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Resumen

RESUMEN

Se realizaron un total de 6 experimentos empleando pollos de engorde Ross 308
machos, el objetivo de estos estudios fue el de evaluar las respuestas en la productividad
y la salud de las aves, al proporcionarles dietas elaboradas con maiz o trigo-cebada-
centeno suplementadas con diferentes levaduras activas de S. cerevisiae y sus
componentes: paredes celulares de levadura, extractos, beta-glucanos y manano-
proteinas, sin emplear otro tipo de aditivos (APC, coccidiostatos o enzimas). En los
experimentos 1 (dietas trigo-cebada-centeno o TCC) y 2 (dieta maiz), las aves fueron
alojadas en jaulas en disefios experimentales en bloques completos (6) aleatorizados con
8 tratamientos (ambos experimentos): T-1) Control negativo (CN), sin aditivos; T-2) CN +
avilamicina, 0.01 g/kg; T-3) CN+levadura-1 (uso pecuario), 2 g/kg; T-4) CN+levadura-2
(uso panadero), 1 g/kg; T-5) CN+levadura-3 (“Killer yeast™), 0.8 g/kg; T-6) CN+extracto
de levadura, 0.15 g/kg; T-7) CN+PCL-1, 0.5 g/kg; y T-8) CN + PCL-2, 0.5 g/kg. Los
resultados de estos estudios mostraron que con las dietas de TCC (0 a 42 dias), el empleo
de la levadura-3 y de la PCL-2, incrementd de forma significativa (P<0.05) el peso final y
el consumo de alimento respecto a la dieta control, mostrando un efecto similar al de la
avilamicina. En las dietas con maiz, en los primeros 14 dias, el empleo de avilamicina,
levadura-1, PCL-1 y 2, mejoraron (P<0.05) el indice de conversion respecto al empleo de
la dieta control, e incrementaron numéricamente el peso vivo promedio al dia 42. En las
dietas con TCC, la suplementacion de avilamicina y PCL-2, resultdé en un incremento en el
coeficiente de digestibilidad ileal de la grasa cruda (P<0.05) respecto a los tratamientos
que incluyeron levaduras 2 y 3. El experimento 3, fue realizado con el objetivo de
profundizar mas acerca de los mecanismos de accion de la PCL-2, o PCL seleccionada del
resto de los demés aditivos evaluados en los primeros 2 estudios. Las aves fueron
alojadas en jaulas empleando un modelo factorial 3x2 con distribucion aleatorizada: un
factor fue el programa de alimentacién dieta Unica (0-43 dias) maiz (1DM), programa-2) 2
dietas maiz (2DM), iniciacién (0-21 dias) y crecimiento (22-43 dias); y programa-3) similar
al programa-2 con dietas con trigo-cebada-centeno (2DTCC); el otro factor fue la inclusion
de PCL-2 (0O y 500 mg/kg de alimento). Durante 43 dias de prueba, la utilizacién de las
PCL en los diferentes programas de alimentacién mejor6é el peso vivo final (+3.4%)
(P<0.01), la ganancia diaria de peso (+3.4%) (P<0.01), y el consumo diario de alimento
(+2.3%) (P<0.05). A escala de la mucosa del yeyuno (interaccién PCL x Programa de
alimentacion, P<0.06), la utilizacion de PCL, incrementé la altura de las vellosidades en
mayor magnitud en las dietas elaboradas con maiz, alrededor del +34.2% en 1DM y
+33.0% en 2DM; y en menor magnitud en los programas 2DTCC +18.0% en los grupos
con PCL, ya que la sola utilizacién de las dietas control del programa 2DTCC provocé un
estimulo de mayor altura (+21%) de las vellosidades del yeyuno con relacién al uso de
dietas control con maiz (1DM y 2DM. La interaccion estadisticamente significativa
(P<0.05) de los factores PCL x Programa de alimentacién para el grosor de la mucina
digestiva, mostr6 que las PCL incrementaron el grosor de la capa de mucina en las dietas
con maiz en +69.3% en 1DM y +73.6% en 2DM; observandose un mayor estimulo de
+88.6% en los grupos con PCL del programa 2TCC, que incluso fue significativamente
mayor respecto a los efectos de las PCL en los programas 1DM y 2DM. El dia 22 de
experimentacion, las PCL incrementaron el de forma significativa (P<0.01) el nimero de
células caliciformes sin importar el tipo de programa de alimentacion. Por otra parte, la
utilizacion del programa 2DTCC provocé un incremento (P<0.05) en él numero de células
caliciformes de la mucosa digestiva del ave de similar magnitud al empleo del programa
2DM y mayor respecto al programa 1DM. De forma independiente a las PCL, el empleo de
las dietas del programa 2DTCC, representd incrementos en la viscosidad del contenido
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ileal (P<0.0001), y del nimero de células caliciformes (P<0.05). Por otro lado, la
utilizacion de PCL no afect6 la respuesta de la produccion de anticuerpos contra la vacuna
de NDV a los 26 dias posteriores a la primera vacunacion, sin embargo el empleo del
programa 1DM, representé un incremento (P<0.05) en la produccién de anticuerpos
vacunales de NDV, con respecto a los programas con dos dietas. De hecho, la utilizacion
de los programas 2DM y 2DTCC resultaron en incrementos de los pesos relativos del bazo
(P<0.05) y menores valores numéricos de los pesos relativos de la bolsa de Fabricio
respecto al empleo del programa 1DM. Los experimentos 4 y 5, fueron realizados para
evaluar los efectos en la productividad, morfologia de la mucosa del yeyuno y respuesta
inmune de las aves por la incorporacion en la dieta (TCC) de la PCL-2, y de sus principales
polisacaridos purificados beta-glucanos (BG), y manano-proteinas (MP). El experimento
4, fue realizado en jaulas e incluy6 seis tratamientos experimentales: T-1) CN, T-2) CN +
Avilamicina (10mg/kg de alimento); T-3) CN + PCL-2, 500 mg/kg de alimento; T-4) CN +
MP, 95 mg/kg de alimento similar al contenido de MP de la PCL-2 (500 mg); T-5) CN +
BG , 145mg/kg similar al contenido de BG de la PCL (500 mg); y T-6) CN con MP (T-4) +
BG (T-5). En el experimento 4, todos los pollos fueron vacunados el dia 9 de edad, via
el agua de bebida con una vacuna virus vivo atenuado de NDV. El experimento 5, fue
realizado en corrales en el suelo e incluyé cuatro grupos experimentales: T-1) CN; T-2)
CN + PCL-2, 500 mg/kg de alimento; T-3) CN + MP, 190 mg/kg similar al contenido de
MP de la PCL-2 (500 mg); y T-4) CN + BG, 227 mg/kg similar al contenido de BG de la
PCL (500 mg). Los resultados en 42 dias para el experimento 4, mostraron que los
pollos que consumieron Avilamicina, PCL, MP+BG y BG incrementaron numéricamente
(P=0.05), el peso vivo promedio respecto a los pollos que consumieron la dieta control.
Los dias 23 y 36 del ensayo, la utilizacion de las diferentes dietas experimentales no
representd modificaciones en la produccién de anticuerpos de la vacuna del NDV en los
pollos. No obstante, el empleo de la dieta experimental de MP+BG purificados resulto en
mayores % relativos del peso del timo (P<0.05) respecto al empleo de las dietas control,
y similares respecto a la utilizacion en la dieta de PCL y de BG purificado (37 dias de
edad). Los resultados productivos del experimento 5 (42 dias de prueba), no mostraron
efectos consistentes de la utilizacion de la PCL-2 en el peso vivo de las aves, solo el indice
de conversion del alimento fue numéricamente mejor en los pollos alimentados con PCL,
MP y BG respecto a los pollos alimentados con la dieta control. El dia 21 de ensayo, la
utilizacion en la dieta de PCL, MP y BG incrementd de forma significativa (P<0.01) la
altura de las vellosidades de la mucosa del yeyuno respecto a la utilizacion de la dieta
control. Por otra parte, él % del peso relativo del higado fue menor (P<0.01) en los pollos
alimentados con PCL y BG respecto a los pollos que consumieron la dieta control (21
dias). En el experimento 6, se estudié la capacidad de inmuno-modulacién de la PCL-2
en pollos inoculados con LPS de £. coli. Las aves se alojaron en jaulas durante 28 dias de
prueba, y los tratamientos experimentales fueron asignados de acuerdo a un arreglo
factorial 2x2: desafio con LPS (0 y 1 mg LPS/kg de peso vivo) y PCL en la dieta (0 y 500
mg/kg). Se utilizaron dietas experimentales (maiz-trigo-cebada) en harina sin
coccidiostaticos, antibiéticos promotores crecimiento, ni enzimas para el alimento. De 0 a
21 (P<0.04) y 0 a 28 (P<0.01) dias de prueba, la suplementacién en la dieta con PCL
mejord significativamente el indice de conversion alimenticia de los pollos de engorde.
Durante los 21 dias de prueba, los pollos desafiados con LPS de £. coli mostraron
menores (P<0.001) ganancias de peso, menores consumos de alimento (P<0.009) y
peores indices de conversion alimenticia (P<0.02). En el dia 14 de prueba, la respuesta
inmune mediada por células (prueba de la reaccion de hipersensibilidad cutanea tardia o
RHCT) fue incrementada (P<0.004) en los grupos de pollos que consumieron PCL en la
dieta. A los 21 dias de prueba, se observé una reduccion significativa (Interaccion
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PCLXLPS, P<0.03) del peso relativo de la bolsa de Fabricio en los grupos inoculados con
LPS respecto al grupo control, con PCL y con PCL+LPS. Los resultados de este estudio
mostraron que las PCL suministradas en el alimento de pollos de engorde fueron capaces
de contrarrestar los efectos adversos del estrés inmunitario por la inyeccion de LPS (£
coli) sobre la eficiencia alimenticia y reduccién del % de peso relativo de la bolsa de
Fabricio del ave. Los resultados de estos experimentos mostraron que las PCL adicionadas
a dietas de pollos de engorde pudieron mejorar su eficiencia productiva, parte del
mecanismo de accion para llevar a cabo este efecto pueden estar asociados con efectos
positivos de favorecer un mejor estado de salud intestinal que le permite llevar a cabo un
mejor desarrollo. El cual, podria estar relacionado con una mejora de los mecanismos de
resistencia innata a escala digestiva que permitieron mantener un mejor estado de
inmunocompentencia del ave, situacion que puede tener beneficios cuando las aves son
mantenidas bajo condiciones de estrés o en ambientes con presencia de mayores desafios
microbianos.







Summary

SUMMARY

A total of 6 experiments were carried out using male broiler chickens of the Ross 308
strain. The objective of these studies was to evaluate the effects of dietary
supplementation to maize or wheat-barley-rye diets (without antibiotics, coccidiostats or
enzymes) with live yeast (Saccharomyces cerevisiae), its components (yeast cell wall,
yeast extract, purified beta-glucans and mannano-proteins) and avilamycin (antibiotic
growth promoter as positive control) on animal performance and health. In experiment 1
(wheat-barley-rye diets or WBR) and experiment 2 (maize diet), chickens were placed in
cages and were distributed in a randomized complete block design with eight
experimental treatments: T-1) negative control (NC), without additives; T-2) NC +
avilamycin, 0,01 g/kg; T-3) NC + live yeast-1 (cattle use), 2 g/kg; T-4) NC + live yeast-2
(baker use), 1 g/kg; T-5) NC + live yeast-3 (“killer yeast”), 0,8 g/kg; T-6) NC + yeast
extract, 0,15 g/kg; T-7) NC + yeast cell wall (YCW)-1, 0,5 g/kg; and T-8) NC + YCW-2,
0,5 g/kg. The results of these studies showed that chickens fed WBR diets (0 to 42 days)
plus live yeast-3 and YCW-2, increased significantly (P<0.05) the final body weight and
daily feed intake with respect to the NC, indeed the effect in animal productivity of dietary
live yeast-3 and YCW-2 was similar to that obtained with avilamycin as antibiotic growth
promoter. In experiment 2 (maize diets), during the first 14 days of experimentation,
chickens fed avilamycin, live yeast-1, YCW-1 and YCW-2 improved (P<0.05) the feed
conversion ratio with respect the NC. In WBR diets, dietary supplementation with
avilamycin and YCW-2 resulted in an increment of ileal coefficient of digestibility for crude
fat (P<0.05) with respect to the treatments that included live yeast 2 and 3. The first and
second experiment showed that dietary supplementation with YCW-2 had more benefits in
animal productivity than the use of other yeast products. Thus, in experiment 3, YCW-2
was selected to study the effect on animal productivity and intestinal mucosa morphology
of broiler chickens fed WBR and maize based diets. In this experiment, chickens were
placed in cages and distributed in a completely randomized design with a 3x2 factorial
model: one factor was the feeding program, program-1) single maize diet (0-43 days)
(1MD), program-2) 2 maize diets (2MD) starter (0-21 days) and grower (22-43 days); and
program-3) similar to the program-2 with wheat-barley-rye based diets (2WBRD); the
other factor was the dietary inclusion of PCL-2 (0 and 500 mg/kg of feed). During 43
days, the use of YCW improved the final body weight (+3.4%) (P<0.01), daily gain of
weight (+3.4%) (P<0.01), and daily feed consumption (+2.3%) (P<0.05). Looking at
intestinal mucosa in the jejunum (interaction YCW x feeding Program, P<0.06) (22 days),
the use of YCW increased villous height with respect to the use of control diets, and this
effect was greater in chickens feed maize diets, +34.2% in 1MD and +33,0% in 2MD; and
smaller in the programs 2WBRD +18.0%. On the other hand, the single use of program
2WBR diets resulted in greater villous height (+21%) in relation to the use of maize
control diets (1DM and 2DM). A statistical significant interaction (P<0.05) YCW x feeding
program for the intestinal mucus thickness, showed that dietary YCW increased the
mucus thickness, +69.3% in 1MD, +73,6% in 2MD and a greater stimulus (+88,6%) in
2WBR diets with respect to the negative control diets. The number of goblets cell at the
intestinal mucosa was increased significantly by dietary supplementation with YCW
(P<0.01). Regarding the feeding program, the use of 2WBRD program increased (P<0.05)
the number of goblet cells in similar magnitude as the 2MD program and greater than
1MD program. In addition, the use of 2WBRD program increased clearly the intestinal
viscosity (P<0.0001) with respect to the maize diets. Experiments 4 and 5 were
conducted to evaluate the effects of dietary YCW-2 and purified polysaccharides from the
YCW (beta-glucans or BG and manno-proteins or MP) on animal productivity, intestinal
mucosa morphology and immune response of broiler chickens. In experiment 4, chickens
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were placed in cages, and distributed in six experimental treatments: T-1) NC, T-2) NC +
Avilamycin (10mg/kg of feed); T-3) NC + YCW-2, 500 mg/kg of feed; T-4) NC + MP, 95
mg/kg of feed similar to the MP content in YCW-2; T-5) NC + BG, 145mg/kg of feed
similar to the BG content of YCW-2; and T-6) NC with MP (T-4) + BG (T-5). At 9 days, all
chicks were vaccinated via drinking water with an attenuated live virus vaccine of
Newcastle disease. In experiment 5, chickens were placed on litter floor pens, and four
experimental treatments were applied: T-1) NC; T-2) CN + YCW-2, 500 mg/kg of feed; T-
3) NC + MP, 190 mg/kg similar to the MP content of YCW-2; and T-4) NC + BG, 227
mg/kg similar to the BG content of YCW-2. In experiment 4, results at 42 days, showed
that chickens fed Avilamycin, YCW, MP+BG and BG increased numerically (P>0.05) the
body weight with respect to those fed control diets. At 23 and 36 days, the antibody
response to Newcastle virus vaccine was not modified by the different experimental
treatments. However, at 37 days, chickens fed purified MP+BG diets showed similar
relative thymus weight (P<0.05) to those chickens feed YCW and BG diets and greater
than those feed negative control diets. The productive results of experiment 5 (42 days of
test), did not show consistent effects for the use of the YCW-2, and only the feed
conversion ratio was numerically better in the chickens fed with YCW, MP and BG with
respect to those chickens fed with the control diet. At day 21, the use of experimental diet
supplemented with YCW, MP and BG increased significantly (P<0.01) the intestinal villous
height with respect to t the negative control. On the other hand, the relative liver weight
was smaller (P<0.01) in the chickens fed with YCW and BG than in those fed negative
control diets (21 days). In experiment 6, the capacity of inmuno-modulation of dietary
inclusion of PCL-2 was studied in chickens inoculated with LPS of £. coli. Chickens were
placed in Petersime batteries cages during 28 days of experimentation in a completely
randomized design in a 2x2 factorial model: one factor was the inoculation with LPS of £.
coli (Img/kg) and the other the dietary inclusion of YCW-2 (0 and 500 mg/kg of feed).
From 0 to 21 (P<0.04) and 0 to 28 (P<0.01) days of test, the dietary supplementation
with YCW improved significantly the feed conversion ratio of chickens; in contrast
chickens challenged with LPS de E£. coli showed lower feed efficiency from 0 to 21 and
from O to 28 days. In addition, at 21 days, chickens challenged with LPS showed lower
body weight (P<0.001), lower daily gain weight (P<0.001) and daily feed consumption
(P<0.009) than non- inoculated chickens. Regarding to immune parameters at 14 days of
trial, chickens fed YCW increased (P<0.004) cellular immune response or delayed
cutaneous hypersensitivity response than those fed control diets. At 21 days of trial, a
significant reduction on relative weight of bursa of Fabricius (YCW x LPS Interaction,
P<0.03) was observed in the chickens inoculated with LPS than in those non-inoculated
and fed the control diet, non inoculated chickens fed YCW and inoculated chickens fed
YCW. The results of these experiments showed that the dietary supplementation with
YCW to broiler chickens diets can improve the animal productive performance; part of the
mode of acting of dietary YCW could involve favouring intestinal health and maintaining a
better state of immune-competence in the chickens. These positive effects can bring some
benefits to chickens when raised under stress conditions or in environments causing great
microbial challenges.
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Abreviaciones utilizadas

Abreviaciones utilizadas:

AF: Aflatoxina

Ag: Antigeno

AGCC: Acidos grasos volétiles de cadena

corta

APC: Antibidtico Promotor del
crecimiento

ASB: Albumina sérica bovina

BCR: B-cell receptor

BF: Bolsa de Fabricio

BG: 3-glucano

CD: Cluster of difererentation

CDI: Coeficientes de digestibilidad ileal

CMH: Complejo mayor de
histocompatibilidad

CPA: Célula presentadora de antigeno

cps: Centipoises

CRP: C-reactive protein

CTLP: Tejido linfatico peri-arteriolar

EM: Energia metabolizable

EMA: Energia metabolizable aparente

EN: Enteritis necrética

EUA: Estados Unidos de América

FDA: US-Food and Drug Administration

FOS: Fructo-oligosacaridos

GRAS: Generally Recognised As Safe.

GRB: Glébulos rojos de borrego

HCL: Acido clorhidrico

IDR: Inmuno-difusion radial

IEF: Inmuno-electroforesis

IFN: Interfer6n

Ig: Inmuno-globulina

IL: Interleucina,

Kcal: Kilocaloria

Kg: Kilogramo

LIE: Linfocitos intra-epiteliales

MBL: Manosa-binding lectin

mg: Miligramo

MOS: Manano-oligosacéaridos

MP: Manano-proteina

MS: Materia seca

NDV: Newcastle diease virus o virus de

la enfermedad Newcastle

NK: Células natural killer

OA: Ocratoxinas

PAMPs: Pathogen-associated molecular
patterns

PC: Proteina cruda

PCL: Pared celular de la levadura

PE: Pollo de engorde

pH: Potencia de hidrogeno

PNA: Polisacaridos no-amilaceos

PRR: Pattern recognition receptors

SCAN: Scientist Committeemen of
Animal Nutrition

Sl: Sistema inmune

SIA: Sistema inmune adaptativo

SlI: Sistema inmune innato

SV: Scavenger receptors

T-2: Toxina T-2

TCC: Trigo-cebada-cebada-centeno

TCR: T-cell receptor

TFAE: Tejido folicular asociado al
epitelio

TGF: Factor transformador del
crecimiento

TLATD: Tejido linfoide asociado al tracto
digestivo

TLRs: Toll-like receptors

TNF Factor de necrosis tumoral o
tumoral necrosis factor

UE: Unidn Europea

UFC: Unidades formadoras de colonias
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1.0 Introduccion General

1.0. Introduccion general

Desde hace 50 afios en la industria de la alimentacion animal se han empleado
antibidticos a dosis sub-terapéuticas con la finalidad de mejorar el crecimiento, la
eficiencia alimenticia y la salud del animal (antibidticos promotores del crecimiento=APC).
No obstante, esta practica esta siendo cuestionada debido al creciente temor de la posible
generacion de genes de resistencia en bacterias digestivas para antibioticos empleados en
terapéutica humana, situacion que podria representar un riesgo potencial para la salud
publica. En la actualidad, debido a esta situacion y a otras crisis alimentarias
(Encefalomielitis espongiforme bovina o enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, dioxinas, etc.)
sufridas previamente en la Union Europea (UE), la percepcion del consumidor hacia los
productos de origen animal se ha sensibilizado aun mas incrementandose las preferencias
hacia los productos producidos de forma mas natural y de mejor calidad. El pasado uno
de enero de 2006, en los paises pertenecientes a la Unidn Europea (UE) se llevd a cabo la
prohibicion total del empleo de APC en los piensos de animales; inclusive se ha
contemplado una futura prohibicién para el uso de aditivos de tipo coccidiositicos e
hitomostaticos (31 de diciembre del 2012). Dentro de la UE, algunos paises escandinavos
como Suecia y Dinamarca realizaron prohibiciones previas a la del primero de enero del
2006 para el uso de APC. Hasta la fecha, los resultados obtenidos en Suecia y Dinamarca
por la adopcion de esta medida, han mostrado que la crianza de pollos de engorde no se
vio afectada de forma catastrdfica, parte de este comportamiento fue atribuido a que se
continuaron utilizando en los piensos coccidiostatos de tipo iondforos con efectos
antimicrobianos. Por lo cual, podria considerarse que las consecuencias de las
prohibiciones parciales y totales ocurridas en la UE para el uso de APC durante los ultimos
20 afos se conocen solo en forma parcial. Las consecuencias futuras, podrian incluir una
reduccion de la productividad animal y un incremento en la presentacion de
enfermedades de forma subclinicas y clinicas, sobretodo en el caso de los sistemas de
produccién con medidas sanitarias inadecuadas. Algunas de las preguntas que surgen
ahora son: 1) que tan lejos de las experiencias europeas pudieran extrapolarse estas
medidas a otras partes del mundo, probablemente los diferentes patrones de
enfermedades, condiciones climaticas (tropicales o frias) y métodos de produccion de los
distintos paises podrian requerir diferentes soluciones a una futura prohibicion global; 2)
las mejoras en eficiencia productiva del animal con el uso de APC pudieran ser
remplazadas con otro tipo de mecanismo de control antimicrobiano; 3) las mejoras en la
eficiencia productiva del animal, pueden ser logradas sobre la base de un mejor
entendimiento y manipulacion de los factores que regulan la disponibilidad y utilizacion de
nutrientes en el tracto digestivo del animal (salud intestinal). En la nutricion actual y
moderna, las mejoras en las practicas de manejo, alimentacion y bioseguridad ademas del
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empleo en la dieta de nuevos aditivos (enzimas, microorganismos, extractos de plantas,
acidos organicos, manano-oligosacaridos, e inmuno-estimulantes) que ejerzan efectos
nutricionales y en la salud del animal, son y seran puntos estratégicos para afrontar la
prohibicion de los APC y para mejorar la salud y productividad del ave. Bajo estas nuevas
premisas, nuevas oportunidades quedan abiertas en la industria alimenticia para el
desarrollo e investigacion de substancias naturales que puedan ser empleadas en
alimentacion animal. En el caso de las levaduras de Saccharomyces cerevisiae (SC),
gracias a sus propiedades nutricionales y farmacodinamicas, su utilizacion en alimentacion
de animal y humana ha sido frecuente desde hace ya varios afios. Las levaduras pueden
constituir un buen complemento alimenticio ya que pueden proveer nutrientes como
proteinas, minerales, y vitaminas (B12). En humanos las levaduras de SC, han sido
empleadas para controlar diarreas a causa de Clostridium spp en pacientes medicados con
antibidticos por via oral durante periodos prolongados. Aparentemente, la utilizacion de
levaduras SC muestra ser una buena alternativa en alimentaciéon animal no obstante, su
empleo ha sido mayormente orientada a alimentacién de rumiantes. Recientemente, en
alimentacion de monogastricos, se ha incrementado el interés y la frecuencia del empleo
de fracciones celulares o paredes celulares de levaduras SC. Parte de los beneficios que
se le atribuyen a las paredes celulares de la levadura, son de servir como fuentes de
polisacaridos de tipo manano-oligosacaridos y beta-glucanos. Los manano-oligosacaridos,
pueden favorecer la exclusion intestinal de bacterias patdgenas, y especificamente de las
que presentan fimbria tipo-1 como Sa/monella. En el caso de los beta-glucanos, estudios
en mamiferos y peces, muestran que este tipo de moléculas puede incrementar la
resistencia al estrés y enfermedades infecciosas al funcionar como sustancias
estimulantes de la respuesta inmune de tipo innata. Por otra parte, aunque el empleo de
levaduras y fracciones de levaduras (paredes celulares) puede representar una alternativa
viable para mejorar la productividad de animales monogastricos ante la ausencia de APC
en las dietas. En la actualidad, la generacién de una mayor informacion sobre las
caracteristicas propias de estos nuevos aditivos (levaduras y paredes celulares) y de su
comportamiento bajo distintas condiciones dietarias, adquiere una gran importancia para
poder lograr un mejor entendimiento y optimizacion del empleo de estos nuevos
productos (levaduras de SC y sus fracciones) en dietas para pollos de engorde. De esta
manera la presente tesis muestra una serie de experimentos realizados en pollos de
engorde donde se evallan las respuestas del empleo de levaduras y las paredes celulares
de levadura en la dieta como una alternativa para mejorar la productividad y salud del
ave.
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2.1. Antibiéticos promotores del crecimiento

Muchos antibiéticos son utilizados en la industria de la produccién animal o de forma mas
concreta dentro de los sistemas de produccién intensiva, con dos principales finalidades:
en una mayor proporcién con fines terapéuticos para mejorar la salud y el bienestar
animal; y en menor proporcion con un fin profilactico para mejorar el crecimiento y la
eficiencia alimenticia del animal o como APC (Jones y Ricke, 2003; Dibner y
Richards, 2005). En el Tabla 2. 1., se mencionan algunos ejemplos de antibidticos
utilizados como APC en la industria de la alimentacion animal, clasificandolos de acuerdo
al tipo de sustancia activa y a su mecanismo de accion.

Tabla 2.1. Antibidticos utilizados para promover el crecimiento en alimentacion animal,
clasificados de acuerdo al tipo de sustancias y mecanismo de accion (modificado de

Witte, 1996).

Grupo Sustancias Mecanismo de accién
. . Inhibicidn de la sintesis de la
Avoparcina Vancomicina - .
. P . . . pared celular bacteriana, al evitar
Glicopéptidos Ardacina Teicoplanina Sy
. . el proceso de transglucosilacion
Bambermicina  Daptomicina -
bacteriano
. Lasolacid . .
, Monensina . Disgregacion de la membrana
Inoéforos . . Narasina . o .
Salinomicina .. citoplasmica bacteriana
Maduramicina
Tilosina . -
L Eritromicina . , . .
- Espiriamicina : . Inhibicion de sintesis proteica, por
Macrodlidos X . Azitromicina . . !
Kitasamicina . - estallido del ribosoma bacteriano
. Claritromicina
Oleandomicina
. L o . .. Inhibicion de sintesis proteica
Ortosomicinas Avilamicina Everninomicina . L proteica,
evita la elongacion bacteriana
Inhibicién de la sintesis de la
. - ared celular bacteriana, al evitar
Fosfo-glicolipidos Flavomicina - P L
el proceso de transglucosilacion
bacteriano
Inhibicién de la sintesis de la
s L ared celular bacteriana, al evitar
Polipéptidos Bacitracina - P e
el proceso de transglucosilacion
bacteriano
. Olaquindox . Inhibe la sintesis de ADN
Quinolonas Ciadox .
Carbadox bacteriano
Pristamicina S , . .
. L . - Inhibicion de sintesis proteica, por
Estreptograminas Virginiamicina  Quinupristina- . . !
S estallido del ribosoma bacteriano
dalfopristina
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Actualmente, los antibidticos empleados como promotores del crecimiento en alimentos
para animales han sido prohibidos dentro de los paises pertenecientes a la Union Europea
(UE) no obstante, el resto de paises no pertenecientes a la UE continda utilizando diversos
APC en piensos para animales para llevar a cabo esta finalidad.

2.1.1. APC y su relacion con la microbiota bacteriana del tracto gastrointestinal

La microbiota presente en el tracto digestivo de animales es un conjunto de una gran
variedad de microbios de los cuales las bacterias son las predominantes (Savage, 1977;
Mackie et al, 1999). Se considera que el nimero de células bacterianas supera en 10
veces al ndimero total de células presentes en el animal huésped. Por lo cual, estas
poblaciones de bacterias pueden influenciar significativamente los procesos
inmunoldgicos, nutricionales, fisioldgicos y de proteccion en el huésped (Berg y Savage,
1972; Berg, 1996). Los antibidticos utilizados en piensos para animales aparentemente
ejercen su accion en la modificacion y reduccidn de la microbiota intestinal. Y de manera
significativa, sobre el control de las bacterias gram-positivas que frecuentemente estan
asociadas con los problemas de salud y baja productividad animal. Debido a este efecto,
la respuesta o eficacia de los APC para mejorar la productividad animal puede depender
de diversos factores como el tipo de dieta empleada y las condiciones de higiene en las
cuales son mantenidos los animales (Rosen, 1995; Bedford, 2000).

La estrecha relacion entre la utilizacion de APC y la microflora del huésped pudo ser
observada en los estudios de Bywater (1998), en donde se encontrd que la utilizacion
de APC en dietas de pollos de engorde libres de gérmenes o sin una microflora digestiva,
no representd ningun beneficio en su productividad. De manera similar, otros estudios
(Coates y Harrison, 1969) realizados con pollos mantenidos en condiciones de muy
buena higiene durante su periodo de crianza, mostraron una nula o pobre respuesta a la
inclusién de APC en la dieta. Estas observaciones podrian indicar que si los antibidticos
contrarrestan los efectos adversos de la microflora digestiva sobre la eficiencia productiva
del animal, pueden “permitir el crecimiento” en vez de “promoverlo” (Anderson et al.,
1999). Esta aseveracion pudo ser corroborada en los estudios de Muramatsu et al.
(1994), quienes empleando pollos libres de gérmenes observaron que el costo en energia
metabolizable aparente (EMA) que representa la microbiota presente en el tracto digestivo
de los animales convencionales era de al menos un 10% del total de la EMA de la dieta.
De hecho, los datos de este estudio también mostraron que los animales criados en
condiciones libres de gérmenes mostraban un mayor crecimiento en relacion a aquellos
animales criados en condiciones convencionales, gracias al nulo efecto en la utilizacion de
la EMA por parte de la microbiota digestiva. La carencia de una microbiota digestiva que
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no represente ningun desafio en el huésped limita claramente la respuesta a la
incorporacion de APC en la dieta. En otro sentido, el ambiente en cual son mantenidos los
animales adquiere también una gran importancia, ya que el tracto digestivo del animal
permanece estéril hasta antes del nacimiento o la eclosion en el caso de aves (Bedford,
2000).

2.1.2. Beneficios obtenidos por la utilizacion de APC en dietas para animales

El efecto antimicrobiano de los APC suministrados en los piensos de animales puede
representar grandes beneficios en su salud y productividad (Page, 2005). En la Tabla
2.2., estan resumidos algunos de los beneficios de la utilizacidn de diferentes antibidticos
promotores del crecimiento en diferentes especies de animales de produccién. Como
puede observarse los efectos ejercidos por la utilizacion de APC no solo involucran efectos
directos sobre la productividad del animal ademas, ciertos procesos metabdlicos del
animal pueden verse favorecidos previniéndole algunos desordenes. Por otro lado, la
utilizacion de APC puede brindar beneficios en términos de una reduccion en la liberacion
de algunos contaminantes al medio ambiente y sobre el control de la presentacion de
algunas enfermedades. Se conoce que las bacterias intestinales colonizan la pared
intestinal del tracto digestivo, utilizan los componentes de la dieta, reducen la digestion y
absorcion de nutrientes particularmente lipidos al degradar algunas enzimas digestivas y
en el caso de los lipidos por desconjugacion de los acidos biliares (Lepkowsky et a/
1964; Philips y Fuller 1983; Langhout et al,, 2000). Como consecuencia el huésped
incrementa la produccion de enzimas digestivas, el peso del pancreas y del intestino para
digerir y competir por los nutrientes de la racién (Brenes et al, 1993; Angkanaporn
etal., 1994).

En una situacion de excesiva proliferacion bacteriana en el tracto digestivo del animal,
pueden ocurrir diversas situaciones que interfieran con su fisiologia digestiva, por
ejemplo: incremento de la respuesta inmunoldgica a escala de la mucosa digestiva que
puede desencadenar inflamacion (Taylor, 2001), incremento de la secrecion de mucus e
incremento de la tasa de renovacion del epitelio digestivo por la accion de poliamidas
producidas durante el metabolismo bacteriano (Deloyer et al, 1993; Noack et al.,
1996), incremento de la velocidad de migracién de los enterocitos inmaduros al apice de
la vellosidad intestinal que puede mermar los procesos de digestion y absorcion de
nutrientes (Silva y Smithard, 1996), e incremento en la produccion de calor debido a
una mayor fermentacion bacteriana de sustratos (Teeter et al, 2003). De acuerdo a
Teeter et al. (2003), los gastos en energia del huésped para transformar o eliminar las
sustancias toxicas del metabolismo bacteriano, podrian ser de 242 Kcal EM/kg. Por lo
tanto, el control o reduccién de la microbiota del tracto digestivo del huésped por la

9



2.0. Revision bibliografica

accion de los APC, podria evitar los efectos nocivos de las bacterias, y proporcionar
beneficios directos o indirectos al huésped a distintos niveles (Bedford, 2000; Richards
etal., 2005):

a) Mejor estado de inmunocompetencia. La reduccion de microorganismos patdgenos
puede reducir la ocurrencia de enfermedades clinicas, subclinicas o procesos
inflamatorios que generarian un gasto inmunoldgico para el animal.

b) Reduccion de los metabolitos microbianos que deprimen el crecimiento. Se sabe que
algunos productos del metabolismo microbiano (como el NH; y el acido lactico)
aumentan la tasa de divisidn celular de los enterocitos, lo cual consume energia, altera
la barrera intestinal, favorece la translocacion bacteriana e inhibe la maxima absorcion
de nutrientes.

c) Menor competicion por el uso de los nutrientes con los microorganismos.

d) Favorecer la absorcién y utilizacién de los nutrientes a través de una pared intestinal
mas delgada.

En estudios realizados para evaluar los efecto globales del empleo de APC en alimentacion
de pollos y cerdos mantenidos bajo diversas condiciones o ambientes, se sugiere que el
promedio de beneficios de estas substancias fue de una mejora en el indice de conversion
de aproximadamente +3%, con un rango de 0 a 5% (Rosen, 1995; Thomke y
Elwinger, 1998). Incluso, ha sido sugerido que el efecto de la utilizaciéon de APC en la
reduccion del indice de conversion del alimento, y en la mejora de la digestibilidad del
pienso puede ser reflejado de forma directa en la reduccién de excreciones al medio
ambiente (Thomke y Elwinger, 1998).
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Tabla 2.2. Resumen de los beneficios obtenidos en producciéon animal por el empleo de distintos antibidticos promotores del crecimiento

(modificado de Page, 2005).

Antibiéticos empleados en alimentacién animal

Beneficio PRSP

Principio activo
Medioambiental (Reduccion)
Emision de Metano (Rumiantes) Bambermicina Lasolacid Monensina Narasina Salinomicina Tilosina Virginiamicina
Excrecion de nitrgeno Avilamicina Bacitracina  Bambermicina Lasolacid Monensina Narasina Salinomicina Tilosina Virginiamicina
Eliminacion de fésforo Lasolacid Monensina Narasina Salinomicina Virginiamicina
Productividad (incremento)
Ganancia de peso Avilamicina Bacitracina Bambermicina Lasolacid Monensina Narasina Salinomicina Tilosina Virginiamicina
Eficiencia alimenticia Avilamicina Bacitracina  Bambermicina Lasolacid Monensina Narasina Salinomicina Tilosina Virginiamicina
Rendimiento de la canal Avilamicina Bambermicina
Supervivencia y crecimiento de lechones Salinomicina Virginiamicina
Produccion Lactea (vacas) Lasolacid  Monensina Virginiamicina
Enfermedades (control)
Enteritis necrdtica (Aves) Avilamicina Bacitracina Lasolacid Monensina Narasina Salinomicina Virginiamicina
Enteritis por clostridias (cerdos) Salinomicina Virginiamicina
Enteropatia proliferativa (cerdos) Avilamicina Bacitracina Monensina Salinomicina Tilosina Virginiamicina
Disenteria porcina Salinomicina Virginiamicina
Neumonia aguda (bovinos) Lasolacid Monensina Narasina Salinomicina
Coccidiosis (becerros y cabras) Lasolacid Monensina Narasina Salinomicina
Toxoplamosis (ovejas) Monensina
Trastornos metabdlicos y fermentativos (prevencion)
Acidosis lactica Lasolacid Monensina Narasina Salinomicina Virginiamicina
Laminitas Lasolacid Monensina Narasina Salinomicina Virginiamicina
Cetosis Monensina
Timpanismo ruminal Lasolacid Monensina
Otros (mejora)
Tolerancia al calor Avilamicina Lasolacid Monensina Narasina Salinomicina Virginiamicina

Calidad de las camas (pollos de engorde) Avilamicina

Virginiamicina
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2.1.3. Historia del empleo de APC en produccion animal

El empleo de antibidticos con la finalidad de promover el crecimiento de los animales
comenzd en 1946, cuando fue observada una sustancial respuesta en el crecimiento de
pollos como respuesta a la inclusién de estreptomicina en el alimento (Moore, 1946). En
los anos 50, fueron realizados estudios en aves y cerdos con dietas suplementadas con
antibidticos, en las cuales era confirmada la respuesta significativa en el crecimiento del
animal debidos al empleo de antibidticos en el alimento (Groschke y Evans, 1950;
Stokstad y Jukes, 1950; Whitehill et a/, 1950). Por otro lado, fue durante ese
periodo de tiempo, cuando la produccidon animal cambiaba rapidamente de sistemas de
produccion de baja productividad, alta morbilidad y en semilibertad a sistemas intensivos
de producciéon animal mas controlados y estabulados. De forma paralela, las demandas de
alimento se incrementaban en la poblacién durante el periodo de la post-guerra. Por lo
cual, el descubrimiento de un inesperado acelerador de crecimiento recibié un especial
interés y entusiasmo por la comunidad cientifica y por él publico en general (Jukes,
1972). Como respuesta a este suceso, desde mediados de los afios 50 han sido
realizadas una gran cantidad de investigaciones en relacion a los antibidticos y su nueva
aplicacion (Dibner y Richards, 2005).

2.1.4. La prohibicién de los APC en la Union Europea

Los cambios ocurridos recientemente en los sistemas de produccion animal de los paises
pertenecientes a la Unidn Europea (UE) no solo son debidos al temor de la posible
relacion entre la utilizacion de APC en la industria pecuaria, y la aparicion de ciertos
microorganismos resistentes a antibioticos empleados en terapéutica humana. Ademas,
diversas crisis de seguridad alimentaria sufridas en la industria de la produccion animal de
estos paises, por ejemplo: Encéfalomielitis espongiforme bovina (enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob), contaminacion por dioxinas y otros accidentes han tomado parte
importante en establecimiento de estas nuevas medidas (Brufau, 2000). Actualmente, la
sensibilidad del consumidor hacia los productos de origen animal se ha incrementado, y la
preferencia por productos de mejor calidad y producidos de forma mas natural es cada
ves mas frecuente (Halfhide, 2003; Brufau, 2000). De hecho, la posibilidad de que
bacterias resistentes del tracto digestivo de animales puedan servir como reservorio y
causar la diseminacién de microorganismos resistentes a antibidticos empleados en
terapéutica humana continua siendo dudosa (Witte, 2000; Butaye et al/, 2003;
Phillips et al,, 2004). Probablemente, la decision de la prohibicién de los APC dentro de
la UE ha sido basada sobre un principio de precaucion o del manejo del riesgo, donde no
solo el factor cientifico ha sido el mas determinante sino ademas, otros factores como
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analisis riesgo-beneficio, sociales, financieros y éticos han sido tomados en cuenta para
adoptar estas medidas (Wegener, 2005; Chesson, 2005; Kruse, 2005).

Ya en 1969 surgian las primeras alarmas sobre la preocupacion de la presencia de
resistencias bacterianas y su relacion con el uso de APC en piensos para animales. En ese
afno se publico el informe britanico de Swann (Swann Committee Report, 1969) en el
cual se alertaba sobre el posible riesgo potencial de la seleccién de bacterias resistentes
en animales, y que estas pudieran posteriormente pasar al ser humano. Dichas
recomendaciones consideraban que no se utilizarian como promotores de crecimiento,
antibidticos que pudieran ser empleados en terapéutica humana o antibidticos que
mostraran mecanismos de resistencias cruzadas. En 1970 se publica la directiva 70/524
sobre el uso de aditivos en la alimentacion animal dentro de la Comunidad Econdmica
Europea. La directiva establecié que solamente podrian ser empleados como antibidticos
promotores aquellas substancias que tuvieran un efecto demostrado en el crecimiento
animal, que fueran activas frente a bacterias gram-positivas, y que no se absorbieran a
escala digestiva para prevenir la presencia de residuos en la carne. Ademas se especificd
que los antibidticos que fueran utilizados en terapéutica humana o animal, entre ellos las
tetraciclinas o p-lactdmicos, serian retirados de su empleo como APC en el pienso para
animales (Anonymous, 1997).

Para mediados de los noventa, en diversos paises europeos se aislaron cepas bacterianas
de Enterococcus spp resistentes a la vancomicina a partir de muestras de alimentos,
aguas residuales, heces de humanos y de animales sanos no obstante, este tipo de cepas
no eran identificadas en muestras clinicas, (Bates et al, 1994; Torres et al., 1994;
Aarestrup et al., 1995; Robredo et al, 2000). Los aislamientos de Enterococcus
resistentes representaban un riesgo para la salud humana ya que la vancomicina
constituye una alternativa terapéutica viable para el tratamiento de infecciones graves a
causa de Enterococcus multi-resistentes, microorganismo presente en la flora microbiana
normal del tracto digestivo de humanos y animales, y que frecuentemente se encuentra
implicado en infecciones graves en humanos. En contraste, en los Estados Unidos de
América (EUA), se aislaban cepas de Enterococcus resistentes a vancomicina en muestras
clinicas humanas, y no en muestras medioambientales, alimentarias o en contenidos
intestinales (Murray, 2000). Se plated la posibilidad de que el uso de avoparcina como
APC, autorizado en Europa hasta 1997 pero nunca autorizado en los EUA, pudiese haber
contribuido a la seleccion de cepas de Enterococcus resistentes a vancomicina en
animales, ya que ambas moléculas presentan similar estructura quimica, similar
mecanismo de accion y resistencia cruzada. Los estudios epidemioldgicos realizados sobre
el uso de avoparcina en animales en Europa y del elevado empleo de vancomicina en
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humanos en EUA, podrian explicar las distintas caracteristicas epidemioldgicas de
resistencia a la vancomicina en cepas de Enterococcus en ambos continentes. Aunque
esta aseveracion no ha sido bien esclarecida aun, se podria pensar que las cepas
bacterianas resistentes de animales podrian pasar a través de la cadena alimenticia al
humano y transferir sus genes de resistencia a los Enterococcus del intestino, los cuales
posteriormente podrian provocar infecciones (Bates et al.,, 1994; Torres et al., 1994;
Aarestrup et al., 1995; Robredo et al., 2000; Murray, 2000).

Otro ejemplo relevante, fue el emergente aislamiento de bacterias patdgenas (Salmonella
y Campylobacter) resistentes a las fluroquinonas o, en concreto, a la ciprofloxacina
observado en los EUA. No obstante, en otros paises donde el uso de fluroquinonas no
habia sido aprobado para su uso en alimentos para animales o era desalentada esta
aplicacion, se presentaban problemas de resistencia con el uso de ciprofloxacina en
humanos (Glynn et al., 1998; Smith et al,, 1999). A partir de 1986, inician una serie
de prohibiciones entre los paises Europeos para la utilizacion de APC en piensos para
animales. Por ejemplo, el gobierno Sueco establecid que los antibidticos y quimico-
terapéuticos solamente podrian ser incorporados en dietas para animales para aliviar o
curar enfermedades y no para promover la eficiencia productiva (Anonymous, 1997).
En 1995, Suecia se une a la UE y mediante el Tratado de Adhesion se le permite prohibir
el uso de APC hasta finales de 1998. Durante este periodo otros estados miembros de la
UE (Dinamarca, Alemania, y Finlandia), impusieron clausulas de proteccion contra ciertos
antibidticos como avoparcing, tilosina, espiramicina y virginamicina, que eran autorizados
en alimentacién animal como APC (Anonymous, 1998).

Finalmente a partir de las opiniones de instituciones cientificas europeas, en 1997, el
Comité Cientifico de Nutricion Animal emitié una opinién y posteriormente la Comision
Europea efectud la suspension o prohibicién del empleo de la avoparcina en alimentacion
animal. Al finalizar 1998, el Consejo de Ministros de la UE, suspendid la autorizacion como
aditivos del fosfato de tilosina, espiramicina, bacitracina de zinc y virginamicina (SCAN)'.
En 1999, el Comité Cientifico de Direccion (Scientific Steering Committee o SSC por sus
siglas en ingles) de la Comision Europea, publicd su opinidn sobre la resistencia hacia los
antimicrobianos,” considerando 4 componentes ecoldgicos para la transferencia de
resistencia a antimicrobianos: 1) humanos, 2) animales, 3) plantas, y 4) mantos freaticos.
Siendo los factores comunes entre estos los antimicrobianos, bacterias, y los genes que
codifican la resistencia. En el 2003, el diario oficial de la UE publico la regulacion No.

' http://europa.eu.int/ comm/food/fs/sc/scan/outcome_en.html.
" http://europa.eu.int/comm/food/fs/sc/ssc/out50 en.html

14



2.0. Revision bibliografica

183/2003" sobre los aditivos empleados en nutricién animal. Estableciendo que los
antibidticos usados para promover el crecimiento en alimentacién animal ya no serian
permitidos a partir del 1 de enero del 2006. En el caso de los coccidiostatos e
histomostaticos su inclusiéon como aditivos en los piensos para animales seria permitido
hasta el 31 de diciembre de 2012 como una medida para limitar infecciones digestivas
durante la crianza intensiva de aves. Ademas, fue establecido que la comision respectiva
tendria que presentar un reporte al Parlamento y Consejo Europeo, sobre el correcto
empleo de los coccidiostatos e histomostaticos como aditivos alimenticio y la
disponibilidad de las posibles alternativas a ellos antes del uno de enero del 2008.

2.1.5. Impacto de la prohibicion de los APC en alimentacion animal (aves y
cerdos) en los indicadores de resistencia bacteriana y en la produccion animal
en los paises escandinavos y Suiza

Dinamarca es el modelo mas ampliamente estudiado, los resultados de los estudios de
vigilancia anual sobre el consumo y la ocurrencia de resistencia de agentes
antimicrobianos en bacterias de animales domésticos, alimentos y humanos desde 1997,ii
mostraron que la ocurrencia de resistencia a avoparcina, virginamicina y macrdlidos en
cepas de Enterococcus faecium aisladas de pollos y cerdos, disminuyeron durante los
ultimos 7 afios después de la prohibicion (Figuras 2.1., 2.2., 2.3 y 2.4). Por otro lado,
los efectos observados por la eliminacion de APC en la industria danesa del pollo de
engorde no significaron grandes problemas en la productividad de los animales. Se
considerd las pocas pérdidas observadas en la eficiencia alimenticia de las aves podrian
ser compensadas por la eliminacion del costo de incluir APC en las dietas. La ausencia de
problemas de enteritis necrética (EN) en las parvadas fue atribuida en parte al continuo
uso de otras sustancias con efecto antimicrobiano como es el caso de los iondforos o
coccidiostatos (Emborg et al, 2001). El la produccion de cerdos, posterior a la
prohibicion de APC, se observd un incremento en la presentacidn de problemas de
diarreas pos-destete. Para afrontar esta situacion, se investigaron varias sustancias
alternativas con efectos no-antimicrobianos. De estas investigaciones se concluyd, que las
alternativas Unicas no eran del todo eficaces para prevenir las diarreas en la etapa de
destete de los cerdos, observandose un incremento en la utilizacion de antibiodticos con
prescripcion terapéutica. (Callesen y Kjeldsen, 2005; Chesson, 2005). De hecho, en
Dinamarca desde 1997 hasta el 2004, se ha observado un incremento continuo en el
consumo de antimicrobianos con prescripcién veterinaria (Figura 2.4.).

il http://europa.eu.int/eur-
!_ex/Dri/en/oi/dat/2003/I 268/1 26820031018en00290043.pdf
"www.svs.dk, DANMAP, 2004
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Figura 2.1. Resistencia a la Avoparcina de cepas de Enterococcus faecium aisladas en
pollos y cerdos y consumo del antimicrobiano (adaptado de DANMAP,
2004).
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Figura 2.2. Resistencia a la Virginamicina en cepas de Enterococcus faecium aisladas en
pollos y cerdos y el consumo de este antimicrobiano (adaptado de DANMAP,
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Figura 2.3. Resistencia a la Avilamicina en cepas de Enterococcus faecium aisladas en
pollos y cerdos y el consumo del antimicrobiano (adaptado de DANMAP,
2004).
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Figura 2.4. Consumo de antimicrobianos en Dinamarca como promotores del crecimiento
y de prescripcion veterinaria y humana (adaptado de DANMAP, 2004).

En Suecia, después de la prohibicion de 1986 y durante un periodo de transicion de 2
anos se desarrollaron lineas de investigacion encaminadas a estudiar las vias mas eficaces
para convivir con problemas de EN o infeccion por Clostridium en aves comerciales. Los
resultados de estas investigaciones mostraron que aunado al uso de coccidiostatos, otros
factores relacionados con el establecimiento de adecuados programas de higiene y
practicas de manejo, la correcta manipulacion de la composicién de las dietas y la
construccién de instalaciones avicolas en climas estables eran necesarios para disminuir la
ocurrencia de enteritis necrdtica en las granjas de pollos (Wierup, 2005). En la
actualidad, la EN no se considera un problema en la producciéon de pollos de engorde en
Suecia, en buena parte esto ha sido debido al establecimiento y mejoras de las medidas
previamente descritas y al empleo de coccidiostatoso o iondforos permitidos aun en
alimentacion animal. Por otro lado, se ha observado un incremento en la productividad de
los pollos de engorde, en buena parte debido también a las mejoras genéticas de estos
animales en los Ultimos afios (Wegener, 2005). En la produccién porcina los problemas
de diarreas post-destete emergieron después de la retirada del olaquindox. Para corregir
estos problemas se establecieron cambios en las areas de manejo, alimentacion, higiene y
seleccion genética, y la inclusion de zinc en el alimento de lechones y uso de alimento
medicado en algunas manadas (Wierup, 2005).
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Aunque en el caso de Finlandia la prohibicion de APC aparentemente no resulté en un
incremento de los casos de diarrea post-destete, si se observd un incremento en el
consumo de alimento medicado en un 14% de las manadas. La ausencia de problemas en
la etapa de post-destete en la produccion porcina, fue atribuida a la informacion sobre el
correcto manejo de los cerdos previo al retiro de los APC desde mediados de los afios 90,
que permitid6 a los productores ajustar y adecuar gradualmente sus practicas de
produccion (Laine et al, 2004). En Suiza, la prohibicidon de APC en produccion de
cerdos no sobre-incrementd en general la prescripcion veterinaria de antimicrobianos. Sin
embargo, los patrones de uso indican un aumento en el nimero de tratamientos
asociados a manejos de enfermedades diarreicas. Aun asi la produccion de cerdo no se
vio substancialmente afectada y el volumen de producciéon se ha incrementado durante
este periodo de observacion (Arnold et al., 2005).

- =z

2.1.6. Ventajas y desventajas de la prohibicion de los APC

Hasta la fecha, las consecuencias de la prohibicion de los APC en la alimentacién de
animales dentro de los paises de la UE se conocen solo en parte. La experiencia Danesa,
permitid observar una disminucion gradual de los niveles de resistencia en la flora
bacteriana de animales de granja para algunos antibidticos (macrdlidos,
avoparcina/vancomicina) posterior a la prohibicién de APC no obstante, esta respuesta no
ha sido observada aun en la poblacion humana (Casewell et al, 2003). Otra ventaja
importante de la prohibicién de los APC en producciéon animal, debera incidir en una
mejora de la percepcion del consumidor hacia los productos de origen animal (carne,
leche, y huevos). Paraddjicamente, los beneficios o cuestionamientos sociales sobre el
incremento en la aplicacion de antimicrobianos con una finalidad terapéutica en animales
después de la prohibicion de APC, han sido asumidos sin discusion y no han sido sujetos a
un analisis econdmico (Chesson, 2005). Las preguntas que surgen ahora son, éla
experiencia danesa de una prohibicion total de APC en alimentacion animal puede
extrapolarse a otras partes del mundo?, éDinamarca puede ser un espejo del modelo de
produccién para varias partes del norte de Europa y Norte América? No obstante, se cree
que el modelo de producciéon animal danesa sin APC no seria representativo para los
paises del Sur de Europa y también quedaria un tanto lejano de los esquemas de
produccion pecuarios realizados en los paises tropicales. Paises con distintos patrones de
enfermedades, condiciones climaticas y métodos de produccion podrian requerir otro tipo
de medidas a las establecidas en los paises Escandinavos ante una posible prohibicion de
APC. Por otro lado, las necesidades de las poblaciones locales representarian diferentes
situaciones en los analisis de riesgo-beneficio (Chesson, 2005).
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En el Reino Unido, los registros de ventas de antimicrobianos de uso veterinario
publicados por parte de la Direccion de Medicina Veterinaria (Veterinary Medicines
Directorate, 2002), indicaron que posteriormente a la prohibicién de los APC en la UE
en 1999, se incrementaron las ventas de antimicrobianos con uso terapéutico de 383
toneladas en 1999 a 437 toneladas en 2000. Este incremento fue atribuido al incremento
del uso de tetraciclinas (36 toneladas), sulfonamidas y trimetropin (12 toneladas), y
macrolidos (12 toneladas) (Casewell et al, 2003). Los mismos autores describen un
incremento en el uso de terapéuticos autorizados para porcino de 7 toneladas, en
avicultura de 13 toneladas y de 37 toneladas para otras especies. De acuerdo con
Caswell et al, 2003, las desventajas de la prohibicion de los APC en alimentacion
animal representan y representaran un notable incremento en los costos del control de
enfermedades subclinicas y clinicas, mortalidad, perdida en la eficiencia alimenticia e
incremento en la prescripcion de antimicrobianos de manera especifica. Este problema
sera de mayor importancia cuando los animales sean mantenidos bajo condiciones de
manejo o higiene normales o inadecuadas (Mateos et a/., 2000).

En produccién avicola y, en concreto, en pollos de engorde han sido realizados estudios
para evaluar los efectos en la productividad del ave por la no utilizacién de APC en la
dieta. Engster et al. (2002), realizaron experimentos en distintas regiones de EUA con
pollos de engorde mantenidos en condiciones comerciales durante 52 dias, 7 millones de
aves en un periodo de 3 afios empleando 158 casetas en pares que incluyeron un control
positivo (con coccidiostato, Roxarsone y APC) y control negativo sin APC. Los pollos del
control negativo o sin APC mostraron una reduccion de la viabilidad de las aves del 0.14%
(Carolina del Norte o CN) al 0.20% (Peninsula de Delmarva o PD); pérdida del peso
promedio de 13.5 g en PD y de 18.0 g en CN; un incremento en el indice de conversion
de 0.016 en PD y 0.012 en CN; ademas de una mayor variacion en la homogeneidad en
las parvadas. Los efectos negativos sobre la productividad del animal a causa de la
retirada del APC en las dietas de los pollos, fueron corregidos solo temporalmente cuando
se utilizaban camas nuevas en las casetas.

De forma similar a los estudios previos, los resultados de 3 pruebas realizadas en las
instalaciones de una de las principales compafiias comercializadoras de aves destinadas a
la produccidn de carne (Ross Breeders’ facilities), indicaron que la retirada de APC de
las dietas de pollos de engorde puede representar pérdidas en el crecimiento y en la
eficiencia alimenticia del ave, parte de estas estimaciones estan resumidas en la Tabla
2.3.
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Tabla 2.3. Efectos de la retirada de antibidticos promotores del crecimiento sobre la
productividad de pollos de engorde Ross-308 (Anonymous, 1999).

Efecto de la retirada

Parametro (6 semanas) de APC Rango
Peso vivo -50¢g 0 a-150 g*
fndice de conversion del alimento +0.04 0a +0.08
Mortalidad +0.1% -1.3a +1.0%

Homogeneidad de la parvada o coeficiente

L, +1.8% +0.2 a +3.3%
de variacion

* La mayor observacion fue obtenida con el empleo de trigo (altamente viscoso) en la
dieta.

En una prediccién mas general realizada para Holanda (Jongbloed, 1998), fue sugerido
que la prohibicién de APC reduciria la eficacia de la utilizacién del alimento por el animal
de un 3 y 8%. De acuerdo a la experiencias Suecas, posteriores al retiro de APC, también
se ha observado un incremento de +2.3% en la produccion de heces. Esta observacion
podria tener importantes implicaciones econdmicas en los paises donde las camas
producidas durante la crianza de las aves tienen que ser retirada para la recepcion de otra
parvada comercial (Anonymous, 1999). Asi también y segin Mateos et a/. (2000) la
prohibicién del uso de APC como aditivos tendra un impacto significativo en los
productores de alimentos de origen animal debido al incremento en la incidencia de: 1)
diarrea en lechones después de un destete temprano debido a £. co/iy disenteria porcina;
2) heces liquidas en pollo de engorda y otras aves engordadas en piso debido a Enteritis
necrotica producida por Clostridium spp.; 3) acidosis y paraqueratdsis en ganado de carne
en corral; y 4) coccidiosis en pollo de engorde y otras aves si el uso de iondforos
coccidiostaticos no es permitido en el alimento.

2.1.7. Recomendaciones para afrontar las perdidas en productividad animal
ante la ausencia de APC

Dentro de las principales practicas descritas para afrontar las posibles pérdidas en la
eficiencia productiva de los animales cuando los APC no sean utilizados en sus dietas,
estarian aquellas encaminadas a mejorar las condiciones de bienestar y de salud del
animal: 1) un mejor manejo de los animales, instalaciones y densidades de poblacion; 2)
mejora de las medidas de bioseguridad e higiene 3) cambios en los programas de
alimentacion, ingredientes y formulacion de dietas y 4) aplicaciéon de nuevas vacunas
(entre éstas vs. Coccidias y Clostridium). Aunadas a estas medidas, el empleo en las
dietas de nuevos aditivos no-antimicrobianos que puedan ejercer efectos en el animal de
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tipo nutricional o de mejorar las condiciones de salud del tracto digestivo (nutracéuticos):
enzimas, microorganismos, extractos de plantas, acidos organicos, manano-oligosacaridos
e inmuno-estimulantes (polisacaridos), son actualmente y seran empleados en la nutricion
moderna como alternativas para mejorar la productividad del animal ante la ausencia de
APC (Bedford, 2000; Brufau, 2000; Kaldhusdal, 2003; Adams, 2004).
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2.2. Enfoque global del estudio de la salud intestinal y salud del ave

El gran desarrollo logrado en la industria avicola durante los Ultimos 50 afios, ha sido
debido a las mejoras realizadas en las areas de genética, alimentacion y nutricién, control
de enfermedades, mataderos, incubacion y nacedoras. En la actualidad, la carne de pollo
es una de las proteinas de origen animal de mayor consumo y la de menor costo de
produccién a escala mundial (Mack et al.,, 2005). Es importante enfatizar que el empleo
de APC en las practicas de alimentacion ha sido una herramienta determinante para
incrementar la eficiencia alimenticia y productiva del ave durante estos Ultimos afios
(Dibner y Richards, 2005). Respecto a la prohibicion del uso de APC en alimentos para
animales, aunque esta medida no ha sido adoptada en otros paises distintos a los
pertenecientes a la UE, la importante apertura de los mercados de exportacion para los
productos de origen animal podria desencadenar una prohibicion gradual de los APC en
otros paises (Dibner y Richards, 2004; Palermo-Neto, 2005). De hecho, algunos
paises Latino-Americanos que exportan productos avicolas y acuicolas a la UE, han tenido
que adaptar sus sistemas de produccion a las medidas impuestas en la UE (Palermo-
Neto, 2005). Ante este nuevo horizonte en el area de produccion animal sin APC, se
generan dos importantes preguntas (Dibner y Richards, 2004):

1) Las mejoras obtenidas en la eficiencia productiva del animal con el uso de APC pueden
ser remplazadas con la implementacion de algin otro mecanismo de control
antimicrobiano a escala digestiva.

2) El mejor entendimiento y la manipulacién de los factores que regulan la disponibilidad
y utilizacidn de los nutrientes a escala del tracto digestivo del animal, pueden servir como
base importante para incrementar la eficiencia productiva del animal.

Estos nuevos conceptos o cuestionamientos han propiciado que en la industria de la
alimentacion animal, los nutricionistas y los productores de alimentos sean mas
concientes de la necesidad de optimizar las funciones del aparato digestivo de mono-
gastricos incluyendo los procesos de digestion y absorcion de nutrientes, barrera intestinal
(primera linea de defensa) y su microbiota a un nivel minimo de empleo de nutrientes
para el mantenimiento digestivo y respuesta inmune (respuesta anti-inflamatoria) para
obtener los maximos beneficios en la productividad del animal (Van der Klis y
Jansman, 2002). A pesar de este gran interés, el estudid y entendimiento del sistema
digestivo no muestra ser un modelo sencillo ya que durante las diferentes fases de
crecimiento del individuo, la funcidn y desarrollo intestinal pueden verse modificados de
forma benéfica o adversa por factores de tipo dietarios, de manejo o medioambientales, e
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infecciosos (bacterias, virus y parasitos) (Van der Klis y Jansman, 2002; Dibner y
Richards, 2004; Richards et al, 2005). Como consecuencia, el amplio campo de
estudio de los temas relacionados con alimentacion animal y salud intestinal, y el empleo
de nuevos aditivos naturates (nutracéuticos o alimentos funcionales) muestran ser un
gran reto en la nutricion moderna (Adams, 2004; Dibner y Richards, 2004; Sifiri,
2005). Para estudiar el sistema digestivo del ave podriamos considerar los siguientes
componentes: el tracto digestivo y los drganos que le proveen secreciones para realizar la
digestion (pancreas e higado), su microflora, y el tejido inmune asociado al tejido
digestivo (Dibner y Richards, 2004).

2.2.1 El sistema digestivo del ave

En la Figura 2. 5. se presenta un esquema del sistema digestivo del ave. En relacién con
otros vertebrados, el sistema digestivo del ave presenta aspectos Unicos o adaptaciones, a
escala de la boca no presenta estructuras dentarias, y los pesados musculos de la
mandibula han sido remplazados por un ligero pico (McLelland, 1975; 1979). Para
realizar el proceso de digestion, el ave ingiere su alimento de manera completa, lo
almacena temporalmente en el buche y lo mastica en la molleja. El moco, la pepsina y el
acido clorhidrico son adicionados en el proventriculo, 6rgano que funciona como
estomago glandular y que no realiza la funcion de almacenamiento. Por lo cual, la funcion
general de estomago Unico (monogastrico) le es conferida por varios érganos a la vez
(Moran, 1982; Dibner y Richards, 2004). En relacion con los mamiferos, el tracto
digestivo del ave puede considerarse relativamente corto y simple no obstante, se
reconoce que es altamente eficiente para llevar acabo los procesos de digestion y
absorcion de los nutrientes derivados de los alimentos (Moran, 1982; Turk, 1982). De
hecho, algunos estudios (Long, 1967) han sugerido que el estomago del pollo es capaz
de secretar mas acido (HCl y pepsinogeno por unidad de peso vivo en comparacion a los
mamiferos.

El intestino delgado del ave al igual que el de mamiferos esta dividido en tres secciones,
duodeno, yeyuno (intestino delgado proximal) e iledn (intestino delgado distal). No
obstante, las diferencias entre las tres secciones no son claramente perceptibles
macroscopicamente e incluso histolégicamente. En el caso del duodeno se considera que
esta seccion se inicia en la conjuncidn con la molleja y abarca la superficie del pancreas
formando un asa ascendente y otra descendente. Para diferenciar el yeyuno del iledn se
utiliza como referencia la presencia del diverticulo de Meckel (pequefio tallo o diverticulo
vitelino) (Moran, 1982; Turk, 1982; Moran, 1996). En el area intestinal donde finaliza
el iledn y se inicia el intestino grueso, se encuentra localizada la unién ileocecal o lugar
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donde se unen las dos sacos ciegos al intestino, y las tonsilas cecales que representan la
mayor concentracion de tejido linfoide intestinal (Didner y Richards, 2004).
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Figura 2.5. Tracto digestivo del ave (adaptado de Sturkie, 1976).

En las aves, el ciego se encuentra constituido por dos bolsas ciegas de pared delgada que
alojan en su interior la mayor cantidad de microflora anaerdbica del tracto digestivo por lo
cual, funciona como la principal camara u o6rgano de fermentacion del ave (McNab,
1973; Jozefiak et al., 2004). El intestino grueso denominado recto o coldn en algunas
ocasiones, es considerado un dérgano corto que permite la conexion entre el intestino
delgado y la cloaca. La cloaca, a su vez, funciona como receptaculo comin de los
productos finales del sistema urinario, fecal y reproductivo del ave a traves de las
siguentes estructururas o aperturas: urodeo, coprodeo y proctodeo respectivamente
(Turk, 1982).
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El pancreas de las aves al igual que el de mamiferos es un dérgano glandular, presenta un
color amarillo palido, se localiza dentro del asa duodenal, y esta dividido en tres I6bulos
(dorsal, ventral y esplénico). Las funciones especificas de cada una de las 3 secciones son
desconocidas (Paik et al.,, 1974) no obstante, al igual que los mamiferos el pancreas del
ave realiza funciones de tipo enddcrino y exdcrino. La funcidén exocrina la realizan las
glandulas tubulo-hacinares del parénquima pancreatico, que drenan su secrecion a través
de los conductos pancredticos directamente a la porcion ascendente del asa duodenal,
incluyendo diversas enzimas como las amilasas, lipasas, enzimas proteoliticas, y el
bicarbonato de sodio (Moran, 1982; Denbow, 2000). El higado en las aves se
encuentra constituido por un lébulo derecho y uno izquierdo unidos por la linea media, y
orientados cranealmente respecto al proventriculo y la molleja. En el pollo y pavo, el
I6bulo derecho presenta un mayor tamafio mientras que el Idbulo izquierdo esta
subdividido en dos porciones (dorsal y una ventral). La bilis hepatica se transporta del
higado directamente al duodeno a través de dos conductos hepaticos (derechos e
izquierdo) o conductos hepato-entéricos. El conducto hepatico derecho, presenta una
ramificacion que constituye el conducto hepato-cistico, conducto que se conecta con la
vesicula biliar para drenar el contenido de la vesicula al duodeno. Al igual que los
conductos pancreaticos, los conductos biliares drenan sus secreciones en la porcion
ascendente del asa duodenal (Moran, 1982; Denbow, 2000).

2.2.1.1. Anatomia microscopica del tracto digestivo

La anatomia microscopica del tracto digestivo muestra ser consistente a lo largo de sus
diferentes secciones, a escala de la pared del tubo digestivo pueden observarse varias
superficies o capas de tejido, del exterior o al interior del lumen intestinal se describen las
siguientes: serosa, musculo longitudinal, musculo circular, sub-mucosa y mucosa (Figura
2.6). La mucosa o primera capa presente de la pared intestinal al interaccionar con los
contenidos lumen intestinal presenta una superficie recubierta por epitelio altamente
diferenciado, soportado sobre trazas de tejido conectivo y musculo. La sub-mucosa esta
constituida por dos secciones de musculo liso distribuido en dos direcciones externa
(longitudinal) e interna (circula), entre estas capas musculares se localizan vasos
sanguineos, vasos linfaticos y nervios autonomos. Este patron de distribucion de tejidos
puede observase de forma general desde el eséfago hasta el coldn. Incluso, las tonsilas
cecales y la bolsa de Fabricio presentan las mismas capas de tejido, solo que de manera
concreta el tejido conectivo de la mucosa esta completamente poblado por linfocitos.
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Figura 2.6. Representacion esquematica transversal de la pared intestinal y sus
diferentes superficies (adaptada de Moran, 1982).

Otro aspecto importante de la mucosa digestiva, lo encontramos en la gran diferenciacion
celular del epitelio que proporciona una interesante informacion sobre el desarrollo y la
funcion del sistema digestivo. Por ejemplo la mucosa del eséfago y buche, presentan un
epitelio escamoso o epitelio simple plano, mientras que el epitelio del proventriculo es
altamente diferenciado hacia células productoras de acido. A diferencia de los mamiferos,
el recto de las aves presenta numerosas vellosidades planas con pocas células
caliciformes y criptas (generalmente cortas), considerandose que puede cumplir un papel
en la reabsorcion de agua. Por otro lado, la mucosa del intestino delgado presenta un
epitelio en forma de pliegues o vellosidades que le sirven para multiplicar y crear una
importante area de contacto enfocada a optimizar los procesos de secrecion enzimatica y
de adsorcién de nutrientes (Moran, 1982; Turk, 1982; Moran, 1996; Dibner y
Richard, 2004). En condiciones de salud, el epitelio de la mucosa digestiva es
impermeable al paso de macromoléculas o micro-organismos, gracias a la interaccion de
diversos sistemas que incluyen: 1) el cierre de las uniones intercelulares de los enterocitos

27



2.0. Revision bibliografica

de la mucosa, 2) la calidad y cantidad de la capa de mucus 0 mucina, y 3) la presencia de
linfocitos intra-epiteliales y células secretoras de anticuerpos (plasmaticas) en la lamina
propia. A nivel de la base de las vellosidades pueden observarse zonas de proliferacion de
enterocitos, o zonas de criptas encargadas de la renovacion de las células del epitelio de
la vellosidad las cuales son constituidas por células madres o germinales y células
productoras de péptidos con capacidad antimicrobiana (Figura 2.7.) (Schat y Myers,
1991; Dibner y Richards, 2004).

2.2.1.2, Enterocitos con membrana en borde de cepillo

El epitelio de la mucosa digestiva se encuentra recubierto por diferentes tipos de células o
enterocitos de forma rectangular alineados en columnas: células secretoras de moco
(“caliciformes” o “goblets”), células con capacidad absortivas y células secretoras de
hormonas (células endocrinas). Los enterocitos que llevan a cabo funciones de absorcién
son conocidos también como enterocitos con membrana en “borde de cepillo” o “brush-
border”, debido a que presentan en su membrana apical protuberancias similares a dedos
o en forma de micro-vellosidades principalmente constituidas por fibras de actina (Figura
2.7.) (Moran, 1982; 1996). Estas micro-vellosidades son contractiles y realizan
movimientos oscilatorios para inmovilizar las enzimas digestivas que finalizaran la
digestion de los nutrientes, ademas de llegar a incrementar hasta 30 veces mas la
superficie de absorcién de la membrana celular del enterocito (Van Dijk et al., 2002).
En asociacion al sistema de micro-vellosidades se pueden observar una gran cantidad de
glico-proteinas con enlaces tipo N y O que actian como lectinas (glicocalix). Estas lectinas
adquieren una importancia significativa en el animal ya que pueden interaccionar con
algunos microorganismos patoégenos. En varias especies de animales ha sido descrito que
antes de que los enterocitos puedan llevar a cabo funciones de absorcion de nutrientes o
durante el proceso de migracion y diferenciacion celular, pueden ser capaces de expresar
enzimas digestivas en su membrana celular de tipo: disacaridasas, fosfatasas alcalinas,
hidrolasas, maltasas, y aminopeptidasas-N (Moog, 1950; Weiser, 1973; King et al.,
1983). En la Tabla 2.4., se presenta de forma general y resumida la actividad
enzimatica que se lleva a cabo a lo largo del tracto digestivo del ave.
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Figura 2.7. Representacion esquematica de la mucosa intestinal (adaptado de Fortun-
La Mothe y Boullier, 2003; Moran, 1982).
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2.2.1.3. Desarrollo del tracto digestivo del pollo

Durante la etapa de desarrollo embrionario, el ave solo depende de las fuentes de energia
provenientes de la yema o saco vitelino (principalmente lipidos). Después de la eclosion,
el ave debe adaptarse a una rapida transicién hacia la utilizacién de nuevas fuentes ricas
de carbohidratos exdgenos provenientes principalmente de alimentos vegetales
(Romanoff, 1960; Uni et al.,, 1996). Por ejemplo, del dia 17 de incubacion al dia de la
eclosion, el peso relativo del intestino embrionario sufre un incremento de entre 1 a un
3.5% en relacion al pesos del embridn. A los 15 dias de incubacion, es posible observar la
actividad y expresion de moléculas de ARN de algunas enzimas (disacaridasas y
peptidasas) y para los principales transportadores de membrana (sodio-glucosa y ATPasa)
a escala de sistema de micro-vellosidades del enterocito. Estos sistemas van
incrementandose gradualmente a partir del dia 19 de incubaciéon y sufren un mayor
incremento el dia de la eclosion o dia 21 de incubacion (Uni et al, 2003a). En el dia 16
de incubacidn, el pancreas embrionario ya es capas de secretar enzimas proteoliticas
antes de mostrar actividades especificas para enzimas de tipo carboxipeptidasa-A y
quimitripsina (Marchaim y Kulka, 1967).

A los 18 dias de incubacidn, es posible detectar la presencia de a-amilasa de origen
pancreatico, observandose una maxima actividad de esta enzima el dia 4 post-eclosion.
En el caso de la tripsina, esta enzima se encuentra de forma activa el dia 18 de
incubacion, y poco antes de la eclosion también puede observarse la presencia de lipasas
(Moran, 1985). Inmediatamente después de la eclosion y durante los primeros dias de
vida, el intestino del ave incrementa su peso relativo mas rapido que su masa corporal
(Tabla 2.5.), este proceso de rapido crecimiento es mayor entre los dias 6-8 en el pavi-
pollo, mientras que en el pollo ocurre durante de los 7 a los 10 dias de edad (Lilja,
1983; Uni et al., 1999; Iji, et al, 2001a). El efecto de rapido crecimiento es diferente
para las distintas secciones del intestino, siendo mas rapido, a edad mas temprana y en
mayor proporcion para el duodeno respecto al observado para el yeyuno y el iledn
(Sklan, 2001). Y en el caso de la molleja y el pancreas, este efecto no se presenta (Uni
et al., 1999; Iji et al. 2001a).
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Tabla 2.4. Actividad de las enzimas y secreciones digestivas en el ave (adaptado de
Leeson y Summers, 2001).

érgano pH Enzima o secrecidn  Sustrato Producto
Pico o boca  7.0-75  Saliva Lubricacion y ablandamiento del
alimento
Amilasa (tialina) Almidon Dextrinas
Dextrinas Almidon
Buche 45 Mucus Lgbrlcauon y ablandamiento del
alimento
Proventriculo Acidificacion de la digesta e inicio de
. 2.5 HCl A ;
y molleja desnaturalizacion de proteinas
Pepsina Proteina Polipéptidos
Lipasa Triglicéridos Acidos grasos y
monoglicéridos
Duodeno 6.0-6.8 Amilasa (amilopsina) AImlqon Y Maltosa y glucosa
dextrinas
Tripsina, Proteinas
Quimiotripsina y - Y Péptidos y aminoacidos
peéptidos
Elastasas
i i Péptidos , ,
Carboxipeptidasas p, Péptidos y aminoacidos
Colagenasas Colageno
. Emulsificacion
Bilis
de grasas
Acidos grasos
Lipasa Grasa Monoglicéridos
Diglicéridos
Colesterol esterasa Esteres de Acidos grasos y
colesterol colesterol
Maltasa e Glucosa
Yeyuno 5868 Maltosa e
Isomaltasa Isomaltosa Glucosa
Sucrasas Sucrosa Glucosa Fructuosa
Lactasas Lactasa Glucosa y galactosa
- Dipéptido
Peptidasas Péptido p. P , .
Aminoacidos
Polinucleotidasas AC'dO.S Mono nucledtidos
nucleicos
Cgll; I:szrli dos Acidos grasos volatiles,
Ciego 57-59 Actividad microbiana P24 ! vitamina K, vitaminas
almidén y i
azticar del complejo B
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Estudios realizados sobre la morfometria de las vellosidades intestinales del pollo,
sugieren que sus principales cambios ocurren entre los primeros 21 dias de edad (Iji et
al.,, 2001a). Al dia de edad, los enterocitos son redondos y apolares no obstante, horas
posteriores a la eclosion los enterocitos sufren un alargamiento, presentan una polaridad
y la definicion de su membrana en borde de cepillo (sistema de micro-vellosidades)
(Geyra et al., 2001a). Posterior a los 2 dias de la eclosion, la altura de las vellosidades
del duodeno se incrementan dos veces llegando a una meseta de maximo crecimiento los
dias 6 y 8 de edad del ave. En el yeyuno y el iledn, la meseta de maximo crecimiento de
la vellosidad ocurre alrededor de los 10 dias o0 mas de edad del ave. Durante este periodo
de tiempo, los enterocitos de las secciones transversales de la vellosidad sufren un
incremento en su tamafio de un 20 a un 40%, observandose crecimientos aun mayores
en los enterocitos situados en las porciones baso-laterales de la zona apical de la
vellosidad. Como resultado del incremento en la altura, la anchura y del nimero de
enterocitos de la vellosidad, se considera que el area de superficie de la vellosidad tiende
a incrementarse paralelamente respecto a su altura (Uni et al., 1995).

Tabla 2.5. Crecimiento (g/100 g de peso corporal) de los 6rganos digestivos del pollo de
engorde calculados a diferentes edades (adaptado de Iji et a/., 2001a).

Edad en dias Molleja Intestino Pancreas Higado Saco vitelino
1 11.0° 4.1 1.1 4.2 8.14°
7 8.0° 7.2° 0.6° 4.7 0.07°
14 4,5° 5.0° 0.4° 4.8 0.03"
21 3.9° 3.7° 0.3 34 0.01°
EE 0.55 0.31 0.04 0.61 0.614

Letras distintas dentro de una misma columna son estadisticamente diferentes (P<0.05).

Durante el proceso de desarrollo de la mucosa digestiva no solo ocurre una rapida
proliferacion e hipertrofia celular, ademdas es posible observa un incremento en la
velocidad de migracion del enterocito. Observandose que la tasa de proliferacion de los
enterocitos llega a su punto maximo al dia 7 de edad, mientras que el tiempo de
migracion del enterocito desde la cripta hasta el apice (lugar donde muere y es exfoliado
al lumen) se incrementa con la edad hasta el dia14 (Iji et al, 2001a). En un pollo de 2
dias de edad, el tiempo de migracion ha sido estimado en 72 horas, en el caso de un pollo
de 14 dias de edad, este proceso es mas lento y se estimo en 96 horas duracion (Uni et
al., 2000). A diferencia de los mamiferos, en aves ha sido observado que el proceso de
proliferacion de enterocitos puede realizarse también a lo largo de la vellosidad y no solo
en las criptas (Geyra et al., 2001a; Uni et al., 1998a). Las criptas de las vellosidades
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intestinales de las aves se desarrollan rapidamente horas seguidas a la eclosion. Al dia de
edad, las criptas comienzan a formarse, y a los 2 y 3 dias llegan a ser bien definidas,
ademas durante esta etapa se incrementa su tamafio, su nimero, y se inicia su
ramificacion (Geyra et al., 2001; Uni et al., 2000). El desarrollo de las criptas llega a
una meseta maximo desarrollo a los dias 4-5 de edad del ave, dando como resultado que
el nimero de células por cripta también se vea incrementado. Por ejemplo, entre los 4 y 5
dias de edad, las criptas a nivel del yeyuno son de mayor tamafio, ramificadas y con
zonas bien definidas de proliferacion celular con constante division y migracion de
enterocitos (Iji et al., 2001a).

2.2.1.4. Actividad enzimatica de la mucosa digestiva del pollo

Posterior a los 2 dias edad, la actividad enzimatica por masa de intestino de la mucosa
digestiva del ave muestra una estrecha relacién con el nimero de enterocitos presentes
en cada vellosidad. Algunos estudios (Sklan et al., 1996; Sklan y Noy, 2000; Sklan,
2001) han sugerido que la actividad enzimatica expresada por enterocito no cambia en
gran cantidad con respecto a la edad del ave; y otros (Iji et al, 2001b) han descrito
incluso una disminucion de la actividad enzimatica especifica para 4 enzimas presentes en
las micro-vellosidades del enterocito (maltasa, sucrasa, amonipeptidasa N y fosfatasa
alcalina) al incrementarse la edad del ave. No obstante, la actividad enzimatica especifica
total por vellosidad si se ve incrementada con respecto a la edad del ave, ya que la
superficie de la vellosidad es mayor y puede alojar una mayor cantidad de enterocitos al
incrementarse la edad del ave, sin que este efecto sea consecuencia de un incremento en
la eficiencia individual de cada enterocito. Como consecuencia de este proceso, la
capacidad de digestion en el pollo también se ve favorecida (Nitsan et al, 1991a; Nir
et al, 1993) y en particular la digestion de grasas (Ketels y De Groote, 1988).

2.2.1.5. Morfologia y orientacion de las vellosidades intestinales

La gran superficie que puede representar la mucosa intestinal del individuo es
consecuencia de una serie de proyecciones de la misma (vellosidades) con considerables
variaciones en su forma y distribucion (King y McLelland, 1979). De los 7 a los 28 dias
de edad, el desarrollo en la forma de las vellosidades intestinales del pollo es mas
pronunciado a escala del yeyuno e iledn. En pollos de un dia de edad, la mayoria de las
vellosidades presentes en el intestino corresponden a vellosidades simples en forma de
dedo y pocas en forma de hoja o lengua (Figura 2.8.) (Van Leeuwen et al.,, 2004). Al
incrementarse la edad del ave, el area de ocupacion de la mucosa del intestino delgado
(duodeno, yeyuno e iledn) por vellosidades en forma de lengua diminuye de un 82% en el
dia 7 al 29% en el dia 28. En contraste, el area de la vellosidad que es ocupada por
vellosidades en forma de canto se incrementa de un 2% en el dia 7 al 63% en el dia 28.
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El cambio en la forma de las vellosidad de lengua y hoja hacia formas de canto dara como
resultado un mayor ensanchamiento de la vellosidad (Van Leeuwen et al/, 2004). Un
segundo aspecto en la morfologia de las vellosidades intestinales del ave es su
orientacién. En el pollo de engorde, es posible observar una orientacién transversal de las
vellosidades intestinales en forma de zig-zag principalmente en la porcion del yeyuno
(Figura 2.8.).
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Figura 2.8. Forma y orientacion de las vellosidades intestinales en pollos de engorde: a)
vellosidad en forma de dedo, 1 dia de edad; b) vellosidades en forma de hoja
plegadas y sin orientacion en zigzag, 21 dias; c) vellosidades en forma de
lengua, canto y hoja sin orientacidn en zigzag, 21 dias; y d) vellosidades en
diferentes formas con orientacién en zigzag, 21 dias (Tomado y adaptado de
Van Leeuwen et al., 2004).

La posicidn transversal en zig-zag de las vellosidades retrasa el paso de la digesta sobre la
mucosa digestiva y puede mejorar su contacto con el epitelio. En pollos de engorde, se ha
estimado que la orientacion en zig-zag de las vellosidades del yeyuno es de un 53 al 70%
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del area de la mucosa al dia 7 de edad. Este tipo de orientacion también ha sido
observada en gallinas de postura de 18 semanas de vida (Van Leeuwen et al., 2004).

2.2.1.6. La mucina del epitelio de la mucosa digestiva

El epitelio digestivo esta constantemente expuesto a numerosos agentes, entre ellos:
enzimas digestivas, material fecal, bacterias intestinales (residentes y patdgenas) y otros
microorganismos, y sus productos. Por lo cual, la capa de mucosidad (gel viscoso y
elastico) que recubre y lubrica el epitelio digestivo cumple una formidable funcion de
barrera de resistencia innata ante las agresiones del contenido luminal (Forstner et al.,
1995; Moncada et al, 2003). Esta capa de mucosidad es principalmente constituida
por mucina, glico-proteina secretada por las células caliciformes (“goblet”) del epitelio y
que en conjunto con la red del glicocalix constituyen una capa homogénea inmiscible de
estructura tridimensional (Perez-Vilar y Hill, 1999). La mucina no solo ejerce una
funcion de proteccidon para la mucosa, sino ademas participa en otro tipo de funciones
que incluyen: 1) exclusion de todas las particulas y restriccion de la difusion de
compuestos de gran peso molecular; 2) solubilizacion de los nutrientes y optimizacion de
la superficie de absorcion cuando son creados focos de concentracion de producto que no
han sido disipados al final del proceso de digestion; 3) aislamiento y proteccion de las
enzimas asociadas a la superficie epitelial ante la degradacion de las enzimas pancreaticas
secretadas en el lumen; y 4) restriccion de los productos finales de la digestion o
nutrientes para que los microbios del lumen intestinal no los utilicen (Forstner y
Forstner, 1994; Moran, 1996).

2.2.1.6.1. Estructura de la mucina

De acuerdo con su estructura y localizacion, la mucina puede estar presente en dos
categorias, unida a la membrana y en su forma secretada. Solo la forma secretada
contribuye a la formacion de la capa de mucosidad, de la cual cada subunidad de mucina
se encuentra constituida por un esqueleto proteico con una gran cantidad de cadenas
laterales de carbohidratos que incluyen el acido sidlico, dimeros de galactosa, [I-D-
manosa, N-acetil-D-glucosamina y residuos de B-8-galactosa. La cadena proteica o de
polipéptidos, contiene diversos dominios repetidos y distribuidos en parejas “tandem”
ricos en treonina, prolina, y / o serina. La abundancia de treonina y serina en la cadena
proteica, le provee numerosos sitios para la unién con cadenas de oligosacaridos a partir
de enlaces de glucosidicos o de glicolizacién de tipo-O, estimandose que el contenido de
carbohidratos de la mucina es de alrededor de un 90% de su materia seca (Forstner et
al., 1995; Perez-Vilar y Hill, 1999).
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La glicosilacion es una modificacion pos-traduccional que genera una gran diversidad de
glicanos a partir de un nimero relativamente limitado de monosacaridos (Spiro, 2002).
Un gran ejemplo de glicosilacion es observado en la mucina, su alta densidad de carga le
es concedida por el acido sidlico, la resistencia a proteasas del lumen intestinal y su alta
capacidad de retencion de agua (hidratacion) son atributos debidos a la glicolizacion
(Hasniscg, 2001). La sustitucién de un grupo sulfato y O-acetilo por el acido sidlico del
oligosacarido terminal de la mucina, le confiere una resistencia adicional a las
glucosidasas. Por lo cual, la mucina puede ser sulfatada vy silisada, resultando en mucina
acida. Estudios realizados en ratones muestran que la mucina acida es mas resistente a la
degradacion microbioldgica que la recién formada mucina neutra. Se ha observado que
cadenas mas largas y ramificadas corresponden a mucinas sulfatadas, y las cadenas
cortas y lineales llegan a ser mucinas neutras (Hasniscg, 2001; Moncada y Chadee,
2002; Moncada et al., 2003).

2.2.1.6.2. Mucina y células caliciformes en el pollo de engorde

En el pollo de engorde a los 3 dias previos a la eclosion, se ha observado que las tres
secciones de su intestino delgado presentan solo mucina acida. Al momento de la eclosion
y a los 7 dias de edad, el intestino delgado ya presenta similares proporciones de células
caliciformes que producen mucina acida y neutra. Respecto al nimero de células
caliciformes, su nimero por area de vellosidad se ve incrementado con respecto a la edad
del ave, de forma diferente para las tres secciones del intestino delgado, en el caso del
duodeno se incrementan levemente y rapidamente en el yeyuno e ileén (Uni et al.,
2003b).

2.2.1.6.3. Modificacion del patron de secrecion de la mucina

El patrén de glicosilacion de una proteina es dependiente del tipo de célula que la produce
por lo cual puede ser modificada por diversas situaciones (fisioldgicas o presencia de
enfermedades) (Moncada ef al, 2003). En mamiferos, algunas de las causas de la
modificacion del patron de secrecion de la mucina y tasa de diferenciacion de las células
caliciformes pueden ser asociadas a las siguientes condiciones: disminucién a causa de
agentes o factores que interfieren con los procesos de glicolizacion y sintesis de proteinas
(O'Doherty y Kuksis, 1975; Sherman et al, 1985; Smirnov et al, 2004);
disminucion debida a cambios que alteren las tasas de migracion celular desde las zonas
de proliferacién o criptas (Shea-Donohue et a/, 1985) o por perturbaciones en las
tasas de diferenciacion de células precursoras de las células caliciformes (De Ritis et al.,
1975; Wattel et al, 1979; Shub et al,, 1983); incremento en la produccion y en la
tasa de diferenciacion celular como respuesta a factores inmunoldgicos de tipo
microbianos o para contrarrestar el proceso de invasion a la mucosa por parasitos y virus
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(Moncada et al., 2003; Cebra, 1999; Deplancke y Gaskins, 2001). Las condiciones
dietarias, al ser capaces de modificar los procesos fisioldgicos de la mucosa digestiva,
indudablemente interfieren con los patrones de secrecién de mucina en el tracto digestivo
de animales, entre ellos el del pollo de engorde (Fernandez et al,, 2000; Montagne et
al., 2003; Uni et al., 2003b; Smirnov et al.,, 2004; Smirnov et al., 2005). Estudios
realizados en animales han sugerido que el correcto funcionamiento de la barrera intacta
y funcional de la mucina digestiva, esta directamente relacionado con parametros optimos
de tipo cuantitativos (grosor) y cualitativos (acida o neutra) de la mucina digestiva (Van
Dijk et al,, 2002; Moncada et a/., 2003).
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2.2.2. Microflora digestiva

En ocasiones la aparicién de brotes infecciosos o el incremento en problemas de salud
publica, podrian estar asociados con la aparicion de desequilibrios entre la coexistencia de
las poblaciones de bacterias y sus hospedadores. Generalmente estos desequilibrios
ocurren como resultado de cambios o manipulaciones del medio ambiente, por ejemplo:
manejo de los animales, procesos industriales, control de los desechos o residuos,
aplicacion de antibidticos, estados de salud y enfermedad, medidas de higiene y habitos
alimenticios (Apajalahti, 2001; Bergone-Eérézin, 1999). Como consecuencia, el
estudio de las interrelaciones entre las comunidades bacterianas y sus comensales es y ha
sido de especial interés para los diferentes ambientes, entre ellos el tracto digestivo
(Mitsuoka, 1978; Apajalahti, 2001). En la actualidad, existen aun grandes dificultades
para crear las condiciones o medios de cultivos /in-vitro que permitan el crecimiento y la
diferenciacion de la gran diversidad de bacterias digestivas de los animales (Zoetendal
et al,, 2004). No obstante, los estudios sobre la modificacion de la microflora digestiva
del animal, con el uso de técnicas de cultivo y recientemente mediante técnicas de
secuenciacion de las fracciones bacterianas del ARN ribosomal (ARNr), han sido
herramientas imprescindibles y Utiles para establecer algunas relaciones entre los
microorganismos y el huésped, e indagar aun mas sobre cuestiones filogenéticas
(Woese, 1987; Leser et al.,, 2002; Zhu et al., 2002).

En el interior del tracto digestivo de los animales, una gran diversidad de especies
bacterianas compiten y coexisten por sus necesidades nutricionales y de espacio durante
los proceso de colonizacion, establecimiento y crecimiento (Apajalahti, 2003). De forma
paralela estas bacterias interaccionan con el hospedador a diferentes niveles: participando
en los procesos digestivos (Gasking, 2001; Van der Klis y Jansman, 2002); evitando
el establecimiento de microorganismos potencialmente patdgenos que puedan producirle
enfermedad (Lloyd et al, 1997; Ewing y Cole, 1994); produciendo metabolitos
toxicos (Ewing y Cole, 1994; Gasking, 2001; Pond y Yen, 1987); incrementando la
tasa de renovacion del epitelio digestivo (Gasking, 2001; van der Klis y Jansman,
2002) y degradando la capa de mucina (Mack et al., 1999; Deplancke y Gaskins,
2001; Van der Klis y Jansman, 2002). Las bacterias digestivas pueden inducir el
reclutamiento de células del sistema inmunitario a escala de la lamina propia del epitelio
digestivo, a un nivel de complejidad capaz de discernir de forma especifica entre los
procesos de infeccion o tolerancia inmunoldgica hacia antigenos infecciosos, no
infecciosos y alimenticios. Este complejo mecanismo puede ser capaz de constituir una
segunda barrera inmunitaria cuando son activados los apropiados de mecanismos de
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inflamacién e inmunidad de la mucosa digestiva por parte de los antigenos digestivos
(Deplancke y Gaskins, 2001; Cebra, 1999).

2.2.2.1. Colonizacion bacteriana del tracto digestivo del ave

En 1965 Dubos y colaboradores, describieron un esquema de clasificacion de la
microflora anaerobia presente en el tracto digestivo de un individuo, incluyendo tres
categorias:

1. Bacterias autdctonas, presentes en grandes cantidades en el tracto digestivo y se
piensa que pudieron haber coevolucionado con el hospedador como resultado de
la asociacion y el mutualismo.

2. Bacterias normales, aquellas que colonizan el lumen intestinal y que estan
presentes en el medio ambiente, no son consideradas patdgenas ni autdctonas.

3. Bacterias patdgenas, bacterias que cuando se encuentran en grandes cantidades
causan enfermedad.

En aves recién eclosionadas, su tracto digestivo es estérii (Mead y Adams, 1975;
Savage, 1986) por lo cual, el establecimiento de la flora bacteriana digestiva ocurriria a
partir del material fecal proveniente de las aves maduras, como ocurre con los mamiferos
(Mackie et al., 1999; van der Wielen et al, 2001). En la actualidad, los polluelos
empleados en sistemas de produccion intensivos son privados del contacto con el
excremento de aves adultas, y posteriormente son alojadas en instalaciones con
apropiadas condiciones de higiene. Estas practicas provocaran un retardo en
establecimiento de la microflora digestiva del ave, y que el proceso de colonizacion
bacteriana ocurra a partir de los detritus del medio ambiente como: nacedoras e
incubadoras, medios de transporte, instalaciones avicolas, agua y alimento (Smith y
Jones, 1963; Mackie et al., 1999). En el pollo de engorde de 1 dia de edad, se ha
estimado que la densidad bacteriana puede ser de hasta 10® y 10'° UFC/g de digesta a
nivel del iledn y ciegos respectivamente. Posterior a 3 dias de edad, ocurre un incremento
en las concentraciones bacterianas, pudiendo observar valores que exceden los 10° y 10"
UFC/g de contenido digestivo en el ilebn y ciegos respectivamente, valores que
permaneceran constantes hasta los 30 dias de edad (Mead y Adams, 1975;
Apajalahti, 2003).

En la Tabla 2.6., se encuentran resumidos algunos de los principales grupos bacterianos
que han sido identificados en las principales secciones del tracto digestivo de aves. Como
puede observarse, factores como el peristaltismo y el pH de cada uno de los segmentos
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digestivos, son determinantes para el

bacterianas especificas a lo largo del tubo digestivo.

establecimiento selectivo de poblaciones

Tabla 2.6. Caracteristicas del contenido digestivo y bacterias presentes en las diferentes

secciones del tracto digestivo.

Contenido digestivo

Tiempo medio de

Seccion retencion (fase solida),
intestinal pH minutos Bacterias
i31 Gram +:
Buche 4.5 igq 2L actobacillus, Streptococcus,
Coliformes
Proventriculo 22 f_39 2L actobacillus, Streptococcus,
Molleja 2' 6 33 Coliformes
Aerobios, Gram +:
! Enterococcus, Bifidobacterias,
?l actobacillus
o Anaerobios facultativos, Gram -
Duodeno 57-6.0 5,10 I coliformes
Yeyuno 5.8 '84, '71 Anaerobios estrictos , Gram +:
Tleon 6.3 '97, i90 Clostridias
!Bacteroides
>Estreptococos, Estafilococos,
Eubacterium
_ !Bacteroides, Fusobacterias
Ciego 5.7 119 JBifidobacterias, Peptostreptococus
Clostridias, Propionobacterias,
Eubacterias
i Mezcla de la microfiora del intestino
Recto 6.3 26 ;
delgado y ciego
1(Barnes et al, 1972; Mead,
1989), 2(ochi et al.,
; . 1964;Smith, 1965; Fuller y
Autores Farmer, ;/;goder Kiis et al., Turvey, 1971), °(Hutanen y
1942 Pensack, 1965; Barnes, 1977,

"Shires et al., 1987

Salanitro et al, 1974), *(Sarra
et al, 1985; Fuller, 1973)
>(Salanitro et al,, 1978)

Por otro lado, considerando que las bacterias digestivas derivan la mayor parte de sus
requerimientos de energia para reproduccion y crecimiento, a partir de los nutrientes que
escapan de la digestion y absorcion del tubo digestivo (alimentos de pobre digestibilidad),
las preferencias de estas bacterias hacia ciertos sustratos asi como la composicion
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quimica y estructura de la digesta, son otros factores determinantes para el
establecimiento bacteriano. De hecho, la seccidn distal al iledén, o en concreto el ciego,
lugar principal de los procesos de fermentativos del tracto digestivo en el ave también
constituye la mayor concentracion de bacterias de resto de las secciones digestivas
(Gasking, 2001; Apajalahti, 2003; Jozefiak et al, 2004). En aves jovenes, hasta
que las poblaciones bacterianas del tracto digestivo no estan bien establecidas, se pueden
observar una menor cantidad de especies de bacterias digestivas respecto al tracto
digestivo de animales adultos, esta importante caracteristica podria implicar que las aves
jovenes presentan un ecosistema microbioldgico digestivo inestable y mas facilmente
perturbable (Mead, 1989). Dicha observacion, ha dado hincapié a considerar que una
de las caracteristicas importantes de un ecosistema digestivo estable, es la presencia de
una gran diversidad de especies bacterianas en el tracto digestivo.

2.2.2.2 Bacterias del iledn y ciego del pollo de engorde

En el ciego del pollo se han aislado alrededor de 200 tipos diferentes de bacterias
anaerobias, con el empleo de técnicas de cultivo bacterioldgicas se ha podido demostrar
que la mayor parte de estas bacterias corresponden a géneros de anaerobios estrictos,
por ejemplo: cocos gram+ (28%), Bacteroidacea (20%), micrococos (6%), Clostridiaceae
(5%), Eubacteriaceae (16%), Germmiger formicilis (5%) y Miscellaneus (11%) (Barnes
et al., 1972, Barnes et al., 1973; Barnes et al., 1979). A pesar de las previas
estimaciones, algunos autores (Barnes et al, 1972, Mead, 1989; Salanitro et al.,
1974) consideran que las técnicas de cultivo solo han permitido identificar de un 10 a un
60 % de las bacterias presentes en el ciego. A escala del iledn, Salanitro et al. (1978)
reportan para las secciones del duodeno al ileon, bacterias de tipo aerobias y anaerobias,
dichas bacterias incluyen géneros predominantes de erobicos entre ellas Streptococcus o
Enterococcus, Staphyloccoccus, Lactobacillus y E. coli; y en un 9 al 39% del total,
bacterias anaerobias como cocos, Eubacterium, Propionibacterium, Clostridium, Gemmiger
y Fusobacterium. En estudios mas recientes (Apajalahti et al., 2001; Zhu et al,
2002; Gong et al., 2002) que emplearon técnicas moleculares, fueron identificadas a
escala del ciego secuencias correspondientes a grupos y subgrupos filogenéticos
diferentes, algunos de ellos podrian corresponder a los aislados con técnicas de cultivo
tradicionales no obstante, los autores de estos nuevos estudios consideran que la mayoria
de las bacterias encontradas continllan siendo desconocidas. Lu et al. (2003),
estudiaron la fracciéon 16s ADNr bacteriana e identificaron 13 géneros diferentes en
comun para el iledn y ciego, cada una de las secciones ademas presentaba diferencias en
la abundancia en cada uno de los grupos bacterianos. En el ciego, la diversidad bacteriana
correspondia a bacterias de los géneros Clostridiaceae (65%), Lactobacillus (8%) y
Bacteroides (5%). En el iledn, el género predominante fué Lactobacillus (67%), y el resto
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de bacterias correspondieron a los generos Clostridiaceae (11%), Streptococcus (6.5%), y
Enteroccoccus en un (6.5%) (Figura 2.9.).

A B O Lactobacillaceae

8 Clostridiaceae
\ B Bacillus

% Tt W Sirepiococeaceas
B Enterococeaceas

0O Actinohacteria

B Protecbacteria

B Flavobacteriaceae

B Racteroidareae

E Bacterias

desconocidas

lleon Ciego

Figura 2.9. Composicion de la flora bacteriana del ileon y ciego de pollos de engorde por
el estudio de la fraccion 16s DNAr (adaptado de Lu et a/., 2003).

Los mismos autores (Lu et al., 2003), sugirieron que las poblaciones de bacterias del
iledn y del ciego del pollo no eran diferentes durante los 3 primeros dias de vida, en el
periodo de 7 a 14 dias la microflora de ciego era un subconjunto de la flora ileal, y
después de esta edad, ocurria una significativa diferenciacion entre ambas poblaciones,
sugiriendo que cada region desarrolla su propias poblaciones bacterianas. Durante los
primeros 3 dias de edad del pollo, se detectaron proteo-bacterias gran negativas en iledn
(a-Ochrobacterium, B Alcalignes, A. fecalis, e-Campylobacter y y E. coli) y en el ciego (a-
Ochrobacterium, B Alcalignes, A. fecalis y y E. col)) las cuales fueron desplazadas de
manera transitoria por las poblaciones de bacterias mas estables a mayor edad.
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2.2.2.3. Polisacaridos no-amilaceos solubles y sus interacciones con la
microflora digestiva

En la industria de la nutricién animal, cierto tipo de polisacaridos y proteinas procedentes
de los cereales que constituyen los alimentos de aves comerciales, son reconocidos como
factores antinutricionales ya que no llegan a ser accesibles a la accién enzimatica
digestiva del animal, interfieren o bloquean la digestion y absorcion de otros nutrientes, y
reducen la productividad del ave (Ward, 1995; Ferket, 1996). En las dietas de pollos
de engorde, los carbohidratos cumplen la finalidad de servir como la principal fuente de
energia por otro lado, la clasificacion de los carbohidratos llega ser un tanto complicada
debido a la gran variedad de sus estructuras quimicas y propiedades fisicas. En la
industria de la nutricién animal y humana, los carbohidratos son usualmente incluidos
dentro de los azucares, oiligosacaridos, almidén y polisacaridos no amilaceos (PNA). La
glucosa como monosacarido y la fructuosa como disacarido, constituyen los azucares
predominante en las dietas de aves comerciales. Este tipo de azucares y el almiddn, son
susceptibles a la accion de las enzimas pancreadticas y pueden ser bien digeridos a nivel
del intestino delgado del animal (Carre, 1993). De manera contraria, las fracciones de
PNA no susceptibles a la accion de las enzimas pancreaticas del individuo, y solo pueden
ser utilizadas de forma posterior a un proceso de fermentacion llevado acabo por las
distintas poblaciones de bacterias digestivas (Trowell et al.,, 1976). Situacion que
adquiere importantes implicaciones en nutricion animal, ya que los PNA son los principales
componentes de la fibra dietaria y pueden ejercer diversos efectos en la digestion y
absorcion de nutrientes (Hetly y Choct, 2003).

En animales monogastricos, el tipo de fibra incluida en la dieta es uno de los principales
factores relacionados con modificaciones o alteraciones en el desarrollo y la funcion del
tracto digestivo. Los efectos que la fibra dietaria puede ejercer sobre la morfologia y la
tasa de recambio celular de la mucosa digestiva dependen en gran medida de las
caracteristicas fisicoquimicas de la fibra, de su nivel de incorporacion en la dieta, del
periodo de ingestion, del segmento intestinal, y de la especie y la edad del animal
(Montagne et al, 2004). De forma general la ingestion de fibra puede ser capaz de
incrementar el tamano, longitud de los érganos digestivos y patron de secrecion de la
mucina digestiva (Van der Klis y Van Voorst, 1993; Iji et al., 2001d, Mongtane et
al., 2003). En cereales como trigo, cebada y centeno, frecuentemente empleados en la
elaboracion de dietas para aves estan presentes cantidades considerables de polisacaridos
no-amilaceos (PNA) de tipo solubles (Elwinger y Teglof, 1991; Jorgensen et al.,
1996). En el caso concreto de aves comerciales, las investigaciones generadas acerca de
los efectos antinutricionales que pueden ejercer los PNA solubles sobre los procesos de
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digestion y absorcion de nutrientes a escala digestiva, son asociados con la presencia de
fracciones solubles de beta-glucanos (1-3/1-4) en la cebada (White et a/., 1981; 1983;
Campbell et al., 1987) y centeno (Antoniou y Marquardt, 1981; Antoniou et a/.,
1981; War y Marquardt, 1987), y arabonoxilanos (pentosanos) en caso del trigo
(Choct y Annison, 1990, 1992).

Los PNA con un alto peso molecular son capaces de incrementar la viscosidad del
contenido intestinal, modificar la velocidad de transito del contenido digestivo y los
procesos de fermentacion del tracto digestivo (Scoles ef al.,, 1993; Almirall y Esteve-
Gracia, 1994; Smits y Annison, 1996; Regaee et al, 2001). Probablemente, la
elevada cantidad de nutrientes no digeridos en las secciones finales del tracto digestivo, a
causa de un incremento de la viscosidad de contenido digestivo, podrian servir como
sustratos a bacterias y promover su proliferacion (Langhout, 1998). En algunas
investigaciones realizadas en pollos (Wagner y Thomas, 1978), se observd un
incremento en las poblaciones de bacterias anaerdbicas a nivel del intestino delgado,
cuando se utilizaban dietas elaboradas con cebada. En otros mas recientes (Hofshagen y
Kaldhusdal, 1992), se encontrd que la inclusion de cebada, trigo y guisantes a dietas
para pollos de engorde resultaba en un incremento del nimero de conteos de colonias de
Clostridias en el intestino delgado del ave. Choct et a/. (1996), observaron que los PNA
del trigo aumentaban la viscosidad y la concentracion de acidos grasos volatiles a nivel
ileal, situacidon que sustentaba la mayor actividad bacteriana a causa del consumo de PNA.

La interaccion entre los PNA solubles dietarios y la microflora digestiva, pueden significar
importantes cambios en la fisiologia y el ecosistema digestivo (Langhout, 1998;
Langhout et a/, 1999). A escala digestiva, este tipo de interacciones pueden resultar
en modificacion de los patrones de secrecién enzimatica, alteracion de las dindmicas de
digestion (principalmente grasas) y asimilacion de nutrientes, y de mayores pérdidas
enddgenas. Situaciones que merman la capacidad digestiva del ave y como consecuencias
directas le ocasionan menor crecimiento y eficiencia en la utilizacion del alimento, efectos
que suelen ser mas pronunciados en pollos jovenes (War y Marquardt, 1987; Viveros
et al., 1994; Velamen y Valhl, 1994; Almirall et al., 1995). Los PNA al ser capaces
de modificar las poblaciones microbianas del intestino delgado (Langhout et a/., 1999),
pueden favorecer las condiciones para el inicio de algunas patologias digestivas (Pluske
et al., 1996; 1998; Kaldhusdal y Hofshagen, 1992). En algunos estudios realizados
en pollos de engorde, se observd un incremento en la ocurrencia de enteritis necrdtica de
forma subclinica, acompafiada por un menor crecimiento y pobre eficiencia alimenticia,
cuando las aves eran alimentados con dietas ricas en cebada (Kaldhusdal y
Hofshagen, 1992; Hofshagen y Kaldhusdal, 1992).
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2.2.3. El sistema inmune

El sistema inmune (SI) de animales vertebrados ha evolucionado a lo largo del tiempo
para protegerlo contra diversos patdgenos entre ellos bacterias, virus, hongos, parasitos u
otros agentes que puedan provocarle enfermedad (inmunidad), y bajo algunas
circunstancias ante sus propias estructuras (awto-inmunidad). La principal finalidad
fisioldgica del SI es la de prevenir infecciones y erradicar aquellas que ya estan
establecidas. Como puede observarse en la Figura 2.10., el SI se vale de una coleccion
de células, tejidos y moléculas (respuesta inmune) que pueden responder ante
diferentes agentes empleando dos tipos de mecanismo de defensa o de inmunidad:
inmunidad innata o respuesta inmune de tipo innata, e inmunidad adaptativa o respuesta
inmune de tipo adaptativa, cada una de ellas con caracteristicas especificas y que seran
descritas en parrafos posteriores (Abbas y Lichtman, 2004).

INMUNIDAD INMUNIDAD ADAPTATIVA
INNATA

Agente

& Linfocito B Anticuerpos
. q v w{é

epitelial
\&\'}{7/’ \ )
Fagocitos Linfocito T Células T efectoras
> Célula
g NK
4 &) _ /75{@
@ W B (&
G g -

Complemento

, Horas Dias
0 6 12 1 3 5
Tiempo de infeccion = == —

Figura 2.10. Principales mecanismo de la respuesta inmune innata y adaptativa
(adaptado de Abbas y Lichtman, 2004).
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2.2.3.1. Inmunidad innata (inespecifica, natural o nativa)

Las puertas de entrada mas comunes de microbios hacia el organismo huésped son la
piel, tracto digestivo y el tracto respiratorio. El epitelio que recubre los tejidos digestivos y
respiratorios cumple importantes funciones; su integridad evita la entrada de agentes
extrafios ejerciendo una funcién de barrera fisica; en segunda instancia, la humedad de
los epitelios retiene particulas que seran desplazadas hacia el exterior por medio del
sistema de cilios presentes en estos epitelios. La produccién de moco ejerce otra funcion
mecanica que ayuda a la eliminacion de agentes externos; mientras que el grado de
acidez o alcalinidad (pH) presentes en las diferentes regiones del tracto digestivo impiden
el establecimiento de algunos microorganismos evitando el desarrollo de infecciones
(Fearon y Locksley, 1996; Kogut, 2005). A nivel del epitelio también existen células
especializadas en capturar antigenos y transportarlos a los tejidos linfoides periféricos
(Mayer, 2003; Abbas y Lichtman, 2004). Aunque, no todos los organismos
multicelulares (vertebrados, invertebrados y plantas) poseen mecanismos inmunoldgicos
con el mismo grado de complejidad. Todos ellos poseen mecanismos intrinsecos que
siempre estan presentes y listos para reconocer y eliminar microbios, los cuales
constituyen el sistema inmune innato (SII). Se pens6 que la SII, era inespecifico y
que carecia de efectividad ante el combate de infecciones, actualmente se sabe que SII
puede responder especificamente hacia ciertos microbios, llegando a ser considerando
como un potente mecanismo de defensa capaz de controlar y eliminar infecciones antes
de que el sistema inmune adaptativo aparezca. Por otro lado, el SII, instruye al sistema
inmune adaptativo para responder hacia diferentes microbios de la manera mas efectiva,
e incluso el sistema inmune adaptativo se vale del SII para erradicar infecciones en un
efecto bi-direccional. En la Tabla 2.7., se mencionan los componentes del SII (Fearon y
Locksley, 1996; Medzhitov y Janeway, 1997; Beutler y Hoffmann, 2004).

2.2.3.1.1. Células del SII

El SII esta constituido principalmente por células antigeno-inespecificas o Fagocitos
(Tabla 2.7.). Los monocitos con vida media de algunos meses, emigran desde la médula
6sea hacia la circulacion general para alojarse en los diferentes tejidos, lugar donde se
diferenciaran a macroéfagos para actuar como centinelas ante cambios o presencia de
invasores (Qureshi, 1998). Los neutrofilos o heterdfilos en el caso de aves, presentan
una vida media de dias y no llevan acabo procesos de recirculacién, acceden a los tejidos
de forma similar a los monocitos, y son reconocidos como la primera linea de batalla ante
invasores (Harmon, 1998). En mamiferos un importante nimero de neutrofilos
permanecen unidos al endotelio vascular para después segregarse a partir de sefiales de
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alarma por parte de los centinelas o macréfagos, como fiebre y sefiales inmunes o
endocrinas (Goodeeris y Mast, 1999).

Tabla 2.7. Componentes del sistema inmune innato (adaptado de Abbas y Lichtman,
2004).

Barreras Fisicas y Quimicas:
= Barreras epiteliales
= Secreciones (mucina)
=  pH del estomago

=  Enzimas

Fagocitosis: 'Heteréfilos (Neutréfilos), Monocitos / Macréfagos y Trombocitos
células endoteliales y epiteliales.

Células asesinas naturales (NK=natural killer por sus siglas en inglés)
Via alterna de las proteinas del complemento
Citocinas

Proteinas plasmaticas:
= Lectina fijadora de manosa (MBL = manosa-binding lectin)
=  Proteina reactiva C (CRP = C-reactive protein)

"Presentes en aves a diferencia de los Neutrofilos observados en mamiferos.

2.2.3.1.2. Reconocimiento del antigeno (SII)

Los fagocitos migran a los sitios de infeccion como respuesta a quimioatrayentes (TNF y
IL-1) producidos previamente por el encuentro de un microbio con un fagocito
(Hernandez-Urzida y Alvarado-Navarro, 2001). En el sitio de la infeccion, el fagocito
se adhiere al endotelio vascular a causa de la liberacién de quimiocinas (proceso de
migracion extravascular), posteriormente el fagocito reconoce e ingiere al microbio para
darle muerte intracelular (Figura 2.10.) (Goodeeris y Mast, 1999; Kogout, 2005). El
SII reacciona hacia sustancias microbianas y no hacia no-microbianas, y en ocasiones
ante células dafiadas del huésped. El SII reconoce estructuras de los microorganismos
que generalmente le son Utiles para su supervivencia y capacidad de infeccion. Este tipo
de estructuras o “patrones moleculares asociados a patogenos” (PAMPs = pathogen-
associated molecular patterns, por sus siglas en inglés), no estan presentes en el huésped
y son compartidas por varios microbios del mismo tipo, algunos ejemplos de patrones
moleculares son (Mukhopadhyay et a/., 2004; Kogout, 2005a):
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a) Lipopolisacaridos residuos de manosa en glicoproteinas, la mayor parte de las especies
bacterianas presentan glicoproteinas con residuos de manosa a diferencia de las células
de mamiferos que terminan en N-acetil glucosamina o acido sialico.

b) Cadenas dobles de RNA presente en virus y no en mamiferos.

¢) Di-nucledtidos CpG no metilados presentes en el DNA bacteriano y no en mamiferos.

Los PAMPs presentes en los microorganismos, son reconocidos por receptores de
reconocimiento de patrones (PRR= pattern recognition receptors, por sus siglas en Ingles)
presentes en las células del SII. Los PRR y otros antigenos de superficie celulares
generalmente son compartidos en diferentes grados por las células del SII, por ejemplo:
fagocitos polimorfo-nucleares, monocitos, células dendriticas, células natural killer (NK), y
en cierto grado en células endoteliales y epiteliales. Dentro de la familia de los PRR,
encontramos ademas una serie de receptores de reconocimiento de patrones microbianos
denominados TLRs ( 7o//-like receptors, por sus siglas en inglés) (Mukhopadhyay et al.,
2004; Beutler, 2004). Las células del SII, como los macréfagos también presenta
receptores de aseo (SV = scavenger receptors, por sus siglas en inglés) de tipo manosa y
B-glucano, los cuales sirven para reconocer de forma directa los ligandos de la superficie
microbiana, y permitir su englobamiento y endocitosis. Otro tipo de receptores presentes
en los macrofagos, son receptores de opsoninas fagociticas que permiten reconocer
anticuerpos y factores del complemento (Martinez-Pomares et al, 2001; Peiser et
al., 2002; Herre et al., 2004).

2.2.3.2. Inmunidad adaptativa

En algunas circunstancias, microorganismos patdgenos evaden los mecanismos de
proteccion del SII y pueden invadir los tejidos del huésped. Bajo esta situacion, el sistema
inmune lleva a cabo una respuesta inmune de tipo adaptativo. La inmunidad adaptativa
(especifica o adquirida) es estimulada por la presencia de microorganismos que han
accedido a los tejidos del huésped, este tipo de respuesta se desarrolla de forma mas
lenta pero presenta una mayor duracion, pudiendo ser considerada mas efectiva y
adaptable hacia el agente infeccioso (Skerra, 2003; Abbas y Lichtman, 2004). En las
Tablas 2.8. y 2.9., se resumen algunas de las caracteristicas de la respuesta inmune
adaptativa, asi como sus distintos tipos de induccion y fases de desarrollo en el individuo
(Abbas y Lichtman, 2004).
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Tabla 2.8. Caracteristicas de la inmunidad adaptativa (adaptado de Abbas y Lichtman,
2004).

Inmunidad

1) Celular

Llevada acabo por linfocitos T y células NK.
Defensa contra infecciones intracelulares.
Solo reconoce antigenos proteicos.

2) Humoral
Llevada acabo por inmunoglobulinas o anticuerpos (linfocitos B).
Los anticuerpos reconocen estructuras proteicas, carbohidratos y lipidos.

Tipo de induccidn:

a) Forma pasiva

Transferencia de inmunoglobulinas y linfocitos de un individuo infectado o inmunizado
(vacunado) a uno no inmunizado, de una forma rapida e incluso antes de que el
individuo sea capaz de establecer una induccidn activa, por ejemplo, la transferencia de
inmunoglobulinas a partir del calostro de madres a su progenie en las primeras horas de
vida.

b) Forma activa

Inducida por alguna infeccién o vacunacion de un individuo, lo que ocasionaria una
respuesta inmune primaria mediada por linfocitos no sensibilizados (sin previo
contacto con el antigeno) y que conlleva produccion de anticuerpos especificos ademas,
de la creacion de linfocitos con memoria inmunoldgica. En un segundo contacto con el
mismo antigeno, se desencadena una respuesta inmune secundaria de mayor
magnitud, velocidad, duracién y eficiencia en relacion a la primera respuesta. Este
fundamento ha sido empleado hasta la fecha en los programas de vacunacion de
animales y humanos.

2.2.3.2.1. Reconocimiento del antigeno (SIA)

El sistema inmune adaptativo (SIA) esta constituido por células antigeno-especificas entre
ellas linfocitos (T y B) y sus productos (anticuerpos). Las células B presentan en su
membrana celular receptores correspondientes a inmunoglobulinas (BCR), mientras que
las células T presentan como receptores de membrana moléculas denominadas T cell
receptor (TCR). La diversificacion de estos receptores y de sus diferentes antigenos ocurre
a partir de una distribucién clonal por ejemplo, cada célula T y B presenta un solo idiotipo
de receptores para sus antigenos el cual es diferente al de otro clon de linfocitos, como
resultado de esta gran diversificacion se obtiene una alta especificidad para diferentes
antigenos (epitopes). Y debido a que el sistema inmune esta constituido por una gran
cantidad de clones de células con distintas especificidad, el nimero total o repertorio de
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linfocitos especificos para diferentes antigenos muestran ser extremadamente grande
(Chen et al., 1994; Masteller y Thompson, 1994; Goodeeris y Mast, 1999).

Las células B y sus receptores BCR, reconocen epitopes especificos y antigenos no
procesados de conformacion macromolecular por ejemplo, proteinas, lipidos,
carbohidratos y acidos nucleicos. Ademas, las células B son capaces de reconocer también
partes de estas macromoléculas o pequefios y simples grupos quimicos. Las células T y
sus TCR, reconocen principalmente antigenos procesados y desplegados por una célula
presentadora de antigenos (CPA) o macrdfago. El antigeno de naturaleza proteica es
procesado intracelularmente por CPA, la cual posteriormente expresara epitopes lineales
de 10 a 20 aminoacidos de este antigeno en asociacion al complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) de su membrana celular para que sea reconocido por las
células T (Chen et al, 1994; Masteller y Thompson, 1994; Goodeeris y Mast,
1999). Las poblaciones de linfocitos T pueden subdividirse en CD4* y CD8", los linfocitos
T CD4" reconocen los epitopes asociados al CMH clase II correspondiente a antigenos
exdgenos fagocitados por una CPA, y los linfocitos T CD8" reconocen los epitopes
asociados al CMH tipo I o antigenos enddgenos correspondientes a antigenos
citoplasmicos resultado de la trascripcion del antigeno dentro de una célula huésped, por
ejemplo una CPA infectada con algun virus.

Esta diferencia en el reconocimiento de antigenos provoca que las células T del tipo CD4*
sean reconocidas como células T cooperadoras, ya que permiten la presentacion del
antigeno a células diana a partir de la liberacion de citocinas. Mientras que las células T
del tipo CD8 son consideradas células T citotdxicas, ya que provocan muerte celular a
células diana infectadas, a partir de sefales de transduccion citotdxicas y factores
citotoxicos (Arstila et al,, 1994; Chen et al.,, 1994). A partir del estudio de los perfiles
de secrecién de citocinas de células CD4 de mamiferos fue posible diferenciar dos
subtipos celulares: células Thi, que se caracteriza por la secrecion de interleucina-2 (IL-
2), interferdn-y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral-a (TNF-a); y células Th2, que se
secretan IL-4, IL-5, IL-10 y factor transformador del crecimiento-p (TGF-B).
Reconociéndose también que el tipo de citocinas secretadas por cada subtipo de células,
tiene importantes implicaciones y efectos en las células dianas (Romagnani, 1995;
Ying, 1995; Umetsu, 1997):
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IL-12 -- células Th1l _, IL-2, IFN-y y TNF-B, mediadores en las diferentes reacciones
relacionadas con citotoxicidad e inflamacion. Por lo cual, estas células son importantes en
la activacion de la inmunidad mediada por células (células Thi, T, NK y macréfagos) como
respuesta a infecciones virales, bacterianas y parasitarias.

IL-4-- células Th2 ™ 14, IL-5, IL-6 e IL-10, estimulan la produccién de
inmunoglobulinas en los linfocitos B. Por lo cual, activan la respuesta inmune humoral en
células Th2 y B, para conferir proteccién ante microorganismos no intracelulares y
ademas inhiben la respuesta de macréfagos.

Tabla 2.9. Fases de la respuesta inmune adaptativa (adaptado de Abbas y Lichtman,
2004).

Los linfocitos T y sus receptores celulares para antigenos especificos, son considerados
la clave para la llevar acabo la respuesta inmune adaptativa:

1. Reconocimiento Linfocito no sensibilizado, localiza y reconoce al antigeno o
del antigeno microbio.

Requiere al menos 2 tipos de sefiales:
= Unién antigeno (Ag) al receptor de antigenos del linfocito
(tipo 1) requerida para establecer la respuesta inmune.
= QOtras sefiales colectivas (tipo 2) provistas por microbios y
por la respuesta inmune innata a estos microbios.
Expansion clonal, los linfocitos sensibilizados hacia un Ag
en particular se multiplican y crecen rapidamente.
Algunos linfocitos se diferencian hacia: linfocitos efectores
(producen sustancias para eliminar al antigeno).
3. Eliminacién del Algunos Linfocitos B, hacia células plasmaticas (secretan
antigeno o fase anticuerpos).
efectora Algunos Linfocitos T, hacia células NK (destruyen células
del huésped infectadas).
Incluso puede ayudarse de componentes del SII.

Ya eliminada la infeccion o contrarrestada, los estimulos hacia
linfocitos se detienen, la mayor parte de las células que
fueron activadas por antigenos llevan acabo muerte celular o

2. Activacion de
linfocitos

4, Declinacion

(homeostasis) . L i
apoptosis, y son rapidamente removidas por procesos de
fagocitosis sin desencadenar un estado de alarma.
Después de la respuesta inmunoldgica son conservados
. durante meses o anos linfocitos con memoria inmunoldgica
5. Memoria

que pueden responder de manera rapida a un repetido
encuentro con el antigeno.
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2.2.3.3. Diferencias entre inmunidad Innata e Inmunidad Adaptativa

Algunas de las principales diferencias establecidas entre el SII y el SIA son: a) el SII
responde en similar magnitud ante repetidas presentaciones con el mismo
microorganismo, mientras que el SIA lo hace de manera mas eficiente en posteriores
contactos con el mismo microorganismo; b) el SII es capaz de reconocer no mas de un
millar de patrones microbianos, mientras que el SIA presenta una gran especificidad y
puede reconocer cerca de un billén de diferentes antigenos no solo de origen microbiano;
c) el SII no tiene memoria y no reacciona contra el huésped, mientras que el del SIA
presenta memoria inmunoldgica y en ocasiones reacciona hacia células del huésped
(Abbas y Lichtman, 2004).

2.2.3.4. Inmunoglobulinas de las aves

Las inmunoglobulinas o anticuerpos, son un grupo de glicoproteinas presentes en el suero
y liquidos tisulares de animales. Parte de estas inmunoglobulinas pueden encontrarse
unidas a la superficie de células B y otra parte en forma libre en la sangre y linfa, siendo
el suero el lugar donde se encuentra su mayor concentracion. Las inmunoglobulinas son
producidas por células B activadas o células plasmaticas, como resultado de una previa
interaccion entre un linfocito y un antigeno especifico. De forma estructural, las
inmunoglobulinas son constituidas por cuatro cadenas polipeptidicas principalmente, dos
de ellas son denominas ligeras y dos pesadas, en la imunoglobulina una cadena ligera se
encuentra unida con una cadena pesada para forma un par que conforma un sitio de
unién para un antigeno (Figura 2.11.) (Leslie y Clew, 1969).

Figura 2.11. Representacion de la estructura general de una inmunoglobulina o
anticuerpo (adaptado de Sanchez Vizcaino, 2000).
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Algunas de las principales funciones de las inmunoglobulinas involucran reacciones
especificas de unién con el antigeno que origind su formacién o con una sustancia de
origen similar, neutralizando su actividad en el caso de toxinas, neutralizando su
capacidad infectiva en virus, o provocando su destruccion o eliminacion en bacterias y
parasitos (Leslie y Clew, 1969). En las aves han sido descritas tres clases de
inmunoglobulinas analogas a las inmunoglobulinas de mamiferos, IgA, IgM e IgY (IgG en
mamiferos). A pesar de que ha sido propuesta la presencia de inmunoglobulinas analogas
a la IgE e IgD de mamiferos, su presencia en aves no ha sido demostrada aun (Burns y
Maxwell, 1981; Chen et al/, 1982). Las inmunoglobulinas IgA e IgM del ave son
similares en el peso molecular, morfologia y movilidad electroforética respecto a sus
contrapartes en mamiferos. Por otro lado, la IgY es la inmunoglobulina de menor peso
molecular en el suero de animales oviparos, encontrandose principalmente de forma
sistémica aunque es posible encontrarla en contenido duodenal, lavados traquéales y
plasma seminal. Es denominada IgY, debido a que su cadena pesada es mayor y
antihigiénicamente diferente a la cadena pesada de la inmunoglobulina IgG de mamiferos
(Leslie y Clew, 1969; Warr et al., 1995).

2.2.3.5. érganos linfoides en el ave

Los drganos linfoides del sistema inmune del ave (Figura 2.12.) se dividen en drganos
linfoides primarios o centrales y drganos linfoides secundarios o periféricos. En los
organos linfoides primarios ocurre la maduracion de los linfocitos y en los drganos
linfoides secundarios se propicia el entorno adecuado para la presentacién de antigenos
entre la célula presentadora vy los linfocitos (Glick, 2000). La bolsa de Fabricio y el timo,
son considerados los 6rganos linfoides primarios del ave (Dietert y Lament, 1994). En
el caso de la bolsa de Fabricio también se ha descrito que puede ejercer funciones de
organo linfoide secundario. El bazo, la glandula de Halder, la medula dsea, las tonsilas
cecales y el tejido linfoide asociado a mucosas son considerados como érganos linfoides
secundarios (Glick, 2000).
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Figura 2.12. Diferentes 6rganos linfoides del pollo primarios (timo y bolsa de Fabricio) y
secundarios (Glandulas de Halder, bazo, tonsilas cecales, nddulos linfoides,
glandula pineal y diverticulo de Meckel).

2.2.3.5.1. El Timo

El timo de las aves esta constituido por seis o siete l6bulos de forma irregular localizados
subcutaneamente a ambos lados de las venas yugulares sobre la region toraxica del
cuello. El timo al igual que la bolsa de Fabricio, posee regiones corticales y medulares, en
el timo se produce la hormona timica que promueve la expresion de marcadores celulares
tipo T en las células de la medula ésea (Murthy et al, 1984). El reconocimiento de
antigenos en los linfocitos T en relacion a los linfocitos B, ocurre a partir de receptores
celulares (no inmunoglobulinas) tipo T (T-cell receptor = TCR) que reconocen sélo
antigenos de superficie y permanece como parte integral de la célula. A nivel de
membrana celular es posible identificar grupos de determinantes especificos o patrones
de diferenciacion (CD = Cluster of difererentation), que indican la fase de diferenciacion
celular del linfocito. En humanos se han descrito cinco TCR denominados CD3,
constituidos por polipéptidos complejos (v, §, ¢ &, ). De manera similar a humanos en
aves de describe también una molécula CD3 (Chen et al, 1986), y otra serie de
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moléculas TCR homologas a TCR de mamiferos y/c (TCR1) y TCR o/p (TCR2) (Chen et
al,, 1991).

2.2.3.5.2. El bazo

El bazo es considerado un dérgano linfoide secundario, en el pollo se encuentra localizado
dorsalmente respecto al I6bulo hepatico derecho (Nickel et al., 1977), algunos autores
describen la presencia de I6bulos adyacentes craneales o caudales al bazo, que sufren
hiperplasia en aves esplenectomizadas (Glick, 2000). El bazo sufre su mayor velocidad
de crecimiento durante las primeras 6 semanas de edad y logra su tamafio maximo a las
10 semanas de edad del ave (Glick, 2000). Al igual que el bazo de humanos, el bazo de
las aves esta constituido por pulpa roja y pulpa blanca. En la pulpa blanca se encuentran
localizadas zonas de tejido linfatico peri-arteriola (CTLP), centros germinales y regiones de
pulpa blanca peri-elipsoide. Se considera que la mayoria de los CTLP de la pulpa blanca
del bazo son timo dependiente y contienen linfocitos, macrdfagos y células dendriticas no
obstante, a escala de los bordes de CTLP también se pueden localizar algunos centros
germinales burso-dependientes. A partir de la arteria esplénica se origina la arteria central
que entra a la pulpa blanca y rodea todos los CTLP, la arteria central penetra las regiones
de pulpa blanca peri-elipsoide formando capilares peniciliformes que en sus regiones
medias estan rodeados por capilares elipsoides. Estos capilares elipsoides son revestidos
de células dendriticas asociadas a los elipsoides, la finalidad de este complejo sistema de
capilares es la de captar y muestrear la gran diversas sustancias que entran a traves de
los capilares (Glick, 2000).

2.2.3.5.3. La glandula de Halder, la glandula Pineal y los nédulos linfoides

La glandula de Halder, la glandula pineal y los nddulos linfoides del ave participa en el
sistema de vigilancia inmunoldgica en los diferentes sistemas del individuo. La glandula de
Halder se encuentra localizada en posicion ventral y postero-medial respecto a la orbita
del ojo (Mueller et al, 1971). La glandula de Halder, esta constituida principalmente
por linfocitos B y células plasmaticas (Thaxton, 1991) por lo cual, participa en la
activacion, proliferacion y diferenciacion de células tipo-B y en la produccién de
anticuerpos (Mueller et al., 1971; Gallego y GlicK, 1988; Scott y Savage, 1996).
La glandula pineal, participa en el sistema de vigilancia inmunoldgica a escala del sistema
nervioso. Algunos estudios (Cogburn y Glick, 1983), demostraron su papel en la
produccién de anticuerpos utilizando modelos de inoculacién con albimina sérica bovina,
y observando una respuesta en la produccion de anticuerpos contra este antigeno a los 5
dias pos-inoculacion. Por otro lado, el empleo de técnicas de inmunohistoquimica permitié
demostrar la presencia de inmunoglobulinas tipo IgA en la superficie luminal y peri
folicular de los foliculos pineales (Olah y Glick, 1991). Las acumulaciones linfoides o
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nodulos linfoides mas desarrolladas en el ave, se localizan en la regidn tibio-poplitea
posterior y de las venas femorales. Estos nddulos linfoides poseen conductos linfaticos
aferentes y eferentes, células T y B, centros germinales y prominentes sistemas de
sinusoides linfaticos (Olah y Glick, 1983; 1985). Su funcion, es la participacion en el
sistema de vigilancia inmunoldgica a nivel sistémico, esta funcion fue evidenciada a partir
de la inoculacién con antigenos en el cojinete plantar del ave que posteriormente
resultaba en un agrandamiento de los nddulos tibio-popliteos y femorales (McCorkle et
al., 1979).

2.2.3.6. Desarrollo del sistema inmune del ave

Los eventos mas importantes en el desarrollo del SI del ave comienzan durante la fase
embrionaria y contintan después de la eclosion (Goble, 1996; Ratcliffe et al., 1996).
Los principales dérganos linfoides son repoblados a partir de las migraciones de células
madres desde la médula 6sea hacia los distintos drganos con linfocitos tipo T y B. Entre
los dias 8 y 15 de desarrollo embrionario, células basdfilas migran hacia la bolsa de
Fabricio. En el caso del timo, el proceso de colonizacion con células madre tipo T ocurre
en tres oleadas de inmigracion (6-8, 12-14 y 18 y 20 dias de desarrollo embrionario)
(LeDouarin et al.,, 1984, 1990). Durante la primera semana de vida, ocurre un periodo
de migracion de poblaciones de linfocitos del timo y la bolsa de Fabricio hacia los
restantes organos linfoides como el bazo y los drganos linfoides asociados a mucosas
(Ciriaco et al, 2003). Durante este mismo periodo ocurren ademas una serie de
eventos educacionales o de formacion y eliminacién de células inumunes que tendran
como resultado la produccion de clones Unicos de linfocitos que posteriormente mediaran
la respuesta inmune del ave (Klaising, 1998a). A escala de o6rganos linfoides se ha
observado que posterior a la eclosion del ave, la bolsa de Fabricio incrementa su tamaifo
en 2% mas respecto al peso corporal del ave y en alrededor de un 3% a los 21 dias
(Dibner et al., 1998).

La lamina propia de la mucosa digestiva de pollos de un dia de edad, contiene poco
estroma (capilares, fibras reticulares y fibras musculares) y niveles pobres de linfocitos
(Bar-Shira et al, 2003; Bar-Shira y Friedman, 2005) que presentan una baja
actividad para la expresién de citocinas efectoras (IL-2 y IFNy) (Dunon et al.,, 1997). La
presencia de estos linfocitos podria coincidir con una de las primeras oleadas de
emigracion de linfocitos T desde el timo, y con la aparicion de linfocitos B a escala
periférica (Yamamoto et al,, 1977; Lawrence et al,, 1981). Posterior a los 4 dias de
edad, ocurre una segunda y mayor oleada de similar dinamica de emigracion de linfocitos
T y B hacia los tejidos digestivos (Friedman et al, 2003). Esta segunda oleada es
paralela al desarrollo del parénquima intestinal, e incluye a linfocitos activos y maduros
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que muestran una gran capacidad para expresar citocinas con funciones efectoras (IL-2 y
INFy) (Bar-Shira y Friedman, 2003). De acuerdo a Yason et al. (1987), la mayor
parte del tejido estromal, células mono-nucleares y ocasionalmente eosindfilos se van
incrementan en relacion a la edad del ave. En mamiferos, es reconocido que el sistema
neuroenddcrino participa en la regulacion del sistema inmune a escala digestiva ya que la
mucosa digestiva es extremadamente bien inervada, y algunos neurotransmisores como la
sustancia P, somatostatina y colecistoquinina pueden participar en la activacion de los
linfocitos T y B del tracto digestivo (Furnes y Costa, 1980; Bienenstock et a/.,, 1989).
En el caso de aves, el tracto digestivo también esta bien inervado y la presencia de la
sustancia P al momento de la eclosion es baja no obstante, la concentracion de la
sustancia P se va incrementando lentamente en relacion a la edad del ave hasta llegar a
su maximo a las 20 semanas de edad (Brodin et al.,, 1981).

2.2.3.7. Mecanismos de defensa del tracto digestivo de las aves

El estudio del tejido linfoide asociado al tracto digestivo (TLATD o GALT = Gut-asociated
lymphoid tissue por sus siglas en Inglés) adquiere gran relevancia cuando consideramos
que la mucosa digestiva del ave: 1) es una de las mayores barreras de contacto con el
medio externo debido a la gran superficie que puede representar (Bar-Shira y
Friedman, 2005), 2) es un punto critico para la entrada e invasion de diversos agentes
patdgenos para el individuo, sobre todo de aquellos que se replican en el epitelio digestivo
y que ocasionan importantes pérdidas al sector avicola (coccidias) (Schat y Myers,
1991), y 3) el TLATD es uno de los mayores sistemas inmunoldgicos del individuo, en
humanos el TLATD contiene una mayor concentracion de linfocitos en comparacion a otro
tipo de tejidos incluyendo nddulos linfoides y el bazo (Bienenstock y Befus, 1980), en
el caso de aves en los parrafos posteriores se ira describiendo su distribucion y presencia.

2.2.3.7.1. Distribucion horizontal del tejido linfoide asociado al tracto digestivo
de aves

La respuesta inmune a escala local juega un papel fundamental en la proteccion del ave,
estructuras inmunoldgicas bien definidas estan presentes a lo largo del tejido digestivo o
TLATD, entre ellos: la bolsa de Fabricio, tonsilas cecales, placas de Peyer, diverticulo de
Meckel y pequefias concentraciones de agregados linfoides (Schat y Myers, 1991;
Sklan, 2005). Los grupos celulares presentes en el sistema inmune a escala digestiva
son principalmente linfocitos T y B, y en una menor proporcion poblaciones celulares de
monocitos/macréfagos, neutrdfilos o heterdfilos, eosindfilos, basodfilos, mastocitos y
células NK (Lillehoj, 1993).
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2.2.3.7.1.1. Bolsa de Fabricio

La bolsa de Fabricio (BF), es un saco redondo de aproximadamente 1 cm de didmetro
localizado de forma adyacente a la cloaca, en su interior se encuentran localizados
foliculos que contienen linfocitos B, células plasmaticas y macréfagos. La BF, en los pollos
sufre un rapido crecimiento durante las primeras 3 semanas de edad, logra su maximo
crecimiento entre las 5 y 6 semanas de edad, e involuciona antes de la madurez sexual
del animal (Glick, 2000). El papel que desempefia la BF en la respuesta inmune del ave,
podria considerarse como la de un drgano linfoide primario y secundario a la vez ya que
puede ejercer funciones como parte del TLATD. La BF, se origina a partir de una
evaginacion de la region proctodea de la cloaca, este proceso también da origen a la
formacion de un conducto bursal que en su apertura contiene infiltrados difusos de
linfocitos T (Odend’hal y Breazaile, 1980). El conducto bursal permite la comunicacién
directa entre el lumen de la BF y el lumen intestinal, y las contracciones de la cloaca
permiten succionar y facilitar el muestreo de particulas o antigenos que acceden al interior
de la BF a través del conducto bursal. Este mecanismo permite que la aplicacion de
antigenos a través de la cloaca resulte en el desarrollo de una respuesta inmune que
evidencia el papel de la BF como 6rgano linfoide secundario (Sorvari et al.,, 1977).

Dentro del lumen de la BF, pueden observarse de 10 a 15 pliegues que pueden contener
de 8000 a 12000 foliculos. Cada foliculo presenta una corteza, una medula, un borde
cortico-medular y tejido folicular asociado al epitelio (TFAE) en la region medular (Glick,
1983). La presencia de células M en los TFAE puede facilitar los movimiento de antigenos
desde el lumen bursal hasta la parte interna de la médula del foliculo, lugar donde las
células B inmaduras sufririan un proceso de desarrollo (Sayegh et al, 2000). Los
marcadores celulares de las células B de la BF, se encuentran constituidos por
inmunoglobulinas asociadas a la membrana celular. Gilmour et al. (1976), reveld la
presencia de dos locis autosémicos Bu-1 y Thi utilizando anti-sueros especificos, estos
receptores identificados reconocen antigenos de linfocitos bursales / células B periféricas y
células timicas / células T periféricas de forma respectiva. También se han reportado
estructuras alélicas como Bu-1a (94 kDa) y Bu-1b (70 kDa) que son utilizadas durante las
fases de colonizacién de foliculos, y la de un antigeno Bu-2 distinto de Bu-1, que identifica
células Ig* y Ig” (Chen et al,, 1991).
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2.2.3.7.1.2. Tonsilas cecales

Las tonsilas cecales son acumulaciones de tejido linfoide localizadas en las regiones
proximales de cada uno de los sacos ciegos. Se considera que por su localizacion y por el
continuo contacto de las vellosidades de las tonsilas cecales con el contenido fecal, las
tonsilas cecales ejercen una funcién de centinelas del tejido linfoide periférico con
produccién de anticuerpos contra antigenos solubles (Jankovic y Mitrovic, 1967;
Orlans y Rose, 1970). De forma general la estructura de una tonsila cecal es
comparable a la de una placa de Peyer y su organizacion consiste en unidades esféricas
(alrededor de 400 unidades de este tipo) (Glick et al, 1981b). Cada unidad esférica
presentara una cripta central, tejido linfoide difuso y centros germinales. Las tonsilas
cecales presentan células plasmaticas productoras de inmunoglobulinas (IgM, IgG y IgA).
A los 5 dias de edad del ave, los linfocitos T y B ya estan presentes dentro de los centros
germinales de las tonsilas. El tejido linfoide en las tonsilas cecales esta distribuido en 2
areas: sub-epitelial o zona dependiente de células B; y zona profunda o zona dependiente
de células T. Los centros germinales pueden ser localizados en ambas zonas y contienen
macrdfagos en sus areas corticales. Aunque los macrdéfagos estan presentes de forma
global en las tonsilas cecales, su distribucion es mas orientada y presente a las areas de la
base del epitelio (Jankovic y Mitrovic, 1967; Orlans y Rose, 1970).

2.2.3.7.1.3. Placas de Peyer

Las placas de Peyer en aves estan localizadas en la region anterior del ileon cerca de la
union ileo-cecal. Algunos autores (Schat y Myers, 1991) sugieren que las placas de
Peyer aparecen alrededor de los 10 dias de edad, en aves de 12 semanas de edad se
pueden observar de 5 a 6 placas con un didmetro de 5 mm. No obstante, en pollos mas
adultos solo es posible encontrar una placa de Peyer de manera consistente en la region
anterior del ileon (Schat y Myers, 1991). Las vellosidades de las placas de Peyer son
anchas, presentan epitelio plano, carecen de células caliciformes y presentan micro-
pliegues pinociticos o células M. El area sub-epitelial de la placa de Peyer, contiene
agregados de tejido linfoide difuso y una gran cantidad de centros germinales. Los
centros germinales son rodeados de células reticulares y en el tejido linfoide difuso
pueden encontrarse macréfagos. De forma similar a las tonsilas cecales, dentro de las
placas de Peyer es posible diferenciar en las zonas sub-epiteliales, zonas dependientes de
células B y zonas dependientes de células T. En aves que fueron bursectomizadas se
observd una despoblacion celular de las zonas B-cell dependientes y zonas centrales
(Befus et al, 1980). La mayor parte de estas zonas presentan células positivas a
marcadores de tipo o/p T-cell receptor (TCR2) y células T cooperadoras (CD4) (Bucy et
al., 1988). Las células plasmaticas de las placas de Peyer son capaces de producir los
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tres tipos de isétipos de inmunoglobulinas (IgM, IgG e IgA) (Jeurissen et al.,, 1989;
1999; Schat y Meyer, 1991).

2.2.3.7.1.4. Diverticulo de Meckel

El diverticulo de Meckel tiene su origen en el saco vitelino o saco de la yema, su
estructura presenta dos secciones bien definidas (saco de la yema y tallo de la yema).
Estudios histoldgicos han descrito que en aves de 2 semanas de edad, el diverticulo de
Meckel tiene comunicacion con el lumen intestinal del yeyuno (Olah y Glick, 1984), y
esta comunicacion se pierde a las 6 semanas de edad (Jeurissen et al,, 1988). Durante
el periodo de involucién que va de las 2 a las 6 semanas de edad, en la seccién del saco
del diverticulo de Meckel se llevan a cabo procesos de mielopoyesis extramedular. En la
capa muscular del diverticulo de Meckel se localizan células de tipo granulocitos, mientras
que los monocitos se encuentran asociadas a la superficie de las células gigantes (Olah y
Glick, 1984). Se considera que la participacion del diverticulo de Meckel en las funciones
de mielopoyesis extra-medula y su papel en el TLATD no ha sido claramente bien definida
(Schat y Myers, 1991).

2.2.3.7.2. Distribucion vertical del tejido linfoide asociado al tracto digestivo de
aves (linfocitos de la pared intestinal)

A escala de la ldmina propia de la mucosa digestiva es posible encontrar una cantidad
importante de linfocitos de tipo B y T (principalmente CD4") (Jeurissen et al, 1989;
Bucy et al., 1988). Los linfocitos B son positivos a inmunoglobulinas tipo IgM e IgA, por
lo que la lamina propia también contiene células plasmaticas productoras de estas
inmunoglobulinas (Jeurissen et al, 1989). En el epitelio digestivo (duodeno, yeyuno e
ileon), la mayoria de los linfocitos intra-epiteliales (LIE) estan distribuidos entre los
distintos enterocitos o células epiteliales situados sobre la base o sétano de la membrana
basal (Ernst et al, 1985). De acuerdo a Back (1972), las poblaciones de LIE son
heterogéneas y estan constituidas en un 77% por linfocitos, 22% por leucocitos y 1% por
eosindfilos. Estudios con linfocitos marcados con *H-timidina, demostraron que los LIEs
pueden migrar desde la lamina propia hacia el epitelio de la mucosa (Back, 1972). En
otros modelos que emplearon aves timectomizadas se observd una reduccion en la
poblacién LIE en la mucosa digestiva, situacion que sugeriria un origen timico para estos
linfocitos (Back, 1970 ab).

Los estudios de comparacion entre los antigenos de superficie de las células T de aves
adultas con sus homdlogos en mamiferos, permitieron demostrar una posible distribucion
funcional y no solo anatdmica de los linfocitos presentes en la mucosa digestiva, por
ejemplo: las células T con marcadores CD3* estan localizados en la lamina propia y el
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epitelio; las células con marcadores CD4" y TCR2* se encuentran principalmente en la
lamina propia, submucosa y centros germinales de las tonsilas cecales; y células CD8* y
TCR1" estan presentes principalmente en el epitelio (Bucy et al,, 1988). Otros estudios
permitieron demostrar la presencia de linfocitos con actividad NK a escala intraepitelial
(Chai y Lillehoj, 1988; Lillehoj y Chai, 1998). En mamiferos, uno de los principales
mecanismos de defensa a escala de las criptas de la vellosidad lo constituyen la presencia
de células tipo Paneth, células que tienen la capacidad de producir sustancias con
capacidad antimicrobiana (lisozimas y defensinas) (Leer y Ganz, 1996; 2002). En el
caso de aves, se han identificado algunas defensinas a nivel de las criptas de la
vellosidad no obstante, no se han identificado aln a las células responsables de su
produccién o en su caso, presencia de células de Paneth (Bezuidenhout y Van
Aswegen, 1990), situacidon que podria sugerir que las células responsables de la
produccion de estas defensinas pudieran ser macréfagos o heterdfilos (Evans et al.,
1994; Brockus et al., 1998; Sugiarto y Yu, 2004).

2.2.3.7.3. IgA secretora (IgAs)

La presencia de una inmunoglobulina en el pollo denominada IgA diferente a IgG e IgM
fue reportada por primera vez por Lebacq-Verheyden et al. (1972). Posteriormente se
reportd que la IgA esta presente en grandes cantidades en las secreciones biliares y
secreciones intestinales (Lebacq-Verheyden et a/, 1972: Bienenstock et al., 1973;
Leslie y Martin, 1973). En secreciones biliares de pollo, se han cuantificado
concentraciones de 3.5 a 12.0 mg/ml (Bienenstock et a/., 1973; Mockett, 1986). De
forma similar a mamiferos, en aves la IgA puede estar presente en el suero en su forma
monomeérica y en las secreciones en su forma polimérica (trimeros o tetramero). De forma
contraria a los mamiferos, en el pollo la forma de dimero de la IgA es la mas comun en
las secreciones (Rose et al., 1981; Solari y Kraehenbuhl, 1985). La inmunoglobulina
IgA ha sido reconocida como un anticuerpo benigno ya que presenta una incapacidad
para unirse con los factores del complemento que pueden inducir una respuesta
inflamatoria. Otras de las funciones de la IgA, involucran la neutralizacién de virus y
bacterias que puedan adherirse al epitelio digestivo e invadirla; ademas participa en la
aglutinacion de antigenos para que queden atrapados en el mucus intestinal y facilitar su
eliminacion por parte del huésped. La IgA es protegida de la accion de las proteasas del
lumen intestinal por un componente secretor (glicoproteina) que es producido por las
células epiteliales, este componente secretor envuelve la fraccion Fc del dimero de la
inmunoglobilna y esconde los sitios sensibles a la accion de las proteasas (Cunninghan-
Rundles, 2001).
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2.2.3.8. El pollo de engorde, animal susceptible a padecer estrés e inmuno-
depresion y sus consecuencias

Uno de los principales objetivos en el area de produccion avicola es el de proporcionar y
mantener las condiciones dptimas de bienestar en los animales para lograr los mejores
indices productivos y las mayores rentabilidades (Sams, 2005). A pesar de todos los
esfuerzos realizados por los productores para llevar a cabo este objetivo, situaciones
como: estrés caldrico, altas densidades de poblacion, hipoxia (animales criados a grandes
altitudes), contacto con agentes infecciosos o no infecciosos (micotoxinas), practicas de
manejo y empleo de materias primas de menor calidad en las raciones, pueden estar
presentes de forma Unica o combinada en los actuales sistemas de produccion (Garcia-
Rubio, 2003; Cahaner y Deeb, 2004; Prado et al, 2005). Bajo este escenario, los
pollos de engorde criados en condiciones intensivas tienden a sufrir niveles variables de
estrés. En un nivel moderado de estrés cronico, el ave seria capaz de adaptarse e incluso
podria manifestar crecimientos aparentemente normales. No obstante, ante situaciones
simultaneas de mdltiples agentes estresantes el ave no llegaria a adaptarse y reaccionaria
de forma adversa (Garcia-Rubio, 2003). En aves, los cambios metabdlicos originados
como respuesta al estrés pueden afectar distintos niveles, por ejemplo:

1. Modificacion del tamafo de la glandula adrenal al incrementarse la liberacion de
corticosterona (Nir et al., 1975; Thaxton, 1982).

2. Atrofia del timo, bolsa de Fabricio, y bazo (Puvadolpirod y Thaxton, 2000ab),
una involucion temprana de la bolsa de Fabricio en pollos jovenes puede reducir
el estatus de inmunocompetencia del ave o resultar en inmunodepresién
(Thaxton et al, 1968; Dohms y Saif, 1984; Murray et al, 1987ab;
Mashaly et al., 2004;).

3. Cambios en la circulacién de leucocitos, por ejemplo, decremento en linfocitos e
incremento de heterdfilos (Puvadolpirod y Thaxton, 2000abc)

4. Menor crecimiento y menor absorcion de nutrientes (Puvadolpirod y Thaxton,
2000d).

Los problemas de imunodepresion en las instatalaciones avicolas debidos a la presencia
de estrés, pueden verse agravados si consideramos que las mejoras genéticas para lograr
un rapido crecimiento en las estirpes actuales de pollos de engorde han resultado en un
decremento en su estatus de inmunocompetencia (Lamont, 1998). Algunos estudios
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han encontrado que la seleccién para lograr un mayor crecimiento en los pollos de
engorde han resultado en una mayor susceptibilidad para padecer la enfermedad de
Marek (Han y Smiyth, 1972) y en una correlacion negativa con la producciéon de
anticuerpos contra glébulos rojos de borrego o respuesta inmune humoral (Siegel y
Gross, 1980; Van der Zijpp, 1983). Recientemente Cheema et al (2003)
compararon el estatus de inmunocompetencia de pollos de engorde representativos de
1957 contra aves de 2001, los resultados de estos estudios sugirieron que las estirpes
actuales de pollos de engorde (2001) presentan una disminucién en la capacidad de
respuesta inmune de tipo adaptativa, menores pesos relativos de los principales 6rganos
linfoides y mayor susceptibilidad de sufrir inflamacion respecto a las aves de 1957 (Tabla
2.10).

Tabla 2.10. Pesos relativos de los 6rganos linfoides de pollos de engorde representativos
de una estirpe moderna 2001 (Ross 308) y una estirpe de 1957 (Athens-Canadian)
(adaptado de Cheema et al., 2003).

24 dias de edad Estirpe 1957 Estirpe 2001
Peso vivo (kg) 201° 693°
Timo (%) 0.30 0.24
Bolsa de Fabricio (%) 0.46° 0.29°
Bazo (%) 0.18° 0.12°
Tonsilas cecales (%) 0.04° 0.03°

@ | etras distintas dentro de una mismas columna, son diferentes estadisticamente
(P<0.05).
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Los problemas relacionados con procesos de inmunodepresion en las parvadas
comerciales de pollos pueden incluir: mayor susceptibilidad a enfermedades, deficiente
respuesta a programas de vacunacion u otros antigenos (pobres niveles de anticuerpos
séricos), reacciones post-vacunales severas, complicacidon con agentes oportunistas,
manifestaciones atipicas de algunas enfermedades, interaccidn entre varios agentes
etioldgicos, incremento en la conversion alimenticia, mayores mortalidades, pobre
crecimiento y desuniformidad en las parvadas (Quiroz, 2000).
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2.2.4. Oportunidades para mejorar la salud intestinal y la salud del ave

La seleccion genética para lograr un rapido crecimiento en las estirpes actuales de pollos
de engorde comerciales ha resultado también en cambios estructurales en su sistema
digestivo, en el apetito y el sistema inmunitario (Denbow, 1994; Dunnington y Siegel,
1996; Cheema et al.,, 2003). Ante esta situacion, algunos autores han sugerido que las
oportunidades para mejorar la eficiencia en la utilizacion de nutrientes en aves pueden ser
divididas en aquellas que afecten el desarrollo intestinal, el mantenimiento intestinal y la
salud e inmunidad (van der Klis y Jansman, 2002; Dibner y Richards, 2004;
Richards et al., 2005).

2.2.4.1. Desarrollo y Mantenimiento

Los pollos de engorde al dia de la eclosién presentan un saco vitelino, proventriculo,
molleja e intestino delgado mas pesado en relacion a otras aves de menor velocidad de
crecimiento (Nitsan et al, 1991b). Esta y otras caracteristicas, han dado hincapié a
desarrollar lineas de investigacion en pollos de engorde y pavos encaminadas a evaluar
las ventajas de potenciar el consumo de nutrientes o del alimento al momento de la
eclosiéon o inclusive dias previos a este (alimentacion in-ovo) sobre los parametros de
crecimiento, desarrollo muscular y del sistema inmunitario (Dibner et al., 1998; Noy y
Sklan, 1999; Halevy et al, 2003). Investigaciones en el area de fisiologia digestiva
han demostrado que la presencia de nutrientes en el tracto digestivo del ave es un factor
esencial para favorecer su desarrollo (Moran, 1985: Biviano et al., 1993). De forma
contrastante, los efectos de la restriccion del alimento horas seguidas tras la eclosion del
pollo, se reflejan de forma negativa en el crecimiento, en el desarrollo de la mucosa
digestiva (atrofia) (Uni et al, 1998; Geyra et al, 2001b) y en perturbaciones del
proceso de sintesis y secrecion de la capa de mucosidad o mucina de la mucosa digestiva
(Uni et al., 2003b; Smirnov et al., 2004).

Algunos estudios han mostrado que proporcionar alimento a los pollos durante las
primeras 48 hr posterior a la eclosion puede favorecer la utilizacion de nutrientes del saco
vitelino (proteina y grasa) y una rapida reabsorcion, ademas de un mayor crecimiento e
incremento del peso del intestino delgado en relacién a los animales que son sometidos a
un ayuno (Noy y Sklan, 1998; Noy y Sklan, 1999). Por otro lado, la implementacion
de programas de alimentacion in-ovo, puede favorecer el desarrollo digestivo del ave, el
cual es traducido en un mayor didmetro de intestino delgado, mayor altura de las
vellosidades (Uni y Ferket, 2004; Tako et al, 2004; Uni et al, 2005) y mayor
desarrollo de las células caliciformes de la mucosa digestiva al momento de la eclosion
(Smirnov et al., 2006). De hecho, los resultados de estos estudios mostraron que los
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beneficios obtenidos en el desarrollo del tracto digestivo de las aves alimentadas in-ovo,
la mayoria de las veces eran reflejados en mayores pesos corporales a la eclosion y al
final de los experimentos.

La tasa de recambio celular y el mantenimiento de la integridad de la mucosa digestiva,
son factores que pueden tener significativas implicaciones en la eficiente utilizacion de
nutrientes por el animal (Montagne et al/, 2003; Dibner y Richards, 2004). La
mucosa digestiva no solo representa una de las mayores areas de superficie de contacto
con el medio externo del animal, ademas representa la mayor tasa de renovacion celular
respecto a cualquier otro tejido del organismo (Cant et al, 1996; Gewirtz et al.,
2002). En el pollo de engorde la tasa de renovacion celular estd acomparniada de una
gran tasa metabdlica que puede significar un gasto en energia de un 20-23 a un 36% del
total corporal (Summers, 1991; Cant et al, 1996). La mucosa digestiva utiliza de
forma preferente sustratos que incluyen glucosa, glutamina y glutamato para sus
procesos metabdlicos no obstante, la mucosa digestiva también puede participar en la
degradacion de aminoacidos de cadena ramificada, esenciales y en ocasiones limitantes
(metionina, treonina y lisina) (Watford et al., 1979; Wu, 1998).

En el pollo, la sintesis proteica del tracto digestivo ha sido estimada entre 1.3 y 6.6 g/dia,
con tasa fraccional de sintesis del 49 al 77% (Bryan et al.,, 1983; Muramatsu et al.,
1987; Cant et al., 1996), se considera que las perdidas de proteina corporal a escala
digestiva estan relacionadas con secreciones digestivas enzimaticas, perdida de células
epiteliales apoptodticas y demandas de energia de los mecanismos de transporte activo de
iones y nutrientes (Smith et al, 1990). La importancia de que la mucosa digestiva
utilice aminoacidos como fuentes de energia, radica en que parte de estos aminoacidos
no seran destinados para la sintesis muscular en el animal (Kidd, 2000; Dibner y
Richards, 2004). En animales monogastricos una parte representativa de los nutrientes
del tracto digestivo pueden ser empleados en la sintesis y secrecién de mucina digestiva
(Montagne et al., 2004). Considerando que la mucina digestiva puede ser catabolizada
por las bacterias digestivas y/o ser eliminada de forma normal durante la constante
renovacion del la mucosa (Moncada et al, 2003), algunos autores han sugerido que
una excesiva produccion de mucina como respuesta a una gran proliferacion bacteriana
puede resultar en mayores perdidas enddgenas o ser incompatible con absorcidén de
nutrientes de la mucosa digestiva (Hoskins, 1984; Houdijk et al., 1999; Jeurissen et
al.,, 2002). De hecho, los aminoacidos treonina, serina y prolina han sido empleados
como indicadores de pérdidas enddgenas proteicas asociados con la produccién de
mucina (Montagne et al,, 2004). Por otro lado, a pesar de que el patron optimo de
sintesis y secrecion de la mucina digestiva en el tracto digestivo sigue siendo desconocido,
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su rol critico en la proteccion y en la salud de mucosa digestiva es ampliamente
reconocido (Jeurissen et al., 2002; Moncada y Chadee, 2002).

En la actualidad, la edad al sacrificio del pollo de engorde sigue reduciéndose gracias al
continuo progreso genético, aunado a este importante factor, el éxito de los actuales
sistemas de produccion puede verse favorecido con la formulacion y empleo de dietas de
alta calidad, capaces de estimular el desarrollo del sistema digestivo (enterocitos y
sistemas de defensa) y el sistema dseo del ave durante los primeros dias de vida. Estas
practicas pueden ser traducidas en términos de mayor capacidad de ingestion de alimento
e integridad del esqueleto, aspectos basicos para incrementar la eficiencia productiva del
ave (Didner y Richard, 2004; Leeson, 2006). En pollos de engorde se ha sugerido
que por cada gramo extra logrado en el peso vivo del ave al dia 7 de edad, pueden
obtenerse 5 g gramos extras de peso vivo al dia 49 de edad (Leeson, 2006).

2.2.4.2. Inmunidad y Microflora

Los factores dietarios que puedan producir cambios drasticos en la microflora digestiva del
ave, adquieren un especial interés ante la presencia de estrés en las instalaciones avicolas
y de animales susceptibles a sufrir inmunodepresion como los actuales pollos de engorde
(Lamont, 1998; Qureshi et a/, 1998; Hoerr, 1998). Ante la ausencia de APC en las
dietas de estos animales, la suma de factores adversos (ambientales, dietarios y
microbianos) pueden predisponer a la presentacién o el agravamiento de cuadros de
enfermedades digestivas subclinicas y clinicas (Kaldhusdal, 2003). Una de las
oportunidades para afrontar situaciones adversas asociados con los problemas de
inmunodepresion en las parvadas comerciales de pollos de engorde, es la de mantener
una adecuada activacion del sistema inmunitario en el ave, a un nivel que le permita
mantenerlo funcional o que le evite situaciones de inmunodepresion sin llegar a ocasionar
una excesiva inmunoestimulacién que resulte en la depresion del crecimiento o reduccién
de la eficiencia alimenticia (inmunomodulacién) (Adams, 2004).

De acuerdo a Richards et al. (2005), los estudios realizados hasta la fecha sobre las
poblaciones bacterianas del tracto digestivo de los animales muestran ser controversiales,
ya que el nimero de bacterias reportadas depende en gran magnitud de factores como la
region digestiva muestreada, la técnica utilizada (cultivo tradicional o técnica molecular),
tipo de dieta, localizacion geografica y otros factores. Por otro lado, los datos reportados
sobre las descripciones de la microflora digestiva de animales, podrian considerarse
incompletos debido ha que se menciona que la mayor parte de las bacterias digestivas no
han podido ser aisladas aun por técnicas de cultivo tradicionales, y que la mayoria de las
encontradas por técnicas moleculares continlan siendo desconocidas (Apajalahti,
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2003). Ambas situaciones supondrian que actualmente las dos grandes oportunidades
para la investigacion en el area de produccién animal estarian encaminados a: 1)
determinar el balance éptimo de especies microbianas digestivas que permitan mejorar el
status de salud y mantenimiento del sistema digestivo del animal, para maximizar el
crecimiento y minimizar los costos de produccidon de animales mantenidos bajo
condiciones comercial de produccion; y 2) desarrollar las dietas y estrategias que
permitan establecer esta microbiota, sobretodo a temprana edad de las aves cuando la
funcion y la microflora del tracto digestivo comienzan a desarrollarse (Adams, 2004).
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2.2.5. Sustancias empleadas en alimentacion de aves para favorecer la salud
intestinal y la inmunidad

Las nuevas tendencias en la nutricion moderna, promueven que el alimento destinado a
aves comerciales no solo tiene que proveerle un adecuado nivel de nutrientes de alta
disponibilidad, ademas de esta importante caracteristica, aspectos de seguridad y
ausencia de patdgenos toman un papel cada vez mas importante. El alimento debera ser
capaz de modular la microflora digestiva que permita el control de desérdenes digestivos,
proteger al ave de los estragos de la oxidacion, mitigar el desarrollo de enfermedades no
infecciosas y mantener un sistema inmune eficiente para afrontar las enfermedades
infecciosas. Para lograr este objetivo y ante la ausencia de APC en alimentacion animal, el
empleo de cierto tipo de nuevas sustancias denominas “nutricinas” debido a sus
capacidades de ejercer efectos de tipo nutritivos y en la salud del animal, resultan muy
interesantes en el area de nutricion de aves (Adams, 1999; 2004). Los nuevos aditivos
denominados “nutricinas” pueden ejercer una amplia gama de mecanismos de accion que
pueden ir desde favorecer la calidad e higiene del los alimentos hasta evitar la
presentacion de enfermedades en el animal, algunos de los principales ejemplos de estos
nuevos aditivos empleados en alimentacién de aves asi como sus mecanismos de accién
se describen a continuacion.

2.2.5.1. Acidificantes o Acidos organicos

En un principio uno de los mecanismos de accién de los acidos organicos, fue basado en
la capacidad de estas moléculas para reducir el pH del contenido digestivo (Gauthier,
2005). Actualmente, las experiencias generadas de su empleo en la industria alimentaria
como agentes preservadores, han proporcionado importante informacion sobre otros
mecanismos de accidon. Los acidos organicos no disociados o no ionizados, pueden
acceder a células bacterianas pH sensitivas (£. colj Salmonella spp, C. perfringens,
Listeria monocytogenes, Campylobacter spp), provocando desequilibrios en los gradientes
del pH celular (internos y externos) que seran incompatibles con la fisiologia normal y el
desarrollo del microorganismo (Presser et al, 1997; Brul y Coote, 1999). Otra
importante aplicacion de los acidos organicos, ha sido su empleo como primera linea de
defensa ante la contaminacién y el crecimiento de hongos, capaces de producir
micotoxinas en materias primas y alimentos almacenados (Holmberg et a/., 1989). Los
acidos organicos también son utilizados como una alternativa viable para reducir la
incidencia de desordenes gastrointestinales en lechones, ya que tienen la capacidad de
inhibir el desarrollo de bacterias patdgenas en un ambiente complejo de alta humedad
como el sistema digestivo (Partanen y Mrzoz, 1999). De manera general se considera
que, en relacion a la utilizacion de antibidticos, los acidos organicos muestran resultados
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mas limitados y variables (Huyghebaert, 2003). A pesar de estas consideraciones en
avicultura, el empleo en la dieta de mezclas de acidos organicos (férmico y propidnico)
fue capaz de reducir la proliferaciéon de Sa/monella (Thompson y Hilton, 1997) y
Campylobacter (Chaveerach et al, 2004). De acuerdo a Huyghebaert (2003) y
Mroz (2003), los acidos organicos podrian ejercer un rol en el desarrollo de la mucosa
digestiva, al servir como una fuente de energia de rapida asimilacion para las células
digestivas. Algunos autores también han sugerido que su utilizacion en avicultura debe ser
racionalizada ya que bacterias como Sa/monella pueden desarrollar mecanismos de
resistencia cuando se utilizan acidos organicos similares durante periodos de tiempo
prolongados (Van Immerseel et al., 2002).

2.2.5.2. Enzimas exdgenas

La aplicacion a escala practica de enzimas exdgenas en avicultura, se debidé en gran
medida a que fue reconocido que los PNA solubles presentes en cereales como el
centeno, la cebada, el trigo y el triticale, cereales considerados viscosos, interferian los
procesos de digestion y absorcion de nutrientes. A escala practica fueron desarrolladas
enzimas de tipo carbohidrazas entre ellas B-glucanasas para el caso de la cebada y
pentosanasas para el trigo y el centeno (Choct, 2006). Los mecanismos de accion de las
enzimas dietarias o carbohidrazas adicionadas en alimentos para aves con grandes
concentraciones de PNA, pueden incluir los siguientes mecanismos: reduccion de la
viscosidad e incremento de la velocidad de transito del contenido digestivo y del alimento,
ambos efectos son reflejados en una mayor capacidad de digestion y absorcion de
nutrientes y en la generacion de una menor cantidad de substratos disponibles para que
microorganismos fermentadores proliferen a nivel del intestino delgado. De esta forma,
los procesos de digestion enzimatica enddgena del sistema digestivo pueden verse
restaurados a un estado normal y eficiente y por otro lado, los efectos nocivos que los
PNA ejercen sobre la productividad del animal podrian verse contrarrestados (Bedford y
Classen, 1992; Huyghebaert, 1995; Bedford, 2000b; Brufau et a/., 2006).

Las enzimas dietarias pueden reducir la multiplicaciéon de bacterias a nivel del iledn, a
nivel de los ciegos, los productos resultantes de la accion de las enzimas exdgenas
pueden ser utilizados como sustratos por bacterias fermentadoras, pudiéndose verse
incrementada la produccion de acidos grasos volatiles que favorezcan la proliferacion de
bacterias benéficas (Bifidobacterias) y supriman la proliferacion de bacterias patdgenas
(Campylobacter, Salmonella, Clostridium) (Apajalahti y Bedford, 1999; Bedford,
2000b; Fernandez et al.,, 2000). Otro efecto importante atribuido a las enzimas
exogenas, es el de poder disminuir las descargas de nutrientes no digeridos por al animal
al medio ambiente. Este efecto benéfico, puede ser bien ejemplificado con la utilizacion de
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enzimas de tipo fitasas, las fitasas pueden mejorar la digestibilidad del acido fitico de los
ingredientes de un 25 a un 70% en dietas para aves (Choct, 2006). Aparentemente, la
magnitud de los efectos que las enzimas exdgenas de tipo carbohidrazas pueden ejercer
en las productividad del ave, podria estar condicionada al tipo de sustrato presente en los
alimentos, observandose grandes respuestas en dietas elaboradas con cereales de pobre
calidad o viscosos (centeno, cebada y trigo) y limitada en dietas elaboradas con cereales
de alta calidad o no viscosos, como es el caso del sorgo y maiz cereales utilizados en la
elaboracion de dietas para aves en paises americanos (Elwinger y Teglof, 1991;
Choct, 2006). No obstante, la necesidades actuales de utilizar cereales como el maiz en
la produccion de combustibles o bio-combustibles, puede resultar en una mayor utilizacion
de cereales viscosos, subproductos, granos procedentes de la industria de la destileria o
ingredientes menos convencionales en alimentacion animal, situacion que motivaria la
investigacion hacia la produccién de nuevas enzimas para este tipo de nuevos sustratos
(Choct, 2006)

2.2.5.3. Prebidticos, probioticos y simbioticos

El uso de sustancia prebidticas y microorganismos probidticos pueden representar dos
alternativas potenciales para el control de enfermedades digestivas en avicultura
(Patterson y Burkholder, 2003). Los “probidticos” (pro-vida), han sido definidos como
microorganismos vivos que al ser suplementados al alimento de animales, pueden
provocar efectos benéficos en el huésped al mejorar el balance intestinal de
microorganismos (Fuller, 1989). Las sustancias denominadas “prebidticos” son
ingredientes no digeribles que al ser ingeridos por el animal pueden ser utilizados como
sustratos por bacterias especificas digestivas, provocando una estimulacion del
crecimiento y actividad de grupos selectivos bacterianos en los 6rganos digestivos
(Gibson y Roberfroid, 1995). La utilizacion de forma conjunta de sustancias prebidticas
que sirven de sustrato para la proliferacion y actividad de microorganismos probidticos
con la finalidad de mejorar el balance de microorganismos y condiciones digestivas del
animal, ha sido definida como productos “simbioticos”.

En la UE hasta el 2006, fueron autorizadas de forma provisional o final 22 preparaciones
de microorganismos probidticos como aditivos alimenticios para produccion animal.
Dentro de ellos 7 correspondian a probidticos autorizados para avicultura, todos ellos
autorizados en pollos de engorde, uno en pavos y uno en gallinas ponedoras. Los
organismos autorizados para avicultura correspondian a géneros bacterianos de
Enterococcus, Bacillus 'y en un caso Pediococcus (EC: DG health y Consummer
Protection, 2006). Otros microorganismos utilizados como aditivos probidticos son las
levaduras de las especies de Saccharomyces cerevisiae o Kluyveromyces (Anadon,
2006). Dentro de las sustancias prebidticas, los principales aditivos corresponden a
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productos a base de fructooligosacaridos (FOS, oligofructuosa e inulina). No obstante,
otro tipo de productos también han sido investigados para llevar acabo esta funcion en el
animal: trans-galactooligosacaridos, glucooligosacaridos, glicooligosacaridos, lactulosa,
lactitol, maltooligosacriodos, xilooligosacaridos y los siguientes polisacaridos:
fructooligosacaridos,  agarooligosacaridos, = mananooligosacaridos,  arabinoxilanos,
estaquiosa, rafinosa y sucrosa (Monsan y Paul, 1995, Orban et al., 1997; Patterson
et al., 1997; Piva 1998; Collins y Gibson, 1999).

De forma similar a otros nuevos aditivos, los mecanismos de accion de los
microorganismos probidticos y sustancias prebidticas son conocidas solo en parte. De
acuerdo a distintas investigaciones realizadas en humanos y animales, los mecanismos de
accion que estos aditivos pueden ejercer en el tracto digestivo del huésped, incluyen los
siguientes efectos: competicion por sitios y sustratos bacterianos; produccion de
compuestos toxicos que inhiben el crecimiento de microorganismos patdégenos; reduccion
de la colonizacién de bacterias patdgenas; modificacion de las poblaciones bacterianas;
modificacion del sistema inmunitario; prevencion de cancer y reduccion de los
triglicéridos, colesterol y otros compuestos (amonio, escatol, indol, p-cresol y fenol)
(Walker y Duffy, 1998; Gibson y Fuller, 2000, Simmering y Blaut, 2001). De
acuerdo a Simon (2003), quien evalud los resultados de 22 experimentos publicados
sobre la utilizacion de probidticos en dietas de pollos de engorde y pavos, la magnitud de
las respuestas en la productividad de las aves por la utilizacién de estos aditivos en
ocasiones fueron nulas o adversas, mientras que en las pruebas favorables muchas veces
no fueron estadisticamente significativas. El mismo autor sugirid que las causas de la
gran variacion de los resultados podria deberse a que los probidticos pueden ejercen un
mecanismo de accion sobre las comunidades bacterianas digestivas no obstante, las
condiciones medioambientales microbianas y el estatus intestinal de los distintos animales
empleados en estos estudios podrian ser muy distintos entre ellos.
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2.2,5.4. Extractos de naturales o aceites esenciales

Por muchos afios la terapia natural y la industria de la medicina alternativa han utilizado
hierbas, especies y aceites esenciales como sustancias naturales con propiedades
farmacéuticas en humanos (Mitscher et a/, 1987) no obstante, su utilizacion en
animales como la finalidad de promover el crecimiento o prevenir enfermedades se
considera relativamente nueva (Kamel, 2000). Algunas de las definiciones (Webster’s
Encyclopedic Cambridge, 1989) que podriamos utilizar para algunas de estas nuevas
sustancias serian las siguientes:

»  Aceites esenciales: aceites volatiles obtenidos de plantas y que poseen el olor y
las caracteristicas propias de la planta; son utilizados principalmente para la
elaboracion de perfumes, saborizantes y farmacéuticos (extractos obtenidos por
hidrodestilacion).

» Hierbas: plantas con flor cuyos tallos no llegan a ser arbolados ni persistentes,
plantas valoradas por sus propiedades médicas, sabores, esencias u otras
similares.

= Botanicos: Drogas hechas a partir de una planta (hojas, raices, cortezas, etc).

De forma normal las plantas han desarrollado la capacidad de sintetizar una gran
diversidad de metabolitos secundarios de bajo peso molecular que le sirven para
interactuar con el medio ambiente, para defenderse del estrés fisioldgico o
medioambiental y ante depredadores y patdgenos. De la amplia gama de estos
compuestos quimicos, muchos de ellos presentan propiedades tdxicas mientras que otros
pueden ocasionar efectos benéficos en los productos alimenticios y en el metabolismo del
animal. De estos Ultimos, algunos pueden ser especificamente enriquecidos y
estandarizados eventualmente en sustancia botanicas o fitobidticos (WenK, 2006).
Algunos ejemplos de sustancias quimicas derivadas de plantas asociadas con sus
propiedades aromaticas incluyen compuestos como terpenos, fenoles, acidos organicos,
alcoholes, aldehidos, y cetonas. En las plantas, especies y frutos pueden citarse: sabidina
(nuez moscada), cinamaldehido (canela), eugenol (clavo), carvacrol (orégano), cineol
(cardamomo, romero, salvia, eucalipto y laurel), linalol (cilantro), cuminaldehido (comino),
acetol (anis), ftalidos (apio), apiol (perejil), trogonellina (alholva), capsaicina (cayena,
pimiento rojo), piperina (pimienta), alil-isotiocianato (rabano picante y mostaza),
zingerona (jengibre), alicina (ajo), timol (tomillo) y mentol (menta), ademas pueden
incluirse sustancias presentes en diversas plantas como saponinas, flavonoides, taninos y
otras (Santoma et al., 2006).
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Los mecanismos de accién de los compuestos presentes en los productos botanicos
podrian incluir distintos efectos: activacion de consumo del alimento y secrecidon de jugos
digestivos; estimulacion del sistema inmunitario; propiedades antibacterianas,
cocciodiostaticas, antihelminticas y antivirales; ademas de efectos anti-inflamatorios y
antioxidantes (Wenk, 2006). En estudios /n vitro, el ajo ha mostrado un efecto inhibidor
antimicrobiano para bacterias como E£. coli Salmonella sp., Campylobacter sp.,
Staphylococcus aereusy Clostridium perfringens (Amagase et al.,, 2001). De acuerdo a
Adams (1999), el efecto antimicrobiano de los compuestos derivados del clavo
(eugenol), mostaza (alil-isotiocianato), canela (cinamaldehido) y el ajo (alicina) podria
considerarse fuerte; del comino (p-cimene), cilantro (lialol), orégano (carvacrol), romero
(cineol), salvia (cifelo) y tomillo (timol) medianos; mientras que el jengibre y pimienta
podrian considerarse débiles. En aves se observd que la utilizacién en conjunto de varios
extractos (pimienta, ciruela y otros) en la dieta, mostrd ejercer efectos antimicrobianos y
de reducir la oxidacion de los lipidos en la carne del pollo o en el proceso de rancidez de
esta (Pokorny, 1999; Nam y Ahn, 2003; Mitsch et al, 2004). Por otro lado, se
considera que por si solos o en combinacion, los extractos de plantas o productos
botanicos no llegan a ejercer efectos sobre el control total o tolerancia cero para ciertos
patdgenos (Ricke et al., 2005). La mayoria de las propiedades antioxidantes observadas
en frutas y vegetales, han sido asociadas a su contenido de compuestos fendlicos con
grupos reactivos hidroxilos (catecinas, acido galico, acido colinérgico), acido
neocolinérgico y otros compuestos de tipo antocianinos, carotenoides y flavonoides (Guo
et al,, 1997; Donovan et al., 1998; Stacewicz-Sapuntzakis et a/., 2001).

Posiblemente, la lista de productos botanicos o fitoquimicos podria ser mas extensa, ya
que hasta el dia de hoy la informacién obtenida sobre sus aplicaciones y mecanismos de
accidn es muy pequefia en relacion al gran area de conocimiento que pueden representan
estas nuevas sustancias (Roura, 2003). Por otro lado, la aplicacion de extractos
naturales en animales de produccion se basa mayoritariamente en extrapolar
conocimientos obtenidos de la medicina homeopatica (Roura, 2003). De los cuales,
muchos de los mecanismos antimicrobianos fueron constados en pruebas /in vitro, y solo
un numero limitado de ellos en animales (Losa y Kohler, 2001). En ocasiones la gran
cantidad de diferentes componentes presentes en las mismas plantas, obliga a que bajo
ciertas circunstancias se tengan que incluir dosis elevadas de 10 y 100 veces de ciertos
extractos en relacion a la dosis normal de APC (Cepero-Briz, 2005).
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2.2,5.5. Inmunomoduladores

La modulacién del sistema inmune del animal podria adquirir una gran relevancia ante la
situacion actual de restricciones graduales de APC, y de medicamentos utilizados para
proteger a los animales mantenidos en ambientes con gran presencia de desafios
microbianos. En la industria de la alimentacién animal, se han identificado una gran
cantidad de moléculas (betaina, vitaminas, minerales, acidos grasos y aminoacidos),
algunas de ellas de gran peso molecular (polisacaridos, proteinas, glicopéptidos, y
nucledtidos) capaces de ser usados como sustancia estimulantes del sistema inmune de
animales. De hecho, la industria acuicola desde hace algunos afios ha venido utilizando
polisacaridos de tipo B-glucanos procedentes de las paredes celulares de levaduras (S.
cerevisiae), y sustancias antioxidantes como carotenoides y tocoferol con la finalidad de
incrementar la supervivencia (Adams, 2004), y optimizar la respuesta inmune de estos
animales (Chew, 1993). Una de los principales dudas acerca del empleo de inmuno-
estimulantes en alimentacion animal, es la dificultad para predecir hasta que punto puede
llegar a ser estimulado el sistema inmune de un animal para mantenerlo activo y capaz de
defenderlo ante desafios medioambientales, sin que este le represente una reduccion en
su crecimiento o eficiencia alimenticia (inmunomodulacion). Por ejemplo, algunos estudios
en cobayos infectados con el virus de encefalitis equina y alimentados con niveles
farmacoldgicos de vitamina E, mostraron un deterioro en el crecimiento de estos animales
por la interaccion de los factores (Nokels, 1979). En el caso de pollos, la utilizacion de
niveles altos de acido ascorbico fue capaz de reducir las lesiones asociadas con
Micoplasmas y £. coli no obstante, estas aves también mostraron una menor eficiencia
alimenticia (Gross, 1992).

Otro ejemplo de inmunomodulacién que comienza ha ganar interés ante la ausencia de
APC en alimentacion animal, es la inmunizacién pasiva o aplicacion de anticuerpos
especificos a un individuo antes o después de la exposicidn con agentes capaces de
provocarle enfermedad (Berghman et al, 2005). El calostro bovino y la yema del
huevo de gallinas procedentes de animales hiperinmunizados han sido utilizados como
acarreadores naturales de anticuerpos por excelencia (Ehrlich, 1982). Los ejemplos mas
significativos de la utilizacion de anticuerpos con fin un terapéutico o profilactico incluyen
el tratamiento de enterétoxemias causadas por £. co/ien humanos (Tacket et al., 1988;
Freedman et al, 1998) cerdos (Marquardt et a/, 1999; Owusu-Asiedu et al.,
2003) y becerros (Ikemori et al., 1992); Salmonelosis letal en becerros (Yokohama
et al., 1998); enfermedades entéricas ocasionadas por rotavirus en humanos (Davidson
et al.,, 1989), becerros (Kuroki et al, 1994) y lechones (Henning-Pauka et al.,
2003) e infecciones de coronavirus en becerros (Ikemori et al., 1997). Recientemente,
se ha observado que la utilizacion de anticuerpos especificos suministrados por via
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digestiva puede ser capaz de incrementar el crecimiento y la eficiencia alimenticia de
pollos de engorde, al neutralizar los neuropeptidos (colecistoguinina) y precursores de la
sintesis de eicosanoides (dcido araquidonico), sustancias producidas durante un proceso
inflamatorio digestivo y que afectan el consumo del alimento y el crecimiento del animal
(Cook, 2004). A pesar de que los beneficios obtenidos por la utilizacion de anticuerpos
en el alimento de animales muestran ser incuestionables, la produccidn y estandarizacion
de calostro y de la yema de huevo con fines terapéuticos, aparentemente simple, significa
una labor intensiva y costosa. Situacion que limitaria la utilizacion de anticuerpos en
alimentacion animal a gran escala, en relacién a otro tipo de aditivos (antibidticos,
vitaminas y minerales) (Berhgman et a/., 2005).

2.2.5.6. Otros aditivos

Los manano-oligosacaridos o MOS, procedentes de paredes celulares de levaduras de S.
cerevisiae han sido utilizados desde hace mas de una década como aditivos naturales en
la alimentacion de aves (Hooge, 2004). A pesar de que los MOS pueden ser agrupados
dentro del los grupos de aditivos denominados como prebidticos, sus mecanismos de
accion no mencionan efectos de servir como sustratos de bacterias digestivas. En el caso
de aves, tres de los principales mecanismos accion descritos para los MOS o derivados de
paredes celulares de levaduras de S. cerevisiae adicionados a las dietas, incluyen efectos
de exclusion de patdgenos digestivos como Salmonella, estimulacién del sistema
inmunitario y estimulacién del desarrollo de la mucosa digestiva (Spring et al., 2000;
Hooge, 2004; Iji et al, 2001). En el siguiente capitulo de esta revision de literatura
seran abordados a mayor detalle las caracteristicas de estas sustancias, sus mecanismos
de accién y sus aplicaciones en avicultura, ya que en la presente tesis fue evaluada la
aplicacion de levaduras de S. cerevisiae, paredes celulares de levaduras y otros
componentes de levaduras en dietas de pollos de engorde.
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2.3. Las levaduras de saccharomyces cerevisiaey sus aplicaciones en
alimentacién animal

Dentro de las especies de hongos unicelulares clasificados genéricamente como levaduras
encontramos incluido al Saccharomyces cerevisiac (Gonzalez y Valenzuela, 2006). Las
levaduras del género S. cerevisiae son capaces de llevar acabo procesos de fermentacion
a partir de la transformacion de azlcares a etanol y didxido de carbono, propiedades que
han sido ampliamente explotadas desde hace muchos afios en la industria de la
produccién de pan y de bebidas alcohdlicas (Stewart y Russell, 1998). Otras
importantes aplicaciones de las levaduras de S. cerevisiae, incluyen su empleo en modelos
bioldgicos enfocados a elucidar procesos basicos de fisiologia celular, y su utilizacién de
forma intensa en el area biotecnoldgica. En la actualidad, se considera que la levadura de
S. cerevisiae es uno de los microorganismos eucariota mas estudiados y estrechamente
ligado al progreso de la humanidad (Mewes et al, 1997). Por otro lado, algunas
levaduras del género Saccharomyces muestran buena capacidad para neutralizar toxinas
de Clostridium, caracteristica que ha sido aprovechada en terapéutica humana para
controlar diarreas ocasionadas por una prolongada medicacién con antibidticos por via
oral (Castagliuolo et al., 1997).

A escala nutricional, la levaduras son capaces de metabolizar y trasformar de forma
natural minerales inorganicos hacia formas organicas en un proceso similar al que realizan
las plantas. Cuando un individuo consume las células de levadura muertas, estas pueden
aportarle diversos nutrientes a parte de los minerales como es el caso de proteinas,
péptidos y vitaminas. Previo al descubrimiento de las vitaminas del complejo-B, las
levaduras de cerveceria se utilizaban como un complemento alimenticio para
monogastricos. En la actualidad, células de levadura vivas continlan adicionandose a
dietas para animales con la finalidad de mejorar su salud y productividad, sobretodo en el
caso de animales rumiantes, (Cuaron, 2000; Lesson y Summers, 2001; Newbold,
2003; van Vuuren, 2003). Gracias a sus significativas propiedades nutricionales y
farmacéuticas, las levaduras de Saccharomyces cerevisiae Sc7 han sido aprobadas como
un microorganismo seguro para su empleo (EEC 70/524) en alimentacion animal dentro
la Unidn Europea (UE). Situacion que concuerda con otros paises como Japon, lugar en el
que desde hace varios afos la levadura de S. cerevisiae forma parte de la farmacopea
Japonesa (Nitta y Kobayashi, 1999) o Estados Unidos de América, donde la FDA (US-
Food y Drug Administration) le ha otorgado el grado de microorganismo seguro o
grado GRAS (Generally Recognised As Safe).
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2.3.1 Fracciones de levaduras

Otro tipo de productos derivados de las células de levaduras (S. cerevisiae), son los
conocidos como extractos o autolisados de levadura y las paredes celulares de levaduras,
productos obtenidos a partir de la autdlisis de la célula completa de levadura. Los
extractos son utilizados en la industria alimenticia desde hace varios afios como
sustancias saborizantes (Oriol, 2004; Stone, 2006). En el area de alimentacion animal,
desde la pasada década se ha incrementado el interés por la utilizacion en la dieta de
fracciones de paredes celulares de levadura como fuentes de polisacaridos de tipo B-
glucanos y mannano-oligosacaridos (MOS). Este tipo de polisacaridos son reconocidos
como aditivos naturales capaces de ejercer efectos benéficos en la salud y productividad
del individuo (Donzis, 1996; Hooge, 2004). En la industria acuicola, polisacaridos de
tipo B-glucanos procedentes de las paredes celulares de S. cerevisiae son utilizados como
sustancias inmunoestimulantes para incrementar la supervivencia de estos animales bajo
condiciones de estrés (Adams, 2004).

2.3.2 Fabricacion industrial de levaduras

De forma industrial, cultivos puros de le levadura son producidos especificamente para su
uso en la industria cervecera, vinicola, destileria, panaderia, doméstico y pecuario
(Romero y Gomez-Basauri, 2003; Stone, 2006). En la industria alimenticia, las
formas activas de levadura mas predominantes son: como primer lugar, levadura
deshidratada con un 95% de materia seca (MS); como segunda, torta de levadura
humeda con un 30% MS; y en menor proporcién o como tercera, levadura en forma de
crema con 18 a 20% de MS, levadura generalmente utilizada en la industria de panaderia
(DAN-LFA, 2005; Stone, 2006). En la Figura 2.13., se muestra de forma resumida
algunos de los principales pasos del proceso de fabricacion de levaduras, que puede
incluir las siguientes fases: 1) Seleccidn, aislamiento y multiplicacién celular de los
indculos de levadura a nivel de laboratorio; 2) Propagacion de la cepa de levadura en el
laboratorio (de frascos de 10ml a frascos de 10L), realizada con la finalidad de aumentar
la cantidad del producto o indculo industrial; 3) Propagacion industrial, se emplean bio-
reactores o fermentadores aerdbicos de 15 a 200m* en donde el objetivo es proveer los
nutrientes (oxigeno, nitrdgeno y carbohidratos), y las correctas condiciones de
temperatura y pH a la levadura para que se multiplique; y 4) Secado y deshidratado,
cuando la concentracién de levaduras es adecuada en los fermentadores el caldo de
cultivo es centrifugado para formar una crema de levadura, posteriormente la crema se
filtra para formar la torta de levadura que es secada a una temperatura adecuada para no
destruir su capacidad fermentativa (Oriol, 2004; DAN-LFA, 2005).
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2.3.3 Fabricacion industrial de paredes celulares y extractos de Levadura

La produccién de paredes celulares de levadura se realiza como un paso alterno y
posterior a la produccion industrial de las levaduras activas (Figura 2.13). Cuando la
cantidad de levaduras es la adecuada dentro de los fermentadores, se realiza un proceso
térmico que provocara la autdlisis de las células de levadura. A partir de aqui, se lleva a
cabo un proceso de centrifugacion del producto autolizado que provocara la separacion de
la pared celular y del contenido intracelular (extracto de levadura) de la levadura muerta.
Posteriormente los productos separados (pared celular y extracto de levadura) son
concentrados y secados cuidadosamente para conservar sus caracteristicas nutricionales
(Romero y Gomez-Basauri, 2003; Oriol, 2004; DAN-LFA, 2005).

Produccion Industrial 1) Filtrado y secado

de levaduras !
0, I_]
—— A Pared celular de
" A A < levaduras pura
< > en polvo
| =7 L A
. — < » < > '
Lab. Fementadores Industriales
Centrifugado

- '\-.]_. . | Extracto de
Autolisis de levaduras puro
o en pohvo
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= r_l_:_ - t\ .
- €9 Tl A
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Figura 2.13. Esquema de la produccion industrial de Levaduras y paredes celulares de
levadura de Saccharomyces cerevisiae (adaptado de DAN-LFA, 2005).
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2.3.3.1 Caracteristicas de los extracto de levadura

Los extractos de levadura, son fuentes ricas en aminoacidos, 5’-nucledtidos, acido
glutamico, vitaminas y minerales. Debido a esta caracteristica, los extractos de levadura
son empleados para enriquecer medios de cultivo microbioldgicos y optimizar el
crecimiento de los microorganismos. Otra importante aplicacion de los extractos de
levadura, la encontramos en la industria alimenticia donde generalmente son utilizados
para potenciar el sabor de los alimentos (Romero y Gomez-Basauri, 2003; Oriol,
2004; Stone, 2006).

2.3.4. Caracteristicas de la pared celular de levadura

Recientemente se ha incrementado el interés por el estudio de las fracciones o
polisacaridos de las paredes celulares de levadura como B-glucanos y mananos, ambas
moléculas pueden mostrar efectos benéficos en la salud de animales de produccion y
humanos. No obstante, las concentraciones de estos polisacaridos dentro de las paredes
celulares pueden verse modificados por diversas circunstancias (cepa de origen y proceso
de produccidn), situacion que puede adquirir importantes implicaciones en los procesos de
produccién de este tipo de productos (polisacaridos de la pared celular) que comienzan a
tener bastante interés en alimentacion animal e industria farmacéutica humana (Aguilar-
Uscanda y Francgois, 2003). La pared celular de la levadura esta constituida por
polisacéridos y glicoproteinas en forma de una red tridimensional (Figura 2. 14.), que
funciona como una estructura altamente dinamica y adaptable al medio que la rodea. La
pared celular de la levadura es capaz de adaptarse a cambios fisioldgicos (multiplicacién
logaritmica o estacional), y morfoldgicos (conjugacion, esporulacion y crecimiento), o a las
condiciones ambientales de su entorno. Por otro lado, las principales funciones de la
pared celular estan encaminadas a garantizar la supervivencia de la célula, entre estas se
pueden incluir las siguientes: mantiene las condiciones de estabilidad osmética dentro la
célula, brinda proteccién ante condiciones de estrés fisico, mantiene la integridad vy la
forma celular durante los procesos de crecimiento y division (Klis et al.,, 2006); limita la
permeabilidad de macromoléculas a través de la pared celular y la blinda del ataque de
proteinas externas; evita el escape hacia el medio externo de moléculas solubles
intermediaras durante la construccién de la pared celular, y crea los micro-ambientes
internos adecuados para la membrana celular durantes las fases de estancamiento de los
cultivos y colonias (Orleans, 1997; Osumi, 1998; Klis et al.,, 2006).
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Figura 2.14. Levadura de Saccharomyces cerevisiae y estructura de su pared celular
(Adaptado de Anonymous, 2003; Oriol, 2004).

2.3.4.1. Composicion de la PCL

Estudios realizados con levaduras de Saccharomyces cerevisiae y Candida albicans
sugieren que dependiendo de las condiciones de crecimiento, la pared celular de la
levadura puede representar de un 10 a un 25% del total de la MS de la célula (Fleet,
1991; Kis, 1994). En estudios mas recientes donde fueron evaluadas diferentes especies
de levaduras, se encontraron valores de porcentajes de MS de pared celular de un 26 al
32%, observandose diferencias de acuerdo a la especie de levadura (Nguyen et al.,
1998) (Tabla 2.11.). Se ha estimado que el porcentaje de polisacaridos que puede
contener la pared celular de la levadura puede ser de alrededor de un 85 a un 90%, y de
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un 10 a un 15% de proteinas (Tabla 2.11.). A escala estructural, la pared celular de la
levadura esta constituidas por 3 grupos de polisacaridos (Tabla 2.12.): 1) polimeros de
manosa 0 manano-proteinas, hasta un 50% de la MS de la PCL; polimeros de glucosa o B-
glucanos (1,3/1,6), hasta un 55% de la MS de PCL, y en menor proporcién polimeros de
N-acetil-glucosamina o quitina en un 6% de la MS de PCL (Nguyen et al., 1998: Klis et
al., 2002; Aguilar-Uscanda y Francois, 2003).

Tabla 2.11. Contenido y composicion de la pared celular de varias especies de levaduras
(adaptado de Nguyen et al., 1998).

Composicion de la pared

Especie de levadura Pared (%)’ . ,
Polisacaridos Proteinas
Kloeckera apiculata 64 29.8+1.8 86.8+1.9 13.2+0.6°
Kl. apiculata 2168 28.7+0.9 86.1+2.2 13.9+0.6°
Debaryomyces hansenii 2577 32.0+£2.0 89.1+2.4 10.9+0.4°
D. hansenii 1570 29.9+1.5 86.1+1.9 15.9+0.7°
Zygosaccharomyces bailii 1299 25.8+1.6° 85.1+1.7 14.9+0.6°
Z. bailii 3704 27.1+0.7 83.8+2.0 16.2+0.6%
Kluyveromyces marxianus R157 29.5+1.4 86.8+2.1 13.2+0.5°
Kluy. marxianus 1586 32.5+1.7° 88.6+2.7 11.4+0.4°
Saccharomyces cerevisiae 1117 29.0+1.6 86.5+£2.5 13.5+0.5°

¢ promedios dentro de una misma columna y con diferente letra exponencial son diferentes (P<0.05).

Valor expresado en % MS de la célula.

De forma resumida, puede considerarse que aunque la construccion de la pared celular de
la levadura es firmemente controlada por la levadura, la composicion (polisacaridos),
estructura y grosor, dependen en gran magnitud de las condiciones medioambientales
impuestas dentro de los fermentadores, (Aguilar-Uscanga et al, 2003), del ciclo de
vida de la célula (Kils et al, 2006) y de la cepa de origen (Oriol, 2004). De hecho,
cuando las células de levaduras son sometidas a variaciones drasticas en los parametros
de fermentacion dentro de los fermentadores, como respuesta a este estrés la levadura
incrementa las proporciones de quitina a escala de la pared celular (Aguilar-Uscanda y
Francois, 2003).

2.3.4.2. Estructura de la PCL

Los polisacaridos que constituyen la PCL, corresponden a moléculas de 1,3-B-glucanos,
1,6-B-glucanos, mananoproteinas y quitina, todos ellos con diferentes grados de
polimerizacion, tamafo o peso molecular, y porcentajes dentro de la pared (Tabla
2.12.). La capa interna de la pared celular la componen moléculas de 1,3-B-glucanos
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moderadamente ramificados unidos por puentes de hidrégeno, que le proporcionan
elasticidad a la red tridimensional que sirve de soporte a la capa externa constituida
principalmente por manano-proteinas, o capa protectora que se extienden hacia el medio
externo de la célula (Klis et al,, 2006). La gran elasticidad de la pared celular pude ser
ejemplificada cuando se transfiere a la levadura a una solucién hiperténica, observandose
que la célula se encoje rapidamente llegando a perder mas de un 60% de su volumen,
que le representaria una perdida en su superficie de un 40 a un 60% no obstante, este
proceso es revertido cuando la levadura se transfiere a su medio original (Morris et al.,
1986). De forma general, la conjuncion de las 4 macromoléculas dentro de la pared
celular de la levadura (Tabla 2.12.) ocurre de la siguiente manera: la porcion proteica de
la manano-proteina (100kDa aprox.) se une a la macromolécula de 1, 6-pB-Glucano por
medio de anclajes de tipo glicosilfosfatidilinositol que contienen 5 residuos de ligaduras a-
manosil; la macromolécula de 1, 6-B-Glucano a su vez presenta ramificaciones con
enlaces Bﬁ(l, 3), a escala de estas ramificaciones la quitina puede unirse a ella por medio
de enlaces [3~(1, 4)y [3~(1, 2); y finalmente, la porcion terminal reducida del 1, 6-p-Glucano
se conecta con la porcidn terminal no-reducida de la glucosa terminal del 1, 3-B-Glucano
(Kollar et al., 1995; Kollar et al., 1997).

Tabla 2.12. Macromoléculas de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae (adaptado
de Aguilar-Uscanda y Francois, 2003; Klis et a/., 2006).

Macromolécula® % de la Pared celular Promedio del GP/kDa
Manano-Proteina® 30-50 Altamente variable
1,6-B-Glucano 5-10 24/150
1,3-B-Glucano 30-45 240/1500
Quitina 1.5-6 25/120

1 Los componentes son presentados en el orden en que se encuentran en la pared celular del
exterior al interior de la célula. Condiciones de estrés en la pared celular provocan incrementos
drasticos en los niveles de quitina.

GP = Grado de polimerizacion, kDa = kilodaltones o tamafio de la molecula.

2 E| contenido de proteina es de 4 al 5% de la masa restante y corresponde a la proteina ligada
a las cadenas de carbohidratos de tipo manosa.

2.3.5. Utilizacion de levaduras en alimentacion animal

En una situacién similar a la de la mayoria los nuevos aditivos naturales, los mecanismos
de accion especificos para los diferentes aditivos elaborados a partir de levadura y sus
fracciones empleados en dietas de animales no han sido claramente definidos. A pesar de
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esto, los beneficios obtenidos en la salud y productividad de los animales por su aplicacion
en la dieta son bien documentados. De acuerdo a algunos autores (Nilson et a/., 2004;
Spark et al., 2005) las mejoras observadas en la productividad y salud de los animales
qgue consumen levaduras podrian estar asociadas a efectos de tipo directos e indirectos.
Como efectos directos podriamos incluir los de tipo nutricional, y en concreto a los
ejercidos por los diversos nutrientes presentes en las células de levadura como proteinas,
minerales, vitaminas, aminoacidos y péptidos, que pueden ser utilizados por el individuo
cuando la levadura muere. Otra hipotesis planteada, es la capacidad que presenta la
levadura para producir numerosas enzimas (proteasas, peptidasas, invertasas, hidrolasas,
maltasas, fosfatasas, galactosidasas, etc), algunas de ellas pueden ser liberadas en el
intestino y reforzar la accion de las enzimas enddgenas, facilitando la digestion de la
materia seca del alimento. Aparentemente, este mecanismo podria brindar mayores
beneficios en animales rumiantes (por su dependencia de la digestion fermentativa) ya
que en el caso de animales monogastricos (ave y cerdo) no mas del 30% de la energia
neta para mantenimiento proviene de los productos de la fermentacion, y ademas en
estas especies la composicion de las dietas no impone una dependencia importante de la
digestion fermentativa (Cuaron, 2000).

En la Tabla 2.13., se presenta de forma resumida una serie de trabajos en distintas
especies de animales (aves, peces y mamiferos), en los cuales fueron evaluados los
efectos del consumo de diferentes levaduras de Saccharomyces. Los resultados de estos
trabajos sugieren que los beneficios tipo nutricional y no nutricional que la levadura de
Saccharomyces puede ejercer en la salud del animal, incluyen efectos diversos que van
desde la modificacion de la digestibilidad de nutrientes o MS, desarrollo de la mucosa
digestiva, reduccion de la colonizacién digestiva por bacterias patdgenas como
Salmonella, contrarrestar los efectos adversos de las micotoxinas y modificacion de la
respuesta inmunitaria (Tabla 2.13). En el caso concreto de la utilizacién de levaduras en
dietas para pollos de engorde, en la Tabla 2.14., se presentan estudios realizados en
este tipo de animales alimentados con levaduras. De forma global, la utilizacién de
levaduras en la dieta represento beneficios de +3.3% en promedio en el peso vivo del
pollo con respecto a las aves alimentadas con dietas sin levaduras. No obstante, de estos
resultados, también puede observarse que la mitad del total de estudios reportados, los
efectos en el crecimiento de las aves por parte de la levadura no fueron estadisticamente
consistentes. Por otro lado, la aplicacion de las levaduras en el alimento de las aves
también muestra variaciones, en algunos estudios las levaduras fueron adicionadas en
combinacidén con bacterias probidticas como Lactobacillus, Streptococcus y Bacillus sin
obtenerse un claro efecto sinérgico. Otro aspecto importante observado en estos estudios,
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fue una gran variacion en las dosis incluidas en las dietas o alimentos de las aves,
observandose dosificaciones desde 100g hasta 4kg por tonelada de alimento.
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Tabla 2.13. Efectos benéficos en diferentes especies por la administracion de levaduras de Saccharomyces en la dieta.

Efecto

Especie

Autor

Antagonismo bacteriano e inmunoldgicos

S. boulardii

Reduccién de la colonizacion de Salmonella en el ciego de aves
sometidos a estrés por transporte.

Pollo de engorde (42 d)

Line et al.,, 1997

S. boulardii

Reduccién de la colonizacion de Salmonella typhimurium en el
ciego y excrecién en excretas.

Pollo de engorde (23 d)

Line et al.,, 1998

S. cerevisiae

Incremento de la supervivencia ante la infeccion por Vibriosis.

Peces (Penaeus vannamei)

Scholz et al., 1999

S. cerevisiae

Incremento en la producciéon de inmunoglobulinas (Enf. de la
bolsa de Fabricio y Newcastle) en aves con aflatoxinas en la dieta.

Pollo de engorde (42 d)

Channakrishnappa et al., 1999

" . L, . . Ratas Buts et al., 1990
S. boulardii Estimulacion de la secrecion intestinal de IgAs. Ratones Rodrigues et al,, 2000
S. cerevisiae Incremento de la respuesta inmune innata. Peces (Sparus aurata L.) Ortuiio et al., 2002
S, cerevisiae Incremgpto enla prodl_,lccp,n de mm_unoglobullnas IgG _ _ Lechones, 29 y White et al,) 2002
Reduccion en la colonizacion de coliformes en el tracto digestivo. 39 d postdestete
. N - , Equinos criollos en
S. uvarum Aumento de la capacidad oxidativa de neutréfilos sanguineos. Paz et al., 2003

entrenamiento

S. cerevisiae

Incremento de la supervivencia de larvas de camarén desafiadas
con Vibrio sp. 90-69B3.

Camarén
(Litopenaeus vannamel)

Burgents et al., 2004

Digestivos:

Decremento en el nimero de células calciformes y profundidad de

S. boulardii las criptas de las vellosidades intestinales del ileon. Pollo de engorde (35 d) Bradley et Ia., 1994
Modificacion del pH, concentraciones de acido lactico y amonio,

S. cerevisiae porcentajes molares de acetato y butirato en colon, con el uso de Equinos Medina et al., 2002
dietas con alto contenido de almiddn.

S. cerevisiae Redugcnon de la digestibilidad de la materia organica, grasa y Lechones Van Heugten et al,, 2003

sc47 energia bruta.

S. cerevisiae Ipcreme_qto en la digestibilidad ’de la MS, materia organica y Corderos Haddad y Goussous, 2005
digestibilidad aparente de la proteina bruta.

S. boulardii Incremento en la productividad debida a una mejor recuperacion Lechones Bontempo et al,) 2006

de la mucosa digestiva posterior al destete.

87



Tabla 2.14. Efecto en el crecimiento de pollos de engorde por la utilizacion de levaduras de Saccharomyces en la dieta.

Ave

Autor (dias) Producto Dosis control levadura 94 mejora  Probabilidad
P.E Levadura viva Ganancia de peso total
Baidya et a/., 1993 (42 d) Saccharomyces cerevisiae 100g/t 1261 1282 +1.6 NS
P.E Levadura viva » Ganancia de peso total
(56 d) Saccharomyces cerevisiae +
Mandal et al, 1994 Bacillus coagulans 100g/t 1705 1653 -3.0 NS
P.E Peso vivo
Bradley et al., 1994 (21 d) Saccharomyces boulardii 100g/t 464 516 +11.2 *
P.E  |evadura viva Peso vivo
Sarkar et al, 1997 (42d) Saccharomyces cerevisiae Sc 47 1 kg/t 1645 g 1701 g +3.4 NS
Levadura viva Peso vivo
P.E Saccharomyces cerevisiae (1026)
(42d) en combinacion con: L. 1736 g 1780 g +2.5 (invierno) NS
Mahajan et al., 1999 acidophilus y S. faecium 250g/t 1317 g 1402 g +6.4 (verano) *
Channakrishnappa et P.E 2 kg/t 1827 1846 g 1849 +1.0 NS
al, 1999 (42d)  Saccharomyces cerevisiae 4 kg/t 9 g +1.2
Pavos  Levadura viva
Stanley et a/., 2000 (105d)  Saccharomyces cerevisiae (1026) 1 kg/t 7.09 kg 7.09 kg 0 NS
P.E Ganancia de peso/dia
Nilson et a/., 2004 (34d)  Saccharomyces cerevisiae 1.5 kg/t 86 g 91g +5.8 *
Ganancia de peso total
Zhang et a/., 2005 (.55 5) Saccharomyces cerevisiae 3 kg/t I P +6.6 *
1405 g 1498 g
Promedio del porcentaje de mejora de las levaduras con respecto al control para todas las pruebas +3.3

P.E = Pollos de engorde.

NS = No significativo estadisticamente.

* = Significativo estadisticamente (P<0.05).
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2.3.5.1. Utilizaciéon de paredes celulares de levadura, MOS y B-glucanos en
alimentacion animal

Las PCL son fuentes ricas de polisacaridos naturales del tipo B-glucanos y manano-
oligosacaridos (MOS). Investigaciones en el area de carbohidratos o polisacaridos
(Glicomica), sugieren que este tipo de moléculas cumplen funciones vitales en los
procesos de comunicacion a escala intestinal y del sistema inmunitario (Osborn y Khan,
2000; Kocher, 2005). En el caso concreto de las PCL, productos derivados de levaduras
de S. cerevisiae y que frecuentemente son definidos como fuentes de polisacaridos
naturales de tipo MOS, su utilizacién en avicultura como aditivos alimenticios se remonta a
inicios de los 90 (Hooge, 2004). De acuerdo a Rosen (2005), hasta la fecha los
beneficios observados en la productividad animal por la suplementacién de MOS en la
dieta, muestran ser similares a los obtenidos con APC; esta situacion podria sugerir que
este tipo de aditivos pueden representar una buena herramienta para incrementar la
eficiencia productiva del ave cuando los APC no estén presentes en alimento (Ferket et
al.,, 2002). La suplementacion de MOS en dietas para cerdos y aves, ha reportado
beneficios en términos de mejora en los parametros productivos y de la salud del animal
(Pettigrew, 2000; Hooge, 2004).

Una de las principales empresas que comercializa este tipo de nuevos aditivos o
especificamente MOS, ha realizado una serie de analisis estadisticos globales (meta-
analisis) incluyendo pruebas realizadas en distintas especies, bajo diferentes condiciones
experimentales y paises (Pettigrew, 2000). En 14 de los 17 ensayos analizados, la
incorporacion de MOS en dietas para lechones en la fase de destete proporcionaba
efectos similares a los APC en cuanto a crecimiento y eficiencia alimenticia. Mas
recientemente, Hooge (2004) ha evaluado conjuntamente 29 pruebas realizadas con la
utilizacion de MOS en dietas de pollos de engorde. Los resultados de este analisis global
muestra que la utilizacion de MOS en pienso representd mejoras respecto a los controles
negativos (sin MOS) de +1.61% en el peso vivo, -1.99 en el indice de conversién
alimenticia y de -21.4% para la mortalidad. En el Tabla 2.15., se describen algunos de
los efectos observados en pollos de engorde que consumieron MOS en la dieta, los
efectos generales observados por la utilizacion de MOS incluyen: mejoras en los indices
productivos, mayor resistencia ante infecciones bacterianas y coccidias, menores
mortalidades y modificacion de la deposicion de grasa abdominal en los pollos. De estos
estudios, Waldroup et al. (2003a) utilizando dosis de 1.0 kg/t de alimento durante 42
dias, no encontraron efectos en las variables productivas y de la calidad de la canal de los
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pollos. En un segundo estudio Waldroup et al. (2003b) emplearon MOS 1.0 kg/t de
alimento mas 0.1 kg de sulfato de cobre, y pudieron observar mejoras en el indice de

conversion alimenticia de los pollos. De forma similar,

Waldroup et al. (2003a) y

Hooge et al. (2003) incluyendo 2 diferentes dosis de MOS mas sulfato de cobre
observaron mejoras en el indice de conversién de las aves y un efecto sinérgico al
suplementar APC (Tabla 2.15.).

Tabla 2.15. Efectos de la incorporacion de MOS derivados de PCL en la dieta de pollos de

engorde comerciales.

. Dosis .
Autor/Dieta kg/tonelada Efecto con respecto al control negativo
Waldroup et al. 1.0 (1-42d) Sin efectos en la productividad y calidad de

(2003a) / Maiz-soja

Waldroup et al.
(2003b) / Maiz-soja

Hofacre et al. (2003) /
Maiz-soja

Hooge et al. (2003) /
Maiz-soja

Jamroz et al. (2004) /
Maiz-cebada-trigo

Ao et al. (2004) /
Sorgo-soja

Sun et al. (2005) /
Maiz-soja

Kannan et al. (2005) /
Maiz-arroz-trigo

0.75 (42-63 d)

1.0 + sulfato Cu
(0.1) (1-42 d)

2.0 + Bacterias
lacticas

1.0 + sulfato Cu
(0.075) (1-21 d)

0.5 + sulfato Cu
(0.050) (21-49
d)

1.0 (1-42 d)
2.0 (1-42 d)

1.0 (1-21 d)
0.5 (21-35 d)

1.81 (1-14 d)
0.91 (14-28 d)
0.45 (28-49 d) +
Bacterias lacticas

0.5y 1.0 (1-35
d)

la canal del animal

Mejora del indice de conversion alimenticia

Menor mortalidad post-desafié con
Eimerias y C. perfringens

Mejora del peso e indice de conversion, en
conjunto con APC se observd un efecto
sinérgico

Sin efectos en la productividad, menores
recuentos de £. coliy coliformes en yeyuno
(MOS 2kg)

Incremento del peso vivo y uniformidad de
la parvada

Menor % mortalidad e indice de conversion
alimenticia similar al de las dietas con APC

Menor % de deposicién de grasa
abdominal en la canal

En los estudios de Hofacre et al. (2003) y Sun et al. (2005) se utilizaron en conjunto
MOS vy bacterias lacticas, encontrando efectos de menor mortalidad y mejoras en el indice
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de conversion del alimento. Cabe destacar que la mayoria de estos estudios fueron
realizados con el empleo de dietas elaboradas con maiz y torta de soja, utilizando
distintas dosis de MOS en el alimento, mayores en las fases de iniciales (0-14 y 0-21 dias)
y menores en las fases finales (mas de 21 dias). De forma similar a los estudios con
levadura en pollos, en estos trabajos fueron observados diferencias en las dosificaciones
del mismo producto en los distintos estudios, utilizacion de MOS en combinacion con otro
tipo de aditivos como bacterias lacticas o sulfato de Cu, y pocos estudios con el uso de
dietas viscosas o que emplearan cereales como trigo, cebada o centeno. En la Tabla
2.16., se presentan de forma resumida estudios con suplementacién de MOS en dietas
para pavos. Los efectos observados en esta especie incluyen la modificacion de las
poblaciones bacterianas, acidos grasos volatiles y menor colonizacién de bacterias
patdgenas como £. coli y Clostridium a nivel de los ciegos, ademas de efectos favorables
en el indice de conversién alimenticia y peso vivo de estos animales. En gallinas de
postura, la utilizacion de MOS represento una mayor productividad y mejora de la calidad
del huevo (unidades Haugh). En una situacion similar a los estudios previos con MOS en
pollos de engorde, todos los estudios en pavos y el de gallinas fueron realizados con
dietas elaboradas con maiz y soja, observandose diferentes dosificaciones de MOS en las
dietas empleadas en pavos.

2.3.5.2. Principales ventajas y desventajas del empleo de fracciones de PCL

Algunas de las ventajas de la utilizacion de productos basados en polisacaridos de PCL,
son su gran capacidad para soportar las altas temperaturas que pueden ocurrir en los
procesos de paletizado del alimento de monogastricos, ademas de una gran capacidad
para resistir las condiciones quimicas y fisicas impuestas durante su trayectoria por el
tracto digestivo del animal (Perry, 1995). Por otro lado, buena parte de la investigacion
generada acerca del empleo de polisacaridos provenientes de PCL en dietas para
animales, enfatizan mas en las propiedades de las fracciones de manano-oligosacaridos o
MOS cuando esta fraccion representa la segunda en importancia dentro de la pared
celular, después de la fraccién de p-glucanos (Aguilar-Uscanga et al,, 2003). De esta
forma, una menor cantidad de estudios son reportados sobre las propiedades de la PCL
como estructura completa, o en su caso sobre el empleo de fracciones de B-glucanos. De
las fracciones de B-glucanos, la mayor parte de la investigacién generada sobre sus
mecanismos de accidon o ventajas de su utilizacidn, son con modelos de estudio en
humanos y roedores, o forma concreta en el sector acuicola (Raa, 2003). Actualmente,
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continia existiendo un desconocimiento sobre el proceso de obtencién u origen y sobre
las caracteristicas de los productos elaborados con fracciones de PCL.
Tabla 2.16. Efectos de la incorporacién de MOS derivados de PCL en la dieta de pavos y

de gallina de postura.

Autor/Dieta Dosis kg/t

Efecto con respecto al control

negativo
Parks et al. 1.0 (1-6 sem) Pavos Incremento del peso vivo (PV),
(2001) / Maiz-soja 0.5 (6-20 sem) similar a dietas con APC
Fairchild et al. ) Mayor PV en condiciones normales y
(2001) / Maiz-soja 1.0 (1-3 sem) Pavos al ser desafiados con E. coli
Fritts y Similar respuesta en el indice de
Waldroup, 1.0 (1-20 sem) Pavos conversion alimenticia respecto al
(2003) / Maiz-soja APC
Menor recuento de Clostridium
Sims et al. 1.0 (0-6 sem) . ,gicjfr/nbge/;sy mayor (tje ?naeroblos y
(2004) / Maiz-soja 0.5 (6-18 sem) avos ifido bacterias en intestino grueso.
Mayor PV y efecto sinergico a la
incorporacién de APC (bacitracina)
No efecto en productividad,
zdunczvk et al. 1.0 (1-8 sem) modificacion de las concentracién de
(2004) },Maiz-sc')'a 2.5 (1-8 sem) Pavos acidos grasos volatiles de cadena
) 5.0 (1-8 sem) corta (AGCC) en el ciego
dependiendo de las dosis
Dosis-1:
4.0 (1-8 sem) M BV final tracia
2.0 (8-16 sem) ayor inal, menor concentracion
(Z:;(;';)z}";/l;lzlzg 5 _ Pavos  de AGCC y conteos de £. colien el
10.0 (1-8 sem)
4.0 (8-16 sem)
Dimovelis e/ at. 1.5 (1-6 sem) : Incremento de la productividad y
. 1.0 (6 sem- Gallinas ) .
(2004) / Maiz-soja postura) mejora en la calidad del huevo

2.3.6. Mecanismos de accion en el animal de las levaduras y paredes celulares
de S. cerevisiae adicionadas en el alimento

Una respuesta cominmente reportada de la inclusién de la levadura en raciones de
rumiantes, es la de incrementar a escala del rumen el nimero total de bacterias
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cultivables, la velocidad de degradaciéon de la fibra y del flujo de proteina microbiana
(Martin y Nisbet, 1992, Offer, 1990, Wallace y Newbold, 1992, Dawson y Girad,
1997). Este efecto ha sido atribuido a tres posibles mecanismos, por un lado las
levaduras pueden servir como una fuente de vitaminas sobre todo de tiamina, vitamina
capaz de estimular el crecimiento de ciertos hongos presentes en el rumen
(Chaucheyras et al, 1995). En segundo lugar, algunas levaduras anaerobias
facultativas pueden favorecer las condiciones de anaerobiosis en el rumen al eliminar el
oxigeno (incremento del potencial Redox), esta condicidn incrementaria la proliferaciéon de
microorganismos de tipo anaerdbicos en el rumen (Auclair, 2003). Este efecto pudo ser
constatado en estudios realizados por Newbold et al. (1996), en donde se observd que
ciertas cepas mutantes con un sistema de respiracion deficiente, no fueron capaces de
estimular el crecimiento de las bacterias del rumen. Finalmente, Girad (1997) sugirid
que la estimulacion del crecimiento bacteriano puede estar asociado a la presencia de dos
factores de crecimiento localizados en distintas fracciones celulares de la levadura, uno de
ellos termolabil probablemente de origen lipidico y otro termoestable con un posible
origen peptidico en forma de cadenas cortas. Recientemente, Rossi et al. (2004)
aislaron a partir de Saccharomyces cerevisiae dos fracciones peptidicas ricas en lisina e
histidina, las cuales fueron efectivas en estimular el crecimiento y la utilizacién de lactato
por parte de cierto tipo de bacterias riminales (Megasphaera elsdenii).

No todas las levaduras de género Saccharomyces forman parte de la flora microbiana del
tracto digestivo de animales. Ademas, se considera que este microorganismo es incapaz
de colonizarlo por lo cual transita a lo largo de él pudiendo ejercer un efecto de barrera.
De esta forma, la capacidad de accion de las levaduras en animales estara relacionada
con el uso continuo y en cantidades suficientes (Jonvel, 1993). De acuerdo a Cuardn
(2000), los efectos de promocion del crecimiento de la levadura en animales
monogastricos, podrian explicarse por el control de patégenos o efecto profilactico que
pueden ejercer las levaduras ante infecciones subclinicas o desafios inmunoldgicos, ya
que los desafios inmunoldgicos pueden alterar de forma directa el consumo voluntario de
alimento, la conversién alimenticia, el crecimiento y la salud del animal (Klaising et al.,
1997). Respecto a los mecanismos de accion de las levaduras y de PCL de S. cerevisiae
reportados en animales monogastricos, sus efectos podrian agruparse en tres distintos
niveles: 1) exclusién de patégenos y micotoxinas, 2) estimulacién del desarrollo de la
mucosa digestiva y 3) estimulacién de sistema inmune.
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2.3.6.1 Exclusion de patdgenos y micotoxinas

2.3.6.1.1. Propiedades farmacodinamicas de la levadura

De acuerdo a Buts (2005), la levadura Saccharomyces puede generar efectos
farmacodinamicos semejantes a los efectos fisioldgicos observados para la flora intestinal
normalmente equilibrada. Diversos estudios realizados en roedores alimentados con
Saccharomyces boulardii han descrito una mayor supervivencia de estos animales
posterior al desafié con bacterias patdgenas, por ejemplo: mortalidad a causa de colitis
provocada por Clostridium difficile en hamsteres (Toothaker y Elmer, 1984); en
ratones inoculados oralmente con Clostridium difficile (Corthier et al, 1986); o por
inoculacion directa de sus toxinas A y B (Corthier et al, 1992). En el caso de la
infeccién intestinal causada por Clostridium difficile, el efecto protector que podria
justificar la mayor supervivencia de los animales que consumieron células de levaduras,
incluiria el siguiente mecanismo: en modelos de estudios realizados con asas intestinales
de conejos infectados con Clostridium difficile, fue demostrado que Saccharomyces
boulardii produjo una proteasa con un peso molecular de 54 kDa, que disminuyé las
secreciones de liquidos y electrolitos de la mucosa digestiva (Pothoulakis et al., 1993).
Posteriormente, Castagliuolo et al (1996; 1999) confirmaron que la proteasa
parcialmente purificada podia proteolizar directamente y especificamente la toxina A y
destruir parcialmente el area del receptor en la membrana intestinal (microvellosidad) de
la toxina, inhibiendo la fijacién a los receptores de las toxinas A y B.

En ratones inoculados oralmente con un toxoide (toxina A), la administracién de
Saccharomyces boulardii permitié amplificar significativamente la respuesta inmune
especifica medida a través de la concentracidon sérica de la antitoxina A de anticuerpos
secretores IgA e IgM (Qamar et al., 2001). Recientemente, estudios /n vitro mostraron
que Saccharomyces boulardii tiene la capacidad de inhibir la adherencia de Clostridium
difficile a las células intestinales (Tasteyre et al, 2002). Otros estudios con el uso de
asas intestinales ligadas a nivel del duodeno de ratones, sugirieron que la administracion
de Saccharomyces boulardii reducia significativamente la hipersecrecién de sales y
liquidos provocada por la inoculacion previa con la toxina del colera (Vibrio cholerae)
(Vidon et al., 1986). Similares efectos de inhibicion fueron confirmados en modelos /in
vitro con el uso de células epiteliales del intestino de ratas (Czerucka et al., 1989;
1994). La administracidon de Saccharomyces boulardii a ratones gnotoxénicos inoculados
oralmente con una suspension de Shigella flexneri o Salmonella typhimurium, mostraron
efectos protectores que representaron una menor mortalidad por Shigella flexneriy menor
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severidad de lesiones intestinales a causa de Sa/imonella typhimurium (Rodrigues et al.,
1996).

2.3.6.1.2. Exclusion de bacterias fimbria-1 especificas

El proceso de colonizacion del tracto digestivo por microorganismos potencialmente
patdgenos, se lleva a cabo gracias al empleo de un grupo de proteinas y glicoproteinas
bacterianas de superficie denominadas “lectinas”. Las lectinas son glicoproteinas que se
caracterizan por tener la capacidad de enlazarse de forma especifica y reversible a
carbohidratos de forma libre o que constituyen estructuras mas complejas (Hernandez
et al., 1999). De tal forma, microorganismos como Sa/monella, Escherichia coli o Vibrio
cholerae que presentan fimbrias tipo-1, utilizan lectinas con afinidad por la manosa con el
fin de unirse a ciertos carbohidratos de superficie localizados en las células epiteliales de
la mucosa digestiva, para fijarse y colonizar la mucosa digestiva (Sharon y Lis, 1993).
Estudios realizados con la utilizacion de manano-oligosacaridos o MOS derivados de PCL, y
de células de Saccharomyces suministrados por via digestiva a aves, muestran ser una
buena alternativa para reducir la prevalencia de colonizacion del ciego de pollos por cepas
de Salmonella enteritidis (Line et al., 1997; Line et al.,, 1998; Spring et al., 2000;
Gil de los Santos et al., 2005).

Parte de los mecanismos de accion que han sido descritos para justificar el efecto de
exclusién de patdgenos que pueden ejercer las levaduras y las PCL sobre bacterias
patdgenas, parten del estudio de la sensibilidad de las fracciones D-manosa y metil-o-D-
manosido para unirse a las lectinas afines a receptores presentes en cierto tipo de
bacterias que presentan fimbrias tipo-1 (Oyofo et al, 1988a; Oyofo et al, 1988b;
Oyofo et al., 1988c). En estos estudios, se ha reportado que las fracciones D-manosa y
metil-CJ-D-manosido pueden ejercer un efecto de inhibicién, mayor a un 90%, de la
adherencia de Salmonella typhimurium a las células digestivas epiteliales de pollos de un
dia de edad (Oyofo et al,, 1988a). Posteriormente, estos estudios fueron validados en
aves a los cuales se les suministro Salmonella typhimurium en el agua de bebida con y sin
fracciones de D-manosa. Los resultados mostraron que la utilizacion de D-manosa redujo
el porcentaje de pollos colonizados con Salmonella typhimurium de 78% a 28%, de 82%
a 21% y de 93% a 43%, en tres experimentos respectivamente (Oyofo et al., 1988b).
No obstante, debido al alto costo de las fracciones de D-manosa, su utilizacion en
condiciones comerciales podria ser prohibitiva, incluso bajo periodos cortos de
administracion (Spring et al., 2000).

95



2.0. Revision bibliografica

Respecto al empleo de la levadura de Saccharomyces, algunos estudios han descrito que
pollos de engorde alimentados con Saccharomyces boulardii mostraron una mejora en su
eficiencia productivas al ser desafiados con Salmonella enteritidis (Gil de los Santos et
al., 2005). Por otro lado, la suplementacién en la dieta con Saccharomyces boulardii ha
resultado en un menor porcentaje de colonizacién del ciego con Saimonella enteritidis en
pollos de engorde jovenes (Line et al, 1998) y pollo adultos sometidos a estrés por
trasporte (Line et al., 1997). Con la utilizacion de paredes celulares de levadura, Spring
et al,, 2000 encontraron una reduccién en la colonizacion de Sa/monella en el ciego de
89.8 a 55.7% en los controles y grupos con PCL respectivamente. En una serie de
estudios, Fernandez et al. (2000; 2002) observaron que gallinas alimentadas con
fracciones de MOS mostraban un incremento en las poblaciones de bacterias del ciego
correspondientes a Bifidobacterium spp y Lactobacillus spp, y una disminucién de
Enterobacterias. Posteriormente, el contenido cecal (CC) de estas gallinas fue
proporcionado a pollos de engorde como un producto de exclusién competitiva,
observandose que aquellos pollos que consumieron CC de aves suplementadas con MOS
fueron menos susceptibles a ser colonizados con S. enteritidis.

2.3.6.1.3. Exclusiéon de micotoxinas

La estructura quimica de las PCL de S. cerevisiae no solo exhibe un alto grado de
antigenicidad debida a sus fracciones de Bglucanos y manosa. En estudios recientes (/n
vitro), se ha sugerido que esta estructura tridimensional constituida principalmente por
polisacaridos, es capaz de llevar a cabo reacciones de absorcion para ciertas micotoxinas
de tipo zearalenona, aflatoxina y ocratoxina (Yianninkouris et al, 2003;
Yianninkouris et al, 2004; Jouany, 2005; Ringot et al/, 2005). Las micotoxinas
son un grupo diverso de compuestos quimicos toxicos (metabolitos secundarios)
producidos por una gran variedad de hongos (Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Claviceps
y Alternaria). Debido a que los hongos contaminan los cereales frecuentemente en la
mayor parte de los paises, la presencia de micotoxinas en materias primas y alimentos
para animales también llega a ser frecuente (Pier y Richard, 1992; Pfohl-Leszkowicz,
2000). Algunos ejemplos de micotoxinas identificadas en materias primas y alimentos
contaminados de forma natural empleados en avicultura son: aflatoxinas (AF), ocratoxinas
(OA), zearalenonas, toxina T-2, vomitotoxina y fumonisina (Jelinek et al, 1989). De
forma general la intoxicacion por micotoxinas puede representar efectos en la salud y
productividad del individuo a distintos niveles, por ejemplo: efectos hepatotdxico,
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nefrotdxicos, immunosupresores, hepatocarcinogenicos, teratogénicos y mutagénicos
(Veldman, 2004).

En alimentacion de aves, los resultados positivos encontrados en modelos in vitro para las
PCL como absorbente de micotoxinas coinciden con los estudios in-vivo en pollos de
engorde, en los cuales las levaduras de S. cerevisiae (Stanley et al., 1993) y PCL
(Santin et al., 2003; Stanley et al., 1995) fueron capaces de contrarrestar los efectos
tdxicos de piensos contaminados con aflatoxinas suministrados a las aves. En otros
estudios realizados con gallinas reproductoras de estirpe pesada (Stanley et a/., 2004),
se observd una reduccién en la productividad (postura, incubabilidad y mayor mortalidad
embrionaria) cuando las gallinas consumian piensos contaminadas con AF no obstante,
cuando se les incorporaban PCL a los piensos contaminados, las aves mostraban una
recuperacion parcial de los parametros de productividad. En un estudio mas reciente
Zaghini et al. (2005), encontraron que la suplementacion de MOS a piensos
contaminados con AF, resultaba en una reduccion en la concentracion de metabolitos de
aflatoxinas (AF-B1) en el higado de gallinas alimentadas con estos piensos contaminados.

En la Tabla 2.17., se presentan de forma resumida una serie de estudios realizados en
aves, en los cuales se evaluo la capacidad de aditivos provenientes de PCL descritos como
glucomananos esterificados para contrarrestar los efectos adversos de diferentes
micotoxinas suministradas a las aves. De manera general, los glucomananos adicionados
al alimento de pollos de engorde a dosis de 0.5 a 1.0 kg por tonelada, mostraron ser
capaces de contrarrestar los efectos negativos de piensos contaminados con micotoxinas
(AF, OA y T-2) sobre la productividad y drganos como el rifién, higado, bolsa de Fabricio,
timo y bazo de los pollos. En uno los estudios de la Tabla 2.17., Murthy y Devegowda
(2004), encontraron que los gluco-mananos adicionados en el alimento contaminado con
AF y proporcionado a las aves, eran capaces de reducir la absorciéon de la AF a escala
digestiva. En el caso de gallinas de postura, los gluco-mananos adicionados a 2 kg por
tonelada de alimento mostraron resultados favorables sobre el control de los efectos
adversos de piensos contaminados con micotoxinas como zearalenona y deoxinivalenol
(Chowdhury y Smith, 2004).
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Tabla 2.17. Efectos de la incorporacion de glucomananos esterificados de PCL a piensos
para aves contaminados de forma experimental con diversas micotoxinas.

Pollos de

engorde
Glucomananos

Dosis
kg/t

Beneficio

Autor

1.0

Recuperacion de parametros
productivos y de la funcién hepatica
y renal por la intoxicaciéon con AF
(300 ppb), OA (2000 ppb) y T-2
(3000 ppb)

Raju y Devegowda,
2000

0.5

Recuperacion de parametros
productivos y de los pesos relativos
del higado y molleja, por la
intoxicacion con AF (168 ppb), OA
(8.4 ppb), zearalenona (54 ppb) y T-
2 (32 ppb)

Aravind et al., 2003

1.0

Mayor recuperacion de AF en el
contenido digestivo (menor absorcion
digestiva)

Murthy y
Devegowda, 2004

1.0

Recuperacién de parametros
productivos y de los pesos relativos
del higado, rifidén y timo, por la
intoxicacion con AF (2000 ppb) y T-2
(1000 ppb)

Girish y Devegowda,
2004

0.5
1.0

Disminucion en la severidad de las
lesiones observadas en higado, rifidn,
bolsa de Fabricio, timo y bazo por la
intoxicacion con AF (2000 ppb)

Karaman et al.,
2005

Gallinas de

postura
Glucomananos

2.0

Prevencion del incremento del acido
Urico sanguineo y peso relativo del
rifién y recuperacion parcial de los
parametros productivos
Deoxinivalenol (DON) (11.7 png/mg),
15 acetil DON (0.4nug/mg),
Zearalenona (0.6 ug/mqg)

Chowdhury y Smith,
2004

2.0

No efecto para contrarrestar la
reduccion de tasa de sintesis
fraccional de proteinas en el higado,
reducida por Deoxinivalenol (DON)
(11.7 pg/mg), 15 acetil DON
(0.4pg/mg), Zearalenona (0.6
ug/mg) en el pienso

Chowdhury y Smith,
2005

2.3.6.2. Efecto troéfico sobre la mucosa digestiva

Los efectos que pueden ejercer las levaduras de Saccharomyces sobre la fisiologia
digestiva de los animales contintian siendo ampliamente desconocidos. Estudios realizados
en humanos y ratas con levaduras de S. boulardii suministradas oralmente, sugieren que
la levadura podria ejercer un efecto trofico a escala de la mucosa digestiva (Buts et al.,
1986; Buts et al, 1994). En humanos y ratas que consumieron levaduras de S.
boulardii, se encontré un incremento significativo en la actividad especifica de enzimas
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(sucrasa, lactasa, maltasa) de la membrana en borde de cepillo de las células epiteliales
del intestino delgado sin llegar modificarse la morfologia de la mucosa (Buts et al.,
1986). De hecho, en el caso de las ratas, un estudio posterior sugirié que el efecto trofico
sobre la mucosa digestiva podria ser mediado por el estimulo en la produccion y liberacion
endoluminal de espermina y espermidina por parte de la levadura (Buts et a/., 1994).

En pollos de engorde, la suplementacion en el alimento con levaduras de S. boulardii a
una dosis de 0.2 kg/tonelada, resultdé en una disminucién del nimero de células
caliciformes, menor profundidad en las criptas y no causo efectos en la altura y amplitud
de la vellosidades del ileon (Bradley et al, 1994). En un estudio mas reciente, Zhang
et al. (2005), observaron que el empleo de levaduras de S. cerevisiae a una dosis de 5
kg/tonelada de alimento o 25 veces mayor al estudio Bradley et al. (1994), provocaba
un incremento en la altura de las vellosidades y un mayor valor para la proporcién
altura/profundidad de las criptas de las vellosidades del ileén. Ambos trabajos (Bradley
et al., 1994; Zhang et al.,, 2005) podrian sugerir que al igual que en humanos y ratas,
las levaduras de Saccharomyces podrian ejercer un efecto tréfico en la mucosa digestiva
del pollo de engorde. Los resultados sobre empleo de fracciones de PCL en dietas para
pollos pueden sugerir también un efecto tréfico a escala de digestiva. Santin et al
(2001) incorporaron PCL de Saccharomyces cerevisiae a 2 kg/t de pienso de pollos de
engorde, y encontraron una mayor altura de las vellosidades en las tres secciones del
intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon), observandose criptas menos profundas solo
en el caso del yeyuno. Posteriormente este efecto fue corroborado por Zhang et al.
(2005), quienes adicionaron a la dieta de pollos de engorde 3 kg de PCL (S. cerevisiae)
por tonelada, encontrando una mayor altura de vellosidades y mayor valor en la
proporcién de la altura de la vellosidad/profundidad de las criptas de la mucosa ileal. En
los trabajos de Santin et al. (2001) y Zhang et al. (2005), los autores sugirieron que
las PCL causaron un efecto positivo en el desarrollo de la mucosa digestiva del pollo, ya
que los grupos alimentados con PCL mostraron un mayor crecimiento en relacion a los
grupos controles sin PCL. En otro estudio Iji et a/. (2001), evaluaron la inclusién de MOS
a1, 3y5 kg por tonelada de alimento sobre la morfologia y actividad enzimatica de la
mucosa digestiva de pollos de engorde. Los resultados a los 21 dias de edad de las aves,
mostraron que con la dosis de 5 kg de MOS se obtuvieron mayores alturas de vellosidades
en yeyuno y con 3 y 5 kg se incrementd la actividad enzimatica de la membrana en borde
de cepillo de las células del epiteliales y el transporte de aminoacidos a nivel la mucosa
del yeyuno.
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2.3.6.3. Estimulacion del sistema inmune

En 1900 Von Dungern observo que levaduras de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en
la industria de panaderia, interactuaban con las proteinas del complemento del sistema
inmunitario. Posteriormente, Pillemer y Ecker (1941) encontraron que el componente
activo en la levadura involucrado en esta reaccién correspondia a la fraccion insoluble de
(1-3/1-6) PB-glucanos, polisacarido presente en mayor concentracion en la PCL,
denominandolo como “Zimozan”. La administracion de (1-3/1-6) B-glucanos y de
polimeros derivados de PCL de forma experimental a animales mamiferos resulta en
remarcables efectos en el sistema inmunitario, que incluyen estimulacién de las células
del sistema reticuloendotelial, incremento de la resistencia a infecciones y regresion de
tumores (Brown y Gordon, 2003). El mecanismo de accién propuesto es la
estimulacion de la inmunidad innata, especificamente a nivel de monocitos y macréfagos,
células que presentan receptores para B-glucanos (Czop y Austen, 1985; Czop et al.,
1988; Taylor et al,, 2002; Brown et al., 2002), y que al ser estimulados inducen la
producciéon de TNF-q, IL-1, factor activador de plaquetas y metabolismo de los
eicosanoides, conduciendo a un estado de alerta inmunoldgico (Abel y Czop, 1992).

En humanos, el consumo de levaduras (Saccharomyces boulardii) resultd en una serie de
cambios a escala celular y humoral en los perfiles sanguineos. Esta serie de cambios
incluyeron incrementos en las células de tipo eritrocitos, leucocitos, células
polimorfonucleares, neutrofilos y componentes del sistema de proteinas del complemento
(C3, C5, C3d) (Macchado-Caetano et al, 1986). En ratas que consumieron
Saccharomyces boulardii, se observd un incrementd significativo (+57%) en las
concentraciones de IgA secretora en el liquido intestinal y en las concentraciones de la
porcién secretora (+63%) de las células cripticas de la mucosa intestinal (Buts et al.,
1990). Este incremento en la produccion de IgAs totales y anti-Saccharomyces boulardii
fue corroborado en estudios posteriores realizados con ratones gnotobidticos (Rodrigues
et al., 2000).

En aves, los estudios sobre la respuesta inmunitaria con el empleo de la PCL como
estructura completa, o con fracciones de B-glucanos muestran ser escasos. Santin et al.
(2001) incluyeron PCL (2 kg/t pienso) a dietas contaminadas con AF (1000 ppb),
proporcionadas a pollos de engorde vacunados contra el virus de la enfermedad de
Newcastlle (NDV). Las determinaciones de anticuerpos en dias posteriores a la vacunacién
no mostraron una mayor respuesta de anticuerpos vacunales en las aves que
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consumieron PCL, no obstante este grupo de aves si mostrd una mejor respuesta
inmunoldgica en un posterior desafié con un virus cepa velogénica de NDV. En una serie
de trabajos, Stanley et a/. (2004) encontraron que el empleo de PCL a 1 kg/t en el
alimento de pollos de engorde representd beneficios en términos de un mejor
comportamiento productivo en aves mantenidas en camas recicladas, que en un primer
estudio pertenecieron a aves inoculados con coccidias de tipo Eimeria maxima y E.
tenella, efecto que represento un desafié inmunitario. Con el empleo de B-glucanos
purificados, Acevedo et al. (2001a) vacunaron (vacuna de NVD) y suministraron por
via oral (1,3) p-glucanos a pollos (white leghorn). En este caso la suplementacién de 5 y
10 mg/kg de pienso resultdé en una mayor produccion de anticuerpos (NVD). En otro
trabajo, los mismos autores (Acevedo et a/, 2001b) encontraron que pollos (white
leghorn) a los cuales se les suministré de forma intraperitoneal (1,3) B-glucanos (5 y 10
mg/kg), mostraron una estimulacion en la respuesta T inespecifica (hipersensibilidad
retardada). Un estudio mas reciente llevado a acabo en pollos de engorde por Guo et al.
(2003), demuestra la capacidad inmunomoduladora de fracciones de B-glucanos
provenientes de PCL e incorporadas en la dieta. En estos trabajos, los B-glucanos
adicionados a 20 y 40 mg/kg de pienso, indujeron mayor proliferacion de macréfagos,
mayor produccion de nitritos y de interleucina-1, ademas de mayores pesos relativos de la
bolsa de Fabricio, timo y bazo.

Con utilizacion de MOS, Savage et al. (1996), alimentaron pavos machos durante 53
dias con 0.11% de MOS en la dieta, al final del periodo experimental obtuvieron muestras
de sangre y bilis. Estas muestras fueron analizadas por técnicas de inmuno-difusion radial
(IDR) y por inmuno-electroforesis (IEF), a pesar de que las pruebas de IEF no mostraron
diferencias en el perfil de anticuerpos, en el caso de de las pruebas de IDR se observd un
incremento de las inmunoglobulinas de tipo IgG e IgA en sangre y en bilis de los pavos
que consumieron MOS. En gallinas de postura, se evalud el efecto de la suplementacion
de MOS en la dieta sobre la inmunidad humoral mediante la inoculacion de una
suspension de albumina sérica bovina (ASB) y de glébulos rojos de borrego (GRB)
(Malzone et al. 2000). Una semana post-inoculacién de los antigenos, los resultados de
este estudio mostraron que las gallinas suplementadas con MOS a 500 g/kg de alimento,
tuvieron titulos de anticuerpos mayores de GRB, y en el caso de la ASB, sélo se
obtuvieron diferencias numéricas en la 12 y 238 semana post-inoculacion para los gallinas
alimentadas con MOS (Malzone et al. 2000). En otro estudio realizado en gallinas de
postura de estirpe pesada, la incorporacién de MOS en la dieta resulto en un incremento
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significativo de la respuesta de anticuerpos contra la vacuna de la infeccién de la bolsa de
Fabricio en las madres y en la progenie (Shashidhara y Devegowda, 2003).
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Capitulo 3. Planteamiento y objetivos del estudio.
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3.0. Planteamiento y objetivos del estudio

Los nuevos sistemas de produccion animal tienen que ir adaptandose a las crecientes
demandas de una poblacién cada vez mas critica hacia los productos de origen animal
que incluye en su alimentacién. Aunque esta situacion es mayor en los paises
desarrollados, terceros paises son afectados de forma directa o indirecta por estas nuevas
tendencias. Por ejemplo, la prohibicion de APC en la UE impactara indirectamente en los
sistemas de produccién animal de paises que pretendan importar productos avicolas o
acuicola a la UE, como es el caso algunos paises Latinoamericanos. Bajo este escenario,
algunos de estos paises deben adaptar sus sistemas de produccion a esquemas de
alimentacion con y sin empleo de APC. En la nutricion actual y moderna, la investigacion
sobre el empleo de nuevos aditivos naturales que puedan ejercer efectos de mejorar la
salud y productividad animal genera muchas expectativas ante la ausencia de global de
APC, o por la sencilla razén de que en la mayoria de las veces, los actuales pollos de
engorde comerciales pueden sufrir problemas de estrés y estar expuestos a agentes
patdgenos que desencadenen problemas de inmunodepresion, enfermedad y pobre
productividad.

En el caso concreto del empleo en avicultura, de levaduras de Saccharomyces y sus
fracciones (extractos, paredes celulares, beta-glucanos y manano-proteinas), substancias
que tienen grandes posibilidades para ser empleados como aditivos naturales por sus
efectos de poder mejorar la salud y productividad del ave. Los resultados reportados en la
literatura especializada son limitados para las levaduras y beta-glucanos, y escasos para
las manano-proteinas y los extractos. Por otro lado, la investigacion generada sobre el
empleo en avicultura de PCL de S. cerevisiae, productos frecuentemente definidos como
fuentes de polisacaridos naturales o tipo MOS, en la actualidad existe muy poca
informacion acerca de las caracteristicas o definicién de este tipo de productos. Algunos
de los cuestionamientos que podrian plantearse para estas substancias, serian: la eficacia
cdmo promotor de crecimiento de los distintos productos generados en la industria
fermentadora, o en su caso la importancia de los polisacaridos (glucanos y manano-
proteinas) en el modo de accion de las PCL empleadas como aditivos alimenticios.

En la Tabla 3.1., se presentan tres diferentes PCL industriales que son empleadas como
aditivos polisacaridos en alimentacion de aves, como puede observarse existe una
marcada diferencia en la concentracion de los principales polisacaridos (manosa y B-
glucanos) de las PCL 1y 2. En el caso de la tercera PCL, solo se encontrd una referencia
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en donde se describe su composicidon estructural de macromoléculas (proteina, grasa y
fibra). De hecho, los autores de este estudio sugieren que las concentraciones de
polisacaridos del producto la componen principalmente manosa y p-glucanos, definiendo a
este producto como un aditivo de tipo MOS no obstante, no presentan datos de las
concentraciones de sus polisacaridos.

Tabla 3.1. Principales constituyentes de 3 paredes celulares industriales de levadura de
Saccharomyces cerevisiae empleados como aditivos polisacaridos en alimentacién animal.

(%)’ PCL-1' PCL-2’ PCL-3%"
Materia seca 97.40 97.60 -
Beta-glucanos 22.86 26.03 -
Mananos 17.24 21.60 -
Grasa cruda 3.17 12.96 4.00
Proteina bruta 37.01 24.89 31.00
FDA - - 9.40

INombre comercial Pronardy 500; ° Nombre comercial Saf-mannan; >Nombre comercial
Bio-Mos.

'Informacion proporcionada por el departamento de I+D de "Bio-Springer”, 103, rue Jean
Jaurés B.P. 17, F-94701 Maisons-Alfort Cedex, FRANCE.

"Tomado de Iji et al., 2001. FDA = Fibra detergente dcida

Recientemente, Rosen (2006) sugirid la necesidad de generar una buena cantidad de
informacion acerca de los nuevos aditivos alimenticios que comienzan a tener un uso
comln en avicultura, y asi poder construir una adecuada base de datos que permita
elaborar modelos de prediccion estadisticos con limites de confianza extrapolables a
condiciones practicas sobre su eficacia y los beneficios de su utilizacion. En el caso de los
productos de S. cerevisiae como las levaduras o PCL, se podria considerar que la mayoria
de los estudios publicados en algunas de las principales revistas de ciencia avicola sobre
su utilizacion fueron realizadas con el uso de dietas elaboradas con maiz, existiendo una
carencia de informacion sobre su eficacia con el uso dietas elaboradas con cereales
viscosos como el trigo. Situacidn un tanto critica, ya que es bien conocido que la
utilizacion de cereales viscosos (ricos en PNA) en las dietas de aves, puede ejercer
importantes modificaciones en la fisiologia digestiva del ave, y no seria extrafio pensar
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que los productos de levaduras S. cerevisiae pudieran mostrar distintas respuestas de
acuerdo a las condiciones dietarias impuestas.

De hecho, el mismo autor (Rosen, 2006), resalta la importancia de incluir la mayor parte
de la informacion de los estudios sobre los nuevos aditivos que se utilizan en avicultura,
considerando aspectos cronoldgicos, dietarios, medioambientales, genéticos y
nutricionales. Esta situacion genera la necesidad en avicultura, de indagar mas acerca de
la utilizacién levaduras de Saccharomyces cerevisiae y sus fracciones entre ellas PCL,
extractos, B-glucanos y manano-proteinas bajo diferentes condiciones dietarias (distintos
cereales) para tratar de esclarecer sus efectos a escala digestiva, y de esta manera poder
definir mejor sus aplicaciones en alimentacion de aves.

En base a estos antecedentes, en la presente tesis se presentan una serie de
experimentos realizados en pollos de engorde, en los cuales fueron evaluadas las
respuestas a la productividad, variables digestivas y a la salud de las aves por la
suplementacion de distintas levaduras de Saccharomyces cerevisiae y sus fracciones (PCL,
extractos, B-glucanos y manano-proteinas) en dietas que representaron distintas
condiciones dietarias. A continuacion se mencionan los objetivos de los distintos
experimentos realizados.

3.1. Objetivo general

» Evaluar los efectos de la suplementacion de levaduras de S. cerevisiae y de sus
diferentes constituyentes (paredes celulares, extractos y fracciones purificadas de
manano-proteinas y 1,3/1,6 p-glucanos) en dietas elaboradas con maiz y trigo-
cebada-centeno y sus efectos sobre la productividad, variables digestivas y la salud
de pollos de engorde comerciales.

Para llevar a cabo este objetivo, se realizaron 6 experimentos en pollos de engorde bajo
el siguiente esquema y con los siguientes objetivos particulares para cada uno de ellos:
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3.2. Objetivos particulares

Experimentos 1y 2 (Evaluacion preliminar de la incorporacion de distintas levaduras y
sus componentes en dietas elaboradas con trigo-cebada-centeno y maiz de pollos de
engorde: efectos sobre parametros productivos y digestivos del ave):

»  Evaluar la respuesta de la incorporacion de APC (Avilamicina) frente a diferentes
levaduras activas de S. cerevisiae y de sus componentes (PCL y extractos) en
dietas elaboradas con trigo-cebada-centeno (gran contenido de PNA solubles) y
con maiz (menor contenido de PNA solubles) sobre los parametros productivos,
recuentos bacterianos en el ileon, consumo de agua/consumo de alimento,
digestibilidad ileal y viscosidad del contenido ileal de pollos de engorde.

= Encontrar la levadura o componente de la levadura (PCL o extracto) que al ser
utilizado como aditivo alimenticio en las dietas formuladas con trigo-cebada-
centeno 0 con maiz, sea capaz de inducir las mejores respuestas en la
productividad y salud del pollo de engorde respeto al uso de un APC.

Experimentos 3 (£fectos del programa de alimentacion y de la utilizacion de paredes
celulares de levadura sobre los parametros productivos, desarrollo de la mucosa digestiva,
respuesta inmune humoral y pesos de los drganos linfoides de pollos de engorde):

= Evaluar y validar los efectos en la productividad de pollos de engorde por la
suplementacion de PCL en dietas con gran contenido en PNA (trigo-cebada-
centeno) y con menor contenido en PNA (maiz).

= Evaluar el efecto de la densidad de nutrientes y la suplementacion de PCL en
dietas elaboradas con maiz sobre la productividad y salud de los pollos de
engorde.

Experimentos 4 y 5 (Influencia de la suplementacion en la dieta de paredes celulares
de levadura y de fracciones purificadas de beta-glucanos y manano-proteinas, sobre los
parametros productivos, desarrollo de la mucosa digestiva, respuesta inmune humoral y
% de los pesos relativos de drganos linfoides y digestivos del pollo):
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» Estudiar el efecto de la suplementacién de PCL y de sus principales fracciones
purificadas (beta-glucanos y manano-proteinas) en dietas con gran contenido de
PNA (trigo-cebada-centeno) sobre los parametros productivos, respuesta a la
vacunacion del virus de la enfermedad de Newcastle, y porcentajes de los pesos
relativos de 6rganos linfoides.

» Identificar el papel de la inclusion en la dieta (trigo-cebada-centeno) de
fracciones de manano-proteinas y de beta-glucanos de la PCL de levadura, sobre
la productividad, pesos relativos del intestino, higado y pancreas, y la morfologia
de la mucosa de pollos de engorde.

Experimentos 6 (£fecto inmunomodulador de las paredes celulares de levadura
adicionadas en dietas de pollos de engorde inoculados con lipopolisacarido de E. coli):

* Estudiar la capacidad de inmuno-estimulacién o de inmuno-modulacién de las
PCL suministradas en los alimentos de pollos de engorde desafiados o inmuno-
estimulados con lipopolisacarido (LPS) de £. coli

» Evaluar los efectos de la utilizacién en la dieta de PCL y de la inoculacion de LPS
en los el comportamiento productivo de pollos de engorde.

109



4.0. Experimentos 1 y 2

Capitulo 4. Evaluacion preliminar de la incorporacién de distintas levaduras y
sus componentes en dietas elaboradas con trigo-cebada-centeno y
maiz de pollos de engorde: efectos sobre parametros productivos y
digestivos del ave.
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4.1. Resumen

Se realizaron dos experimentos con el objetivo de evaluar el efecto en los parametros
productivos, recuentos bacterioldgicos en el ileon, consumo de agua/consumo de
alimento, digestibilidad ileal y viscosidad del contenido ileal en pollos de engorde (Ross
308), de la suplementacién de diferentes levaduras activas de S. cerevisiae y sus
componentes (paredes celulares de levadura o PCL y extractos). Se emplearon dietas
libres de aditivos (antibidtico, enzimas y anticoccidioanos) con alto contenido de
polisacaridos no amilaceos (PNA) a base de trigo-cebada-cebada-centeno (TCC), y con
menor contenido de PNA a base de maiz. Se utilizdé un disefio experimental de bloques
completos (6) aleatorizados con 8 tratamientos experimentales en ambos experimentos:
T-1) Control negativo (CN), sin aditivos; T-2) CN+avilamicina, 0.01 g/kg; T-3)
CN+levadura-1 (uso pecuario), 2 g/kg; T-4) CN+levadura-2 (uso panadero), 1 g/kg; T-5)
CN+levadura-3 (“Killer yeast”), 0.8 g/kg; T-6) CN+extracto de levadura, 0.15 g/kg; T-7)
CN+PCL-1, 0.5 g/kg; y T-8) CN + PCL-2, 0.5 g/kg. Las aves fueron mantenidas en jaulas
durante 42 dias en el experimento 1 (960 aves) y durante 39 dias en el experimento 2
(1056 aves). Bajo estas condiciones experimentales la utilizacién de levaduras y PCL fue
mas efectiva en las dietas con TCC respecto a las dietas con maiz. En las dietas TCC (0 a
42 dias), el empleo de la levadura-3 y de la PCL-2 incrementé de forma significativa
(P<0.05) en un +4.6% el peso final y el consumo de alimento respecto a la dieta control,
mostrando un efecto similar al de la avilamicina. En las dietas con maiz, durante los
primeros 14 dias, el empleo de avilamicina, levadura-1, PCL-1 y 2 mejoraron (P<0.05) el
indice de conversidn respecto a la dieta control. Para los coeficientes de digestibilidad ileal
(CDI) de nutrientes, en las dietas con TCC suplementadas con avilamicina y PCL-2, se
encontraron mejores CDI para la grasa cruda (P<0.05) respecto a los tratamientos que
incluyeron levaduras 2 y 3. La viscosidad y los recuentos bacterianos del contenido ileal
de las aves, no fueron modificadas por utilizacion de las distintas dietas experimentales.

4.2. Introduccion

El empleo de antibidticos en dietas para animales con la finalidad de promover su
crecimiento, es una practica realizada de forma comun en algunas regiones del planeta
desde mas de la mitad del siglo pasado (Jones y Ricket, 2003; Dibner y Richards,
2005). Recientemente, la comunidad cientifica esta cuestionando la utilizacion de
antibidticos con esta finalidad, debido al riesgo que podria representar esta practica en la
generacion de bacterias patdgenas con genes de resistencia cruzada hacia antibidticos
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empleados en terapéutica humana (Witte, 1996). Aunado a esto, la percepcion del
consumidor adquiere otro peso importante, ya que actualmente existe una creciente
preferencia hacia productos de origen animal producidos de forma mas natural, y de
mayor calidad. Por otro parte, la reciente prohibicién al uso de antibidticos como
promotores del crecimiento (APC) en piensos para animales, ocurrida dentro de la Unién
Europea el pasado 1 de enero del 2006 (Regulacion No. 1831, 2003), origino también
oportunidades para la investigacion y desarrollo de nuevas sustancias naturales que
puedan ser empleadas para mejorar la salud intestinal, y la productividad del animal ante
la ausencia de APC (Brufau, 2000; Halfhide, 2003). Hasta la fecha, los mecanismos de
accién descritos para los APC, son enfocados hacia el control de la flora microbiana
presente en el tracto digestivo del individuo, lo cual puede resultar en beneficios en la
productividad del animal (Bedford, 2000). En el caso de la levadura de S. cerevisiae, su
utilizacion en alimentacion animal y humana se remonta a varias décadas (Lesson, y
Summers, 2001). Las levaduras de S. cerevisiae pueden ser utilizadas como aditivos
alimenticios ya que por si mismas podrian ejercer efectos similares a bacterias probidticas
(Buts, 2005). En humanos, las levaduras de Saccharomyces son utilizadas por sus
propiedades farmacodinamicas, sobretodo para controlar diarreas por Clostridium difficile
(Pothoulakis et al., 1993); en alimentacién animal, las levaduras fueron utilizadas en
un principio debido a sus propiedades nutricionales (Lesson, y Summers, 2001), en la
actualidad este tipo de aditivos son utilizados en alimentacién de rumiantes por sus
efectos positivos sobre la modificacién del micro-ambiente del tracto digestivo (Newbold,
1996). En el caso de sus componentes, las paredes celulares de levadura (PCL) estan
constituidas por polisacaridos de tipo (1,3/1,6) b-glucanos y manano-proteinas, de estas
estructuras se menciona que pueden ejercer efectos de fijacién de bacterias patégenas
digestivas (Spring, 2000), micotoxinas (Ringot, 2005) y de estimulacion del sistema
inmune (Guo et al, 2003); los extractos de levadura, a su vez pueden servir como
fuentes de nutrientes, nucledtidos y péptidos (Oriol, 2004). Aparentemente, las
caracteristicas de las levaduras y de sus componentes podrian sugerir que este tipo de
substancias pueden ser Utiles para promover la salud digestiva y favorecer el crecimiento
del ave. No obstante, debido a que la industria de la produccién de levaduras genera
diversos productos (levaduras activas, extractos y paredes celulares), que pueden ser
originados a partir de diferentes procesos de fabricacion y de diferentes cepas
industriales (panaderia, cerveceria, vino o pecuario). Muchos de estos productos pueden
mostrar cambios en su estructura y origen, difiiendo en sus caracteristicas o efectos
nutricionales en el animal. El estudio de las mejores aplicaciones y efectos, ademas del
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establecimiento de controles de calidad para estas nuevas sustancias destinadas para un
uso especifico en alimentacion animal, sigue representando una gran area de estudio.
Basados en estos antecedentes, se realizaron dos experimentos con pollos de engorde,
empleando diferentes levaduras activas y sus componentes, paredes celulares (de
diferente proceso industrial de produccidn) y extractos. El objetivo fue el de evaluar los
efectos de estas sustancias naturales y comparalos con los de un APC (avilamicina) sobre
los parametros productivos y digestivos del ave. La eficacia de estas sustancias fue
evaluada bajo dos condiciones dietarias: empleando dietas a base de trigo-cebada-
centeno (mayor desafio por una mayor concentracién de polisacaridos no amilaceos o
PNA) y dietas a base de maiz (menor desafio y menor concentracion de PNA), situaciones
que representaban dietas similares a las empleadas en Europa o América
respectivamente.

4.3. Material y métodos

4.3.1. Animales y alojamientos

Se realizaron dos experimentos empleando pollos de engorde machos de 1 dia de edad de
la estirpe Ross 308, 960 y 1056 para los experimento 1 y 2 respectivamente. Las aves
fueron alojadas en una caseta experimental limpiada y desinfectada previamente
(instalaciones de Nutricion Animal del IRTA, en Mas de Bover), provista con sistema de
ventilacion forzada, calefaccion e iluminacion artificial. A la recepcién las aves fueron
alojadas al azar dentro de jaulas experimentales de 1m? 20 y 22 aves para el
experimento 1y 2 respectivamente. Cada jaula contd con un comedero en forma de tolva
de aproximadamente 5 kg de capacidad y 2 bebederos de tetina. La temperatura dentro
de la caseta a la recepcion fue de 33-35° C, disminuyéndola 3° C cada semana hasta los
220 C al final de la prueba. El calendario de iluminaciéon fue de 23 h de luz durante los
primeros cuatro dias, 20 h hasta los 10 dias y 18 h hasta el final de la prueba. Cada dia se
realizaron dos inspecciones dentro de la caseta para revisar el estado general de la
parvada, disponibilidad del agua y el alimento, condiciones de temperatura, calefaccion e
iluminacion y presencia de mortalidad. El agua y el alimento fueron suministrados ad-
libitum durante todo el periodo experimental.

4.3.2. Diseiio y tratamientos experimentales

Se utilizd un diseno experimental de bloques completos (6) aleatorizados, que incluyo 8
tratamientos experimentales para ambos experimentos: T-1) Control negativo (CN), sin
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aditivos; T-2) CN + avilamicina o APC (0.01g/kg); T-3) CN + levadura activa-1 (uso
pecuario, S. cerevisiae Sc47)" (2 g/kg); T-4) CN + levadura activa-2 (uso panadero)™ (1
g/kg); T-5) CN + levadura activa-3 (“Killer yeast”) (0.8 g/kg); T-6) CN + extracto de
levadura (0.15 g/kg); T-7) CN + PCL-1 (proceso industrial-1) (0.5 g/kg); y T-8) CN + PCL-
2 (proceso industrial-2) (0.5 g/kg)'. La eficacia de los productos fue evaluada en dietas
basales Unicas, durante 42 y 39 dias para los experimentos 1 y 2 respectivamente. Ambas
dietas fueron formuladas para ser isocaldricas (3000 kcal/kg) e isoproteicas (20%
proteina cruda), el contenido de aminoacidos, vitaminas y minerales fueron incluidos a
niveles cercanos o superiores a las recomendaciones del NRC-2004 (Tabla 4.1.). En la
elaboracion de las dietas del experimento 1, se emplearon trigo, cebada y centeno o
dietas con mayor contenido en polisacaridos no amilaceos solubles; mientras que en las
dietas del experimento 2 se utilizd maiz o dietas con menor contenido en polisacaridos no
amilaceos (Tabla 4.1.). Ambas dietas fueron en forma de harina y con excepcién del
tratamiento 2, no fueron adicionados APC, drogas anticoccidiales ni enzimas al resto de
las dietas experimentales. La composicién analitica de los principales ingredientes y
alimentos fue estimada usando métodos estandares (AOAC, 1990), incluyendo materia
seca (método 934.01), proteina bruta® (método 968.06), grasa bruta® (920.39) y energia
bruta empleando una bomba calorimétrica adiabética® (DIN, 1977). Las composiciones
de los principales azlicares o polisacaridos de las paredes celulares de levadura se
presentan en la Tabla 4.2. (Informacion proporcionada por el departamento de I+D de
“Lesaffre Feed Additives” y "Bio-Springer”, 103, rue Jean Jaurés B.P. 17, F-94701
Maisons-Alfort Cedex, France).

4.3.3. Parametros evaluados

Se realizaron pesajes de los animales en grupo, del alimento suministrado y del alimento
sobrante para cada unidad experimental o jaula, a los dias 0 (recepcion), 14 y final de los
experimentos. Posteriormente, fueron estimados los promedios por tratamiento
experimental, para el peso vivo, ganancia de peso por dia, consumo de alimento por dia,

* Biosaf®, ' Saf-mannan®, ™ Saf-instant®, las levaduras, extractos y paredes celulares de levadura fueron
proporcionados por Lesaffre feed Additives, Rue du Haut Touquet 1,59520 Marquette-Lez-Lille, France.

! LECO® FP-528, Protein/Nitrogen Determination, USA.

2 Buchi Extraction System B-811, Buchi Labortechnik AG, Flewil, Switzerland).

3 Calorimeter C-4000 A, IKA Analysentrchnik GMBH, Heitersheim, Germany.

* Brookfield digital viscometer, model LVTDVCP-II, Brookfield Engineering Laboratories, Stouhton, MA.
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indice de conversidn alimenticia y porcentaje de mortalidad. Para calcular el indice de
conversion alimenticia, fueron tomados en cuenta los pesos de los animales muertos o
sacrificados para la obtencién de muestras durante la prueba. De los 28 a los 32 dias
(experimento 1), y de los 34 a los 39 dias (experimento 2) de experimentacion, se
determind la relacién entre los consumos de agua con respecto al consumo de alimento.
Para calcular el consumo de agua fue colocado un depdsito de plastico en cada jaula, que
se llenaba cada dia con agua limpia y fresca, mientras que el agua sobrante del dia
anterior fue medida para posteriormente llevar acabo el calculo de consumo de agua por
avey dia.

4.3.3.1. Digestivos

Del dia 21 al 24 del ensayo, las aves fueron alimentadas con un alimento que incluia un
marcador (didxido de titanio a 0.5 g/kg de alimento). El dia 24 del ensayo, seis aves de
cada lote experimental o jaula fueron seleccionadas con un peso cercano a la media del
lote, posteriormente esta aves fueron sacrificadas mediante la aplicacion de una inyeccién
intravenosa de pentobarbital sddico en la vena radial del ave (procedimiento experimental
num. 688, aprobado por el Comité Etico de Experimentacion Animal del IRTA).
Posteriormente, se tomaron muestras de contenido digestivo para realizar las siguientes
mediciones:

4.3.3.1.1. Viscosidad del contenido intestinal

Muestras de contenido digestivo de las secciones del iledn (diverticulo de Meckel hasta 15
cm anteriores a la union ileocecal) fueron colectadas y conservadas en hielo. Se realizé un
pool de muestras de los seis animales por jaula, analizando una muestra por jaula y 6
muestras por cada tratamiento. Posteriormente las muestras frescas se centrifugaron a
12000 rpm durante 5 minutos a 15° C y se recuperd el sobrenadante. La medicion de la
viscosidad del sobrenadante del contenido digestivo fue realizada manteniendo la muestra
a una temperatura de 30° C, realizando la medicion después de 1 minuto en un
viscosimetro Brookfield®.

4.3.3.1.2. Absorcion de nutrientes

Se recolectaron y mezclaron los contenidos digestivos de segmentos intestinales ileales
(15cm anteriores a la unién ileocecal) de 6 aves para formar una muestra, un total 6
muestras por cada tratamiento. Cada muestra fue liofilizada y molturada para realizar la
medicion de la digestibilidad ileal aparente para los principales nutrientes. La proteina
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bruta (nitrégeno x 6.25) fue estimada mediante la metodologia de Dumas® (AOAC, 1990
método 968.06); la grasa bruta por la técnica de Soxhlet mediante una previa hidrdlisis
acida de la muestra (Fireth et al., 1985; Ngeh-Ngwainbi et al., 1997); y la energia
bruta con el empleo de una bomba calorimétrica adiabatica®. La concentracion del didxido
de titanio en la muestras fue analizada de acuerdo a la metodologia de Short et al.
(1996).

Los coeficientes de digestibilidad ileal fueron calculados empleando la siguiente ecuacién:
CD = 1 - [(Ti atimento / Ti digesta) X (C digesta / C atimento)]

De la cual: CD = coeficiente de digestibilidad para un nutriente del alimento; Ti gigesta =

concentracién del marcador en el alimento; Ti gigesta = CONCentracion del marcador en la

digesta; C gigesta = CONcentracion del nutriente en la digesta; C ajimento = CONCeNtracion del

nutriente en el alimento.

4.3.3.1.3. Recuentos de poblaciones bacterianas en el contenido digestivo

Los recuentos de las poblaciones bacterianas fueron realizadas en el CRESA (Centre de
Reserca en Sanitat Animal, IRTA-Universidad Auténoma de Barcelona). Cada muestra fue
constituida por el contenido de 2 muestras ileales (seccion media del ileon), un total de
12 aves por cada tratamiento (dos animales por jaula). En el experimento 1 (dietas trigo-
cebada-centeno), se realizaron los recuentos de las poblaciones bacterianas
correspondientes a Lactobacillous sp., E. coliy Clostridium perfringens; en el experimento
2 (dietas de maiz), se contabilizaron Lactobacillous sp., E. coliy Enterococcus sp. Cada
muestra fue diluida en una solucidon buffer de agua con peptona (APT, Merck),
posteriormente cada solucién fue sometida a diluciones seriadas. Para los recuentos de
bacterias £. coli se empleo el medio de cultivo Fluorocoult VRB-Agar (Merck) y para
Clostridium perfringens, Perfringens Agar (Oxoid) con A y B suplementos (Oxoid). Las
placas fueron incubadas 18 h a 37° C en condiciones aerobias para £ cof y en
anaerobiosis para Clostridium. Para los recuentos de Lactobacillus se utilizo medio de
cultivo agar rogosa (Oxoid, Ref. CM 627) y para los £Enterococcus agar MacConkey (Oxoid,
Ref. CM 115, Oxoid S. A, Madrid Spain), las placas fueron incubadas durante 48 h (37°C,
5% CO,) y 24h (37°C) respectivamente. Los resultados se expresaron como valores de
logaritmo de unidades formadoras de colonias o UFC/g de digesta fresca.
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4.3.4. Analisis estadistico

El disefio del experimento era de blogues al azar y los datos se analizaron con un analisis
de la varianza de dos vias (8 tratamientos y 6 bloques), mediante el procedimiento GLM
de SAS® (version 8.0). Las diferencias entre tratamientos fueron establecidas por el test
de Duncan de rango mudiltiple, a un nivel de confianza de (P<0.05) la prueba de Duncan.
Previo al analisis estadistico, los datos expresados en porcentaje fueron transformados a
valores de arco seno y los datos de viscosidad en Ln.

El modelo estadistico fue:
Y; = u + Blogue ; + Tratamiento ; + e ;
Y;; = Variable dependiente.
u = Promedio.
Blogue ; = Efecto del bloque.
Tratamiento ; = Efecto del tratamiento.
e;; = Error residual.

4.4. Resultados

4.4.1. Parametros productivos

Los promedios de los parametros productivos del experimento 1 se muestran en la Tabla
4.3. Durante los primeros 14 dias de vida, los pollos alimentados con PCL-2 mostraron un
mayor crecimiento (P<0.05) respecto a las aves alimentados con las otras dietas
experimentales que incluian productos a base de levadura, este incremento a su vez fue
similar al observado en los pollos alimentadas con APC (avilamicina). Aparentemente, el
mayor crecimiento observado con PCL-2, podria estar relacionado con un mayor consumo
de alimento, ya que las aves que consumieron PCL-2 también mostraron un mayor
consumo diario de alimento (P<0.05) respecto a otros grupos (levadura 2 y 3, extracto y
PCL-1), y un consumo diario de alimento similar al de los grupos que consumieron APC y
levadura-1. El indice de conversidn no fue modificado significativamente por ninguna dieta
experimental. De los 14 a los 42 dias, los mayores pesos promedio (P<0.05)
correspondieron a los tratamientos con APC, levadura-3 y PCL-2 en relacion a los
tratamientos control, levadura-2 y PCL-1. De los 14 a los 42 dias, no se observaron
diferencias significativas para los pesos promedio entre los tratamientos con APC,
levadura-3 y PCL-2 y los que incluyeron levadura-1 y extracto de levadura. Las mayores
ganancias de peso por dia de los 14 a los 42 dias, correspondieron a los pollos
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alimentados con la levadura-3 respecto a los grupos de aves alimentados con la dieta
control, levadura-2 y PCL-1 (P<0.05). A su vez, las ganancias de peso por dia de las aves
que consumieron levadura-3 fueron similares estadisticamente a los grupos de aves
alimentados con APC, levadura-1, extracto de levadura y PCL-2. Los consumos diarios de
alimento mostraron una tendencia (P<0.08) a ser mayores en las aves alimentadas con
APC, levadura-3 y PCL-2, respecto a los demas grupos en el periodo de 14 a 42 dias. Para
el indice de conversién no se observaron diferencias significativas entre las dietas
experimentales durante el periodo de 14 a 42 dias. En el periodo global del experimento
(1-42 dias), fueron constatados los mayores crecimientos y las ganancias de peso por dia
(P<0.05) para los pollos alimentados con APC, levadura-3 y PCL-2 respecto a los pollos
alimentados con la dieta control, levadura-2 y PCL-1, sin observarse diferencias entre
estos grupos y los tratamientos que incluyeron la levadura-1 y el extracto de levadura. El
consumo de alimento de 0 a 42 dias, era mayor (P<0.05) en los tratamientos con APC,
levadura-3 y PCL-2 respecto a los tratamientos con levadura-2, extracto de levadura y
PCL-1; sin encontrase diferencias entre los tratamientos control, APC, levadura-1,
levadura-2, levadura-3 y PCL-2. El indice de conversion del alimento para el periodo
completo de experimentacion (0-42 dias) no fue modificado por ninguna dieta
experimental.

En la Tabla 4.4., se presentan los promedios de los parametros productivos del
experimento 2. Durante la fase de 0 a los 14 dias, los mejores indices de conversion
alimenticia en las aves fueron obtenidos con las dietas con APC, levadura-1, PCL-1 y PCL-
2, respecto a las dietas control y con levadura-2. Los grupos que incluyeron levadura-3 y
extracto de levadura, no mostraron diferencias significativas en el indice de conversion del
alimento respecto al resto de las dietas experimentales en los primeros 14 dias del
ensayo. A pesar de no haber obtenido efectos significativos en los parametros productivos
entre las distintas dietas experimentales de los 14 a los 39 dias del ensayo, si que se
observaron mayores promedios numéricos (P>0.05) en los pesos vivos, ganancias de
peso por dia y consumo diario de alimento en aquellas aves alimentadas con APC y
productos de levadura de S. cerevisiae (levaduras, extractos y paredes celulares),
respecto a la dieta control. De hecho, en el resumen global de 0-39 dias de ensayo, los
mayores promedios numéricos de las ganancias de peso correspondieron también a los
tratamientos con APC y productos de levadura de S. cerevisiae (levaduras, extractos y
paredes celulares), en relacion a la dieta control. En el caso del consumo diario de
alimento de los 0 a 39 dias, los tratamientos con la levadura-1, 2 y 3 y con las PCL-1y 2,
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mostraron mayores valores numéricos respecto a los tratamientos control, con APC y con
extracto de levadura.

4.4.2. Parametros digestivos

En la Tabla 4.5., se presentan los resultados obtenidos para los parametros relacién
consumo de agua / consumo de alimento y viscosidad de contenido intestinal ileal de los
experimentos 1 y 2. En ambos experimentos la utilizacion de avilamicina, levaduras,
extractos de levaduras y paredes celulares de levadura no represento ninguna
modificacion significativa de estos parametros. No obstante, en las dietas elaboradas con
trigo, cebada y centeno, los animales que consumieron los distintos productos de levadura
de S. cerevisiae mostraron valores numéricos menores de viscosidad intestinal respecto al
empleo de la dieta control, observandose los menores valores en los grupos alimentados
con la PCL-2. En la Tabla 4.6., se presentan los valores de recuentos bacterianos del
contenido digestivo del iledn para los experimentos 1 y 2. A los 24 dias de ensayo, la
incorporaciéon de avilamicina, levadura, extracto y paredes celulares de levadura en las
diferentes dietas (trigo-cebada-centeno y maiz), no representd ninguna modificacion
significativa de las poblaciones bacterianas del ileon: £. colj Clostridium perfringens y
Lactobacillus sp., en el experimento 1y £. colj, Enterococcus sp. y Lactobacillus sp., en el
experimento 2. Los valores promedios de los coeficientes de digestibilidad ileal (CDI) de
nutrientes para los experimentos 1 y 2 se presentan en la Tabla 4.7. En el experimento 1
(dietas trigo-cebada-centeno), se observd un incremento del CDI de la grasa bruta
(P<0.05) con la utilizacion de avilamicina y PCL-2, respecto a los tratamientos con
levadura-2 y 3, siendo similares a los de los tratamientos control, levadura-1, extracto de
levadura y PCL-1. Por otro lado, los valores de los CDI de la energia bruta y la proteina
bruta no se vieron modificados por las distintas dietas experimentales. En el experimento
2, no se observaron diferencias significativas en los CDI de la grasa bruta de los distintos
tratamientos. En el caso de los CDI de la energia y proteina bruta, se observd que las
aves que consumieron PCL-2 mostraron una tendencia a tener valores mas altos de los
CDI de la energia (P<0.07) y la proteina bruta (P<0.08), respecto a los otros
tratamientos. Aunque el disefio estadistico no comparé los efectos en las aves del empleo
de las dietas con mayor concentracion de PNA (experimento 1) contra dietas con menor
concentracién de PNA (experimento2), de forma esperada la menor productividad animal,
los mayores valores de viscosidad ileal y los menores valores de los CDI aparente (grasa,
proteina y energia bruta), correspondieron a las aves alimentadas con dietas elaboradas
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con trigo-cebada y centeno respecto a las aves alimentadas con dietas elaboradas con
maiz.

4.5. Discusion

Con el empleo de dietas trigo-cebada-centeno (TCC) (experimento 1), los pollos de
engorde alimentados con avilamicina, levadura-3 y PCL-2 mostraron efectos positivos en
sus pesos finales (42 dias) cercanos a un +4.6% respecto aquellos pollos alimentados con
la dieta control. Este mayor crecimiento pudiera estar relacionado a un mayor consumo
de alimento, ya que de manera general las aves que consumieron APC, levadura-3 y PCL-
2 también manifestaron incrementos en el consumo diario del alimento de alrededor de
un 4%, con respecto al tratamiento control. Con el empleo de dietas de maiz
(experimento 2), a pesar de no haber logrado observar efectos significativos en los
parametros productivos de los diferentes tratamientos experimentales durante los 39 dias
de edad, los resultados globales si mostraron efectos numéricos, que fueron positivos
para el crecimiento (+3%), en aquellas aves que consumieron levadura-1, extracto y PCL
(1y 2), respecto al tratamiento control. De hecho, las aves que consumieron levadura-1,
extracto y PCL (1 y 2) mostraron efectos numéricos ligeramente mayores en el
crecimiento, y similares para el indice de conversion del alimento en el caso de los
tratamientos con extracto y PCL-2 (alrededor de -2.5%), respecto a las aves que
consumieron avilamicina. En ambos tipos de dietas, la utilizacion de PCL-2 representd
efectos en la productividad del ave similar o ligeramente mejor a los observados con
avilamicina. Los beneficios obtenidos en los parametros de produccién del pollo de
engorde a partir de las PCL de S. cerevisiae, han sido demostrados por otros autores
(Santin et al.,, 2001; 2003; Zhang et al, 2005). Recientemente Arce-Menocal et
al. (2005), realizaron dos experimentos con pollos de engorde adicionando PCL (similar a
la PCL-2 de este estudio) a dietas elaboradas con sorgo y soja a diferentes dosis (250,
500, 1000 y 1500 ppm). Los resultados a los 49 dias mostraron que la utilizacion de PCL a
500 ppm produjo efectos similares a la inclusién de avilamicina a 10 ppm, y de forma
similar nuestros resultados, la utilizacion en la dieta de PCL a 500 ppm, representd
beneficios de +3.6% y +2.6% en el peso, y -2.6% Yy -3.6% en el indice de conversion del
alimento de los pollos (Exp. 1 y 2, respectivamente). Con el empleo de levaduras, se
observo que en las dietas elaboradas con TCC, los grupos de aves alimentados con la
levadura-3 (“killer yeast”) mostraron una mejora en los parametros productivos, de forma
similar a la avilamicina y PCL-2. En las dietas de maiz, el uso de la levadura-1
aparentemente podria brindar algunos beneficios en la productividad del ave sin embargo,
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al igual que la levadura-2, ambas mostraron resultados menos consistentes respecto a la
avilamicina y la PCL-2 en las diferentes dietas.

Muchas levaduras son producidas de forma industrial para llevar a cabo diferentes
funciones (industria del pan, vino, cerveceria, pecuario o terapéutico) (Oriol, 2004) por
lo cual, hablar de Saccharomyces cerevisiae es un tanto inespecifico ya esta especie
agrupa a diferentes cepas. Sarkar et al. 1997 evaluaron el efecto de la suplementacion
de S. cerevisiae Sc47 (similar a la levadura-1 de este estudio) a 1000 ppm en dietas a
base de maiz para pollos de engorde. De forma similar a los resultados de este estudio,
los resultados finales mostraron solo efectos numéricos en el peso final del ave respecto a
la dieta control (+3.4%). En un trabajo mas reciente, Zhang et al. (2005) utilizaron S,
cerevisiae (no mencionan la cepa) a 3000 ppm kg/t (dietas de maiz), encontrando efectos
significativos en el peso final de los pollos, +6.6% respecto a la dieta control. En nuestros
estudios los beneficios obtenidos en el peso del ave, por la incorporacion en la dieta de
levadura de S. cerevisiae Sc47 (levadura-1), fueron del orden de +1.97% (dieta TCC) y
+3.1% (dieta maiz). Probablemente y de forma similar al empleo de levaduras en
rumiantes, en pollos, los efectos de las levaduras pueden ser dependientes de su
frecuencia de uso, tipo o cepa de levadura y dosis (Jonvel, 1993). La importancia de la
cepa recae en las caracteristicas de las células, entre ellas el tamafo, el cual puede ser
relacionado con el numero de células viables presentes en el alimento capaces de ejercer
un efecto en el animal (Auclair, 2003). Esta Ultima aseveracidon podria justificar el pobre
o nulo efecto de la levadura-2 (panaderia) sobre la productividad del ave, ya que la
levadura-2, fue incluida a la mitad de la dosis respecto a la levadura-1. Por otro lado, la
finalidad industrial de la levadura, al parecer influye de forma importante en los efectos
en animal o en su tracto digestivo. Este es el caso de la levadura-3 (“killer yeast”), que
fue incluida a la menor dosis (800 ppm) respecto a las otras levaduras, y que a pesar de
esto mostrd efectos similares a la PCL-2 y a la avilamicina con las dietas de TCC. Las
levaduras tipo “killer” son capaces de producir toxinas letales para otras levaduras y
microorganismos, usualmente las “killer yeast” son empleadas en la industria vinicola para
llevar a cabo un control sobre otras levaduras que podrian contaminar y afectar los
procesos de fermentacién del vino (Marquina et al, 2002). Probablemente, esta
caracteristica podria brindar beneficios en el control de ciertos microorganismos del tracto
digestivo que pudieran afectar el estatus de salud del ave, sobretodo cuando fueron
alimentados con dietas elaboradas con dietas a base de TCC, o dietas que pueden
representar un mayor desafio al tracto digestivo del ave. No obstante, esta es solo una
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aseveracién que tendria que ser evaluada en futuros estudios, ya que actualmente la
carencia de literatura disponible para las “killer yeast” no permite tener alguna referencia
de su empleo en alimentaciéon animal. En relacion a los extractos de levadura (EL), se
conoce que los EL son fuentes ricas de nutrientes (aminoacidos, vitaminas y minerales) y
nucledtidos (Oriol, 2004; Stone, 2006). Los resultados del presente estudio no
mostraron un efecto consistente del empleo de EL en dietas (TCC y maiz) para pollos de
engorde. En una situacion similar a las “killer yeast”, poca informacion esta disponible
acerca del uso de EL en alimentacién de aves, ya que cominmente los EL son utilizados
en la industria alimenticia como potenciadotes del sabor o para enriquecer los medios de
cultivos microbiolégicos (Oriol, 2004; Stone, 2006), situacion que hace dificil su
extrapolacion a alimentacion animal.

En el presente estudio, los resultados de los parametros digestivos evaluados en las aves,
no permitieron elucidar efectos claros de la utilizacion de levadura y sus componentes
sobre el consumo de agua/consumo de alimento, la viscosidad del contenido ileal y los
recuentos de colonias bacterianas del contenido ileal. En otro sentido, aunque no se
realizé un analisis estadistico para evaluar los efectos de la dieta sobre el comportamiento
productivo de las aves y sus variables digestivas, de forma esperada la utilizacién de
dietas elaboradas con trigo-cebada-centeno o ricas en polisacaridos no amilaceos (PNA),
resultdé en mayores valores de viscosidad ileal, menor digestibilidad ileal y menor
productividad del animal. Estos y otros efectos negativos de la utilizacién de dietas ricas
en PNA en pollos de engorde han sido descritos por varios autores (Choct y Anninson,
1992ab; Iji et al, 2001; Maisonniers et al.,, 2001; Preston et al., 2002). Para los
coeficientes de digestibilidad ileal de nutrientes, se observaron efectos poco claros de la
suplementacion de levaduras y sus componentes. Los mayores valores de los CDI de la
grasa bruta en las dietas de trigo-cebada-centeno correspondieron a los tratamientos con
avilamicina y PCL-2, no obstante este efecto solo fue estadisticamente significativo en
relacién al tratamiento que incluyd la levadura-2 y 3.

En las dietas elaboradas con maiz, los tratamientos que incluyeron PCL-2 mostraron una
tendencia hacia mayores valores del CDI para la energia y proteina bruta. Los mayores
CDI de la grasa cruda de los grupos que consumieron avilamicina y PCL-2, podrian
justificar en parte el mayor crecimiento observado en estos pollos. En modelos de estudio
con el empleo de cereales viscosos Maisonniers et a/. (2001), encontraron también un
mayor crecimiento en las aves que mostraban una mayor digestibilidad de la grasa. Si el
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mecanismo de accion por el cual las PCL-2 incrementaron el crecimiento de los pollos, se
debiera a la modificacion de la digestibilidad ileal de nutrientes, los parametros digestivos
evaluados en estos dos primeros experimentos no fueron del todo capaces de sustentar
esta aseveracién. Por otro lado, el mayor crecimiento de los pollos alimentados con APC y
PCL-2, fue debido a una mayor capacidad digestiva de estas aves ya que su consumo del
alimento fue significativamente mayor en el caso de las dietas con TCC. A pesar de que
esta aseveracion no pudo ser corroborada en este estudio, algunos investigadores han
encontrado un efecto por parte de las PCL de promover el desarrollo de la mucosa
digestiva de pollos (Santén et al., 2001; Iji et al., 2001) situacion que podria brindarle
beneficios al ave, entre ellos un mayor consumo de alimento.

Aparentemente, las condiciones dietarias pudieron influir en la respuesta de las diferentes
sustancias evaluadas, ya que los efectos de la incorporacion de diferentes cereales en la
dietas experimentales provocaron por si solas modificaciones en la fisiologia digestiva del
ave. Probablemente, las dosificaciones elegidas para las diferentes sustancias evaluadas
en estos ensayos pudieron ser inadecuadas en algunos casos, sobretodo cuando las
condiciones del tracto digestivo representaron situaciones de mayor o menor desafio. En
el caso de las 2 PCL, a pesar de fueron utilizadas a similares dosis en los alimentos de los
pollos, mostraron diferentes respuestas, encontrandose efectos mas consistentes con el
uso de la PCL-2. Las diferencias de estos efectos, podrian estar relacionadas con la
composicién y concentracion de sus principales polisacaridos (B-glucanos y manano-
proteinas). De acuerdo a Perry (1995), los efectos nutricionales de los polisacaridos
pueden depender fuertemente de su estructura quimica. En base a esta aseveracion, la
PCL-1 contenia menores concentraciones de B-glucanos y manano-proteinas en relacién a
la PCL-2 (17 y 22% vs 21 y 26% respectivamente), esto podria sugerir que la PCL-1 era
un producto mas diluido en componentes activos y con diferentes propiedades
nutricionales respecto a la PCL-2. Actualmente, una buena cantidad de productos a base
de levaduras o sus componentes (células vivas, PCL, PCL descritas como manano-
oligosacaridos) son comercializados para su empleo en alimentacién animal por lo cual, se
necesita disponer de mucha mas informacion sobre sus aplicaciones y respuestas, axial
como de sus mecanismos de accién, para poder optimizar su empleo en alimentacion
animal. Su aplicacién deberia sustentarse en un mayor conocimiento de las caracteristicas
propias de estas sustancias (origen y composicién), ya que algunas ellas son producidas
con una finalidad especifica para nutricion animal y otras se originan de diversas
industrias (subproductos de la industria panadera y cervecera). Desafortunadamente, y
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mas especificamente para el caso de los productos a base de PCL, su origen industrial y
su composicién (polisacaridos) generalmente son omitidas en algunos productos vy
estudios realizados. De aqui parte la necesidad de establecer un adecuado control de
calidad sobre estos nuevos productos, con un gran potencial para ser utilizados como
nuevos aditivos naturales.

4.6. Conclusion

Los resultados de estos experimentos sugieren que la utilizacion en dietas de pollos de
engorde, de la PCL-2 y la levadura-3 (“killer yeast”) derivados de S. cerevisiae, puede
representar efectos en la productividad del ave similares a los obtenidos con APC
(avilamicina). Estos beneficios, fueron mas significativos en los animales alimentados con
dietas con alto contenido de PNA presentes en los cereales trigo, cebada y centeno,
mientras que en dietas de mejor calidad (maiz) esto efectos fueron menos consistentes.
Aunque, los mecanismos de accion de estos productos no fueron elucidados en estos
experimentos, el uso de levaduras activas (“killer yeast”) y de las PCL-2 adicionadas a
dietas de pollos de engorde puede representar una alternativa para mejorar la
productividad del ave cuando los APC no son empleados en sus dietas. De los distintos
productos de levadura podria citarse que sus respuestas en la productividad del ave,
pueden estar ligadas a las caracteristicas quimicas de las PCL o de las cepas en el caso de
las levaduras.
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4.8. Tablas y figuras

Tabla 4. 1. Composicion de las dietas experimentales.

Ingrediente %

Experimento 1

Experimento 2

Trigo 43.7 -
Cebada 15.0 -
Centeno 5.0 -
Maiz - 61.8
Torta de soja (48% PB) 18.6 30.4
Soja integral extrusionada 11.0 3.0
Grasa animal (manteca) 3.0 1.0
DL-metionina 0.261 0.290
L-Lisina HCL 0.115 0.013
Carbonato de calcio 1.181 1.131
Fosfato dicalcico 1.451 1.588
Cloruro de sodio 0.300 0.337
Colina 0.005 0.070
Minerales y vitaminas* 0.400 0.400
Contenido calculado de nutrientes

EM (kcal/kg) 3000 3000
PB (%) 20.0 20.4
Metionina (%) 0.55 0.58
Met + Cis (%) 0.90 0.90
Lisina (%) 1.10 1.10
Calcio (%) 0.90 0.90
Fosforo total (%) 0.60 0.64
Fésforo disponible (%) 0.40 0.42

*Un kg de alimento contiene: vitamina A, 12 000 UI; vitamina D3, 2400 UI; vitamina E, 30 mg;
vitamina K3, 3 mg; vitamina By, 2,2 mg; vitamina B,, 8 mg; vitamina Bg, 5 mg: vitamina By, 11
ug; acido folico, 1,5 mg; biotina, 150 ug; pantotenato de calcio, 25 mg; acido nicotinico, 65
mg; Mn, 60 mg; Zn, 40 mg; I, 0,33 mg; Fe, 80 mg; Cu, 8 mg; Se, 0,15 mg; y etoxiquin, 150

mg.
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Tabla 4.2. Principales constituyentes de las 2 paredes celulares de levadura (PCL) de S.
cerevisiae producidas de forma industrial y empleadas en las dietas experimentales.

Porcentaje* PCL-1 PCL-2
Materia seca 97.40 97.60
Beta-glucanos 22.86 26.03
Manano-proteinas 17.24 21.60
Grasa bruta 3.17 12.96
Proteina bruta 37.01 24.89

'Informacion proporcionada por el departamento de I+D de “Lesaffre Feed Additives” y "Bio-
Springer”, 103, rue Jean Jaurés B.P. 17, F-94701 Maisons-Alfort Cedex, FRANCE. Beta-
glucanos (1,3/1,6), la mayor parte corresponden a (1,3) Beta-glucanos.
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Tabla 4.3. Efecto de la suplementaciéon dietaria (dietas de trigo-cebada-centeno) de antibidtico promotor del crecimiento (APC o
Avilamicina), levaduras de S. cerevisiae y sus constituyentes (extractos y paredes celulares), sobre los parametros productivos de pollos
de engorde: peso vivo, ganancia de peso por dia (GPD), consumo de alimento por dia (CAD) e indice de conversion alimenticia (ICA).

Experimento 1.

0-14 dias 14-42 dias 0-42 dias
Peso Peso
promedio  GPD CAD ICA promedio GPD CAD ICA GPD CAD ICA  Mortalidad
Tratamiento (9) (9) (9) (9/9) (9) (9) (@9 (9/9) (9) (9) (9/9) (%)
Control 298° 18.1° 257  1.418 1878°  56.4° 108.9 1.930 43.7°  80.5 1.844 3.3
APC 307% 18.8° 26.5®  1.412 1959  59.0% 113.7 1.926 45.6°  83.8° 1.839 1.7
Levadura-1 303° 18.5° 26.7° 1.442 1915® 57.5%¢ 1104 1.917 445  81.9°  1.839 6.7
Levadura-2 294° 17.9° 255°  1.426 1881°  56.7° 109.0 1.923 43.7°  80.3°  1.837 5.8
Levadura-3 304° 18.6° 26.2°  1.412 1964°  59.3° 113.8 1.920 45.7°  83.5°  1.827 8.3
Extracto 306" 18.7° 26.4°  1.410 1927 57.9%¢  109.1 1.884 44.8®°  80.1° 1.787 5.8
Pared celular-1 296° 18.0° 25.6°  1.420 1887°  56.8™ 108.8 1.915 43.9°  79.8° 1.819 4.1
Pared celular-2 322° 19.82 28.0°  1.411 1964  58.6°°  113.0 1.927 4577  83.9° 1.838 3.3
Error est. Media 12.3 0.88 1.20 0.043 54.1 0.70 1.58 0.018 1.28 2.86 0.041 1.68
Probabilidad (F) 0.02 0.02 0.03 NS 0.02 0.03 008 NS 0.02 0.05 NS NS

Los parametros evaluados son el resultado de promedios obtenidos de seis réplicas por cada tratamiento de 20 aves de 0 a 24 dias y 14 aves de

24 a 42 dias.

35 ¢ Dentro de una misma columna, medias con distinta letra son diferentes estadisticamente (P<0.05); NS= P>0.05.
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Tabla 4.4. Efecto de la suplementacion dietaria (dietas de maiz) de antibidtico promotor del crecimiento (APC o Avilamicina), levaduras

de S. cerevisiae y sus constituyentes (extractos y paredes celulares), sobre los parametros productivos de pollos de engorde: peso vivo,

ganancia de peso por dia (GPD), consumo de alimento por dia (CAD) e indice de conversion alimenticia (ICA). Experimento 2.

0-14 dias 14-39 dias 0-39 dias
Peso Peso
promedio GPD CAD ICA promedio  GPD CAD ICA GPD CAD ICA Mortalidad

Tratamiento (9) (9) (9) (9/9) (9) (9) (99  (9/9) (9) (@9  (9/9) (%)
Control 326 20.1 30.4 1.519° 1950 65.0 112.6 1.732 489 82.0 1.678 6.1
APC 331 20.4 29.1 1.429° 1999 66.7 114.0 1.708 50.1 819 1.633 3.0
Levadura-1 347 21.6 30.4 1.414° 2010 66.5 117.5 1.766 50.4 83.7 1.662 12.1
Levadura-2 323 19.8 30.3 1.527° 1987 66.6 1144 1.718 498 83.8 1.683 7.6
Levadura-3 333 20.6 30.3 1.475%® 1986 66.1 115.1 1.740 49.8 83.0 1.666 9.1
Extracto 335 20.7 30.5 1.473%® 2003 66.7 113.5 1.703 50.2 82.1 1.637 9.8
Pared celular-1 336 20.8 29.9 1.439° 2012 67.0 117.2 1.748 504 83.9 1.666 8.3
Pared celular-2 333 20.6 29.6 1.441° 2014 67.2 1154 1.717 50.5 82.5 1.635 8.3
Error est. Media 15.5 1.10 1.27 0.058 61.1 0.94 2.06 0.020 1.57 3.89 0.059 2.28
Probabilidad (F) NS NS NS 0.05 NS NS NS NS NS NS NS NS

Los parametros evaluados son el resultado de promedios obtenidos de seis réplicas por cada tratamiento de 22 aves de 0 a 24 dias, y 14 aves de

24 a 42 dias.

25 ¢ Dentro de una misma columna, medias con distinta letra son diferentes estadisticamente (P<0.05); NS= P>0.05.
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4.0. Experimentos 1 y 2

Tabla 4.5. Valores promedio por dia del consumo de agua en relacién al consumo de
alimento y de la viscosidad intestinal (contenido ileal), de pollos de engorde alimentados
con una dieta control libre de aditivos y dietas con APC (avilamicina), levaduras de S.
cerevisiae y sus componentes (extractos y paredes celulares).

Dieta trigo-cebada-centeno (Exp.1) Dieta maiz (Exp.2)
Consumo Viscosidad Consumo Viscosidad

agua/alimento contenido agua/alimento contenido
_Tratamiento (9/9) intestinal (cps) (9/9) intestinal (cps)
Control 1.89 7.50 1.89 2.60
APC 2.03 7.27 1.91 2.13
Levadura-1 1.96 6.02 1.86 2.31
Levadura-2 2.01 6.29 1.93 2.36
Levadura-3 2.01 6.92 1.96 2.52
Extracto 1.88 5.94 1.93 2.23
Pared celular-1 1.95 5.96 1.87 2.27
Pared celular-2 1.85 5.76 1.87 2.29
Error est. Media 0.21 1.38 0.09 0.30
Probabilidad (F) NS NS NS NS

Los parametros evaluados son el resultado de promedios obtenidos de seis réplicas por cada
tratamiento. El consumo de agua se realizo de los 28 a los 32 dias en el Exp.1, y de los 34 a
los 39 en el Exp. 2. La viscosidad intestinal fue medida el dia 24 del ensayo.

b ¢ pantro de una misma columna, medias con distinta letra son diferentes estadisticamente
(P<0.05); NS= P>0.05.

Viscosidad en cps=centipoises.
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4.0. Experimentos 1 y 2

Tabla 4.6. Valores promedio de recuentos de colonias bacterianas del contenido ileal de
pollos de engorde, alimentados con una dieta control libre de aditivos y dietas con APC
(avilamicina), levaduras de S. cerevisiae y sus componentes (extractos y paredes
celulares).

Dieta trigo-cebada-centeno Dieta maiz
(Exp. 1) (Exp. 2)
(Log UFC/g digesta)
£ col Clostridium Lactobaciflus £ col Lactobacillus Enterococcus
Tratamiento perfringens Sp. Sp. sp.
Control 6.41 0.43 8.03 6.44 7.53 6.29
APC 5.90 0.82 8.28 6.37 7.80 6.14
Levadura-1 5.70 0.73 8.02 6.31 7.79 6.04
Levadura-2 5.94 1.15 8.10 5.41 8.09 6.28
Levadura-3 6.31 0.69 8.37 6.76 8.20 6.01
Extracto 6.33 0.88 7.91 5.07 8.26 6.11
Pared celular-1 5.68 1.76 7.73 6.14 7.39 5.99
Pared celular-2  5.85 0.49 7.97 5.00 7.87 6.46
Error est. Media  0.92 0.77 0.66 1.54 0.76 0.55
Probabilidad (F) NS NS NS NS NS NS

Los parametros evaluados son el resultado de promedios obtenidos de seis réplicas por cada
tratamiento, a los 24 dias del ensayo.

ab< Dentro de una misma columna, medias con distinta letra son diferentes estadisticamente
(P<0.05); NS= P>0.05.
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4.0. Experimentos 1 y 2

Tabla 4.7. Valores promedio de los coeficientes de digestibilidad ileal de nutrientes de
pollos de engorde, alimentados con una dieta control libre de aditivos y dietas con APC
(avilamicina), levaduras de S. cerevisiae y sus componentes (extractos y paredes
celulares).

Dieta trigo-cebada-centeno Dieta maiz
(Exp. 1) (Exp. 2)

Grasa Energia Proteina Grasa Energia Proteina
Tratamiento bruta (%) bruta (%) bruta (%)  bruta (%) bruta (%) bruta (%)
Control 73.3® 71.9 78.0 80.8 75.9 82.0
APC 77.3° 70.7 78.8 81.5 74.8 81.5
Levadura-1 71.7%® 65.9 75.6 78.7 75.5 81.2
Levadura-2 69.2° 71.6 79.5 79.8 74.7 80.3
Levadura-3 69.1° 69.4 77.9 82.5 76.2 81.9
Extracto 71.4° 68.8 77.5 82.6 75.5 82.2
Pared celular-1 74.0® 69.4 77.8 80.7 76.0 81.6
Pared celular-2 75.8° 69.6 77.7 81.9 77.9 83.0
Error est. Media  4.37 2.93 2.08 2.92 1.69 1.38
Probabilidad (F)  0.04 NS NS NS 0.07 0.08

Los parametros evaluados son el resultado de promedios obtenidos de seis réplicas por cada
tratamiento, a los 24 dias del ensayo.

2 b¢ Dentro de una misma columna, medias con distinta letra son diferentes estadisticamente
(P<0.05); NS= P>0.05.
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5.0. Experimento 3

Capitulo 5. Efectos del programa de alimentacion y de la utilizacion de
paredes celulares de levadura sobre los parametros productivos,
desarrollo de la mucosa digestiva, respuesta inmune humoral y
pesos de los organos linfoides de pollos de engorde.
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5.0. Experimento 3

5.1. Resumen

Se realizd un experimento con el objetivo de evaluar el efecto de la utilizacion de paredes
celulares de levadura (PCL) de S. cerevisiae, sobre el comportamiento productivo,
morfologia de la mucosa digestiva, respuesta inmune humoral y drganos linfoides de
pollos de engorde alojados en jaulas y alimentados con distintos programas de
alimentacion. Para evaluar las respuestas de la utilizacion de PCL en la dieta, se
emplearon tres programas de alimentacion: programa-1) dieta Unica marginal en
nutrientes (0-43 dias) elaborada con maiz (1DM); programa-2) 2 dietas estandar en
nutrientes, elaboradas con maiz (2DM), iniciacion (0-21 dias) y crecimiento (22-43 dias); y
programa-3) similar al programa-2 con dietas basadas en trigo-cebada-centeno (2DTCC).
Ninguna de las dietas experimentales incluyo antibidtico promotor del crecimiento,
coccidiostato o enzimas. Se utilizd un modelo factorial 3 x 2 con distribucion aleatorizada,
siendo un factor el programa de alimentacion (1DM, 2DM y 2DTCC) y el otro la inclusion
de PCL (0 y 500 mg/kg de alimento). Cada tratamiento experimental fue replicado 5 veces
y cada réplica contd con 23 aves. Para evaluar la respuesta inmune de tipo humoral, las
aves fueron vacunadas contra el virus de la enfermedad de Newcastle (NDV), aplicando
una dosis via agua de bebida a los 9 dias (virus vivo atenuado cepa “La sota”) y una
segunda dosis mediante una inyeccion subcutanea en la region media dorsal de la tabla
del cuello del ave (vacuna inactivada en emulsién) a los 14 dias. Las variables digestivas y
la morfologia de la mucosa del yeyuno fueron evaluadas el dia 22 de edad del ave.
Durante los 43 dias de duracion de la prueba, la utilizacion de las PCL en los diferentes
programas de alimentacion mejoré el peso vivo final (+3.4%) (P<0.01), la ganancia diaria
de peso (+3.4%) (P<0.01), y el consumo diario de alimento (+2.3%) (P<0.05). Durante
la fase de iniciacion (0-21 dias), la utilizacion de PCL mejoré el peso vivo (P<0.01), la
ganancia diaria de peso (P<0.01) y el indice de conversion del alimento (P<0.001);
mientras que durante la fase de crecimiento (22-43 dias), las PCL incrementaron el
consumo diario del alimento (P<0.01) y la ganancia diaria de peso (P<0.01). En relacion a
los diferentes programas de alimentacion, durante los 43 dias de prueba, las aves con
mayor peso vivo (P<0.01) correspondieron a los programas 2DM y 2DTCC en relacién a
las aves del programa 1DM; mientras que los mejores indices de conversion del alimento
(P<0.0I) se obtuvieron con el programa 2DM. A escala de la mucosa del yeyuno
(interaccion PCL x Programa de alimentacion, P<0.06), la utilizacion de PCL, incremento la
altura de las vellosidades en mayor magnitud en las dietas elaboradas con maiz, alrededor
del +34.2% en 1DM y +33.0% en 2DM; y en menor magnitud en el programas 2DTCC
+18.0% en los grupos con PCL, ya que la sola utilizacion de la dietas control del
programa 2DTCC provoco un estimulo de mayor altura (+21%) de las vellosidades del
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5.0. Experimento 3

yeyuno en relacion al uso de dietas control con maiz (1IDM y 2DM. La interaccion
estadisticamente significativa (P<0.05) de los factores PCL x Programa de alimentacion
para el grosor de la mucina digestiva, mostrd que las PCL incrementaron el grosor de la
capa de mucina en las dietas con maiz en +69.3% en 1DM y +73.6% en 2DM;
observandose un mayor estimulo de +88.6% en los grupos con PCL del programa 2TCC,
que incluso fue significativamente mayor respecto a los efectos de las PCL en los
programas 1DM y 2DM. El dia 22 de experimentacion, las PCL incrementaron el de forma
significativa (P<0.01) el nimero de células caliciformes sin importar el tipo de programa
de alimentacion. Por otra parte, la utilizacion del programa 2DTCC provocd un incremento
(P<0.05) en el numero de células caliciformes de la mucosa digestiva del ave de similar
magnitud al empleo del programa 2DM y mayor respecto al programa 1DM. De forma
independiente a las PCL, el empleo de las dietas del programa 2DTCC, represento
incrementos en la viscosidad del contenido ileal (P<0.0001), altura de las vellosidades
(P<0.01), grosor de la capa de mucina (P<0.0I) y del nimero de células caliciformes
(P<0.05). Por otro lado, la utilizacion de PCL no afectd la respuesta de la produccion de
anticuerpos contra la vacuna de NDV a los 26 dias posteriores a la primera vacunacion,
sin embargo el empleo del programa 1DM, representd un incremento (P<0.05) en la
produccién de anticuerpos vacunales de NDV, con respecto a los programas con dos
dietas. De hecho, la utilizacidn de los programas 2DM y 2DTCC resultaron en incrementos
de los pesos relativos del bazo (PRB) (P<0.05) y menores valores numéricos de los pesos
relativos de la bolsa de Fabricio (PRBF) respecto al empleo del programa 1DM, por lo cual,
la proporcion PRBF/PRB evaluada el dia 36 de edad del ave, mostré un valor mayor con el
empleo del programa 1DM en relacién a los programas 2DM y 2DTCC.

5.2. Introduccion

Las paredes celulares de levadura (PCL) de S. cerevisiae, constituidas principalmente por
polisacaridos (1,3/1,6 -glucanos y manano-proteinas) (Aguilar-Uscanda y Francois,
2003), pueden ejercer efectos diversos en la salud intestinal y eficiencia productiva de
pollos de engorde cuando son ingeridas de forma conjunta con el alimento (Hooge et
al., 2003; Hooge, 2004). Los efectos positivos que las PCL ejercen sobre el crecimiento
y la eficiencia alimenticia del pollo, fueron constatados con el empleo de dietas estandares
elaboradas con cereales como sorgo + soja (Arce-Menocal et al., 2005), y maiz + soja
(Zhang et al., 2005). Los beneficios en la salud del pollo observados por la utilizacién de
PCL, incluyen un posible efecto de poder evitar la adhesion e invasion a la mucosa
digestiva de algunas bacterias patdgenas fimbrias tipo-1 especificas como Salmonella
(Oyofo, 1989; Spring, 2000). Por otro lado, el empleo en la dieta de (1,3/1,6) O-
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glucanos purificados de PCL (S. cerevisiae), puede resultar en modificaciones de los
parametros inmunitarios de pollos de engorde (Guo et al, 2003). En gallinas
reproductoras de estirpe pesada alimentadas con PCL como fuentes de manano-
oligosacaridos (MOS) en la dieta, fue reportado un efecto de mayor estimulacion en la
produccién de anticuerpos contra el virus vacunal de la infeccion de bolsa de Fabricio en
las gallinas y en su progenie (Shashidhara y Devegowda, 2003). Un tercer efecto de
la utilizacion de PCL en dietas de pollos de engorde, es que las PCL pueden favorecer el
desarrollo de la mucosa digestiva al incrementar la altura de las vellosidades (Santin et
al., 2000; Zhang et al., 2005) y la actividad enzimatica de algunas enzimas digestivas
(Iji et al., 2001). En el area de nutricién animal, la utilizacién de sustancias naturales
con efectos nutricionales e inmunitarios cobra un especial interés ante una tendencia
global de la eliminacién de antibidticos APC, o por la presencia de estrés y de
enfermedades infecciosas en las instalaciones avicolas (Adams, 2004; Dibner y
Richards, 2004). Cabe destacar, que los efectos positivos observados en la
productividad y mucosa digestiva del ave por la inclusion en la dieta de PCL, han sido
obtenidos con el empleo de dietas elaboradas con cereales considerados no viscosos
(maiz o sorgo). No obstante, mantener o favorecer las condiciones de salud digestivas
que pueda brindarle al ave beneficios de una mejor utilizacion de nutrientes o respuestas
ante enfermedades, podria depender de diversos factores o de sus interacciones, entre
ellos: cambios de dietas o cambios en la composicion de los ingredientes, desequilibrios
nutricionales en las raciones y presencia de estrés (Garcia-Rubio, 2003). En
alimentacion de pollos de engorda, la utilizacion de cereales viscosos (trigo, cebada y
centeno) en la dieta, puede alterar la estructura y funcién de la mucosa digestiva
(Campbell et al., 1987; Antoniou et al.,, 1981; Choct y Annison, 1992). Por otro
lado, la presencia de estrés o estimulacion del sistema inmune del ave, provoca
alteraciones en su consumo de alimento y en la utilizacién de los nutrientes (Klasing,
1997). Con estos antecedentes se realizd un experimento con el objetivo de evaluar la
eficacia de la utilizacion de PCL (PCL-2 previos estudios) en dietas para pollos de engorde,
bajo diferentes programas de alimentacion que representaron distintos escenarios
alimenticios (diferentes densidades de nutrientes y tipos de cereales en las dietas). Se
evaluaron los efectos que las PCL pueden ejercer sobre los parametros productivos, la
morfologia de la mucosa digestiva, la respuesta inmune humoral y el peso relativo de los
organos linfoides del pollo. La pared celular de levadura 2, fue seleccionada del resto de
los productos de levadura de S. cerevisiae evaluados en los primeros 2 estudios, debido a
la mayor consistencia mostrada para estimular el crecimiento del ave respecto a la PCL-1,
y también por su mayor capacidad para soportar altas temperaturas en relacion a las
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levaduras, en el caso de que las dietas fuesen peletizadas.
5.3. Material y métodos

5.3.1. Animales y alojamientos

Se realizd un experimento empleando 690 pollos de engorde machos de 1 dia de edad de
la estirpe Ross 308. Las aves fueron alojadas en una caseta experimental limpiada y
desinfectada previamente (instalaciones del Departamento de Nutricion Animal del IRTA
de Mas de Bover), provista con sistema de ventilacién forzada, calefaccion e iluminacion
artificial. A la recepcion las aves fueron distribuidas al azar en jaulas experimentales de
1m?, 23 aves en cada jaula. Cada jaula contdé con un comedero en forma de tolva de
aproximadamente 5 kg de capacidad y 2 bebederos de tetina. La temperatura dentro de
la caseta a la recepcion fue de 33-35° C, disminuyéndola 3° C cada semana hasta los 22°
C al final de la prueba. El calendario de iluminacién fue de 23 h de luz durante los
primeros cuatro dias, 20 h hasta los 10 dias y 18 h hasta el final de la prueba. Cada dia se
realizaron dos inspecciones dentro de la caseta para revisar el estado general de la
parvada, disponibilidad de agua y alimento, condiciones de temperatura, calefaccion e
iluminacion y presencia de mortalidad. El agua y el alimento fueron suministrados ad-
libitum durante todo el periodo experimental.

5.3.2. Diseiio y tratamientos experimentales

Se utilizo un disefo factorial 3x2 (3 programas de alimentacion y utilizacion de PCL) con
una distribucion de bloques al azar, con cinco réplicas de 23 aves por cada combinacién
de factores. Los tres programas de alimentacion fueron: programa-1) dieta Unica
elaborada con maiz (1DM) proporcionada de 0 a los 43 dias de prueba; programa-2) 2
dietas elaboradas con maiz (2DM), que incluyeron una dieta de iniciacion (0-21 dias) y
otra de crecimiento (22-43 dias); y programa-3) 2 dietas elaboradas con trigo-cebada-
centeno (2DTCC), que incluyeron una dieta de iniciacion (0-21 dias) y otra de crecimiento
(22-43 dias). El otro factor fue la suplementacion en la dieta de paredes celulares de
levadura (PCL-2 a 0 o0 500 mg/kg de alimento)’. Las dietas experimentales (Tabla 5.1.)
fueron formuladas a niveles cercanos en el caso de la energia y proteina, y superiores
para el contenido de aminoacidos, vitaminas y minerales respecto a las recomendaciones
establecidas en el NRC (1994). Todas las dietas experimentales fueron suministradas en
forma de harina, y en su elaboracién no fueron incluidos antibidticos promotores del

Saf-mannan
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crecimiento, anticoccidianos ni enzimas. La composicion analitica de los principales
ingredientes y alimentos fue estimada usando métodos estandares (AOAC, 1990),
incluyendo materia seca (método 934.01), proteina bruta (método 968.06), grasa bruta
(920.39) y energia bruta empleando una bomba calorimétrica adiabatica (DIN, 1977). La
PCL-2, utilizada en este ensayo corresponde a una cepa de S. cerevisiae seleccionada a
partir de cepas de panaderia, su composicion de polisacaridos fue descrita en los 2
experimentos previos de esta tesis (estudio preliminar).

5.3.3. Parametros evaluados

Se realizaron pesajes de los animales en grupo, del alimento suministrado y del alimento
sobrante para cada unidad experimental o jaula, a los dias 0 (recepcion), 21 vy final del
experimento. Posteriormente, fueron estimados los promedios por tratamiento
experimental, para el peso vivo, ganancia de peso por dia, consumo de alimento por dia,
indice de conversion alimenticia y porcentaje de mortalidad. Para calcular el indice de
conversion alimenticia, fueron tomados en cuenta los pesos de los animales muertos o
sacrificados para la obtencidon de muestras durante la prueba.

5.3.3.1. Digestivos

Los dias 16 y 41 de experimentacion, se colocaron bandejas debajo de las jaulas de las
aves para colectar muestras de excretas (10 muestras por jaula o lote, de 10 diferentes
puntos de muestreo). Posteriormente, las muestras fueron secadas en una estufa eléctrica
103°C durante 24 horas para estimar su porcentaje de materia seca (MS). El dia 22, de
cada jaula experimental se seleccionaron 3 aves con un peso cercano al promedio de
grupo, posteriormente las aves fueron sacrificadas con una inyeccion intravenosa (vena
radial) de pentobarbital sddico (procedimiento experimental num. 688, aprobado por el
Comité Etico de Experimentacion Animal del IRTA). De estas mismas aves, se colectaron
muestras de contenido digestivo y de segmentos intestinales para realizar las siguientes
mediciones:

5.3.3.1.1. Viscosidad del contenido intestinal

Muestras de contenido digestivo de las secciones del iledn (diverticulo de Meckel hasta 15
cm anteriores a la union ileocecal) fueron colectadas y conservadas en hielo. Se realiz6 un
pool de muestras de los tres animales por jaula, analizando una muestra por jaula y 5
muestras por cada tratamiento. Posteriormente las muestras frescas se centrifugaron a
12000 rpm durante 5 minutos a 15° C. La medicién de la viscosidad del sobrenadante del
contenido digestivo fue realizada manteniendo la muestra a una temperatura de 30° C,
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realizando la medicidn después de 1 minuto en un viscosimetro Brookfield’.

5.3.3.1.2. Morfologia de la mucosa del yeyuno

Para realizar la evaluacion de la morfologia de la mucosa del yeyuno, por cada
tratamiento experimental, se tomaron muestras de 10 segmentos de intestinos
(correspondientes a 10 aves) de 5 cm de longitud de la porcién del yeyuno proximal
(medidos a partir de los 2 cm posteriores a la porcion final del asa duodenal
descendente). Las muestras de yeyuno fueron fijadas en solucién de Carnoy’,
deshidratadas en alcohol y sometidas a una inclusion en parafina. Posteriormente, se
realizaron cortes (4 a.m.) y tincién (Ausol Fase Blue/PAS) de la muestras, para la
observacion y medicidn a escala de la mucosa del yeyuno de la altura de las vellosidades,
grosor de la capa de mucina, y numero de células caliciformes en al menos tres
vellosidades por laminilla o 30 vellosidades por tratamiento.

5.3.3.2. Respuesta inmune humoral

Para la llevar a cabo la estimacion de la respuesta inmunoldgica de tipo humoral, todas
las aves del experimento fueron vacunadas contra el virus de la enfermedad de Newcastle
(NDV o Newcastle disease virus por sus siglas en ingles), la vacunacion comprendié 2
aplicaciones: la primera dosis fue aplicada el dia 9 de edad de las aves, a través del agua
de bebida (vacuna virus vivo atenuado cepa la Sota) y la segunda el dia 14, mediante una
inyeccion subcutanea en la porcién media dorsal de la tabla del cuello del ave (vacuna
inactivada en emulsién). Para evaluar los niveles de anticuerpos maternos del NDV en las
aves previo a la vacunacion, fueron colectadas muestras de sangre los dias 0 (19 aves) y
9 de edad (30 aves) de las aves. Para evaluar la respuesta a la vacunacion o respuesta
humoral post-vacunacion, se colectaron muestra de sangre de 18 aves por cada
tratamiento experimental los dias 14, 21 y 27 post-12 vacunacion. La determinacion de los
titulos de anticuerpos contra el NDV, se realizo por la técnica de inhibicion de la
hemoaglutinacién (Beard, 1991).

5.3.3.3. Porcentajes de los pesos relativos de los principales drganos linfoides
del ave

El dia 36 de edad de las aves, se seleccionaron siete aves por cada tratamiento
experimental, se pesaron y sacrificaron. De estas aves, se colectaron y pesaron

! Brookfield digital viscometer, model LVTDVCP-II, Brookfield Engineering Laboratories, Stouhton, MA.
" 60% de etanol absoluto, 30% de cloroformo, 10% de &cido acético glacial.
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individualmente la bolsa de Fabricio, el timo (I6bulos de las porciones derecha e izquierda)
y el bazo. Posteriormente, se realizaron calculos para expresar los pesos individuales de
estos 6rganos como porcentaje relativo al peso corporal del ave.

5.3.4. Analisis estadistico

Los datos del presente experimento fueron analizados mediante un analisis de varianza
correspondiente a arreglo factorial 3 x 2 de los tratamientos, empleando el paquete
estadistico de SAS® (Versién 8.0). Un factor correspondié a los tres programas de
alimentacion y el otro a la utilizacién de PCL. Las diferencias entre los factores estudiados,
asi como sus interacciones fueron establecidas por el test de Duncan de rango mdltiple, a
un nivel de confianza de (P<0.05). Previo al analisis estadistico, los datos expresados
como porcentajes fueron transformados a valores de arco-seno, los datos de los titulos de
anticuerpos expresados en valores de diluciones fueron transformados a valores de Log2
y los datos de viscosidad en Ln.

El modelo estadistico fue:
Yix = u + a;i + B + (fy)+ € j
Y« = Variable dependiente.
u = Promedio.
a; = Programa de alimentacion.
B; = PCL.
af;= Interaccion.
e« = Error residual.

5.4. Resultados

5.4.1. Parametros productivos

Los resultados de productividad del presente experimento son presentados en la Tabla
5.2. Durante los primeros 21 dias de experimentacion, la utilizacion de pared celular de
levadura en los distintos programas de alimentacion resultd en una mejora de la
productividad del animal en términos de mayor peso promedio (P<0.0I), ganancia diaria
de peso (P<0.01) y un mejor indice de conversion del alimento (P<0.01), en relacién a los
animales alimentados con las dietas control. En el segundo periodo (21 a 43 dias), el
efecto positivo de las PCL se mantuvo y las aves alimentadas con pared celular
incrementaron su peso vivo (P<0.01), la ganancia diaria de peso (P<0.01) y el consumo
diario de alimento (P<0.01), sin mostrar efecto sobre el indice de conversion del alimento.
De esta manera los beneficios globales por la utilizacion de pared celular durante los 43
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dias de experimentacion, fueron mayores ganancia de peso (P<0.01) y consumos diarios
del alimento (P<0.05), observandose solo una tendencia a mejorar el indice de conversion
del alimento (P<0.0/), respecto a las aves que consumieron dietas control.

Durante los primeros 21 dias de experimentacion, el programa de alimentacién afecto el
crecimiento o en su caso el peso vivo (P<0.01) y la ganancia diaria de peso (P<0.01) de
las aves, observandose que los mejores crecimientos correspondieron al programa
2DTCC, el segundo fue para el programa 2DM vy el tercero o menor correspondid para el
programa 1DM, existiendo diferencias estadisticas entre los tres programas. En los
primeros 21 dias, los mejores indices de conversion del alimento (P<0.01) en las aves,
fueron obtenidos con los programas 2DM y 2DTCC respecto al programa 1DM. En el
segundo periodo (22 a 43 dias), la utilizacion de los programas con 2DM y 2DTCC,
representaron los mejores pesos vivos finales (P<0.01), y las ganancias diarias de peso
(P<0.01) en relacion al programa 1DM. En el caso del consumo de alimento durante el
segundo periodo experimental, las aves del programa 2DTCC incrementaron su consumo
diario de alimento (P<0.01) respecto a las aves de los programas con maiz (1DM y 2DM).
En el indice de conversién del alimento, el empleo de los programas de alimentaciéon 1DM
y 2DTCC representaron efectos similares en este parametro, siendo peores (P<0.01) en
relacion al programa con 2DM. De los 0 a los 43 dias de prueba, la utilizacion del
programa 1DM represento menores ganancias de peso (P<0.01) en relacién a los
programas 2DM y 2DTCC; a su vez, el consumo de alimento del programa 2DTCC mostro
un mayor consumo diario del alimento (P<0.01) respecto al programa con 1DM vy similar
al del programa con 2DM. El empleo del programa de alimentacién 2DM representd
mejores indices de conversion del alimento (P<0.01) respecto a las dietas 1DM y 2DTCC.
En ningln pardmetro valorado se observd una interaccidn significativa entre los
programas de alimentacion y la adicion de PCL.

5.4.2. Variables digestivas

Los resultados de las variables digestivas evaluadas en el presente experimento, que
incluyeron las siguientes determinaciones: porcentaje de materia seca en excretas (16 y
41 dias); y viscosidad y materia seca del contenido ileal (22 dias) son presentados en la
Tabla 5. 3. A los 16 dias de experimentacion, se observé una interaccion significativa
(P<0.05) entre programa y PCL en el porcentaje de materia seca en excretas (%MSE). El
contenido en MSE de los animales alimentados con TCC fue mayor que el de los animales
alimentados con maiz y mientras que la adicion de PCL tendié a aumentar la MSE con los
programas 2DTCC y 2DM, la disminuy6 significativamente en los animales del programa
1DM. A los 41 dias de experimentacion, se encontrd un efecto significativo para el factor
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programa de alimentacion, en este caso, los mayores valores de % MSE (P<0.01) fueron
para el programa de alimentacién 2DTCC en comparacién a los programas 1DM y 2DM. A
los 22 dias de prueba, los valores del % de materia seca en contenido ileal no fueron
afectados (P>0.05) por ninguno de los dos factores evaluados en esta prueba no
obstante, la viscosidad del contenido ileal fue incrementada (P<0.01) por el empleo del
programa 2DTCC respecto a los programas 1DM y 2DM.

5.4.3. Morfologia mucosa intestinal

Respecto a los datos de la morfologia de la mucosa evaluada a los 22 dias de prueba
(Tabla 5.4). Tanto el empleo de la PCL como el programa alimentario modificaron de
forma significativa, la altura de las vellosidades intestinales, el grosor de la capa de
mucina asi como el nimero de células caliciformes de la mucosa digestiva del yeyuno de
ave. La interaccion significativa (P<0.06, PCL x Programa de alimentacion) para la altura
de las vellosidades de la mucosa del ave, mostrd que la utilizacion de PCL en la dieta,
incrementd la altura de las vellosidades en mayor magnitud en las dietas elaboradas con
maiz, alrededor del +34.2% en 1DM y +33.0% en 2DM; en el caso de las dieta elaborada
con trigo-cebada- centeno (TCC), el incremento en la altura de la vellosidad de los pollos
que consumieron PCL con el programa 2DTCC fue de +18.0%. Por otra parte, la sola
utilizacion de las dietas control TCC provocé un incremento en la altura de las vellosidades
del yeyuno del ave de alrededor de un +21% en relacién al uso de las dietas control
elaboradas con maiz (1DM y 2DM). Respecto al grosor de la capa de mucina, la
interaccion estadisticamente significativa (P<0.05) de los factores PCL x Programa de
alimentacion observada a los 22 dias de prueba, mostré que la utilizacion de PCL en las
dietas con maiz, incrementd el grosor de la capa de mucina en +69.3% en 1DM y
+73.6% en 2DM; observandose un mayor estimulo en el caso del programa 2TCC o de
+88.6% en los grupos con PCL, que incluso fue significativamente mayor respecto a los
efectos de las PCL en los programas 1DM y 2DM. El dia 22 de experimentacion, las PCL
incrementaron el de forma significativa (P<0.01) el nimero de células caliciformes sin
importar el tipo de programa de alimentacion. Por otra parte, la utilizacion del programa
2DTCC provocd un incremento (P<0.05) en el numero de células caliciformes de la
mucosa digestiva del ave de similar magnitud al empleo del programa 2DM y mayor
respecto al programa 1DM.

5.4.4. Variables inmunitarias
En el Tabla 5.5., se presentan los datos de los titulos de anticuerpos contra la vacuna del
virus de la enfermedad de Newcastle (NDV). En relacién a la respuesta a la vacunacion o
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medicion de la inmunidad de tipo humoral en las aves, la utilizacion de PCL en los
diferentes programas de alimentacion no representd ninguna modificacion significativa en
la produccion de anticuerpos contra la vacuna del NDV a los 14, 21 y 27 dias post-
vacunacion. Solo en el caso del factor programa de alimentacion, a los 27 dias post-
vacunacion, fue observada una mayor respuesta (P<0.05) en la produccion de
anticuerpos (vacuna del NDV) en las aves del programa 1DM respecto a los programas
2DM y 2DTCC. Los datos de los porcentajes de los pesos relativos de los principales
organos linfoides del pollo estimados el dia 36 del experimento, se presentan en la Tabla
5. 6. En el dia 36 de experimentacion, no se observaron efectos significativos de los
diferentes factores evaluados en los % de los pesos relativos de la bolsa de Fabricio y
timo. En el caso del % relativo del peso del bazo, se observd una interaccion significativa
(P<0.05) entre los factores estudiados (P. de alimentacién x PCL), Los animales del
tratamiento 1DM control presentaban un menor % del peso relativo del bazo respecto a
los tratamientos 2DM control y 2DTCC control y la adicion de PCL redujo
significativamente el peso relativo del bazo solamente en los animales del programa
2DTCC Finalmente, la expresion de los resultados de los % relativos de los érganos
linfoides de la bolsa de Fabricio (BF) y el bazo (B) en forma de proporcion (%BF/%B)
evaluada a lo 36 dias de prueba, mostré que las aves del programa de alimentacién 1DM
mantuvieron una proporcién mayor (P<0.01) al de las aves del programa 2DTCC y similar
respecto al de las aves del programa 2DM.

5.5. Discusion

Los resultados de este experimento, mostraron que los principales efectos observados en
la productividad del pollo por la utilizacién de PCL en la dieta, fueron: para la fase de
iniciacion (0-21 dias), un mayor crecimiento asociado a un mejor indice de conversion del
alimento; y para la fase de crecimiento (21-43 dias), un mayor crecimiento relacionado
con un mayor consumo de alimento. De esta manera, los beneficios globales (0-43 dias)
por la utilizacion de las PCL en los diferentes programas de alimentacion empleados en los
pollos de engorde, representaron beneficios en su productividad del orden del +3.5% en
el peso vivo, +2.3% en el consumo de alimento y -1.2% en el indice de conversion del
alimento, en relacion a los pollos alimentados con las dietas control. Aunque pocos
trabajos han sido publicados acerca del uso concreto de PCL en dietas para aves, los
resultados productivos de este estudio coinciden con los estudios realizados con PCL en
pollos de engorde reportados por otros autores (Santin et a/, 2001; 2003; Zhang et
al., 2005; Arce-Menocal et al, 2005). Otro hallazgo importante observado el dia 22
de edad de las aves, fue que los animales alimentados con PCL incrementaron de forma
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marcada la altura de las vellosidades del yeyuno respecto a las aves alimentadas con
dietas control en los diferentes tipos de dietas, llegandose a observar incrementos
mayores en caso de las dietas con maiz (+34% con 1DM+PCL y +32% con 2DM+PCL) y
menores en las dietas con trigo (+18% con 2DTCC+PCL). Estudios realizados en pollos de
engorde sugieren que una mayor altura de las vellosidades de la mucosa digestiva podria
estar relacionada con un mayor crecimiento del animal, ya que la altura de la vellosidad
ha sido relacionada también con el drea de superficie de la vellosidad o una mayor
superficie para la absorcion de nutrientes (Sklan y Noy, 2003; Wu et a/., 2004).). La
utilizacion de PCL en las dietas de las aves por un lado, pudieron haber promovido un
mayor desarrollo de la mucosa digestiva del ave durante los primeros 22 dias de vida,
este efecto podria justificar la mejora en la eficiencia alimenticia del ave observada
durante la fase inicial de la prueba (0-21 dias), y en otro sentido, pudieron haber
favorecido la capacidad digestiva del ave durante la fase de crecimiento (22-43 dias). Este
mecanismo de accién o de efecto trofico de las PCL sobre la mucosa digestiva del pollo,
también fue descrito en estudios previos realizados con cereales como maiz (Santin et
al., 2001; Zhang et al., 2005).

Un segundo aspecto observado con la utilizacion de PCL sobre la mucosa digestiva, fue un
mayor grosor de la capa de mucina y un mayor nimero de células caliciformes, respecto a
los grupos sin PCL. La mucina y las células caliciformes (MCC) de la mucosa digestiva
forman parte de un sistema complejo involucrado en funciones de proteccion (ante
agentes fisicos, quimicos y microbianos), de lubricacion y del control del transporte de
nutrientes del lumen intestinal a través de la pared digestiva (Deplancke y Gasking,
2001). Estudios en ratones sugieren que la mucina digestiva tiene un importante papel
en la resistencia a la infeccion por Sa/monella, observando que una reduccion en el grosor
de la capa de mucosidad incrementa la translocacion de Sa/monella a través de las placas
de Peyer (Sakamoto et al., 2004). Debido a que diversos factores de tipo alimenticio y
microbiano son relacionados con la activacion y modificacion del sistema mucina-células-
caliciformes (Dabbagah et al,, 1999; Cohn et al., 1999), en la actualidad existe una
gran cantidad de dudas acerca de su funcionamiento en condiciones de normalidad o
anormalidad. Probablemente, la activacion del sistema MCC por parte de las PCL pudo
haber representado beneficios en términos de mayor proteccion de la mucosa digestiva,
ya que los parametros de productividad del ave también fueron incrementados.

Por otro lado, el programa de alimentacion también impacté en la morfologia de la
mucosa digestiva; un ejemplo fue observado con el empleo de dietas viscosas o ricas en
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PNA del programa 2DTCC, que representd un incremento en la viscosidad del contenido
ileal, de la altura de las vellosidades y del grosor de la capa de mucina, respecto a los
programas que incluyeron dietas con maiz (1DM y 2DM). De hecho, el programa 2DTCC
también incrementd el nimero de células caliciformes de la mucosa respecto al programa
1DM. Los efectos observados en la morfologia de la mucosa digestiva del ave a causa de
las dietas del programa 2DTCC, han sido bien descritos en diversos estudios en donde se
emplearon cereales ricos en PNA solubles o a base de trigo, cebada (Choct y Anninson,
1992ab; Langhout, 1998; Iji et a/., 2001b). Algunos de estos estudios sugieren que
un exceso en la estimulacion de la tasa de renovacion celular, de la mucina y de las
células caliciformes de la mucosa digestiva del animal a causa del empleo de cereales
ricos en PNA, se puede reflejar en mayores perdidas enddgenas por parte la mucosa
digestiva con un claro empeoramiento de la productividad del animal, y de mayores
contenidos de MS en las excretas (Piel et al, 2005). Estas observaciones, podrian
justificar el mayor o peor indice de conversion alimenticia observado en las aves del
programa 2DTT respecto a las del programa 2DM y del mayor porcentaje de MS en las
excretas del ave (dia 41 de edad) en los pollos del programa 2DTCC respecto a los pollos
de los programas con maiz (1DM y 2DM). El menor % de MS en excretas (interaccion
significativa P<(0.05) observado a los 16 dias en el grupo con PCL en el programa 1DM, y
el menor valor numérico de la viscosidad del contenido intestinal (22 dias) del grupo con
PCL en las dietas del programa 2TCC, podrian sugerir que la utilizacion de PCL pudo
favorecer las condiciones digestivas para una mejor reabsorcion de liquidos. De esta
manera, los efectos de las PCL sobre la mucosa digestiva del ave (altura de vellosidades y
mucina) pudieron ser favorables ya que los animales mostraron también mejores
crecimientos.

En este experimento, la utilizacion de PCL en las distintas dietas experimentales no
influencié significativamente la respuesta inmune de tipo humoral o la produccién de
anticuerpos de la vacuna del virus de la enfermedad de Newcastle (NDV). De forma
contraria a nuestro resultados, Sashidhara y Devegowda, (2003), reportaron que la
utilizaciéon de manano-oligosacaridos procedentes de PCL de S. cerevisiae en la dietas de
aves, resultaron en mayores respuestas en la produccion de anticuerpos vacunales de la
infeccion de la bolsa de Fabricio en gallinas reproductoras y su progenie. No obstante, y
de forma similar con nuestros resultados, Shafey et a/. (2001) observaron respuestas
nulas en la produccion de anticuerpos vacunales del NDV en aves alimentadas con MOS
en la dieta. Probablemente, las variaciones en las mediciones en las respuestas de la
produccidon de anticuerpos ante antigenos vacumales de los trabajos de Sashidhara y
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Devegowda (2003), de Shafey et a/. (2001) y los nuestros, podrian depender no solo
de la utilizacion de PCL en la dieta, si no ademas, el tipo de virus vacunal o antigeno, el
calendario de vacunacion y/o la presencia de anticuerpos maternos, y los tiempos de
monitoreo de las respuestas vacunales podrian estar involucrados. Por otro lado, los
programas de alimentacion ejercieron una modificacion sobre las variables inmunoldgicas
del pollo. Las dietas del programa 1DM resultaron en una menor productividad del ave, en
relacion a las dietas 2DM y 2DTCC, probablemente esto pudo ser consecuencia de un
menor consumo de nutrientes ya que las dietas 1DM pudieron ser marginales en algunos
periodos de crecimiento del ave. No obstante, las dietas 1DM también resultaron en una
mayor produccion de anticuerpos vacunales del NDV (dia 27 post-aplicacion de la 12
vacuna) respecto a los programas de 2 dietas (2DM y 2DTCC) y en mayores valores en la
proporcion del peso relativo de la bolsa de Fabricio respecto al bazo, en relacién al
programa 2DTCC. En pollos de engorde, algunos investigadores han descrito mejoras en
la optimizacién de la respuesta inmune del pollo mediante practicas de restriccién de la
alimento (Klasing, 1988; Juul-Madsen et al, 2004). En este estudio, el empleo del
programa 1DM también pudo ejercer alguna forma de restriccion del alimento y en su
caso de nutrientes en las aves. Cheema et al. (2003) evaluaron dietas Unicas que
representaban dietas de 1957 (con niveles marginales de nutrientes) en estirpes de pollos
de engorde actuales (2002), y al igual que nuestros resultados, las dietas Unicas de 1957
impactaron de forma negativa en la productividad del ave, pero también incrementaron la
respuesta de anticuerpos contra glébulos rojos de borrego o respuesta inmune humoral.

La utilizacién de programas de restriccion de nutrientes en el ave, en un sentido puede ir
en perjuicio del crecimiento del ave y en otro sentido puede favorecer el estatus
inmunitario del ave. Los resultados obtenidos en este estudio para los % de los pesos
relativos de los principales organos linfoides del ave, también podrian estar en
concordancia con la previa aseveracion. Al dia 36 de edad, los mayores valores numéricos
de los % de los pesos relativos de la bolsa de Fabricio (BF) y del timo correspondieron al
programa 1DM, respecto a los programas 2DTCC y 2DM. Ademas, la utilizacion de la dieta
control del programa de alimentacién 1DM representd menores % del peso relativo del
bazo en las aves, respecto a la utilizacion de las dietas control de los programas 2DM y
2DTCC vy similares al de la dietas con PCL del programa 2DTCC. El valor del % peso
relativo de la bolsa de Fabricio es utilizado como indicador del estado de la inmuno-
competencia en el pollo de engorde, ya que el papel de la bolsa de Fabricio es
indispensable para el correcto funcionamiento de la respuesta inmune de tipo humoral. En
pollos de engorde una involucion temprana de la bolsa de Fabricio puede ser asociada a
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un proceso de la inmuno-supresion (Dohms y Saif, 1984). El bazo a su vez, forma parte
importante del tejido linfoide del sistema reticulo-endotelial encargado de la captacion de
antigenos y del desarrollo de la repuesta inmune de tipo especifica hacia un antigeno.
Estudios en aves describen la interrelacién que existe entre la bolsa de Fabricio y el bazo,
un menor tamano del peso de la bolsa de Fabricio puede ser el resultado de la
funcionalidad del bazo (Glick, 1967). En aves, los estimulos antigénicos pueden provocar
una disminucion en el peso relativo de la bolsa de Fabricio como resultado de una
deplecién, o por movilizacion de los linfocitos B de la bolsa de Fabricio hacia los 6rganos
linfoides secundarios (Nakamura et al,, 1986 y ELTayeb et al., 2001). Al parecer, la
utilizacion de las dietas del programa 2DTCC representaron valores menores para los
titulos de anticuerpos del NDV y para la proporciéon de los % de los pesos relativos de la
BF/Bazo respecto a la utilizacion del programa 1DM. A pesar de que los resultados de las
variables inmunitarias observadas en este estudio pudieran sugerir alguna relacion entre
el valor de la proporcion del % del peso relativo BF/bazo vy la respuesta en la produccion
de anticuerpos de NDV, en este trabajo no se llevo acabo algtn analisis estadistico para
comprobarlo. Por lo cual, estos efectos tendrian que ser corroboradas en posteriores
modelos de estudios planteados de forma especifica para esclarecer estas hipdtesis.

5.6. Conclusion

Los resultados obtenidos bajo las condiciones experimentales planteadas en el presente
estudio, mostraron que la utilizacién de PCL en dietas para pollos de engorde, mejoro los
indices de productividad del pollo del orden de +3.5% el peso vivo, +2.3% el consumo de
alimento y -1.2% el indice de conversion del alimento en relacidn a la utilizacion de dietas
control. Parte de las mejoras observadas en la productividad de las aves que
consumieron PCL, podrian estar relacionadas con un mejor desarrollo de la mucosa
digestiva del ave. Ya que a los 22 dias de prueba, las PCL incrementaron la altura de
vellosidades, el grosor de la capa de mucina y el numero de células caliciformes de la
mucosa digestiva del yeyuno. A pesar de que la utilizacién de PCL no represento efectos
en las respuestas de la produccion de anticuerpos del NDV de las aves. Los resultados de
este estudio, podrian sugerir un efecto de los distintos programas de alimentacion
empleados no solo a nivel productivo del pollo si no ademas, factores inmunitarios y
digestivos en el ave podrian ser influenciados por el tipo de dieta empleada para su
alimentacion.
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5.7. Tablas y Figuras
Tabla 5.1. Composicion de las dietas experimentales.

Programa 1 Programa 2 dietas

Ingrediente % dieta con maiz Maiz Trigo-cebada-centeno
0-42d 0-21d 21-43d 0-21d 21-43d

Maiz 61.8 55.1 57.0 - -
Trigo - - - 42.8 53.8
Cebada - - - 10.7 5.0
Centeno - - - 5.0 3.6
Torta de soja (48% PB) 28.5 31.0 22.0 20.9 12.8
Soja integral extrusionada 3.0 6.0 11.7 11.5 14.0
Grasa animal (manteca) 3.0 3.5 5.2 4.5 6.4
Carbonato de calcio 1.050 1.130 0.970 1.190 1.030
Fosfato dicalcico 1.620 1.850 1.730 1.730 1.630
DL-Metionina 0.210 0.280  0.240 0.300 0.270
L-Lisina HCL 0.120 0.220  0.220 0.340 0.390
L-Treonina - 0.050 0.080 0.120 0.160
L-Arginina - - - - 0.060
Cloruro de sodio 0.350 0.340 0.330 0.330 0.330
Colina 0.090 0.140  0.090 0.120 0.080
Minerales y vitaminas* 0.400 0.400 0.400 0.400 0.400
Andlisis calculado de nutrientes
EM (kcal/kg) 3000 3000 3200 3000 3200
PC (%) 20.0 22.0 20.0 22.0 20.0
Metionina (%) 0.51 0.60 0.54 0.60 0.54
Met + Cis (%) 0.90 1.00 0.92 0.95 0.86
Lisina (%) 1.10 1.30 1.18 1.30 1.18
Calcio (%) 0.90 1.00 0.90 1.00 0.90
Fésforo total (%) 0.63 0.69 0.65 0.68 0.64
Fésforo disponible (%) 0.40 0.45 0.42 0.45 0.42
Grasa bruta (%) 6.1 7.0 10.05 8.13 10.56

*Un kg de alimento contiene: vitamina A, 12 000 UI; vitamina D3, 2400 UI; vitamina E, 30 mg;
vitamina K3, 3 mg; vitamina B;, 2,2 mg; vitamina B,, 8 mg; vitamina Bg, 5 mg: vitamina By, 11
ug; acido folico, 1,5 mg; biotina, 150 ng; pantotenato de calcio, 25 mg; acido nicotinico, 65
mg; Mn, 60 mg; Zn, 40 mg; I, 0,33 mg; Fe, 80 mg; Cu, 8 mg; Se, 0,15 mg; y etoxiquin, 150
mg.
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Tabla 5.2. Efectos de la utilizacion de paredes celulares de levadura y de distintos programas de alimentacién, sobre los parametros de
productividad* de pollos de engorde en sus diferentes fases productivas.

Periodo

Pared celular

0 mg/kg

500 mg/kg

Programa de alimentacién
1 dieta maiz

2 dietas maiz

2 dietas trigo-cebada-
centeno

Error estandar de la media
Fuente de variacion

Pared celular

Programa de alimentacion
Interaccion

0 a 21 dias 21 a 43 dias 0 a 43 dias

Peso Peso

vivo GPD CAD ICA vivo GPD CAD ICA GPD CAD ICA Mortalidad
(9) (9) (9) (9/9) (9) (9) (9) (9/9) (9) (9) (9/9) (%)
714°  31.9° 446  1.401° 2462°  79.4° 137.3° 1.729 56.2° 90.0° 1.602 3.8
736° 32.9° 445  1.354° 25487  82.4° 142.8 1.734 58.2° 92.1° 1.582 3.2
699° 31.2° 439 1.412° 2424°  78.4° 137.0° 1.748° 55.3° 89.3° 1.615° 2.2
724° 323> 445  1.376° 2551  83.0° 139.0° 1.674° 58.3° 90.8" 1.558° 3.9
752°  33.77 453  1.345 2540 81.3° 144.2° 1.773° 58.0° 93.0° 1.603° 4.3
100 048 077 0015 34.2 13 2.1 0.020 080 114 0.013 18

Probabilidad (F)

0.01 001 0.92 0.01 0.01 001 0.01 0.73 0.01 005 0.07 0.46
0.01 001 0.22 0.01 0.01 001 0.01 0.01 0.01 001 0.01 0.69
026 0.26 0.80 0.20 0.23  0.14 0.40 0.53 0.23 049 0.31 0.61

Los parametros evaluados son el resultado de promedios obtenidos de 5 réplicas por cada tratamiento de 23 aves de 0 a 21 dias, y 14 aves de

21 a 43 dias.

€ Los promedios por factor dentro de una misma columna con diferente letra son diferentes estadisticamente a una probabilidad de P<0.05.

*GPD = ganancia de peso por dia; CAD = consumo de alimento por dia; e ICA = indice de conversidn alimenticia.
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Tabla 5.3. Efectos de la utilizacién de paredes celulares de levadura (PCL) y de distintos
programas de alimentacion, sobre el contenido de materia seca en excretas y contenido
digestivo y sobre la viscosidad del contenido ileal.

% de materia seca excretas Contenido ileal, 22 dias

Materia  Viscosidad,

16 dias 41 dias seca (%) (cps)
Pared celular
0 mg/kg 20.2 17.7 21.9 4.05
500 mg/kg 20.0 17.7 21.7 3.43
Programa de alimentacién
1 dieta maiz 20.0 17.2° 22.1 2.09°
2 dietas maiz 19.0 16.5° 22.3 2.28°
2 dietas trigo-cebada-centeno 21.3 19.3° 21.1 6.86°
Fuente de variacion Probabilidad (F)
Pared celular 0.70 0.95 0.84 0.30
Programa de alimentacion 0.01 0.01 0.23 0.01
Interaccion 0.05 0.85 0.90 0.36
Programa* PCL
1DM 0 mg/kg 20.8° 17.2 22.2 2.1
1DM 500 mg/kg 19.2° 17.3 21.9 2.1
2DM 0 mg/kg 18.6° 16.6 22.2 2.3
2DM 500 mg/kg 19.4° 16.3 22.5 2.9
2DTCC 0 mg/kg 21.1° 19.2 21.3 7.8
2DTCC 500 mg/kg 21.5° 19.5 20.8 5.9
Error estandar de la media 0.42 0.57 0.80 0.70

Los promedios obtenidos por tratamiento para el % de MS en excretas son el resultado de 5
réplicas (10 muestras de excremento por réplica). Los promedios obtenidos por tratamiento
para el % de MS vy viscosidad del contenido ileal son el resultado de 5 réplicas (pool del
contenido intestinal de 3 aves por réplica).

€ | os promedios por factor dentro de una misma columna con diferente letra son diferentes
estadisticamente a una probabilidad de P<0.05.

*1DM =1 dieta de maiz; 2DM = 2 dietas basadas en maiz (iniciacién y crecimiento); 2DTCC =
2 dietas basadas en trigo-cebada-centeno (iniciacion y crecimiento).
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Tabla 5.4. Efectos de la utilizacién de paredes celulares de levadura (PCL) y de distintos
programas de alimentacion, sobre la morfometria de la mucosa del yeyuno de pollos de
engorde (22 dias).

Altura vellosidad Grosor de la  Células caliciformes

(pm) mucina (um) (num)
Pared celular
0 mg/kg 1013b 38.8 399°
500 mg/kg 1291a 68.6 1208°
Programa de alimentacién
1 dieta maiz 1116 51.3 791°
2 dietas maiz 1092 51.8 807%
2 dietas trigo-cebada- centeno 1248 58.0 814°
Fuente de variacion Probabilidad (F) ---------------------
Pared celular 0.01 0.01 0.01
Programa de alimentacién 0.01 0.01 0.05
Interaccion 0.06 0.05 0.93
Programa* PCL
1DM 0 mg/kg 953¢ 38.1¢ 384
1DM 500 mg/kg 1279% 64.5° 1198
2DM 0 mg/kg 941¢ 38.0° 403
2DM 500 mg/kg 1243° 65.6° 1210
2DTCC 0 mg/kg 1145¢ 40.2° 411
2DTCC 500 mg/kg 13507 75.8° 1217
Error estandar de la media 26.5 1.98 9.1

Los parametros evaluados son el resultado de promedios obtenidos de 10 animales (al menos
tres determinaciones por laminilla del intestino de un ave).

€ Los promedios por factor dentro de una misma columna con diferente letra son diferentes
estadisticamente a una probabilidad de P<0.05.

*1DM =1 dieta de maiz; 2DM = 2 dietas basadas en maiz (iniciacién y crecimiento); 2DTCC = 2
dietas basadas en trigo-cebada-centeno (iniciacién y crecimiento).
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Tabla 5.5. Efectos de la utilizacién de paredes celulares de levadura (PCL) y de distintos
programas de alimentacién, sobre la respuesta inmunitaria de tipo humoral contra la
vacuna del virus de la enfermedad Newcastle (NDV).

Anticuerpos vacunales del NDV (Log,)
dias post-vacunacién

14 21 27

Pared celular
0 mg/kg 3.71 5.72 6.21
500 mg/kg 3.33 5.63 6.38

Programa de alimentacién
1 dieta maiz 3.47 5.47 6.70°
2 dietas maiz 3.50 5.86 6.11°

2 dietas trigo-cebada-
centeno 3.59 5.69 6.07°

Fuente de variacion Probabilidad (F) ---------------------

Pared celular 0.17 0.52 0.45
Programa de alimentacion 0.94 0.09 0.05
Interaccion 0.81 0.76 0.58

Programa* PCL
1DM 0 mg/kg 3.61 5.55 6.63
1DM 500 mg/kg 3.33 5.38 6.77
2DM 0 mg/kg 3.61 5.83 6.16
2DM 500 mg/kg 3.39 5.88 6.05
2DTCC 0 mg/kg 3.89 5.77 5.82
2DTCC 500 mg/kg 3.28 5.61 6.31
Error estandar de la media 0.33 0.17 0.28

Los parametros evaluados son el resultado de promedios obtenidos de 18 observaciones (18
aves).

¢ Los promedios por factor dentro de una misma columna con diferente letra son diferentes
estadisticamente a una probabilidad de P<0.05.

*1DM =1 dieta de maiz; 2DM = 2 dietas basadas en maiz (iniciacion y crecimiento); 2DTCC = 2
dietas basadas en trigo-cebada-centeno (iniciacién y crecimiento).

NVD = Newcastle disease virus.
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Tabla 5.6. Efectos de la utilizacién de paredes celulares de levadura (PCL) y de distintos
programas de alimentacién, sobre los porcentajes de los pesos relativos de los principales
organos linfoide del pollo de engorde.

Pesos relativos en %, 36 dias

. ! Bolsada
Bazo Bolsa de Fabricio Timo .
Fabricio/Bazo
Pared celular
0mg/kg 0.122 0.205 0.521 1.8
500 mg/kg  0.107 0.219 0.480 2.1
Programa de alimentacién
1 dietamaiz  0.106 0.235 0.554 2.3°
2 dietas maiz  0.117 0.214 0.455 1.9®
2 dietas trigo-cebada-
centeno  0.121 0.186 0.492 1.6°
Fuente de variacion Probabilidad (F) -----------------
Pared celular 0.06 0.45 0.43 0.07
Programa de alimentacion 0.19 0.11 0.24 0.01
Interaccion 0.05 0.51 0.92 0.08
Programa* PCL
1DM 0 mg/kg 0.102° 0.239 0.566 2.4
iDM 500 mg/kg  0.110™ 0.231 0.542 2.2
2DM 0mg/kg 0.124% 0.195 0.490 1.6
2DM 500 mg/kg  0.109™ 0.233 0.421 2.2
2DTCC 0 mg/kg 0.139° 0.180 0.507 1.3
2DTCC 500 mg/kg  0.103 0.192 0.476 1.9
Error estandar de la media  0.009 0.023 0.055 0.22

Los parametros evaluados son el resultado de promedios obtenidos de 7 observaciones (7

aves).

¢ Los promedios por factor dentro de una misma columna con diferente letra son diferentes
estadisticamente a una probabilidad de P<0.05.

*1DM =1 dieta de maiz; 2DM = 2 dietas basadas en maiz (iniciacién y crecimiento); 2DTCC = 2

dietas basadas en trigo-cebada-centeno (iniciacién y crecimiento).

NVD = Newcastle disease virus.
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Capitulo 6. Influencia de la suplementacion en la dieta con paredes
celulares de levadura y fracciones purificadas de beta-glucanos y
manano-proteinas, sobre los parametros productivos, desarrollo
de la mucosa digestiva, respuesta inmune humoral y % de los
pesos relativos de drganos linfoides y digestivos del pollo.
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6.1. Resumen

Dos experimentos fueron realizados para evaluar el efecto de la incorporacion en la dieta
de paredes celulares de la levadura (PCL) de S. cerevisiae y de sus principales de los
polisacaridos purificados, beta-glucanos (BG), y manano-proteinas (MP), en los
parametros de crecimiento, digestivos y de la respuesta inmune de pollos de engorde. En
el experimento-1 (Exp. 4), se incluyeron seis dietas experimentales: T-1) Dieta control
(CD), T-2) DC + avilamicina (10mg/kg de alimento); T-3) DC + PCL (500 mg/kg de
alimento); T-4) DC + MP (95 mg/kg de alimento) similar al contenido de MP de la PCL
(500 mg) del T-3; T-5) DC + BG (145mg/kg) similar al contenido de BG de la PCL (500
mg) del T-3; y T-6) DC con MP (T-4) + BG (T-5). En el experimento-1, todos los pollos
fueron vacunados al dia 9 de edad via el agua de bebida, con una vacuna virus vivo
atenuado de la enfermedad de Newcastle (NDV). El experimento-2 (Exp. 5), se utilizaron
cuatro grupos experimentales: T-1) Dieta del control (DC); T-2) DC + PCL (500 mg/kg de
alimento); T-3) DC + MP (190 mg/kg) similar al contenido de MP de la PCL (500 mg) del
T-3; y T-4) DC + BG (227 mg/kg) similar al contenido de BG de la PCL (500 mg) del T-2.
En ambos experimentos se utilizaron dietas en harina elaboradas con trigo-cebada-
centeno y libres de antibidticos promotores del crecimiento, drogas anticoccidias y
enzimas para los cereales. Los resultados del Exp.1, mostraron que aunque los pollos que
consumieron avilamicina, PCL, MP+BG y BGF tenian un mayor peso vivo respecto a los
pollos que consumieron la dieta control, no fueron encontrados efectos estadisticos
significativos (P>0.05) entre los diferentes tratamientos experimentales al dia 42 de
experimentacién. En dia 23 y 36 de experimentacidn, la utilizacion de las diferentes dietas
experimentales no afecto la respuesta en la producciéon de anticuerpos de la vacuna de
NDV en los pollos. No obstante, el empleo de la dieta experimental de MP+BG purificados
resultd en mayores % de los pesos relativos del timo (P<0.05) respecto al empleo de las
dietas control, y similares respecto a la utilizacion en la dieta de PCL y de BG purificado
(37 dias de edad). Los resultados productivos del Exp. 2 (42 dias de prueba), no
mostraron efectos consistentes de utilizacion de PCL en el peso vivo de las aves, solo el
indice de conversion del alimento fue numéricamente mejor o menor en los pollos
alimentados con PCL, MP y BG respecto a los pollos alimentados con la dieta control. A los
21 dias de prueba, la utilizacion en la dieta de PCL, MP y BG incrementdé de forma
significativa (P<0.01) la altura de las vellosidades de la mucosa del yeyuno respecto a la
utilizacion de la dieta control. Por otra parte, el % del peso relativo del higado fue menor
(P<0.01) en los pollos alimentados con PCL y BG respecto a los pollos que consumieron la
dieta control (21 dias).
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6.2. Introduccion

La utilizacién de paredes celulares de levadura (PCL) en alimentacion de aves, es una
practica realizada de forma comun desde inicios de los afios 90. Uno de los principales
objetivos de esta practica, es la de mejorar la salud intestinal del animal y por
consecuencia su eficiencia productividad (Hooge, 2004; Rosen, 2005). De forma
contraria a los mecanismos de la accion reportados para los APC empleados en
produccién animal, substancias que pueden ejercer efectos directos sobre el control del
crecimiento microbiano del tracto digestivo del animal. Los mecanismos de accion
reportados en avicultura sobre la utilizacion de PCL, son mas diversos y podrian depender
de los polisacaridos estructurales presentes en la pared celular. Estructuralmente las PCL
son compuestos constituidos por 3 grupos de polisacaridos: polimeros de (1,3/1,6) beta-
glucanos, polimeros del manosa o manano-proteinas, y polimeros de quitina (Aguilar-
Uscanga et al,, 2004). De estos tres grupos de polisacaridos, los beta-glucanos y las
manano-proteinas se encuentran en concentraciones importantes en la pared celular,
pudiendo ejercer efectos diversos en la salud y productividad del animal. Acerca de las
fracciones de manano-proteinas o fuentes de manano-oligosacaridos (MOS), algunos
estudios en aves enfatizan sobre la capacidad de poder unirse a las fimbrias (tipo-1) de
algunos patdgeno bacterianos y evitar su unidn y colonizacion a la mucosa digestiva del
huésped (Spring et al, 2000). Por otro lado, las fracciones de 1,3/1,6-beta-glucanos
presentes en mayor concentracion en la PCL, tienen la capacidad de estimular el sistema
inmune innato del individuo al incrementar la actividad funcional de sus células fagociticas
(macréfagos y neutrdfilos) (Tzianabos, 2000). Esta situacion ha motivado el estudio de
la aplicacion de fracciones purificadas de 1,3/1,6-beta-glucanos, como una sustancia
capaces de estimular el sistema-inmune diversas especies de animales (mamiferos, aves,
camarones y peces) (Mansell et al., 1978; Dritz, et al., 1995; Chang et al., 2000;
Guo et al., 2003). De hecho, se sugiere que este mecanismo podria brindarle beneficios
a los animales mantenidos en sistemas de produccidon intensivos, que pueden ser
traducidos en términos de una mayor resistencia para afrontar ciertas enfermedades, o de
incrementar su supervivencia bajo condiciones de estrés (Raa, 2003; Huff et al.,
2006). A escala digestiva, la incorporacion de fracciones completas de PCL en dietas de
pollos de engorde, resulta en un mayor desarrollo de las vellosidades de la mucosa
digestiva del ave (Santin et al., 2001; Iji et al., 2001; Zhang et al., 2005). En otros
estudios, fue descrito que la suplementacion de PCL a alimentos contaminados con
micotoxinas, fue capaz de reducir los efectos adversos que las micotoxina ejercieron sobre
el estado de salud y la productividad de las aves que no consumieron PCL (Stanley et
al, 1995; Aravind et al, 2003). Aparentemente, los resultados de estas
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investigaciones pueden suponer que la utilizacion de PCL en la dieta, podria representa
una buena alternativa para mejorar el estado de salud y la eficiencia productiva del ave
cuando no son utilizados APC. No obstante, los estudios en alimentacion de pollos de
engorde realizados con productos procedentes de PCL, muestran ser pocos, Yy
frecuentemente la informacion de la composicion de los polisacaridos presentes en las
substancias evaluadas es omitida. En el caso concreto de la investigacion generada sobre
la utilizacion de fracciones purificadas de manano-proteinas y 1,3/1,6-beta-glucanos en
avicultura, los pocos estudios que existen se limitan al uso de beta-glucanos. Un ultimo
aspecto a considerar es que tampoco se han realizado estudios con los polisacaridos
purificados (beta-glucanos y manano-proteinas) de la PCL, suministrados a las dietas de
forma individual para poder indagar mas sobre los mecanismos de accién de la PCL, o
quizas para identificar la importancia de alguno de ellos en estos mecanismos. En los
primeros tres estudios realizados en la presente tesis, fueron constatados los efectos
positivos que la utilizacion de la PCL-2 puede ejercer en la productividad de pollos de
engorde, y que pudieran estar relacionados con su capacidad para favorecer el desarrollo
de la mucosa digestiva del ave. Por otro lado, fue identificada una diferencia en la eficacia
de los productos de PCL (primeros 2 estudios) que pudiera ser relacionada con su
composicién de polisacaridos (manano-proteinas y beta-glucanos). Para indagar mas
acerca de los mecanismos de accion de este tipo de productos y de sus principales
polisacéridos, se realizaron 2 experimentos en pollos de engorde para evaluar los efectos
de la utilizacion de PCL-2 y de sus principales polisacaridos purificados (beta-glucanos y
manano-proteinas) en dietas de pollos de engorde: en el experimento 1, se evaluaron los
efectos de la utilizacion de las fracciones de PCL, manano-proteinas, beta-glucanos y de
APC (avilamicina) sobre las variables productivas, e inmunes del ave; y en el experimento
2, se evaluaron los efectos de las fracciones de PCL, manano-proteinas, beta-glucanos
sobre la morfometria de la mucosa digestiva y érganos digestivos. Uno de los objetivos de
estos 2 experimentos, fue el de validar los efectos positivos observados (primeros tres
experimentos) en la productividad de pollos de engorde por la suplementacion de PCL-2
en la dieta; un segundo objetivo fue el de evaluar los efectos de los principales
polisacaridos (manano-proteinas y beta-glucanos) de la PCL-2 en la productividad del ave,
ademas de poder identificar la importancia de los polisacaridos sobre unos de los
mecanismos de accion encontrados para la PCL-2 o de favorecer el desarrollo de la
mucosa digestiva.

6.3. Materiales y método
6.3.1. Animales y alojamientos
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Los experimentos incluidos en este capitulo fueron realizados en las instalaciones del
Departamento de Nutricion Animal del IRTA de Mas de Bover. En el experimento 1, se
emplearon 828 pollos de engorde machos de 1 dia de edad de la estirpe Ross 308,
alojados dentro jaulas en una caseta experimental con condiciones ambientales similares
a los 3 experimentos previos reportados en este trabajo. En el experimento 2, se
emplearon 820 aves de 1 dia de edad de la estirpe Ross 308, las cuales fueron alojadas
en el suelo dentro de corrales de 4m? con cama de viruta de pino en una distinta caseta
experimental respecto a los previos experimentos. La nave experimental contd con luz
artificial, calefaccion de gas y sistema de ventilacion natural. El programa de temperatura
fue el siguiente: 32-34° C de los 0 a los 2 dias de edad; 27-30° C de los 3 a los 7 dias;
25-279 C durante la semana 2; 24-27° C durante la semana 3; y 22-25° C de la semana
4 al final del experimento. Respecto al programa de iluminacion, durante los primeros 4
dias de edad se utilizaron 23 horas de luz; 20 horas de luz hasta los 10 dias y 18 horas
de luz de los 10 dias al final. En cada corral o lote experimental, fue incluido un 1
bebedero automatico tipo campana y 2 comederos en forma de tolva (15 kg. aprox.). De
forma similar a las otras pruebas cada dia fueron inspeccionadas al menos 2 veces al dia,
las condiciones generales de la parvada y de la nave, el suministro de agua y del alimento
y la presencia de mortalidad. El suministro de agua y de alimento fue ad-/ibitum durante
todo el periodo experimental.

6.3.2. Dietas experimentales

En la elaboracion de las dietas experimentales se emplearon trigo, cebada y centeno, sus
composiciones se presentan en la Tabla 6.1. En el experimento 1, se utilizaron dietas
Unicas formuladas para ser isocaldricas (3000 kcal/kg) e isoproteicas (20% proteina
cruda), y el contenido de aminoacidos, vitaminas y minerales fueron incluidos a niveles
cercanos o superiores a las recomendaciones del NRC-2004. En el experimento 2, se
utilizaron dos dietas correspondientes a las fases de iniciacion (0-21 dias) y crecimiento
(22-43 dias) de las aves. Para la formulacidn de estas dietas se tomaron como referencia
las recomendaciones establecidas por el NRC (1994), a un nivel cercano para el
contenido de energia y de proteina y a niveles superiores para el contenido de
aminoacidos, vitaminas y minerales. Todas las dietas experimentales fueron elaboradas en
forma de harina, sin el empleo de antibidticos promotores del crecimiento, drogas
anticoccidias ni enzimas para el alimento. La composicion analitica de los principales
ingredientes y de las dietas experimentales fueron estimadas usando métodos estandares
(AOAC, 1990), incluyendo materia seca (método 934.01), proteina bruta (método
968.06), grasa bruta (920.39) y energia bruta empleando una bomba calorimétrica
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adiabatica (DIN, 1977). Las composiciones de polisacaridos de la pared celular de
levadura, y de las fracciones se presentan en la Tabla 6.2.

6.3.2.1. Experimento 1

El primer experimento se realizo con la finalidad de evaluar el efecto de la utilizacién en la
dieta de paredes celulares de levadura y de sus principales polisacaridos (manano-
proteina y beta-glucanos) suministrados de forma individual y conjunta, sobre la
productividad, respuesta inmune humoral (virus de la enfermedad de Newcastle), y de los
pesos relativos de los principales 6rganos linfoides (bazo, timo y Bursa de Fabricio) del
pollo de engorde. A la recepcidn, las aves fueron distribuidas al azar en jaulas dentro de
la caseta experimental en seis grupos experimentales: T-1) Dieta control (DC); T-2)
DC+Avilamicina (10mg/kg); T-3) DC+PCL-2 (500mg/kg); T-4) DC+manano-proteinas
(95mg/kg) a una concentracion similar a las manano-proteinas presentes en la PCL-2 del
T-3; T-5) DC+beta-glucanos (145mg/kg) a una concentracion similar a los beta-glucanos
presentes en la PCL-2 del T-3; y T-6) Como el T-4 + T-5 o con similar concentracion de
manano-proteinas y de beta-glucanos presentes en la PCL-2 del T-3. Cada tratamiento
experimental fue replicado 6 veces y en cada réplica se incluyeron 23 pollos. Para este
estudio no se tomaron en cuenta los valores reales de los % de manosa y beta-glucanos,
presentes en las fracciones purificadas de la PCL de manano-proteinas y beta-glucanos
respectivamente. Por lo cual, los aportes de manosa y beta-glucanos de dichas fracciones
fueron considerados con valores de 100% en las dietas experimentales. El dia 9 de
experimentacion, todas las aves de la prueba fueron vacunadas via agua de bebida con
una vacuna virus vivo atenuado (cepa “la Sota”) de la enfermedad de Newcastle (NDV).

Se realizaron pesajes de los animales en grupo, del alimento suministrado y del alimento
sobrante por cada unidad experimental o jaula, a los dias 0 y final de los experimentos
(42 dias). Posteriormente, se estimaron los promedios por tratamiento experimental, para
el peso vivo, ganancia de peso por dia, consumo de alimento por dia, indice de conversion
alimenticia y porcentaje de mortalidad. Para calcular el indice de conversion alimenticia,
fueron tomados en cuenta los pesos de los animales muertos, o sacrificados para la
obtencion de muestras. El dia 37 de experimentacion, se seleccionaron 8 aves con un
peso cercano al promedio del grupo, posteriormente las aves fueron sacrificadas con una
inyeccion intravenosa (vena radial) de pentobarbital sédico (procedimiento experimental
num. 688, aprobado por el Comité Etico de Experimentacion Animal del IRTA). De estas
aves, se diseccionaron y pesaron individualmente la bolsa de Fabricio, el timo (I6bulos de
las porciones derecha e izquierda) y el bazo. Posteriormente, se realizaron calculos para
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expresar los pesos individuales de estos 6rganos como porcentaje relativo al peso
corporal del ave. Para evaluar la respuesta inmune humoral o la produccion de
anticuerpos del NDV, se colectaron 18 muestras de sangre de 18 aves por cada
tratamiento (procedimiento experimental num. 1563, aprobado por el comité ético de
IRTA) los dias 23 y 36 de experimentacion. La determinacion de los titulos de anticuerpos
del NDV, se realizo por medio de la técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion (falta
referencia de la técnica).

6.3.2.2. Experimento 2

El segundo estudio fue realizado para evaluar el efecto de utilizacién en la dieta de
paredes en la celulares de levadura y de sus principales polisacaridos (manano-proteinas
y beta-glucanos) sobre la productividad, morfologia de la mucosa del yeyuno y los pesos
relativos de d6rganos digestivos (intestino, pancreas e higado) del ave. Para este estudio
los valores de los polisacaridos de la PCL-2, manano-proteinas y beta-glucanos, fueron
considerados con valores de aportes de 55% como fuentes de manosa y beta-glucanos
respectivamente. En este caso, la inclusion en las dietas experimentales de las fracciones
de MP y BG fue incrementada respecto al experimento 1, ya que fueron corregidos a la
concentracion reales de los polisacaridos de MP y de BG analizadas en las PCL-2 (Tabla
6.2.) A la recepcion, las aves fueron distribuida al azar en cuatro grupos experimentales:
T-1) Dieta control (DC); T-2) DC + PCL (500 mg/kg); T-3) DC + manano-proteinas (190
mg/kg) similar a las manano-proteinas presentes en la PCL del T-2; y T-4) DC + beta-
glucanos (227 mg/kg) similar a los beta-glucanos presentes en la PCL del T-2, cada
tratamiento experimental fue replicado 5 veces y cada réplica contd con 41 pollos.

Los parametros productivos del ave fueron evaluados de forma similar al realizado en el
Experimento 1. El dia 21 de experimentacién, todos los pollos fueron sometidos a un
ayuno de 4 horas mediante la modificacion del programa de iluminacion de la caseta
experimental. Después, por cada corral se seleccionaron y sacrificaron 10 pollos por
tratamiento experimental. De estas aves, se diseccionaron y pesaron de forma individual
el intestino completo (de la unién del duodeno con la molleja a la unién del recto con la
cloaca), el pancreas y el higado. La grasa abdominal adherida a estos érganos fue quitada
para realizar el pesaje de cada érgano y para calcular su peso relativo expresado como
porcentaje del peso corporal del ave. De las mismas aves sacrificadas, se colectaron 10
segmentos de intestinos de 5cm de longitud, correspondientes a la porcion proximal del
yeyuno (medidos a partir de 2cm posteriores a la porcion final del asa duodenal
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descendente). Las muestras de yeyuno fueron fijadas en solucidn de Carnoy’,
deshidratadas en alcohol, y sometidas a una inclusion en parafina. Posteriormente, se
realizaron cortes (4 pm) y tincion (Luxol Fast Blue/PAS) de la muestras, para la
observacion y medicion de la altura de las vellosidades de la mucosa del yeyuno en al
menos tres vellosidades por laminilla o 30 vellosidades por tratamiento.

6.3.3. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados por Andlisis de varianza (2 vias): 6 tratamientos con 6
bloques en el Exp. 1; y 4 tratamientos con 5 bloques en el Exp. 2, empleando el
procedimiento GLM de SAS®. Las diferencias entre tratamientos fueron establecidas
mediante el test de Duncan de rango multiple a un nivel de confianza de (P<0.05). Previo
al andlisis estadistico, los datos expresados como porcentajes fueron transformados a
valores de arco-seno y los datos de expresados en valores de diluciones (titulos de
anticuerpos) fueron transformados a valores de Log2.

El modelo estadistico fue:
Y; = u + Bloque ; + Tratamiento ; + e j;
Y, = Variable dependiente.
u = Promedio.
Blogue ; = Efecto del bloque.
Tratamiento ; = Efecto del tratamiento.
e;; = Error residual.

6.4. Resultados

6.4.1. Experimento 1

Los resultados productivos en 42 dias de experimentacién del experimento 1 se presentan
en la Tabla 6.3. Durante los 21 dias de experimentacion, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes grupos experimentales para el peso,
ganancia de peso y consumo de alimento de los pollos. No obstante, en este periodo (0-
21 dias), el indice de conversion del alimento fue incrementado (P<0.01) en los grupos de
pollos que consumieron PCL respecto a los grupos control, APC, MP y BG, sin observarse
diferencias estadisticas para el indice de conversion alimenticia, entre el grupo con PCL y
el grupo con MP+BG. En el segundo periodo productivo (21-42 dias), los pollos de los

“60% de etanol absoluto, 30% de cloroformo, 10% de &cido acético glacial.
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grupos con APC, PCL, MP, BG y MP+BG mostraron incrementos numeéricos (P>0.05) en el
peso, ganancia de peso y consumo de alimento, y mejoras en el indice de conversion
respecto al grupo control. Por lo cual, en 42 dias de prueba, el empleo en de avilamicina,
PCL, fracciones de beta-glucanos y el conjunto de manano-proteinas y beta-glucanos
resultdé en mayores (P>0.05) pesos y ganancias de peso numéricas en los pollos, respecto
al empleo de la dieta control. Otras variables productivas como el consumo diario de
alimento, indice de conversion alimenticia y mortalidad no fueron modificados (P>0.05)
por las diferentes dietas experimentales empleadas en el periodo de 0 a43 dias. Los
resultados de los pesos relativos de los principales 6rganos linfoides y de la produccion de
anticuerpos de la vacunacién contra el virus de la enfermedad de Newcastle de las aves
se presentan en la Tabla 6.4. El dia 37 de experimentacion, la utilizacion de la dieta
experimental con la inclusion conjunta de fracciones de manano-proteinas y beta-
glucanos, resultdé en mayores (P<0.05) porcentajes de pesos relativos del timo respecto a
la utilizacion de las dietas control, con avilamicina y con MP, y en pesos relativos del timo
similares al empleo de las dietas con beta-glucanos y PCL. A pesar de que los % de los
pesos relativos de la bolsa de Fabricio y el bazo no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre las diferentes dietas experimentales (P>0.05), el empleo de
avilamicina, PCL y las fracciones (MP, BG y MP+BG) de PCL mostraron mayores % de
pesos relativos de la bolsa de Fabricio respecto al empleo de la dieta control. Por otro
lado, los mayores valores numéricos del % del peso relativo del bazo se obtuvieron con el
empleo de las PCL vy las fracciones (MP, BG y MP+BG) de PCL respecto a la utilizacion de
las dietas control y con avilamicina. Las estimaciones de la produccion de anticuerpos del
NDV realizadas los dias 23 y 36 de experimentacién, no mostraron cambios
estadisticamente significativos (P>0.05) debidos a la utilizacion de las distintas dietas
experimentales.

6.4.2. Experimento 2

Los resultados obtenidos en 42 dias de prueba para los parametros productivos del
experimento 2 se presentan en la Tabla 6.5. En el periodo de 0-21 dias, los pesos
promedio, ganancias de peso y consumos de alimento en los pollos no se vieron afectados
por el empleo de las distintas dietas experimentales (P>0.05). Por otra parte, el indice de
conversion alimenticia mostré una mejora numérica (P>0.05) en los grupos con MP y BG
respecto al grupo control. Durante el segundo periodo de 21 a 42 dias, los grupos con
PCL, MP y BG mostraron menores valores numéricos (P>0.05) de consumo de alimento
en relacion al grupo control por lo cual, se continuaron observando las mejoras numéricas
(P>0.05) en el indice de conversién alimenticia de los pollos que consumieron MP, BG y
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PCL respecto al grupo control. No obstante, los pesos y las ganancias de peso de los
pollos no mostraron cambios (P>0.05) por el empleo de las distintas dietas
experimentales. En el periodo experimental completo (0-42 dias), la ganancia de peso, el
consumo diario de alimento y la mortalidad no fueron afectados estadisticamente
(P>0.05) por el empleo de alguna de las dietas experimentales. En 42 dias de prueba, los
pollos alimentados con PCL, manano-proteinas y beta-glucanos mostraron valores
numéricos mejores (P>0.05) en el indice de conversidn del alimento respecto a los pollos
que consumieron la dieta control. Los resultados de la altura de las vellosidades de la
mucosa del yeyuno y de los porcentajes de los pesos relativos de los 6rganos digestivos
del pollo evaluados el dia 21 de edad, se presentan en la Tabla 6.6. A los 21 dias de
prueba, los pollos alimentados con las dietas que incluyeron PCL, manano-proteinas y
beta-glucanos incrementaron de forma significativa (P<0.01) la altura de las vellosidades
de la mucosa del yeyuno, respecto a los pollos alimentados con la dieta control. Los
porcentajes de los pesos relativos del intestino y del pancreas no fueron afectados
estadisticamente (P<0.05) por la utilizacién de ninguna de las dietas experimentales. No
obstante, el empleo de la PCL y de las fracciones de beta-glucanos en las dietas de los
pollos resultaron en menores porcentajes de los pesos relativos del higado (P<0.01), en
relacion al empleo de la dieta control o la dieta con MP.

6.5. Discusion

En el experimento 1, durante el periodo de 21 dias de prueba, los pollos que consumieron
PCL mostraron un incremento en el indice de conversién alimenticia de forma similar al
del grupo con MP+BG, y mayor respecto a los grupos control, APC, MP y BG. De forma
contraria con nuestros resultados, en un estudio reciente (Zhang et al,, 2005) con el
empleo de dietas de maiz (nivel estandar en nutrientes) suplementadas con 3 kg/ton de
PCL, encontraron mejoras en el indice de conversion alimenticia en los pollos que
consumieron PCL durante 21 dias. En nuestras propias experiencias con el empleo de
dietas con trigo-cebada-centeno, la suplementacion de PCL mostré mejorar el indice de
conversion de pollos de engorde de 21 dias de edad con dietas estandares en nutrientes,
y aves desafiadas con la vacuna del virus de la enfermedad de Newcastle (capitulo 5); y
no efectos a edades mas tempranas (14 dias) con el uso de dietas marginales en
nutrientes (similar a la empleada en este estudio) y animales no desafiados (capitulo 4).
Basados en estos hallazgos, podria recalcarse la importancia de las interacciones que
pueden ocurrir entre las caracteristicas de la dieta, y la presencia de desafios inmunitarios
en la eficacia de los productos de PCL para mejorar la productividad de los pollos. Los
resultados del indice de conversion de los pollos durante los primeros 21 dias de prueba,
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podrian sugerir una mayor estimulacion en los grupos con PCL y MP+BG, esta mayor
estimulacion coincide con los mayores porcentajes de pesos relativos del timo
encontrados en los mismo grupos experimentales. Efectos que podrian sugerir una posible
mayor estimulacion de las PCL y MP+BG a escala inmunitaria del ave, situacion que
corroboraria que estimular el sistema inmune puede ser incompatible con una mejor
eficiencia alimenticia del individuo (Klasing, 1987). No obstante, habria que considerar
la importancia de la dieta, la cual fue elaborada con cereales viscosos, Unica y marginal en
nutrientes, factor que aunado con el estrés ocasionado por la vacunacion, puedo haber
predispuesto un desequilibrio nutricional en estos grupos de aves. Por otra parte, en aves
jovenes la aplicacion de una primera vacuna de Newcastle virus vivo, puede considerarse
un manejo agresivo ya que generalmente este tipo de vacunacion ocasiona reacciones
post-vacunales severas y menor produccion de titulos de anticuerpos, ambas situaciones
fueron observadas en este estudio. De hecho, en el siguiente periodo (21-42 dias) los
mayores valores numéricos del peso, ganancias de peso y consumos de alimento en los
grupos con APC, PCL, BG y MP+BG, podrian sugerir un efecto compensatorio post-
vacunacion o post-inmunoestimulacion. Efecto que coincide con el descrito en mamiferos
jovenes que fueron sometidos a un proceso de desafié o estrés inmunitario (Samuels y
Baracos, 1995).

En 43 dias de prueba, los pollos alimentados con avilamicina en la dieta, incrementaron su
productividad en un +5% crecimiento, +2.6% consumo de alimento y -2.4% indice de
conversion del alimento respecto a los pollos alimentados con la dieta control. Aunque
estos efectos no fueron estadisticamente significativos, si mostraron estar dentro del
rango reportado para los efectos del empleo de APC en la dieta de pollos de engorde.
Rosen (1995) y Bedford (2000), sugirieron que los efectos globales observados en la
productividad del ave debidos a la utilizacion de APC en sus dieta, son de entre +3 y +4%
(rango de 0 a 5%) en el crecimiento respecto al uso de dietas sin APC. En el experimento
1, la inclusion en la dieta de las aves de PCL, beta-glucanos y BG+MP representaron
incrementos numeéricos en el crecimiento del ave de alrededor del +3% respetan a grupo
de control. En el segundo experimento, no se observaron efectos claros en el crecimiento
de los pollos cuando se utilizaron PCL, MP y BG en sus dietas. En relacion al primer
estudio, habria que mencionar que el empleo de dietas marginales en nutrientes, un
menor numero de animales alojados en jaulas y desafiados con la vacuna de Newcastle,
pudieron favorecer mayores condiciones de estrés que pudieron incrementar la variacion
de los resultados productivos, por lo cual los efectos positivos encontrados para el APC y
los productos de PCL no llegaron a ser significativos. En el experimento 2, la
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suplementacion de PCL, MP y BG represento una mejora numérica del indice de
conversion alimenticia del pollo de -2.7%, -3.6% y -4.6% respectivamente, en relacion al
empleo de la dieta control. Recientemente, algunos investigadores realizaron estimaciones
de los beneficios globales en la productividad del pollo de engorde por la utilizacion de
MOS de PCL de S. cerevisiae en la dieta, estas estimaciones fueron realizadas a partir de
revisiones de literatura reportadas para el empleo de PCL como fuentes de MOS y
evaluadas por medio de meta-andlisis, los resultados encontrados sugirieron que la
utilizacién de MOS puede representar efectos en la productividad del ave de: +1.6% peso
corporal y -2.0% en el indice de conversion del alimento de acuerdo a Hooge, 2004; o
de +1.5% pesos corporal y de -2.1% en el indice de conversion del alimento de acuerdo
a Rosen, 2005. En la relacion a éstas estimaciones, nuestros resultados con PCL y sus
polisacaridos no solo muestran ser positivos, sino ademas son mejores que los reportados
por Hooge, 2004 y Rosen, 2005.

Los resultados del experimento 1, no mostraron efectos en la produccion de anticuerpos
del NDV (post-vacunacién) en los pollos de engorde, debidos a la utilizacién de PCL, MP y
BG en la dieta. Algunos trabajos realizados con pollos de engorde (Santin et al., 2003;
Shafey et al., 2001) mostraron efectos similares a los obtenidos en nuestros estudios, o
de pobres efectos de estimulacion de la produccién de anticuerpos del NDV por la
utilizacién en la dieta de PCL. Por otro lado, Guo et al, 2003, encontraron que la
utilizacion en la dieta de beta-glucanos purificados de PCL, representd un incremento de
la produccion de anticuerpos contra glébulos rojos de borrego inoculados a los pollos de
engorde. Estos hallazgos podrian sugerir un efecto de estimulacién de la respuesta
inmune humoral en el pollo, por parte de las fracciones de beta-glucanos procedentes de
PCL y administradas en la dieta. Nuestros resultados con el empleo de fracciones de beta-
glucanos no pudieron corroborar este efecto con la vacuna del NDV. En el caso del
empleo de fracciones de manano-proteinas, la carencia de informacion sobre su utilizacion
en alimentacion de pollos de engorde hace dificil hacer alguna comparacion. A escala de
los 6rganos linfoides del ave, el primer experimento mostréd que los pollos alimentados
con fracciones de MP+BG incrementaron el peso relativo del timo respecto a los pollos
alimentados con las dietas control, avilamicina y MP. Por otro lado, los efectos de la
incorporacion de MP+BG en el timo de las aves, fueron semejantes a los obtenidos en los
pollos que consumieron PCL y BG en la dieta, sugiriendo que la fraccion de BG de las PCL
pudieran ser las responsables de la modificacion del tamafio del timo. Un aumento del
tamanio del timo podria ser el resultado de una mayor estimulacion antigénica a escala
digestiva, los estimulos antigénicos pueden provocar una modificacion de los pesos
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relativo de los drganos linfoides como resultado de la movilizacion de linfocitos
(Nakamura et al.,, 1986 y ELTayeb et al., 2001). De hecho en aves, se considera que
los linfocitos T de la mucosa digestiva tienen un origen timico (Back, 1970 ab). De
acuerdo a Ferket et a/. (2002), las PCL suministradas en la dieta del ave pueden ejercer
un efecto de antigeno microbiano no patdgeno y estimular el sistema inmune asociada al
tracto digestivo, ejerciendo un efecto similar al de un adyuvante. Estudios realizados en
mamiferos, sugieren que algunos de los efectos que ejerce el contenido microbiano del
tracto digestivo sobre el sistema inmunitario del animal, involucra una estimulacion y un
mayor desarrollo del tejido linfoide asociado al tracto digestivo y sistémico (Pabst et al.,
1988). En un sentido, los animales mantenidos en ambientes convencionales presentan
un mayor desarrollo de las placas de Peyer de la mucosa digestiva respecto a los animales
mantenidos en condiciones libres de microorganismos (Pabst et al., 1988; Rothkotter
et al, 1991). Ademas, los animales libres de microorganismos muestran también un
menor desarrollo del timo respecto a los animales mantenido en ambientes
convencionales (Bealmear, 1980). Estas aseveraciones podrian explicar los menores
pesos relativos del timo de las aves del grupo control y en concreto de las aves
alimentadas con APC (avilamicina). Ya que hasta la fecha, los mecanismos de accion
establecidos para el empleo en la dieta de sustancias antibidticas promotoras del
crecimiento, recaen sobre el control de ciertos microorganismos del tracto digestivo del
ave, y de evitar una excesiva estimulacion sobre el sistema inmunitario a escala digestiva
por parte de estos microorganismos (Roura et al, 1992).

En este estudio, las aves alimentadas con dietas que incluyeron PCL, MP, BG, y MP+BG
incrementaron de forma numérica también los pesos de la bolsa de Fabricio y del bazo
respecto a las aves alimentadas con las dietas control. La aseveracion de que las
particulas dietarias presentes puedan estimular el desarrollo de los drganos linfoides del
ave no parece extrafia, si consideramos que en el previo capitulo de esta tesis, fue
observado que la utilizacion de dietas con diferente composicion de cereales (viscosos y
no viscosos), provocaba modificaciones en los pesos relativos de la bolsa de Fabricio y
bazo del ave. Otros ejemplos con PCL, son los Ao et al. (2004), quienes reportaron que
las fracciones completas de PCL, incrementaron de forma numérica los pesos relativos de
la bolsa de Fabricio de pollos de engorde. En otros estudios (Guo et al, 2003), fue
observado un incremento significativo en los pesos relativos del bazo y de la bolsa de
Fabricio y un incremento numérico para el peso relativo del timo de pollos de engorde que
consumieron fracciones de beta-glucanos (S. cerevisiae) en la dieta.
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En el segundo experimento, a los 21 dias de prueba, fue observado un efecto de
estimulacién del desarrollo de las vellosidades de la mucosa digestiva del yeyuno en las
aves que consumieron PCL, manano-proteina y beta-glucanos en la dieta. Estos
resultados no solo concuerdan con los resultados obtenidos para el empleo de PCL en
dietas de pollos realizados por Santin et a/. (2001) y Zang et al. (2005) y los nuestros
(capitulo 5), sino ademas sugieren que la utilizacion de las fracciones purificadas de beta-
glucanos y manano-proteinas en dietas de pollos también pueden ejercer este efecto
(desarrollo de mucosa digestiva). La carencia de literatura sobre los efectos de estas
sustancias (beta-glucanos y manano-proteinas) en la mucosa del ave, no nos permitié
realizar alguna comparacién o aclaracion sobre este efecto. Probablemente, el haber
favorecido el desarrollo de la mucosa digestiva del ave con la utilizacién de PCL, MP y BG
en la dieta, pudo resultar en una mejora del indice de conversion del alimento observado
en estos mismos grupos experimentales durante los 42 dias experimentacion. Algunos
autores sugieren que una mayor altura de vellosidad puede estar asociada a una mayor
superficie de la misma, con posibles beneficios en la capacidad digestiva del ave al
aumentar el area absorptiva de la mucosa (Sklan y Noy, 2003; Wu et al., 2004). En el
segundo experimento, se observd que los pollos alimentados con PCL y BG, mostraron
pesos relativos del higado menores en relacion a las aves de los grupos control y
suplementados con MP. Aunque, la interpretacion de esta observacion es dificil de
esclarecer, estudios realizados en pollo de engorde han sugerido que un incremento en el
peso del higado puede estar asociado a un efecto hepatotdxico (Kubena et al., 1997;
Aravind et al.,, 2003) o respuesta inflamatoria en la fase aguda, ya que el higado es el
sitio donde se realiza la sintesis de proteinas de fase aguda (Xie et al, 2000). Las
fracciones de PCL y los BG, pudieron ejercer efectos indirectos en el la salud del ave, al
evitar posibles agresiones al higado por parte de factores externos no contemplados en el
disefio experimental (presencia de bacterias patdgenas o toxinas). En pollos de engorde,
los mecanismos de accion de las PCL y sus polisacaridos a escala digestiva, incluyen
efectos de exclusion de bacterias patdgenas (Spring, 2000) y micotoxinas (Santin et
al., 2003; Stanley et al., 2004; Karaman et al., 2005), probablemente estos efectos
podrian representar beneficios en el estado de salud del animal. De hecho, en un estudio
reciente (Jouany et al, 2005), se sugiere que las PCL pueden aliviar los efectos
colaterales del consumo de micotoxinas, al poder ejercer interacciones quimicas de
absorcion entre la PCL y las micotoxinas, que podrian involucrar en mayor magnitud a las
fracciones de beta-glucanos, polisacaridos presente en una mayor cantidad en la PCL.

Los resultados del experimento 1, sugirieron que la utilizacion de forma individual de
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fracciones de BG en dietas para pollos engorde causo efectos similares a los obtenidos
con el empleo de las PCL de forma completa, o reconstituida con sus fracciones de
polisacaridos purificados (MP+BG). Esta apreciacidn no parece extrafia si tomamos en
cuenta los estudios de Guo et al. (2003) y (Huff et al. 2006), quienes utilizando beta-
glucanos purificados de S. cerevisiae a niveles de inclusion dietarios (de 20 a 40mg/kg de
alimento) menores en relacion con nuestros estudios, observaron efectos en la
productividad, sistema inmunitario, y pesos relativos del corazén e higado de pollos de
engorde (Guo et al., 2003; Huff et al., 2006). De hecho, en los estudios de Huff et
al. (2006), de forma similar con nuestros resultados, la suplementacion de beta-glucanos
a 20 mg/kg de alimento resulto en menores porcentajes de pesos relativos del higado de
pollos de engorde. Probablemente, la menor eficacia observada para las fracciones de MP
o fuentes de manano-oligosacaridos, podria relacionarse con su menor dosificacion en las
dietas de los pollos. Las dosificaciones recomendadas en alimentos para las aves de
aditivos de PCL o MOS son de 0.5 a 2.0 g/kg de alimento (Hooge, 2004). No obstante, a
pesar de que una buena parte de la literatura acerca del empleo de componentes de la
pared celular de S. cerevisiae describe a las PCL como una fuente de manano-
oligosacaridos (MOS), la comparacion entre MOS o PCL y de fracciones purificadas de
manano-proteinas no seria la mas adecuada. Ya que como puede observarse en la Tabla
6.2., incluso las fracciones purificadas de manano-proteinas muestran un porcentaje de
manosa de 55%, el cual seria dependiente del grado de purificacion de las moléculas. Por
otra parte, en el experimento 2, la utilizacién de fracciones de manano-proteinas a 190
mg/kg de alimento de pollos de engorde ejercid efectos en la mucosa digestiva del pollo,
situacion que puede sugerir un efecto de las MP incluso a bajas dosis. La importancia de
incluir mas informacion acerca del origen, definicion y concentraciones de polisacaridos
(MP y BG) de los productos de PCL que son evaluados en alimentacion de aves, podria
brindar beneficios en el esclarecimiento de sus posibles mecanismos de accién y en la
optimizacién de su utilizacion en las dietas.

6.6. Conclusion

Los resultados de estos estudios indicaron que el uso de PCL y de MP + de BG sdlo
representaron efectos positivos numéricos en los parametros productivos del pollo de
engorde. A escala inmunitaria, el peso relativo del timo fue incrementado con el empleo
de MP+BG en la dieta respecto al empleo de una dieta sin aditivos, avilamicina o MP. Por
otro lado, la utilizacion de PCL y BG representaron pesos mas ligeros de los higados en los
pollos de engorde. Ademas, la suplementacion en la dieta de PCL, MP y BG representaron
un estimulo en el desarrollo de las vellosidades intestinales a escala de la mucosa del
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yeyuno de los pollos de engorde. Los resultados de estos estudios podrian sugerir un
mayor efecto de la fraccion de beta-glucanos en los mecanismos de accién de la PCL
completa. Probablemente, los efectos positivos de las PCL y BG observados en los pesos
relativos de los dérganos linfoides e higado, y en la mucosa digestiva del pollo podrian
estar relacionados con una mejora del estado de salud del ave.
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6.8. Tablas y Figuras

Tabla 6.1. Composicion de las dietas experimentales.

Experimento 1

Experimento 2

Ingrediente % 0-42d 0-21d 21-42 d
Maiz - - -
Trigo 43.7 38.0 51.9
Cebada 15.0 12.5 6.3
Centeno 5.0 5.0 2.5
Torta de soja (48% PB) 18.6 23.2 15.3
Soja extrusionada 11.0 12.0 14.0
Grasa animal (manteca) 3.0 4.8 5.8
Carbonato de calcio 1.181 1.200 1.000
Fosfato dicalcico 1.451 1.700 1.600
Almidon de maiz - 0.200 0.200
DL-Metionina 0.261 0.270 0.210
L-Lisina HCL 0.115 0.220 0.270
L-Treonina - 0.080 0.070
Cloruro de sodio 0.300 0.320 0.320
Colina 0.005 0.110 0.060
Minerales y vitaminas* 0.400 0.400 0.400
Andlisis calculado de nutrientes

EM (kcal/kg) 3000 3000 3150
PB (%) 20.0 22.0 20.0
Metionina (%) 0.55 0.58 0.50
Met + Cis (%) 0.90 0.94 0.83
Lisina (%) 1.10 1.27 1.15
Calcio (%) 0.90 1.00 0.90
Fosforo total (%) 0.60 0.68 0.64
Fésforo disponible (%) 0.40 0.45 0.42

*Un kg de alimento contiene: vitamina A, 12 000 UI; vitamina D3, 2400 UI; vitamina E, 30 mg;
vitamina K3, 3 mg; vitamina By, 2,2 mg; vitamina B,, 8 mg; vitamina Bg, 5 mg: vitamina By, 11
ug; acido folico, 1,5 mg; biotina, 150 ug; pantotenato de calcio, 25 mg; acido nicotinico, 65
mg; Mn, 60 mg; Zn, 40 mg; I, 0,33 mg; Fe, 80 mg; Cu, 8 mg; Se, 0,15 mg; y etoxiquin, 150

mg.
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Tabla 6.2. Principales constituyentes de la pared celular de levadura (S. cerevisiae) y de
sus fracciones de polisacaridos purificadas empleadas en las dietas experimentales.

Manosa Beta-glucanos
(%) (%)
Experimento 1
Pared celular de levadura (PCL) 19 29
Manano-proteina (MP) ND ND
Beta-glucanos (BG) ND ND
Experimento 2
Pared celular de levadura (PCL) 21 25
Manano-proteina (MP) - 55
Beta-glucanos (BG) 55 --

'Expresado en base humeda, Informacion proporcionada por el departamento de I+D de
“Lesaffre Feed Additives” y "Bio-Springer”, 103, rue Jean Jaurés B.P. 17, F-94701 Maisons-Alfort
Cedex, FRANCE. Beta-glucanos (1,3/1,6), la mayor parte corresponden a (1,3) Beta-glucanos.
*ND = no determinado.
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Tabla 6.3. Efectos de la utilizacion en la dieta de avilamicina (APC), paredes celulares de
levadura (PCL), manano-proteinas (MP) y beta-glucanos (BG) sobre los parametros de

productividad* de pollos de engorde (42 dias de experimentacion) (Experimento 1).

Error Prob.
Control APC PCL MP BG MP+BG ,
Estand. (F)

0-21 dias
Peso (g) 677 668 651 655 661 647 9.9 NS
GPD (g) 30.1 29.6 28.8 29.0 29.4 28.6 0.47 NS
CAD (g) 44.0 43.2 43.8 42.8 42.6 43.1 0.80 NS
ICA (g/9) 1.463°  1.458° 1.519° 1.474™ 1.452° 1507 0.013  0.01
21-42 dias
Peso (g) 2244 2361 2313 2284 2312 2310 37.2 NS
GPD (g) 74.6 80.6 79.2 77.6 78.6 79.2 1.64 NS
CAD (g) 134.2 139.8 136.8 135.1 138.4 137.3 3.49 NS
ICA (g/9) 1.800 1.733 1.727 1.741 1.762 1.734 0.022 NS
0-42 dias
GPD (g) 52.3 55.1 54.0 53.3 53.9 53.9 0.88 NS
CAD (g) 87.7 90.1 89.4 87.7 89.1 89.1 1.82 NS
ICA (g/9) 1.675 1.634 1.654 1.645 1.650 1.652 0.014 NS
Mort. (%) 2.0 0.0 6.0 2.8 2.0 7.7 2.45 NS

Valores promedios obtenidos de 6 réplicas (23 aves de 0 a 21 dias y 13 aves de 21 a 42 dia

por cada réplica).

La avilamicina fue adicionada a 10 mg/kg de alimento, las PCL a 500 mg/kg, las MP a 95
mg/kg y los BGF a 145 mg/kg.
@5 ¢ Dentro de una misma columna, medias con distinta letra son diferentes estadisticamente

(P<0.05); NS= P>0.05.

*GPD = ganancia de peso por dia; CAD = consumo de alimento por dia; e ICA = indice de

conversion alimenticia.
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Tabla 6.4. Efectos de la utilizacion en la dieta de avilamicina (APC), paredes celulares de
levadura (PCL), manano-proteinas (MP) y beta-glucanos (BG) sobre los pesos relativos de
los principales 6rganos linfoides (37 dias de edad) y la produccién de anticuerpos de la
vacuna del virus de la enfermedad de Newcastle (NDV) de pollos de engorde
(Experimento 1).

Error Prob.

Control APC PCL MP BG MP+BG ;
Estandar  (F)

% del peso relativo’

Bazo 0.115 0.118 0.138 0.123 0.143 0.149 0.01 NS
Bolsa de

o 0.216 0.262  0.248 0.265 0.271 0.266 0.02 NS
Fabricio

Timo (%)  0.452™ 0.433° 0.567*° 0.459™ 0.489** 0.582° 0.04 0.03
Promedios geométricos de los titulos de anticuerpos del NDV (Log2)?

23 dias de

edad

36 dias

de edad

1.08 1.11 1.22 1.50 1.72 1.56 0.26 NS

1.39 1.89 1.17 1.11 1.28 1.39 0.28 NS

! Valores promedios obtenidos de 8 observaciones (8 aves); 2 Valores promedios obtenidos de
18 observaciones (18 aves).

La avilamicina fue adicionada a 10 mg/kg de alimento, las PCL a 500 mg/kg, las MP a 95
mg/kg y los BGF a 145 mg/kg.

3¢ Los promedios por tratamiento dentro de una misma fila con diferente letra son diferentes
estadisticamente a una probabilidad de P<0.05. NS= P>0.05.
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Tabla 6.5. Efectos de la utilizacion en la dieta de paredes celulares de levadura (PCL)
manano-proteinas (MP) y beta-glucanos (BG) sobre los parametros de productividad* de
pollos de engorde (42 dias de experimentacion) (Experimento 2).

Error
Control PCL MP BG , Prob. (F)
estandar
0-21 dias
Peso 717 723 749 734 14.2 NS
GPD (g) 32.0 32.3 33.5 32.8 0.67 NS
CAD (g) 51.9 52.6 51.3 1.18 NS
52.3
ICA (g/9) 1.635 1.608 1.569 1.562 0.029 NS
21-42 dias
Peso 2404 2431 2419 2430 36.2 NS
GPD (g) 80.3 81.3 79.6 80.8 1.80 NS
CAD (g) 134.1 131.6 128.4 128.4 2.15 NS
ICA (g/9) 1.672 1.619 1.616 1.596 0.028 NS
0-42 dias
GPD 56.2 56.8 56.5 56.8 0.86 NS
CAD 93.1 91.8 90.4 89.8 1.20 NS
ICA 1.660 1.615 1.600 1.584 0.024 NS
Mort. (%) 13.7 9.3 7.3 12.7 1.73 NS

Valores promedios obtenidos de 5 réplicas (41 aves de 0 a21 dias y 30 aves de 21 a 42 dias
por cada réplica).

Las PCL fueron adicionadas a las dietas a 500 mg/kg, las MP a 190 mg/kg y los BGF a 227
mg/kg.

NS= P>0.05.

*GPD = ganancia de peso por dia; CAD = consumo de alimento por dia; e ICA = indice de
conversion alimenticia.
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Tabla 6.6. Efectos de la utilizacion en la dieta de paredes celulares de levadura (PCL),
manano-proteinas (MP) y beta-glucanos (BG) sobre la altura de las vellosidades del
yeyuno (21 dias de edad) y pesos relativos de algunos dérganos digestivos (21 dias de
edad) (Experimento 2).

Control Error
PCL MP BG estingar oD ()
Altura de las
vellosidades del 957° 1159° 1156° 1090° 39.1 0.0001

yeyuno' (um)

% del peso relativo?

Intestino 9.5 8.9 9.4 9.7 0.25 NS
Higado 3.4 2.9° 3.4° 3.1° 0.08 0.0004
Pancreas 0.412 0.368 0.398 0.381 0.018 NS

Valores promedios obtenidos de 10 segmentos de yeyuno o del promedio de la altura de 30
vellosidades.

2Valores promedios obtenidos de érganos.

3 Error estandar

Las PCL fueron adicionadas a las dietas a 500 mg/kg, las MP a 190 mg/kg y los BGF a 227
mg/kg.

ab | os promedios por tratamiento dentro de una misma fila con diferente letra son diferentes
estadisticamente a una probabilidad de P<0.05; NS= P>0.05.
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Capitulo 7. Efecto inmunomodulador de las Paredes Celulares de Levadura
adicionadas en dietas de pollos de engorde inoculados con
lipopolisacarido de E. coli.
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7.1 Resumen

Con el objetivo de estudiar la capacidad de inmuno-modulacion de las paredes celulares
de levadura (PCL) de S. cerevisiae, suministradas en el alimento de pollos inoculados con
LPS de E. coli, se realizd un experimento con 192 pollos de engorde (Ross 308) machos
de 1 dia de edad. Las aves se alojaron en jaulas (baterias Petersime) durante 28 dias de
prueba. Los tratamientos experimentales fueron asignados de acuerdo a un arreglo
factorial 2x2: desafio con LPS (0 y 1 mg LPS/kg de peso vivo) y PCL en la dieta (0 y 500
mg/kg), Cada combinacion de factores fue replicada 6 veces y en cada réplica se
incluyeron 8 pollos al inicid. Se utilizaron dietas experimentales (maiz-trigo-cebada) en
harina sin coccidiostaticos, antibidticos promotores crecimiento, ni enzimas para el
alimento. Los parametros inmunoldgicos se evaluaron mediante la reaccion de
hipersensibilidad cutanea tardia (RHCT) o respuesta inmune mediada por células, a través
de la inoculacion intradérmica (membrana interdigital de los dedos del ave) con
fitohemaglutinina-P (PHA-P) (150 pg/ave) el dia 14 de prueba. A los 14 y 21 dias de
experimentacion, se estimaron los pesos relativos del bazo y la bolsa de Fabricio de los
pollos. De 0 a 21 (P<0.04) y 0 a 28 (P<0.01) dias de prueba, la suplementacién en la
dieta con PCL mejoré significativamente el indice de conversion alimenticia de los pollos
de engorde. Durante los 21 dias de prueba, los pollos desafiados con LPS de E£. coli
mostraron menores (P<0.001) ganancias de peso, menores consumos de alimento
(P<0.009) y peores indices de conversion alimenticia (P<0.02). En el dia 14 de prueba, la
respuesta de RHCT fue incrementada (P<0.004) en los grupos de pollos que consumieron
PCL en la dieta. A los 21 dias de prueba, se observd una reduccion significativa
(Interaccién PCLXLPS, P<0.03) del peso relativo de la bolsa de Fabricio en los grupos
inoculados con LPS respecto al grupo control, con PCL y con PCL+LPS. Los resultados de
este estudio mostraron que las PCL suministradas en el alimento de pollos de engorde
fueron capaces de contrarrestar los efectos adversos del estrés inmunitario por la
inyeccion de LPS (E£. coli) sobre la eficiencia alimenticia y reduccion del % de peso
relativo de la bolsa de Fabricio del ave. Estos efectos aunados al incremento de la
respuesta inmune mediada por células (RHCT) por parte de las PCL de S. cerevisiae,
podrian sugerir una capacidad inmunomoduladora de las PCL adicionadas en dietas de
pollos de engorde.

7.2. Introduccion

La presencia de infecciones o desafios microbianos en las granjas comerciales de pollos
de engorde, ocasiona cuantiosas pérdidas econdmicas a la industria avicola (Guy, 1998;
Porter, 1998; McDougald, 1998). Estas pérdidas estan relacionadas con los efectos
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que las enfermedades pueden ejercer sobre la productividad del ave, incremento en la
mortalidad y medidas sanitarias extras para controlarlas (Fussell, 1998; Dekich, 1998).
El correcto funcionamiento del sistema inmunitario, es esencial para defender al ave ante
los desafios microbianos o no microbianos presentes en el medio ambiente (Klasing,
1998). Por lo cual, la modulacion del sistema inmune puede adquirir gran relevancia ante
la actual situacién de restricciones graduales de APC, y de medicamentos empleados en
produccién animal. Las PCL adicionadas en las dietas de pollos de engorde pueden servir
como fuentes de polisacaridos de tipo B-1,3/1,6-glucano y mananoligosacaridos (Aguilar-
Uscanga, 2003). Los polisacaridos de tipo 1,3/1,6-beta-glucanos, presentes en mayor
concentracion en la PCL, tienen la capacidad de estimular el sistema inmune innato del
individuo al incrementar la actividad funcional de las células fagociticas (macréfagos y
neutrdfilos) (Abel y Czop, 1992). De hecho, la capacidad inmuno-estimulante de los
1,3/1,6-beta-glucanos ha sido evaluada en diversas especies de animales (mamiferos,
aves, camarones y peces) (Mansell et al., 1978; Dritz, et al., 1995; Chang et al.,
2000; Guo et al., 2003). Por otra parte, en avicultura, diversos estudios muestran que
la utilizacidon de PCL en la dieta, puede representar beneficios en la productividad y estado
de salud de pollos de engorde mantenidos bajo diferentes condiciones de desafios:
grandes densidades de poblaciéon (Hooge et al, 2003); aves inmunizadas contra
coccidias (Sun et al.,, 2005) y aves criadas en “camas calientes” o recicladas de animales
previamente infectados con coccidias (Stanley et al., 2004). En nuestros experimentos
previos, la utilizacion de PCL en dietas de pollos de engorde representd beneficios en
términos de una mejor eficiencia productiva del ave; ademas, las PCL ejercieron
modificaciones en los pesos relativos de los érganos linfoides y en la produccion de
mucina y células caliciformes de la mucosa digestiva en el ave, situaciones que podrian
sugerir algun efecto a escala inmunitaria de este tipo de sustancias. En nutricion animal,
uno de los principales interrogantes acerca del empleo de inmuno-estimulantes, es la
dificultad que existe para predecir hasta que punto puede llegar a ser estimulado el
sistema inmune de un individuo para mantenerlo activo y capaz de defenderlo ante
desafios medioambientales, sin que esto le represente una reduccidn en su crecimiento o
eficiencia alimenticia (/nmunomodulacion) (Adams, 2004). Algunas investigaciones
(Lochmiller y Deerenberg, 2002) sugieren que en aves silvestres y probablemente en
aves domesticas, los mecanismos de defensa inmunitarios representan un costo para el
huésped ya que los nutrientes derivados de los alimentos pueden redireccionarse hacia
estrategias enddgenas encaminadas a garantizar la supervivencia del ave y no para su
crecimiento. Los lipopolisacaridos (LPS) o endotoxinas bacterianas, son consideradas
sustancias con gran capacidad inmunoestimulante, estos componentes forman parte
integral de las membranas externas de bacterias gram-negativas (£. coli y Salmonella)
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pudiendo estar presentes de forma comun en el polvo procedente del material organico
en las granjas comerciales de aves (Petkov y Tsutsumanski, 1975; Zucker et al.,
2000). Frecuentemente los LPS, son empleados en modelos de estudios orientados a
comprobar los efectos cuantitativos de la susceptibilidad del animal ante los
microorganismos patdgenos presentes en el medio ambiente, y para evaluar su
adaptacion al estrés inmunitario (Wang et al., 2003). En pollos, la inoculacién de LPS
bacteriano resulta en menores crecimientos y consumos de alimento del ave; parte de
estos efectos estan relacionados con la estimulacion de la produccién de interleucinas (IL-
1) inflamatorias de fase aguda (Klaising et a/, 1987; Mireles et al, 2005). En un
efecto contrario, recientemente Huff et al. (2006), encontraron que la suplementacion
dietaria con B-1,3/1,6-glucanos procedentes de PCL, fue capaz de reducir las pérdidas en
la productividad de los pollos causada por la infeccion derivada de la inoculacion con E.
coli. Con la finalidad de indagar mas sobre los mecanismos de accion de las PCL, y en
concreto sobre sus mecanismos de estimulacion del sistema inmune del ave, se planted
un experimento con pollos de engorde donde el objetivo fue estudiar la capacidad de
inmuno-estimulacién o de inmuno-modulacidn de las PCL suministradas en los alimentos
de pollos de engorde desafiados o inmuno-estimulados con LPS de E. coli.

7.3. Materiales y método

7.3.1. Animales y alojamientos

En el presente experimento, se utilizaron 192 pollos de engorde machos (Ross 308) de 1
dia de edad. Las aves fueron alojados en jaulas (baterias Petersime) dentro una caseta
experimental higienizada previamente (instalaciones del Departamento de Nutricion
Animal del IRTA de Mas de Bover), y provista con sistema de ventilacion forzada,
calefaccion e iluminacion artificial. A la recepcion las aves fueron distribuidas al azar en 24
jaulas, 8 aves por jaula durante los primeros 14 dias, 6 aves de los 14 a los 21 dias, y 5
aves de los 21 a los 28 dias. La temperatura dentro de la caseta experimental fue de 32-
350C a la recepcidn, de 27-30°C de los 3 a 7 dias, disminuyéndola 3°C cada semana
hasta el final de la prueba. El calendario de iluminacion fue de 23 h de luz durante los
primeros cuatro dias, 20 h hasta los 10 dias y 18 h hasta el final de la prueba. Cada dia se
realizaron al menos dos inspecciones dentro de la caseta experimental para revisar el
estado general de la parvada, disponibilidad de agua y alimento, condiciones de
temperatura, calefaccion e iluminacion y presencia de mortalidad. El agua y el alimento
fueron suministrados ad-libitum durante todo el periodo experimental de 28 dias.

7.3.2. Dietas experimentales
Las dietas empleadas en este estudio fueron elaboradas con maiz, trigo y cebada, e
incluyeron solo una fase de alimentacion iniciacion (0-28 dias). La composicion de las
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dietas se presenta en la Tabla 7.1. Para su formulacion se tomaron en cuenta las
recomendaciones establecidas por el NRC (1994), a un nivel cercano para el contenido de
energia y de proteina y a niveles superiores para los contenidos de aminoacidos,
vitaminas y minerales. Todas las dietas experimentales fueron elaboradas en forma de
harina, sin el empleo de antibidticos promotores del crecimiento, drogas anticoccidias ni
enzimas para el alimento. La composicién analitica de los principales ingredientes y de las
dietas experimentales fueron estimadas usando métodos estandares (AOAC, 1990),
incluyendo materia seca (método 934.01), proteina bruta (método 968.06), grasa bruta
(920.39) y energia bruta empleando una bomba calorimétrica adiabatica (DIN, 1977). La
PCL empleada en este estudio, corresponde a las utilizadas en los previos experimentos
denominada como PCL-2.

7.3.3. Tratamientos y disefio experimental

A la recepcion, las aves fueron distribuidas al azar dentro de 6 bloques. A su vez, los
tratamientos experimentales fueron asignados de acuerdo a un arreglo factorial 2x2:
desafio con LPS (0 y 1 mg LPS/kg de peso vivo) y PCL en la dieta (0 y 500 mg/kg), Cada
combinacion de factores fue replicada 6 veces y en cada réplica se incluyeron 8 pollos al
inicio.

7.3.4. Desafio o inoculacion con LPS

Para la preparacion del inoculo, se utilizo lipopolisacarido de £. co/i (LPS 055:B5, Sigma
Chemical Co.) diluido en solucion salina fisioldgica estéril (SSFE) a una concentracion de
1mg/ml de solucion. El inoculd de LPS fue aplicado (1mg/kg de peso vivo) a los pollos por
via intraperitoneal el dia 4 y por via subcutanea el dia 9 (Webel et al.,, 1998; Mireles et
al., 2005).

7.3.5. Parametros evaluados
7.3.5.1. Productividad de las aves

Con la finalidad de evaluar los efectos de la suplementacién de PCL e inoculacion de LPS
en la productividad de las aves, se realizaron pesajes de los animales en grupo, del
alimento suministrado y del alimento sobrante para cada unidad experimental (jaula), los
dias 0, 21 y 28. Posteriormente, fueron estimados los promedios por tratamiento de los
periodos de 0-21, y 21-28 dias y para periodos globales de 0-21 y 0-28 dias, de los
parametros siguientes: peso vivo, ganancia de peso por dia (GPD), consumo de alimento
por dia (CAD), indice de conversion alimenticia (ICA) y porcentaje de mortalidad. Para
calcular el indice de conversion alimenticia, fueron tomados en cuenta los pesos de los
animales muertos o sacrificados para la obtencion de muestras durante la prueba.
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7.3.5.2. Porcentajes de los pesos relativos de los 6rganos linfoides del ave

A los dias 14, y 21 de experimentacion se seleccionaron, pesaron y sacrificaron
(procedimiento experimental num. 688, Comité Etico de Experimentacion Animal del
IRTA) 9 y 11 aves respectivamente por cada tratamiento experimental. De estas aves, se
colectaron y pesaron individualmente la bolsa de Fabricio, el timo (l6bulos de las
porciones derecha e izquierda) y el bazo. Posteriormente, se realizaron calculos para
expresar los pesos individuales de estos 6rganos como porcentaje relativo al peso
corporal del ave.

7.3.5.3. Reaccion cutanea para la evaluacion de la prueba de hipersensibilidad
tardia (Corrier y DeLoach, 1990)

Ocho pollos de cada grupo fueron seleccionados al azar a los 14 de experimentacion, las
aves fueron inyectadas intradérmicamente entre el tercero y cuatro digito de la pata
derecha con 150 pg de fitohemaglutinina-P (PHA-P) en 0.10 ml de SSFE y 0.10 ml de
SSFE en la pata izquierda como control. El grosor de la piel fue medido antes de la
inyeccidén y 24 horas después mediante un micrdmetro o vernier. La intensidad de la
reaccion de hipersensibilidad cutanea tardia (RHCT) fue calculada por la siguiente
ecuacion:

RHCT = (Grosor de la piel post-inyeccion, pata derecha)-(grosor de la piel pre-inyeccion,
pata derecha).

La reaccién de hipersensibilidad cutanea tardia, es una determinacion in-vivo de la
inmunidad mediada por células (Corrier y DeLoach, 1990). La finalidad de utilizar este
parametro fue la de evaluar los efectos del estrés inmunitario por el LPS y el de la
utilizacion de PCL en el estado de inmunocompetencia de ave.

7.3.6. Analisis estadistico

Se empleo un disefio experimental en bloques al azar, y los datos se analizaron con un
analisis de la varianza factorial 2 x 2 (desafio o no con LPS y adicién o no de PCL)
mediante el procedimiento GLM de SAS® (version 8.0). Las diferencias entre tratamientos
fueron establecidas por el test de Duncan de rango mudltiple, a un nivel de confianza de
(P<0.05). Previo al analisis estadistico, los datos expresados en porcentaje fueron
transformados a valores de arco seno. Para los parametros productivos la unidad
experimental fue la jaula y para las demas determinaciones el animal.

El modelo estadistico fue:
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Yik =u + i + B + (aif)y + € jx
Y = Variable dependiente.

4 = Promedio.

a; = desafio con LPS (£. coli).
B;= PCL.

afy= Interaccion.

e = Error residual.

7.4. Resultados

Los resultados productivos de los pollos en 28 dias de prueba se presentan en la Tabla
7.2. En el periodo experimental de 0 a 21 dias, se observaron menores pesos (P<0.001),
ganancias de peso (P<0.001), consumos de alimento (P<0.009) y peores indices de
conversion en los grupos desafiados con LPS. Por otra parte, los pollos que consumieron
PCL mostraron mejoras (P<0.04) en el indice de conversion alimenticia durante este
periodo productivo. A pesar de que no fue encontrada una interaccion estadisticamente
significativa (P>0.19) para los factores PCL x desafio con £. cofi a los 21 dias de prueba,
los resultados podrian sugerir que las mejoras observadas en el indice de conversion de
los pollos por la utilizacion de PCL en la dieta fueron mas marcadas en los grupos
desafiados con LPS. En el segundo periodo (21 a 28 dias), se observaron mayores
(P<0.06) ganancias de peso, efectos de mayores valores numéricos (P>0.023) de
consumo de alimento y tendencia estadisticas de mejores (P<0.09) indices de conversion
alimenticia en los pollos desafiados con LPS. Durante el periodo global de 0 a 28 dias, la
ganancia de peso y el consumo de alimento no mostraron efectos estadisticamente
significativos para los factores PCL o desafio con LPS. No obstante, el indice de conversion
de los pollos desafiados con LPS fue peor (P<0.06) en relacion a los grupos no
desafiados; mientras que la suplementacion de PCL mostrdé mejorar (P<0.01) el indice de
conversion alimenticia de los pollos, observandose que la mejora del indice de conversion
de las aves alimentadas con PCL fue mas marcado en los grupos desafiados con LPS
(similar efecto al observado en los primeros 21 dias de prueba).

Los resultados para parametros inmunoldgicos se muestran en la Tabla 7.3. En los
primeros 14 dias de prueba no se encontraron diferencias estadisticas entre los grupos de
pollos desafiados con LPS o alimentados con PCL. No obstante, las aves desafiadas con
LPS mostraron valores numéricos mayores para el % de peso relativo del bazo y menores
para el % de peso relativo de la bolsa de Fabricio y el timo. A los 21 dias de prueba, se
observaron incrementos numeéricos en el % de peso relativo del bazo en los pollos
desafiados con LPS; mientras que la interaccion de factores (PCL x LPS, P<0.03), para el
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% de pesos relativos de la bolsa de Fabricio, mostrdé que los pollos desafiados con LPS
redujeron el peso de la bolsa de Fabricio respecto a los grupos control no desafiado,
grupo no desafiado con PCL y grupo desafiado con PCL. El dia 14 de edad, los pollos
alimentados con PCL mostraron un incremento (P<0.004) en intensidad de la reaccion de
hipersensibilidad cutanea tardia (RHCT) o respuesta inmune mediada por células. Por otra
parte, los pollos inoculados con LPS incrementaron numéricamente (P>0.13) la RHCT
respecto a los pollos del grupo control o no desafiado.

7.5. Discusion

Los resultados productivos de este estudio mostraron que las PCL adicionadas en dietas
de los pollos de engorde, represento beneficios en el indice de conversidon alimenticia
durante los periodos de 0 a 21 y 0 a 28 dias de edad del ave. De forma similar con
nuestros resultados, Santin et al, 2001 y Zhang et al., 2005, obtuvieron mejoras en
el indice de conversion de pollos empleando dietas elaboradas con maiz suplementadas
con 2 y 3 kg/ton de PCL de Saccharomyces respectivamente. Por otro parte, las aves
desafiadas con la inyeccion de LPS de £. coli mostraron empeoramientos del indice de
conversion (0-21 y 0-28 dias), reducciones en el crecimiento (0-21 dias) y consumo del
alimento (0-21 dias). A escala de los 6rganos linfoides a los 14 dias de prueba, los grupos
desafiados con LPS, mostraron incrementos numéricos en el % de peso relativo del bazo
y reducciones numéricas en el % de peso relativo de la bolsa de Fabricio. En los 21 dias
de edad, las aves desafiadas con LPS mostraron % de pesos relativos de la bolsa de
Fabricio significativamente menores y valores numéricos mayores de % de pesos relativos
del bazo. Nuestros resultados del modelo de inoculacion con LPS en los pollos, muestran
una clara similitud con otros estudios (Klasing et al, 1987; Roura et al, 1992;
Webel et al, 1998), donde se observo que el estrés inmunitario provocado por LPS
provocd una reduccidn del crecimiento, consumo de alimento y empeoramiento de la
eficiencia alimenticia del ave. Los efectos adversos que los LPS bacterianos pueden
ejercer en la productividad o salud del ave, son mediados por la produccion de
interleucinas inflamatorias de fase aguda (IL-1, e IL-6) (Klasing, 1987). En pollos se
sugiere, que la reduccién en el consumo del alimento causada por la accion de
interleucinas inflamatorias ocasiona solo en parte las pérdidas en eficiencia alimenticia del
ave, pudiendo ser considerados otros factores como incrementos en la tasa metabdlica
basal, cambios en la absorciéon de nutrientes y cambios en la acrecion de tejidos
corporales del ave (Klasing, 1987). El incremento en el peso relativo del bazo en pollos
inoculados con LPS, ha sido asociado a una mayor actividad de este dérgano, ya que el
bazo es uno de los principales érganos linfoides involucrado en el procesamiento de
antigenos (Roura et al,, 1992). Los modelos de estrés inmunitario en pollos, muestran
que la inoculacion de LPS puede resultar en incrementos de los niveles séricos de IL-6 y
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corticosterona en el ave (Nakamura et al, 1998). De hecho, en un estudio mas
reciente Xie et al. (2000), sugirieron que la reduccion en el peso relativo de la bolsa de
Fabricio de pollos inoculados con LPS, puede ser consecuencia de un proceso de atrofia
como resultado del estrés, por el incremento en la produccién de costicosteroides
estimulado por el LPS (efecto inmuno-depresor).

A pesar de que la suplementacion de PCL en las dietas de las aves desafiadas no fue
capaz de reducir los efectos adversos de la inoculacion de LPS en su crecimiento, la
utilizacion de PCL si pudo contrarrestar los efectos adversos del LPS (£. coli) sobre la
eficiencia alimenticia (0-21 y 0-28 dias) y sobre el proceso de reduccion del tamafio de la
bolsa de Fabricio (21 dias) de los pollos. Estos resultados podrian corroborar las
apreciaciones que se tienen acerca de muchos aditivos alimenticios entre ellos los APC, de
que su eficacia para mejorar la productividad animal es mas evidentes bajo condiciones
de mayor estrés o desafio microbiano. El incremento en la reaccién de hipersensibilidad
cutanea tardia (RHCT), observado de forma consistente en los grupos de pollos que
consumieron PCL podria sugerir un mejor estado de inmunocompetencia de estas aves.
La RHCT es prueba que se utiliza para evaluar de forma /n-vivo la respuesta inmune
mediada por células (respuesta inmune celular). A pesar de la carencia de estudios con
PCL y sus efectos sobre la RHCT en pollos, que nos permitan llevar acabo alguna
comparacién o confirmacion de los resultados obtenidos en nuestro experimento, se
considera que las PCL suministradas en dietas de aves, pueden ejercer un efecto de
antigeno microbiano no patégeno y estimular el sistema inmune asociado al tracto
digestivo (Ferket et al, 2002). Esta apreciacion pudiera justificar el efecto de una
mayor estimulacién en la inmunidad mediada por células (RHCT) en los grupos con PCL.
Para poder aclarar un poco mas este efecto podriamos basarnos en algunos estudios en
aves, donde fue demostrado que la suplementacion de fracciones purificadas de 1,3/1,6
beta-glucanos procedentes de PCL en la dieta, pudo incrementar la RHCT en aves
Leghorn (Acevedo y Pedroso, 2001b) y en pollos de engorde (Guo et al.,, 2003). Los
autores de estos estudios (Guo et al, 2003), sugieren la probable presencia de
receptores para beta-glucanos en las células fagociticas de las aves que pudieran estar
involucrados en su activacion y produccion de citocinas o interleucinas. En este caso, la
actividad quimiocitica de las citocinas provocaria que neutrdfilos, monocitos, macréfagos y
basdfilos se acumularan en los sitios de inyeccion de la PHA-P incrementando la reaccién
local caracteristica (Chang et al., 1994). A pesar de la carencia de trabajos realizados
en pollos de engorde para comprobar los efectos de la utilizacion de PCL en pollos
desafiados con LPS de E. coli, en avicultura ha sido reportado que el empleo de PCL en
dietas de pavi-pollos (Fairchild et al,, 2001) y de 1,3/1,6 beta-glucanos en dietas de
pollos de engorde (Huff et al, 2006) pudo reducir las pérdidas en productividad de
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pollos infectados con £. coli. Aparentemente, el estimulo o estrés inmunitario en el pollo
inducido por la inoculacion con LPS los dias 4 y 9 de prueba, fue mas marcado en los
primeros 21 dias de edad de las ave. En el periodo de 21 a 28 dias, los pollos desafiados
con LPS de E.coli (sin PCL y con PCL) mostraron incrementos numéricos en la ganancia
de peso y en el consumo de alimento, ademas de mejoras numéricas en el indice de
conversion respecto a las aves de los grupos no desafiados, resultados que podrian
sugerir algun efecto de compensacion. De forma similar con nuestros resultados,
Samuels y Baracos (1995) describieron crecimientos compensatorios acompafiados con
mayores consumos de alimento en mamiferos jovenes que habian sido sujetos a un
periodo previo de estrés inmunitario. Los resultados de este estudio pudieran sugerir un
efecto de anti-estrés o de inmunomodulacion por parte de las PCL adicionadas a las dietas
de pollos, estos efectos fueron mas evidentes y ventajosos en los pollos sometidos a
estrés inmunitario (inoculados con LPS de E£. co/i). No obstante, en futuras investigaciones
seria importante considerar el empleo de técnicas moleculares para evaluar la capacidad
inmunomoduladora de productos de PCL, e indagar aun mas sobre los efectos de este
tipo de aditivos empleados en dietas de pollos de engorde.

7.6. Conclusion

Los resultados de este estudio pueden sugerir un efecto de inmunomodulacién por parte
de las PCL adicionada en las dietas de pollos, este efecto pudo corroborarse con el
incremento en el estimulo de la reaccidon de hipersensibilidad cutanea o del estado de la
inmunidad mediada por células en los pollos que consumieron PCL. El estrés inmunitario
inducido en los pollos por la inoculacién de LPS, claramente provocd una reduccién en la
eficiencia productiva y en el peso relativo de la bolsa de Fabricio del ave. El efecto de
inmunomodulacién por parte de las PCL, pudo brindar beneficios en las aves inoculadas
con LPS de E. coli, observandose que los pollos alimentados con PCL y desafiados con LPS
mostraron indices de eficiencia alimenticia y pesos relativos de la bolsa de Fabricio
similares a los pollos del grupo control o sin estrés inmunitario.
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7.7. Tablas y Figuras

Tabla 7.1. Composicion de las dietas experimentales.

Ingrediente (%) Iniciacién (0-28 dias)
Maiz 25.0
Trigo 10.0
Cebada 24.2
Torta de soja (48% PB) 27.1
Soja extrusionada 4.00
Aceite de soja 4.75
Carbonato de calcio 1.700
Fosfato dicalcico 1.770
DL-Metionina 0.320
L-Lisina HCL 0.300
L-Treonina 0.080
Cloruro de sodio 0.340
Colina 0.060
Minerales y vitaminas* 0.400
Andlisis calculado de nutrientes

EM (kcal/kg) 3000.0
PC (%) 21.5
Lisina (%) 1.270
Met. + Cis. (%) 0.962
Calcio (%) 1.190
Fosforo total (%) 0.678
Fésforo disponible (%) 0.450
Grasa cruda (%) 7.742

*Un kg de alimento contiene: vitamina A, 12 000 UI; vitamina Ds, 2400 UI; vitamina E, 30 mg;
vitamina K3, 3 mg; vitamina B, 2,2 mg; vitamina B,, 8 mg; vitamina Bg, 5 mg: vitamina By, 11
ug; acido folico, 1,5 mg; biotina, 150 ug; pantotenato de calcio, 25 mg; acido nicotinico, 65
mg; Mn, 60 mg; Zn, 40 mg; I, 0,33 mg; Fe, 80 mg; Cu, 8 mg; Se, 0,15 mg; y etoxiquin, 150
mg.
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Tabla 7.2. Efectos de la incorporacion en la dieta de paredes celulares de levadura (PCL), sobre los parametros productivos* (0-21

dias) de pollos inoculados con lipopolisacarido (LPS) de E£. cofi.

0 a 21 dias 21 a 28 dias 0 a 28 dias
Peso GPD CAD ICA GPD CAD ICA GPD CAD ICA Mortalidad
(9) (9) (9 (9/9) Peso(g) (9) (9) (9/9) (9) (9  (g9/9) (%)
Pared celular
0mg/kg 717 32.0 43.8 1.367 1177 65.7 100.9 1.538 40.5 57.3 1.417 14.35
500 mg/kg 719 32.1 429 1.336 1179 65.8 99.8 1.519 40.6  56.5 1.393 14.76
LPS de E. coli
Sin desafio 747 33.5 44.6 1.333 1192 63.6 98.2 1.547 41.0 57.2 1.396 14.1
Con desafio 689 30.7 421 1.370 1164 679 102.6 1.509 40.0 56.6 1414 15.0
Fuente de variacion Probabilidad (F)
Pared celular  0.92 0.92 0.35 0.04 0.89 0.95 0.76 0.40 0.89 0.47 0.01 0.92
LPSde £ coli 0.001 0.001 0.009 0.02 0.17 0.06 0.23 0.09 0.17 0.69 0.06 0.83
Interaccion  0.65 0.65 0.85 0.16 0.88 0.54 0.66 0.68 0.89 0.57 0.16 0.28
Pared LPS (E. coli)
celular
0 mg/kg Sin desafio 749 33.6 45.0 1.338 1189 62.8 98.0 1.562 409 573 1401 16.2
500 mg/kg Sin desafio 744 33.4 443 1.328 1195 64.3 98.5 1.533 41.1 57.2 1.391 12.0
0 mg/kg Con desafio 685 30.5 42.6 1.396 1164 68.5 103.9 1.514 40.0 57.4 1.433 12.5
500 mg/kg Con desafio 693 30.9 41.6 1.345 1164 67.3 101.2 1.505 40.0 55.8 1.396 17.5
Error estandar de la media 15.73  0.74 0.89 0.013 22.11 2.34 3.83 0.21 0.78 1.27 0.009 4.03

Los parametros evaluados son el resultado de promedios obtenidos de seis réplicas por cada tratamiento de 6 aves a los 21 dias y 5 aves de 21

a 28 dias.

b Dentro de una misma columna, medias con distinta letra son diferentes estadisticamente (P<0.05); NS= P>0.05.
*GPD = ganancia de peso por dia; CAD = consumo de alimento por dia; e ICA = indice de conversion alimenticia.
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Tabla 7.3. Efectos de las PCL sobre los pesos relativos de los principales 6rganos linfoides expresados como % del peso del ave (21
dias) y la reaccion de hipersensibilidad cutdnea tardia de pollos inoculados con LPS de E. col.

érganos linfoides (%) Reaccidén de
14 dias 21 dias hipersensibilidad cutanea
Bazo Bolsa de Fabricio Timo Bazo Bolsa de Fabricio tardia 14 dias (mm)
Pared celular
0mg/kg 0.096 0.227 0.295 0.125 0.290 0.293
500 mg/kg  0.096 0.250 0.292 0.112 0.304 0.446
LPS de E. coli
Sin desafio  0.090 0.252 0.304 0.117 0.331 0.331
Con desafio  0.102 0.225 0.280 0.120 0.263 0.408
Fuente de variacion Probabilidad (F)
Pared celular 0.96 0.33 0.91 0.42 0.525 0.004
LPS de E. coli 0.16 0.26 0.27 0.84 0.006 0.13
Interaccion 0.72 0.66 0.84 0.24 0.030 0.44
Pared celular  LPS (E. coli)
Omg/kg  Sin desafio  0.088 0.235 0.306 0.114 0.348° 0.238
500 mg/kg  Sin desafio  0.091 0.268 0.308 0.120 0.314° 0.414
0mg/kg Condesafio 0.104 0.219 0.283 0.136 0.232° 0.365
500 mg/kg  Con desafio  0.101 0.232 0.276 0.105 0.294° 0.467
Error estandar de /la media  0.009 0.023 0.026 0.016 0.024 0.050

Las medias obtenidas por tratamiento para los pesos relativos de drganos linfoides son el resultado de 9 observaciones el dia 14y 11
observaciones el dia 21. Las medias obtenidas por tratamiento para la reaccion de hipersensibilidad cutanea tardia son el resultado de 8
observaciones.

@b Dentro de una misma columna, medias con distinta letra son diferentes estadisticamente (P<0.05); NS= P>0.05.
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Capitulo 8. Discusion General

194



8.0. Discusion general

8.0. Discusion General
8.1. Productos de levadura y sus efectos en la productividad del ave

Los experimentos 1 y 2, mostraron que la composicion de la dieta puede tener
importantes implicaciones en la eficacia o respuestas de los distintos productos de
levadura de S. cerevisiae (levaduras, PCL y extractos). Por un lado, con el uso de dietas
elaboradas con trigo, cebada y centeno (experimento 1), las levaduras-1 (uso pecuario)
y 3 (killer), y la PCL-2 (procedente de cepas de panaderia), ejercieron beneficios en el
peso vivo e indice de conversion de los pollos similares a los obtenidos con el empleo de
avilamicina o APC (Tabla 1 y 2). En el caso de las dietas elaboradas con maiz
(experimento 2), los resultados productivos de los pollos mostraron aparentemente una
menor respuesta por la utilizacion de los distintos aditivos en las dietas (APC y productos
de levadura). La suplementacion de avilamicina en las dieta con maiz, represento una
mejora numérica de +2.5% en el peso vivo y -2.7 del indice de conversién de los pollos
en relacién a la dieta control sin aditivos. El empleo de la levadura-1, extracto, PCL-1
(procedente de cepas de cerveceria) y PCL-2, resultaron en mayores pesos promedios
numeéricos de los pollos respecto del empleo de la dieta control y con avilamicina (Tabla
1). A pesar de que la PCL-1 y la PCL-2, fueron utilizadas a una misma dosis en las dietas,
solo los tratamientos con PCL-2 mejoraron el peso promedio e indice de conversion
alimenticia de los pollos en similar magnitud a la obtenida en las aves alimentadas con
avilamicina (experimentos 1 y 2). Las diferencias en las respuestas de las PCL, podrian
estar relacionadas con su composicién y concentracion de los principales polisacaridos (B-
glucanos y manano-proteinas). Las menores proporciones de B-glucanos y manano-
proteinas de la PCL-1 (experimentos 1 y 2), podrian sugerir una sustancia mas diluida y
con menores efectos respecto a la PCL-2, situacién que no pudo ser corroborada en estos
estudios utilizando dosis mayores de 500 g/kg por tonelada de alimento de la PCL-1. Los
resultados productivos sugirieron que el empleo de la PCL-2 brindaba ventajas respecto al
empleo de la PCL-1 y de las levaduras activas. Ademas, la resistencia de la PCL para
soportar los procesos de peletizacion frecuentemente utilizados en las dietas para
monogastricos, podria representar otra caracteristica favorable respecto a la utilizacion de
levaduras activas. Por lo tanto, la PCL-2, fue seleccionada sobre los otros productos de
levadura para realizar los siguientes experimentos (3, 4, 5 y 6) y profundizar mas
acerca de sus mecanismos de accion.

En el experimento 3, las mejoras observadas en la productividad de las aves que
consumieron PCL-2, +3.5% peso promedio y -1.2% el indice de conversion, validaron la
respuesta favorables de su inclusion en dietas elaboradas con trigo-cebada-centeno y
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maiz. En el experimento 4, la utilizacion de avilamicina en la dieta, resulté en una
mejora del peso promedio de los pollos de +5.2% y -2.4% del indice de conversidn
respecto al uso de la dieta libre de aditivos, a pesar de que esta respuesta fue la de
mayor magnitud observada en los experimento donde se evalu6 el APC, los beneficios
solo fueron numéricos. En una misma tendencia a la observada en los 3 previos
experimentos, en el experimento 4, las aves que consumieron PCL-2 en la dieta
incrementaron el peso vivo +3.1% e indice de conversién alimenticia -1.3% respecto a las
aves alimentadas con dietas control. En el experimento 5, se encontré una pobre
respuesta en el peso de las aves por la utilizacion de la PCL-2 no obstante, el indice de
conversion fue numéricamente menor en los grupos con PCL en -2.7% respecto a los
grupos control. En el experimento 6, el empleo de la PCL-2 mejord significativamente el
indice de conversidn alimenticia de los pollos en -1.7% respecto a los controles sin PCL-2.
No obstante, los resultados de este experimento reflejaron que los efectos mas
importantes de la suplementacion de PCL en las dietas de pollos de engorde ocurrieron en
los animales con estrés inmunitario o desafiados con LPS de E£. coli

Los efectos promedio encontrados en la presente tesis por el empleo de la PCL-2 (en 6
experimentos) en distintas dietas (TCC o maiz) y condiciones (jaulas y suelo con cama de
viruta de madera) fueron de +2.6% en el peso vivo y de -1.6% en el indice de conversion
alimenticia respecto a la utilizacion de dietas controles (Tablas 11.1. y 11.2,
Apéndice). Recientemente, dos analisis estadisticos globales (meta-analisis) realizados
para productos de PCL de tipo MOS de Saccharomyces cerevisiae, utilizados en dietas de
pollos de engorde sugirieron que los beneficios encontrados por su utilizacion en el pollo
de engorde fueron de alrededor de +1.61% peso vivo y -1.99% del indice de conversion
(Hooge, 2004), o de +1.5% peso vivo y -2.1% del indice de conversion (Rosen, 2005).
A pesar de que nuestros resultados no muestran ser muy distintos a las estimaciones de
Hooge (2004) y Rosen (2005), seria relevante considerar que en los meta-analisis
analisis reportados por Hooge (2004) y Rosen (2005) se incluyeron una mayor cantidad
de estudios respecto a los realizados en la presente tesis. Por lo cual, seria interesante
considerar que si se realizara un meta-analisis que incluya una mayor cantidad de
estudios con PCL similares a la PCL-2 utilizada en este tesis, se podria verificar si nuestras
estimaciones en los promedios de mejora sobre la productividad del ave para la PCL-2 se
mantienen o cambian. Y la segunda, en el caso de los analisis globales realizados por
Hooge (2004) y Rosen (2005), cabe destacar que se trata del mismo producto donde
probablemente se incluyeron las mismos experimentos para realizar los andlisis
respectivos, y en los cuales la dosificacion de las PCL o MOS vario de 1 kg a mas de 2
kg/ton de alimento en algunos casos, situacion distinta a nuestros estudios donde la PCL-
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2 fue evaluada a una misma dosis en todos los estudios (0.5 kg/ton de alimento),
condicién que podria sugerir diferencias en las caracteristicas de la PCL-2 de esta tesis y
las consideradas en los andlisis de Hooge (2004) y Rosen (2005).

8.2. Manano-proteinas y p-glucanos, efectos en la productividad del ave

En los experimentos 4 y 5 (dietas TCC), fueron evaluados los 2 principales polisacaridos
de la PCL, manano-proteinas (MP) y B-glucanos (BG). En el experimento 4, el empleo de
fracciones purificadas de BG, y de MP+BG de manera conjunta a niveles cercanos a los
contenidos en la PCL-2, resulto en efectos en la productividad del pollo similares a los
obtenidos con la PCL-2 completa (500 mg/kg de alimento) y menores en relacion al APC.
En este caso, los efectos observados por la inclusién en la dieta de BG y MP+BG fueron
de alrededor de +3.0% en el pesos promedio y de -1.5% del indice de conversion
alimenticia en los pollos en relacién del uso de dietas sin aditivos. En el experimento 5,
se observd un pobre efecto en el peso de las aves por el empleo de MP y BG en sus
dietas, no obstante las aves que consumieron manano-proteinas y p-glucanos purificados
a niveles cercanos a los contenidos en la PCL-2 (500 mg/kg de alimento), mejoraron
numéricamente el indice de conversion alimenticia en -3.6% y -4.6% respectivamente
respecto del uso de la dieta control. Al parecer, la utilizacion de forma individual de
fracciones de BG en dietas para pollos engorde demostrd efectos similares a los obtenidos
con el empleo de las PCL de forma completa, o reconstituida con sus fracciones de
polisacéridos purificados (MP y BG). Esta apreciacion no parece extrafia si consideramos
que el empleo de B-glucanos purificados procedentes de levaduras de S. cerevisiae,
utilizados a niveles de inclusion dietarios menores a los utilizados en nuestros estudios (20
a 40 mg/kg de alimento) han mostrado ejercer efectos en la productividad, y sistema
inmunitario del ave por si mismos (Guo et al., 2003; Huff et al., 2006). De hecho, en
un estudio reciente (Jouany et al., 2005), fue sugerida una mayor importancia para las
fracciones de polisacaridos tipo beta-glucanos de la PCL, en las interacciones quimicas de
absorcion que las PCL pueden ejercer hacia micotoxinas presentes en el alimento de aves
y que pueden afectar su salud y productividad. Situacién importante si consideramos que
la mayor parte de las veces los aditivos elaborados con PCL son definidos como fuentes
de MOS, pudiendo ser considerados también como fuentes de B-glucanos.

8.3. Mecanismos de accion de los productos de levadura y de las PCL y sus
fracciones

Las variables digestivas evaluadas el dia 24 de edad de los pollos de los experimento 1
(dietas TCC) y 2 (dietas maiz), entre ellas la viscosidad del contenido ileal, recuentos de
colonias bacterianas del iledn y los consumos de agua expresados en proporcion al
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consumo del alimento no fueron modificadas por el empleo de las dietas experimentales
(control, APC o productos de levadura). En las dietas con TCC (experimento 1), la
suplementacion de avilamicina y PCL-2, resultaron en un incremento en el coeficiente de
digestibilidad ileal de la grasa bruta (P<0.05) respecto a los tratamientos que incluyeron
levaduras 2 y 3. En las dietas con maiz (experimento 2), los coeficientes de
digestibilidad ileal para la energia bruta (P<0.0/) y proteina cruda (P<0.08) tendieron a
ser mayores en las aves que consumieron PCL-2 en el alimento. No obstante, las
tendencias de una mayor absorcidon de algunos nutrientes a escala ileal observada en las
aves que consumieron dietas experimentales con APC y PCL-2 (experimentos 1 y 2)
solo podrian justificar en parte las mejoras obtenidas en su productividad, ya que este
efecto no pudo asociarse con algin otro efecto de mejora a escala digestiva como la
viscosidad y los recuentos bacterianos ileales. En el experimento 3, los pollo que
consumieron dietas elaboradas con maiz y TCC suplementadas con la PCL-2,
incrementaron de forma altamente significativa la altura de las vellosidades, el grosor de
la capa de mucina y el nimero de células caliciformes a escala de la mucosa del yeyuno;
observandose también que el tipo de cereal empleado en la dieta era importante en la
magnitud del estimulo que las PCL podian ejercer sobre la mucosa digestiva del ave. En el
experimento 5 (dietas TCC), no solo fue validado el incremento en la altura de las
vellosidades de la mucosa del yeyuno por parte de las PCL-2 dietarias ademas, los
resultados de este estudio mostraron que las fracciones purificadas de MP y BG
adicionadas en la dieta también incrementaban de forma significativa (P<0.01) la altura
de las vellosidades de la mucosa del yeyuno respecto a la utilizacion de dietas de sin
aditivos. Situacién que coincidia con la mejora encontrada en el indice de conversién de
los pollos alimentados con PCL-2, MP y BG en el experimento 6. Estas observaciones,
podrian sugerir que uno de los mecanismos de accion de la PCL-2 que podrian justificar la
mejora en productividad de los pollos y absorcion de nutrientes, podria estar relacionada
con la capacidad de la PCL-2 de favorecer el desarrollo de la mucosa digestiva. Estudios
en ratas, sugieren que el efecto tréfico o de estimulacion del desarrollo de la mucosa
digestiva que las levaduras de S. cerevisiae ejercen sobre la mucosa digestiva del
individuo podria ser mediado por el estimulo en la produccion y liberacién endoluminal de
espermina y espermidina por parte de la levadura a escala digestiva (Buts et al., 1994).
En el caso de la utilizacidon de fracciones de PCL, algunos autores (Santin et al., 2001;
Iji et al., 2001; Zhang et al., 2005) atribuyen el efecto de favorecer el desarrollo de la
mucosa digestiva del ave a un efecto de exclusion de patdgenos que las PCL podrian
ejercer a escala digestiva, y que resultaria en un menor dafio a la mucosa por agentes
agresivos (microorganismos o toxinas) permitiendo su mejor desarrollo. De hecho, en el
experimento 5, la utilizacion de PCL represento % de pesos relativos del higado
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significativamente menores en los pollos, este efecto podria estar relacionados con un
menor proceso inflamatorio en el ave, ya que el higado es el sitio de produccién de las
proteinas de fase aguda de la inflamacion (Xie et al., 2000).

En nuestros estudios (experimento 3) observamos que las PCL estimularon la
produccién de mucina y células caliciformes de la mucosa digestiva del ave, importante
mecanismo de resistencia innato ante agresiones por parte de la mucosa digestiva. Por
otra parte, en el experimentos 4, fue observado que el empleo de MP+BG purificados
en las dietas resulto en mayores % relativos del peso del timo (P<0.05) similares a los
observados con la PCL-2 y mayores respecto al empleo de las dietas control, y APC. En el
experimento 6, la suplementacion de PCL pudo contrarrestar los efectos adversos o del
estrés inmunitario (inoculacion de LPS de £ coli) sobre el % de peso relativos de la bolsa
de Fabricio de ave; por otra parte, las PCL incrementaron la reaccién de hipersensibilidad
cutanea tardia o respuesta inmune mediada por células en el ave, situaciones que podrian
sugerir que las aves que consumieron PCL en la dieta mantuvieron un mejor estado de
inmunocompetencia. Una hipdtesis planteada para justificar estos efectos, es que las PCL
pudieron ejercer un efecto moderado de estimulacion del sistema inmunitario del ave a
escala digestiva que le permiti6 mantener un sistema inmune menos vulnerable ante
agresiones o desafios ambientales. Esta observacion pudiera tener importantes
implicaciones ya que recientemente fue sugerido que el desarrollo digestivo o maduracion
funcional esta estrechamente relacionado con el desarrollo local del sistema inmunitario
(Bar-Shira y Friedman, 2005), situacion que podria justificar el mayor desarrollo de la
mucosa digestiva de las aves que consumieron PCL en la dieta en nuestros experimentos.

Por otra parte, los experimentos 3 y 4, no mostraron efecto en la respuesta inmune
humoral de la vacuna del virus de la enfermedad de Newcastle debido al empleo de PCL
en la dieta de los pollos. Probablemente, el gran dinamismo y complejidad que representa
el sistema inmunitario del ave puede ser dificil de evaluar a partir del empleo de este tipo
de modelos, ya que generalmente otros factores indirectos involucrados con las
respuestas a las vacunaciones en los pollos, pueden estar relacionados con la inmunidad
pasiva del ave, edad optima de vacunacion del ave, tipo de virus y via de aplicacién de la
vacuna, asi como del correcto monitoreo de anticuerpos de la respuesta vacunal (Dekich,
1998; Abbas, 2004).

Los resultados de estos experimentos mostraron que las PCL adicionadas a dietas de
pollos de engorde pudieron mejorar su eficiencia productiva, parte de los mecanismo de
accion para llevar a cabo este efecto pueden estar asociados con efectos positivos para
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favorecer un mejor estado de la salud intestinal que le permite llevar a cabo un mejor
desarrollo y también podria estar relacionado con una mejora de los mecanismo de
resistencia innata a escala digestiva permitiendo mantener un mejor estado de
inmunocompentencia del ave, situacidn que puede dar beneficios cuando las aves son
mantenidas bajo condiciones de estrés o en ambientes con presencia de mayores desafios

microbianos.
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Basados en los resultados obtenidos en los diferentes estudios realizados en la presente
tesis se puede concluir lo siguiente:

e Las caracteristicas propias de las distintas levaduras de Saccharomyces cerevisiae y
de sus componentes (extractos y paredes celulares de levadura), adquieren
importantes implicaciones en las respuestas que pueden ejercer en los animales de
acuerdo del tipo de dieta o cereales de las dietas, donde pretendan ser utilizados
como aditivos alimenticios.

e las paredes celulares de levadura de S. cerevisiae con un mayor contenido de
manano-proteinas y p-glucanos como la PCL-2, adicionadas a una dosis de 500 mg/kg
de alimento elaborado con trigo-cebada-centeno o maiz de pollos de engorde, fueron
capaces de mejorar el peso vivo y el indice de conversion alimenticia del ave de
forma similar al empleo de avilamicina 0.01 mg/kg del alimento y mayor respecto del
empleo de dietas sin aditivos.

e Las levaduras activas coma la levadura-3 o “killer yeast” de S. cerevisiae adicionadas
a 800 mg/kg de alimento de pollos de engorde elaborado con cereales como trigo-
cebada-centeno, incrementd la productividad del ave de forma similar al empleo de
avilamicina a 0.01 mg/kg del alimento.

e La utilizacion de levaduras activas, paredes celulares de levadura y extractos de
levadura en dietas elaboradas con trigo-cebada-centeno y con maiz, no afectaron a
escala ileal variables como la viscosidad del contenido y los recuentos bacterianos, ni
el consumo de agua de las aves.

e El empleo de la PCL-2 en dietas elaboradas con trigo-cebada-centeno o maiz,
favorecid el desarrollo de la mucosa digestiva del ave al incrementar la altura de
vellosidades, el grosor de la capa de mucina y el nimero de células caliciformes de la
mucosa digestiva del yeyuno. Ademads, la utilizacion en la dieta (trigo-cebada-
centeno) de manano-proteinas y pB-glucanos purificados de PCL utilizados
individualmente (S. cerevisiae), resultd en mayor altura de las vellosidades de la
mucosa del yeyuno del ave.

e El empleo de manano-proteinas+p-glucanos en concentraciones parecidas a las
presentes en la PCL-2, represent6 un incremento similar al de la PCL-2 en el peso
relativo del timo respecto del empleo de dietas sin aditivos y con avilamicina. La
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utilizacion de la PCL-2 y de B-glucanos purificados en la dieta de pollos, resulté en
pesos relativos mas ligeros del higado del ave respecto del empleo de dietas sin
aditivos o dieta control.

Las PCL adicionada en las dietas, incrementaron la reaccion de hipersensibilidad
cutanea tardia o del estado de la inmunidad mediada por células en los pollos. El
estrés inmunitario inducido en los pollos por la inoculacion de LPS, provocd una fuerte
reduccion en la eficiencia productiva y de los % de pesos relativos de la bolsa de
Fabricio del ave. El efecto de inmunomodulacién de las PCL, pudo brindar beneficios
en las pollos inoculadas con LPS de E£. colj, los cuales fueron traducidos en mejores
eficiencias alimenticias y % de pesos relativos de la bolsa de Fabricio similares a los
observados en pollos sin estrés inmunitario (no desafiados con LPS).
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Tabla 11.1. Peso promedio de pollos de engorde alimentados con dietas trigo-cebada-centeno (TCC) y maiz suplementadas con

levaduras, paredes celulares de levaduras (PCL), extractos, manano-proteinas (MP), beta-glucanos (BG) y antibidtico promotor del

crecimiento (APC), y efecto en el parametro expresadas como % de mejora por el uso de los distintos aditivos respecto del empleo de la

dieta control = 100% (por experimento y globales).

Experimento Exp. 1 (TCC) Exp. 2 (Maiz) Exp.3 (TCCy Maiz) Exp.4 (TCC) Exp.5(TCC) Exp. 6 (TCC)
P Jaulas, 42 dias Jaulas, 39 dias Jaulas, 42 dias Jaulas, 42 dias  Suelo, 40 dias  Jaulas, 28 dias Promedio
Presencia de 2 vacunas 1 vacuna Y, Lipopolisacarido
, no no Estrés calorico i del %
desafio (Newcastle) (Newcastle) de E. coili mejora
Peso, %* Peso, %* ) Peso, %* Peso, %* Peso, %*
. , Peso, g %* mejora , , .
g mejora g mejora g mejora g mejora g mejora
Control 1878 =100% 1950 =100% 2462 =100% 2244 =100% 2404 =100% 1177 =100% =100%
APC 1959 +4.3 1999 +2.5 - - 2361  +5.2 - - - - +4.0
Levadura-1 1915 +2.0 2010 +3.1 - - - - - - - - +2.5
Levadura-2 1881 +0.2 1987 +1.9 - - - - - - - - +1.0
Levadura-3 1964 +4.6 1986 +1.8 - - - - - - - - +3.2
Extracto 1927 +2.6 2003 +2.7 - - - - - - - - +2.7
PCL-1 1887 +0.5 2012 +3.2 - - - - - - - - +1.8
PCL-2 1964 +4.6 2014 +3.3 2548 +3.5 2313  +3.1 2431 +1.1 1179 +0.17 +2.6
MP - - - - - - 2284 +1.8 2419 +0.6 - - +1.2
BG - - - - - - 2312 +3.0 2430 +1.1 - - +2.1
MP+BG - - - - - - 2310 +2.9 - - - - +2.9

APC = Avilamicina 10ppm.
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Tabla 11.2. Indice de conversién alimenticia de pollos de engorde alimentados con dietas trigo-cebada-centeno (TCC) y maiz
suplementadas con levaduras, paredes celulares de levaduras (PCL), extractos, manano-proteinas (MP), beta-glucanos (BG) y antibidtico
promotor del crecimiento (APC), y efecto en el parametro expresadas como % de mejora por el uso de los distintos aditivos respecto del
empleo de la dieta control = 100% (por experimento y globales).

Experimento

Presencia de
desafio

Tratamientos
Control
APC
Levadura-1
Levadura-2
Levadura-3
Extracto
PCL-1
PCL-2

MP

BG

MP+BG

Exp. 1 (TCC) Exp.2(Maiz) Exp.3 (TCCyMaiz) Exp.4 (TCC) Exp. 5 (TCC) Exp. 6 (TCC)
Jaulas, 42 dias  Jaulas, 39 dias Jaulas, 42 dias Jaulas, 42 dias  Suelo, 40 dias  Jaulas, 2,8 df'as Promedio
T R e e i L
Peso, %* Peso, %* . Peso, %* Peso, %* Peso, %*
g mejora g mejora Peso, g % mejora g mejora g mejora g mejora
1.844 100 1.678 100 1.602 100 1.675 100 1.660 100 1.417 100 100
1.839 -0.3 1.633 -2.7 - - 1.634 -2.4 - - - - -1.8
1.839 -0.3 1.662 -1.0 - - - - - - - - -0.6
1.837 -04 1.683 0.3 - - - - - - - - 0.0
1.827 -0.9 1.666 -0.7 - - - - - - - - -0.8
1.787 -3.1 1.637 -2.4 - - - - - - - - -2.8
1.819 -1.4 1.666 -0.7 - - - - - - - -1.0
1.838 -0.3 1.635 -2.6 1.582 -1.2 1.654 -1.3 1.615 -2.7 1.393 -1.7 -1.6
- - - - - - 1.645 -1.8 1.600 -3.6 - - -2.7
- - - - - - 1.650 -1.5 1.584 -4.6 - - -3.0
- - - - - - 1.652 -1.4 - - - - -1.4

APC = Avilamicina 10ppm.
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Tabla 11.3. Composicién analizada de las distintas dietas experimentales empleadas en
el experimento 1 (dietas Unicas trigo-cebada-centeno 0-42 dias).

Dieta Humedad Proteina cruda Grasa cruda Energia bruta
(%) (%) (%) (Kcal/kg)
T-1 88.8 19.67 6.18 4148.8
T-2 89.1 19.82 6.09 4123.3
T-3 89.5 20.22 6.14 4140.6
T-4 90.1 20.32 6.04 4153.8
T-5 90.2 20.28 6.17 4152.8
T-6 90.2 20.22 6.53 4166.0
T-7 89.4 20.22 6.47 4172.7
T-8 89.8 19.97 6.63 4167.6

Tabla 11.4. Composicion analizada de las distintas dietas experimentales empleadas en
el experimento 2 (dietas Unicas maiz 0-39 dias).

Humedad Proteina cruda Grasa cruda

Dieta (%) (%) %) Energia bruta (Kcal/kg)
T-1 88.2 21.19 4.51 3977.8
T-2 88.2 20.64 4.31 3961.7
T-3 88.4 20.39 4.29 3984.6
T-4 88.3 20.11 4.97 3984.4
T-5 88.3 21.02 4.37 3989.8
T-6 88.4 21.06 4.95 3984.4
T-7 88.3 21.20 4.50 3992.8
T-8 88.5 20.65 4.54 4018.8
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Tabla 11.5. Composicidon analizada de las distintas dietas experimentales empleadas en
el experimento 3 (dietas Unicas 0-43 dias).

Dieta Materia seca Proteina cruda  Grasa cruda Energia bruta
(Programa) (%) (%) (%) (Kcal/kg)
T-1 (1DM) 87.8 19.7 6.3 4167.9
T-2 (1DM) 87.6 20.7 6.1 4240.5

1DM = 1 dieta maiz.

Tabla 11.6. Composicion analizada de las distintas dietas experimentales empleadas en
el experimento 3 (programas con dietas de 0-21 y 21-43 dias).

Diet Materia seca Proteina cruda Grasa cruda Energia bruta
ieta
(%) (%) (%) (Kcal/kg)
(programa)
0-21d 21-43d 0-21d 21-43d 0-21d 21-43d 0-21d 21-43d
T-2 (2DM) 88.4 89.13 2195 19.72 5.85 10.01 4201.4 4485.6
T-3 (2DM) 88.6 88.75 2239 20.32 5.92 10.20 4261.3 4499.6

T-4 (2DTCC) 90.2 90.41 22.36 19.64 7.79 10.04 4419.8 4537.2

T-5 (2DTCC) 89.8 89.97 22.32 19.50 8.10 10.41 4566.0 4556.4

2DM = 2 dietas maiz.
2DTCC = 2 dietas trigo-cebada-centeno.
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Tabla 11.7. Composicion analizada de las distintas dietas experimentales empleadas en
el experimento 4 (dietas Unicas trigo-cebada-centeno 0-42 dias).

Dieta Materia seca Proteina Grasa cruda Energia bruta (Kcal/kg)
(%) cruda (%) (%)
T-1 89.7 20.32 6.21 4274.4
T-2 89.9 20.11 6.41 4299.2
T-3 89.6 19.99 6.16 4286.4
T-4 89.7 20.20 5.85 4289.0
T-5 89.8 20.37 6.09 4293.2
T-6 89.7 20.30 6.43 4278.8

Tabla 11.8. Composicion analizada de las distintas dietas experimentales empleadas en
el experimento 5 (dietas 0-21 y 21-42 dias).

_ Proteina cruda Energia bruta
Dieta Materia seca (%) Grasa cruda (%)
(%) (Kcal/kg)

(programa)
0-21d 21-42d 0-21d 21-42d 0-21d 21-42d 0-21d 21-42d

T-1 Control  89.4 89.7 22.66  19.29 8.31 9.25 4270 4339

T-2 PCL 86.3 89.7 22.13 19.62 8.48 9.50 4268 4330
T-3 MP 89.3 89.7 22.85 1931 8.09 9.42 4256 4333
T-4 BG 89.3 89.9 22.59  20.51 7.75 9.19 4272 4291
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Tabla 11.9. Composicion analizada de la dieta basal empleada en el experimento 6
(dietas Unicas maiz-trigo-cebada-centeno 0-28 dias).

Nutriente Contenido
MS (%) 90.5
PC (%) 20.1
Grasa cruda (%) 7.57
Lisina (%) 1.10
Metionina (%) 0.61
Treonina (%) 0.75
Arginina (%) 0.87
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