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RESUMEN EJECUTIVO

La microbiota intestinal incluye microorganismos comensales, simbidticos y
patéogenos que habitan dentro de organismos multicelulares complejos. Entre las
principales funciones se destaca: regulacion de actividades metabdlicas, absorcion de
nutrientes y prevencion de la colonizacion por patdégenos. Sin embargo, la microbiota
puede verse alterada por diversos factores como el agua, el alimento, la ingesta de

antibioticos y la ubicacion geografica.

En este estudio se conocio si la calidad del agua influye en la microbiota intestinal de
los pollos de engorde Cobb 500 de dos granjas (San José y Las Orquideas)
pertenecientes a la empresa Grupo Casa Grande. Para ello se realizo un anélisis
metagenomico de amplicon del gen 16s rRNA, utilizando ADN extraido de 4 muestras
de heces de los pollos de engorde. El procesamiento de datos se realizd en la

plataforma Galaxy vinculada a QIIME2.

El andlisis de la calidad de agua estuvo dentro de los limites establecidos por las
normas INEN 1108 y el Manual de Manejo de pollos Cobb 500, con excepcion de la
dureza del agua (granja Las Orquideas). El indice de Shannon y el PCoA revelaron
que las muestras de ambas granjas presentan una diversidad microbiana alta de OTU’s
y una diferencia minima en la composicion de la comunidad microbiana. Los analisis
de abundancia relativa, abundancia diferencial y alfa rarefaccion mostraron que los
taxones mas abundantes y con mayor riqueza de la microbiota fecal fue Lactobacillus
sp 'y Romboutsia sp. La calidad del agua de las granjas no influy6 en la composicion

de la microbiota intestinal de los pollos.

Palabras claves: microbiota intestinal, diversidad alfa, diversidad beta, OTU’s,

abundancia relativa, calidad del agua, pollos de engorde.
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ABSTRACT

The gut microbiota includes commensal, symbiotic, and pathogenic microorganisms
that inhabit complex multicellular organisms. Among the main functions, the
following stand out: regulation of metabolic activities, absorption of nutrients and
prevention of colonization by pathogens. However, the microbiota can be altered by

various factors such as water, food, antibiotic intake and geographical location.

In this study, it was known whether water quality influences the intestinal microbiota
of Cobb 500 broiler chickens from two farms (San Jos¢ and Las Orquideas) belonging
to the Grupo Casa Grande company. For this purpose, a metagenomic amplicon
analysis of the 16s rRNA gene was carried out, using DNA extracted from 4 fecal
samples of broiler chickens. Data processing was performed on the Galaxy platform

linked to QIIME2.

The analysis of water quality was within the limits established by INEN 1108 standards
and the Cobb 500 Chicken Management Manual, with the exception of water hardness
(Las Orquideas farm). The Shannon index and PCoA revealed that samples from both
farms present a high microbial diversity of OTUs and a minimal difference in the
composition of the microbial community. The analyzes of relative abundance,
differential abundance and alpha rarefaction showed that the most abundant and richest
taxa of the fecal microbiota were Lactobacillus sp and Romboutsia sp. The water
quality of the farms did not influence the composition of the intestinal microbiota of

the chickens.

Keywords: intestinal microbiota, alpha diversity, beta diversity, OTUs, relative

abundance, water quality, broiler chickens.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes Investigativos

1.1.1 Justificacion

En la actualidad, la calidad del agua de consumo en la industria avicola es uno de los
factores que influyen en la productividad y rendimiento de las aves debido a que se
encuentra implicada en varios aspectos metabolicos (Cao et al., 2021). Esta cumple
un papel fundamental en la regulacion de la temperatura corporal del ave, la digestion
de alimentos y la eliminacion de los desechos (Ajata Duran, 2021). Un parametro
relevante para realizar andlisis de calidad de agua es la parte microbioldgica que segun
normas NTE INEN 1108 (2011), se debe verificar la presencia de Escherichia coli'y
coliformes totales. La presencia de estos microorganismos en concentraciones

elevadas puede causar colibacilosis en las aves (Cobb Vantress, 2019).

Otro factor que afecta al metabolismo de las aves es la composicion fisicoquimica del
agua; la concentracion elevada de minerales y metales puede modifican el sabor de la
misma, generar efectos laxantes, disminucion del consumo de agua diaria y puede
llegar a generar una disbiosis a nivel de la microbiota, lo que trae como consecuencia
una disminucién de los microorganismos benéficos que habitan comtinmente en el
intestino (Comision Nacional de Sanidad Avicola, 2018). La prevalencia de agentes
infecciosos en el agua de consumo aviar, requiere la ingesta de antibidticos, que a largo
plazo puede ocasionar el crecimiento de especies resistentes en la microbiota y alterar
el equilibro metabolico (Roth et al., 2019). Como consecuencia de ello, la
composicion de la microbiota intestinal podria no recuperarse completamente (Varén
Lopez et al., 2023). El manejo inadecuado de la calidad del agua representa un

potencial peligro para la salud de las aves, afectando su microbiota intestinal.

En los ultimos afios las granjas avicolas de la empresa Grupo Casa Grande ha
registrado alteraciones en el metabolismo gastrointestinal de las aves, lo que ha
provocado efectos laxantes. En la investigacion metagenomica realizada por Kang et
al. (2021), se ha encontrado una gran cantidad de microorganismos en la microbiota

intestinal de los pollos de engorde, entre los cuales destacan los géneros: Clostridium,

1



Flavonifractor y Campylobacte, mismos que presentan caracteristicas potencialmente
patogenas que pueden impactan negativamente en la microbiota. Ademas, se ha
demostrado que las bacterias pertenecientes a los filos Firmicultes y Bacteroidetes son
los taxones con mayor abundancia en la microbiota, estos presentan caracteristicas
benéficas ayudando a combatir infecciones causadas por microorganismo patdgenos
(Clavijo & Florez, 2018). Las investigaciones enfocadas en el estudio de la microbiota
intestinal de las aves a través de andlisis metagenémico permite establecer la alfa y
beta diversidad y la abundancia relativa de los OTU’s presentes en la microbiota

intestinal de los pollos.

En base a lo mencionado, la presente investigacion plantea realizar un analisis
metagendémico de la influencia de la calidad del agua sobre la microbiota intestinal
presente en las heces de pollos de engorde en la empresa Grupo Casa Grande. Los
resultados obtenidos serviran para afirmar o descartar que el agua es el principal factor

que esta ocasionando alteraciones en el tracto gastrointestinal (TGI) en las aves.

1.1.2 Importancia de la avicultura en el Ecuador

La industria de la avicultura en el Ecuador representa un sector que a lo largo de los
afios se ha desarrollado gradualmente, convirtiéndose en uno de los mas productivos.
Seglin la CONAVE (2021), el pollo es la principal proteina de consumo en el pais
representando un 41% (30 Kg/persona/afio). Los pollos de engorde se crian
especificamente para la produccion de carne o huevosy requieren un manejo
nutricional y sanitario especifico, para obtener un adecuado potencial genético, una

mayor rentabilidad y una produccion eficiente (Tizard et al., 2019).

La Agencia de Regulacion y Control Fito y ZooSanitario (Agrocalidad) proporciona
estandares y requerimientos de buenas practicas avicolas que deben cumplir las granjas
avicolas, con la finalidad de establecer un control sanitario eficaz con los
requerimientos minimos de inocuidad que deben cumplirse en las instalaciones, asi
como para el manejo de los alimentos balanceados y la calidad del sistema de

distribucion de agua (Agrocalidad, 2023).



El factor del tipo de alimentacion y la calidad del agua de consumo aviar, son uno los
criterios mas relevantes que pueden alterar la microbiota de las aves (Vega et al.,
2022). El agua y los balanceados de mala calidad pueden funcionar como vehiculos de
contagio de enfermedades causadas por microorganismos patégenos, ocasionando una
disbiosis microbiana debido a la presencia de bacterias distintas a las que
habitualmente se encuentran en el TGI, provocando una deficiente conversion del
alimento y una reduccion de la ganancia de peso diaria (Alvarado & Hernandez,

2023).

Grupo Casa Grande es una empresa dedicada a la industria avicola, cuenta con 4
unidades encargadas de diversas funciones: El Troje (fabrica de balanceado) Pura
pechuga (venta de carne de pollo) Yema dorada (venta de huevos) Bigo (granjas de
pollos de engorde y reproductoras) Fertiplus (produccion de fertilizante). La empresa
cumple con todo los requerimientos de funcionamiento establecidos por Agrocalidad,
sin embargo, se han visto en la necesidad de realizar un analisis a profundidad de la
calidad de agua y la influencia que esta tiene en microbiota de los pollos de engorde
de las granjas San Jos¢ y Las Orquideas, que se encuentran ubicadas en la parroquia
Madre Tierra, con la finalidad de mejorar la productividad de las aves y verificar si el

factor que se asume tiene o no algliin efecto en el rendimiento de las aves.

1.1.3 Caracteristicas de los pollos de engorde de la linea genética Cobb 500

broiler

Existen dos lineas genéticas de pollos de engorde (Tabla 1) empleadas en la industria
avicola ecuatoriana, sin embargo, la mas utilizada es la raza pollo Cobb 500
desarrollada por la empresa Cobb-Vantress. Este tipo de raza es criada especificamente

para la produccion de carne (Cobb Vantress, 2022).

Cobb 500 se caracteriza por presentar rapido crecimiento con una buena conversion
de alimento en carne, alimentacion de menor costo con un rendimiento superior y
uniformidad de los pollos para el procesamiento. Las caracteristicas de esta linea

genética se convierten en una ventaja competitiva, por presentar principalmente un



menor costo por kilogramo o libra de peso vivo producido, por lo que, es una opcion

viable tanto para los productores como para los consumidores (Cobb Vantress, 2022).

Figura 1
Pollo de engorde Cobb 500.

y
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Fuente: (Cobb Vantress, 2022)

Tabla 1. Principales lineas genéticas de aves productoras de carne (engorde)

empleadas en la industria avicola ecuatoriana.

Linea o )
" Caracteristicas Cita
genética

- Presenta resistencia a las enfermedades
metabolicas como Ascitis 0 Muerte subita
- Capacidad de adaptacién en climas calidos
Ross 308 y frios (Ross, 2018)
- Rendimiento de produccion de 2.4 kg a los
42 dias con una conversion alimenticia de
1.7 kg de alimento por kg de carne.
- Menor costo de peso vivo producido
Cobb 500 - Rendimiento de produccion de 2.6 a 3.5 kg

a los 41 dias con una conversién

(Cobb Vantress,
2022)




alimenticia de 1.81 kg de alimento por kg
de carne.

- Alimentacion més eficiente

- Excelente tasa de crecimiento

- Mejor uniformidad de pollos para el
procesamiento

- Criador competitivo con un costo de
alimentacion bajo y rendimiento superior a
la linea genética Ross 308.

- Bajo porcentaje de mortalidad 5.67 %

Nota: En un estudio realizado por Awad et al. (2020), se ha evidenciado que la linea
Cobb 500 es mas eficiente que Ross 308, debido a que presentan una diferencia en la

conversion alimenticia y ganancia de peso a menor edad.

1.1.4 Microbiota de los pollos de engorde

La microbiota intestinal es considerada una comunidad microbiana completa, que
incluye microorganismos comensales, simbidticos y patogenos que habitan dentro de
organismos multicelulares complejos. Esta microbiota incluye bacterias, arqueas,
hongos, protistas y virus (Silvestre & Torrado, 2018). En un estudio realizado por
Yan et al. (2022), las principales filos bacterianos con mayor abundancia identificados
en la microbiota de los pollos de engorde son: Firmicutes, Bacteriodetes,

Proteobacteria y Actinobacteria.

En la actualidad los estudios sobre la importancia de la microbiota en la salud animal,
consiste en realizar andlisis para descubrir relaciones entre la microbiota, el huésped y
el medio ambiente (Clavijo et al., 2022). Los avances biotecnoldgicos han permitido
estudiar la microbiota de los animales, a través de técnicas bioinformaticas facilitando
la obtencion de la abundancia relativa de las unidades taxonomicas operativas (OTU’s)

presentes en la microbiota intestinal (Garcia et al., 2020).

La microbiota del tracto gastrointestinal (TGI) de los pollos de engorde cumple un

papel fundamental, ya que tiene un impacto positivo en el sistema inmunologico, la



fisiologia del TGI y la productividad del animal (Dittoe et al., 2022). Asimismo, la
microbiota de los pollos de engorde se ve involucrada, en la reduccion y prevencion
de la colonizacion por patdgenos entéricos, esto se debe a que forma una especie de

barrera protectora (De Cesare et al., 2018).

De acuerdo con Ballou et al. (2016), los pollos son colonizados por especies
bacterianas al dia siguiente de la eclosion, se ha encontrado una pequefia cantidad de
bacterias gramnegativas como Salmoella, Klebsiella, Proteus y Escherichia coli. La
colonizacion temprana del intestino por microbios es crucial ya que puede afectar la
morfologia y fisiologia del intestino y la susceptibilidad a las infecciones (Guo et al.,

2023).

Las bacterias benéficas pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bacillus que
habitan en la microbiota producen vitaminas (K y grupos B), acidos grasos de cadena
corta (&cido acético, acido butirico y acido propionico), acidos organicos (acido
lactico) y compuestos antimicrobianos (bacteriocinas) que inducen respuestas
inmunitarias no patogénicas, brindan nutricion y proteccion al animal (Shang et al.,
2018). Sin embargo, el microbioma gastrointestinal también puede ser una fuente de
bacterias con caracteristicas patdgenas encontradas en concentraciones bajas como
Salmonella y Campylobacter, que pueden diseminarse a los humanos o actuar como
un grupo de resistencia, por tanto, pueden representar una grave amenaza para la salud

publica (Clavijo & Florez, 2018).

El tracto gastrointestinal de los pollos incluye el buche, el proventriculo, la molleja, el
duodeno, el yeyuno, el ileon, los ciegos, el intestino grueso y la cloaca (Figura 2). Cada
seccion presenta diferentes funciones metabdlicas que forman a las comunidades
microbianas (Tabla 2). Se ha evidenciado que el nimero y variedad de bacterias varian
a lo largo de los segmentos intestinales siendo el ciego la region que presenta una
mayor diversidad microbiana 10! Unidades formadoras de colonias (UFC)/g seguido

del ileon el cual puede alcanzar hasta 10° UFC/g (Alvarenga et al., 2023).



Figura 2.

Partes del tracto gastrointestinal (TGI) de los pollos.
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Fuente: Modificado de (Clavijo & Florez, 2018)

Tabla 2. Distribucion espacial de los taxones bacterianos mas comunes y abundantes

en el tracto gastrointestinal de pollos.

Localizacion
T : ,
Gl (por g F|Ic_>s Gene_ros Fuente
de Bacterianos Bacterianos
contenido)
Fimicutes Lactobacillus
] _ B ) (Gong et al.,
Buche 55  Antinobacteria  Bifidobacterium
) 2007)
Proteobacteria  Enterobacter
2.5 ]
) o Lactobacillus, (Gong et al.,
Molleja a Firmicutes
Enterococcus 2007)
35
Firmicutes/
Bacterias Gram )
o Weisella,
positivas o
) 6.5 Turicibacter
Intestino Enterocaccaceae, (Kumar et al.,
a
delgado 20 Clostridium, 2018)
' Citofago/ Bacteroidetes,

Flexibacter/ Flavibacterium,
Bacteroides/ Alto Fusobacterium,



G + C, bacterias  Bifidobacterium

Gram positivas

Ochrobacterium,

Alcaligenes,
Protobacteria ~ Escherichia,

Campylobacter,

Hafria, Shigella

Actinobacteria/ )
) Corynebacterium
Cyanobacteria

Arqueas Methanobrevibacter,
metagendémicas  Methanopyrus,
(0.81 %) Methanococc

Anaerotuncus,

Firmicutes/ Bajo _
) Ruminoccoccus,
G + C, bacterias )
. Lachnospirceae,
Gram positivas

Clostridium,
(44 — 56 %)

Streptococcus

Bacteroides/ ]
) Bacteroidetes, )
_ Citofago/ o (Siegerstetter
Ciego 6.9 _ Alistipes,
Flexibacter/ ) etal., 2017)
) Fusobacterium,
Bacteroides/ Alto )
) Bifidobacterium,
G + C, bacterias ) )
. Flavibacterium,
Gram positivas

(23 — 46 %)

Actinobacteria  Corynebacterium

Odoribacter

Ochrobacterium,
Proteobacteria  Alcaligenes,
(1-16 %) Escherichia,

Campylobacter

Intestino . Firmicutes Lactobasillus (Gong et al.,
>7.
grueso Proteobacteria  Escherichia 2007)

Nota: El pH y la comunidad bacteriana varia dependiendo de la parte del TGI.



1.1.5 Factores que alteran el microbioma de los pollos

1.1.5.1 Alimentacion

La alimentacion es un factor relevante que tiene influencia directa en la composicion
de la microbiota intestinal de los pollos (Kers et al., 2022). Segun un estudio realizado
por Babatunde et al. (2021), afirma que la dieta de las aves de crianza especificamente
enfocadas a la produccion de carne de consumo debe ser de cardcter monogastrica y
se compone de varios ingredientes, mismos que, suministran energia y nutrientes
esenciales necesarios para el correcto desarrollo y crecimiento de las aves. La harina
de maiz, la soja, el trigo, la cebada, la haria de arroz, el afrecho y el palmiste, son unos
de los principales componentes alimentarios empleados en las formulaciones de los
diversas balanceados de engorde, esto se debe a las propiedades nutricionales
benéficas que estos presentan, aportando un 65% de energia metabolizable y
aproximadamente el 20 y 30 % de proteina y aminoécidos al ave (Olukomaiya et al.,

2019).

Ravindran & Reza Abdollahi (2021), afirman que la adicion de fibras dietéticas
como el salvado de trigo y el maiz que son polisacaridos vegetales resistentes a la
hidrolisis de las enzimas digestivas, favorecen el crecimiento de microorganismos
benéficos encargados de generar un ambiente inhdspito para los posibles patogenos.
El maiz favorece un bajo porcentaje en la microbiota de clostridios, enterococos y
lactobacilos de guanina mas citosina, por su parte el trigo favorece un alto porcentaje

de bifidobacterias de guanina mas citosina (Shang et al., 2018).

La fibra dietética (FD) se puede dividir en dos grupos: la fibra soluble, que incluye a
los anédlogos de carbohidratos, oligosacaridos resistentes, polisacaridos no amildceos
(PNA) solubles, mientras que la fibra insoluble agrupa a los PNA insolubles y
sustancias asociadas: lignina, fitatos, cutinas, suberinas, ceras, saponinas, compuestos
fenodlicos. La utilizacion de las FD soluble e insoluble en cantidades equilibradas,

ayuda a mejorar la salud y productividad de los pollos (Zhang et al., 2023).

La fibra, puede ser empleada por la microbiota intestinal, siempre y cuando presente

las enzimas correctas para romper los enlaces quimicos que forman su estructura



(Tejeda & Kim, 2021). Esta ruptura dependera del contenido genético de las bacterias
y otros microorganismos presentes. Mientras mas diversa sea la microbiota intestinal,

la capacidad para descomponer la fibra aumenta (Mahmood & Guo, 2020).

La ingesta de un alimento de calidad estimula el desarrollo adecuada microbiota
intestinal incluyendo: alargamiento de las vellosidades, proliferacion de criptas,
aumento de la actividad enzimatica, secrecion de moco y desarrollo de enterocitos
(Kim et al., 2022). Ademas de la composicion que debe tener el balanceado que sera
suministrado al ave, es importante tomar en cuenta: la calidad de la materia prima con
la que se elabora, esto se debe a que la mayoria de los granos procesados, son
susceptibles a contaminantes fisicos (residuos plasticos, vidrios o metales) quimicos
(pesticidas) y microbiologicos (hongos y bacterias fitopatogenas) (Ducatelle et al.,

2023).

La forma del alimento (peletizado, triturado o harinado) y el tamafio de la particula
que ingiere el ave depende de varios factores, como la edad del lote y la formulacion
del alimento (Alshamy et al., 2018). Las particulas pequefias favorecen a que las
enzimas digestivas y las secreciones cumplan con el objetivo de mejorar la absorcion
de nutrientes y son consideradas mas faciles de digerir (Fathima et al., 2022). Por otro
lado, se cree que las particulas mas grandes se retienen en el tracto gastrointestinal por
un tiempo mas prolongado, ayudando a liberar mas almidon presente en los granos de
los cereales de la composicion del alimento, lo que facilita la fermentacion bacteriana

(Alyileili et al., 2020).

En un estudio realizado por Shang et al. (2018), afirma que el consumo de alimentos
harinados en los pollos de engorde reduce el numero de bacterias del género
Enterococcus spp. en la microbiota intestinas, pero aumenta el nimero de

Lactobacillus spp y Clostridium perfringens.

La eficiencia alimenticia no solo influye en la genética y el estado fisiologico del
huésped, sino también en la microbiota intestinal, alterando la digestion de nutrientes
y la absorcion de energia del huésped. Jha & Mishra (2021), verificaron la diferencia

entre las comunidades microbianas de pollos de engorde con buena y mala eficiencia
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alimenticia utilizando muestras fecales. En el grupo de baja eficiencia, predominaron
las bacterias del género: Acinetobacter, Anaerosporobacter 'y Arcobacter, mientras que,
Escherichia/Shigella, Faecalibacterium y Helicobacter fueron las bacterias
encontradas en las aves que presentan una mayor eficiencia. La presencia de

Lactobacillus y Bacteroides fueron similares en ambos grupos (Yan et al., 2017).

1.1.5.2 Calidad del agua

En la industria avicola la calidad del agua cumple un papel importante en el
metabolismo de los pollos de engorde, sirve como medio de transporte de nutrientes,
interviene en la regulacion de la temperatura corporal, actia como lubricante en las
articulaciones, y se considera como un factor que influye en el mantenimiento de la
homeostasis de las aves para el desarrollo de los procesos vitales (Gieco et al., 2020).
Las aves por lo general beben un equivalente al 1.6-2 veces el peso del alimento
consumido, por lo que, si la calidad de agua suministrada a las aves es deficiente, el

consumo de esta se vera disminuido (H&N International, 2022).

Existen dos factores importantes que influyen en la calidad del agua, mismos que son:
los factores microbiologicos, estos pueden ser agentes infecciosos que causan
enfermedades a las aves (Plata Esparza, 2020). En estudios realizados por Watkins
(2019), menciona que se han aislado patdégenos de agua de consumo aviar sin
tratamientos entre los cuales destacan los géneros: Escherichia, Pasteurella,
Mycoplasma, Bordetella, Salmonella y Haemophilus. Por otro lado, el andlisis de los
factores fisico-quimicos son de vital importancia debido a que, la presencia de ciertos
macrominerales y oligoelementos en concentraciones elevadas pueden causar efectos
laxantes, alteracion del sabor del agua, retrasos en el crecimiento y disminucién de la

capacidad de transporte de oxigeno en la sangre (Zambrano Ponce, 2019).

Los principales parametros de estudio requeridos segun el manual Cobb Vantress
(2022), son: Escherichia coli y bacterias coliformes en cuanto a pardmetros
microbioldgicos y calcio, cloro, cobre, hierro, cromo, magnesio, nitrato, sulfato, zinc
y sodio en cuanto a parametros fisicoquimicos. El andlisis de estos pardmetros permite

conocer cambios en la calidad de agua a lo largo del tiempo ayudando a llevar un
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control rutinario de la misma, de esta manera se evitan las complicaciones en la
produccion avicola y se mejora el rendimiento del ave. El agua para el consumo aviar
puede ser captada de diversas fuentes, de acuerdo con Boumedous et al. (2017), se
encontrd que la mayoria de las granjas avicolas ecuatorianas se abastecen de agua por
medio del suministro de la red de agua municipal de su sector, de captaciones cercanas

y de pozos.

En el caso de la empresa Grupo Casa Grande el suministro principal de agua para las
Granjas de San José y las Orquideas ubicadas en el sector Madre Tierra perteneciente
a la provincia de Pastaza provienen de pozos. El agua de pozo es extraida por medio
de bombeo mecanico y posteriormente es sometida a un proceso de potabilizacion. El
agua de pozo se caracteriza por presentar niveles elevados de hierro, metales pesados,
quimicos orgédnicos, junto con nitratos, minerales como calcio y magnesio que

producen dureza del agua (El Sabry et al., 2023).

De acuerdo con Li et al. (2023), si el agua no es tratada de manera adecuada la calidad
del agua que los pollos de engorde consumen puede impactar directamente en la
composicion y la salud de esta microbiota. En un estudio realizado por Clavijo &
Florez (2018), menciona que los contaminantes presentes en el agua, como los
pesticidas, los metales pesados y los productos quimicos industriales, pueden llegar al
intestino a través del consumo de agua y alimentos contaminados. Estos compuestos
pueden alterar el equilibrio de la microbiota, reduciendo la abundancia de bacterias
benéficas de los siguientes género: Lactobacillus y Bifidubacterim y fomentando el
crecimiento de bacterias potencialmente patogenos del género: Clostridium,

Streptococcus y Escherichia produciendo una disbiosis (Aruwa et al., 2021).

1.1.5.3 Administracion de antibidticos y probioticos

Los antibioticos de amplio espectro se han empleado a lo largo de los afios como uno
de los principales tratamientos de enfermedades bacterianas. La salmonelosis y la
enteritis necrotica causadas por Salmonella typhimurium y Clostridium perfringens,
son considerados como las enfermedades mas importantes asociadas a grandes

pérdidas econdmicas en la industria avicola a nivel mundial (Roth et al., 2019). Este
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tipo de patdgenos son transmitidos a las aves a través de los alimentos, causando un
declive en el rendimiento del pollo de engodo (Adetunji et al., 2022). Por este motivo
las granjas avicolas han visto la necesidad de administrar antibidticos a las aves, siendo
los mas utilizados: penicilina G, bacitracina, neomicina, gentamicina, estreptomicina,

tetraciclina, eritromicina y florfenicol (Mehdi et al., 2018).

De acuerdo con Robinson et al. (2019), argumentan que los antibidticos generan
alteraciones en las comunidades de la microbiota intestinal y en las vias metabolicas
de los pollos de engorde. Estos cambios afectan la capacidad taxondmica, gendomica y
funcional de la microbiota, reduciendo la diversidad bacteriana. El impacto que el
antibidtico genera en la microbiota depende de la dosis, el tipo de antibidtico y el
periodo de suministro. Los antibidticos a demas causan, cambios en los perfiles
metabdlicos microbianos en pollos, con efectos persistentes que impiden el regreso a
la comunidad original y lleva a la formacién de una nueva comunidad (Le Roy et al.,

2019).

En la investigacion realizada por Elokil et al. (2020), se evidencia que la abundancia
de las comunidades microbianas especificamente de los pertenecientes a los
filos Firmicutes , Actinobacteria , Thermi'y Verrucomicrobia, asi  como las
familias Lactobacillus , Lactococcus , S24-7 y Corynebacterium , disminuyeron en la
microbiota intestinal de los pollos de engorde tras haber sido administrados los
antibidticos enrofloxacina y diclazuril modificé la composicion de la microbiota
intestinal. Los disminucion de la abundancia bacteriana en la microbiota, altera la
fisiopatologia de las infecciones por parasitos, generando resistencia antimicrobiana o
facilitando la propagacion de infecciones causadas por microorganismos patdgenos

que se aprovechan de la disbiosis a nivel de la microbiota (Li et al., 2017).

Para reducir los efectos negativos de los antibidticos se ha llegado a emplear los
probioticos, estos son conocidos como microorganismos benéficos, ayudan a mejorar
la salud de los animales (Elbaz & El-sheikh, 2020). En la industria avicola el uso de
probioticos es de suma importancia debido a que mediante exclusion competitiva se
puede llegar a mantener normal la microflora intestinal, generando efectos

beneficiosos sobre el metabolismo ya que ayuda a aumentar las actividades de las
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enzimas digestivas, mejora la digestibilidad de los nutrientes y mejora el sistema

inmunologico (Chen et al., 2022).

Sin embargo, a comparacién de los antibidticos los probidticos reducen los patdgenos,
pero no los eliminan demostrando que estos sustitutos no pueden ser empleados para
tratar algunas enfermedades como las causadas por Clostridium o Salmonella puesto

que son dificiles de eliminar (Ye et al., 2021).

Segun She et al. (2018), menciona que en la industria avicola los probidticos mas
empleados son Bacillus spp., Bifidobacterium, Lactobacillus, Streptococcus,

Enterococcus y Saccharomyces.

1.1.5.4 Clima y ubicacion geografica

El clima y la ubicacion geografica de los galpones de pollos de engorde influye en el
desarrollo de estos. Se han realizado estudios relacionados utilizan la secuenciacion
del amplicon del gen 16S rRNA, para determinar el grado de impacto que tiene el
clima sobre la microbiota del ave, sin embargo, la informacion es limitada (Rychlik et
al., 2023). El estrés por calor genera efectos negativos en el rendimiento de la
produccion, ademds altera la composicion microbiana del ave. Estas alteraciones
pueden causar susceptibilidad al desarrollo de E. coli y pueden favorecer a una elevada

colonizacion intestinal por Salmonella (Kers et al., 2018).

Cuando las aves se encuentran expuestas a altas temperaturas por mas de 24 horas,
llegan a presentar estrés (Viso et al., 2021). Esto ocasiona cambios en la composicion
microbiana del ileon en comparacion con muestras cecales, lo que indica que la
microbiota en el ileon suele ser mas sensible a los cambios que la microbiota cecal.
Esto se debe a que los microorganismos que habitan en TGI, dependiendo de su
ubicacidn, se encuentran a diferentes pH, en el caso del ileon el pH es de 7 a 7.5 (neutro
o ligeramente alcalino), al aumentar la temperatura ambiental también aumenta la
temperatura corporal del ave, alterando el pH lo que hace que este disminuya,
volviéndolo acido, reduciendo la carga microbiana presente en el ileon (Kers et al.,

2019).
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1.1.6 Analisis metagenomico

El andlisis de datos metagendmicos proporciona informacion de la cantidad y la
variabilidad de los géneros bacterianos presentes en la microbiota intestinal de las
aves, representa una forma de identificar nuevos organismos que no han sido
identificado por medio de la microbiologia cldsica debido a que son microorganismos
no cultivables que estan presentes en una muestra ambiental o fecal (Breitwieser et

al., 2018).

Una de las principales funciones de este tipo de andlisis es conocer las relaciones
filogenéticas, la taxonomia y la abundancia de especies en una comunidad microbiana,
por medio de la secuenciacion de amplicones 16S, 18S e ITS o a su vez, mediante la
secuencian metagenomica de escopeta, lo que permite comparar los grupos
taxondmicos de microorganismos conocidos en una base de datos (Navgire et al.,

2022).

La aplicacion de la secuenciacion metagenomica de amplicon del gen 16S rRNA es
una de las mas empleada en estudios relacionados a la determinaciéon de la
composicion de la microbiota intestinal, esto se debe a que segin Johnson et al.
(2019), permite obtener la composicion de las comunidades microbianas a partir de la
comparacion con bases de datos y el analisis filogenético especificamente de bacterias.
Esta técnica permite identificar de cepas bacterianas a nivel de filo, clase, orden,

familia, género y especie (Qi et al., 2019).

El gen 16S rRNA se encuentra presenta en la gran mayoria de especies bacterianas y
sirve para identificar la especie y la diferencia entre bacterianas estrechamente
relacionadas (Cuccato et al., 2021). Ademas, este gen presenta regiones conservadas
y variables, donde las areas conservadas reflejan relaciones filogenéticas entre
especies y las regiones altamente variables que reflejan diferencias entre especies

(Weinroth et al., 2022).

Uno de los objetivos principales en el andlisis metagendémico es convertir datos limpios

en tablas taxonomicas y funcionales empleando métodos basados en lecturas y/o
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ensamblajes, para esto se utiliza softwares bioinforméaticos que permiten analizar datos

de secuencias de ADN en bruto (Liu et al., 2021).

Figura 3.
Analisis metagenomico por amplicon del gen 16S rRNA.
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Fuente: Modificada de (Choi et al., 2015).

1.1.6.1 Diversidad de la microbiota Alfa y Beta

Los archivos de salida més importantes que se obtiene en el analisis metagenémico
son las tablas taxonomicas y funcionales (Liu et al., 2021). La visualizacién general
se puede utilizar para estudiar la diferencia entre la diversidad alfa/beta y las

composicion taxondmica en una tabla de caracteristicas (Navgire et al., 2022).

La diversidad alfa se refiere a la diversidad a escala local, describiendo la diversidad
de especies (riqueza) dentro de una comunidad. Por otra lado, la diversidad beta
describe la cantidad de diferenciacion entre las comunidades de especies (Liu et al.,
2021). A diferencia de los otros niveles de diversidad de especies, la interpretacion y
cuantificacion exactas de la diversidad beta varia sustancialmente entre los estudios

(Andermann et al., 2022).
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Es importante conocer la relevancia de la composiciéon taxondmica ya que esta
describe la microbiota presente en una comunidad microbiana. Para simplificar, los
resultados del estudio de la microbiota se muestra el filo o género de los
microorganismos en el grafico (Laudadio et al., 2019). La comparacion de diferencias
por su parte se utiliza para identificar caracteristicas como: especies, genes o rutas que
presentan abundancias significativamente diferentes entre grupos. Otro método de
interpretacion de datos es el analisis de correlacion que se utiliza para revelar las

asociaciones entre taxones y metadatos de muestra (Navgire et al., 2022).
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1.2  Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Analizar la influencia de la calidad de agua sobre la microbiota intestinal presente en

las heces de pollos de engorde de la empresa Grupo Casa Grande.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Identificar los puntos para la toma de muestras de agua en dos diferentes
granjas siguiendo el protocolo de muestreo establecido en la norma NTE INEN

1108.

e Evaluar las propiedades fisicoquimicas y microbiologicas de la calidad del

agua de consumo aviar en base al manual de manejo de pollos COBB.
e Desarrollar un analisis metagenomico de la microbiota intestinal de pollos de

engorde para la obtencion de la composicion taxondmica de las comunidades

microbianas.
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CAPITULO IL.- METODOLOGIA

2.1 Materiales

2.1.1 Equipos de laboratorio

Tabla 3. Equipos de laboratorio.

DETALLE CANTIDAD

Refrigerador 3628255
Balanza analitica 321562
Incubadora 362853
Camara de flujo laminar 8758883

e

Fotémetro multiparamétrico Hanna HI

83399 .
Espectrofotometro de absorcion .
atémica con horno de grafito 8749766
Autoclave 3628267 1
Microcentrifuga 4112181 1
Vortex 2667779 1
Ultracongelador 8751515 1
2.1.2 Instrumentos de laboratorio
Tabla 4. Instrumentos de laboratorio.
DETALLE CANTIDAD
Frascos ambar 1L 18
Frascos ambar 0,5L 18
Frascos estériles 36
Coolers 4
Baldn de aforo de 250 mL 18
Balon de aforo de 25 mL 18
Balon de aforo de 20 mL 18
MC-media PAD 18
Guantes estériles 1 paquete
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DETALLE CANTIDAD
Micropipeta 2
Puntas de micropipeta 200 pL 1 funda
Puntas de micropipeta 1000 pL 1 funda
Matraz Erlenmeyer de 100 mL 18
Espatula 1
Gradilla 1
Papel aluminio 1
Vasos de precipitacion 50 mL 18
Probeta de 10 mL 3
Nitrogeno liquido 1 cilindro
Microtubos 2 pL 1 funda
Isopos o palillos 1 caja
Cajas para muestras de heces 1 funda
Cajas para ultracongelador 1 caja
2.1.3 Reactivos de laboratorio
Tabla 5. Reactivos de laboratorio.
DETALLE CANTIDAD
Kit Nitrato 1
Kit Sulfato 1
Kit Hierro 1
Kit Magnesio 1
Kit Calcio 1
Kit Cloro libre 1
Kit Zinc 1
Kit Cobre 1
Nitrogeno liquido 1
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2.2 Métodos
2.2.1 Identificacion de los puntos para la toma de muestras de agua en dos
diferentes granjas siguiendo el protocolo de muestreo establecido en la norma

NTE INEN 1108

2.2.1.1 Tipo de Muestreo

Se realizo6 un muestreo simple en 3 diferentes puntos de las granjas “San José¢” y “Las
Orquideas” pertenecientes a la parroquia Madre Tierra. Para el ingreso inicamente se
requiri6 la autorizacion de los duefios de las granjas (Anexo 3). El muestreo se dio
desde los pozos de agua que es el lugar de toma principal, después de salir de la planta
de tratamiento y en los bebederos de consumo del animal. Las muestras recolectadas
fueron analizadas por triplicado y se presentaron por medio de una interpretacion
estadistica, ya que no se tuvo un disefio experimental por el tipo critico del proyecto.
Por lo cual, se obtuvieron los datos y se compararon con la Norma NTE INEN 1108

de agua potable y el Manual de Manejo de pollos COBB.

2.2.1.2 Recoleccion de la muestra

Se recolecto en los puntos establecidos, un litro de agua superficial en botellas &mbar
y en recipientes estériles; en los puntos establecidos se sumergio la botella a 0,3 m de
profundidad por debajo de la superficie del agua. Finalmente, cada una de las muestras

fueron etiquetadas de acuerdo con el lugar establecido.

2.2.1.3 Conservantes, transporte y almacenamiento

Para la adecuada conservacion de las muestras se utilizo los preservantes establecidos
en la Normas del Instituto Ecuatoriano de Normalizacién (INEN) 1108, sin sobrepasar
los dias de almacenamiento recomendados para el andlisis. Las muestras se
transportaron y colocaron en contenedores a temperatura de 4°C hasta llegar a los
laboratorios de la FCIAB de la Universidad Técnica de Ambato. Finalmente, se

almaceno en un refrigerador en la oscuridad, para su posterior analisis.
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2.2.2 Evaluacion de las propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas de la

calidad del agua de consumo aviar en base al manual de manejo de pollos COBB

2.2.2.1 Analisis de las propiedades fisicoquimicos

pH

Para medir el pH in situ primero se calibr6 el pHmetro, para esto se colocd en un vaso
de precipitacion una solucion tampén pH=7, se sumergio6 el electrodo a 2 cm del vaso,
se agitd suavemente hasta que aparecio la lectura y se estabiliz6 a 7. Posterior a esto
se lavo el electrodo con el frasco lavador, se vertido el agua del lavado en un
cristalizador, se lo secd cuidadosamente. Después se coloco en otro vaso de
precipitacion una solucion tampdén pH=4, se sumergio el electrodo a 2 cm del vaso, se

agitd suavemente hasta que aparezca la lectura y se estabilice a 4.

Una vez calibrado el equipo, se coloco las muestras de agua en vasos de precipitacion,
se sumergio el electrodo unos dos centimetros y se agitd suavemente hasta que
aparezca la lectura del pH en la pantalla. El procedimiento se repitié para cada una de

las muestras.

Calcio

Se seleccion6 el método calcio en el fotometro multiparamétrico HANNA, en cubetas
se colocod 3 mL de las muestras no reaccionadas con la ayuda de una jeringa de 5 mL.
Se us6 una pipeta para poder colocar 10 mL del reactivo calcio A HI93752A-Ca,
posteriormente se afiadi6 4 gotas del reactivo solucion tampdn. Después se coloco la
tapa y se invirti6 varias veces hasta mezclar los reactivos. Se colocé la cubeta en el
soporte y se presion6 cero y se esperd a que el indicador llegue a -0,0-. Se retird la
cubeta, con la ayuda de una jeringa se afiadié 1 mL del reactivo calcio HI 93752B-Ca
a cada una de las muestras, nuevamente se invirtio la cubeta hasta que el reactivo se
mezcld. Se coloco la cubeta en el instrumento, se presion6 el temporizador Timer y se
esperd 5 minutos, después de ese tiempo se retird la cubeta y se invirtid nuevamente

por aproximadamente 15 segundos. Finalmente se colocé la cubeta nuevamente en el
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instrumento hasta que se realiz6 la lectura, el resultado aparecié en mg/L de calcio

Ca’" (HANNA Instruments, 2022).

Magnesio

En el fotdbmetro multiparamétrico HANNA se selecciond el método magnesio, después
con la ayuda de una jeringa se agregd en la cubera 1 mL del reactivo magnesio A HI
93752%-Mg con la ayuda de una pipeta se llend la cubera hasta la marca con 10 mL del
reactivo magnesio HI 93752B-Mg. Posteriormente se colocé la tapa a la cubeta y se
invirtié varias veces para que los reactivos se mezclen. Se coloc6 la cubera en el
soporte y se cerro la tapa. Se presiono la tecla cero y se esper6 a que el indicador en la
pantalla aparezca en -0,0-. Se retird la cubeta y se agrego 0,5 mL de las muestras con
la ayuda de otra jeringa. Se colocé la tapa y se invirti6 hasta que todo se haya mezclado.
Nuevamente se coloco la cubeta en el instrumento y se cerrd la tapa. Finalmente se
presiond el temporizador Timer, después de 15 segundos se presiono el boton Read y

se espero hasta que el instrumento realice la lectura (HANNA Instruments, 2022).

Dureza total

Para determinar la dureza se calculo a partir de los resultados de las determinaciones

separadas de calcio y magnesio. Para esto se empleo la siguiente férmula:

CaCO3/L = 2497 [Ca,mg/L] + 4.118[Mg,mg/L]

Cloro libre

Para la determinacion de cloro libre se empled el fotdmetro multiparamétrico
HANNA, cada muestra se llenaron en una cubeta de 10 ml. Luego se coloco la cubeta
en el soporte del fotdmetro, posterior a ello, se presiono el boton cero y se espero el
tiempo indicado por el temporizador para medir. Se retird la cubeta y se agregd 1
paquete de reactivo de cloro libre HI93701-0, seguido de esto, se coloco el tapon y se

mezcld la solucién durante 20 segundos. Finalmente se colocd la cubeta en el
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fotometro y se esper6 el tiempo indicado en el temporizador para leer el resultado en

mg/L Cloro Cl, (HANNA Instruments, 2022).

Cobre

Para la determinacion de cobre en el agua se emple6 el fotometro multiparamétrico
HANNA, para ello se lleno la cubeta con 10 ml de cada muestra no reaccionada hasta
la marca y luego se colocd la tapa, después se ubico la cubeta en el soporte del equipo
y se presiond la tecla cero para que el medidor se encuentre preparado para la
medicion. Luego se retird la cubeta y se agregd 1 paquete de reactivo Cu HI93702-01,
se agitd vigorosamente por 10 segundos y se colocd nuevamente en el equipo. Se
esper6 el tiempo indicado en el temporizador del equipo para la medicion y luego se
realizo la lectura en las unidades indicadas en mg/L del metal (HANNA Instruments,

2022).

Hierro

Para el procedimiento de determinaciéon de hierro se utilizd el fotometro
multiparamétrico HANNA para ellos se lleno 1 cilindro de mezcla graduado con 25
mL de agua desionizada, después se agreg6 1 paquete de reactivo hierro HI 93746-0,
se cerro el cilindro y se agitd vigorosamente por 30 segundos, siendo esta la solucion
el blanco, seguido de ello, se lleno la cubeta con 10 mL del blanco (hasta la marca) y
se colocd nuevamente la tapa, posterior a ello, se coloc6 la cubeta en el soporte y se
cerr6 la tapa. Se presiono la tecla cero que al finalizar la medicion mostr6 en la pantalla
del equipo el indicador -0.0-. Una vez calibrado el equipo se retir6 la cubeta y se lleno
otro cilindro de mezcla graduado con 25 mL de la muestra hasta la marca, después, se
agregd 1 paquete de reactivo hierro, HI 93746-0, se cerrd el cilindro y se agitd
vigorosamente por 30 segundos, siendo esta la muestra reaccionada, a continuacion,
se llend la segunda cubeta con 10 mL de la muestra reaccionada y se coloco
nuevamente la tapa. Finalmente se introdujo la muestra en el instrumento, se cerro la
tapa y se esperd 30 segundos para presionar el boton leer (Read). Cuando el
temporizador termino, el medidor realiz6 la lectura. El instrumento mostrd la

concentracion en mg /L de hierro (Fe) (HANNA Instruments, 2022).
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Nitratos

Se seleccion6 el método nitrato en el fotometro multiparamétrico HANNA, después
se coloco en cubetas 10 mL de cada muestra, se coloco la cubeta en el soporte y se
presion6 cero hasta que el indicado muestre -0,0-. Se retir6 la cubera y se agrego 1
paquete del reactivo nitrato HI 93728-0. Se coloco la tapa de la cubeta y se agitd
vigorosamente de arriba hacia abajo durante 10 segundos. Se continu6 invirtiendo la
cubeta por 50 segundos mas evitado la formacion de burbujas de aire. Posteriormente
se colocd la cubeta en el instrumento se presiond la tecla Timer y después la tecla Read.
Finalmente se esperd hasta que aparezca la lectura. Los resultados aparecieron en mg/L
de nitrato - nitrogeno (NO3-N). Se presion¢ la tecla Chem Frm para que se realice la

conversion del resultado en mg/L de nitrato (NO3") (HANNA Instruments, 2022).

Plomo

El plomo se determindé empleando un espectrofotometro de absorcion atomica PG
Instruments AAS500 por horno de grafito (plataforma). La concentracion de este
elemento se determinoé por medio de una sefial de absorcion integrada y se calculd por

medio de un gréafico de calibracion preestablecido (Macha, 2019).

En vasos de precipitacion de TFM o PFA se coloco 40ml de cada una de las muestras.
Posteriormente, se agregd 1 ml de HNO3z y 2 ml de H>O» al 30 % y se tap6 con un
vidrio de reloj. Con la ayuda de un microondas se realiz6 una digestion hasta reducir
el volumen a la mitad, se filtré las muestras con la ayuda de membranas de 0,45 pm.
Estas muestras filtradas se transfirieron a matraces aforados los cuales contenian agua
destilada. Este tratamiento fue empleado con la finalidad de asegurar la destruccion de

la materia organica que puede estar presente en las muestras de agua (Macha, 2019).

Los metales disueltos fueron determinados de cada una de las muestras acuosas. Estas
muestras se acidificaron con HNO3 con una proporcion de 45 ml de muestray 5 ml de
acido, posteriormente fueron llevadas al horno microondas en el cual se realiz6 una
digestion. Luego se transfirié el producto a balones de aforo, se realizd varios

enjuagues y con agua destilada (Wu et al., 2023). Se considerd la programacion de

25



temperatura, limites de deteccion y la longitud de onda sugeridas en el Analytical
Cookbook PG Instruments del espectrofotometro de absorcion atomica AAS00 (Tabla
1). Se prepar6 rectas de calibracion, utilizando patrones comerciales (1000 mg/L)

(Liang et al., 2020).

Tabla 6. Parametros para considerar para la determinacion de metales pesados por

el método de absorcion atomica.

Metal Rango de recta de Longitud de onda Limite de
eta

calibracion (ppb) (nm) deteccion (ppb)
Plomo 0-150 283.30 0.03

Se realiz6 diluciones consecutivamente a partir de la solucion estandar del plomo,
preparando soluciones con concentracion de 1 mg/L. Las diluciones se acidificaron
con acido nitrico 1% para evitar precipitaciones. Se agitd los balones para
homogenizar la solucion y se transfirio a los frascos de polipropileno, previamente

identificados con el cddigo de la muestra o el estdndar (Wu et al., 2023).

Las muestras acuosas preparadas se inyectaron en el tubo de grafito, con un volumen
de 10 uL de blanco, estandar y muestra para obtener 5 mediciones de absorbancia para
los estandares y 3 mediciones para las muestras. Luego se analizo las muestras con las
operaciones de secado, incineracion y atomizacion del programa de calentamiento. Las
mediciones se realizaron por triplicado y se procedié a realizar la lectura de la

absorbancia vs concentracion en mg/L (Wu et al., 2023).

Sulfatos

Se selecciono el método sulfato en el fotometro multiparamétrico HANNA. Posterior
a esto se lleno la cubeta con 10 ml de cada muestra. Después se ubic6 la cubeta en el
soporte del equipo, se presiond la tecla cero y se espero el tiempo indicado en el
temporizador para realizar la respectiva medicion. Se retird la cubeta y se afiadio 1
paquete del reactivo sulfato HI93751-0. Se coloc¢ la tapa y se invirtié la solucion por

1 minuto para que los reactivos se mezclen. Nuevamente, se coloco la cubeta en el
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instrumento y se esperd el tiempo indicado en el temporizador para comenzar con la

lectura de los resultados en mg/L de sulfato SO4+2- (HANNA Instruments, 2022).

Zinc

Se selecciond el método zinc en el fotometro multiparamétrico HANNA, se llend
viales de vidrio graduado con 20 mL de cada una de las muestras, después se coloc6 1
paquete del reactivo zinc A HI 93731A-0, se cerrd el cilindro y se lo invirti6 varias
veces hasta que se disolvio por completo. Después se colocd en una cubera 10 mL de
la muestra reaccionada, se la coloco en el soporte y se presiono la tecla cero hasta que
el medidor estuvo listo. Luego en la cubeta agreg6 0,5 mL del reactivo de zinc B HI
93731B-0, se cerrd dicha cubeta con un tampdn de plastico HDPE para evitar la
contaminacion, se colocd la tapa y se mezcld por alrededor de 15 segundos, la muestra
se puso en el instrumento y se esperd hasta que aparezca la lectura (HANNA

Instruments, 2022).

2.2.2.2 Analisis de las propiedades microbioldgicas

E. coli y Bacterias coliformes

Para la determinacion de presencia de coliformes fecales, se realizd mediante el
analisis Media Pad para coliformes, para ello se autoclavo el material y el agua para
las diluciones a temperatura de 121°C. Se sac6 las muestras y se dejo enfriar a
temperatura ambiente. Se prepard diluciones seriadas de ser necesarias; para ello se
tomo 1 ml de muestra en 99 ml de agua estéril. Luego se etiquetod cada almohadilla del
Media Pad y se realiz6 el cultivo con cada dilucion. Se adiciond un 1 ml de cada
dilucion levantando con cuidado la pelicula del Media Pad en sentido diagonal, se
agrego la muestra en el centro del Pad y se cerr6 el film en forma diagonal, asegurando
que los bordes se encuentren cerrados. Posteriormente se incubd los Media Pads
apilandolos en un maximo de 20 a 35- 37°C por 24 horas. Pasado el tiempo indicado,
se realizd el recuento de resultados en UFC (Unidades Formadoras de Colonias), se

conto los puntos de color de una celda representativa y se multiplicard por 20 (celdas
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totales), y se obtuvo una estimacion del dato total de la MC-media PAD (Merck
KGaA, 2018).

2.2.3 Desarrollo del analisis metagenomico de la microbiota intestinal de pollos
de engorde para la obtencion de la composicion taxonémica de las comunidades

microbianas

2.2.3.1 Toma de muestras de heces de las aves

El muestreo de las heces de las aves se realizo en la granja “San José€” y en la granja
“Las Orquideas” ubicadas en la parroquia Madre Tierra. Para el ingreso a las granjas
no se requirid ningun permiso especial solo la autorizacion de los duefios. El método
para la toma de muestras que se empled fue el descrito por PANAFTOSA (2017). Para
ello se utiliz6 guantes desechables y contenedores de muestras con espatulas
esterilizadas. Se recolect6 4 muestras de heces de pollos de diversos puntos del galpén
de las dos granjas, una vez recolectada las muestras, se etiquetd los contenedores y
posterior a ello se los transporté en contenedores con hielo seco, para mantener la
cadena de frio, a una temperatura de 2 °C a 8 °C durante un maximo de 24 horas, hasta
llegar al laboratorio. Una vez en el laboratorio se tom6 10 gr de cada una de las
muestras y se las colocd en tubos Eppendorf etiquetados. Para su conservacion las

muestras se almacenaron en el ultracongelador a —80 °C.

2.2.3.2 Extraccion de ADN

Las muestras se descongelaron y para la extraccion del ADN se utilizara el kit MpBio

(FastDNA SPIN Kit for Soil) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se agito brevemente el tubo PowerBead Pro para asegurarse de que las perlas se hayan
asentado en el fondo. Posteriormente, se afiadié 0,50 g de la muestra de heces, con
ayuda de una micropipeta se colocé 800 pl de solucion CDI1. Se llevo al Vortex
brevemente para mezclar. Se fijo el tubo PowerBead Pro horizontalmente en un
adaptador Vortex para tubos de 1,5 a 2 ml durante 10 minutos. Después, se centrifugd
el tubo PowerBead Pro a 15.000 rpm durante 1 minuto. Se transfirié el sobrenadante a

un tubo de microcentrifuga limpio de 2 ml. Seguido de esto, se centrifugé a 15.000
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rpm durante 1 min. Evitando el sedimento, se transfirio 600 pl de sobrenadante a un
tubo de microcentrifuga limpio de 2 ml. Se agreg6 200 ul de solucion CD2 y se agitd
durante 5 segundos. Se centrifugé las muestras a 15.000 rpm durante 1 minuto.
Evitando el sedimento, se transfiri6 600 pl del sobrenadante a un tubo de
microcentrifuga limpio de 2 ml. Posteriormente se agreg6é 600 ul de solucion CD3 y
se agitd durante 5 segundos. Se tomd 650 pl de lisado en una columna de

centrifugacion MB y se centrifugd a 15.000 rpm durante 1 minuto.

Nuevamente se centrifugd a 15.000 rpm durante 1 minuto y se desechd el flujo. Se
repitid los pasos anteriores, para asegurarse de que todo el lisado haya pasado a través
de la columna de centrifugacion MB. Se colocé con cuidado la columna de
centrifugacion MB en un tubo de recogida limpio de 2 ml, evitando salpicar el flujo
sobre la columna de centrifugado MB. Se agregd 500 pl de solucion EA a la columna
de centrifugacion MB. Se centrifug6 a 15.000 rpm durante 1 minuto. Se desecho el
flujo y se coloco la columna de centrifugacion MB nuevamente en el mismo tubo de
recoleccion de 2 ml. Se agregd 500 ul de solucion C5 a la columna de centrifugacion

MB. Sé centrifugo6 a 15.000 rpm durante 1 min.

Se desecho el flujo y se coloco la columna de centrifugacion MB en un nuevo tubo de
recogida de 2 ml. Se centrifugé a 16.000 rpm durante 2 min. Se coloc6 con cuidado la
columna de centrifugacion MB en un tubo de elucion nuevo de 1,5 ml. Se agregd 100
ul de solucion C6 al centro de la membrana del filtro blanco. Finalmente se centrifugd
a 15.000 rpm durante 1 minuto y se desecho la columna de centrifugado MB. E1 ADN

quedo listo para aplicaciones posteriores.

2.2.3.3 Calidad y cantidad de ADN

La concentracion de ADN extraido (absorbancia a 260 nm) y su pureza (relacion de
absorbancia 260/230 y 260/280) se medié con la ayuda de un Nanodrop. Todas las
muestras de ADN fueron almacenadas en el congelador a -20 °C para su posterior

analisis.
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2.2.3.4 Amplificacion y secuenciacion por PCR

Se realizo6 la amplificacion de la region V3-V4 del gen 16S rRNA mediante PCR con
cebadores con codigo de barras y la secuenciacion se realiz6 en la plataforma Illumina

MiSeq.

2.2.3.5 Analisis Bioinformatico

Los datos obtenidos de la secuenciacion se analizaron en el programa Qiime?2 version
2018.11 (https://qiime2.org/). Los resultados de los andlisis quimicos previamente
realizados se colocaran en una meta-data. La meta-data se cre6 en Google Sheets y se
empleara la herramienta Keemei que es un codigo abierto para validar formatos de
archivos bioinformaticos tabulares. Los metadatos se generaron colocando un cédigo
en cada muestra, se recopild la informacion de los analisis de calidad del agua y datos
sobre las aves (edad, sexo, peso, tipo de alimentacidon). Los metadatos se exportaron
en formato .tsv (archivo de texto separado por tabulaciones). Cada tabulacion
representa una columna. La informacién indispensable se colocé en las dos primeras

dos columnas: id y barcode-sequence.

El id represento la etiqueta con la que se nombr6 al barcode (codigo de barras de
ADN), es decir esa muestra. El barcode-sequence (secuencia de ADN) como su
nombre indica es el barcode al que se asocid la muestra. Se cred una carpeta en la
terminal de Qiime2 en la cual se almacend todos los archivos que se generaron durante
todos los andlisis. Posterior a ello se descargd los archivos de los meta-datos. Se
descargo las secuencias de trabajo. Una vez realizado esto se activo Qiime2 desde la
terminal, después se importaron las secuencias y los barcodes al formato .qza el cual

se import6 con el plugin comando giime tools import.

Después se hizo un resumen de los datos demultiplexados y se transformaron a un
formato de visualizacion .qzv. Se copio y pegd el cuadro de comando del plugin para
hacer el resumen de los resultados del demultiplexing en la terminal, la primera opcion
es para el archivo de entrada que es el demux.qza del paso anterior, la segunda opcion
es para generar el archivo de salida llamado demux.qzv, de esta manera se genero el

archivo con la extension .qzv y un histograma del numero de secuencias por el nimero
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de muestras, unicamente de las secuencias forward, ya que se trabajd con secuencias

paired end.

Las secuencias sin procesar se desmultiplexaron con Qiime2 es decir, se realizo la
identificacion del barcode de cada secuencia obtenida para agrupar las por muestras.
Se eliminod los reads erroneos con (DADA?2). Se visualizo los archivos de la tabla de

frecuencias y las secuencias representativas y se obtuvo los OTUs.

2.2.3.6 Analisis de diversidad Alfa y Beta

Para el andlisis de diversidad alfa (diversidad dentro de muestras) y beta (diversidad
entre muestras). Lo primero que se realiz6 es la construccion de un arbol filogenético
usando g2-phylogeny y align-to-tree-maftt-fasttree, y se obtuvo un arbol sin raiz

usando FastTree lo que permitié remover secuencias altamente variables.

Luego, se uso el complemento q2-diversity y el método core-metrics-phylogenetic
para calcular la diversidad alfa (indice de diversidad de Shannon, diversidad
filogenética y uniformidad de Faith) y las métricas de diversidad beta (distancia Bray-
Curtis, distancia UniFrac no ponderada, distancia UniFrac ponderada), también se
realizé el andlisis de coordenadas principales (PCoA). En resumen, en este paso se
aplico un plugin que determino varias métricas de diversidad alfa y beta, generando
graficas de exploracion PCoA con distancias taxondmicas y filogenéticas, y poniendo
a prueba asociaciones entre categorias declaradas en el archivo de metadatos. Se
generd un archivo de visualizacion del weighted unifrac, que mostro los datos de la

distancia UniFrac.

2.2.3.7 Analisis de Alfa rarefaccion

Se realiz6 un analisis de alfa rarefaccion para evaluar la diversidad alfa. En este paso
se construyo curvas de rarefaccion de tres distintas métricas de diversidad alfa: riqueza

observada, diversidad taxondémica y diversidad filogenética.
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2.2.3.8 Analisis taxonomico

Para la clasificacion taxonomica se utilizo la base de datos de Greengenes para ello se
utilizé secuencias Feature-table y res-seqs (3000) y el comando alineado-rep-seqs para
alinear el arbol y eliminar variables que provocan ruido. En este paso se asigné una
identificacion taxonomica, con estos datos y las tablas de frecuencia se genero los

perfiles taxondmicos de los OTUs que se van a analizar.

2.2.3.9 Analisis de abundancia diferencial

Para las pruebas de abundancia diferencial entre grupos, se utilizoé el Andlisis de
composicion de microbiomas (ANCOM), luego se utilizé la composicion g2 y el
complemento add-pseudocount. para que la frecuencia minima comience desde 1 y no
desde 0. Se utilizd el complemento q2-gneis para encontrar diferencias en la
secuenciacion de profundidad en base a proporciones y obtener mapas de calor para
medir la abundancia relativa. Para ello se utiliz6 taxa-bar-plots para poder visualizar
el conteo de cada nivel taxondémico que puede llegar al nivel de especie. El conteo para

cada OTU proviene de la suma de cada taxon.
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CAPITULO IIL- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1  Analisis y discusion de los resultados

3.1.1 Obtencion de parametros fisico quimicos

En primera instancia, se llevo a cabo la seleccion de los tres puntos estratégicos de
muestreo de agua en cada una de las granjas seglin su infraestructura y siguiendo el
protocolo establecido por la norma INEN 1108. Para las granjas San José (Anexo 1)y
Las Orquideas (Anexo 2) las muestras fueron tomadas en las siguientes ubicaciones:
pozo, planta de tratamiento de agua secundaria y niple. Estos puntos fueron
seleccionados con la finalidad de evaluar la calidad del agua de las granjas antes
durante y después del tratamiento de las aguas de consumo de las aves. Es importante

mencionar que el tipo de agua analizado proviene de pozos.

Tabla 7. Resultados de los analisis fisicoquimicos del agua en las diferentes granjas.

Granja San Granja Las Nivel maximo
Parametros Unidades ) .
Jose Orquideas aceptable
pH - 7.87+£0.10 7.66 = 0.08 6.0-8.0
Cobre mg/L 0.19+0.0 0.00+0.0 0.6
Dureza
ppm 40.00 £ 0.0 115.00 £ 0.0 110
total
Hierro mg/L 0.22+0.0 0.16 £ 0.0 0.3
Nitratos mg/L 5.80+0.0 0.2+0.0 25
Zinc mg/L 0.00+0.0 0.05+0.0 1.5
Cloro libre mg/L 410+0.0 0.01+0.0 250
Calcio mg/L 16.00+ 1.7 46.3+0.6 60
Magnesio mg/L 0.00+£0.0 0.00+£0.0 125
Sulfatos mg/L 10.00 £ 0.0 2.00+0.0 250
Plomo mg/L 0.002 £ 0.0 0.003+0.0 0.02

Nota. Todos los andlisis de parametros fisicoquimicos se realizaron por triplicado

Fuente: (Cobb Vantress, 2022)



3.1.1.1 pH

El pH indica la concentracion de iones de hidrogeno en una disolucion (Mustedanagic
et al., 2023). Segun Guo et al. (2023), las bacterias presentes de forma natural en el
intestino de las aves varian dependiendo el segmento del TGI en el que se encuentren.
Estas bacterias presentan diferentes factores de crecimiento que pueden verse

afectados por el pH del agua que ingiera el pollo (Ricke & Rothrock, 2020).

Osei et al. (2019), mencionan que cuando los valores de pH son bajos (4cidos), pueden
altera los procesos digestivos, disminuyendo la absorcion de nutrientes (Mishra et al.,
2023). Por otra parte, el pH elevado (alcalinos) causa: cambios en la composicion de
la microbiota. En la investigacion realizada por Saleh et al. (2023), menciona que los
microorganismos presentes en el intestino habitan en un pH acidico y presentan
sensibilidad a los cambios de pH, por lo que al entrar en contacto con aguas alcalinas
se genera una disbiosis en la microbiota lo que facilita la colonizacion de bacterias

patogenas, retrasando el rendimiento del ave.

Los resultados obtenidos de este analisis indican que la granja San José presenta un
valor de pH de 7,86 mientras que, la granja Las Orquideas presenta un valor de 7,66
por lo que, los valores de pH se encuentran dentro del rango méximo permisible segiin
las normas establecidas por el Manual de Manejo de Pollos Cobb 500 y las normas

INEN 1108.

3.1.1.2 Cobre (Cu)

El cobre es un metal que presenta una alta conductividad eléctrica y térmica, se lo
puede encontrar en altas concentraciones cuando proviene de aguas subterraneas
(Skalny et al.,, 2021). Varios estudios han demostrado que el cobre altera el
metabolismo energético y proteico, asi como la biosintesis de aminoacidos
relacionados con la modulacion de la microbiota intestinal (Pontin et al., 2021). Este
metal regula la abundancia y diversidad bacteriana en el intestino, reduciendo bacterias

patogenas (Zhang et al., 2017). La acumulacion intracelular del cobre altera las
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proteinas y genera lesiones celulares en las bacterias patdgenas, mejorando la

funcionalidad intestinal (Dalecki et al., 2017).

En la Tabla 9 se detallan los valores de cobre presentes en el agua. En las dos grajas se
obtuvo valores de 0.19 mg/L y 0.00 mg/L respectivamente; por lo cual se encuentran
dentro del limite permitido que es 0.6 mg/L. De acuerdo con Bortoluzzi et al. (2020),
en el caso que las aves ingieran agua con altos niveles de Cu puede ejercer cambios en
la microbiota intestinal y los perfiles de resistencia a los antimicrobianos de las
bacterias patégenas. Ademas, genera toxicidad ocasionando efectos laxantes y a su vez
modificar el sabor del agua, lo que conlleva como consecuencia la disminucion del
consumo de agua diario de las aves afectando su correcto desarrollo (Zhang et al.,

2019).

3.1.1.3 Dureza total

La dureza del agua es una medida que hace referencia a la concentracion de sales de
calcio y magnesio disueltas en el agua (Biiker et al., 2021). Segun Saleh et al. (2023),
este parametro no es perjudicial para la salud de las aves, pero es importante llevar un

control de la dureza del agua.

Los resultados obtenidos del analisis de este parametro para la granja San José se
encuentran dentro del limite permisibles con un valor de 40.00 ppm. La granja Las
Orquideas presentd un valor de dureza de 115.00 ppm sobrepasando el limite
permisibles establecido que es de 110 ppm. La variacion de la dureza del agua en las
granjas de acuerdo con Hassan (2019), se debe a la elevada cantidad de iones calcio y

magnesio disueltos, presentando una mayor mineralizacion del agua.

Otro de los factores que influye para valores altos de dureza del agua es la ubicacion
geografica de la toma principal que sera distribuida a las aves (Sari et al., 2022). En
el caso de ambas granjas la toma principal de agua es de pozos, sin embrago, la granja
Las Orquideas se encuentra ubicada cerca de un yacimiento minero. El agua
subterranea entra en contacto con objetos naturales como rocas y otros elementos; esto

ocasiona el incremento de minerales en el agua (Jagaba et al., 2020).
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3.1.1.4 Hierro (Fe)

EI hierro es un metal maleable que se encuentra presente en las aguas subterraneas, la
mayoria de las bacterias que habitan en el intestino requieren de este para crecer y
desarrollarse de manera adecuada (Vergnes et al., 2017). Los estudios del efecto del
hierro en la microbiota son limitados y se centran en especies bacterianas individuales
(Shannon & Hill, 2019). De acuerdo con Knight et al. (2019), menciona que la
presencia de hierro altera la microbiota intestinal al influir en la manera en que los
microorganismos adquieren energia de los nutrientes consumidos por el organismo

huésped.

El autor Di Martino et al. (2018), menciona que las altas concentraciones de Fe
alteran el sabor y olor del agua, provocando una reduccién de la ingesta de agua.
Cuando el ave disminuye el consumo de agua, el potencial energético decrece, por
ende, no llega a obtener el peso esperado, en un tiempo determinado (Cai et al., 2017).
Los resultados del analisis realizado reflejan que los niveles de Fe de ambas granjas se
encuentran dentro del rango permisible que es de 0.3 mg/L, presentando un valor de
0.22 mg/L y 0.66 mg/L respectivamente, por lo tanto, las aves que consumen el agua
estan libres de los efectos adversos antes mencionados. En una investigacion realizada.
Bortoluzzi et al. (2020), se ha demostrado que los niveles bajos de hierro favorecen
una mejor funcion intestinal y la disminucion de la incidencia de efectos laxantes, lo

que resulta en un mayor crecimiento y rendimiento de los pollos de engorde.

3.1.1.5 Nitratos (NO*)

Los nitratos se forman naturalmente en la fase final de la descomposicion de la materia
organica (Augusto et al.,, 2022). Su presencia en el agua es indicativa de
contaminacion, causada por residuos de origen antropogénico o a su vez por aguas de

escorrentia con presencia de fertilizantes nitrogenados (Saleh et al., 2023).

Cuando los nitratos se encuentran en niveles elevados, reduce la capacidad de los
globulos rojos para transportar el oxigeno en el torrente sanguineo (Sinha et al., 2021).

En un estudio realizad por Ma et al. (2023), menciona que la comunidad microbiana
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intestinal cambia frente a la exposicion elevada de nitratos y podria alterar la
diversidad a y B, especificamente la proporcion de flora intrinseca puede disminuir,

mientras que la de los microorganismos potencialmente patogenos aumentan.

En el estudio realizado los niveles de nitratos encontrados en el agua de las granjas
San José y Las Orquideas fueron de 5.80 mg/L y 0.2 mg/L, respectivamente. De
acuerdo con lo reportado en la Tabla 9, los niveles de nitratos cumplen con los
requisitos de la normativa INEN 1108 y el Manual de manejo de pollos Cobb 500 para

agua potable de consumo animal.

3.1.1.6 Zinc (Zn)

El zinc es un oligoelemento de gran importancia tanto para el ser humanos como para
los animales, en el caso de los pollos este ayuda en la regeneracion de tejidos celulares,
el crecimiento y el desarrollo 6sea (Skalny et al., 2021). Por el contrario De Grande
et al. (2020), menciona que en concentraciones elevadas llega a ser toxico y puede
generar complicaciones en el TGI debido a que no se absorbe de manera adecuada y
no son almacenadas en el organismo, por el contrario, este llega a ser expulsado por
medio de la orina o las heces. Los resultados obtenidos de Zn para la granja San José
fue de 0.00 mg/L mientras que para la granja Las Orquidea se obtuvo un valor de 0.05

mg/L indicando que los valores estan dentro del limite permisible (1.5 mg/L).

En concentraciones adecuadas el Zn ayuda a mejorar la incidencia de diarreas, esto se
debe a que se reduce el dafio intestinal ayudando a mantener la integridad de la mucosa
mediante la modulacion de la microbiota intestinal (Kociova et al., 2020). De acuerdo
con Velasco et al. (2018), el Zn ayuda a inhibir la presencia de E. coli patogena al

controlar la expresion de la alfa-hemolisina (exotoxina producida por E. coli).

3.1.1.7 Cloro libre

La cloracién del agua es necesario debido a que ayuda a eliminar los posibles
microorganismos patogenos presentes y de esta manera poder evitar enfermedades en

las aves (Kafle, 2020). De acuerdo con Zou et al. (2023), la presencia de cloro en el
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agua potable para pollos de engorde no produce dafios en la mucosa intestinal, por el
contrario, se ha evidenciado que ayuda a reducir microorganismos como E. coli y

Enterococcus spp. tanto en el buche como en el ciego de los pollos.

En la granja San José se obtuvo una concentracion de 4.10 mg/L, mientras que para la
granja Las Orquideas la concentracion fue de 0.01 mg/L. En la granja San José se
obtuvo una mayor concentracion de cloro libre esto se puede deber a que la cloracion
del agua habia sido realizada antes de la toma de muestra, mientras que en la granja
Las Orquideas las cloracion atn no se realizaba. Sin embargo, ambos valores se

encontraron dentro del limite aceptado (250 mg/L).

3.1.1.8 Calcio (Ca)

El calcio al igual que el Mg es responsable de la dureza y el mal sabor en al agua
(Kafle, 2020). En la granja Las Orquideas se obtuvo concentracion de 16 mg/L menor
al de la granja San José¢ 46.3 mg/L, pero ambas se encuentran dentro de los limites
aceptados (60 mg/L). De acuerdo con Xing et al. (2020), el calcio no causa problemas

en la salud de las aves debido a que estas pueden tolerar hasta 400 mg/L de Ca.

3.1.1.9 Magnesio (Mg)

El magnesio es uno de los principales metales alcalinotérreos causantes de la dureza
del agua el cual puede llegar a modificar el sabor (amargo) (Kafle, 2020). De acuerdo
con Del Chierico et al. (2021), en concentraciones adecuadas el Mg ayuda a restaurar
la funcion de la mucosa intestinal. En ambas granjas no se encontrd la presencia de

magnesio se obtuvo una concentracion de 0.00 mg/L.

Se puede mencionar que si los valores obtenidos son mayores a los establecidos no es
perjudicial para el ave debido a que rara vez ocasiona problemas en la salud. Sin
embargo, Saleh et al. (2023), sefiala que cuando este se combina con el ion sulfato y
forma sulfato de magnesio (MgSO4+7H20) ocasiona fuertes diarreas e irritaciones

intestinales en los animales provocando retrasos en el desarrollo.
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3.1.1.10 Sulfatos (SO4%)

Los sulfatos se pueden encontrar de manera natural o artificial debido a la presencia
de industrias (Kafle, 2020). En las granjas San Jos¢ y Las Orquideas los valores
obtenidos se encontaron dentro del nivel méximo aceptable (250 mg/L) con una
concentracion de 10 mg/L y 2 mg/L respectivamente. Sin embargo, Ebrahimi et al.
(2023), menciona que cuando estos valores sobrepasan el valor permisible este tipo de
aguas no es bien tolerada por las aves debido a que son los principales causantes de un
efecto laxante y retrasos en el crecimiento. Ademas, si presentan mal olor significa que
se tiene una alta concentracion de hidrogeno el cual se produce como subproducto de

bacterias reductoras de sulfato (Saleh et al., 2023).

3.1.1.11 Plomo (Pb)

La contaminaciéon del plomo se da debido al empleo de pesticidas y actividades
industriales las cuales contaminan el suelo y las aguas subterraneas (Kafle, 2020). Los
resultados obtenidos mostraron que el nivel de plomo para las dos granjas se encuentra
dentro del limite permitido (0.02 mg/L) con concentraciones de 0.003 mg/L y 0.002
mg/L respectivamente por lo que los pollos no estdn expuestos a este tipo de
contaminacion. Segun Naili et al. (2021), sefala que la bioacumulacion de Pb se da
principalmente en rifiones, higado y pulmones cambiando la estructura microscopica
de sus tejidos, teniendo un impacto negativo en la actividad enzimatica. Por su parte,
Ebrahimi et al. (2023), afiade que la intoxicacidon por plomo también puede llegar a
reducir el nimero de anticuerpos y su vez puede desequilibrar la microbiota intestinal

de las aves.
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3.1.2 Obtencion de parametros microbiologicos

Tabla 8. Andlisis microbiologicos del agua en las diferentes granjas.

) Granja Las Nivel maximo
) Granja San .
Bacterias ) Orquideas aceptable
Jose (UFC/mL)
(UFC/mL) (UFC/mL)
E. coli 0 2 <100
Bacterias coliformes 0 0 <50

Fuente: (Cobb Vantress, 2022)

3.1.2.1E. coli

E. coli es una bacteria Gram negativa con forma de bacilo su presencia en el agua es
un indicativo de contaminacién fecal, las aves inmunodeprimidas son susceptibles a
contraer la bacteria (Wang et al., 2021). Esta bacteria se encuentra presente en el TGI
de aves, siendo facilmente diseminada al ambiente por medio de las heces (Yousef et
al., 2023). En un estudio realizado por da Rosa et al. (2020), menciona que el contagio
de esta bacteria a través del agua puede causar colibacilosis en las aves, generando

lesiones fibrosas alrededor de diferentes viseras y problemas respiratorios.

En la investigacion ejecutada se evidencid que en la granja San José no existe presencia
de E. coli en el agua, mientras que, en la granja Las Orquideas se encontré 2 UFC/mL
que se encuentra dentro del limite permisible menor a 100 UFC/mL establecido de
acuerdo con normativa NTE INEN 1108 y el Manual de Manejo de Pollos Cobb 500.
La presencia o ausencia de la bacteria depende del tratamiento previo que haya tenido

al agua y que no exista una fuente de contaminacion en la red de distribucion (Wei et

al., 2023).
3.1.2.2 Bacterias coliformes
Las bacterias coliformes indican la presencia de contaminacién fecal en el agua. En

ambas granjas no se encontrd la presencia de este tipo de bacterias (0 UFC/mL).

Swelum et al. (2021), menciona que la principal causa de contaminacion es la
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presencia de haces. Por su parte Fancher et al. (2020), indica que la mayoria de estas
bacterias presentes en el agua son inofensivas, pero si hay bacterias que pueden causar

enfermedades en las aves como malestar en el TGI y diarrea.

3.1.3 Analisis Metagenomico

El analisis metagenémico efectuado involucro la secuenciacion del amplicon 16S. El
motivo por el cual el estudio se sesgd unicamente en la amplificacion del gen 16S
rRNA fue debido a que segiin Johnson et al. (2019), menciona que 90 % de la
composicion de la microbiota se encuentra formada por bacterias y Gnicamente el 10
% por arqueas y hongos. En base a lo antes mencionado la secuenciacion de amplicon
del gen 16S rRNA, permitio6 establecer las relaciones filogénicas, la taxonomia y la
abundancia de especies bacterianas incluidas ciertas familias de arqueas. Las muestras
fecales de los pollos de engorde empleadas para este estudio fueron tomadas de dos
granjas San José y Las Orquideas ubicadas en la parroquia Madre Tierra, (Anexo 3 y
Anexo 5). Es importante mencionar que los pollos de engorde se encontraban bajo los
mismos parametros es decir que se les administraba el mismo tipo de alimento, agua,

clima y ubicacion geogréfica.

3.1.3.1 Diversidad Alfa

Tabla 9. Resultado de diversidad de especies.

NuUmero de Diversidad de especies  NUmero de especies
Identificacion
muestra de Shannon identificadas
1 M1G1 2.886 836
2 M2G1 2.650 896
3 M3G1 2.428 851
4 M4G1 2.648 1072
5 M1G2 1.977 846
6 M2G2 3.378 973
7 M3G2 2.130 830
8 M4G2 2.744 1080
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Nota: La diversidad de especies de Shannon mide la entropia de las clasificaciones a
nivel de especie en la muestra. En la codificacion presentada para la identificacion M
corresponde al nimero de muestreo, G1 representa a la granja ‘San José€’, mientras que

G2 representa a la granja ‘Las Orquideas’.

Para cuantificar la biodiversidad especifica de las muestras se empled el indice de
diversidad de Shannon (Kang et al., 2021). El indice sirve para identificar la
heterogeneidad de una comunidad en base a dos factores: el nimero de especies
presentes y su abundancia relativa (Mandal et al., 2020). Se la puede describir como
una medida del grado de incertidumbre asociada a la seleccion aleatoria de un
individuo en la comunidad (Pandit et al., 2018). De acuerdo con Sundar Paul et al.
(2020), el indice de Shannon oscila en un rango de 1 a 5, los valores menores a 2 se
los interpreta como diversidad baja, de 2 a 3.5 presencia de una diversidad media y los

valores superiores a 3.5 como diversidad alta.

Segun los resultados de los analisis obtenidos (Tabla 9) se refleja qué el valor del indice
de Shannon de todas las muestras, con excepcion de la muestra 5, presentan una
biodiversidad especifica alta. En el caso de la muestra 5 al tener un valor menor a dos
presenta una diversidad baja. En una investigacion realizada Qi et al. (2019),
menciona que la variabilidad de este indice incrementa con la riqueza del ecosistema,
es decir con el numero de especies y disminuye cuando la mayoria de los individuos

pertenecen a una misma especie.

En base a los conceptos antes mencionados, se puede interpretar que la muestra que
presenta mayor diversidad es la nimero 6 con un total de 973 especies identificadas y
un indice de 3.378. Es fundamental destacar que la presencia de un valor por debajo
del estandar en el indice no indica una falta de diversidad microbiana en la muestra.
Mas bien, sugiere que la mayoria de los microorganismos presentes pertenecen a una

misma especie, como lo es en el caso de la muestra 5.
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3.1.3.2 Diversidad Beta

Figura 4.
Analisis de coordenadas principales (PCoA)
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Nota: Este diagrama de dispersion muestra un andlisis de coordenadas principales

(PCoA) de la abundancia relativa normalizada de todas las muestras.

El analisis de coordenadas principales (PCoA) mide las diferencias en la distribucion
de clasificaciones taxonOomicas entre muestras, hasta un nivel taxonémico fijo. El
(PCoA), también conocido como escalamiento multidimensional métrico, detalla y
mide el grado de similitud de la composicion de la comunidad microbiana entre las
muestras, con base a una matriz euclidiana entre objetos (Wang et al., 2022). Segun
Shi et al. (2020), menciona que mientras mas cercanas se encuentra una muestra de
otra son mas similares. En al grafico de PCoA (Figura 3) se puede observar que M1G1
con M3G1, M3G2 con M1G2 y M2GI1 con M2G2 son las muestras que presentan
mayor similitud debido a que la distancia entre ambas es menor en comparacion con

M4G2 y M4Gl.

43



Figura 5.

Dendrograma de agrupamiento jerarquico.
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Nota: Este dendrograma muestra una agrupacion jerarquica de muestras basada en

clasificaciones a nivel de género. El grafico de barras debajo de cada muestra presenta

la abundancia relativa de sus clasificaciones a nivel de género.

La mayoria de los métodos de agrupamiento dependen de la similitud que exista entre
los OTUS (Unidades Taxondmicas Operaciones) de una comunidad en este caso de
una muestra bioldgica con otra y que estos presenten un comportamiento homogéneo
(Kumar Awasthi et al., 2020). D¢ acuerdo con Milanese et al. (2019), la abundancia
relativa se la puede representar graficamente en arboles filogenéticos, haciendo
referencia al porcentaje que representan los microorganismos de una especie particular

respecto al total de microorganismos presentes en una muestra.

Al realizar el andlisis de diversidad Beta se observaron diferencias significativas entre
cada una de las muestras analizadas debido a la formacion de clusters (Figura 4)
indicando que hay diferentes comunidades bacterianas entre cada muestras. Kumar
Awasthi et al. (2020), senala que el clustering jerdrquico hace agrupamientos por

etapas empleando el método de distancia minima, media o maxima. En la figura 3B se
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puede observar que la muestra que presenta una mayor diferencia al resto es la muestra

M4G1 y las que presentan una mayor similitud son las muestras M1G1 con M3Gl.

3.1.3.3 Analisis taxonomico a nivel de genero

Figura 6.

Andlisis taxonomico a nivel de género.

A 2,97%

3,99% ‘
“ Lactobacillus

= Romboutsia

12,32% 40,50%0 = Corynobacterium
Otros
= Escherichia

= Streptococcus

| . = Clostridium

4,50%

= Lactobacillus

= Romboutsia
Otros
Faecalibacterium

Ve

12,28%

12,50% .

Nota: El andlisis taxondmico muestra las asignaciones taxonomicas de las

= Clostridium
= Alistipes
= Steptococcus

comunidades microbianas presentes en la microbiota fecal de los pollos de engorde de

A) Granja San José y B) Graja Las Orquideas.
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El andlisis taxondmico (Figura 6A y 6B) reveld que en las granjas San José¢ y Las
Orquideas el género bacteriano dominante fue Lactobacillus (40.50 % y 40.99 %
respectivamente) seguida por el género Romboutsia (1750 % y 1452 %
respectivamente). De acuerdo Shokryazdan et al. (2017), menciona que los
Lactobacillus se establecen en el intestino de los pollos un dia después de la eclosion,
presentan una alta capacidad para adherirse al epitelio intestinal, por lo que es
considerada parte de la flora bacteria normal del TGI. Por otro lado, Gerritsen et al.
(2017), menciona que Romboutsia estad presente en el intestino delgado y tiene la

capacidad de fermentar glucosa y otros carbohidratos simples.

Entre los géneros bacterianos potencialmente patdogenos para ambas granjas se
encontrd Streptococcus (3.99 % y 4.50 % respectivamente), estos son parte de la
microbiota normal de los pollos, la mayor parte de especies pertenecientes a este
género son considerados patdgenos oportunistas ubicados en la mucosa del TGI de las
aves (Vitetta et al., 2019). Clostridium (2.97 %y 7.79 % respectivamente), Grond et
al. (2018) menciona que son bacterias quimioorganotroficas que tienen la capacidad
de fermentar nutrientes (carbohidratos, proteinas y acidos organicos) y producir acido
grasos de cadena corta, mismos que aportan beneficios a la salud intestinal
contribuyendo al mantenimiento de la funcidn barrera intestinal. Sin embargo, Yan et
al. (2022), menciona que ciertas especies como Clostridium perfingens pueden causar

enteritis necrotica afectando el TGI de las aves.

Los géneros bacterianos identificados que presentaron un menor porcentaje en la
granja San José fueron Corynobacterium (14.82 %) y Escherichia (7.90 %). De
acuerdo con Jurburg et al. (2019), Escherichia es considerada como un patogeno,
este se encuentra en mayor cantidad en las heces que en los ciegos de los pollos de
engorde. Asu vez, Zhou et al. (2021), agrega que esta bacteria presenta una correlacion

negativa al crecimiento y la digestibilidad de la grasa de los pollos.

En comparacion con la anterior granja, Las Orquideas presentd diferentes géneros
bacterianos con porcentajes bajos, entre los cuales se encuentra Faecalibacterium
(12.28 %) que segun Souffriau et al. (2020), es una bacteria del colon productora de

butirato, este juega un papel importante en la fisiologia intestinal debido a que posee
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la capacidad de reducir la inflamacién de la mucosa intestinal. Seguida por Alistipes
(7.42 %) que acuerdo con Biasato et al. (2019), las bacterias pertenecientes a este
género son organismos resistentes a la bilis con la capacidad de producir fibrinolisina,
digerir gelatina y fermentar carbohidratos para producir acido acético, por lo que se

consideran bacterias benéficas en la microbiota intestinal.

La composicidon taxondmica que no presenta género se debe a que no se ha registrado
informacion de las bacterias identificadas en la base de datos (SILVA) con la que se
compard los resultados. Ademads, se puede mencionar que el andlisis taxonémico de
ambas granjas registra una similitud en la composicion bacteriana de la microbiota

fecal de los pollos.

3.1.3.4 Analisis de Abundancia relativa

La abundancia es el nimero de taxones que compone cada una de las diversas
comunidades bacterianas. Proporcidon de un taxon respecto a todo a toda la comunidad

presente en un sitio (Osuna-Prieto et al., 2023).

Tabla 10. Analisis de abundancia frente a los pardmetros fisicoquimicos del agua.

Parametro

Granja San José

Lactobacillus -
Romboutsia

Streptococcus
Escherichia 4

Clostridium -

0 1(30 2(‘)0 3(‘)0 4(')0 5(‘)0 660 760 8(‘)0
pH Granja Las Orquideas Nimero;de/txones
Lactobacillus
Romboutsia
Faecalibacterium

Alistipes

Streptococcus

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Numero de taxones
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Granja San José

Lactobacillus

Romboutsia

I
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Bacteroides

s

Prevotella

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Cobre Granja Las Orquideas " UM€"® deitaxones

Lactobacillus

Romboutsia
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Clostridium

Corynebacterium

L

o

100 200 300 400 500 600 700 800
Nimero de taxones

Granja San José

Lactobacillus -
Romboutsia
Bacteroides
Escherichia

Clostridium 4

0 100 200 300 400 500 600 700 800

Du reza tOta| Granja Las Orquideas Numero;de taxones

Lactobacillus

Romboutsia

Barnesiella

Prevotella

Streptococcus

b

100 200 300 400 500 600 700 800
Numero de taxones

o

Granja San José

Lactobacillus -
Romboutsia -
Faecalibacterium
Corynobacterium

Clostridium

0 100 200 300 400 500 600 700 800
H ierro Granja Las Orquideas Nimero.de taxones
Lactobacillus
Romboutsia
Barnesiella
Alistipes

Clostridium

|

100 200 300 400 500 600 700 800
Numero de taxones

S}

Granja San José

Lactobacillus
Romboutsia
Bacteroides

Corynobacterium 4

Escherichia

0 100 200 300 400 500 600 700 800
N |tratos Granja Las Orquideas Numero de taxones
Lactobacillus
Romboutsia
Faecalibacterium
Prevotella

Escherichia

!

o

100 200 300 400 500 600 700 800
Numero de taxones
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Granja San José

Lactobacillus

Romboutsia

Barnesiella

Escherichia

Clostridium

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Z I nc Granja Las Orquideas Numero;de taxones
Lactobacillus
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o
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o
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Lactobacillus
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Granja San José

Lactobacillus 4
Romboutsia
Prevotella -

Corynebacterium -

Clostridium

0 100 260 360 400 500 660 760 800
Su Ifatos Granja Las Orquideas Numero de taxones
Lactobacillus
Romboutsia
Barnesiella

Faecalibacterium

Clostridium

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Numero de taxones

Granja San José

Lactobacillus 4
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Bacteroides

Escherichia -
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0 1(‘)0 260 360 460 560 660 760 8(‘)0
Plomo Granja Las Orquideas Numeroide taxones
Lactobacillus
Romboutsia
Faecalibacterium

Alistipes

Streptococcus

) 100 200 300 400 500 600 700 800
Numero de taxones

Los resultados de los anélisis realizados (Tabla 10) determinaron que la composicion
taxondmica de las muestras presentd una minima variacion en los taxones de las
comunidades bacterianas mas abundantes de la microbiota fecal de los pollos de ambas
granjas, pese al ser evaluados frente a los parametros de calidad de agua, tomando en
cuenta que los mismo se encuentran dentro de los parametros de calidad de agua (Tabla
7). Los géneros bacterianos dominantes y con mayor nimero de taxones en todos
analisis corresponden a Lactobacillus y Romboutsia. Sin embargo, se evidencio la
variacion de bacterias de los géneros Bacteroides, Prevotella y Barnesiella dentro de

las comunidades bacterianas.

Se puede evidenciar que el agua que consumen los pollos en las dos granjas no altera
significativamente la microbiota intestinal. En un estudio realizado por Vanhaecke et
al. (2022), menciona que en estudios en la microbiota de humanos se ha demostrado
que el tipo de agua de consumo es un factor que contribuyen a la variacion de la
microbiota intestinal . Por lo tanto, este factor también podria llegar a afectar la

microbiota de los pollos de engorde. Sin embargo, se demostrd que la calidad de agua
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de ambas granjas no alter6 significativamente la composicion taxonémica microbiana
intestinal, esto se debe a que el agua analizada se encontr6 dentro de los parametros
establecidos y las fuentes de recoleccion fueron similares provenientes las dos de

pozos.

3.1.3.5 Abundancia diferencial

El andlisis de abundancia diferencial (DDA) tiene como funcion principal identificar
caracteristicas (OTU, ASV, taxones, especies) que son diferencialmente abundantes

entre comunidades bacterianas (Nearing et al., 2022).

Figura 7
Grdfico de proporcion de Gneiss de abundancia diferencial entre las granjas San

José y Las Orquideas.

Granja San José Granja Las Orquideas

Barnesiella

Lactobacillus
Prevotella
Bacteroides
Alistipes
Faecalibacterium
Corynebacterium
Romboutsia

Clostridium

Enterococcus
Flavonifractor
Veillonella

Haemophilus

Caracteristicas

Paenibacillus
Blautia
Staphylococcus
Brevibacterium
Gemella
Jeaotgalicoccus
Alkaliphilus

0.006 0.004 0.002 0.000 0.002 0.004 0.006
Proporcion Proporcion

Se realiz6 una comparacion de la microbiota entre las granjas San José y Las Orquideas
mediante la abundancia relativa utilizando Gneiss. En la Figura 7 se observod el
predominio de los géneros de Lactobacillus y Romboutsia para ambas granjas,
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mientras que las bacterias menos abundantes fueron las pertenecientes a los géneros
Flavinofractor, Veillonella, Haemophilus, Paenibacillus, Blautia, Staphylococcus,

Brevibacterium, Gemella, Jeaotgalicoccus, Alkaliphilus.

De acuerdo con Memon et al. (2022), Lactobacillus es un género comensal importante
en el tracto gastrointestinal del pollo, proporciona efectos beneficiosos sobre la salud
y el rendimiento al producir sustancias antimicrobianas, &cidos grasos de cadena corta,
exopolisacaridos y fuentes adicionales de energia. Una disminucion representativa de
este microorganismo en la microbiota genera una alteracion en el TGI ocasionando
que este se encuentre vulnerable frente a la infeccion de patégenos oportunistas
(Juricova et al., 2022).

Segun Shokryazdan et al. (2017), Romboutsia sp. esta relacionado con actividades
metabolicas intestinales que dan como resultado la produccion de una amplia gama de
compuestos esenciales como los productos finales de la fermentacion bacteriana,
suelen ser absorbidos facilmente por el huésped y metabolizados como fuentes de
energia. De igual manera una abundante disminucion de este microorganismo altera
las funciones metabodlicas intestinales, facilitando la colonizacion de patogenos

oportunistas (Bindari & Gerber, 2022).
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3.1.3.6 Alfa rarefaccion

Figura 8.

Analisis de alfa rarefaccion entre las dos granjas.

faith pd

o . San José

o 0 Las Orquideas

Profundidad dé-.;.écuen;ia;idn ...............................

Para evaluar la riqueza de especies a partir de los resultados del muestreo se empled la
alfa rarefaccion. Esta técnica se aplica a menudo al andlisis de unidades taxondmicas
operativas (OTU), y se utiliza para comparar indices de diversidad entre habitats en
base a un mismo numero de individuos, dando como resultado una curva de valores
del indice de diversidad que disminuye conforme el niimero de individuos (Novoa

Rama et al., 2023).

La alfa rarefaccion tiene relacion con los valores obtenidos en el indice de Shannon
(Tabla 9), esto indica que la diversidad microbiana dentro de las muestras es
comparable en términos de la distribucion y abundancia relativa de especies presentes
en la muestra. El indice de Shannon es una medida de diversidad que tiene en cuenta
tanto la riqueza (nimero de especies) como la equitatividad (distribucion relativa de

abundancias).
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En la Figura 8 se observa que las dos granjas muestran diversidad alta, lo que sugiere
que el niamero total de secuencias analizadas variaron entre muestras debido al
muestreo aleatorio, por lo que la diversidad biologica en términos de variedad y
equidad en la distribucion de las especies es comparable entre las dos granjas, es decir

son parecidas.
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4.1

CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se identifico los puntos para la toma de muestra de agua en las granjas San José y
Las Orquideas, siguiendo el protocolo establecido por las normas INEN 1108. Las
muestras fueron tomadas por triplicado en las siguientes ubicaciones: pozo,
planta de tratamiento de agua secundaria y bebederos. Estos puntos fueron
seleccionados con la finalidad de evaluar la calidad del agua de las granjas

antes, durante y después del tratamiento de las aguas de consumo aviar.

Se evalud las propiedades fisicoquimicas de las muestras de agua, empleado el
método fotométrico de HANNA. El andlisis de las propiedades fisicoquimicas
determind que el: pH, cobre, hierro, nitratos, zinc, cloro libre, calcio, magnesio,
sulfatos y plomo se encuentran dentro de los limites permisibles para ambas
granjas. Sin embrago, en la granja Las Orquideas los valores de dureza (115 mg/L)
en el agua sobrepasaron los limites establecidos por las normas INEN 1108 y el
Manual de Manejo de Pollos Cobb. Por otro lado, los andlisis microbioldgicos
realizados con MC-Media PAD revelaron que tUnicamente en la granja Las
Orquideas existi6 la presencia de E. coli (2 UFC/mL) encontrandose dentro de los

parametros permisibles que es menor a 100 UFC/mL.

Se desarroll6 un analisis metagenoémico de la microbiota intestinal de pollos de
engorde, los resultados revelaron que la taxonomia de los pollos de ambas
granjas no varia significativamente pese a ser evaluados frente a la calidad de
agua de las diferentes granjas, ademas los géneros bacterianos dominantes
encontrados fueron Lactobacillus y Roumboutsia. Se puede mencionar que la
riqueza y abundancia de los taxones de la microbiota fecal de los pollos de
ambas granjas es similar demostrando que la calidad de agua de las granjas San
José y Las Orquideas no es un factor que altera la composicion bacteriana de

la microbiota de los pollos de engorde.
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4.2

Recomendaciones

Probar modificaciones en cuanto a los puntos de muestreo del agua de consumo

aviar en las granjas.

Efectuar un estudio més amplio donde se evalue otros factores que puedan
alterar la microbiota intestinal de los pollos como la alimentacion,

administracion de antibidticos, el clima y la ubicacion geografica.
Realizar el analisis metagenomico incluyendo 18S e ITS, utilizando un mayor

numero de muestras para la secuenciaciéon de ADN con la finalidad de tener un

contraste mas amplio de diversidad y abundancia.
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ANEXOS

Anexo 1. Puntos de muestreo de agua de la granja San José
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Anexo 2. Puntos de muestreo de agua de la granja Las Orquideas.
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Anexo 4. Toma de muestras de agua.

Anexo 5. Recoleccion de las muestras de heces de los pollos de engorde de las

diferentes granjas.
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Anexo 6. Andalisis fisicoquimico de las muestras de agua por el método de HANNA.

Ly

Anexo 7. Analisis microbioldgico de las muestra de agua con MC-Media PAD.
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Anexo 8. Extraccion de ADN bacteriano con FastDNA SPIN Kit for Soil.
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