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RESUMEN

Las consecuencias negativas del uso de antibioticos promotores de crecimiento en las
dietas de aves llevaron a su prohibicion en numerosos paises. Esto también ha ocurrido
en Argentina recientemente. En la busqueda de ingredientes que ofrezcan un resultado
similar en la racion se ha comenzado a ensayar el uso de extractos y aceites esenciales
derivados de especies vegetales. Se evaluaron /n vitro extractos metandlicos de cuatro
especies de Prosopis frente a Salmonella gallinarum gallinarum, Escherichia coli'y
Clostridium perfringens con el objetivo de poner en evidencia su efecto antimicrobiano
y la posibilidad de utilizarlos como reemplazo de antibioticos promotores de
crecimiento en la racién. Los resultados demuestraron que los extractos metandlicos
de Propsopis flexuosa flexuosay Prosopis strombulifera inhibieron completamente el
crecimiento de Salmonella gallinarum gallinarum y Clostrium perfringes, pero no
inhibieron el crecimiento de Escherichia coli. Prosopis flexuosa depressay Prosopis
alpataco no inhibieron el crecimiento de ninguna de las tres especies bacterianas
ensayadas de esta manera.

Palabras clave: AGP, extractos vegetales, antibidticos promotores de crecimiento,
resistencia antimicrobiana, Prosopis

In vitro evaluation of vegetable extracts of Prosopis spp for its use as
replacement of AGP in poultry

ABSTRACT

The negative consequences of the use of antibiotic growth promoters in poultry diets
led to their prohibition in many countries. This has also happened in Argentina recently.
In the search for ingredients that offer a similar result in the ration, the use of extracts
and essential oils derived from plant species has beqgun to be tested. Methanolic
extracts of four species of Prosopis were evaluated in vitro against Sa/monella
gallinarum gallinarum, Escherichia coli and Clostridium perfringens to demonstrate
their antimicrobial effect and the possibility of using them as a replacement for
antibiotic growth promoters in the ration. The results showed that the methanolic
extracts of Propsopis flexuosa flexuosa and Prosopis strombulifera completely
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inhibited the growth of Sa/monella gallinarum gallinarum and Clostrium perfringens but
did not inhibit the growth of Escherichia coli. Prosopis flexuosa depressa and Prosopis
alpataco did not inhibit the growth of any of the three bacterial species tested in this
way.

Keywords: AGP, vegetable extracts, antibiotics growth promoters, antimicrobial
resistance, Prosopis

INTRODUCCION

La carne de pollo es uno de los principales aportes de proteina a la dieta a nivel mundial,
su produccion se caracteriza por requerir de espacios reducidos y costos bajos, en
comparacion con otras carnes. La produccion global de carne de pollo en el ano 2021 se
estima fue de 135.400.000 toneladas, superior a la produccion de carne bovina y de
cerdo (FAO 2021). En la Republica Argentina durante 2021 se faenaron 741.395.000
cabezas de pollos, lo que permite estimar un consumo aparente de 45,56 kg por
habitante por afio (MAGyP, 2022 ).

Para lograr llegar a niveles de produccion que permitan obtener estas cantidades de
carne la industria avicola invirtio en los ultimos 70 anos grandes cantidades de recursos
en investigacion relacionada con genética, sanidad y alimentacion. Asi fue posible, en
nuestro pais, pasar de pollos que a los cinco meses pesaban 2,3 kg en la década de 1950
alos actuales 2,85 kg en 47 dias en 2020 (CAPIA, 2022).

Una de las practicas de manejo alimenticio que colaboro para llegar a estos resultados
productivos fue la incorporacion de antibioticos como promotores de crecimiento
(AGP, antibiotics growth promoters) utilizados en las raciones de alimentos
balanceados. Esta adicion continuada de antibioticos en dosis subterapeuticas en la
racion permitio la modificacion de la flora intestinal mediante la reduccion de las
bacterias habitantes normales del intestino del ave, pero que ejerciendo un efecto
negativo sin llegar a una accion patdgena especifica. Esta accién mejoraba la absorcion
y aprovechamiento de nutrientes y la disminucidon de la inflamacion a nivel intestinal.
Sin embargo, también provocd una lenta pero constante seleccion de bacterias
resistentes al antibidtico utilizado, las cuales se fueron volcando al medio ambiente y
trasladando esa resistencia a las proximas generaciones bacterianas. Es asi que ya a
mediados de la década de 1970 comienzan a desarrollarse estudios que alertan sobre
este problema y evaluan sus futuras implicancias. En 1986 Suecia se convierte en el
primer pais en prohibir el uso de antibioticos como promotores de crecimiento
fundamentando su decision en el desarrollo de la resistencia antimicrobiana (RAM)y la
inseguridad de los efectos de este proceso a futuro (Wierup, 1999; Cepero Briz, 2005).
Ante esta situacion de ausencia de los AGP se puso el foco en dos cuestiones: la
microbiota intestinal y los ingredientes que pudieran reemplazar a los AGP sin los
efectos contraproducentes sobre la salud publica. Consecuentemente, se inicio un
importante area de estudio relacionada con la microbiota intestinal y su importancia en
la digestion de los nutrientes y la inflamacion intestinal. Cuando la microbiota se ve
alterada se produce un proceso inflamatorio que trae aparejado la disminucion de la
permeabilidad intestinal, la proliferacion de bacterias no deseables, la disminucion del
tamano de las vellosidades y consecuentemente disminucion de la absorcion. A raiz de
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ello, se genera competencia entre los microorganismos indeseables tales como
Salmonella, Escherichia coli y Clostridium perfringens y los mecanismos de absorcion
del ave por los nutrientes, incrementando el costo metabdlico y de activacion del
sistema inmunitario (L6pez et al., 2016).

Dentro de los ingredientes propuestos para el reemplazo de los AGP se ensayaron
numerosos compuestos, sobre todo aquellos considerados “naturales”: probidticos,
prebidticos, acidos organicos y fitobidticos (Denli y Demirel, 2018). Los términos
fitogénicos y fitobioticos se han usado como sinonimos. Se denomina asi a
compuestos naturales provenientes de las plantas y utilizados como aditivos en la
produccion animal, tales como los extractos vegetales y los aceites esenciales. Estos
compuestos son metabolitos secundarios de las plantas y desde el punto de vista
quimico incluyen terpenos, flavonoides, alcaloides y fenoles (Abd EI-Ghany, 2020).
Numerosos informes destacan los resultados positivos de estos compuestos sobre
parametros de produccion, efecto antimicrobiano y antibacterial, anticoccidial e
inmunomodulador en varias especies animales, con especial atencion en aves
(Deminicis et al. 2021; Liu et al., 2019; Peralta et al., 2019; Gongalves Koiyama et al.,
2014; Mathouli et al., 2012). Ademas se ha observado una modificacion en la
histomorfologia de la pared intestinal, relativa al largo de las vellosidades intestinales,
profundidad de las criptas y relacion vellosidad/cripta que tambien favorece los
resultados productivos. (Deminicis et al., 2021)

Especialmente se han probado para esta finalidad plantas aromaticas, tanto en forma
individual como utilizando combinaciones de aceites o extractos de diferentes plantas
(Xue et al., 2020). El orégano ( Origanum vulgare) fue uno de los primeros en ensayarse,
desde fines del siglo pasado (Hammer et al., 1996), describiéndose para el mismo
actividad antimicrobiana, anticoccidial, antioxidante y de aumento de consumo de
alimento, (Denliy Demirel, 2018; Bona et al., 2012; Mathouli et al., 2012). El extracto de
orégano y el aceite esencial de orégano se utilizan en forma comercial en varios paises
desde mediados de la década de 1990 para su uso como aditivo en dietas de aves.
Dentro de las numerosas especies ensayadas en aves como reemplazo de los AGP
incluyen extractos o aceites esenciales derivados de A/lium sativum(ajo), Piper nigrum
(pimienta negra), Euphorbia hirta (hierba de sapo), Thymus vulgaris (tomillo),
Cinnamomum cassia (canela china, casia), Curcuma longa (curcuma), Laurus nobilis
(laurel), Citrus limonum Risso (limonero), zingiber officinale (jengibre), Quercus cortex
(roble), Ginkgo biloba (ginkgo), Camelia sinensis (té), Azandiractha indica (nimbo de la
India), 7rigonella foenum (fenogreco), Copaiphera sp (copaifera) (Deminicis et al, 2021;
Abd EI-Ghany, 2020)).

El objetivo de gran parte de estos trabajos incluyo identificar los compuestos quimicos
responsables del efecto antimicrobiano. Se puso en evidencia que el timol y suisémero
el carvacrol, el cinamaldehido, presentes en gran parte de las aromaticas, todos con
gran cantidad de componentes fenolicos o terpénicos presentaron resultados que
pueden llegar a ser comparables con los obtenidos por los AGP (Huberman et al., 2021;
Ullah et al., 2020, Wang et al., 2018).

También se han ensayado otras especies no aromaticas como reemplazo de los AGP. Un
estudio realizado con Schinopsis lorenzii (quebracho colorado) reveld que /n vitro, su
extracto tiene una actividad similar a la Bacitracina Zn (Prosdécimo et al, 2010).)
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Las especies lenosas en general son una fuente importante de compuestos fendlicos,
los cuales han demostrado tener efecto antimicrobiano. Estudios sobre Prosopis
flexuosavar. depressa determinaron su efecto antimicrobiano in vitro frente a Br. canis
en la forma de extracto metandlico. La caracterizacion quimica del mismo determino la
presencia de taninos, nucleos esteroidales y triterpénicos, flavonoides y alcaloides, los
que en forma separada o asociativa podrian justificar el citado efecto (Ardoino et al.,
2012). El extracto hidroetanolico de Prosopis pallida demostréd efecto antibacteriano a
diferentes concentraciones frente a bacterias productoras de gingivitis (Grillo Patifio y
Livia Valladolid, 2018), en tanto que Prosopis alba presentd actividad antimicrobiana
media frente a Sa/monella en un extracto con acetona y agua. El mismo estudio
demostro que se obtiene una mayor concentracion de compuestos fendlicos cuando la
extraccion se realiza con acetona y agua que cuando se realiza con etanol y agua,
independientemente que la metodologia de extraccion sea agitacion o ultrasonido.
(Ruiz et al., 2019) En el mismo estudio se ensayo el efecto antimicrobiano frente a £.
coli, el cual es negativo. Similares resultados encontraron Corzo et al. (2009) utilizando
tintura, decoccion e infusion de hojas de Prosopis alba. Sin embargo, Correa Arellano
(2021) encuentra efectos inhibitorios del extracto acuoso de la algarroba (“algarrobina”)
en forma de preparado comercial sobre £. co/i, logrando una CIM del 50%. En el analisis
de la composicion del extracto describe la presencia de azucares reductores,
saponinas, polifenoles, nitratos entre otros.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto antimicrobiano de distintas
especies de prosopis frente a Samonella gallinarum, Escherichia coli'y Clostridium
perfringes para su potencial uso como reemplazo de AGP en aves.

MATERIALES Y METODOS

Especies vegetales: se utilizaron partes aéreas (tallos, hojas y corteza, no frutos) de
Prosopis flexuosa var. flexuosa, Prosopis flexuosa var. depressa, Prosopis alpatacoy
Prosopis strombulifera.

Obtencion de los extractos vegetales: se maceraron 20 g de partes aéreas trituradas de
cada planta en 100 mL de una solucion etanol:agua (1:1, v/v) durante 24 h (3x). De esta
manera se obtuvieron los Extractos Hidroalcohdlicos, los cuales se juntaron y fueron
llevados a sequedad en rotavapor a una temperatura de 70°C. Los extractos secos se
retomaron con 200 mL de metanol (3X). Se juntaron y llevaron a sequedad en rotavapor
a 702C obteniendo los Extractos Metandlicos Desecados. Estos extractos desecados se
conservaron a - 20°C hasta el momento de realizar los ensayos. Antes de los ensayos,
los Extractos Metanolicos Desecados correspondientes al extracto obtenido a partir de
4 g de partes aéreas secas se resuspendieron en un volumen total de 5 mL de agua
destilada estéril obteniendo el Extracto Metanolico para ensayar.

Cepas microbianas: las cepas utilizadas fueron provistas por el Departamento de
Bacteriologia del INEI ANLIS “Carlos G. Malbran”. Todas las cepas son cuarto repique de
cepas derivadas ATCC.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de extractos vegetales contra Sa/monella
gallinarum gallinarum y Escherichia coli: las pruebas de actividad antimicrobiana se
realizaron sobre placas de Petri de 60 mm de didametro con 10 mL de agar Mueller Hinton
a la que se le adicionaron 100 pL de extracto por placa obteniendo una concentracion
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del extracto en la placa de 1/100. Cada placa se sembro con una suspension bacteriana
del agente etioldgico en solucion fisiologica estéril correspondiente al 0,5 en la escala
de Mc Farland. Ademas se sembraron dos placas control negativo sin extracto para
verificar crecimiento y dos placas control positivo con disco de antibiotico para
verificar inhibicion del crecimiento. Se utilizd como antibiético control norfloxacina
para el caso de £. coli, y gentamicina para Sa/monella gallinarum gallinarum. Se incubo
en estufa a 37°C durante 24 horas y se realizé la lectura de la presencia o no de
crecimiento bacteriano en las placas con extracto y control negativo y el halo de
inhibicidn en las placas con disco de antibiotico control positivo. En las placas en que se
observo inhibicion del crecimiento se realizd una ansada y tincion a fin de verificar la
ausencia de crecimiento bacteriano. Se realizaron cuatro repeticiones de cada
extracto.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de extractos vegetales contra Clostridium
perfringens: las pruebas de actividad antimicrobiana se realizaran sobre placas de Petri
de 60 mm de diametro con 10 mL medio agar sangre a la que se le adicionaron 100 L de
extracto por placa obteniendo una concentracion del extracto en la placa de 1/100. Cada
placa se sembro con una suspension bacteriana del agente etiol6gico en solucion
fisiologica estéril correspondiente al 0,5 en la escala de Mc Farland. Ademas, se
sembraron dos placas control negativo sin extracto para verificar crecimiento y dos
placas control positivo con disco de antibiotico para verificar inhibicion del
crecimiento. Se utilizd como antibiotico control lincomicina. Se incubd en estufa en
anaerobiosis a 37°C durante 24 horas y se realizé la lectura de la presencia o no de
crecimiento bacteriano en las placas con extracto y control y el halo de inhibicion en las
placas con disco de antibiotico control. En las placas en que se observo inhibicion del
crecimiento se realiz6 una ansada y tincion a fin de verificar la ausencia de crecimiento
bacteriano. Se realizaron cuatro repeticiones de cada extracto.

Concentracién inhibitoria minima (CIM): se realizé en placas de 60 mm con 9 mL del
medio de cultivo correspondiente y 1 mL de cada dilucién del extracto vegetal
correspondiente a las diluciones 1/10, 1/20, 1740 y 1/80. Posteriormente se procedi6 a la
siembra de la misma manera descrita en la evaluacién de la actividad antimicrobiana.

RESULTADOS
Los resultados de la evaluacion de la actividad antimicrobiana se muestran en la tabla 1.
Clostridium Escherichia coli Salmonella
perfringens gallinarum
gallinarum
Prosopis alpataco Inhibicion total de | Crecimiento Crecimiento normal
crecimiento normal
Prosopis flexuosa Inhibicion total de | Crecimiento Inhibicion total de
var. flexuosa crecimiento normal crecimiento
Prosopis flexuosa Crecimiento Crecimiento Crecimiento normal
var. depressa normal normal
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Prosopis Inhibicion total de | Crecimiento Inhibicion total de
strombulifera crecimiento normal crecimiento

Tabla 1: Evaluacion de la actividad antimicrobiana

En el caso de los extractos que inhibieron el crecimiento bacteriano se realizo la CIM,
obteniéndose inhibicion completa hasta una dilucion de 1/20 en el caso de Prosopis
Strombulifera frente a Clostridium perfringens, en tanto que Prosopis flexuosa var.
flexuosay Prosopis alpataco no lograron inhibicion en las diluciones. Para Sa/monella
gallinarum gallinarum se logroé inhibicion del crecimiento hasta una dilucién de 1/10 con
Prosopis flexuosavar. flexuosay hasta 1/20 con Prosopis strombulifera.

DISCUSION

Los resultados obtenidos son coincidentes en algunos aspectos con los encontrados en
la bibliografia (Huberman et al. 2021; Ruiz et al., 2019; Corzo et al., 2009) y muestran
mejores resultados en cuanto a la inhibicién del crecimiento de S. gallinarum gallinarum
y C. perfringens que para E. coli. Tal como sugieren Xue et al.(2020), se podrian ensayar
combinaciones de diferentes especies de Prosopis o de Prosopis con otras especies
vegetales, especialmente con extracto o aceite esencial de alguna aromatica, para
incorporar diferentes principios activos y lograr un efecto aditivo.

De acuerdo a los diferentes estudios publicados, £. co/i no parece ser inhibida en su
crecimiento por extractos derivados de especies de Prosopis(Ruiz et. al, 2019), ni por
otras formas de extracciéon ensayadas por Corzo et.al (2009). Correa (2021) encuentra
efecto inhibitorio de prosopis alba sobre £. co/i, en un extracto acuoso de frutos, porlo
que se puede plantear evaluar extractos de frutos, dado que en el ensayo aqui descrito
no se utilizaron frutos. El efecto de inhibicion obtenido por este autor proviene de un
extracto acuoso, es decir con un solvente mas polar que el metanol. Esto también
podria ser la causa de extraccion de otros grupos quimicos responsables del efecto de
inhibicion. A partir de aqui se podrian plantear dos nuevas hipotesis: el efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de £.col/i se debe a grupos quimicos que estan
presentes en las flores y no en el resto de las partes aéreas, o bien el efecto se debe a
grupos quimicos que se encuentran en el extracto acuoso, pero no en el metanalico.

En base a estas consideraciones se plantea la posibilidad de ensayar la extraccién con
solventes de distinta polaridad, e identificar grupos de compuestos responsables del
efecto obtenido en cada extraccion. El efecto obtenido que describen Ruiz et al. (2019).
se expresa con extractos obtenidos con menos polares que el metanol, y el descrito por
Correa (2021) en un extracto con solvente mas polar. También seria conveniente
identificar los grupos quimicos responsables del efecto inhibitorio en proximos
trabajos.

CONCLUSIONES

Los extractos de Prosopis han demostrado inhibicién del crecimiento bacteriano en el
caso de Salmonella gallinarum gallinarum 'y Clostridium perfringens, en tanto que no
han inhibido el crecimiento de £. co/i. Se plantea la posibilidad de ensayar extracciones
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de frutos y con solventes diferentes, también combinaciones de los extractos para
comprobar la existencia de efectos aditivos o efecto sobre £. coli.
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