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RESUMEN

La produccién de pollos parrilleros se destaca por su versatilidad en cuanto a la velocidad de
obtenciéon del producto y dinamismo del proceso, lo que conduce al constante desarrollo de
mejoras que influyan positivamente en la salud, crianza y bienestar animal. El uso de aditivos,
probidticos, prebidticos y compuestos nutracéuticos ha aportado resultados beneficiosos al
suministrarse en una dieta sustentable. Se ha demostrado que estos pueden optimizar la
efectividad de los nutrientes presentes en el alimento, su disponibilidad y absorcién en el
tracto gastrointestinal, ademds de modular la microbiota de los animales, promoviendo su
crecimiento y productividad. Se investigd el uso de polen apicola como complemento
nutricional en la dieta de pollos parrilleros, analizando la dindmica de los grupos microbianos
presentes en excretas crudas e intestino delgado. La crianza de las aves se realiz6 en la Unidad
de Experimentaciéon Avicola del Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del
Sur. Los pollitos de un dia de edad fueron alimentados con formulado iniciador hasta el dia
21. El dia 22 se pesaron y se dividieron al azar en tres tratamientos: CONTROL (sin agregado
de polen), POLEN I con 1% de polen apicola y POLEN Il con 2% de polen apicola. Se realizaron
pruebas microbiolégicas en heces a los 21, 28 (primera semana de consumida las dietas
experimentales) y 42 dias (previo a faena). A los 43 dias, se realiz6 la faena y se extrajo la
porciéon media del intestino delgado, vacio de contenido, para su posterior anélisis
microbiolégico, los cuales se realizaron por el método de diluciones seriadas. Sobre las
muestras de excretas e intestino delgado, se llevaron a cabo los recuentos de bacterias aerobias
mesofilas, hongos y levaduras, bacterias 4cido lacticas, y la determinacién del namero mas
probable de coliformes totales y fecales. A su vez, se determiné la presencia o ausencia de
Salmonella spp. El agregado de PA aument? el conteo de BAL a los 28 y 42 dias en excretas. El
agregado de distintas concentraciones de polen produjo, a los 28 dias una ligera disminucién
de la poblacién microbiana de RHP en las excretas de los pollos, mientras que a los 42 dias no
se observaron diferencias estadisticas. El menor nivel de HL se observd, a los 28 dias, en las
excretas de Pl y, a los 42 dias, en el tratamiento C. No se encontr6 presencia de Salmonella spp.
en ninguna de las muestras analizadas. El desarrollo promisorio de las BAL a los 42 dias, en
su calidad de potenciales probidticas, contribuiria a la mejora en la salud y el bienestar del
animal a lo largo del proceso de crianza. Por consiguiente, el polen apicola favoreceria la
proliferacién de este grupo benéfico en el tracto gastrointestinal, mejorando la calidad de las

excretas crudas.

Palabras clave: aves, microbiota, probidticos, productos apicolas.
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INTRODUCCION

1.- PRODUCCION AVICOLA

1.1.- Contexto mundial y nacional

En el afio 2023 se produjeron 139,69 millones de toneladas de carne aviar a nivel
mundial. Este volumen posicioné a la actividad avicola en primer lugar, por encima
de la carne porcina (122,59 millones de t) y de la bovina (76,25 millones de t) (OECD -
FAO, 2023). Ademas, conforme van pasando los afios, la produccion de carne de pollo

se incrementa. En 2023 el aumento registrado fue de 1,63 % respecto de 2022 (Ministerio

de Economia, 2023).

La Reptblica Argentina ocupa el onceavo lugar a nivel mundial como pais productor
y se posiciona quinta en Latinoamérica. Como pais exportador se encuentra en el
décimo lugar, con un aporte de 160 mil t. En 2023 se produjeron 2,3 millones de t
(Ministerio de Economia, 2023), y se registr6 una disminuciéon de 1,4% de la
produccién nacional respecto de 2022. Este descenso se debi6 al ingreso de Influenza
Aviar de Alta Patogenicidad (IAAP) por primera vez al pais en febrero de 2023. La
enfermedad se detect6 en aves silvestres en la provincia de Jujuy, con una variante de
alta patogenicidad (HsN1). Rapidamente se propagé en aves de traspatio y alcanzé una
granja rionegrina productora de pollos parrilleros. Luego, se extendié por Tierra del
Fuego, Buenos Aires y Chubut, y afect6 incluso a mamiferos marinos. Por tal motivo,

Argentina perdio su estatus como pais libre de influenza aviar.

El siete de agosto de ese mismo afo, la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OMSA) validé el informe de SENASA que autodeclara a Argentina como pais libre
de IAAP. Los brotes causaron la muerte de 1.443.388 ponedoras (en Chubut, Neuquén,
Rio Negro, Buenos Aires, Entre Rios y Cérdoba), 78.297 reproductores (en Buenos
Aires y Santa Fe) y 671.342 pollos (en dos granjas de parrilleros en Rio Negro)
(Ministerio de Economia, 2023). Si bien las exportaciones tuvieron serias restricciones,

la recuperacion del estatus gener6 la reapertura de la actividad.



Mas del 90% de la produccién aviar que se realiza en el pais se destina al consumo
interno. Segun las estadisticas, la carne de pollo se ubicé en segundo lugar de
preferencia en la mesa argentina, luego de la bovina. El consumo per cépita promedio
de carne aviar en 2023 fue de 45,7 kg.habitantel.afio”l, y se encuentra en aumento

(0,37% mas respecto de 2022) (Ministerio de Economia, 2023).

1.2.- Produccion del pollo parrillero

La produccion de pollos parrilleros es versatil, dinamica y permite la obtencién del
producto en un corto periodo. Mejoras en genética, nutricion, sanidad y tecnologia han
dinamizado los procesos productivos (Kalmar et al., 2013). Con ello, se ha logrado
aumentar la velocidad de crecimiento de los pollos a través de los afios. En 1945 se
obtenian pollos con 2,3 kg de peso vivo a los cinco meses de edad. Para alcanzar 2,0 kg
en 1980, el tiempo se redujo a 52 dias. En el afio 2000 se logré ese mismo peso a los 41

dias y actualmente basta con 35 dias en produccién (Terra Celidonio, 2017).

La especie Gallus gallus subespecie domesticus se corresponde con las gallinas
domésticas. El pollo parrillero es un hibrido (ABCD) que surge de cuatro lineas, lo que
permite equilibrar pardmetros productivos y econémicos. Las lineas A y B son el
resultado del mejoramiento de machos, y las lineas C y D de hembras. De esta manera,

se requieren cuatro afios para lograr el pollo parrillero desde el pedigri.

Para realizar el mejoramiento genético, se enfatiza en los parametros de conversion
alimenticia, rendimiento de canal como pechuga y muslo, disminucién de ascitis
(acumulacién de liquido en la cavidad abdominal) y anormalidades esqueléticas
(Terra Celidonio, 2017). La conversion alimenticia (kilogramos de alimento consumido
para producir un kilogramo de carne) es importante dado que el 70% del costo total
de produccion se corresponde con el alimento de las aves (Thirumalaisamy et al., 2016).
Debido a la gran seleccién genética, lo que conduce a una elevada tasa de crecimiento
y un alto rendimiento de pechuga, se produce un desequilibrio cardiopulmonar para
oxigenar los musculos en desarrollo, lo que aumenta el riesgo de ascitis. Otra de las
consecuencias del rdpido crecimiento en tan corto tiempo, es la elevada incidencia de

anormalidades en patas y esqueleto inmaduro.



2.- TRACTO GASTROINTESTINAL DE LAS AVES

El tracto gastrointestinal (TGI) comprende cinco regiones bien diferenciadas en las
cuales la microbiota va variando, debido a las condiciones particulares de cada region
(O’Hara y Shanahan, 2006). Se pueden dividir dos grandes habitats en el organismo
de los pollos: macrohdbitat (buche, proventriculo, molleja, intestino delgado -
duodeno, yeyuno e ileon- e intestino grueso -ciego, colon y recto-) y microhabitat

(comunidad dispersa en el lumen y comunidad adherida al mucus) (Vega et al., 2022).

En el buche ocurre la hidrdlisis de carbohidratos como el almidén, debido a una
pequena fermentacion bacteriana. En el proventriculo, que es el estomago glandular,
el alimento permanece poco tiempo y comienza la hidrélisis por secrecion de acidos y
enzimas. Posteriormente, en la molleja, o estémago muscular, se produce la molienda
del alimento y la mezcla con secreciones estomacales, donde hay mayor actividad de
enzimas microbianas que aumentan la disponibilidad de nutrientes. El pH &acido de
estas regiones (5,5 en buche y 2,5 - 3,5 en proventriculo y molleja) genera un ambiente
de proteccion ante patégenos, que prefieren pH cercanos a la neutralidad. Estas
condiciones favorecen la colonizaciéon de bacterias acido l4cticas (BAL),

principalmente Lactobacillus spp.

En cuanto al intestino delgado (ID), en duodeno hay presencia de compuestos
antimicrobianos como las sales biliares, un elevado ntimero de enzimas y alta
concentraciéon de oxigeno. El pH de esta porciéon del TGI es 5 - 6, generando
condiciones desfavorables para los microorganismos. No obstante, posee mucus
espeso que posibilita la colonizaciéon de una baja concentracién de bacterias. En el
yeyuno, donde ocurre la digestion propiamente dicha, el pH es 6,5 - 7 y proliferan
especies como Ruminococcus spp., encargadas de la fermentaciéon de carbohidratos
estructurales. El ileon presenta un pH de 7 - 7,5, menor accién de enzimas, sales
biliares y concentracion de oxigeno. En esta seccion hay mucus constante y mayor
namero de poblaciones de bacterias, especialmente de Lactobacillus spp. A su vez,
pueden hallarse Clostridium spp. y Enterobacterias, cuya abundancia varia en funcién

de la dieta del animal (Gabriel et al., 2006; Olvera Garcia y Leyva-Jiménez, 2020)



Los ciegos son dos camaras de fermentacién debido a la anaerobiosis y al mayor
tiempo de permanencia del alimento en ellos. Aqui hay elevada produccién de acidos
grasos de cadena corta y de vitaminas, absorcion de algunos aminodacidos producidos
por fermentaciéon bacteriana y ciertas hexosas, y ocurre el aprovechamiento de una

parte de los carbohidratos estructurales provenientes de la dieta (Stanley et al., 2013).

En una misma porcién del TG, las comunidades de microorganismos se establecen
adheridas al mucus o dispersas en el lumen. El microbioma disperso en el lumen toma
contacto directo con las particulas del alimento, mientras que sus enzimas realizan la
hidrélisis de compuestos para generar nutrientes benéficos para si mismas, para el ave
y para las bacterias que se adhieren al mucus. De alli surge la relevancia del accionar
de cepas probidticas como Bacillus spp. y Enterococcus spp. Estas bacterias carecen de
timbrias y no se adhieren al epitelio. Ademads, realizan la hidrélisis de compuestos que
serdn fuente de nutrientes para otras bacterias benéficas. La multiplicacion de
patégenos como Clostridium spp. y Salmonella spp. puede inhibirse por la produccion
de bacteriocinas derivadas de las cepas probidticas antes mencionadas (Vega et al.,

2022).

2.1.- Microbiota intestinal
La microbiota es una comunidad compleja de microorganismos que habita el TGI de las
aves de corral. Se trata de bacterias, hongos, protozoos y virus, que establecen una

relacién mutualista y sinérgica con el organismo huésped (Singh et al. 2013).

En diversos textos se considera la microbiota como un érgano olvidado (Pan y Yu,
2014; Vega et al., 2022), ya que las mejoras genéticas han sido el foco de estudio sin
considerar la relevancia de los microorganismos en la nutricién e inmunologia del
animal. Actualmente, se habla de la triada microbiota intestinal - dieta - huésped
(Abad et al., 2017), a partir de la cual las mejoras mencionadas deben favorecer el

sostenimiento de este equilibrio, para poder expresar todo su potencial.



2.1.1.- Funciones e importancia de la microbiota intestinal

La microbiota intestinal (MI) tiene diversas funciones en el organismo de las aves. Por
un lado, influye en el bienestar animal, ya que el 90% de la serotonina se produce en
el intestino, gracias a la acciéon de metabolitos de la MI. Este es el 6rgano con la mayor
cantidad de terminaciones nerviosas luego del cerebro. Por ello, el equilibrio del
microbioma intestinal contribuye a la salud y productividad de las aves. En cuanto a
las funciones fisioldgicas, esta implicada en la proliferaciéon celular, el suministro de
sangre y la generacion de moco. Por otro lado, fortalece el sistema inmunolégico,
impidiendo el aumento de la permeabilidad intestinal e inflamaciones, por la
mantencion de las uniones estrechas (espacios intercelulares intestinales). Su
influencia en el tejido linfoide asociado a la mucosa determina el 70% de la respuesta
inmune de las aves. Ademads, previene el sobrecrecimiento de potenciales patégenos y

la proliferacién de agentes infecciosos (Olvera Garcia y Leyva-Jiménez, 2020).

Adicionalmente, en lo que respecta a la nutricién, participa en el metabolismo de
polisacéridos no amildceos, mediante el cual se producen acidos organicos y vitaminas
que sirven como fuente de energia para el organismo de los pollos. También ejerce su

influencia en la conexién de los sistemas digestivo, inmune, nervioso central y visceral.

La MI presenta acciéon antioxidante y aumenta el ntimero de inmunoglobulinas A y de
linfocitos B. Por otro lado, esta involucrada en funciones tréficas de proliferacion y
diferenciaciéon del epitelio intestinal, en el desarrollo y modulaciéon del sistema
inmune, reduccién de la inflamacién intestinal y reduccién de proteinas relacionadas

con la apoptosis (Vega et al., 2022).

2.1.2.- Mecanismos de colonizacién de la microbiota intestinal

La exclusiéon competitiva es el mecanismo por el cual la MI coloniza los espacios de las
células del intestino y sus sitios de acoplamiento, impidiendo que se asienten
patégenos como Campylobacter spp., Clostridium perfringens y Salmonella spp. Es decir,
forma una barrera protectora de recubrimiento para el intestino. La secreciéon de
bacteriocinas por parte de la MI es otro mecanismo de exclusiéon competitiva. Estas

sustancias incluyen compuestos inhibitorios naturales, dcidos orgénicos y acidos



grasos volatiles. Por modificaciéon del ambiente entérico, generan inhibicion del

desarrollo de microorganismos perjudiciales (La Ragione et al., 2000).

Como mecanismo de colonizacién indirecto de la MI se encuentra la produccién de
mucina, que se ve estimulada por los microorganismos benéficos. La mucina esta
compuesta por proteinas de alto peso molecular que se hallan en el moco intestinal,
pulmonar y genital. Entre las funciones que cumple se puede mencionar el refuerzo
de la barrera que crea la mucosa intestinal reteniendo material perjudicial, al mismo
tiempo que modula el metabolismo, el proceso de maduracién celular y la expresion
de ciertos genes, como los implicados en la absorcién de nutrientes (Zocco et al., 2007).
Existen las mucinas de membrana, que estdn mds cercanas a la microbiota y forman
una barrera protectora adicional, y las secretadas al espacio intestinal, que son las

formadoras de moco.

El moco del intestino brinda protecciéon contra lesiones fisicas, sobrecrecimiento
microbiano y proliferaciéon de patégenos. Cuando ocurren patologias intestinales y
cancer, se restringen las propiedades del moco, porque resulta muy permeable y
practicamente inexistente, lo que beneficia a las bacterias perjudiciales que generan
inflamacién y dafios. En estos casos, las mucinas de membrana recobran importancia

por su caracter de barrera (Vega et al., 2022)

2.1.3.- Colonizacion progresiva de la microbiota del tracto

gastrointestinal en pollos parrilleros

Diversos factores determinan la cantidad y composiciéon del microbioma entérico,
como el ambiente, la dieta, la seccion intestinal y la edad de los pollos. El sistema de
crianza es particularmente uno de los factores preponderantes en la colonizacién y
establecimiento de la ecobiota de los pollitos. La cria a campo o en sistemas extensivos
estimula la colonizacién espontdnea de la microbiota del entorno y favorece una
simbiosis benéfica. Por el contrario, en sistemas intensivos disminuye la posibilidad
de adquisicién de microorganismos autéctonos naturales, aumentando el riesgo de
colonizacién patégena, principalmente por Salmonella spp. y Escherichia coli, lo cual
resulta en la sintesis de compuestos toxicos o perjudiciales, inflamaciones o

infecciones.



En el TGI de los pollos recién nacidos, la microbiota se instala por transmisién materna
desde el oviducto y desde el medio circundante por los poros de la cascara del huevo.
Luego de la eclosion, la exposicién a los microorganismos de la incubadora, el manejo,
la vacunacion y el transporte son inoculantes de la microbiota intestinal. Los pollitos
pueden exponerse a multiples patoégenos, pero los anticuerpos maternos de la yema
(IgY) pueden activar el sistema inmune y brindarles protecciéon (Mahmood y Guo,

2020).

Al dia siguiente de su nacimiento, las bacterias colonizan el ileon y los ciegos. Pasados
tres dias, en ID e intestino grueso, se incrementa diez veces la abundancia de bacterias.
En ID la microbiota se estabiliza a las dos semanas de vida y evoluciona a medida que
el ave crece. Los Lactobacilos resultan el grupo dominante, y ocasionalmente pueden
hallarse  Clostridios, E. coli, Eubacterias, Enterococos, Fusobacterias vy

Propionibacterias (La Ragione et al., 2005).

El intestino madura rapidamente durante la primera semana de vida. En este proceso,
las vellosidades intestinales logran el 50% de la elongaciéon que deberan alcanzar en el
estado adulto. Entre los grupos bacterianos presentes se distinguen Clostridium spp.,
Lactobacilos, Proteobacterias y Ruminococcus spp. Dentro de las Proteobacterias se
encuentran los patégenos Gram negativos E. coli y Salmonella spp. Dado que en esta
etapa el intestino es atn inmaduro, la MI no se encuentra estable y la respuesta
inmunolégica puede ser ineficiente (Lan et al., 2005). Luego, la microbiota progresa
hacia los ciegos, donde se establece y se diferencia transcurridos los primeros siete dias

de vida.

A las dos semanas de vida del pollito, ya se han diferenciado las condiciones de
anaerobiosis, pH, acidos grasos de cadena corta del metabolismo microbiano,
surfactantes. Esto marca la diferenciacion espacial de los microorganismos a través del
sistema digestivo del pollo. A los 21 dias predominan Clostridium spp. en ciego y
Lactobacilos en ileon, que se encuentran incrementando su poblacién mientras
disminuye la de especies clostridiales (Abad et al., 2017). Al mes de vida, la microbiota

cecal se encuentra establecida.



Con alimento de buena calidad y un manejo 6ptimo se puede reducir el periodo de
establecimiento del microbioma. El TGI de los pollos adultos puede alojar entre 400 y
500 especies bacterianas y alrededor de 1013 microorganismos en total, que viven en
equilibrio (Johansen et al., 2006, Lakhan y Kirchgessner, 2010). Una microbiota
balanceada estd compuesta por bacterias intestinales benéficas en un 90% o mas (flora
benéfica, con predominancia de bacterias acido lacticas), una flora satélite menor al 1%
(E. coli y Enterococos), y menos de 0,01 % de patégenas (flora residual, compuesta por
Clostridium spp., Proteus spp., Staphylococcus spp. y Candida sp.). Este estado de
equilibrio se denomina eubidtico (PlusVet, 2022). Para corroborarlo, durante la crianza
de los pollos, se debe prestar especial atencién a la calidad de las heces; si estas son
consistentes y sin humedad, se relacionan a un estado balanceado de la microbiota. En
caso contrario, podria estar ocurriendo una disbiosis o disbacteriosis. La disbiosis
representa los cambios producidos en las poblaciones bacterianas del ID y ciego
durante un desequilibrio. Si esta situacion perdura en el tiempo, resultaria en efectos

negativos para el hospedador (Vega et al., 2022).

Existen multiples causas que pueden conducir a una disbiosis. Entre ellas, se pueden
mencionar el estrés, la ocurrencia de coccidiosis, enfermedades bacterianas o virales,
cambios en la alimentaciéon. Los sintomas de disbiosis suelen caracterizarse por
adelgazamiento de la pared intestinal y contenidos intestinales acuosos y gaseosos.
Ademas, este estado predispone a la deficiencia de absorciéon de nutrientes en el
intestino, resultando en menor conversién alimenticia y disminucién del peso vivo

(PlusVet, 2022).

2.1.4.- Impacto de la dieta sobre el desarrollo de la microbiota

intestinal
El alimento proporcionado en la dieta es el sustrato del cual dispone la microbiota.
Debido a ello, los microorganismos presentes en el TGI dependen de forma directa del

alimento tanto por su composicién, como por su forma de administracion.

Los sistemas de crianza intensivos en confinamiento a los que estdn sometidos los
pollos parrilleros son predisponentes a factores de estrés (Londero, 2012). Como

consecuencia, en las ultimas décadas se han empleado antibiéticos a modo de
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suplemento o como promotores de crecimiento. Estos compuestos se han utilizado
para estabilizar la microbiota intestinal, mejorar parametros productivos y prevenir

enfermedades.

A raiz de la aparicion y propagacién de bacterias resistentes a antibiéticos en la carne,
se cuestiono el uso de tales sustancias. Ademas, cabe destacar que los antibidticos no
distinguen entre microorganismos patdgenos y benéficos en su acciéon de control,
originando desequilibrios en la microbiota gastrointestinal (Huyghebaert et al., 2011;
Kral et al., 2012). Otro motivo de su potencial peligrosidad es la residualidad que se
transmite a los tejidos animales destinados al consumo humano. Tal es asi, que la
Unién Europea prohibi6 totalmente el uso de antibiéticos promotores de crecimiento

en alimentacién animal desde el afio 2006 (Gaggia et al., 2010).

Las patologias entéricas tienen gran relevancia en la industria avicola, ya que
incrementan la mortalidad y generan pérdidas a nivel productivo. Ademas, pueden
contaminar los productos destinados a consumo humano generando enfermedades de
transmision alimentaria. Por estas razones y lo mencionado anteriormente respecto de
la residualidad y peligrosidad de los antibiéticos, es que la btsqueda de nuevos
compuestos como aditivos naturales, probiéticos, prebidticos y compuestos
nutracéuticos, se estudian como alternativa para mejorar el crecimiento, la eficiencia y

la salud de los pollos parrilleros en produccion (Blajman et al., 2015).

3.- Polen apicola como complemento en la dieta de pollos
parrilleros. Una propuesta novedosa.

Argentina posee un extenso territorio apto para el desarrollo de la apicultura. Su
potencial productivo incluye la obtencién de miel y de otros productos de la colmena.
Se trata del pais con mayor cantidad de colmenas del hemisferio sur, con un ntmero
estimativo de 28.600 apicultores que explotan 2,5 millones de colmenas (Garcia

Paoloni, 2021).

Si bien la miel es el producto que posiciona a Argentina como uno de los lideres en

produccién y exportacion a nivel mundial, la produccién de polen apicola (PA)
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también es importante, ya que el pais ocupa el segundo lugar como productor (Lorini
et al., 2020). Cabe mencionar que existen zonas de gran tradicién polinifera en el pais
(Cardin, 2018), como asi también, un gran potencial para la diversificacion y
diferenciaciéon de productos de la colmena y para el agregado de valor (Fernandez et

al., 2017).

Para comenzar a hablar del PA es importante en primera instancia, conocer su
definicién ya que hay una gran diferencia con lo que significa el polen floral o vegetal.
El polen vegetal es un conjunto de células que corresponden al gameto masculino o
anterozoide de las Espermatoéfitas, indispensable para realizar la fecundacién de los
6vulos que generaran las semillas (estructuras responsables de la perpetuidad de la
especie) (Ferndndez et al., 2017). Para lograr la fecundacion del gameto femenino, uno
de los mecanismos de polinizacién es la entomofilia. La abeja Apis mellifera L. es, entre
otros insectos, transportadora del polen en este proceso. Este himenéptero recolecta
cientos de granos de polen de la flor mediante una diferencia de cargas (positiva en la
flor y negativa en la abeja). En la colmena, el polen floral representa la tinica fuente de
proteinas, sustancias grasas, minerales y vitaminas, necesarios para la produccién de

alimento para las larvas y las abejas jovenes.

Luego de la recoleccién de los granos de polen, la abeja los cepilla, humedece con el
néctar del buche melario y los adhiere. Seguidamente, los comprime y transporta en la
corbicula del tercer par de patas. De esta manera, se conforma el polen corbicular. Al
llegar a la colmena, depositan el polen en las celdas del panal, lo empaquetan y le
agregan compuestos de las glandulas salivales, como enzimas digestivas, acidos
orgénicos y miel. El resultado de este producto se denomina polen apicola (PA). Este,
debido a condiciones de anaerobiosis y por la presencia de Lactobacillus spp., esta
sometido a un proceso de fermentacion lactica. Este “ensilado” dentro del panal
transforma el polen corbicular traido del campo en lo que se denomina “pan de polen”,
que aumenta su valor nutritivo y la digestibilidad debido a la accién microbiana
(Garcia Paoloni, 2021). Asimismo, la presencia de acido lactico producto del proceso

fermentativo permite su conservaciéon. Una vez cosechado de la colmena, el PA se seca
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para reducir su humedad, se limpia y se acondiciona para su almacenaje.

Posteriormente, debe mantenerse refrigerado hasta su utilizacion.

La composicion del PA varia segtin el origen botdnico, ubicacién geogréfica,
estacionalidad y factores climaticos (Soares de Arruda et al., 2020). Ademas, influye la
recoleccion, tratamientos poscosecha y método de conservaciéon (Bogdanov, 2014).
Ares et al. (2018), han caracterizado al PA como el tnico alimento perfectamente
completo. En general, el PA incluye carbohidratos, compuestos nitrogenados
(proteinas y aminoacidos esenciales como prolina, lisina, leucina, 4cido glutamico y
aspdrtico), lipidos y, en menor proporcién, vitaminas (principalmente del complejo B)
y minerales (Thakur y Nanda, 2020). Segtn la especie botanica de la cual se origina,
puede contener acido folico, biotina, pro-vitamina A, vitamina C, vitamina E

(Bogdanov, 2004; Nogueira et al.,2012).

Otros componentes presentes en el PA de importancia por ser los principales con
funcién biolégica son los flavonoides y los fitoesteroles. Los flavonoides tienen
capacidad antiateroesclerética, anticarcindgena, antienvejecimiento, antiinflamatoria
y antioxidante. También, tienen propiedades mejoradoras de la funcién endotelial.
Diferentes flavonoides demostraron ser antibidticos, como los aislados de polen
apicola de Eucalyptus globulus frente a Pseudomonas aeruginosa (Bogdanov, 2017). Otros
son efectivos contra bacterias fitopatégenas (Basim et al., 2006). La accién terapéutica
de valor clinico mas destacada es el efecto profildctico y curativo que ejercen
preparaciones comerciales con polen vegetal en desérdenes prostaticos, aunque se han
encontrado resultados positivos con PA (Comision Europea, 2006; Formicki et al.,

2013).

Los fitoesteroles colaboran en la inhibicién parcial de la absorcion del colesterol a nivel
intestinal, disminuyendo el colesterol en sangre; siendo esta su actividad biol6gica mas
destacada. Presentan accién antiinflamatoria e inmunoestimulante, ademas de
capacidad antianémica, antiosteoporosis y antialérgica. Ademads, hay evidencia acerca
de la accién de los esteroles vegetales contra el desarrollo de diferentes tipos de cancer,

como el colorectal, de mama y de prostata (Margdoan et al., 2010; Bogdanov, 2014).
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El polen se ha convertido en un importante componente de la alimentacién animal,
sobre todo, como fuente excepcional de proteinas y buen sustituto de los antibidticos
(Abdelnour et al., 2019). Por otro lado, Wang et al. (2007) demostraron que los pollos
alimentados con PA, presentaron un mejor desarrollo de las vellosidades a lo largo del
ID (duodeno, yeyuno e ileon). Estos hallazgos sugieren que el PA podria promover el
desarrollo temprano del sistema digestivo. Ademads, los estudios realizados por
Krocko et al. (2012), revelaron la capacidad del PA y del propdleo para mejorar el
patrén de colonizacién microbiana del TGI, cuando fueron suplementados en la dieta
de pollos. La actividad antimicrobiana de los productos de la colmena es ampliamente
reconocida (Kosti¢ et al., 2020). La suplementacién de extractos etandlicos de PA en la
dieta de pollos, se encontré un incremento significativo del namero de Lactobacillus
spp- y Enterococos en el ciego; evidenciando la potencial actividad prebiotica del PA
(Miroslava et al., 2013; Kacaniova et al., 2013). Asimismo, el PA tiene el potencial de
mejorar el sistema inmunolégico porque posee un marcado perfil de micronutrientes
(Popiela-Pleban et al., 2012). En conejos, se comprob¢ el efecto inmunomodulador del
PA como complemento en la dieta durante un mes, porque aumenté la respuesta
inmune humoral y el cambio en la reaccién de hipersensibilidad retardada (Dudov et
al., 1994). Fazayeli-Rad et al. (2015), han confirmado que el PA como complemento en
la dieta de pollos de engorde es un recurso interesante, capaz de mejorar el

rendimiento productivo y el estado inmunolégico.

Por lo tanto, considerando los beneficios observados en los productos de la colmena,
esta tesis propone el uso del PA como complemento en la dieta de pollos parrilleros y

su efecto sobre la dindmica de la microbiota en las excretas y el intestino delgado.
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3.- HIPOTESIS

El uso de polen apicola como complemento en la dieta de pollos parrilleros mejora la

ecobiota intestinal, optimizando la calidad de las excretas crudas.

4.- OBJETIVOS

4.1.- Objetivo General

» Investigar el efecto del polen apicola como complemento en la dieta de pollos
parrilleros sobre la dindmica de los grupos microbianos presentes en el ID y en

las excretas crudas.

4.2.- Objetivos Especificos

* Cuantificar grupos microbianos en excretas crudas e ID, como bacterias
aerobias mesofilas (RHP), hongos y levaduras (HL), bacterias acido lacticas
(BAL) y coliformes totales (CT) y fecales (CF), durante diferentes instancias de

la crianza de pollos, en los distintos tratamientos experimentales.

= Estudiar el efecto del agregado de polen apicola sobre la dindmica microbiana
presente en excretas crudas a lo largo del proceso de crianza de pollos

parrilleros.

» Investigar el efecto del agregado de polen apicola sobre los grupos microbianos
presentes en el intestino delgado, y su efecto sobre el pH del contenido

intestinal.

Determinar presencia /ausencia de Salmonella spp. en excretas crudas e ID.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- Lugar de trabajo

El ensayo se realiz6 en la Unidad de Experimentaciéon Avicola (UEA) del
Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca (38°

41’ Lat. Sy 62° 15" Long. O).

5.2.- Instalaciones

La UEA es un galpén cerrado, equipado con calefaccion mediante estufas eléctricas,
aire acondicionado, ventilacion forzada e iluminacién artificial. Estas caracteristicas
permiten regular y mantener las condiciones adecuadas requeridas por los pollos en

funcion de su edad.

Ademas, consta de una sala donde se preparan las dietas y otra en la que se realiza la
etapa de cria de las aves. La sala de crianza cuenta con 30 corrales construidos con
madera y alambre hexagonal, que son desmontables y se distribuyen
longitudinalmente en dos hileras, con un pasillo intermedio (Figura 1). Los corrales
tienen una dimensién de 1 m x 1 m x 0,6 m, y se encuentran elevados a 0,30 m del piso,
sobre soportes de madera tipo slat. Los listones de madera que conforman la base estan
recubiertos por una malla plastica cuadriculada, lo que favorece la separacion de los

animales de la materia fecal y la circulacién normal dentro de los corrales.
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Referencias

Puertas:

Extractores:

Aire acondicionado:
Corrales; mm

Sala de armado de dietas:

Figura 1. Distribucién espacial del acceso, implementos, corrales y sala de armado de dietas en la UEA,
UNS (Savy, 2019).

5.3.- Animales y manejo

Se evaluaron 72 machos linea Cobb®, adquiridos en un criadero comercial de la ciudad
de Bahia Blanca. La crianza de los animales tuvo una duracién de 43 dias. Los primeros
21 dias de vida se incorporaron los pollitos BB en un solo corral de 2 x 2 m, con la
modificaciéon que han permitido las estructuras desmontables. Debajo de los corrales
se colocaron pafios de nylon para recolecciéon y descarte de heces. Estos se cambiaron
diariamente para mantener las condiciones de higiene y asegurar el bienestar de las

aves.

El agua se suministr6 en bebederos de depodsito invertido, de cuatro litros de
capacidad, asegurandose diariamente la provision de agua constante. El alimento se
proveyo ad libitum en comederos tipo canaleta de un metro de longitud, asignado
diariamente segiin la dieta correspondiente. El manejo de la temperatura se realiz6 a
lo largo de toda la crianza a través de lamparas infrarrojas de 250 W, estufas y un aire

acondicionado frio-calor.

La regulacion fue variable en funcién de la edad de las aves, como se detalla a
continuacion: primera semana 32 °C, con disminucién semanal de 3 °C hasta alcanzar

19 °C. El monitoreo de temperaturas maximas y minimas se realizé durante la mafiana
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y la tarde, mediante la lectura de dos termémetros en distintos puntos del recinto. El

plan de iluminacién fue de 24 h de luz, con tubos fluorescentes de 52 W.

El dia 22 del ensayo, las aves fueron pesadas y distribuidas al azar en tres tratamientos
en funcién de la dieta asignada a cada uno de ellos. A su vez, se coloc6 en una pata de
cada ave un precinto de goma eva numerado y con un color distintivo para cada
tratamiento, para mantener la individualidad de cada animal a lo largo del ensayo. En
esta instancia, cada corral tuvo un comedero canaleta de un metro de largo y dos

bebederos automaticos tipo nipple.

5.4.- Plan sanitario

Durante los primeros cuatro dias, se suministr6 en el agua de bebida enrofloxacina
(antimicrobiano sintético de amplio espectro, a razén de 1 mm.l") y un polivitaminico
(1 g.11). Alossiete dias de edad se realiz6 una vacunacion preventiva contra Newcastle
y Bronquitis Infecciosa por via ocular. El dia 14, se incorporé en el agua de bebida la

dosis correspondiente para prevenciéon contra Gumboro.

Las observaciones generales de comportamiento y la mortalidad, fueron registradas
diariamente durante todo el periodo experimental. Las practicas de manejo y los
protocolos experimentales respetaron las normas de bioseguridad establecidas por la
Universidad Nacional del Sur, que se adhieren a las establecidas por el Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria para la crianza de pollos parrilleros (INTA,

2016).

5.5.- Dietas experimentales

Durante los primeros 21 dias de vida los pollitos fueron alimentados con una dieta

iniciadora, comtn a todos los animales (Tabla 1).
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Tabla 1. Ingredientes y composicion quimica de la dieta iniciadora,
suministrada hasta los 21 dias de vida.

INICIADOR

Ingredientes (%)

Maiz 57,0
Expeller de soja 39,0
Fosfato bicélcico 1,00
Conchilla 2,00
DL-metionina 0,20
Lisina HCL 0,10
Sal 0,20
Nicleo vitaminico minerall 0,50

Composiciéon quimica

PB (%) 21,89
EM (Kcal.kg1) 3178
Calcio (%) 0,959
Fosforo total (%) 0,459
Metionina + Cistina (%) 0,853
Lisina (%) 1,151
Lipidos (%) 5,446
Fibra (%) 2,9613

Vitamina A: 8.000.000 UI; vitamina D3: 500.000 UL vitamina E: 30.000 UI; vitamina B2: 3.800 mg;
vitamina B6: 1.800 mg; vitamina B1: 1.200 mg; vitamina K3: 1.500 mg; 4cido nicotinico: 26.000 mg;
acido pantoténico: 9.000 mg; acido félico: 600 mg; biotina: 40 mg; colina: 180 g; vitamina B12:
10.000 pg; cobre 8.500 mg; hierro 50.000 mg; iodo: 1.000 mg; manganeso: 70.000 mg; selenio: 250
mg; cobalto: 200 mg; zinc: 60.000 mg; antioxidante 125 mg; excipiente C.5.P.: 1.000 g.

El dia 22 se pesaron y se dividieron las aves en 3 tratamientos al azar, formando 24
grupos con tres animales cada uno, obteniendo ocho repeticiones para cada
tratamiento. Los tratamientos se diferenciaron en la presencia y cantidad de PA

adicionado en la dieta, como se detalla a continuacion:

C: CONTROL (sin adicionado de polen)
PI: POLEN I (1% de PA)
PII: POLENII (2% de PA)

Hasta el dia 43 de crianza, los pollos recibieron las dietas experimentales mencionadas
anteriormente, las cuales fueron isoproteicas e isoenergéticas (Tabla 2).
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Tabla 2. Ingredientes y composicion quimica de la dieta terminadora,
suministrada desde el dia 22 al 43.

TERMINADOR C PI PII

Ingredientes (%)

Maiz 61,00 61,00 61,00
Polen apicola - 1,00 2,00
Expeller de soja 34,48 34,48 34,48
Conchilla 1,00 1,00 1,00
Fosfato bicalcico 2,30 2,30 2,30
DL-Met 0,30 0,30 0,30
Lisina 0,22 0,22 0,22
Sal 0,20 0,20 0,20
Ntcleo vitaminico? 0,50 0,50 0,50
mineral

Composicidon quimica

PB (%) 19,42
EM (Kcal.kg1) 3157
Calcio (%) 1,02
Fosforo total (%) 0,51
Metionina + Cistina 0,92
(%)

Lisina (%) 1,17
Lipidos (%) 5,25
Fibra (%) 2,78

C: Control; PI: dieta con 1% de polen apicola; PII: dieta con 2% de polen apicola.
2 Vitamina A: 8.000.000 UI; vitamina D3: 500.000 UI; vitamina E: 30.000 UL; vitamina B2: 3.800
mg; vitamina B6: 1.800 mg; vitamina B1: 1.200 mg; vitamina K3: 1.500 mg; acido nicotinico:
26.000 mg; acido pantoténico: 9.000 mg; acido folico: 600 mg; biotina: 40 mg; colina: 180 g;
vitamina B12: 10.000 pg; cobre 8.500 mg; hierro 50.000 mg; iodo: 1.000 mg; manganeso: 70.000
mg; selenio: 250 mg; cobalto: 200 mg; zinc: 60.000 mg; antioxidante 125 mg; excipiente C.S.P.:
1.000 g.

Para todos los tratamientos, se provey6 alimento y agua ad libitum durante todo el
ensayo, asegurando un rechazo del 10%. La preparacién de todas las dietas se realiz6
con mezcladora “Marion Mixer”, fabricada por “Rapids Machinery Company” -
Marion, Iowa (EEUU). El anélisis del agua de bebida revel¢ la potabilidad e inocuidad
para ser utilizada, segiin APHA (1992).
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El PA suministrado tuvo composicion predominante de flor amarilla (Diplotaxis
tenuifolia L.), y fue adquirido de un apiario comercial de la ciudad de Bahia Blanca. El

contenido de proteina bruta (PB) de dicho producto se determind segun el

procedimiento de Kjeldahl (AOAC, 2000) y present6é un 27,43% de PB.

5.6.- Faena

A los 43 dias de edad, ocho animales por tratamiento (1 macho/ corral) elegidos al azar
fueron pesados, insensibilizados manualmente como protocolo de bienestar animal,
sacrificados y desangrados a través del corte de la vena yugular, luego de un ayuno
de 12 horas. Seguidamente, fueron escaldados, pelados y eviscerados. Los ID fueron

apartados y conservados en freezer a -18 °C, para su posterior anélisis microbiolégico.

5.7.- Muestreo de heces e ID

La recoleccion de heces se realiz6 ascépticamente con bandejas plésticas de 20 cm x 30
cm, que se colocaron debajo de cada corral. Ademas, se ubicaron los recipientes de
muestreo estratégicamente, evitando el contacto con alimento desperdiciado y heces
de otros corrales. La disposicion de los corrales a 30 cm del suelo facilit6 la colocacion
de las bandejas estériles. El periodo de recoleccién fue de 24 horas. Una vez retiradas
las bandejas, se volcaron las excretas en una bolsa debidamente rotulada con fecha,
tratamiento y peso de la muestra. Las muestras fueron conservadas en freezer a -18 °C,

hasta su posterior utilizacion para las determinaciones microbiolégicas.

Durante la crianza, las muestras de excretas se recolectaron en tres momentos
particulares. Las primeras muestras se recogieron el dia 21 (consumo de dieta
iniciadora; In), luego el dia 28 (primera semana de consumidas las dietas
experimentales; Cos, Plos, Plls) y las terceras muestras, el dia 42 (previo a faena; Cso,
Plsz, Plls). Las recolectadas los dias 28 y 42, se dividieron en los distintos tratamientos
llevados a cabo en el ensayo: Control, Polen I y Polen II. Para cada tratamiento se

recolectaron ocho muestras simples que conformaron una muestra compleja.

Para el analisis microbiologico de los intestinos delgados, se tom6 de cada animal
faenado la porciéon media del ID (yeyuno) sin contenido. Ademas, se extrajo el

contenido de cada ID para medir el correspondiente pH.
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5.8.- Procesamiento de muestras

Del total de heces recolectadas en cada tratamiento, se pesaron 25 gramos para
incorporar a un frasco con 225 ml de agua peptonada bufferada (APB Britania®),
obteniendo una dilucién de la muestra original (10-1). Se realizaron tres réplicas para
cada tratamiento. Del mismo modo, se procedi6 a realizar la dilucién correspondiente

para la porcion media de ID, el cual fue triturado antes de introducirlo en APB.

El APB es un medio de cultivo no selectivo de preenriquecimiento de
microorganismos, que mantiene un pH alto y anula los efectos del dafio celular que

pueden ocurrir a pH acido.

5.9.- Determinaciones microbioldgicas

Estas determinaciones se llevaron a cabo en el Laboratorio de Microbiologia Agricola
del Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur. Se dispuso de
espacio y material para trabajar bajo condiciones de esterilidad garantizadas, como
cabinas de bioseguridad tipo I y II, donde se manipularon las muestras y los medios
de cultivo. También, se dispuso de estufas de cultivo y elementos de protecciéon

personal.

Los medios especificos para cada determinacion fueron preparados a su concentracion
correspondiente con agua destilada (AD). Luego de la preparacién, se esterilizaron en

autoclave de Chamberland (121 °C a 1 atm por 15 minutos).

Tanto en excretas como en intestino delgado, se realizaron las siguientes

determinaciones microbiolégicas:

Recuento heterotréfico en placa (RHP)
Hongos y levaduras (HL)
Bacterias acido lacticas (BAL)

Coliformes totales (CT) y coliformes fecales (CF)

YV V V V V

Presencia o ausencia de Salmonella sp.

Por el método de diluciones seriadas, se obtuvieron cinco diluciones (102, 103,104 y

10-5) a partir de la muestra original diluida (10-!) en APB.
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5.9.1.- Recuento heterotréfico en placa (RHP)

A partir de las diluciones 10-3, 104y 10-, se tomo una alicuota de 0,1 ml y se sembraron
cajas de Petri descartables con medio agar nutritivo (AN Britania®), por diseminacién
con espatula de Drigalsky. El AN es un medio de cultivo s6lido, no selectivo, empleado
para aislamiento y recuento de microorganismos con escasos requerimientos
nutricionales. Tiene en su composicién pluripeptona y extracto de carne, que
constituyen la fuente de carbono, nitrégeno y aporte de nutrientes para el desarrollo

bacteriano.

Las réplicas se realizaron por duplicado para cada diluciéon. Una vez sembradas las
placas, se llevaron a incubar en estufa por 48 horas a 37 °C. Luego de la incubacion, se

realiz6 el conteo de UFC RHP.g! de muestra.

5.9.2.- Hongos y levaduras (HL)

Se utiliz6 medio sélido y selectivo para el aislamiento y recuento de hongos y
levaduras. Hongos y Levaduras Medio (HL Britania®) es nutritivo porque tiene
extracto de levadura y glucosa, y selectivo por la presencia de cloranfenicol que inhibe

el crecimiento bacteriano.

Para la determinacion, se usaron las diluciones 10-1, 10-2 y 10 y se realiz6 la siembra
por diseminacion en las placas de Petri. Se hicieron dos repeticiones para cada
dilucién. La incubacion se hizo en estufa durante 48 horas a 28 °C. Una vez cumplido

el tiempo de incubacién, se contaron las UFC HL.g! de muestra.

5.9.3.- Bacterias acido lacticas (BAL)

El medio de cultivo empleado para el aislamiento y recuento de bacterias acido lacticas
fue M.R.S. Agar (Britania®). Se trata de un medio selectivo porque contiene citrato de
amonio, que acttia como agente inhibidor del crecimiento de bacterias Gram negativas.
Ademas, es solido y enriquecido con monooleato de sorbitan, sales de sodio, magnesio
y manganeso, que proveen cofactores para el crecimiento bacteriano y pueden inhibir

el desarrollo de algunos microorganismos.

Con las diluciones 10-1, 102 y 10-3 se realiz6 la siembra por duplicado, por diseminacién

en las placas de Petri. Estas se introdujeron en una jarra anaerébica (Gaspack®) en la
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que se colocaron sobres productores de anaerobiosis (Anaerogel Thermo Cientific®) e
indicadores que aseguraran estas condiciones (Thermo Cientific®). La incubacién se

realiz6 en estufa a 28 °C durante 48 horas. Pasado el tiempo de incubacion, se realiz6

el conteo de UFC BAL.g1 de muestra.

5.9.4.- Coliformes totales (CT) y coliformes fecales (CF)

Esta determinacion se realizé en tubos de ensayo con caldo Mac Conkey. Este caldo es
un medio de cultivo selectivo, que tiene peptona como fuente de aminoacidos y de
otros factores de crecimiento, lactosa como hidrato de carbono fermentable y bilis de
buey como estimulante del crecimiento de las bacterias coliformes e inhibidor de gran
parte de la flora Gram positiva. Ademas, tiene purpura de bromocresol, que es
indicador de pH. Debido a que los coliformes fermentan la lactosa con produccién de
acido y gas, al acidificarse el medio se produce viraje del indicador de pH, de color

purpura a amarillo.

Los tubos de ensayo con 10 ml de caldo Mac Conkey y campana Durham invertida se
sembraron con la muestra original diluida (10-2). Las alicuotas utilizadas fueron 1 ml,
0,1 mly 0,01 ml. Se hicieron tres tubos por alicuota, por triplicado. Se incub6 la bateria
de tubos ubicados en gradilla, en estufa a 37 °C durante 48 horas. Con los tubos
positivos se determiné el nimero mas probable (NMP) de coliformes totales en 100

gramos de muestra, mediante el uso de tablas.

Para coliformes fecales, los tubos positivos que evidenciaron cambio de color del
medio y formacion de gas en la campana se repicaron en nuevos tubos con caldo Mac
Conkey con un ansa de siembra. El ansa estéril, llevada a incineracién en mechero de
gas, se introdujo en el tubo positivo y se transfiri6 al nuevo tubo con caldo Mac Conkey
estéril. La incubacion se realiz6 en estufa durante 48 horas a 44,5 °C. Con los tubos que
resultaron positivos en esta nueva etapa se obtuvo el NMP de coliformes fecales en

100 gramos de muestra, mediante el uso de tablas.

5.9.5.- Salmonella spp.

La deteccion de Salmonella spp. se efectué segtun protocolos de ANLIS, Instituto

Nacional de Microbiologia Dr. Malbran, Buenos Aires.
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5.10.- Medicion de pH intestinal

El pH se midi6 sobre un homogeneizado de 0,8 g de contenido intestinal de yeyuno,
junto con 10 ml de agua destilada. El instrumental empleado fue un termo-pHmetro

(Altronix®) con electrodo combinado, calibrado con patrones de pH 4,0 y 7,0.

5.11.- Analisis estadistico

Los datos obtenidos se registraron y se analizaron mediante ANOVA completo al azar,
con el programa estadistico InfoStat versiéon 2020. La comparacién entre valores

medios se realiz6 con el test de Diferencias Minimas Significativas de Fisher.
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6.- RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.- Efecto de la dieta sobre los parametros microbiolégicos

de excretas crudas

Tabla 3. Pardmetros microbiolégicos en excretas crudas de pollos
parrilleros en distintos estadios de crianza y alimentados con dietas

diferenciales.
Etapa RHP HL BAL CT CF
21 dias (In) 8,32 6,05 6,77 4,04 4,04
Cos 7,94 c 6,34 c 6,35 a 4,02 4,02
Plys 740 b 3,62 a 6,72 b 4,10 4,10
28 dias
Pl 6,85 a 547 b 6,86 b 4,10 4,10
P= <0,0001 <0,0001 =0,0001 sd sd
EE 0,0477 0,0282 0,0127
Cp 7,71 a 6,33 a 6,83 a 4,02 4,02
42 dias | Pla 8,03 a 6,68 b 7,09 b 4,10 4,10
PIly 7,83 a 6,96 ¢ 723 b 4,10 4,10
P= =(0,4490 < 0,0001 = (0,001 sd sd
EE 0,0898 0,0047 0,0117

C: Control (dieta basal); PI: dieta basal con 1% de polen apicola; PII: dieta basal con 2%
de polen apicola. 21, 28 y 42 dias: fechas de muestreo de excretas. RHP: bacterias
aerobias mesdfilas; HL: hongos y levaduras; BAL: bacterias 4cido lacticas; CT:
coliformes totales; CF: coliformes fecales. Resultados expresados como logio UFC.g? de
excretas. Letras distintas indican diferencias significativas. EE: error estandar.

En la Tabla 3 no se observaron diferencias significativas (p > 0,05) en las variables CT
y CF para los distintos tratamientos en el muestreo a los 28 dias. El mismo resultado
fue observado a los 42 dias. Estudios realizados por Donoso (2014) demostraron el
mismo comportamiento para el grupo coliformes frente al uso de un formulado
probiotico.
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6.1.1.- Recuento heterotréfico en placa

En cuanto a los valores de RHP, el muestreo a los 21 dias se considera como condicién
inicial de la salud intestinal de los animales bajo la dieta iniciadora. A los 28 dias, los
tratamientos fueron estadisticamente significativos (p < 0,0001), observandose el valor
mayor de RHP en Czs y el menor en Plls. No obstante, a los 42 dias, no se encontraron
diferencias significativas entre las dietas experimentales.

El comportamiento observado a los 28 dias, podria deberse a que los microorganismos
anaerobios facultativos contribuyen a los cambios ambientales en el TGI (La Ragione
et al., 2005). Ademas, este grupo fisiologico es formador de esporas, lo que podria

explicar el menor recuento observado en las dietas experimentales.

6.1.2.- Hongos y Levaduras
En la Tabla 3 puede apreciarse que para In se determiné un valor medio de HL de 6,05
log UFC.g! tomando este dato como referencia inicial para todas las aves. A los 28 dias
se encontraron diferencias significativas (p < 0,0001), observdndose que las excretas
provenientes de las dietas que contenian PA disminuyeron las UFC de HL. Sin
embargo, a los 42 dias, se observé un efecto contrario. El agregado de polen apicola
produjo un incremento en la poblacién eucariética de HL al final de la crianza. Este
grupo fisiolégico posee una importante capacidad competitiva natural,
fundamentalmente debido a la presencia de mananos y glucomananos en su pared
celular. Similares resultados fueron obtenidos en la UEA por Couto (2019), Bichara
(2019) y Lanaro (2019), utilizando distintos aditivos en la dieta de pollos parrilleros.
Durante el primer mes de vida de los animales, se observé una disminucién de los
valores de RHP y HL para todos los tratamientos. Estos resultados podrian estar
asociados a que en esta etapa las aves se encuentran adquiriendo la microbiota
intestinal. Resultados similares fueron obtenidos por Donoso (2014) en pollos
parrilleros, cuando fueron incorporadas distintas concentraciones de probidticos en el
agua de bebida.
6.1.3.- Bacterias acido lacticas
En la Tabla 3 puede observarse que el conteo In en BAL alcanz6 un valor de 6,77 log
UFC.g1. A los 28 dias, Plzs y Pllos mostraron mayores conteos de UFC de BAL respecto
de Cos (p = 0,0001). Cabe destacar que, a los 42 dias, la dindmica de BAL mantuvo la
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tendencia observada a los 28 dias, evidencidndose incrementos altamente
significativos (p = 0,001) en los valores de Pl y Plls, con respecto a Cap.

Con respecto a la microbiota a los 28 y 42 dias de crianza, se registr6, para ambas dosis
de polen apicola, un aumento en el conteo de BAL respecto de C, a diferencia de lo
observado en RHP y HL. Este comportamiento en las BAL podria motivar el descenso
en el conteo de la microflora acompafiante, debido al notable mecanismo de exclusiéon
competitiva propio de las BAL e indicaria la adaptacién microbiana al nuevo sustrato
(Vega et al., 2022).

De acuerdo con los resultados obtenidos, la presencia de grupos microbianos benéficos
como BAL contribuiria a mejorar la calidad de las excretas crudas, como pudo
determinarse en investigaciones realizadas en la UEA, cuando se utilizaron otros

aditivos para la crianza de pollos parrilleros (Couto, 2019; Savy, 2019; Lincor, 2023).

6.2.- INTESTINO
6.2.1.- ANALISIS MICROBIOLOGICO

Tabla 4. Pardmetros microbiolégicos determinados a partir de la porciéon media
del intestino delgado de pollos parrilleros en el dia 43 de crianza, alimentados
con dietas diferenciales.

C PI PII P= EE
RHP 3,51 b 5,26 c 1,82a <0,0001 0,1620
HL 34a 2,71a 2,77 a 0,2850 0,2616
BAL 4,35 a 4,18 a 4,78 b 0,0038 0,0280
CT 283a 2,56 a 335a 0,7218 0,8095
CF 2,34 a 2,56 a 3,35a 0,7079 1,3345

C: Control - dieta basal; PI: dieta basal con 1% de polen apicola; PII: dieta basal con 2% de polen
apicola. RHP: bacterias aerobias meséfilas; HL: hongos y levaduras; BAL: bacterias 4dcido lacticas;
CT: coliformes totales; CF: coliformes fecales. Resultados expresados como logiy UFC.g? de
intestino delgado. Letras distintas indican diferencias significativas. EE: error estandar.

La Tabla 4 muestra que en las determinaciones efectuadas en ID, se observaron
diferencias en RHP, HL y BAL, con una disminucién de los valores de RHP y HL; y un
aumento de los niveles de BAL en las dietas con PA. Cabe destacar que comparando

PI con P1I, esta tiltima dosis produjo un descenso de los grupos microbianos RHP y un
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aumento de las BAL. Esto concuerda con lo observado por Garcia Paoloni (2021) en
estudios de caracterizaciéon de PA de diversos origenes.

Es de esperar que BAL sea el grupo fisioloégico con mayor recuento de UFC, porque
predominan naturalmente en la ecobiota del ID (La Ragione et al., 2005). Ciertos
carbohidratos presentes en la dieta podrian favorecer el proceso de adhesion de las
BAL al epitelio intestinal, contribuyendo a la colonizacién de estos microorganismos
(Fuller, 1975). Adicionalmente, podria inferirse la accién del PA en este proceso, ya
que los carbohidratos son el componente mayoritario del PA (Garcia Paoloni, 2021) y
estan representados por almidén y componentes de la pared celular (Stanley y
Linskens, 1974). Ademas, los aztcares presentes en el PA como fructosa, glucosa y
sacarosa, comprenden alrededor del 90 % de todos los aztcares de bajo peso molecular
(Bogdanov et al., 2003). Los carbohidratos del PA se encuentran en mayor proporciéon
respecto de los presentes en el polen floral por el néctar que agregan las abejas
pecoreadoras para compactar la carga corbicular (Cornejo, 1994).

Una caracteristica importante que tienen las BAL es la capacidad de producir
bacteriocinas, sustancias que poseen la propiedad de inhibir el crecimiento de bacterias
con potencial patogenicidad (Darabi et al., 2014), de aqui surge la importancia de
encontrar un aumento en el recuento de este grupo fisiol6gico con el complemento de
PA en la dieta de los pollos.

En cuanto a los grupos fisioloégicos CT y CF, los resultados no mostraron diferencias
estadisticamente significativas (CT: p = 0,72178; CF: p = 0,7079) respecto de C. Este
comportamiento podria deberse a la relacién comensalista que demuestran los
coliformes cuando las condiciones del ambiente entérico son favorables,
contribuyendo a la estabilidad intestinal (La Ragione, 2001).

El estudio de la microbiota fecal permite evaluar los cambios producidos en la dieta y
conocer el estado de salud de los pollos, ya que contiene bacterias pertenecientes a
distintos segmentos del TGI (Sekelja et al., 2012). La correlacién existente entre los
resultados de recuento microbiano entre las excretas crudas e ID, se ha corroborado en

otros ensayos realizados en la UEA (Couto, 2019; Savy, 2019).
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6.2.2.- pH

La Figura 2 se pueden observar los valores de pH obtenidos para el contenido
intestinal, donde no mostraron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05)

indicando condiciones homeostéaticas adecuadas en todos los tratamientos.

pH del contenido intestinal

6,51a 6,65a 6,58 a
7 T
6
5
T4
3
2
1
0
C PI PII

Tratamientos

Figura 2. Valores de pH correspondientes a los tratamientos, C: Control
(dieta basal); PI: dieta basal + 1% polen apicola; PII: dieta basal + 2%
polen apicola, expresados en la escala de pH (0-14).

Segun los estudios realizados por Lincor (2023), la presencia de BAL contribuye a la
acidificacion del medio intestinal. Si bien en el presente ensayo los tratamientos con
PA presentaron mayores niveles de BAL, esto no se vio reflejado en el pH del
contenido intestinal. Estos resultados podrian atribuirse a la compleja composicion del
PA. Garcia Paoloni (2021) demostré la diversidad del contenido proteico en distintos
polenes apicolas. Taha et al. (2019) han determinado que el PA puede contener mas de
16 aminoécidos. Estas caracteristicas proteicas particulares, junto con la presencia de
carbohidratos, compuestos flavonoides, fitoesteroles, vitaminas, lipidos y minerales,
podrian contribuir a la estabilizacién en los valores de pH intestinal (Campos et al.,

2008; Margaoan et al., 2010; Formicki et al., 2013; Bogdanov, 2014, 2016).
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6.3.- Salmonella spp.

Los resultados del presente estudio indican la ausencia de Salmonella spp. en excretas
e ID. Se ha visto que las dietas que incluyen Lactobacilos mejoran la produccién de
anticuerpos contra Salmonella spp. (Dunham et al., 1993). Abuda et al. (2011)
encontraron que muestras de PA y pan de abeja tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de una amplia gama de microorganismos. En un estudio realizado en
Brasil con PA, De Olivera et al. (2013), encontraron que la suplementacién de alimentos
para pollos de engorde con hasta un 1,5 % de PA resulté en un aumento de la
inmunidad de las aves.

Las normas de bioseguridad han sido estrictamente aplicadas en el presente ensayo,
evitando las condiciones que pudieran predisponer a los pollos a la presencia de

Salmonella spp. (Caffer et al., 2008).
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7.- CONCLUSIONES

La incorporaciéon de PA a la dieta de los pollos parrilleros durante la crianza

optimiza la calidad microbioldgica de las excretas crudas, generando eubiosis.

La mayor dosis utilizada de PA demostr6 que este complemento es inocuo y
constituye un factor equilibrante de la microbiota intestinal, promoviendo el

desarrollo de las BAL.

El contenido natural de proteinas y compuestos bioactivos del polen apicola
contribuiria a la estabilidad del pH intestinal, favoreciendo la ecobiota benéfica

con ausencia de Salmonella spp.

El PA favorece la crianza sustentable de pollos parrilleros en el marco de una

economia circular.

El PA es recomendable como complemento en la dieta de pollos parrilleros, por
los beneficios comprobados que aporta en materia de salud intestinal,

contribuyendo al bienestar del animal a lo largo de la crianza.

Como perspectiva futura, seria interesante realizar nuevas contribuciones
referidas a la composicién quimica del polen apicola, que ayuden a mejorar la
comprensiéon del mecanismo y efecto que produce este complemento sobre la

dindmica de la microbiologia entérica de los pollos parrilleros.
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Imagen 1. Preparaciéon de medios microbiolégicos para determinaciéon de
RHP, HL y BAL, en cajas de Petri descartables. Flujo laminar nivel I,
Laboratorio de Microbiologia Agricola. Departamento de Agronomia, UNS.

Imagen 2. Porcién de intestino
delgado recolectada en frasco
rotulado con el tratamiento y
namero de animal.
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Imagen 3. Contenido intestinal
recolectado para determinacion de

Imagen 4. Siembra por diseminacion en
superficie mediante el método de
diluciones seriadas en flujo laminar
nivel I, Departamento de Agronomia -
UNS.
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Imagen 5. Desarrollo de colonias de microorganismos
en medio Agar Nutritivo Britania® para recuento RHP
en el tratamiento C en excretas.

Imagen 6. Desarrollo de colonias de

microorganismos en medio selectivo Hongos y

®

Levaduras Britania™ con cloranfenicol para el

recuento de HL en el tratamiento PII en ID.
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Imagen 7. Desarrollo de colonias de
microorganismos en medio selectivo MRS Britania®
para el recuento de BAL en el tratamiento PI en
excretas.

Imagen 8. Tubos de ensayo con caldo Mac Conkey. Prueba de
determinacién de coliformes totales mediante la técnica del NMP.
Izquierda: tubos con medio Mac Conkey y campana de Durham.
Derecha: resultados positivos evidenciados con viraje de color y
acumulacién de gas en campana de Durham.
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