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RESUMEN

La investigacion se realizo en la granja de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de
la Universidad Técnica de Ambato con el objetivo de evaluar el efecto de un extracto
etandlico de propoleo (EEP) sobre las vellosidades intestinales y microbiota cecal, se
seleccionaron 36 conejos hibridos (NZ x C), destetados con 35 a 42 dias de edad, que
fueron alojados individuamente y distribuidos aleatoriamente en tres grupos de 10
conejos cada uno, TO: Testigo (0), T1: 25 mg/dia (EEP), T2:37,5 mg/dia (EEP). Al
término del periodo de ceba (40 dias) fueron sacrificados tomandose muestras de heces
directamente del ciego para exdmenes bacteriologicos. El conteo de la unidad formadora
de colonia (UFC) para enterobacterias y coliformes se realizé con el kit (3M Petrifilm) y
la métrica de las vellosidades intestinales mediante histologia de una porcion tomada del
intestino delgado (duodeno). Como resultados se obtuvo que el grupoT2 presentd un
ligero incremento no significativo en la altura de las vellosidades intestinales (TO: 0,95
mm; T1: 0,89 mm y T2: 1,00 mm), la profundidad de las criptas de Lieberkuhn se
comportd de igual forma mostrando una mayor profundidad en T2 y T3, aunque no se
presento diferencia estadisticamente significativa, frente a los tratamientos (T0: 0,11mm;
T1: 0,12 mm y T2: 0,12 mm). El conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) de
Enterobacterias disminuyo significativamente en los grupos tratados con respecto al
testigo (TO: 72,60; T1: 61,20 y T2: 55,91), y dentro de estas el conteo de UFC de
Coliformes de igual forma (T0: 62,50; T1: 50,30 yT2: 48,90). El pH cecal no presentd
variaciones significativas entre grupos (TO: 6,62; T1: 6,74 y T2: 6,70). Se concluye que
la incorporacion de extracto etanolico de propoleo como aditivo natural, disminuye la
poblacién de enterobacterias y coliformes, previniendo problemas digestivos, asi como
una ligera variacion en la altura y profundidades de las criptas de lieberkuhn que puede
mejorar el comportamiento productivo en conejos basado en una mejor salud de la

mucosa y mayor absorcion de nutrientes.

Palabras claves: Propdleo, conejos, morfologia intestinal, pH cecal, microbiota

cecal.
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ABSTRACT

The research was performed on the experimental rabbit farm of the Faculty of
Agricultural Sciences of the Technical University of Ambato with the objective of
evaluate the effect of a ethanolic propolis extract (EEP) on intestinal villi morfology and
cecal microbiota, 36 selected hybrid rabbits (NZ x C) weaned from 35 to 42 days of age,
which were individually housed and randomly distributed into three groups of 10 rabbits
each, TO: Control (0), T1: 25 mg/ day (EEP), T2: 37.5 mg / day (EEP). At the end of the
fattening period (40 days), they were sacrificed, and fecal samples were taking directly
from the caecum for bacteriological examinations. The count of the colony forming unit
(CFU) for enterobacteria and coliforms was performed with a kit (Petrifilm 3M) and the
intestinal villus were taking from a portion of small intestine (duodeno) to histology
examination. As a result, it was found that the T2 group had a slight non-significant
increasing in the intestinal villi height (T0: 0.95 mm, T1: 0.89 mm and T2: 100 mm), the
Lieberkuhn crypts depth was also shown a greater depth in T2 and T3, although, there
was no statistically significant difference compared among the treatments (TO: 0, 11
mm, T1: 0, 12 mm and T2: 0, 12 mm). The count of colony forming units (CFU) of
enterobacteria decreased significantly in the treated groups with respect to the control
(TO: 72.60, T1: 61.20 and T2: 55.91), and the CFU count of coliforms shown the same
perfomance (TO: 62.50, T1: 50.30 and T2: 48.90). The cecal pH did not show any
significant variations between the groups (TO0: 6.62, T1: 6.74 and T2: 6.70). It is
concluded that the incorporation of ethanol extract of propolis as natural additive,
decreases the population of enterobacteria and coliforms, preventing digestive problems,
as well as a slight variation in the height and depth of the lieberkuhn crypts, that can
improve the productive performance in rabbits based on better mucosal health and

greater absorption of nutrients.

Keywords: Propolis, rabbits, intestinal morphology, cecal pH, cecal microbiota
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La produccion cunicola en los ultimos afios ha sido ampliamente apreciada por su
principal aptitud carnica, alta prolificidad y répido engorde, lo cual contribuye al
incremento y desarrollo de esta actividad. EI consumo mundial de carne de conejo esta
ascendiendo progresivamente desde fines de la década de los 90, llegando en el afio
2004, a una produccion de 1 121456 toneladas de carne, que representa un incremento
del 14% respecto al 2003. Por otro lado, el estudio del mercado a nivel nacional revela
que las provincias con mayor produccion son: Tungurahua (50% del total nacional),
seguida por Pichincha, Chimborazo, Imbabura y Cotopaxi Moposita, (2014). Se
considera que en Tungurahua hay una oferta del producto de alrededor de 34 803 kilos
de carne por afio y una demanda de 67 378 kilos, es decir que esta satisfecha la demanda
en un 51.66% (Fiallos 2009).

La alimentacion en los conejos es generalmente a base de forrajes como alfalfa,
avena forrajera y maiz. Hoy en dia se incentiva la busqueda de estrategias alternativas
basadas en el uso de materias primas no convencionales para su alimentacion Capucho
et al., (2012). En la actualidad es una de las explotaciones pecuarias con mejor potencial
de produccion en nuestro pais, pues es una especie potencialmente productora de carne.
La crianza de conejos constituye una importante fuente de alimentacion nutritiva para la
poblacion de diferentes partes del pais. (Martinez, n.d.).

El propoleo proviene del griego, pro (antes) y polis (ciudad), y significa “defensas
antes de la ciudad” o “defensor de la ciudad” Pérez, M, (1987). El uso que las abejas le
dan al propoleo despert6 el interés por estudiar esta sustancia como alternativa para
tratar enfermedades de piel y de ojos. Ademas, de implementarlo como antioxidante y
suplemento alimenticio en las dietas de animales, entre otros. Este producto es colectado
por las abejas (Apis mellifera) de plantas, capullos y exudados de arboles Pefia, (2008).
Esta compuesto por resinas (50%), ceras (30%) y aceites esenciales (10%); asi como

proteinas (5%) y algunas vitaminas (5%), su calidad varia en cuanto a las sustancias que



lo componen, la zona geogréafica de recoleccion, condiciones climaticas, estado de la
colmena y a la alimentacion de las abejas. Asimismo, presenta diferentes colores, verde
pardo, rojo, castafo e incluso casi negro, dependiendo de su origen botéanico y su sabor
es amargo (Bedolla C; Ponce de Ledn, 2008).

Segun, Gidenne, T. (1996) los factores nutricionales pueden, actuar a dos niveles:
aportando nutrientes apropiados en cantidad y calidad de la flora cecal, asegurando una
correcta motilidad en el ciego y en transito del contenido en los restantes tramos del tubo
digestivo. La actividad microbiana cecal depende estrechamente del aporte de nutrientes,
ya hasta los 3 meses de edad.

Por tal razon, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto del propdleo
sobre las vellosidades intestinales y microbiota cecal en conejos (Oryctolagus

cuniculus).



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

En la actualidad, el propdleo despierta un gran interés en los apicultores, asi como
en cientificos a nivel mundial, ya que presenta una considerable actividad nutricional y
terapéutica Giral (2001). El propdleo posee excelentes cualidades fisicoquimicas y
organolépticas, gracias a la gran variedad de componentes como terpenos y flavonoides.
(Astudillo et al., 2000).

Milena & Diaz, (2016), Realizaron un estudio en pollos de engorde, comprobando el
efecto del propoleo y polen en el sistema inmunoldgico y ganancia de peso a la canal.
Tuvieron seis tratamientos con diferentes porcentajes de propdleo y polen. La
conclusion a la que llegaron fue que no existio diferencia significativa entre los
tratamientos, aunque se demostré el efecto en el sistema inmunoldgico, ya que los
animales no presentaron enfermedad y se desarrollaron de la misma manera que el

testigo que recibid plan de vacunacion, vitaminas y antibioticos.

Eyng et al., (2015), en su investigacion evaluaron, la suplementacion de extracto
etandlico de propdleos (EEP) en dietas de pollos de engorde, midiendo su respuesta
inmune (humoral y celular), el peso de 6rganos linfoides y hematologia. En este
experimento utilizaron 192 pollos (machos), criados en jaulas hasta los 21 dias de edad.
El disefio experimental fue completamente al azar con seis tratamientos, con diferentes
niveles de inclusion de EEP (0; 1 000; 2 000; 3 000; 4 000 y 5 000 ppm), con ocho
repeticiones y cuatro aves como unidad experimental. Los resultados comprobaron que
los niveles de EEP no influenciaron el conteo de linfocitos, basofilos, eosinéfilos, y una
actividad fagocitica de los macrofagos, nimero promedio de eritrocitos fagocitados y
produccion de 6xido nitrico no fueron alterados (P > 0,05). Concluyendo, que la
inclusién de 1 000 a 5 000 ppm de extracto etandlico de propoleo en la dieta inicial de
pollos de engorde no proporciond accion inmunoestimulante. Sin embargo, los pollos

que recibieron la inclusion de 3 000 ppm de EEP presentaron menor (P < 0,05)

3



porcentaje de monocitos, comparado con los pollos alimentados con el grupo control.
También, observaron que hubo aumento lineal (P<0,05) de los niveles de anticuerpos
séricos contra la enfermedad de Newcastle, al incrementar el nivel de EEP en la dieta.
No obstante, al comparar cada nivel de inclusion del extracto con el control no hubo
diferencias (P < 0,05).

Velazquez et al., (2015), evaluaron el efecto del propoleo y aceites de anacardo y
ricino sobre los indices productivos, ingestion de alimento, digestibilidad y células
sanguineas de toros jovenes. En su metodologia, los toros fueron alimentados con una
dieta control (CON) con ensilaje de sorgo (41% DM), maiz triturado, harina de soja,
glicerina, piedra caliza y sal mineral. ElI grupo suplementado con propdleo (PRO)
recibié 3 g/animal/dia en el concentrado. El grupo suplementado con aceites esenciales
(OIL) recibié 3 g/animal/d (1,5 g de anacardo + 1,5 g de aceite de ricino), afiadido al
concentrado. Sus resultados en el peso corporal final, promedio de ganancia diaria y
eficacia alimenticia fueron mejores para los toros jovenes alimentados con la dieta OIL.
Los propdleos o aceites esenciales no tuvieron efecto sobre el consumo de alimento y
digestibilidad. No hubo efecto de propoleos o adicidn de aceites esenciales en las dietas
con respecto a los valores medios de las células sanguineas. EI nimero de células rojas
sanguineas fue mayor en el Ultimo dia de experimentacion, mientras que el nimero de

células blancas sanguineas fue menor.

Lana et al., (2007), ejecutaron un trabajo de investigacion donde evaluaron la
inclusion de niveles crecientes de aceite y propéleo en la alimentacién de cabras
lecheras. Evaluaron el consumo de materia seca, nutrientes y parametros de
fermentacion ruminal, para este experimento se utilizaron seis cabras fistuladas en el
rumen (70 kg de PV). Los animales fueron alimentados con el mismo concentrado, los
cuales poseen el 67% de ensilaje de maiz y un 33% a base de maiz y de salvado de trigo,
en los cuales adicionaron extracto etandlico de propdleos (0; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 12,0
ml/animal/dia) y propoleo bruto molido (0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 y 6,0 g/animal/dia).
Observaron reduccién en el consumo de materia seca, aumento del pH y disminucion del
acetato ruminal, al mismo tiempo que aumentaron los niveles de grasa, proteina y

solidos totales en la leche. Ademas, de disminuir la produccion de gas, estimulando el



crecimiento microbiano ruminal y aumenta la digestibilidad de los carbohidratos

estructurales y solubles.

En un estudio realizado por Nassar et al., (2012) se propuso demostrar el efecto
positivo que tiene el extracto etandlico de propoleo egipcio administrado solo o en
combinacién con vacuna de Pasteurella multocida inactivada en conejos, para lo cual
utilizaron cincuenta y seis conejos de la raza Neo-Zelandia de 6-8 semanas de edad no
vacunados contra la pasteurelosis, se dividieron aleatoriamente en ocho grupos iguales:
el primer grupo se mantuvo como un control para el experimento, los otros grupos
recibieron diferentes tratamientos con extracto de propéleo, vacuna inactivada, y ambos.
Al final de la séptima semana, los animales fueron sometidos a un reto con una cepa
virulenta de Pasteurella multocida. Dos semanas mas tarde, se recogieron muestras de
diferentes 6rganos para el examen histopatoldgico. Los resultados fueron que los
conejos de los grupos tratados tanto con propdéleos como con la vacuna por diferentes
vias aparentaban estar sanos después de la inoculacién. De esta manera el extracto
alcohdlico de propoleo administrado en combinacién con la vacuna inactivada de
Pasteurella multocida, no posee efectos adversos sobre las condiciones generales de

salud, mejorando también la respuesta inmune en conejos.

Capucho et al., (2012) realizaron un estudio donde evaluaron el efecto del propéleo
brasilefio en el recuento de espermatozoides, morfologia del epididimo y estrés
oxidativo. Para el cual utilizaron cuarenta y ocho ratas adultas, los mismos que fueron
tratadas con 3, 6 y 10 mg / kg / dia de extracto acuoso de prépolis verde brasilefio
durante 56 dias durante el periodo del experimento se evalué parametros morfolégicos,
produccion de espermatozoides, nimero de espermatozoides en el epididimo y los
niveles de estrés oxidativo. Los resultados mostraron mayor produccion de
espermatozoides, mayor altura del segmento epididimo inicial y ninguna induccion de

estrés oxidativo en animales tratados.

Abdel, M, et al., (2013), evaluaron los efectos bioguimicos de algunos agentes
antiprotozoarios como propoéleos y toltrazuril, en el tratamiento de la enfermedad por
coccidias y sus efectos sobre ciertas enfermedades gastrointestinales relacionadas. Los

conejos se dividieron en cuatro grupos iguales cada uno de seis conejos, siendo el grupo



1 el control, los grupos 2, 3 y 4 fueron infectados con 40 000 oocistos esporulados de
Eimeria sp, para cada conejo. Los resultados obtenidos revelaron que la administracién
de oocistos esporulados de Eimeria sp, en conejos normales presentd una marcada
disminucion de amilasa, lipasa, gastrina, catalasa y GST, con un aumento de ALT, AST,
GGT, ALP y L-MDA en comparacion con el grupo control. El resultado del grupo
tratado con toltrazuril, fueron similares al grupo control, las heces se encontraban libres
de oocistos de Eimeria sp. Por otro lado, los conejos tratados con propéleo mejoran los
parametros productivos, y las heces de los conejos estaban libres de oocistos de Eimeria
sp. Ademas, de aumentar el apetito y el peso corporal adquirido.

El objetivo de este estudio, fue evaluar el efecto de diferentes promotores de
crecimiento, en la morfologia de la mucosa intestinal de pollos de engorde de 42 dias de
edad. Se utilizaron 36 pollos Cobb distribuidos en un disefio experimental aleatorio con
un arreglo factorial 3 x 3, con 3 fuentes de prebidticos y 3 probidticos en la
alimentacién, son 9 tratamientos con 4 repeticiones cada uno. Se observo una
interaccion significativa (P <0,01), entre la Altura de las vellosidades (VH) en todos los
segmentos intestinales, y en la profundidad de la cripta (CD) en el duodeno e ileon. En
la porcion del duodeno, se obtuvieron vellosidades superiores que en el grupo control,
con el uso unico de MOS + OA. Aunque, no existié diferencias de VH en el grupo
control y los alimentados con prebidticos. En el yeyuno, se obtuvieron las vellosidades
mas altas en el grupo control, por el uso de B. subtilis. En el ileon, las vellosidades mas
altas se obtuvieron con el uso individual de B. subtilis, y cuando MOS + OA o MOS se
utilizaron individualmente o en combinacion. En cuanto a CD del duodenal, se
observaron criptas mas profundas en el grupo control y en aquellos alimentados con B.
subtilis 0 MOS + OA. Las criptas méas profundas también se encontraron en el ileon del
grupo control y los alimentados con B. subtilis. También, se encontraron criptas mas
profundas individualmente o en combinacion con MOS + OA y con el uso individual de
MOS. Se llegdé a la conclusion, de que el uso de promotores fue beneficioso para
aumentar la altura de las vellosidades intestinales cuando Bacillus subtilis se utilizé en
combinacién con prebioticos. El otro promotor de crecimiento (MOS + OA, MOS vy el

pool bacteriano), pueden usarse individualmente en la mayoria de las situaciones. Los



promotores de crecimiento probados no influyeron en la densidad de las vellosidades

intestinales. (Pelicano et, al 2007).

Qureshi et al., (2016) mencionan que, las plantas herbaceas y sus productos
derivados se utilizan particularmente en muchos paises, ya que se los considera como
aditivos ideales para la alimentacion animal, debido a su efecto no residual y su
capacidad para influir en el ecosistema de la poblacidn bacteriana gastrointestinal en una
manera positiva. Se han reportado, que la hoja del diente de ledn y sus semillas tiene un
efecto positivo en términos de mejorar el rendimiento nutricional en pollos de engorde,
pero no existe mucha literatura disponible sobre su efecto en la histologia intestinal. Por
lo tanto, el presente estudio se lleva a cabo para averiguar el efecto de esta planta, ya sea
solo en combinacion con o sin tratamientos enzimaticos, en la histomorfologia del
higado y del intestino delgado. Para lograr el objetivo, se adquieren pollos de un galpén
con renombre, al séptimo dia los polluelos fueron pesados individualmente, distribuidos
aleatoriamente en 7 grupos de tres repeticiones, con 13 pollitos cada uno. Las aves del
grupo control recibieron dieta sin aditivo (T1), los otros fueron alimentados con dieta
basal suplementada con 0,5% de hoja de diente de ledn (T2), 1% de semilla de
fenogreco (T3), combinacion de 0,5% de hoja de diente de ledn y 1% de semilla de
fenogreco (T4), hoja de diente de ledn tratada con enzimas (0,5%) y fenol (1%) semilla
(T7). El estudio histomorfoldgico del higado y del intestino delgado se realizé entre
diferentes grupos de tratamiento. Los resultados revelaron la naturaleza hepato-
protectora de las hojas de diente de leén como de las semillas de fenogreco, combinadas
con o sin tratamiento enzimatico, en comparacion con el grupo control. Por otra parte,
las caracteristicas histomorfoldgicas del yeyuno, revelaron el efecto benéfico de las
hojas de diente de ledn y las semillas de fenogreco en las enzimas en la mucosa
intestinal en términos de infiltracion celular, la arquitectura de las vellosidades como en
su altura y relacion profundidad de criptas mejoraron la salud intestinal. En conclusién,
las hojas de diente de ledn y la semilla de fenogreco, tienen naturaleza hepato-protectora
y efecto benéfico sobre la morfologia intestinal, especialmente cuando se incluye con la

enzima en la dieta.

Sin embargo, Ayoola et al., (2015) realizaron un experimento en aves, donde las

suplementaron con enzimas exdgenas, las cuales buscan aliviar los efectos adversos de
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los factores anti nutricionales (ANF), sobre la digestibilidad aparente de nutrientes. Se
sabe poco sobre como afecta la salud intestinal, particularmente con el desarrollo
morfoldgico de la mucina entérica. Se elaboré dos ensayos para examinar el efecto de
suplementacion dietética de diferentes tipos de enzimas exdgenas, sobre la salud
intestinal del yeyuno y del adherente entérico ileal (capa de espesor de la mucina). El
suplemento dietético B-mananasa, redujo el ileal (804 frente a 823 ug/g, p < 0,05),
mientras que una mezcla comercial de xilanasa, amilasa y proteasa (XAP) redujo el
espesor de la capa de mucina adherente ileal (589 frente a 740 ug/g p <0,05), reduciendo
asi la aparente perdida enddgena de nutrientes. Ambos suplementos enzimaticos también
afectaron las caracteristicas morfoldgicas intestinales, en comparacion con el tratamiento
control, la suplementacion con B- mananasa dietética mejoro la punta del yeyuno y el
ancho (219 frente 161, p<0,05), ancho de la base (367 frente a 300, p<0,05). En
conclusion, la suplementacion dietética de las enzimas exdgenas, puede ayudar a aliviar
los efectos adversos de los ANF en la utilizacion de nutrientes, mediante la eliminacion
directa o indirecta de la irritacién de la mucosa quien estimula la secrecion de mucina

entérica.

Zavarize, S & Pezzato, (2012). Ejecutaron su investigacion, con el objetivo de
evaluar el desarrollo histo-morfoldgico, cambios en los diferentes periodos de ayuno
antes de la muestra de tejido en diferentes segmentos del intestino delgado (duodeno,
yeyuno e ileon) en polluelos machos de 7 dias de edad. Un disefio experimental
completamente al azar con un arreglo factorial 2x7, para lo cual se utilizé dos lineas de
pollos de engorde en crecimiento (Ross 308 y HyLine® W36) y siete periodos de ayuno
(0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 Horas), con seis repeticiones, con un total de 84 aves. Los pollitos
demostraron un desarrollo mas rapido del tracto digestivo. En el periodo de ayuno se
obtuvo cambios morfologicos en el higado, intestinos delgado e intestino grueso, de
ambos tratamientos. Por lo tanto, se debe tomar en cuenta que en estudios con pesos de

organos y morfometria intestinal, las aves no deben pasar por el ayuno.

Por otra parte, Souza, (2014) evalud el efecto de la reduccion de los nivel de
energia. Ademas, si la inclusion de xilanasa en la dieta mejora el rendimiento y la
morfometria de la mucosa intestinal en gallinas de dos a seis semanas. En total, se

distribuyeron 400 gallinas ponedoras (Hy-line W36), con un disefio completamente al
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azar en arreglo factorial 2 x 2 (Nivel de energia x inclusion de xilanasa), cumpliendo con
cuatro tratamientos, con 10 repeticiones y 10 aves por unidad experimental. Los
tratamientos fueron: control positivo (dieta equilibrada), control positivo + xilanasa,
control negativo (dieta con una reduccion de 100 kcal ME / kg), control negativo +
xilanasa. La ganancia de peso, conversion alimenticia, uniformidad y habitabilidad no
fueron influenciados por dietas con reduccion de energia metabolizable, incluyendo la
inclusion de xilanasa. Sin embargo, la adicion de xilanasa en las dietas di6 como
resultado, que la profundidad de criptas fue menor y obtuvo mayor largo de vellosidad
en el ileon. La reduccion de energia en la dieta asociada con la suplementaciéon de
xilanasa no influyd, pero aumento la ingesta de pienso a las 2 y 6 semanas de edad.
Dando como resultado que la incorporacion de xilanasa, reduce la profundidad de las

criptas en el ileon de las gallinas de 6 semanas de edad.

Aguavil, (2012). En este trabajo se estudiaron los efectos de la suplementacion de
probidticos sobre el pH del contenido de los cultivos, la morfometria del ileon y en el
nimero de enterobacterias en el ciego de los pollos de engorde. De las 120 aves
estudiadas, 60 pertenecian al grupo de prueba y 60 al grupo de control. A los 7, 12, 18,
23y 28 dias de edad, se pesaron los pollos y las raciones para determinar la mortalidad y
la morbilidad. A continuacion, se sacrificaron las aves y se midi6 el pH del contenido de
los cultivos, se recogieron fragmentos de ileon para analisis morfométrico, y se
cuantificaron las enterobacterias en el contenido cecal. EI pH medio fue menor en el
grupo que recibidé probidticos a los 7 y 18 dias de edad. No existio diferencias en el
consumo de raciones, peso, mortalidad y tasas de morbilidad. Los conteos de
enterobacterias fueron menores en los animales suplementados con probioticos, a los 7,
18 y 28 dias. La medida de la vellosidad del ileon fue mayor para el grupo tratado con
probidticos en todas las edades, excepto para el primer dia de edad, en comparacion con
el grupo control. Este trabajo demuestra que la suplementacion con probi6ticos, reduce
el pH del contenido de los cultivos a las edades de 1, 7 y 18 dias, y puede contribuir a la
reduccion de bacterias patdgenas en los primeros dias de vida, reduciendo la cantidad de
enterobacterias en el ciego. Ademas, los probidticos aumentan la altura de las

vellosidades del ileon.



Se estudi6 los efectos probidticos sobre el rendimiento del crecimiento,
caracteristicas de la canal, parametros sanguineos, microbiota cecal y respuesta inmune
en pollos de engorde. Doscientos pollos de un dia de edad fueron asignados a uno de los
cinco tratamientos (cuatro repeticiones de 10 aves por tratamiento): control y la misma
dieta de control suplementada con probidticos 0,005%, 0,01%, 0,015% y 0,02%. Los
probidticos en los piensos con niveles de 0,01% o méas aumentaron el peso corporal (+
12%) y el indice de conversion alimenticia (-5%) en comparacién con el grupo control.
No hubo efectos sobre los pesos de la canal, pero los pesos relativos de los muslos y las
alas mostraron respuestas lineales crecientes y decrecientes, respectivamente. El
contenido de glucosa y albumina en plasma sanguineo, aumento linealmente (de 167,1 a
200,5 mg dl-1 y de 1,70 a 3,25 g dlI-1), con el aumento de la suplementacién probidtica.
Los trigliceridos y los contenidos de colesterol fueron menores en los tratamientos con
probidticos (contenido promedio 71,3 y 125,3 mg dI-1 frente a 92,6 y 149,9 mg dl-1 en
el testigo). Los probioticos disminuyeron los recuentos de Escherichia coli cecal, pero
no tuvieron efectos en los 6rganos relacionados con la inmunidad ni en la respuesta
inmune. Las tendencias lineales, positivas 0 negativas, observadas en muchos de los
parametros estudiados, sugieren que se necesitan mas estudios para establecer la
concentracion Optima de probidticos en la alimentacion de pollos de engorde.
(Pourakbari, Seidavi, Asadpour, & Martinez, 2016).

2.2 CATEGORIAS FUNDAMENTALES
2.2.1 Propdleo

Es una resina de composicién compleja y consistencia viscosa, producto del trabajo
metabdlico de las abejas. Entre su composicion se destaca los flavonoides, los acidos
fenolicos, &cidos aromaticos y sus ésteres. Los materiales colectados son triturados,
humedecidos y mezclados con cera. En estado fresco tiene una textura resinosa, cuando
ha permanecido mas de cinco meses presenta una textura quebradiza. La colmena usa el
propdleo con fines defensivos y estructurales, ya que mantiene la colmena libre de
bacterias y hongos patégenos, actiia como soporte para cubrir rendijas y agujeros, lo cual
regula la temperatura al interior de la colmena. (Pefia,R. 2008).
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Un estudio realizado por Cabriales et al., (2013), muestra las propiedades del
propdleo, entre los que se destacan: Resinas y balsamos aromaticos 50-80%, aceites
esenciales y otras sustancias volatiles (4,5 a 15%), ceras (12-15%), polen (5-11%),
flavonas, flavonoides, flavononas, dihidroflavonas, &cido linoleico, vitaminas A, B1, B2,
B6, C, E, acido nicotinico, acido pantoténico, cobre, manganeso, magnesio, niquel,

plata, silicio, vanadio, zinc.

Actividad antioxidante del propdleo.

Es un producto natural colectado por las abejas a partir de los exudados de las
plantas, es ampliamente utilizado en la medicina tradicional por sus reconocidas
propiedades terapéuticas. En este estudio se determina el contenido de flavonoides,
fenoles totales y la actividad antioxidante in vitro, la cual es establecida empleando las
técnicas de captura de los radicales libres, asi como la capacidad reductora del hierro. Se
demostr6 que la actividad antirradical varia entre 33,9 £ 9,7 y 455,5 + 7,8 umol TE/g de
extracto etanolito de propoleo. Los resultados muestran una reaccion positiva de su

capacidad antioxidante. (Duran, P. 2009)

Actividad antibacteriana y antifangica del propéleo

El propdleo un producto natural elaborado por las abejas meliferas (Apis mellifera) a
partir de los brotes y exudados de diferentes plantas, se ha empleado en la medicina
tradicional desde tiempos ancestrales, debido a sus propiedades bioldgicas. La
composicion quimica de este producto de la colmena es altamente compleja y
dependiente de la vegetacién circundante al sitio de recoleccion. En este trabajo, se
evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas, la actividad antifungica y antibacteriana del
propdleo, colectado en el municipio de La Unidn (Antioquia, Colombia). Los resultados
del analisis fisicoquimico del propdleo fueron: punto de fusion 67-68 °C; sustancias
extractables con hexano 74,32 + 0,90%; resinas solubles en etanol 14,08 + 2,24%;
residuos insolubles 10,47 + 0,84%; pérdidas por calentamientol,82 + 0,32%; cenizas

0,16 £ 0,01%, y el indice de oxidacion 8,0 £ 3,0. La evaluacion de la actividad
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antiflngica, contra los hongos Colletotrichum gloeosporioides, C. acutatum, Aspergillus
sp. y Penicillium sp., y de actividad antibacteriana, contra Bacillus subtilis (esporulada),
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella tiphy, demuestran un efecto
moderado del propdleo en la inhibicion del crecimiento del microorganismo. El analisis
mediante cromatografia de gases espectrometria de masas (CG-EM), permitié la
deteccion de acidos grasos, sus ésteres, esteroides y diterpenos (Fisicoquimica et al.
2010).

- Actividad antiinflamatoria del propéleo.

El extracto de etanol de propdleo suprimid la generacion de prostaglandina vy
leucotrienos in vitro, durante enzimas inducida por la inflamacion peritoneal aguda in
vivo Mirzoeva, G. (1997). El propdleo suprimié significativamente la via de la
lipoxigenasa, del metabolismo del &cido araquidonico durante la inflamacion in vivo

(Cayuela and Serrano 2003).

2.2.2 Parametros productivos.

- Vellosidades intestinales y criptas de Lieberkuhn.

Si se examina de cerca la superficie luminar del intestino delgado es similar a
terciopelo, debido a que esta cubierta por millones de pequefias proyecciones llamadas
vellosidades. Las vellosidades son la caracteristica mas obvia de la mucosa, la cual
alberga una poblacion dinamica, de células epiteliales que incluye células secretoras,
células endocrinas y las células epiteliales de absorcién maduras, las cuales toman los
nutrientes de la luz y los transportan a la sangre cumpliendo con la funcién bésica del
aparato digestivo. Las vellosidades, estan formadas por enterocitos maduros, las cuales
facilitan la absorcion y ocasionales células que secretan moco. Los enterocitos viven
solo por pocos dias, mueren y se descaman a la luz para ser parte del contenido
intestinal. Las criptas (de Lieberkuhn) son invaginaciones del epitelio alrededor de las
vellosidades, y estdn cubiertas con células epiteliales mas jovenes las cuales estan

implicadas primariamente en secrecion. Hacia la base de las criptas estan las células
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madre, las cuales continuamente se dividen y proveen la fuente de todas las células

epiteliales en las criptas y en las vellosidades (Vasquez, C. 2012).

- pH cecal.

La acidez del medio interno del ciego y del colon es un hecho que se produce
normalmente en el conejo, pero que no se da en otras especies animales. La mayor parte
de las especies animales tienen el intestino con un pH neutro o ligeramente alcalino, no
ocurriendo asi en el conejo, cuyo intestino posterior tiene curiosamente una reaccién
acidulada. La regulacién del pH no se produce mediante secreciones, sino que es la
propia flora normal la que regula las condiciones del medio para controlar el desarrollo
de las bacterias patdgenas, por lo general minoritarias y vestigiales en condiciones de
sanidad digestiva. La reaccion acida del ciego es excepcional entre las especies, el
conejo silvestre presenta habitualmente un pH entre 5,7 y 6,0, a base de la presencia de
acidos grasos volatiles generados por la actividad de la propia flora, metabolizando las
fracciones fibrosas, poli-isosacaridos, etc. Los acidos grasos generados en el ciego y
colon son reguladores del pH, y a la vez elementos nutritivos asimilados como tales.
(Lleonart, F. 1999)

- Enterobacterias y Coliformes totales

La familia Enterobacteriaceae constituye un grupo grande y heterogéneo de
bacterias gramnegativos. Reciben su nombre por la localizacién habitual como
saprofitos en el tubo digestivo, aunque se trata de gérmenes ubicuos, encontrandose de
forma universal en el suelo, el agua y la vegetacion. Asi como formando parte de la flora

intestinal normal de muchos animales ademas del hombre. (Rodriguez & Garcia, 2010).

La denominacion genérica “coliformes” designa a un grupo de especies bacterianas
que tienen ciertas caracteristicas bioquimicas en comdn e importancia relevante como
indicadores de contaminacion del agua y los alimentos. Coliformes, significa con forma
de coli, refiriendose a la bacteria, Eschericha coli, descubierta por el bacteriélogo
aleméan Theodor VVon Escherich en 1860 (Mufioz, M. 2009).
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Densidad intestinal

Se estudié la densidad del intestino (peso/longitud) en conejos sin raza definida, se
realizd con 34 conejos adultos de 94 dias de edad todos con el mismo régimen
alimenticio, los resultados obtenidos fueron un promedio de 23,11 *+ 1,66 cm, el analisis
estadistico no demostro diferencia significativa relativa al sexo. (Amorim, M. et, al.
2002).

2.2.3 Conejos

El conejo comun o europeo (Oryctolagus cuniculus) pertenece al orden
Lagomorpha. Su principal aptitud productiva es la cérnica, pues su elevada prolificidad
y la brevedad de sus ciclos reproductivos y de engorde le confieren un gran potencial de
produccion. El cebo o engorde es el periodo comprendido entre el destete y el sacrificio.
La edad de sacrificio mas frecuente es de unos y dos meses, lograndose pesos vivos
medios de alrededor de 2 - 2,2 kg cuando se utilizan lineas selectas. No conviene
prolongar el cebo mas all4 de esta edad porque empeora el indice de conversion y se
obtienen canales mas grasas. En consecuencia, la duracion del cebo esta comprendida en
la mayoria de las granjas industriales entre 25 y 32 dias, al practicarse el destete

semiprecoz (Gonzalez and Caravaca 2003).

En la tabla 2, se sefialan algunos requisitos ambientales para el alojamiento de

conejos.

Tabla. 1. Requisitos ambientales en los alojamientos cunicolas

Parametros Maternidad Engorde
Temperatura, (°C) 16-20 19-22
Humedad relativa, (%) 60-70 60-70

Fuente: (Gonzalez y Caravaca 2003)
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- Fisiologia digestiva cecal de los conejos

La fisiologia cecal del conejo muestra un problema especifico en la patologia
digestiva relacionada con la nutricién. En este momento, uno de los principales objetivos
de los investigadores sobre el metabolismo cecal del conejo, es el de conocerlo y
descubrir la influencia de la actividad de la flora microbiana que juega un papel
importante en la aparicion de problemas digestivos, originados por inadecuado aporte
nutritivo. Por otro lado, el ciego participa en la digestion de los nutrientes. Siendo el
lugar donde se produce una mayor degradacion y fementacién de la fibra. Por ejemplo,
en los conejos adultos la absorcién de los acidos grasos volatiles puede representar el
30% del metabolismo basal.

La actividad fermentativa de las bacterias varia de acuerdo a un ritmo diario,
produciéndose una baja concentracion de acidos grasos volatiles (menos del 25%)
durante el periodo en el que se realiza la cecotrofia, con respecto al alto nivel que
alcanzan durante la fase de excrecion de las heces duras. Recientemente, estos datos han
sido confirmados in vivo, aunque los cambios durante el dia en el proceso fermentativo
difieren entre los conejos adultos y los gazapos de 6 semanas, lo que indica que no se
pueden extrapolar los datos obtenidos en adultos a los gazapos. Este comportamiento de
la actividad fermentativa cecal a lo largo del dia coincide con un ritmo similar de
absorcién y metabolicién de los &cidos grasos volatiles. EI metabolismo ceco-célico del
agua Y electrolitos se encuentra igualmente bajo el control de la cecotrofia (Gidenne, T.
1996).

15



CAPITULO 111

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS ALTERNATIVA

El propoleo estimula positivamente las vellosidades intestinales y mantiene la

integridad de la microbiota y pH cecal.

3.2 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del propdleos sobre las vellosidades intestinales y microbiota

cecal en conejos (Oryctolagus cuniculus).

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar los niveles de administracion (25 mg/diario, 37,5 mg/diario) de
propodleo sobre los indices morfoldgicos: alto de las vellosidades, profundidad de
las criptas de Lieberkuhn del duodeno y densidad intestinal.

Determinar los niveles de administracion (25 mg/diario, 37,5 mg/diario)
de propdleo sobre el pH cecal.

Establecer los niveles de administracion (25 mg/diario, 37,5 mg/diario) de

propdleo sobre enterobacterias y coliformes en la microbiota cecal.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1UBICACION DEL ENSAYO

El trabajo de investigacion se realizo en las instalaciones de la Granja de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias, ubicada en el sector Querochaca, de la parroquia “La
Matriz” del canton Cevallos provincia de Tungurahua, cuyas coordenadas geograficas
corresponden a: 1°25°0"" Sur (latitud) y 78° 36°20"" Oeste (longitud), a una altitud de 2

850 msnm.

4.2CARACTERIZACION DE LUGAR.
Las condiciones meteoroldgicas del lugar en donde se realizo el proyecto son las

siguientes:

Tabla 2. Condiciones meteorologicas

Parametros Promedio
Intensidad maxima de precipitacion (mm/hora) 07,10
Humedad relativa, (%) 87,39
Viento, (km/h) 12,00
Temperatura, (°C) 13,70

Fuente: INAMHI (2013).

4.3 EQUIPOS Y MATERIALES
4.3.1 Material experimental

36 Conejos mestizos (NZxC)

Extracto de propdleo con propilenglicol.

4.3.2 Otros Materiales

e Jaulas
o« Comederos

o Bebederos

17



Palas

Carretilla
Desinfectante
Balanceado
Forraje

Tubos tapa roja
Fundas

Guantes de manejo
Gradillas

Tubos de ensayo
Gasas

Pipetas de 10, 100, 1000 uL
pHmetro

Balanza

Cinta métrica

Tijeras

Reactivos

Solucion etandlica
Propilenglicol
Formol al 10%
Solucién Salina

Placas Petrifilm

Equipos

Balanza de precisién
Microscopio

Incubadora
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4.4 FACTORES DE ESTUDIO
- TO: solucién de propilenglicol
- T1: 25 mg de solucidn de propdleo en propilenglicol.

- T2:37,5 mg de solucidn de propdleo en propilenglicol.

4.5 TRATAMIENTOS.

Se evaluaron tres tratamientos con diez repeticiones para todas las variables, los cuales

se presentan en la tabla 3.

4.6 DISENO EXPERIMENTAL.

El disefio experimental que se utilizo fue completamente al azar (DCA). Se realizo
el andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) y la prueba de significacion TUKEY
5%. Para comparar grupos de tratamientos se utilizé el método de contrastes ortogonales

y al igual que Kruskal - wallis como método no paramétrico.
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Tabla 3. Numero de tratamientos, repeticiones y nimero de animales distribuidos.

N° Tratamientos N° Repeticiones N° de animales

R1

TO R2
Solucioén de R3
propilenglicol R4

(0,75 ml) R5

R6

R7

R8

R9

R10

[EEN

R1

R2

R3

T1 Solucién de Propéleo R4
25 mgen R5
propilenglicol 0,75 R6

ml R7

R8

R9

R10

Solucién de Propéleo R1

T2 37,5mgen R2
propilenglicol 0,75 R3

ml. R4

R5

R6

R7

R8

R9

R10

PR RPRRPRRPRPRRPRRPRPRPERRPRPRPRPRPRRPREPRPRRERRPRRPRPRPRERRLRRER

4.7 VARIABLES RESPUESTA.
Administracion de los tratamientos

La alimentacién fue la misma para todos los tratamientos. La composicion quimica
de las dietas se presenta en la tabla 4.

La administracion de propdleo cambiara para cada tratamiento, en T1 se administrd
0,5 cc de solucién (25 mg propdleo) y 0,25 cc de propilenglicol; la dosificacion fue via

oral con ayuda de una jeringa en las mafianas antes de la alimentacién, para T2 0,75cc
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(37,5 mg de propdleo/propilenglicol) y para el tratamiento TO solo utilizamos 0,75 cc de
propilenglicol.

El experimento duro 45 dias, teniendo en cuenta que el efecto aditivo en esta
especie, se expresa mejor en la etapa de “pico de crecimiento”, ya que las patologias de
tipo digestivo son las mas comunes, en el pre-destete. Para esto realizamos una

adaptacion a las condiciones de alojamiento y alimentacion durante 7 dias.

Tabla 4. Composicion quimica de la dieta

Sustratos To
Afrecho de trigo 22,1
Maiz 18,3
Soya 10,09
Alfarina 41,3
Aceite de palma 3,8
Melaza 3,8
Fosfato 0,96
Metionina 0,19
Lisina 0,19
Sal 0,4
Vitaminas 0,09
Total Kg 100
Composicion quimica %

MS 90,3
MO 95,4
PC (%) 16,47
FDN (%) 35,06
Energia (cal/g) 4114,36
Cenizas 0,041

MS: Materia seca, MO: Materia organica, PC: Proteina cruda, FDN: Fibra detergente neutral.

4.7.1 Vellosidades intestinales y criptas de Lieberkuhn.

Se colectd 3 cm del intestino delgado (duodeno). Esta muestra fue lavada con agua
destilada y fijada con formol al 10 % durante 48 horas y posteriormente transferida a
soluciones con concentraciones crecientes de alcohol, 70,80 y 90%, durante 6 horas en
cada contenedor, concluyendo de esta manera el proceso de deshidratacion. Seguido se
utilizo xiol, durante treinta minutos, durante la impregnacion del xiol se sustituye por

parafina fundida en una estufa de cultivo a 60°C, una vez impregnado, el tejido se coloca
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en un papel a temperatura ambiente, obteniendo los bloques del tejido intestinal. Los
cortes de los bloques fueron hechos en un micrétomo con un espesor de 5 um y las
laminas obtenidas fueron trasferidas al equipo termostatico a 40°C, posteriormente
distendidas en medio acuoso para colocar con ayuda de un cincel en el portaobjetos.
Para la coloracién, las ldminas deben ser desparafinados en una estufa a 60° C por 30
minutos y colocados en contenedores de xiol (5 minutos), luego sumergimos en solucién
decreciente de alcohol a 90, 80, 70 %. Los cortes fueron coloreados por la solucién
acuosa de hematoxilina durante un minuto y medio y dejados en agua comdn por cinco
minutos. Posteriormente, fueron puestos en solucién eosina por tres minutos e hidratadas
nuevamente. Una nueva deshidratacion se realiza con solucion creciente de alcohol, por
dos minutos cada una y durante 5 minutos en xiol. Se recubre la ld&mina con resina
(balsamo), para poder recubrir con el cubreobjetos. Para evaluar la altura de la
vellosidad, profundidad de la criptas se realiz6 mediante microscopia electrénica segun
(Simas, et al,. 2016).

4.7.2 pH cecal.

Inmediatamente eviscerado los conejos se tomo el ciego, en el cual se realizé una

incision en la porcidn caudal del apéndice vermiforme, y se colocé un medidor de pH.

4.7.3 Conteo de enterobacterias y coliformes.

Se obtuvo muestras del contenido cecal, un gramo, las cuales fueron colocadas en
nueve mililitros de solucion salina estéril. Preparamos 4 tubos de ensayo con 9 mililitros
de solucidn salina cada una, rotulamos los tubos (107, 102, 103, 10#), con ayuda de las
pipetas, tomamos un mililitro de muestra (102), y traspasamos al tubo de ensayo (107,
homogenizamos, tomamos un mililitro y colocamos en el siguiente tubo (107%), de igual
forma homogenizamos y realizamos el mismo procedimiento hasta el tubo (10™).
Colocamos en una superficie plana las placas 3M™ Petrifilm™ para

Enterobacteriaceae y Coliformes, levantamos el film superior y con ayuda de una pipeta
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colocamos en una forma perpendicular un mililitro de muestra (10%) en el centro,
bajamos el film superior con cuidado, evitando introducir burbujas de aire, ejercemos
presion sobre las placas con ayuda del aplicador y esperamos un minuto hasta que el gel
se solidifique. Colocar en la incubadora no més de 20 placas cara arriba, durante 24
horas a 37 °C. Utilizamos un contador de colonias, se cuenta las colonias rojas con gas o
sin gas (coliformes), las enterobacterias producen colonias rojas con zonas acidas de

color amarillo. (Torres, M, 2003).

4.7.4 Densidad Intestinal

Se evisceraron a los conejos, cortamos el intestino delgado desde el piloro hasta la
valvula ileocecal obteniendo el duodeno, yeyuno e ileon, también se pesé porciones
intestinales vacias. Se colocd sobre un plano horizontal y se midié con ayuda de una
cinta métrica su longitud, este se realizd dentro de las 5 primeras horas después del
sacrificio. (Amorim, M, et al, 2002).

4.8 PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

El programa estadistico utilizado para el procesamiento de la informacion fue SPSS
v.23, 2017. Para las variables de distribucién normal ANOVA vy para la variable de
conteo de UFC en bacterias Kruskal Wallis.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 RESULTADOS Y DISCUSION.
5.1.1 Vellosidades intestinales

Alturay profundidad de las criptas de Lieberkuhn.

Se pudo determinar que no existe diferencia estadistica entre los tratamientos
analizados, éstos resultados difieren con lo manifestado por Castilloy Pacheco, (2016),
quienes en lo referente a morfologia intestinal encontraron diferencia significativa a los
42 dias de edad en la altura de la vellosidad en pollos de engorde suministrando
propdleo en la dieta (tabla 5). Sin embargo, se puede apreciar un ligero incremento entre
el tratamiento T2 respecto al control, el tratamiento de dosis intermedia posee menos
altura en las vellosidades lo cual puede asociarse a las diarreas sufridas por este grupo,
resultado obtenido por Diaz, P y Saquinga, R., (2017). Probablemente esto se deba a que
se produce una disfuncion electrolitica, produccion de enterotoxinas, y como
consecuencia, un aplanamiento de las vellosidades y destruccion de la funcion celular
normal. (Riverén C, 1999).

Tabla 5. Comparacion de la Altura y profundidad de criptas de Lieberkuhn del yeyuno

en conejos tratados con EEP.

TO Tl T2 CV EE  p-valor
Altura (mm) 0,95 0,89 1,00 1251 0,04 0,1237
Profundidad (mm) 0,11 0,12 0,12 1595 0,01 10,3208

E.E: error estandar de la media. . CV: coeficiente de variacién. TO: propilenglicol. T1: prop6leo 25 mg.
T2: propéleo 37,5 mg. ANOVA.
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5.1.2 pH cecal

Los resultados obtenidos muestran que la aplicacién de EEP no modifico el pH del
contenido cecal, manteniéndose dentro de los pardmetros registrados para la especie.
Aunque, se observd un ligero incremento en los grupos tratados (tabla 6), lo cual
concuerda con Coloni et al., (2007) que obtuvo como resultado que los pH cecales de los
conejos fueron similares entre tratamientos T1 (6,63), T2 (6,54), T3 (6,52), T4 (6,58);
cuando se suministro extracto etandlico de propdleo (EEP) por via oral junto con una
dieta de crecimiento. Esto se debid posiblemente a la presentacion de diarreas en el
grupo T1 (Diaz, P. y Saquinga, R., 2017), que permitieron el paso acelerado de fibra y
proteina al ciego, contribuyendo un aumento de pH , Anon, (1994) provocando ademas

una disfuncién electrolitica y destruccién de la funcion celular normal (Riverén, C 1999)

Tabla 6. Comportamiento del pH cecal en conejos tratados con EEP.

, Tratamientos
Parametro To T1 T cvV EE  p-valor

pH 6,62 6,74 6,70 2,12 0,04 0,1427

EE: error estandar de la media. . CV: coeficiente de variacion. TO: propilenglicol. T1: prop6leo 25 mg.
T2: propéleo 37,5 mg

5.1.3 Densidad intestinal

La densidad intestinal no muestra significancia estadistica en su comportamiento
entre grupos, esto estd en correspondencia con lo obtenido por algunos investigadores
que realizaron mediciones intestinales en 34 conejos sin raza definida, sometidos todos a
un mismo régimen alimenticio (Marleyne. J y Valdemoro, 2002). Aunque el tratamiento
de menor dosis muestra una mayor densidad, podria deberse a que el EEP modula al
sistema inmunoldgico segun Eyng et al. (2014), penetrando los antigenos luminales en la

mucosa intestinal y alcanzar el GALT (Tejido linfoide asociado al intestino); la
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membrana apical presente en la células M que se encuentran en las placas de peyer
adhieren y captan las macro moléculas (Ramiro, P., et al. 2008). Todo esto hace que
aumente la densidad intestinal como respuesta a alteraciones inflamatorias y de defensa

en general.

Tabla 7. Densidad intestinal en conejos tratados con diferentes niveles de EEP en la

dieta.

, Tratamientos
Parametro To T1 T2 cvV EE p-valor

Densidad 0,17 0,19 0,17 16,48 0,01  0,0299

EE: error estandar de la media. . CV: coeficiente de variacion. TO: propilenglicol. T1: prop6leo 25 mg. T2: propéleo 37,5 mg

5.1.4 Recuento de enterobacterias y coliformes

Se puede apreciar una reduccion significativa de las unidades formadoras de
colonias (UFC/g) tanto de enterobacterias como coliformes totales en los dos grupos
tratados T1 (25 mg), T2 (37 mg) con respecto al tratamiento TO. En una investigacion
realizada por Diaz y Rios, (2017), de muestra su efecto bacteriostaticos, al enfrentar al
EEP (in vitro) frente a Salmonella enteritidis ATCC 13076, Eschericha coli ATCC
25922 y Klebsiella pneumoniae ATCC 33495, donde su efecto inhibitorio fue mejor en
concentraciones de (5%, 10%, 7,5%); a medida que aumenta la concentracion del EEP
no hubo efecto inhibitorio. Teniendo en cuenta, que la salud intestinal depende de su
mecanismo metabdlico (microbiota) y su alteracion puede ocasionar perturbaciones
digestivas Castillo y Pacheco (2016). La reduccién bacteriana presente en los grupos
tratados con EEP (tabla 8 y 9), tuvo un efecto benéfico, ya que en una investigacion
previa donde se evaluaron 36 conejos (NZxC), obtuvieron resultados significativos en la
ganancia de peso y conversion alimenticia al suministrar 37 mg/dia de EEP (T2), en
forma oral con respecto al grupo TO y T1 (Diaz, P. y Saquinga R., 2017).
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Tabla 8. Evaluacion de Enterobacterias en conejos tratados con diferentes

concentraciones de EEP.

Medias Rangos Nivel significacion
Grupos UFC/g (D.E) promedios p<0.05
T0 7,26 x 10° (2,23 x 10°) b 22,55 S
T1 6,12 x 10° (2,45 x 10°) a 12,00 S
T2 5,58 x 10° (0,88 x 10°) a 13,68 S

TO: propilenglicol. T1: propéleo 25 mg. T2: propéleo 37, 5 mg. (Kruskal Wallis) (x10°)

Tabla 9. Evaluacion de Coliformes en conejos tratados con diferentes concentraciones

de EEP.
Medias Rangos Nivel significacion
Grupos UFC/g (D.E) promedios p<0.05
T0 6,25 x 10° (1,89 x 10°) b 23,25 S
T1 5,03 x 10° (1,85 x 10% a 10,20 S
T2 4,84 x10°(1,01x 10° a 14,68 S

TO: propilenglicol. T1: propdleo 25 mg. T2: propéleo 37, 5 mg. (Kruskal Wallis) (x10°)
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CAPITULO VI
6.1 CONCLUSIONES

Se determind que la inclusién de propdleo a dosis de 37,5 mg/dia, provocé un ligero
aumento de la altura y la profundidad de las vellosidades intestinales, aunque
estadisticamente no fue significativo. La densidad intestinal no tuvo diferencias entre
tratamientos, mostrandose ligeramente superior en el tratamiento con menor dosis,
probablemente a causa de diarreas presentadas en este grupo al momento de la toma de
muestra.

Las diferentes dosis no produjeron cambios sustanciales en el comportamiento del
pH cecal observandose los valores dentro de los parametros normales con una ligera
tendencia a alcalinizacion.

El presente ensayo muestra que, la adicion de 25 mg/dia y 37,5 mg/dia de extracto
etanodlico de propdleo disminuye significativamente la poblacion de enterobacterias y

coliformes.
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6.3 ANEXOS

Anexo 1. Analisis de varianza de Altura y Profundidad intestinal

Medida V.I Altura (mm)

Variable N R2 R2?2 A3 CV
Medida V.I Altura (mm) 31 0,06 0,00 27,00

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratmiento 0,12 2 0,06 0,87 0,4311
Error 1,86 28 0,07
Total 1,98 30
Variable N R? R? Aj CV

Medida V.I profundidad cri.. 31 0,05 0,00 18,39

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratmiento 6,1E-04 2 3,1E-04 0,69 0,5089
Error 0,01 28 4,4E-04
Total 0,01 30

Anexo 2. Prueba de significacion de Tukey al 5% para Altura y Profundidad
Intestinal

ALTURA

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,28096
Error: 0,0665 gl: 28

Tratmiento Medias n E.E.

0,00 0,90 10 0,08 A
1,00 0,92 10 0,08 A
2,00 1,04 11 0,08 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Profundidad

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,02288
Error: 0,0004 gl: 28

Tratmiento Medias n E.E.

0,00 0,11 10 0,01 A
2,00 0,11 11 0,01 A
1,00 0,12 10 0,01 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 3. Prueba de contraste para Altura y Profundidad intestinal

Contrastes

Propoleo Contraste E.E. SC gl CM F p-valor
Contrastel 4,06E-03 0,01 1,1E-04 1 1,1E-04 0,26 0,6173
Contraste?2 -0,02 0,02 5,1E-04 1 5,1E-04 1,16 10,2912
Total 6,1E-04 2 3,1E-04 0,69 0,5089

Coeficientes de los contrastes
Propoleo Ct.1 Ct.2

0,00 -1,00 1,00
25,00 0,00 -2,00
37,50 1,00 1,00

Anexo 4. Analisis de varianza de Peso y Longitud intestinal

Variable N R? R?2 Aj CV
Peso V (gr) 31 3,4E-04 0,00 20,92

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratmiento 1,16 2 0,58 4,7E-03 0,9953
Error 3433,24 28 122,62
Total 3434,40 30

Variable N R?2 R? Aj CV

Longitud (cm) 31 0,09 0,03 24,17

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratmiento 15687,37 2 7843,68 1,43 0,2562
Error 153560,18 28 5484,29
Total 169247,55 30
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Anexo 5. Prueba de significacion de Tukey al 5% para Peso y Longitud intestinal

Peso

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=12,06611
Error: 122,6157 gl: 28

tratmiento Medias n E.E.

2,00 52,68 11 3,34 A
1,00 53,07 10 3,50 A
0,00 53,08 10 3,50 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Longitud

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=80,69646
Error: 5484,2922 gl: 28
Tratmiento Medias n E.E.

1,00 274,20 10 23,42 A
0,00 317,40 10 23,42 A
2,00 325,73 11 22,33 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 6. Prueba de contraste para Peso y Longitud intestinal

Contrastes

Propoleo Contraste E.E. SC gl CM F p-valor
Contrastel 8,33 32,36 363,23 1 363,23 0,07 0,7988
Contraste?2 94,73 56,93 15185,51 1 15185,51 2,77 00,1073
Total 15687,37 2 7843,68 1,43 0,2562

Coeficientes de los contrastes
Propoleo Ct.1 Ct.2

0,00 -1,00 1,00
25,00 0,00 -2,00
37,50 1,00 1,00
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Anexo 7. Analisis de varianza de pH cecal

Variable N R? R? Aj CV
pH 31 0,13 0,07 2,12

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
tratmiento 0,08 2 0,04 2,09 0,1427
Error 0,56 28 0,02
Total 0,64 30

Anexo 8. Prueba de significacion de Tukey al 5% para pH cecal

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,15422
Error: 0,0200 gl: 28
Tratmiento Medias n E.E.

0,00 6,62 10 0,04 A
2,00 6,70 11 0,04 A
1,00 6,74 10 0,04 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 9. Prueba de contraste para pH cecal

Contrastes

Propoleo Contraste E.E. SC gl CM F p-valor
Contrastel 0,09 0,06 0,04 1 0,04 2,01 0,1675
Contraste?2 -0,16 0,11 0,05 1 0,05 2,28 10,1421
Total 0,08 2 0,04 2,09 0,1427

Coeficientes de los contrastes
Propoleo Ct.1 Ct.2

0,00 -1,00 1,00
25,00 0,00 -2,00
37,50 1,00 1,00
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Anexo 10. Andlisis de normalidad Enterobacterias y coliformes

Tratamientos Kolmogorov - Smirnov Shapiro - Wilk
Enterobacterias | Estadistico Gl Sig. Estadistico al Sig.
TO 0,270 10 0,037 0,704 10 0,001
T1 0,316 10 0,005 0,623 10 0,000
T3 0,162 11 0,200* 0,938 11 0,492
*Estos es un limite inferior de la simplificacion verdadera, a. Correccién de significacion de Lilliefors
Tratamientos Kolmogorov - Smirnov Shapiro - Wilk
Coliformes | Estadistico Gl Sig. Estadistico al Sig.
T0 0,369 10 0,000 0,602 10 0,000
T1 0,406 10 0,000 0,565 10 0,000
T3 0,189 11 0,200* 0,887 11 0,129

*Estos es un limite inferior de la simplificacién verdadera, a. Correccién de significacion de Lilliefors

Anexo 11. Prueba de Kruskal Wallis Enterobacterias y Coliformes

Tratamiento Coliformes | N | Rango Promedio
T0 10 23,25
T1 10 10,20
T2 11 14,68
Total 31
Tratamiento N Rango Promedio
Enterobacterias
T0 10 22,55
T1 10 12,00
T2 11 13,68
Total 31
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Anexo 12. Preparacion del propoleo y obtencion de extracto

Anexo 13. Preparacion de las Instalaciones FCAGR
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Anexo 14. Toma de pesos iniciales.

Anexo 15. Administracion del extracto
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Anexo 16. Elaboracion del balanceado

Anexo 17. Recoleccidon de muestras para histologia.

—
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Anexo 18. pH cecal
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Anexo 20. Andlisis de histologia altura intestinal
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Anexo 21. Andlisis de histologia profundidad de las criptas de Lieberkuhn
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CAPITULO VII

7.1PROPUESTA

“Implementar el propdleo en la produccion cunicola”.

7.2 DATOS INFORMATIVOS

Las instituciones involucradas en la presente propuesta sera la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, Carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia, explotaciones caniculas y
apicultores de la provincia de Tungurahua, como responsables de circular los resultados

obtenidos en la investigacion, para que sean beneficiados con el aporte terapéutico del
propoleo.

7.3ANTECEDENTES DE LA PROPUESTA

Al administrar propoleo a dosis de 37,5 mg, se obtuvo un ligero aumento en la altura
de las vellosidades y en profundidad de las criptas de Lieberkung. Lo cual mejora la

absorcion de nutrientes, y posiblemente también se obtenga resultados estadisticamente
significativos si se aumenta la dosis.
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7.4 JUSTIFICACION
Desde 1960, se ha utilizados como promotores de crecimiento a los antibidticos,
siendo un aliado muy importante para mejorar los rendimientos productivos y asi poder
competir con el mercado, disminuyendo las bacterias patdgenas y mejorando el estatus
nutricional y rendimientos en los animales. EI Consejo de la Union Europea se prohibid
el uso de antibidticos como promotores de crecimiento, observandose incremento de las
patologias entéricas y una reduccién del 7% de su rentabilidad. Toledo, et al., (2007).
Asi buscan aditivos o sustancias naturales que ayuden aumentar significativamente los
parametros en conejos, Mufioz R, et al., (2011), menciona que el propdleo en diferentes
especies animales, ha demostrado propiedades inmunoestimulantes, antioxidantes,
antibacteriales, antitumorales y antivirales. Sus caracteristicas hacen que propdleo sea
una sustancia importante, que puede ser incluida en la dieta de animales para lograr
fortalecer el sistema inmunoldgico, y ayuda a mejorar el rendimiento productivo, estas

caracteristicas lo clasifican como aditivo natural.
Este proyecto tiene por objeto incluir el prop6leo en conejos de produccion, para
mejorar la altura de las vellosidades intestinales, obtener una mejor absorcion de nutrientes y

obstante un aumento en los pardmetros productivos.

75 OBJETIVO
Utilizar al propoleo para mejorar la salud intestinal, evitar trastornos digestivos y

obtener mejores parametros productivos.

7.6 ANALISIS DE FACTIBILIDAD
El proyecto es realizable econdmica y ambientalmente, al utilizar el propdleo un
subproducto de las abejas incentivamos a productores a cuidar estas insectos los cuales
no solo ayuda a la polinizacion, si no que por dicho proceso acelera el desarrollo de
varios cultivos, tal como el forraje que se emplea como fuente de alimentacion para los

conejos, entre sus demas beneficios esta la elaboracion de miel, polen, jalea,cera, que
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son productos naturales los cuales se pueden almacenar por largo tiempo a una
temperatura ambiente.

Al recolectar el propéleo se puede elaborar una solucion oral la cual se administra a
los conejos con el fin de mejorar sus parametros productivos, al mejorar su salud

intestinal

7.7FUNDAMENTACION

Moposita, (2014). Menciona que en un estudio de mercado a nivel nacional las
provincias con mayor produccion canicula es Tungurahua con el 50 % del total nacional,
seguido por Pichincha, Chimborazo, Imbabura y Cotopaxi. Se estima que en la provincia
de Tungurahua se produce anualmente 34.803 kilogramos de carne y existe una
demanda de 67.378 kilogramos (Fiallos 2009).

Hoy en dia, existe la necesidad de obtener productos naturales, que no afecten la
calidad de la carne, ayuden a combatir patdgenos, que promuevan el desarrollo en el
menos tiempo posible y que sea econdmicamente sustentable.

7.8METODOLOGIA

Colocar rodenticidas alrededor del galpén.

Desinfectar con Yodo (10 ml/litro de agua), todos los comederos.

Limpiar por aspersion todo el galpon con formol

Desinfectar tanques y tuberias con Yodo (5 ml/litro de agua) dejando el producto
por 24 horas, después se debe enjugar los tanques y la tuberia con abundante agua.

Preparacion el extracto etanolito de propoéleo al 10%

Se necesita 100 gr de prop6leo, esto se coloca en un envase ambar, en otro envase se
debe colocar 800 cc de alcohol etilico al 80°. En otro envase ambar se mezcla el
propdleo con el alcohol, el agita constantemente para lograr una mezcla homogénea,
dandonos como resultado una tintura con una coloracién gris obscura con el 20% de

concentracion.
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Recepcidn de conejos

Se debe proporcionar alimento y agua fresca.

Manejo productivo.

Se debe pesar a los conejos para obtener el peso inicial.

Realizar registros semanales.

- Administracion del propdleo

Se suministra el propdleo en el agua de bebida o de forma oral directamente.

7.9. ADMINISTRACION

La administracion de esta investigacion estara a cargo del Area de Produccion de
Herbivoros FCAG-UTA, Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica
de Ambato.

7.10. PREVISION DE LA EVALUACION

Los productores al realizar la propuesta podran mejorar los pardmetros productivos,
mediante su administracion, y lograr un animal saludable sin afectar su calidad carnica,
luego de un afio de vigencia de la propuesta se establecera el impacto obtenido, al

realizar una encuesta a los productores.
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