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RESUMEN

Para la evaluacion del efecto del consumo de propo6leo en aves de corral sobre los parametros
zootécnicos, se emplearon 120 pollos machos de la linea “Cobb Avian 48", a partir de los 5 dias de
edad y hasta el dia 48 de vida, dentro de un lote de producciéon comercial, distribuidos en un disefio
completamente al azar con 4 tratamientos (Control, tratamiento 2, 3 y 4; denominados T1, T2, T3,
T4, respectivamente) y 2 repeticiones por tratamiento. Se adicion6 extracto de propdleo (EEP) en el
agua de bebida para obtener tres concentraciones 0,252; 0,504 vy 0,756 mg/ml, T2, T3, T4
respectivamente. Se evaluaron parametros zootécnicos de consumo de alimento, ganancia de peso,
conversion alimenticia, consumo total de propoleo y mortalidad. El propéleo empleado como aditivo
en el consumo de las aves fue llevado a analisis de su actividad bactericida in vitro. Adicionalmente
se evalué el efecto del consumo de propdleo por las aves sobre la biota bacteriana benéfica en el
tracto gastro intestinal por medio de recuentos microbioldgicos de los Lactobacillus presentes en los
ciegos. Los resultados obtenidos fueron consumo de alimento total T1 4.996,17+ 52,02 g/ave; T2
4.966,07 £ 52,40 g/ave; T3 4.959,25 + 51,72 glave; T4 4.828,62 + 53,32 g/ave; ganancia de peso
T12.393,80 £ 4,57 g; T2 2394,29 £ 21,18 g; T3 229547 £3,23 g; T4 237810 £ 164,290 ¢;
conversion alimenticia T1 2,24; T2 2,24; T3 2,33; T4 2,18; consumo total de propdleo T2 1790,12
mg; T3 3366,21 mg; T4 5044,20 mg. La concentracion minima inhibitoria (CMI) del propdleo frente a
Salmonella entérica sp entérica serovar Thyphimurium ATCC 14028 fue de 0,0 mg/ml y para
Eschertichia coli ATCC 31617 fue de 0,8 mg/ml; las unidades formadoras de colonia (UFC) de
Lactobacillus T145X1049;T29,5X1079; T3 14,75 X 10 9; T4 60,75 X 10 » 9.UFC/gr.
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INTRODUCCION

La avicultura es una de las producciones mas grandes e importantes ya que el area de produccion
de pollo de engorde aumenta considerablemente cada afio en el mundo. En Colombia de acuerdo a
las estadisticas proporcionadas por FENAVI (Federacion Nacional de Avicultores) en los ultimos 4
afios ha crecido progresivamente, teniendo el ultimo afio (2015) una produccién de 1.424.399
Toneladas; y un consumo per capita de 30,4 kg/Afio (Fenavi, 2015 ). Por lo anterior los productores
buscan cada vez la optimizacion de diferentes factores tales como ganancia de peso, velocidad de
crecimiento, aprovechamiento del alimento, conversién alimenticia, entre otros. Esto ha despertado
el interés por el uso de nuevas sustancias que puedan usarse como promotores de crecimiento,
reemplazando el uso de antibioticos que luego son encontrados en los productos finales como la
carne de pollo (Acevedo, 2015).
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Por lo anterior se ha propuesto el uso del propoleo; producto resultante del trabajo de las abejas, el
cual ofrece beneficios y atributos que han sido evaluados en humanos y animales (Bankova,
Popova, & Trusheva, 2016), con efecto en los sistemas productivos pecuarios. Este es, junto con la
miel, polen, jalea real y apitoxina, uno de los productos de la colmena. La promocion de nuevas
investigaciones y usos de estos productos favorece el desarrollo de un sector que ademas de tener
potencial econémico para Colombia, tiene una gran importancia ecoldgica debido a la accion
polinizadora que tienen las abejas en plantas silvestres y cultivadas. Este interés particular en el
propdleo de abejas se da también como respuesta a la oportunidad existente en Colombia de
convertirse en un gran productor de esta sustancia, ya que tiene el potencial de pasar de las
actuales 80.000 colmenas, a cerca de 3'000.000 (La Republica, 2016).

En Colombia ha sido incipiente el inicio en la caracterizacion de los propdleos y productos derivados
de éste; investigaciones en la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota y Medellin,
contribuyen al conocimiento de este producto que hace parte de los diferentes bienes que las abejas
ofrecen a parte de la miel. Dentro de la composicion de los mismos se destaca la presencia de
flavonoides, derivados de esteres y acidos fendlicos, lo cual es un reflejo de la diversidad de
recursos a partir de los que las abejas los elaboran (Talero, Hernandez, & Figueroa, 2012).

A raiz de la importancia del sector avicola, y la demanda que este tiene por incrementar su
productividad con el uso de promotores de crecimiento, y el potencial que tiene el propoleo para ser
una de estas sustancias, surge la presente investigacion en la cual se buscd evaluar el efecto del
consumo de propdleo sobre parametros zootécnicos en pollos de engorde, ademéas de analizar la
actividad antimicrobiana en laboratorio de estos propéleos, y la conocer el efecto de su uso sobre la
presencia de Lactobacillus en el tracto gastrointestinal de las aves.

MATERIALES Y METODOS

La fase de campo del trabajo de grado se desarrolld en una de las granjas de la Empresa Karioco
con sede en Fusagasuga, ubicada en la Vereda Cucharal, a una altitud de 1.765 msnm, temperatura
promedio de 20 °C y humedad relativa de 85%. Se usaron aves de la linea Cobb Avian 48 de cinco
dias de edad. Las aves en toda la fase de campo estuvieron bajo un modelo comercial en sus
aspectos productivos y sanitarios. La fase de analisis de laboratorio se realiz6 en el Laboratorio del
Grupo de Investigacion en Ciencia y Tecnologia Apicola AYNI de la Facultad de Medicina Veterinaria
y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota.

Las aves fueron divididas en 4 tratamientos (Control T1 sin aditivos, T2 con adicion de 0,252 mg/mL
Extracto Etandlico de Propoleo EEP disuelto en el agua de bebida, T3 0,504 mg/mL, y T4 0,756
mg/mL) cada uno con dos réplicas y 15 unidades experimentales por réplica, para un total de 120
aves. Se dispusieron en una manera aleatoria, evaluando parametros de consumo total de alimento,
ganancia de peso final, conversion alimenticia total, mortalidad acumulada y consumo total de
propéleo. Para establecer las diferencias de cada una de las variables medidas en cada uno de los
tratamientos se realizd un analisis de varianza paramétrico (teniendo en cuenta los supuestos de
aleatoriedad, normalidad, homocedasticidad e independencia) a las diferencias se realizaron
pruebas a posteriori (Tukey) para establecer donde se encuentran las diferencias entre los
tratamientos.
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Se utilizé el mismo alimento para todos los tratamientos, fase de iniciacién y fase de engorde, cuyas
caracteristicas se muestran en la Tabla 1. El agua se suministré ad libitum.

Tabla 1. Contenido nutricional del alimento suministrado

Item Dieta fase inicio Dieta fase engorde
Fase (dias) dia 1-23 24 - sacrificio
Humedad Humedad (Max) 13% (Max) 13%
Proteina Proteina (Min) 21 % (Min) 19 %

Grasa Grasa (Min) 2 % (Min) 2,5 %
Fibra Fibra (Max) 5 % (Max) 5 %
Ceniza Ceniza (Max) 8% (Max) 8%

Fuente: Empresa ITALCOL

El analisis de actividad antimicrobiana in vitro del propéleo usado se hizo por Concentracion Minima
Inhibitoria, usando el método de microdilucion en caldo descrito por el Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2012). Se determin6 la presencia de actividad antimicrobiana para las cepas
Salmonella entérica sp entérica serovar Thyphimurium ATCC 14028 y Eschertichia coli ATCC 31617.

Para realizar este proceso se debe llevar la concentracion del propéleo a 6,4 mg/ml de acuerdo a
como lo sugiere la literatura. Se utilizaron placas de microdilucién de 96 pozos en las cuales se
colocaron 100 uL de caldo Muller Hilton, después se colocan 100 pL de la muestra de propdleo y se
realizan 6 diluciones seriadas (6,4; 3,2; 1,6; 0.8; 0,4; 0,2) y una repeticion por cada muestra, a
continuacion se agregan 10 pL de la bacteria que esta suspendida en solucién salina al 85%, se
lleva a incubadora por 24 horas. Pasado el tiempo de incubacion se siembra cada una de las
muestras con sus respectivas diluciones y la repeticion, en agar Muller Hilton con asas desechables
de 1000 uL. Se llevan a incubadora por 24 horas nuevamente para realizar la lectura de resultados,
en los cuales se determina hasta que concentracion el propdleo inhibe el crecimiento de
determinada bacteria.

Finalmente, para el recuento de Lactobacillus se tomaron 4 ciegos de cada uno de los tratamientos,
para un total de 16 muestras las cuales fueron empacadas y rotuladas en bolsas herméticas y
puestas en refrigeracion por un tiempo de aproximadamente 2 horas, hasta la llegada al laboratorio
de la Universidad Nacional de Colombia, donde fueron procesadas. El procesamiento de las
muestras se realizd por medio de la técnica de recuento por superficie descrito en la norma AOAC
(Association of Analytical Chemists, AOAC, 1998), de la siguiente manera: Se toma 1 g de la
muestra (interior de los ciegos), la cual se disuelve en 9 mL de agua peptonada, y se realizan
diluciones 10 diluciones seriadas, en agar Man Rosa y Sharp con adicién de azul de anilina al 10%,
el cual permite que el conteo de UFC sea mas visible. La muestra se siembra por superficie, se
colocan en camara de anaerobiosis por 72 horas, el recuento se realiz6 en la dilucion 9 por medio de
un contador de colonias.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Respecto al consumo de alimento se presentan los resultados en la Tabla 2. Los tratamientos se
comportaron estadisticamente de forma similar (P > 0,1). Es decir que la adicién de propdleo no
afecto el consumo de alimento de las aves.

Tabla 2. Medias y desviacion para la variable de consumo de alimento

Tratamiento Consumo Desviacion
total/ave (g) Estandar
Control o T1 4.996,17 52,03
Tratamiento 2 4.966,07 52,40
Tratamiento 3 4.959,25 51,72
Tratamiento 4 4.828,62 53,33

En la Tabla 3 es posible ver los resultados finales respecto a ganancia de peso. Para anélisis se
tomd el peso final como lo hicieron (Hascik et al., 2016) y (Sanabria Naranjo & Parra Gonzélez,
2014), para evaluar las diferencias entre tratamientos.

Tabla 3. Medias y desviacion para la variable de ganancia de peso

Tratamiento Ganancia de Desviacion
peso total (g) Estandar
Control o T1 2.497,62 181,57
Tratamiento 2 2.493,89 159,38
Tratamiento 3 2.400,74 221,57
Tratamiento 4 2.494 88 279,32

Al igual que la variable de consumo total de alimento, en la ganancia final de peso se ven diferencias
en los datos, pero estas no son estadisticamente significativas (P > 0,1). Es decir que la adicién de
propdleo no afecto la ganancia de peso.

Los resultados muestran para la variable de consumo de alimento total por ave (Tabla 2), que la
adicion de propdleo no afecté el consumo de alimento de las aves. Segun Canogullari y
colaboradores (2003)  resultados obtenidos en un experimento similar indicaron que la
suplementacion no afecto la ingesta de alimento en codornices. Apoyado igualmente por Agikgdz y
colaboradores (2004) donde no hubo significancia para las variables, consumo de alimento y piensos
en la semana 6.
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Otros estudios muestran que a suplementacion con EEP no afecta la ingesta de alimento, por el
contrario lo aumenta segun Shalmany & Shaivazad (2006 ) teniendo un mayor valor de ingesta los
suplementados con 250 mg/kg de propdleo. Hascik, y otros (2015) encontraron que las diferentes
cantidades de extracto de propdleo aumenta la ingesta de alimento en comparacion al grupo control
con diferencias no significativas teniendo (371.80+17.99) tratamiento control y (389.93+£24.21) 400
mg/kg de propdleo.

Para la variable de ganancia de peso se observa que el tratamiento control obtuvo la ganancia de
peso total mas alta con un valor de 2.497,62 g seguido de T4 (dosis mas alta de EEP) con 2.494,88
g. Sin embargo, a pesar de ser el T1 el presentd un valor mas alto en esta variable, las diferencias
son no significativas entre los tratamientos. Estos resultados concuerdan con investigaciones
comparables con uso de propdleo en dietas de pollos de engorde (Hascik et al., 2016).

Se calculé la conversion alimentacion al final del ensayo, y los resultados se encuentran en la Tabla
4,

Tabla 4. Medias y desviacion para la variable de conversion alimenticia

Desviacion
Tratamiento Conversion Estandar
Control o T1 2,24 0,49
Tratamiento 2 2,24 0,49
Tratamiento 3 2,33 0,66
Tratamiento 4 2,18 0,46

Para la variable de conversion alimenticia, el T4 presento valores numéricos mas bajos frente a los
otros tratamientos, aunque sin diferencias significativas, este tratamiento tenia la concentracién mas
alta de EEP.

Para HasCik, y otros (2015) en el estudio realizado para los parametros de conversion alimenticia y
ganancia de peso obtuvo mejores rendimientos para los tratamientos suplementados con propoleo.
Segun Acgikgdz y colaboradores (2004) igualmente para la conversion alimenticia los valores
obtenidos fueron mejores (1,89) con la suplementacion de 2000 ppm de propdleo frente al
tratamiento control que tuvo una conversién de 1,91 al cabo de las 6 semanas que durd dicho
experimento, lo cual sin embargo resulté no ser significativo estadisticamente.

Con los datos de aves muertas por tratamiento se establecio el porcentaje de mortalidad en cada
uno de ellos (Tabla 5).
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Tabla 5. Porcentaje de mortalidad

Tratamiento Numero de aves muertas Porcentaje de mortalidad
T 6 20 %

T2 4 13.33%

T3 3 10%

T4 5 16.66 %

Aunque se observan diferencias en el porcentaje de mortalidad, debido a la ausencia de réplica en
cada tratamiento no se pudo evaluar la significancia estadistica de las mismas. No obstante, los
datos sugieren una posible relacion entre la mortalidad y el uso del propdleo, lo cual podria ser
validado en investigaciones complementarias a esta. En las investigaciones consultadas esta
variable no se media, y en el Unico caso que se midio (Sanabria Naranjo & Parra Gonzalez, 2014) no
se analizo estadisticamente, solo se encontré una mortalidad acumulada en el experimento de
2,34%; inferior al 15% obtenido en esta investigacion. Al respecto Shalmany & Shivazad citados por
(Eyng et al., 2014) reportaron que la adicion de propdleo a la dieta de las aves reduce la mortalidad
de las mismas.

Se establecio el consumo total del EEP+H20 por ave, el consumo total y promedio de propéleo por
ave, como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Medias para la variable de consumo de propéleo

Tratamiento Consumo de Consumo de propoleo (mg)
EEP + H20 (ml) Total Promedio/ave
Tratamiento 2
(0,252 mg/ml) 7.103,67 1.790,12 40,68
Tratamiento 3
(0,504 mg/mi) 6.678,99 3.366,21 76,50
Tratamiento 4
(0,756 mg/ml) 6.672,22 5.044,20 114,64

Para la variable de consumo de propdleo, los tratamientos se comportaron de forma similar (P > 0,1).
El aumento en el consumo promedio por ave es proporcional al incremento en la concentracion
usada de EPP en el agua, la cual se iba duplicando en cada tratamiento del 2 al 5. El consumo de
EEP+H20 y el consumo total de propdleo fue en aumento a medida que se incrementd la
concentracién del mismo como aditivo, por lo tanto no se puede relacionar tal incremento al efecto
del tratamiento sino que es proporcional al incremento en la concentracion. Cabe resaltar que en los
ensayos de referencia usados en esta investigacion no se encontrd medicion de esta variable para
poderla comparar.
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Para la variable de recuentos de Lactobacillus por superficie (Tabla 7) se encontraron diferencias
significativas (P < 0,05) (Tabla 8), para el tratamiento T4 que obtuvo un valor medio de 60,75 X 10 *
9 UFC/g. Es decir que la adicion de propdleo afecto el recuento de Lactobacillus en las aves.

Tabla 7. Medias y desviacion de los recuentos microbiologicos.

Tratamiento Medias (UFC/g) Desviacion
T1 45X1019 2,12
T2 95X1019 3,08
T3 14,75 X109 3,84
T4 60,75 X109 7,79

Tabla 81. Prueba de Tukey para la variable recuento de Lactobacillus

Tratamiento Medias (UFC/g) Rango
T1 45X1079 A
T2 9,5X1019 A
T3 14,75 X109 A
T4 60,75 X 1079 B

Grafico 1. Recuento de Lactobacillus
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Para la variable de recuentos de Lactobacillus por superficie se encontraron diferencias
significativas, para al menos uno de los tratamientos, para el tratamiento T4 que obtuvo un valor
medio de 60,75 X 10 » 9 UFC/g, este era el tratamiento con dosis mas alta de propéleo. Los
resultados son comparables con un estudio realizado con suplementacién de polen y propéleo, en
pollos de engorde en el cual el tratamiento suplementado con propdleo mostré un aumento de
bacterias acido lacticas en ileon y ciego; y se redujo la presencia de enterobacterias (Krocko,
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Canigova, Bezekova, Lavova, Hasgik, & Duckova, 2012); resultados similares segin el estudio
(Mohsein, Mahmoud, & Mahmoud, 2014) en el cual los grupos que recibieron EEP reflejaron un
aumento en Lactobacillus respecto al tratamiento control; y mostraron una reduccién en Coliformes.
Igualmente se evalud la colonizacion y presencia de Coliformes, Enterococos, y Lactobacillus,
mostrando disminucion en las bacterias patdgenas y un aumento en las bacterias benéficas con
respecto al tratamiento control, a diferentes dosis de propoleo (Kacaniova, y otros, 2011) (Kacaniova
et al., 2012) (Kita et al., 2014). Cabe destacar que los resultados obtenidos para el tratamiento T4
con adicién de 756 mg/kg de propdleo de 60,75 X 10 » 9 UFC/g son bastante superiores a los
reportados por otros autores, donde por ejemplo en un caso con adicion de 800 mg/kg de propdleo
en el alimento se obtuvo un recuento de 8,83+0,14 log UFC/g (KaCaniova et al., 2012). Las
diferencias obtenidas en los recuentos de Lactobacillus pueden atribuirse a las propiedades del
propdleo, especificamente a su contenido de flavonoides y polifenoles que influencian el crecimiento
bacterial inhibiendo la actividad de las metaloenzimas en algunos microorganismos (Kacaniova et
al., 2012), de alli que haya sido evaluada la adicion de prop6leos a dietas de otros animales como
gallinas, corderos, cerdos, truchas, carpas, tilapia, entre otros (Bankova et al., 2016). El efecto
positivo sobre los recuentos en el TGl de las aves de Lactobacillus es importante dado que esta
bacteria ha sido asociada con efectos positivos para el crecimiento y desarrollo de pollos de engorde
(Burgos, 2008) (Chavez, Lopez, & Parra, 2016) (Rodriguez & Moreno, 2015).

Los resultados de CMI no se analizaron por significancia estadistica sino por la evaluacién de la
existencia o no de inhibicién, y la concentracion minima a la cual se registré tal cual como lo hizo
(Kaganiova et al., 2012).

Se determiné la CMI de una muestra, del EEP para el consumo de los pollos de engorde. Para la
cepa Salmonella entérica sp entérica serovar Thyphimurium ATCC 14028, el EEP no mostro
actividad inhibitoria. Segun Tolosa y Cafizares (2002) S. thypi resulto ser la bacteria mas resistente,
ya que se necesitd la concentracién mas alta de EEP (9,8 mg/mL) para ser inhibida, similar a los
resultados reportados por Gil y colaboradores (2012) también fue la bacteria mas resistente con un
11% CMI, en comparacion las otras bacterias estudiadas.

Para la cepa Eschertichia coli el valor obtenido fue de 0,8 mg/mL, segun Talero (2014) en el estudio
realizado de actividad antibacterial se presentaron los mismos valores de 0,8 mg/mL para tres zonas
de Colombia; igualmente para Gil y colaboradores (2012) el valor fue de 8% CMI. Segun Bankova, y
otros, 1999; Sforcin, Fernandes, Lopes, Bankova, & Funari, 2000; Drago, De Vecchi, Nicola, &
Gismondo, 2007, citados por Talero (2014) se afirma que los propdleos son activos frente a
bacterias Gram positivas, pero limitada actividad contra bacterias Gram negativas. La CMI descrita
puede verse afectada por la region geografica de la cual provenga el propdleo Bankova citado por
(Eyng et al., 2014), por lo cual es dificil que los resultados se mantengan de un ensayo a otro
cuando se usan diferentes materias primas para la elaboracién del EEP. Esto representa un desafio
futuro para la evaluacion de este tipo de avances a nivel comercial, lo cual requerira estandarizar
propdleos de acuerdo a las regiones, o llegar a realizar diferentes mezclas que garanticen el efecto
que tengan sobre diferentes microorganismos.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos durante el experimento para la evaluacion de parametros
zootécnicos como consumo de alimento, conversion alimenticia, ganancia de peso, presentan
diferencias no significativas entre los tratamientos, ya que con el manejo del tratamiento control el
cual es el manejo tradicional, son muy similares los valores.

Para el recuento de Lactobacillus se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos,
destacando el T4 con un valor de 60,75 X 10 » 9 UFC/g, por lo cual se podria concluir que el
propdleo favorecio el incremento de la poblacion de Lactobacillus en el TGl de las aves.

El propdleo usado en el ensayo mostré actividad antimicrobiana sobre E. coli mas no sobre
Salmonella. Esta actividad in vitro contra E. coli podria relacionarse con el hecho de ser bacteria
Gram Negativas, o cual hace sus membranas mas susceptibles a la accion de las sustancias que
componen el propéleo como los flavonoides que actuan bloqueando las metaloenzimas presentes en
ellas.
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