con mayor ganancia de peso, con
valores promedio mayores que los del control y de los demas grupos

experimentales.

El analisis estadistico mostr6 que en las 3 fases de desarrollo y el ciclo de
engorde existieron diferencias significativas. En la fase inicial las diferencias
estuvieron entre los tratamientos con HC y entre el PBE2 y el HCE1 (P < 0,05)
(Tabla 11). En la fase de crecimiento, solo el tratamiento HCE1l present6
diferencias significativas (P < 0,05) respecto al control, mientras que en la fase
final el tratamiento PBE2 fue el que presentd diferencias significativas (P <
0,05) respecto al control. Por otra parte, en el ciclo de engorde la diferencia
significativa (P < 0,05) se present6 entre el grupo tratado con HCEL1 y el grupo

control.

Al analizar la conversion alimenticia (Figura 7C) se observé que comparados
con el grupo control, en la fase inicial los tratamientos PB presentaron valores
menores y los tratamientos HC valores iguales. Sin embargo, el andlisis
estadistico indic6 que no hubo diferencias estadisticamente significativas (P >
0,05) entre grupos en esa fase (Tabla 11). Por otro lado, en la fase de
crecimiento todos los tratamientos, a excepcién del PBE1, presentaron valores
promedio de conversion alimenticia mayores que el control. En la fase final,
exceptuando el HCE1, todos los tratamientos mostraron valores de conversion
alimenticia menores que el grupo control. En la Figura 8C se pudo observar
que los tratamientos con PB tuvieron una conversion alimenticia menor que el
resto de los tratamientos durante todo el ciclo de engorde. El grupo
correspondiente al tratamiento PBE2 presentdé los menores valores de

conversion alimenticia.

El andlisis estadistico para este parametro, mostré que hay diferencias
estadisticamente significativas en las fases de crecimiento, final y en el ciclo de

engorde con un P < 0,05 (Tabla 11). Las diferencias en la fase de crecimiento
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se encontraron entre los tratamientos E1. En tanto que en la fase final, la
diferencia se encontré entre el grupo correspondiente al tratamiento PBE2 y el
control. Para el ciclo de engorde las diferencias significativas se encontraron

entre los tratamientos PB y el HCE1, ningun grupo experimental fue diferente al

control.
A B
2500.001 [RSeree Coetrol
ree2 PBE2
.“(( 1 1250,00 HCEL
L
g 2000001 Me HCE2
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Figura 7. Diagrama de barras de:
A) consumo de alimento
B) ganancia de peso
C) conversién alimenticia
en funcién de los distintos tratamientos evaluados en la fase inicial, la fase de

crecimiento y la fase final de desarrollo
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Figura 8. Diagrama de barras de:
A) consumo de alimento
B) ganancia de peso

C) conversion alimenticia
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Tabla 11. Consumo de alimento, ganancia de peso y conversion

alimenticia de los pollos de engorde durante las diferentes fases de

desarrollo y durante todo el ciclo de engorde

Tratamiento/ Fase Fase de ) Ciclo de
. . o Fase Final
Tiempo Inicial Crecimiento Engorde
@ Control 427,96 + 1370,96 + 2352,81+ 4151,73
je] 2,07 10,152 5,572 12,872
5 PBEL 418,84 + 1343,60 + 2333,37+ 4095,89 +
-c_% 2,98° 17,67 11,35% 18,66°
) PBE? 425,70 + 1379,91 + 2355,83 + 4161,45 +
S 1,73° 9,772 7,912 18,217
S 418,51 + 1343,66 + 2327,72+ 4089,89 +
> HCE1l c b b b
A 0,97 11,42 21,53 26,88
8 HCE2 434,02 + 1359,97 + 2349,40 + 4143,39 +
3,082 9,59% 7,66% 10,862
Valor P 0,000 0,001 0,01 0,000
327,57 886,23 + 1327,11 + 2540,91 +
Control ab a b b
. 457 23,38 30,10 22,00
2 PBE1 321,89 + 875,68 + 1326,23 + 2523,81 +
§ 6,94% 18,96 25,76° 46,92°
o PBE? 331,87 885,47 + 1381,14 + 2598,48+
S 3,49° 10,90° 16,24° 16,117
B + + + +
8 HCEL 318,48b + 845,21b_ 1283,22 + 2446,98c +
& 3,25 12,24 52,63 58,64
T 330,28 + 866,36 + 1336,57 + 2533,20 +
O HCEZ2 a ab b ab
8,13 8,33 21,24 32,17
Valor P 0,09 0,53 0,02 0,000
1,31+ b 1,63 +
I ' 1 + 4 1,77 + 42 ’
. Contro 0,02 ,55+£0,0 , 0,0 0.02%
o 1,30 £ b 1,76 + 1,62 +
= +
= PBE1 003 1,53 + 0,02 0.04% 0.03"
e
£ 1,28 + b » 160+
+ +
2 PBE2 0,009 1,56 + 0,01 1,71 +£0,02 0,0lb
‘0
= 1,31 + 1,67
2 HCE1 ’ 1,59+0,02° 1,82 +0,07° ’
5 C 0.01 59+0,0 82+0,0 0,032
c 1,31 + ab 1,76 £ 1,64 +
Q +
3 HCE2 004 1,57 +0,01 003 002
Valor P NS 0,01 0,02 0,003

Nota: Los valores representan la media aritmética + DE de 5 réplicas por tratamiento cada una formada
por toda la poblacion existente en cada fase. NS = no significativo a un valor P > 0,05. Las letras indican
los subgrupos de significancia al que pertenecen los tratamientos en cada fase.
PBE1 = plasma bovino en estrategia de dosificacion 1, PBE2 = plasma bovino en estrategia de
dosificacién 2, HCE1 = hidrolizado de camarén en estrategia de dosificacion 1 y HCE2 = hidrolizado de

camaron en estrategia de dosificacion 2.
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5.4.2. Estudio de la mortalidad

Los resultados del estudio de mortalidad se presentan en la Figura 9, donde se
puede apreciar que en ninguno de los tratamientos el porcentaje de muertes
superd el 6 %. El grupo control fue el que presentd menor porcentaje de
mortalidad mientras que el grupo tratado con HCE2 el mayor porcentaje. A
pesar de estas diferencias entre los tratamientos, no existi6 diferencia
estadisticamente significativa entre ellos, lo cual se demuestra por el valor P >
0,05 obtenido en la prueba de Log Rank, que indica que la variable de
supervivencia (100 % - mortalidad) no es dependiente de los tratamientos

aplicados.

Los resultados de mortalidad se complementan con los de supervivencia
mostrados en la Figura 10, donde se observa que durante las primeras
semanas el grupo tratado con PBE2 es el que presentd mayor porcentaje de
supervivencia en comparacion con los otros tratamientos. Por otro lado, el
grupo correspondiente al tratamiento HCE2 tuvo el menor porcentaje de

supervivencia a lo largo de todo el ciclo de engorde.

Ovuertos
Bvwos

Control PBE1 PBE2

HCE1 HCE2

Figura 9. Porcentaje de la mortalidad en funcién de los distintos tratamientos

durante el ciclo de engorde
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Figura 10. Curvas de Kaplan-Meier que muestran el efecto de los distintos

tratamientos en el porcentaje de supervivencia durante el ciclo de engorde
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6. Capitulo VI: Discusion

En el presente estudio se evaluo6 el efecto del plasma bovino y el hidrolizado de
camaron sobre la respuesta inmune y el desempefio de pollos de engorde, en
presencia de desafio inmunitario por el empleo de cama semireutilizada y
ausencia de vacunacion para el Sindrome de Cabeza Hinchada. Ambos
inmunomoduladores fueron evaluados empleando dos estrategias de

dosificacion.

En la literatura consultada hasta la fecha, los dos productos utilizados en este
trabajo han sido evaluados para determinar su efecto en los parametros
zootécnicos de los pollos de engorde. Sin embargo, Su uso como
inmunomoduladores ha sido poco estudiado en la avicultura. Por lo tanto, los
resultados obtenidos en este estudio son un aporte para ampliar el
conocimiento de la accion del plasma bovino y el hidrolizado de camarén en la

respuesta inmunologia.

Brevemente, los resultados obtenidos a través de la prueba ELISA, indicaron
gue los titulos de anticuerpos contra APV no presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos en la mayoria de los intervalos de tiempo
estudiados, a excepcion de los dias 7 y 21. En ambos se observo que el PBE2
presentd titulos de anticuerpos significativamente mas altos en comparacion
con el resto de los tratamientos, seguido con ambos grupos tratados con HC.
En todos los tratamientos el titulo de anticuerpos fue disminuyendo desde la

primera semana.

La caida de los titulos de anticuerpos contra el APV que se observo en todos
los tratamientos en el tiempo de evaluacion, fue una tendencia normal cuando
no existi® un programa de vacunacion contra el virus. Estos titulos
correspondieron al conjunto de anticuerpos maternos, en este caso
inmunoglobulinas G especificas para el patégeno, que fueron transmitidas de la
madre a su descendencia a través de la yema de huevo. Segun la literatura, los

niveles deben disminuir entre los primeros 7 a 10 dias de vida de las aves,
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hasta llegar a un titulo por debajo del nivel de proteccién entre los 15 y 20 dias
(Faulker et al., 2013; Leeson, 2009; Peres et al., 2006). En este trabajo, las
aves no fueron vacunadas contra el APV, por lo tanto, a partir del dia 14 del
procedimiento experimental, los animales fueron potencialmente susceptibles a
la infeccién por el patdgeno. No obstante, la parvada no presentd signos del
Sindrome de Cabeza Hinchada durante toda la crianza, a pesar de que fueron
criados con cama reutilizada de reproductoras que experimentaron la
enfermedad 5 semanas antes del inicio de este experimento. Posiblemente, el
desafio con la cama reutilizada no fue suficiente para generar una infeccion.
Velayudhan et al. (2003) encontraron que el APV en cama reutilizada puede
ser infeccioso solo hasta 3 dias a temperatura ambiente, ya que las ribozimas y
RNasas secretadas por las bacterias presentes en la cama, degradan el RNA

viral limitando su replicacion.

El mayor titulo de anticuerpos encontrado en PBE2 en el dia 7 en comparacion
al resto de tratamientos, podria estar relacionado con la accion del
inmunomodulador, evitando asi la caida drastica del titulo de los anticuerpos
maternos y su posterior estabilizacion por debajo del nivel o6ptimo de
proteccion. Un efecto similar han encontrado Selegean et al. (2009) al
investigar el efecto de un extracto de polisacaridos de Pleurotus ostreatus
sobre los titulos de anticuerpos contra la Enfermedad de Gumboro en pollos de

engorde, en presencia y ausencia de vacunacion.

A pesar de existieron diferencias significativas en titulos de anticuerpos entre
los tratamientos a los 21 dias de edad, estos valores son despreciables en la

crianza practica y no ejercen un efecto de proteccion.

Pese a que esta investigacion estuvo centrada en el SHS, un indicador de
inmunocompetencia que puede sustentar el posible efecto del plasma bovino y
del hidrolizado de camardn sobre la inmunidad, es la respuesta serolégica de
las aves frente a un programa de vacunacion (Perozo-Marin et al., 2004). En el

Anexo 1 (Figura 11) se puede apreciar como varian los titulos de anticuerpos
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como respuesta seroldgica frente a la Enfermedad de Newcastle (NDV) debido

a la aplicacion de vacuna en la incubacion y en los dias 8 y 21.

La evolucién de los titulos de anticuerpos contra NDV en todos los
tratamientos, mostré que en las 3 primeras semanas hubo una disminucion de
las inmunoglobulinas G y posteriormente un incremento hasta el dia 35, donde
nuevamente existio un descenso de las mismas (Figura 11). Esta tendencia es
normal en presencia de vacunacion, porque inicialmente se produce un
catabolismo acelerado de los anticuerpos maternos y tras el periodo de silencio
inmunolégico, se produce un ascenso de los titulos en respuesta a la
estimulacién del sistema inmune por la vacuna a los 21 dias (Vasquez, 2009).
La vacunacion a los 8 dias solo constituyé un refuerzo para uniformizar la
respuesta de todos los animales a la Ultima dosis de vacunacion. En si, la
presencia de anticuerpos maternos en la fase inicial del ciclo de engorde,
interfirid con el estimulo de la inmunizacion a los 8 dias, debido que disminuyo
la exposicion de los antigenos a las células del sistema inmune (Maas et al.,
2011).

Al considerar la variacion del titulo de los anticuerpos contra NDV en el tiempo,
no se observaron diferencias significativas (Anexo 1, Tabla 12). Sin embargo,
los titulos en el grupo tratado con el PBE1 fueron mayores en comparacion a
los otros tratamientos, en 4 de las 6 mediciones realizadas en el tiempo. En
investigaciones comparables a ésta, no se han realizado mediciones de
anticuerpos especificos para una enfermedad, sino que se han medido las
inmunoglobulinas G totales como un marcador inmunolégico del sistema
inmune innato (Khosravi et al., 2015b). Por ello, los resultados se contrastaron

con los de estudios en los cuales se tuvo en consideracién este parametro.

Zhang et al. (2016) obtuvieron resultados similares a los encontrados en esta
investigacion. Estos investigadores evaluaron el efecto del plasma de pollo en
el estado inmunoldgico de los cerdos y no encontraron diferencias significativas

en la cantidad de 1gG, sin embargo, su valor en el grupo tratado con plasma fue
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mayor. Al contrario de lo que se encontr6 en otras investigaciones que
emplearon plasma porcino en pollos de engorde, donde no se observaron
diferencias estadisticamente significativas, pero los tratamientos con plasma
presentaron valores menores de IgG. Una explicacién probable para la
disminucién de 1gG, podria ser que el plasma animal reduce la
sobreestimulacion del sistema inmune (Beski et al., 2015b; Jamroz et al.,
2012). Por otra parte, la ausencia del efecto inmunomodulador del hidrolizado
de camardn sobre las IgG, también ha sido reportado para cerdos jovenes (Sun
et al., 2009).

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la menor dosis de plasma
animal (PBE2) permite sostener titulos protectivos maternos més altos contra
APV, Onicamente en la primera semana de vida. Ademas en cuanto a los
anticuerpos para la Enfermedad de Newcastle. tanto el grupo tratado con el
plasma bovino como con el hidrolizado de camardn, presentaron el mismo
efecto que el grupo control. A pesar de que el plasma promovié un aumento no

significativo de titulos, especialmente en presencia de vacunacion.

En referencia a los resultados obtenidos en la biometria hemética, los
porcentajes de los distintos tipos celulares estudiados (linfocitos, monocitos y
heterdfilos) se encontraron dentro de los rangos hematolégicos normales para
las aves, establecidos por Martinez et al. (2009). Tanto el porcentaje de los
linfocitos como el de los monocitos raramente superaron el rango normal
(Anexo 2, Tabla 13). Asimismo, el porcentaje de los heterdfilos casi nunca se
encontr0 bajo el intervalo establecido. Los valores fuera de rango, se
observaron principalmente en el dia 28 para los linfocitos y los heterofilos. En
general, los porcentajes obtenidos en este estudio variaron con relacién a las
medias establecidas por dia para cada parametro para los pollos de engorde
Cobb (Anexo 2, Tabla 14) (Talebi et al., 2005). Estas variaciones se estima que
se debieron a la presencia del desafio inmunitario dado por la cama reutilizada.
Se ha reportado que la crianza de pollos de engorde sobre una cama

reutilizada tiende a estimular procesos inflamatorios, a diferencia de una cama
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nueva que estimula procesos antiinflamatorios, especialmente en lo que refiere
a la inmunidad intestinal (Shanmugasundaram, Lilburn y Selvaraj, 2012). Estos
procesos inflamatorios tienden a modificar los parametros sanguineos. En este
sentido, en un estudio reciente se ha encontrado que una cama no tratada
produce un conteo mayor de células blancas en los pollos de engorde en
comparacién con una cama tratada con 60 y 120 g/m? de diéxido de titanio, que

actia como desinfectante y antibiotico (Adamu et al., 2015).

Continuando con el andlisis de la biometria hematica, se encontraron
diferencias significativas en el dia 7 para el porcentaje de linfocitos, monocitos,
heterdfilos y la relacion H/L. En el caso de los linfocitos el porcentaje mayor se
encontro en el tratamiento PBE2 en relacién con el control. Al contrario de los
heterdfilos y la relacion H/L cuyo mayor valor lo presentd el grupo control y el
menor el PBE2. Para los monocitos el mayor valor de porcentaje lo presento el
PBE1 seguido por el control. En el dia 14 solo existi6 diferencia en el
porcentaje de los linfocitos, en donde el mayor valor se encontro para el HCE2
seguido del PBE2 en relacién con el control. En el dia 28 a pesar que no
existieron diferencias significativas En el dia 42 las diferencias se encontraron
tanto para los linfocitos y heteréfilos como para la relacion H/L. El porcentaje de
los linfocitos fue mayor para ambos tratamientos con plasma y el HCE1 en
comparacion al control. El porcentaje de los heterdfilos y la relacion H/L fue
mayor para el control en comparacion a ambos tratamientos con plasma vy el
HCEL.

Las diferencias encontradas indican que en el dia 7 el PBE2 generd mejores
resultados en cuanto a los porcentajes de células blancas en presencia de
desafio. Lo mismo sucedi6 en el dia 42, pero no solo con el PBE2 sino también
con el PBE1 y HCEL. Esto debido a que McWilliams (2008) determiné que un
nivel constante de linfocitos durante el estrés, en este caso una menor
disminucién de dichas células, es un indicador de que las aves son menos
susceptibles a la presencia de un factor estresante. Sin embargo, nuestros

resultados difieren de lo obtenido por Jamroz et al. (2012). Estos autores no
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encontraron diferencias significativas en el porcentaje de linfocitos y monocitos
al evaluar el efecto del plasma porcino sobre los elementos del sistema inmune

de los pollos de engorde criados en condiciones controladas.

Por otra parte, en general se observO que los linfocitos y los heteréfilos
presentaron un comportamiento inverso, mientras el porcentaje de linfocitos
aumento, el de heterofilos disminuy6 en el tiempo. Este resultado concuerda
con lo observado por Talebi et al. (2005) en su estudio de parametros
hematolégicos para distintas lineas de pollos de engorde (entre ellas la linea
Cobb). Esta tendencia se mantuvo durante casi todo el tiempo de
experimentacion, a excepcion de los dias 7 y 28 donde se invirti. Esta
inversiéon de la tendencia puede ser un signo del desarrollo de una respuesta
inflamatoria para adaptarse al estrés. Se podria presuponer que en nuestro
caso la inversion se dio por la necesidad de una respuesta inmune provocada
por el desafio generado por la reutilizacion de la cama. Normalmente, esta
respuesta inflamatoria se caracteriza por el aumento de los heterdfilos y la
disminucién de los linfocitos (McWilliams, 2008), como se corresponde a lo
encontrado en los dias 7 y 28 de nuestro estudio. Ese aumento inicial de los
heterdfilos pudo deberse a la respuesta innata no especifica que actia de
manera rapida frente a la invasion de un patdgeno, para su eliminacion por
fagocitosis y otros mecanismos (Talebi et al., 2005; Genovese et al., 2013). La
respuesta innata mencionada constituye el inicio de la respuesta inmune, que
da paso a una respuesta adaptativa especifica de antigeno mediada por los
linfocitos, donde se produce la proliferacion y diferenciacion de los mismos
(Talebi et al., 2005; Abbas et al., 2014), que corresponde con el incremento de

los linfocitos en el dia 14 y en menor medida al final de la experimentacion.

La presencia del estrés provocado por la reutilizacion de la cama se puede
corroborar mediante el calculo de la relacion H/L, puesto que este es un
indicador hematol6gico de la respuesta a estrés en aves (Miller et al., 2011). El
aumento de esta relacion ante la exposicién al estrés observado en los dias 7 y

28 es caracteristico de la exposicion a un estrés agudo, breve y posiblemente
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no severo; es decir, que no atenta contra la vida del animal (Sandoval et al.,
2002).

Los resultados obtenidos en el analisis de la biometria hematica mostraron que
existio un desafio inmunolégico no precisamente viral como se esperaba, sino
de otro tipo como bacteriano, fungico y/o parasitario, lo que es muy comun
cuando se emplea una cama reutilizada (Tambini et al., 2010; Wiedemann,
2015). Esto se demostr6 en la tendencia decreciente de los linfocitos y
creciente de los heterdfilos en los dias 7 y 28 y en la variacion de los
porcentajes en relaciéon a los rangos normales. Los resultados indican que
existio un efecto favorable de los inmunomoduladores, especialmente del
PBE2, sobre la respuesta inmune en presencia de desafio. La accién de los
inmunomoduladores sobre las células blancas estudiadas permite una mejor
adaptacion al estrés generado por las condiciones de campo y una produccién

intensiva.

En los resultados del estudio del indice de los 6rganos linfoides en relacion al
peso vivo y entre Organos, se evidencid que no existieron diferencias
significativas entre los tratamientos en ninguna de las edades analizadas,
excepto para el peso relativo del timo a los 35 dias de edad, donde el
tratamiento PBE1 obtuvo un 32,65% mas de peso en relacion con el grupo

control.

Al considerar el incremento significativo del indice del timo para el tratamiento
PBEL1 en relacion al grupo control en el dia 35 y al resto de los valores de la
relacion peso timo/peso vivo, puede inferirse que el desafio aplicado en nuestro
disefio experimental no gener6 un gran impacto sobre el desarrollo de los
organos linfoides, dado que los indices calculados fueron mayores a 4,27, valor
maximo obtenido en el trabajo de Perozo-Marin et al. (2004) realizado bajo
condiciones de campo. Este grupo de investigadores postulé que las
situaciones de estrés tienden a provocar una involucion de los tejidos linfoides,

por la liberacion de glucocorticoides y catecolaminas. Cabe resaltar, que estos
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autores recalcan que los indices morfométricos varian en dependencia de

distintos factores como el manejo, genéticos y medioambientales.

Como se menciond inicialmente los productos utilizados en este estudio no han
sido evaluados con anterioridad, respecto a su impacto sobre la respuesta
inmune en los pollos de engorde, como es el caso de los indices
morfométricos. Pese a ello, otros inmunomoduladores de origen natural que
presentan alguna similitud en su composicion con los productos empleados en
el presente estudio, han sido probados en esta especie. Un grupo de
investigadores han estudiado el impacto del huevo entero en polvo, a distintas
concentraciones, sobre la respuesta inmune en pollos machos de carne. Este
producto es rico en aminoacidos, lipidos, pigmentos antioxidantes y contiene
ademdas inmunoglobulinas G, al igual que el plasma bovino. Los autores
encontraron resultados similares a los de ésta investigacién; es decir, la
aplicacion de los tratamientos no afect6 significativamente a los indices de la
bursa y del bazo (Lei y Kim, 2013).

En contraste, Esmailzadeh et al. (2013) al realizar un estudio similar con el
huevo entero en polvo, encontraron que el peso relativo del timo, el bazo y la
bursa disminuyé significativamente en comparacion al control. El efecto fue

mayor a medida que aumento la concentracion del producto ensayado.

Del mismo modo, se ha probado la adicién de distintas concentraciones de
quito-oligosacaricos a la dieta de los pollos y su efecto sobre la inmunidad. Este
compuesto es producto de la hidrélisis del quitosano, presente en la
composicién del hidrolizado de camaroén. Zhou et al. (2009) determinaron que
la inclusién de este polimero en la dieta de los pollos de engorde, no genera un
efecto significativo en los indices morfométricos tanto del bazo como de la
bursa, lo que se corresponde con los resultados obtenidos en este trabajo. En
un estudio similar, Deng et al. (2008) obtuvieron que los indices de la bursa, el
bazo y el timo aumentaron significativamente. Ellos concluyeron que los quito-

oligosacaridos poseen propiedades estimulantes para la inmunidad.



74

Ademas de considerar el peso relativo de los organos linfoides, como se
menciond anteriormente, también se estudié la relacion del peso de los
organos entre si. La relacion permite conocer el estado inmunol6gico de una
parvada. Es conocido que la relacién bursa-bazo muestra la capacidad de
respuesta inmune de los pollos y la relacion timo-bazo indica la variacion en la
tasa de crecimiento de los o¢rganos linfoides. Teniendo en cuenta esta
informacion, se puede concluir que el plasma bovino y el hidrolizado de
camaroén no afectaron significativamente estos parametros, pues no se observé
un aumento en los mismos. No obstante, los valores encontrados para el indice
bursa-bazo, indicaron que las aves en esta experimentacion presentaron un
estado adecuado de inmunocompetencia, dado que la mayoria de los indices
calculados para los distintos tratamientos en el tiempo, presentaron valores
mayores a 2, lo que segun Perozo-Marin et al. (2004) es una evidencia de

competencia del sistema inmune.

Basandose en lo expuesto en los parrafos previos, la inclusién del plasma
bovino y el hidrolizado de camarén en la dieta de pollos de engorde, no afecta
al peso relativo de los érganos linfoides ni a la relacion del peso de los 6rganos

entre si, tal y como se ha visto con otros inmunomoduladores de origen natural.

En cuanto a los resultados de desempefio obtenidos en las 3 fases del ciclo de
engorde y en el ciclo total, se encontr6 que en el consumo de alimento, la
ganancia de peso y la conversion alimenticia hubo diferencias significativas al
comparar los tratamientos en todos los intervalos de tiempo estudiados, a

excepcion de la conversion alimenticia en la fase inicial.

Especificamente, en el consumo de alimento se observo que el tratamiento que
promovié mayor ingesta fue el PBE2, seguido del control y el HCE2 en el ciclo
de engorde, mientras que el grupo control presentdé mayor ingesta en todas las
fases de desarrollo, sin considerar la fase inicial en la que el PBE2 y el control

fueron superados por el HCEZ2.
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Estudios previos en los cuales se evalué por separado el efecto del plasma
bovino y del hidrolizado de camaron en el desemperio de los pollos de engorde,
han reportado que su adicion al alimento no afect6 significativamente el
consumo de alimento (Campbell et al., 2003; Mahata et al., 2008). Por otro
lado, Okoye et al. (2005) y Henn et al. (2013) al emplear productos similares
como la harina de desechos de camaroén y el plasma porcino respectivamente,
han obtenido resultados similares a los reportados en la presente investigacion.
En el caso del plasma porcino solo en la fase final y en el de la harina de

camaron en la fase inicial.

El efecto del plasma bovino y el hidrolizado de camarén sobre el consumo de
alimento no esta totalmente dilucidado. Pierce et al. (2005) postularon en un
estudio de la influencia del plasma animal en el desempefio de los cerdos, que
el modo de accion por el cual este producto incrementa el consumo de alimento
no se ha podido esclarecer. Por un lado, algunos estudios mencionan que el
plasma bovino y el hidrolizado de camardén aumentan la palatabilidad de la
dieta (Tucker et al., 2011; Leal et al., 2010). Por otro, hay que considerar que
los factores que poseen mayor influencia sobre el consumo de alimento en las
aves de corral son el color, la textura, la forma y el tamafo del alimento, a
diferencia de los mamiferos en donde predomina el gusto y el aroma. Ademas
de otros factores como el acceso al agua y al alimento, el estrés ambiental, los
desafios inmunoldgicos, algunos factores fisioldgicos y en menor medida la
composicion de la dieta (Ferket y Gernat, 2006; Applegate, 2012). Por lo tanto,
como en el presente estudio el manejo, el ambiente y las propiedades
organolépticas de las dietas fueron similares para todos los tratamientos, no
hay evidencias suficientes para establecer una causa que justifique la variacion

en el consumo de alimento.

Al analizar las otras dos variables de desempefio se evidencié que en la fase
inicial la mayor ganancia de peso se encontrd en los grupos tratados con PBE2

y HCEZ2, en la fase de crecimiento en el grupo control y el grupo PBE2 y en la
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fase final y en el ciclo de engorde en el grupo PBE2. Es decir, durante todo el
periodo de experimentacion el PBE2 resulto ser el mejor en cuanto a ganancia
de peso se refiere. Aunque en la fase de crecimiento, el valor del control es

minimamente mayor.

Ademas, en los periodos en donde existieron diferencias significativas para la
conversion alimenticia, se advirtid que el PBE2 es el que presentd mejor valor
para este parametro, salvo en la fase de crecimiento donde el PBE1 fue el que

presentd el mejor valor.

El tratamiento HCE1 fue el que mostré peores resultados tanto para la
conversion alimenticia como para la ganancia de peso durante todo el tiempo
de experimentacién en relacion con los tratamientos restantes. Los resultados

para el tratamiento HCE2 en su mayoria fueron similares a los del control.

En trabajos previos se ha descrito, que incluir plasma animal en la dieta de
animales como aves de corral, cerdos, terneros, entre otros, mejora Su
desempenfo, especialmente en ambientes no sanitarios o desafiantes donde su
accion se potencia (Campbell et al., 2003; Bregendahl et al., 2005). Asi lo
comprueba Campbell et al. (2006) pues al estudiar el efecto del plasma porcino
en el desempefio de pollos de engorde, observaron que el inmunomodulador
mejoro la ganancia de peso y la conversién alimenticia, lo que concuerda con lo
obtenido en este trabajo experimental. En el estudio antes mencionado, los
autores postulan que la mejora del desempefio animal dada por el
inmunomodulador esta relacionada con su efecto sobre el nivel de estimulacion
del sistema inmune (Campbell et al., 2006). Esto se debe a que cuando el
sistema inmune se activa, ocurren procesos que requieren consumo de energia
y la disponibilidad de la misma se ve reducida para funciones productivas como
el crecimiento (Campbell et al., 2004a). Torrallardona (2010) concluyd que la
activacion del sistema inmune genera un aumento de citocinas proinflamatorias

que inhiben el consumo de alimento y el crecimiento del animal.
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Otros estudios mencionan que el uso del plasma animal mejora la salud y por
ende el desempefio del animal debido a su composicion. Especificamente, las
inmunoglobulinas son las que brindan proteccién antimicrobiana y reducen la
activacion del sistema inmune intestinal en cerdos y ratas. Sin embargo, se
menciona que las glicoproteinas también son responsables de los efectos
beneficiosos del plasma, debido a que impiden la unién antigénica en el
momento de la entrada al organismo de patdégenos (Torrallardona, 2010).
Ademds, el plasma bovino promueve el crecimiento del epitelio intestinal y
aumenta la longitud de las vellosidades y la profundidad de la cripta en las
mismas. Estos cambios a nivel morfolégico aumentan la capacidad de
absorcion y digestion de proteinas y mejoran la barrera intestinal, impidiendo
gue los patégenos atraviesen las paredes intestinales (Sun et al., 2009;
Torrallardona, 2010). Por lo tanto, el plasma animal mejora el desempefio ya
gue al estimular la salud del intestino, minimiza la sobreestimulacion del
sistema inmune y disminuye el gasto energético innecesario (Campbell et al.,
2006; Henn et al., 2013).

Por su parte, para el hidrolizado de camardon se ha descrito que produce un
efecto importante sobre la ganancia de peso y la conversién alimenticia en los
pollos de engorde (Mahata et al., 2008). Estos autores observaron que a pesar
de las diferencias significativas en estos parametros, este producto empleado
hasta cierta concentracién genera un efecto en el desempefio de los animales
similar al tratamiento control, resultados que corresponden con los hallazgos de
este trabajo experimental. No obstante, en otra investigacion donde se probo el
efecto del hidrolizado de camarén en el desempefio del pez besugo, se
observd una mejora significativa en el crecimiento. Probablemente, se atribuye
esta mejora del desempefio animal, a la naturaleza del hidrolizado, pues los
péptidos de bajo peso molecular presentes en su composicion, son facilmente
asimilados para su rapido paso y absorcion a través de la membrana intestinal,
permitiendo una mejora en la absorciéon proteica (Bui et al., 2014). Otros
autores han propuesto que los hidrolizados de origen marino, especificamente

el hidrolizado de salmén afadido a las dietas iniciales de pollos de engorde,



78

tienden a incrementar la longitud de las vellosidades en el duodeno y en el
iledn y el area de absorcion de este ultimo. Motivo por el cual se presume que
se mejora el desempefio en etapas posteriores a la fase inicial del ciclo de

engorde, pues se facilita la absorcion de nutrientes (Opheim et al., 2016).

Por consiguiente, se puede concluir, que el efecto generado por el tratamiento
con plasma bovino en el desempefio, se debe principalmente al refuerzo que
proporciona a la inmunidad animal y a la mejora de la morfologia intestinal.
Mientras que el efecto del hidrolizado de camardén estda méas ligado a su
capacidad de potenciar la absorcion del intestino, tanto por su composicién

como por su efecto sobre la morfologia intestinal.

Ademas, cabe resaltar que el plasma bovino genera mejores resultados en
presencia de desafio inmunolégico, concretamente en el caso de la presente
investigacion por el empleo de cama reutilizada y en ausencia de vacunacion
para APV (Bregendahl et al., 2005). Al parecer la presencia de estas
condiciones de desafio no modifican el efecto del hidrolizado de camarén en el
desempefo. Los resultados obtenidos en este trabajo no difieren de aquellos

revisados en la literatura en ausencia de desafio inmunoldgico.

Al considerar las concentraciones para ambos inmunomoduladores se observo
gue a menor concentracion hubo mejor consumo de alimento, ganancia de
peso y conversién alimenticia que a mayor concentracién. Aunque en algunas
fases no es significativa la comparacion entre los tratamientos E1 y E2, los de
menor concentracion de modo general, presentaron mejores valores de

desempeiio.

Existen estudios en los que se han evidenciado resultados diferentes a los
obtenidos en esta investigacion en relacion al tratamiento con plasma bovino.
Por ejemplo, Campbell et al. (2003) al evaluar el efecto que tiene el plasma
bovino disuelto en el agua de bebida, en distintas concentraciones, sobre el

desempeio de pollos de engorde, observaron mejores resultados cuando
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utilizaron el inmunomodulador en altas concentraciones (1,25%). Este trabajo
se realizd bajo un ajuste adecuado de la dieta con el fin de mantener el
contenido de aminoéacidos similar en todos los tratamientos (Campbell et al.,
2003). Cuando se trabaja con plasma animal en elevadas concentraciones, se
puede generar un desbalance nutricional especialmente de aminoacidos y
disminuir las respuestas productivas (Torrallardona, 2010). Por lo tanto, al no
haber realizado un balance proteico adecuado en la dieta de la fase inicial
cuando se trabajéo con concentraciones elevadas del plasma bovino, las
variables de desempefio se pudieron haber visto afectadas por el desbalance
aminoacidico. El animal para cumplir adecuadamente las funciones fisiologicas
y generar un buen desempefio, necesita que su alimentacion se ajuste al
concepto de proteina ideal. Es decir, que exista una concentracion limitante de
cada aminoacido, ni mayor ni menor a la necesaria, para lograr un equilibrio
nutricional (Wijtten et al., 2004; Campos et al.,, 2008). Otros autores sefialan
ademas, que el desbalance puede afectar al desempefio, pues es posible que
se afecten las células satélite activas que controlan el tamafo de la fibra

muscular y la proporcién del musculo en las aves de corral (Henn et al., 2013).

Existen estudios que han evaluado el efecto de otros productos sobre el
desempeiio animal (Jamroz et al., 2012; Henn et al., 2013). Campbell et al.
(2006) estudiaron el efecto del plasma porcino en el desempefio de pollos de
engorde y observaron aumento en el crecimiento animal Unicamente en la fase
inicial. Los autores sefialaron que no fue posible detectar diferencias
relacionadas con el desempefio, ni en la fase de crecimiento ni en la final.
Estos resultados pudieron darse debido a que los pollos de engorde en las
primeras semanas tienen un sistema inmune inmaduro, por lo que se espera
que los anticuerpos presentes en el plasma bovino compensen el estado del
GALT y generen proteccion contra patébgenos para evitar la supresion del
desempeiio durante ese periodo (Bregendahl et al., 2005). Los resultados
obtenidos por este grupo de investigadores, no concuerdan con los obtenidos
en nuestra investigacién. Sin embargo, se conoce que cuando se incluye el

plasma porcino o bovino en la dieta animal desde fases tempranas, mejora el
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desarrollo del sistema inmune e intestinal y esto genera un mejor desempefio
en las siguientes fases (Campbell et al., 2006). Por consiguiente, se puede
concluir que el haber observado buenos resultados de desempefio en todas las
fases puede ser debido a un desarrollo temprano del sistema inmune e

intestinal.

Los trabajos en los que se emplearon distintas concentraciones del hidrolizado
de camarén o de harina de desechos de camardn en la dieta de los pollos de
engorde, han sugerido que hasta cierta concentracion el efecto sobre el
desempefio animal es comparable al del grupo control, como se establecid
anteriormente. A una concentracibn mayor se observa una disminucién en los
parametros de desempefio (Mahata et al., 2008; Okonkwo, Akpan e Isaac,
2012; Ingweye et al., 2008). Sin embargo, se advierte que estas
investigaciones no coinciden en la concentracion maxima a la cual es posible
emplear el producto (8-25 %). En el estudio del reemplazo de la harina de
pescado por distintas concentraciones de hidrolizado de camarén de Mahata et
al. (2008), los investigadores establecieron que es posible utilizar el
inmunomodulador hasta una concentracion del 8 %. En los estudios con harina
de desecho de camarén de Okonkwo et al. (2012) e Ingweye et al. (2008),
recomendaron aplicar el producto hasta una concentracion del 5 % y 25 %,
respectivamente, esta Ultima como reemplazo de la harina de pescado.
Resultados similares fueron encontrados en este trabajo experimental, donde la

estrategia de menor concentracion mostré mejor desempefio.

Segun Leal et al. (2010), los distintos resultados obtenidos en ciertas
investigaciones se pudieron presentar por la variacion en la composicion de los
productos empleados. La composicion cambia de acuerdo a la aplicacion o no
de hidrdlisis e incluso de acuerdo a las condiciones y los procesos bajo los
cuales se lleve a cabo este procedimiento. La alta concentracion de fibra y
ceniza en el producto no hidrolizado afecta a su digestibilidad. Mahata et al.
(2008) sefalaron que la alta cantidad de quitina en la harina de camarén influye

en la digestibilidad y en la absorcion de los nutrientes, pues constituye una
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barrera fisica para el contacto entre las enzimas digestivas y los lipidos o las
proteinas, lo que obstaculiza su adecuada utilizaciéon. Por otro lado, en la
hidrélisis, un pH muy acido causa la pérdida de ciertos aminoacidos labiles lo

gue modifica la composicién de los desechos de camardn procesados.

El dltimo parametro zootécnico que se considerd en esta investigacion fue la
mortalidad. Al analizar esta variable no se observaron porcentajes elevados, en
los cuales las diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas.
Algunos autores han obtenido resultados similares al estudiar el efecto del
plasma bovino o porcino, o la harina de desechos de camarén en pollos de
engorde y el efecto del hidrolizado de camarén en tilapia (Bregendahl et al.,
2005; Henn et al., 2013; Ingweye et al., 2008; Leal et al., 2010). Por lo tanto, la
mortalidad en la presente investigacion no depende de los tratamientos
aplicados, por ende no existe una mejora de la supervivencia al afiadir a la
dieta de los pollos de engorde los inmunomoduladores estudiados. Las
principales causas por las que se presentdé mortalidad en la fase inicial fueron
onfalitis y sindrome de muerte subita, y en la fase de crecimiento y final ascitis,

sindrome de muerte subita y problemas respiratorios.
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7. Capitulo VII: Conclusiones

En ausencia de vacunacion el plasma bovino en la estrategia de dosificacion
menor (E2), evitd la caida drastica del titulo de anticuerpos maternos para APV
durante la primera semana de vida de los pollos de engorde, por lo que este
inmunomodulador a diferencia del HC podria mejorar la proteccién contra una

enfermedad inicialmente.

La adicion del plasma bovino y el hidrolizado de camardn en la dieta de los
pollos de engorde, no afectd el peso relativo de los d&rganos linfoides
estudiados, ni la relacion del peso de los 6rganos entre si, porque no se
aprecié un aumento significativo de la mayor parte de los indices, lo que indica
que los productos no generan una mejor capacidad de respuesta inmune por

un mejor desarrollo de 6rganos linfoides.

El efecto inmunomodulador del plasma bovino y el hidrolizado de camarén fue
mas evidente sobre el porcentaje de las células blancas estudiadas que sobre
el resto de los parametros inmunologicos analizados, especialmente cuando
existio indicio de la presencia de estrés provocado por un desafio
inmunoldgico. Cuando se presenta un estrés en la primera semana de vida de
los pollos de engorde, solo el plasma bovino en la estrategia de dosificacion
menor (E2) genera mejores resultados en cuanto a las células del sistema
inmune. Si el estrés se presenta en las semanas finales del ciclo de engorde,
no solo el PBE2 genera mejores resultados, sino también el plasma bovino y el
hidrolizado de camaroén en la estrategia de dosificacién mayor (E1). Resultados
favorables para los animales porque un mejor porcentaje celular, permite que
se adapten mas facilmente a la presencia de distintos factores estresantes y

ser menos susceptibles a los mismos.

La adicion del hidrolizado de camarén en la dieta de los pollos de engorde no
genera un efecto positivo sobre el desempefio animal. A menor concentracion
(E2) actua de forma similar que cuando los animales consumen una dieta basal

y a mayor concentracion (E1) se observa un efecto negativo sobre el
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desemperio. Por lo tanto, no es posible sefialar una estrategia de dosificacién
Optima pues ninguna genera mejores resultados en el desempefio en

comparacion a una dieta basal.

El plasma bovino en una estrategia de dosificacion menor (E2), como parte de
la dieta de pollos de engorde desafiados inmunolégicamente, produce un mejor
desemperio en todo el ciclo de engorde en comparacion con una dieta sin la
adicion del mismo, ya que mejora la salud y la morfologia intestinal, disminuye
la sobreestimulacion del sistema inmune y por ende evita el gasto energético
innecesario. Por lo tanto, la estrategia mencionada se considera como la

dosificacion optima para este inmunomodulador.

El plasma bovino y el hidrolizado de camarén no produjeron un efecto
significativo sobre la mortalidad de la parvada. La mortalidad fue independiente
de los tratamientos y se produjo por causas comunes de la crianza de los

pollos de engorde como ascitis y sindrome de muerte subita, entre otros.
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8. Capitulo VIII: Recomendaciones

El efecto del plasma bovino y el hidrolizado de camaron sobre el titulo de
anticuerpos se realizé mediante el analisis de anticuerpos especificos para una
enfermedad. Sin embargo, se recomienda analizar el titulo de inmunoglobulinas
G totales, pues son un mejor indicador de la estimulacion del sistema inmune

innato.

El desafio inmunolégico para las aves se proporcion6 mediante cama
reutilizada y ausencia de vacunacion contra APV, no obstante, para asegurar
un desafio viral se recomienda realizar una simulacién de la infecciéon con los
agentes patogénicos mediante la inoculacion directa de los mismos en los
animales. Si no es posible llevar a cabo lo antes mencionado, se recomienda
emplear la cama reutilizada, pero que previamente haya sido analizada
microbiol6égicamente para conocer los patégenos presentes en la misma y por
ende las enfermedades que posiblemente podria presentar la parvada.

La formulacién de la dieta con concentraciones altas de plasma bovino, genero
un desbalance aminoacidico en las dos primeras semanas de crianza, por ello
se recomienda ajustar las cantidades de aminoacidos esenciales al concepto
de proteina ideal para asegurar la accion favorable del inmunomodulador sobre

el desempefio en la estrategia de dosificacion menor.

El estudio del desempefio en cuanto al consumo de alimento se realiz6 sélo por
técnicas de gravimetria, sin embargo, para determinar el mecanismo por el cual
produce un mejor consumo de alimento en presencia de los
inmunomoduladores, se recomienda hacer estudios mas profundos de la
fisiologia intestinal como: motilidad digestiva, distension del intestino,
capacidad de absorcion, velocidad de hidrataciéon del alimento, entre otras
(Scott, 2005)
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Anexo 1. Titulo de anticuerpos para el Virus de la Enfermedad de Newcastle
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Figura 11. Titulo de anticuerpos promedio para NDV por cada tratamiento en el

tiempo de evaluacion

Tabla 12. Titulo de anticuerpos promedio y Kruskal Wallis para NDV en el

tiempo de evaluacion

Tiempo Titulo de anticuerpos Valor
(Dias) Control PBE1 PBE2 HCE1l HCE2 P

1 6503,00 6503,00 6503,00 6503,00 6503,00 NS
7 1302,29  1662,90 1114,23 1223,97 1306,69 NS
14 514,27 447,49 353,92 479,81 389,51 NS
21 256,02 314,07 233,67 197,46 155,40 NS
28 1431,30  1550,40 1029,92 1064,72 1325,97 NS
35 424777  4117,88 3543,59 3960,89 4814,48 NS
42 3765,10  3827,57 2387,70 3265,75 2685,67 NS

Nota: Los valores representan la media geométrica + DE de 5 réplicas por tratamiento cada una
representada por 20 pollos de engorde. NS = no significativo a un valor P > 0,05



Anexo 2. Valores normales de linfocitos, monocitos y heteroéfilos en aves

Tabla 13. Rangos normales de linfocitos, monocitos y heteréfilos de aves

Parametro Porcentaje

Linfocitos 20-65
Monocitos 0-5
Heterofilos 30-75

Nota: Recuperado de Martinez et al. (2009).

Tabla 14. Porcentaje promedio por edad de linfocitos, monocitos y

heteréfilos de pollos Cobb Vantres

Edad Porcentaje

(dias) Linfocitos Monocitos Heteroéfilos
1 33,41 2,91 51,04
7 35,25 2,95 48,17
14 42,12 3,05 41,18
21 43,04 3,34 38,72
28 45,36 4,02 34,02
35 59,16 511 27,09
42 60,02 5,28 25,81

Nota: Recuperado de Talebi et al. (2005).



Anexo 3. Disposicién de las aves en el galpon experimental

Figura 12. Disposicion de las aves en el galpdn experimental

- Anexo 5. Vacunacion via 6éculo-
Anexo 4. Sacrificio por aturdimiento

nasal

Figura 13. Sacrificio de las aves por Figura 14. Vacunacion de las aves
aturdimiento a bajo voltaje via oculo-nasal




Anexo 6. Ficha técnica del plasma bovino (PROLECHON)

LICAN

Functional Protein Source

www.licanfood.com

PROLECHON ®

Spray Dried Blood Plasma
(Plasma de Bovinos en Polvo)

DESCRIPCION DEL PRODUCTO: Ingrediente para Alimentacion Animal

Especie de Origen: Bovino

Tipo de Producto: Plasma Sanguineo de Bovinos Deshidratado en Spray
Recomendacién de Uso: Alimentos acuicolas, mascotas, cerdos

Método de Aplicacion: Adicionar directamente al alimento

Dosis: 1% - 10%

Almacenaje: Almacenar en ambiente fresco y seco

Fecha de expiracion: 1 afio desde la fecha de elaboracion

Embalaje: 20 kg. en bolsas de papel de doble hoja exterior y bolsa de

polietileno en el interior.

FABRICANTE & EXPORTADOR:
Lican Alimentos S.A. Santa Adela 9589, Santiago, Chile.

Lican Paraguay S.A. Teniente Espinola 535, Asuncion, Paraguay
Lican do Brasil Ltda. Av. Brig. Faria Lima 1768, 4° andar, SP. Brazil.

COMPOSICION - ANALISIS:

Anadlisis Fisico - Quimico Analisis Microbiologico

Proteina Total 75 % Minimo Recuento Aerdbicos Totales < 200.000 germs /g
Humedad 8 % Maximo Salmonella Ausente /25¢g
Grasa 1% Maximo E. coli Ausente /g
Cenizas 10 % Maximo Enterobacterias <10germs /g

AMINO ACIDO PROFILE:

Aminoacidos Total Aminoacidos Total

Alanina 4,0 % Lisina 6,5 %)

Arginina 4,5 % Metionina 0,7 %

Acido Aspartico 7,6 % Fenilalanina 4,4 %

Cistina 2,7 % Prolina 4,3 %

Acido Glutamico 11,3 % Serina 4,5 %

Glicina 2,9 % Treonina 4,6 %

Histidina 2,7 % Triptofano 1,3 %

Isoleucina 289%  Tirosina 3.5 e e e S
Leucina 7’5 % Valina 5,1 %, E;o;r(e;sss. is according to HACCP system certified
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Av. Brig. Faria Lima 1768, 4° andar, SP Brasil Santa Adela 9580, Santiago, Chile Teniente Espinola 535, Asuncién, Paraguay
Phone: 55 (11) 3093 0799, FAX: 55 (11) 3816 7661 Phone: 56 (2) 5381081, FAX: 56 (2) 5571341 Phone: 595 (21) 299 542, FAX: 595 (21) 299 543
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LICAN

Functional Protein Source

www.licanfood.com

CARACTERISTICAS DE PROLECHON: (Spray Dried Blood Plasma)

PROLECHON es un suplemento proteico para alimentacion animal conteniendo albuminas y globulinas
plasmaticas. Es una fuente natural de inmunoglobulinas y de proteinas altamente digestibles y palatables.
PROLECHON contiene proteinas funcionales presentes en el plasma sanguineo animal: Alfa globulinas, Beta
globulinas, Gamma globulinas (IgG), albuminas y fibrinégeno.

PROLECHON es elabora a partir de plasma sanguineo de animales sanos sometidos a una inspeccion
veterinaria oficial ante y pos mortem, sacrificados en establecimientos autorizados y bajo control oficial por
autoridades competentes del Ministerio de Agricultura.

PROLECHON es una fuente de proteinas funcionales muy estable y segura, elaborado bajo rigurosos
procedimientos de aseguramiento de calidad (GMP y HACCP), por lo tanto nuestro producto PROLECHON es
reconocido como un ingrediente para alimentacion animal inocuo, seguro y natural.

PROLECHON incrementa fuertemente el consumo de alimentos, aumenta la ganancia de peso, mejora la
eficiencia de la utilizacion de la dieta y mejora el estado de salud general en diversas especies animales:
cerdos, aves, perros y peces de cultivo. Investigaciones indican que algunas proteinas funcionales presentes e
el plasma sanguineo en polvo son resistentes a la digestion (IgG) y por lo tanto pueden llegar hasta el intestino
donde actuan ayudado a la respuesta inmune local. Estos estudios sugieren que el plasma sanguineo en polvo
es una alternativa ideal para reemplazar algunos antibiético utilizados en los alimentos para animales.

Diversas investigaciones indican que el plasma sanguineo en polvo previene infecciones intestinales por E. coli
y otros patdgeno. El plasma sanguineo entrega proteccion inmune a los cerdos jovenes, por lo tanto los
nutrientes son utilizados para funciones de crecimiento mas que para la activacion del sistema inmune (durante
infecciones suaves). La respuesta al plasma sanguineo en polvo es mayor cuando los cerdos estan confinados
en condiciones menos sanitarias, y también cuando los cerditos tienen su sistema inmune debilitado.

PROLECHON se utiliza en las raciones pre-iniciales e iniciales de cerdos en dosis que dependen de la edad a
destete, el estado de salud y el nivel deseado de ganancia de peso. Los objetivos de esta suplementacion son:

* Estimular fuertemente el consumo de alimentos sélidos post destete.
¢ Aumentar la Ganancia Diaria de Peso

* Mejorar la eficiencia de utilizacion del alimento

¢ Prevenir infecciones intestinales por E. coli y otros patégenos

* Entregar proteccién inmune a los cerdos jévenes

Como recomendacion general, se detallan los siguientes niveles de incorporacion en la racion:

Edad de destete Fase PROLECHON Hemoglobina

hasta 21 dias 7,5% a 10% hasta 2%
14 dias

de 22 a 30 dias 3,56% a 5% hasta 2,5%

hasta 28 dias 6% a 7,5% hasta 2,5%
21 dias

de 29 a 42 dias 0% a 4% 1% a 2,5%

hasta 35 dias 3,7% a 7,5% hasta 2,5%
28 dias

de 36 a 49 dias 0% 1% a 2,5%

Consulte a su asesor en nutricion animal para adaptar los niveles de inclusion a sus propios requerimientos.
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Anexo 7. Ficha técnica del hidrolizado de camarén (HP1-S1)

ACTIPAL

HP 1 -s1

Shrimp Hydrolysate Powder

PRESENTATION

ACTIPAL HP 1 — S1 is a super premium functional hydrolysate powder designed for use in aqua feed.

This product is manufactured from fresh shrimp co-products (issued from aquaculture) carefully selected for their unique
nutritional profile and superior attractiveness and whose freshness is guaranteed by a strict local supply chain control and a
fast local production process.

Marine bioactive peptides are well known to have a direct action on key biological mechanisms (immuno-modulator, anti-
microbial, hormone-like growth factor peptides...) allowing animal higher resistance to stress and pathogens thus leading to better
health and survival.

Our marine raw materials are then submitted to our core hydrolysis process that guarantees adequate level of free amino acids
and bioactive peptides. In addition to the animal health benefit, these low molecular weight compounds are easy to assimilate
and quickly cross the intestine membrane leading to an improved feed efficiency and a faster growth.

In addition to its perfectly well balanced protein profile and superior bioactivity, ACTIPAL HP 1 — S1 provides high quality
essential nutrients such as nucleotides, phospholipids, w; fatty acids, and cholesterol.

Finally, thanks to its shrimp raw material origin, our hydrolysate is also an innate source of astaxanthin, a strong antioxidant
and a natural pigment.

BENEFITS

ACTIPAL HP 1 - S1 will improve your feed formula by increasing:

- Feed Palatability > Higher Feed Intake
- Feed Nutritional quality > Better FCR, Faster Growth
- Feed Bioactivity properties > Higher survival, Better Animal Health

According to your particular problematic, you might take advantage of ACTIPAL HP 1 — S1 benefits:

- Asa cost effective alternative solution to substitute specific raw material like fishmeal or krill meal
- Asa performance booster in your premium feed range

Not for human consumption — This data sheet was created to assist users. The data listed is based on general use only and is not intended to establish a binding contractual

relationship. D'ANA ?
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ACTIPAL (Aquativ
HP1-s1

Shrimp Hydrolysate Powder

NUTRITIONAL ANALYSIS
PROXIMAL ANALYSIS MINERALS
- Moisture: 4-7 % (CE N°152/2009, Dessication 103°C, 4 hours) - Calcium: 3.60 %
- Protein: 62-67 % (/SO 16634-1, Dumas method) - Phosphorus: 0.80 %
- Fat: 8-13% (CE N°152/2009, Hot acid hydrolysis) - Sodium: 1.10%
- Ash: 11-15% (Incineration 550°C, 8 hours) - Nacl: 243 %
DIGESTIBILITY

- lleal Digestibility: 97 %

PROTEIN QUALITY

- Soluble Protein: 91% of total protein - Total Amino acids: 91%  of protein
- Taurine: 0.8% of product

- Nucleotides: 0.7%  of product

Main amino acids

. . (% of products)
Molecular weight repartition
(% of peptides)
5,92
0,81 2,62
% Asp
13?;2 4,15 Trp hr 2,49
gg;g Arg Ser
50% 4,13 Lys Gl 849
i ' \\'
27 875 4
3% 155 His ~/§ ‘,/)‘/‘ Pro 334
205 “
o 0 o o o o -.'-(, ‘
N U 00 400 g0 2,95 Pphe g/ ‘\1 aly
ot et AN A e 4“ 4,17
ks AOT gt o0 Sy VT Ala 206
Molecular weight (Da) Leu !
4,28 Met 054
2,71 126 3,34

Not for human consumption — This data sheet was created to assist users. The data listed is based on general use only and is not intended to establish a binding contractual
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ACTIPAL (Aquativ
HP1-s1

Shrimp Hydrolysate Powder

NUTRITIONAL ANALYSIS

FAT PROFILE
- Cholesterol: 1.10 % of product - Total UFA: 29.5 % of fatty acids
- Phospholipids: 4.30% of product - Total PUFA: 39.6 % of fatty acids
- EPA: 6.1 % of fatty acids
- DHA: 6.3 % of fatty acids
- Total ws: 15.2 % of fatty acids
- Total wg: 22.9 % of fatty acids
- We/ W3. 1.5
FATTY ACIDS COMPOSITION
(Relative %)
Saturated Monounsaturated Polyunsaturated (PUFA)
C14:0 : 130 % ciel 270 % C16:2 : 020 %
C15:0 : 170 % (S 25 090 % ci18:2 : 1830 %
C16:0 : 1810 % cigl 22,80 % c20:2 : 200 %
c17:0 : 2,00 % cio1 010 % C16:3 : 010 %
C18:0 B 5,90 % C20:1 : 200 % C18:3 : 1,40 %
C19:0 : 030 % c22:1 070 % c20:3 : 050 %
€20:0 : 050 % c24:1 040 % c22:3 : 030 %
c21:0 : 010 % c16:4 : 060 %
c22:0 : 070 % ci8:4 : 030 %
C23:0 : 020 % C20:4 : 230 %
C24:0 B 0,30 % C22:4 : 020 %
C20:5 : 6,10 %
c22:5 : 140 %
c22:6 : 630 %
FRESHNESS BACTERIOLOGICAL ANALYSIS
Biogenic amines
- Histamine: <100 ppm - Salmonella: abs/25g
- Cadaverine: <500 ppm - Enterobacteria: <300 CFU/g

- Putrescine: <500 ppm

Total Volatile Nitrogen
-TVN: <200 mg EQ/100G

Not for human consumption — This data sheet was created to assist users. The data listed is based on general use only and is not intended to establish a binding contractual
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ACTIPAL (Aquativ
HP1-s1

Shrimp Hydrolysate Powder

NUTRITIONAL ANALYSIS

FOOD SAFETY

Contaminants
- Lead: < 10 ppm - Mercury: < 0.1 ppm
- Cadmium: < 2 ppm - Arsenic: < 25ppm

This product does not contain any of below listed contaminants:

- Oxytetracycline - Erythromycin - Chloramfenicol - Florfenicol - Flumequine
- Ciprofloxacine - Enrofloxacine - Emamectine Benzoate - Crystal Violet - Leuco Crystal Violet
- Abamectin - Brilliant Green - Green Malachite - Leuco Green Malachite - Oxolinic Acid

RECOMMENDED USE

ACTIPAL HP 1 - S1 should be used in inclusion from 1 to 5% concentration in feed.
ACTIPAL HP 1 - S1 should be stored:
- atambient temperature

- away from sunlight
- for up to 12 months following the date of manufacture in unopened bags

Packaging: 20 or 25 kg bags

COMPOSITION

Shrimp hydrolysate; Preservatives: citric acid (E330), ascorbic acid (E300); antioxidants: BHA (E320), propyle gallate (E310)

Other specific analysis may be available on request.

For more information, please contact your local representative: Email: aquativ@diana-aqua.com

Not for human consumption — This data sheet was created to assist users. The data listed is based on general use only and is not intended to establish a binding contractual
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