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Este trabajo revisa
aspectos que
relacionan el papel
deladietaen
avicultura con la
integridad
Intestinal,
centrdndose en los
problemas de los
PNA vy las ventajas
de la utilizacion de
enzimas
degradadoras de los
mismos.
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Efectos de la dieta
sobre la integridad
intestinal
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Los autores consideran la inte-
gridad intestinal desde el as-
pecto de la ecologia microbia-
na del digestivo relacionada
con disbacteriosis intestinales,
enteritis necrotica y coccidiosis,
para finalizar con la morfolo-
gia y estructura de la pared in-
testinal.

Durante la década de los
noventa la industria avicola
europea, y muy especialmente
la espafiola, ha sufrido desafios
importantes. Se empez6 por un
cambio, lento pero progresivo,

Ponencia presentada en el XXXVIII Sympo-
siwumde la Seccion Espaniola de la WPSA

en la formulacion de raciones.
De dietas basadas tnicamente
en maiz-soja se pasé a una
mayor flexibilidad en la utiliza-
cion de ingredientes, incorpo-
rando a las raciones de una
manera habitual y amplia trigo
y cebada y en menor cantidad
centeno y avena, cereales con
alto contenido en polisacdridos
no amilaceos (PNA). Esto fue
posible gracias a la disponibili-
dad en el mercado de enzimas
degradadoras de PNA. La
década finalizé con un nuevo
reto: la suspension por parte
de la Comision Europea de la
mayoria de antibidticos promo-

tores del crecimiento (APC) en
la produccién animal, por su
posible implicacion en la apa-
ricién de resistencias a ciertos
antibidticos utilizados en medi-
cina humana (http://europa.cu.
int/comm/food/index_en.html).
Las consecuencias asociadas a
esta prohibicion son tanto ne-
gativas como positivas. Por un
lado, permite incrementar la
confianza de consumir produc-
tos de origen animal, muy
mermada por las dltimas crisis
en Europa (BSE, dioxinas,
organismos genéticamente mo-
dificados, etc.) y va acorde a la
tendencia politica de produc-
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ciones mds verdes y scguras
(Brufau de Barbera, 2000).

Los principales inconvenicn-
tes de esta suspension son ¢l
incremento del coste del con-
trol de enfermedades subclini-
cas y las perdidas de produc-
tividad y calidad sanitaria del
producto final. Ultimamente
lambién sc esta replanteando
la utilizacion de algunos coccl-
diostdticos y sc estdn imple-
mentando programas de con-
trol de la coccidiosis mediante
vacunas.

La combinacion de lodas
estas circunstancias han ayu-
dado a incrementar la inciden-
cia de desordenes entéricos.
pero tambicn han aumentado
el interés en conocer los meca-
nismos de regulacion de la
microbiota intestinal y su papel
en la digestion, asi como cono-
cer los clectos de componen-
tes dictarios sobre la integndad
y las funciones de pared intes-
tinal.

Efectos de los PNA y los
enzimas sobre la
microflora intestinal

Hoy en dia. hay una cvi-
dencia clara de que un creci-
micnto bacteriano excesivo ¢s
la causa principal del empeo-
ramicnto de la digestion y la
absorcién de nutrientes en
pollos alimentados con dietas
ricas ¢n PNA_ debido a la vis-
cosidad y/o a la acumulacion

de nutrientes en ¢l inlestino y
un posible cfecto sobre la
morfologia y fisiologia de la
pared intestinal. Ademas de
las perturbaciones digestivas.
estos cambios en ¢l nimero o
composicion de las bacterias
intestinales pucden romper la
estabilidad y cquilibrio del sis-
tema, causar una disbacteriosis
y contribuir a la colonizacion
de microorganismos patogenos.
La utilizacion de cnzimas de-
gradadoras dc PNA puede ser
una herramienta muy impor-
tante para modular, a través
de la dieta. el ecosistema bac-
teriano del intestino del ave,
cuando se utilizan cereales con
alto contenido en PNA.

Es bicn conocido que la
ingesta de polisacandos visco-
sos reduce la velocidad de
transito de la digesta a través
del digestivo (Salih y cols.
1991: Almirall y Esteve-Garcia,
1994). Con un transito intesti-
nal mas lento. la accion de va-
ciado del intestino también se
reduce, lo que facilita una ma-
yor capacidad multiplicativa de
la flora bacteriana y la posibili-
dad dc que la misma colonice
tramos superiores del digestivo.
La presencia de nutrientes no
digeridos ni absorbidos en la
parte media del intestino tam-
bién facilita la proliferacion
bacteriana, pudiéndose cstable-
cer una competencia entre la
microflora y ¢l animal en la
utilizacion de los nutrientes de
la digesta.

Al comparar la flora intesti-
nal de amimales sometidos a
distintos tratamientos dictarios
s¢ ha podido observar cambios
en la cantidad y compostcion
de la comunidad bacteriana.
Estos trabajos s¢ han realizado
por técenicas tradicionales de
cultivo, y solo ha sido posible
cl estudio de algunas bacterias
o familias de bacterias muy
especificas. En general. altos
niveles de PNA c¢n la dieta
tienden a incrementar el creci-
micnto de cierto grupo de bac-
terias saprofitas. mientras que
la utilizacién de enzimas parece
ser que ayuda a mantener un
equilibrio entre las distintas
poblaciones, favoreciendo el
crecimiento de las bacterias
beneficiosas y frenando la pro-
liferacion del grupo de patdge-
nas. Mds concretamente. Vah-
jen y cols. (1998) muestran que

B Aporte de fosforo en nutricién animal.

W Con la tecnologia “Phosphoric Feed-Grade” (PFG).
B Homogeneidad y calidad.
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Figura 1. Rungos de corenidode
G+Cexpresado en poreentage de bac-
l(‘l'i;l.\'puwt-lll(*svn(‘| dizestivadel
ave. Labarra indica el rango. la Ihiea
vertical lamedia para cada géneron
entre paréntesis el ndamero de espe-
cies (extraido de Apajalahtiveol.

2001).

la suplementacion con xilanasa
cn una dieta de trigo reducc la
proliferacion de cocos Gram +
y enterobacterias en el lumen,
¢ incrementa ¢l nimero de lac-
tobacilos adheridos en la pared
intestinal. La adicion de pecti-
nas de alta metilacién y viscosi-
dad incrementan los recuentos
de enterococos, bacteroidaceas,
Clostriditun y E. coli (Langhout
y cols., 1999). Con carboxime-
tilcelulosa. Smits y cols.. (1998)
observan un incremento de
Clostriclivm, lactobacilos y bac-
teroides. Choct y cols. (1996),
al anadir pentosanos a una
dieta de maiz observaron un
incremento de dcidos grasos
volatiles ¢n el ileon. indicador
de un aumento de la actividad
microbiana. La adicion de xila-

CUADRO |. Efecto del tipo de grasa y de la adicion de enzimas en el recuento de bacterias adheridas
al epitelio intestinal en pollos alimentados con centeno (Dénicke y cols, 1939).

nasa redujo la cantidad de aci-
dos grasos voldtiles al nivel de
la dicta control. En una dicta
de centeno, la suplementacion
con xilanasa redujo significati-
vamente los enterococos, cnte-
robacterias y ¢l numero total
de anaerobios adheridos ¢cn el
epitelio (Cuadro 1), pero cste
efecto era dependiente del tipo
de grasa utilizada, mayor con
sebo que con aceile de soja
(Dénicke y cols., 1999). Resul-
tados obtenidos en nuestro
departamento mucstran clara-
mente que el tipo de cercal
utilizado. la adicion o no de
enzima y APC, modifica ¢l nu-
mero de unidades formadoras
de colonias de E. coli 'y Clostri-
dium perfringens v que existen
muchas interacciones entre los

Segmento del Tipo de grasa Xilanasa Entercbacterias Cocos Enterococos
intestino Gram +
- - cfu/log10
Yeyuno Aceite soja 635 462 KEX
B 442 4.06 2.95
Sebo 5.13 526 a0
+ 5N 4R 388 o
lleum Aceite s0ja 6.13 425 380
4 6.13 485 429 )
) Sebo 6.49 6.35 5%
4 503" 5.06 358

CUADRO . Efectos de la dieta y de la adicion de enzimas en los parametros productivos,
lesiones por coccidia y viscosidad de la digesta en pollos broilers con o sin infeccion de Eimeria

(Morgan y Catchpole, 1996).

Dieta Infeccion GMD (g) GMD (g) Lesiones Viscosidad
Eimeria 14-21 d ~21-28d cps
Maiz/trigo 342 408 0 36
Maiz/trigo + 264 a ar 47
Trigo 29 ;8 0 184
Trigp + 242" 3% v 61
Tr-igo/enzima 347 ¢ 426 0o 6.3 °
Trigo/enzima + 244 467 ¢ 39 27
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tres lactores cstudiados (Fran-
cesch y cols.. 1999; Pérez-Mova
y cols.. 2000).

Aclualmenle sc empicza a
disponer de algunos métodos
moleculares que permiten cal-
cular proporciones y identilicar
a la globalidad dc los compo-
nentes de la microbiota intesti-
nal. Una de estas téenicas se
basa c¢n la de extraccion del
DNA vy fraccionamicento del
mismo de acuerdo a su por-
centaje de guanina+citosina
(G+C), mediante un andlisis
de gradiente con cesium chlo-
ride-bishbenzimidazole (Holben
y cols.. 1988). En genceral, Tas
bacterias de una misma espe-
Cic tienen un porcentaje simi-
lar de G+C ¢n su DNA, sicn-
do la media de este poreentaje
distinto para las diferentes
especics de bacterias. El pro-
blema de esta téenica es que,
en algunos casos. existe solapa-
micnlo enlre especies de dis-
tintas familias ¢n cuanto a por-
centaje de G+C. tal como se
indica ¢n la Figura |, extraida
de Apajalahti y cols. (2001). El
mismo grupo fue capaz de ob-
servar diferencias en los perfi-
les de Irecuencias relativas de
%G+C en animales alimenta-
dos con maiz, (rigo o cenleno
(Apajalahti y Bedford, 2000)
(Figura 2). Las proporcionces
de G+C podrian coincidir con
una reduccion del nimero de
Clostridium y Campvlobacter
con maiz, con un aumento de
lactobacilos y enterococos con
centeno v un aumento de pro-
pionibacterias y bilidobacterias
con trigo.

En nuestro grupo cstamos
trabajando cn la pucsta a pun-
to de la téenica T-RFELP (ler-
minal Restriction Fragment
Length Polymorphisms) de los
genes que codifican ¢l compo-
nente 165 del RNA ribosomal
descrita por Liu y cols. (1997).
Esta téenica permite una apro-
ximacion mas cercana al cstu-
dio de la diversidad bacteriana
de un ccosistema al ser una
téenica cualitativa, permiticndo
diferenciar las bacterias al nivel
de especie, y semi-cuantitativa,
reflejada por diferencias en la
intensidad de las bandas de
clectroforesis. Los primeros
resultados preliminares pareeen
indicar que existen dilerencias
cuantificables en los perfiles
bacterianos del contenido del
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Figura 2. Electos del cereal en el per-
fil mediode L comunidad hacteriana
enciegos de pollos broilers alimenta-
dos conmaiz. trigo o centeno (extraido

de Apajalahti v Bedlord. 2000).

CUADRQO Il Efectos de la adicion de enzimas (amilasa, xilanasa y proteasa)
en los parametros productivos, lesiones por coccidia y excrecion de

ooquistes en pollos infectados con Eimeria (Foster y cols., 2002),

ileum de pollos alimentados
con maiz o centeno, con o sin
adicion de enzimas. Mientras
que en las muestras proceden-
tes de animales alimentados
con maiz hay un numero infe-
rior de bacterias pero una ma-
yor biodiversidad, en los ani-
males alimentados con centeno
hay menor biodiversidad, pero
las especies presentes se hallan
a mayor concentracion. En los
perfiles de los pollos con
enzima anadido a la dicta apa-
rece un nuevo grupo de bac-
terias, que coincide tanto con

Infeccion Eimeria - + )
Enzimas - + -
Peso vivo a los 26 dias (o) 676 619’ 688
Lesiones N B
E acervulina 00 05« 05°
E. maxima 00 10 05
E. tenella 00" 05" 05
Peso intestino 36.0 31.0 326b
Excrecion ooquistes 0.0 29106 ° 1.8 106

el maiz como cn el centeno.
El enzima con centeno aumen-
ta la biodiversidad y disminuye
la concentracion, mientras que
el enzima con maiz disminuye
la biodiversidad y aumenta la
concenlracion.

PNA y enzimas en |a
prevencion de enteritis
necrotica y coccidiosis

La prohibicion de la mayo-
ria de antibidticos promotores
del crecimiento pone a la in-
dustria avicola actual y futura

[Corn,n =43

A

[Wheat, n=71 |

]
()

CUADRO IV. Efecto de la adicion de pectina de alta (HCM) o baja (LCM) metilacion en los
parametros productivos y la clasificacion morfologica y medidas de las vellosidades de la mucosa

del intestino delgado (Langhout y cols., 1999).

—_— Maiz Maiz + 30 g HCM/kg Maiz + 30 g LCM/kg ES
Peso 21 dias 766 - 618 750 - 163
Consumo diario 474 84 478 119
indice de conversion 1.301 1.782 1.338 0.016
Vellosidades: -
~_ Disposicion en zig-zag 62 - 5 50 89
Forma vellosidades; o
Lengua 15 43 12 48
Hoja 43 a7 45 58
Cresta w0 2 3 64 )
Enrevesado 3 9 7 38
Medida vellosidades: B B
Longitud vellosidad mm 844 B m 870 388
Profundidad cripta mm 133 129 131 16 o
N° células goblet -
/100 vellosidades 29" 48 43+ 4.27
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ante nuevos 1elos y estrategias
para mantener y/o aumentar la
productividad y cvitar la apari-
cion de problemas patologicos.
Historicamente, la ulilizacion
de APC ha ayudado a la pre-
veneion de la enteritis neero-
tica causada por Clostridium
perfringens (Cp). También cs
conocido que existen ciertos
[actores que predisponen a
una manada a desarrollar una
enteritis neerotica: condiciones
de estrés en ¢l mangjo, ingre-
dientes de la dicta, alteracio-
nes del programa alimentario
y coccidiosis subclinica (Shane
y cols.. 1935).

Anteriormente ya sc ha
mencionado que la presencia
dc PNA c¢n la dicta puede
aumentar los recuentos de Cp
en intestino y cicgos. Ademids,
trabajos mas antiguos ya rcla-
cionaban dircctamente ¢l uso
de diferentes cereales, trigo
(Branton y Reece, 1987), ce-
bada (Hofshagen y Kaldhus-
dal, 1992) o trigo. cchada, cen-
teno o avena en lugar de maiz
(Riddell y Kong, 1992), con un
aumento de la mortalidad
debido a la enteritis neerdtica
producida por Cp. Tanto Ta-
keda y cols. (1995) como mas
recicntemente Craven (2000),
con inoculacion experimental
de Cp. muestran claramente
que el centeno, v no ¢l maiz,
predispone al incremento del
nimero total unidades forma-
doras de colomas de Clostri-
ditm, tanto en ciegos como en
otras partes del intestino. Por
su parte, resultados obtenidos
cn nuestro departamento
(Francesch y cols., 1999) muces-
tran que ¢l uso de cebada fa-
vorece el ereeimiento de Clos-
tridrium en yeyuno ¢ fleon y
que ¢l uso de centeno favore-
ce su crecimiento en ¢l cicgo.
La adicion de enzimas redujo
en todos los casos esta coloni-
zacion.

Los tondforos utilizados
como coccidiostiticos tambicn
son activos contra bacterias
Gram-positivas. y cn Succia,
en donde ¢l uso de APC hace
mucho tiempo que ¢sta sus-
pendido, se consideran impor-
lantes para prevenir la coloni-
7acion de Cp y la aparicion de
enteritis necrotica (Elwinger y
cols.. 1998). Teniendo en cuen-
ta la supresion parcial de los
APC y de algunos coccidiosta-
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ticos, del incremento de la de-
manda de alimentos orgdnicos
y de la posibilidad de usar ro-
tacionalmente programas vacu-
nales para el control de la coc-
cidiosis, los pollos alimentados
con dietas tipo europeo, con
alto contenido en PNA, pue-
den ser mas susceptibles a
padecer enteritis necrotica. En
estas condiciones, seria posible
que la utilizacién de enzimas
ayudara a mantener el equili-
brio de la microbiota y en
ciertos aspectos reducir un po-
co la agresividad de infeccio-
nes por coccidia y las conse-
cuentes perdidas.

Se ha descrito que la visco-
sidad de la digesta disminuye
en animales inoculados con Ei-
meria, tanto en animales ali-
mentados con trigo (Morgan y
Cathpole, 1996) como con la
adicién de carboximetilcelulosa
de alta viscosidad a una dieta
maiz-soja (Wladenstedt y cols.,
2000). Una posible causa de la
reduccion de la viscosidad de
la digesta en los animales con
coccidiosis podria ser los cam-
bios osméticos y de absorcién
en el tracto digestivo produ-
cido por el pardsito, o cambios
en el consumo de agua.

En cuanto al papel que
pueden desarrollar Jos enzimas
en procesos infecciosos por
coccidias, hay pocos resultados
disponibles y algunos de ellos
son contradictorios. Morgan y

Catchpole (1996) encontraron
un mayor efecto de los enzi-
mas en animales infectados
que en animales no infectados
(Cuadro ). Por otra parte, las
mermas de productividad
debido a la infeccién fueron
mucho menores en los anima-
les con enzima anadido al
pienso. El enzima redujo la
viscosidad tanto en los anima-
les infectados como en los no
infectados. Mas recientemente,
Foster y cols. (2002) senalan
que la adicién de enzima en
dietas con alto contenido en
trigo puede ser negativo en
animales infectados por cocci-
dia (Cuadro III). Al contrano,
un trabajo reciente realizado
en nuestro departamento en
colaboracion con Shering
Plough, muestra que la adicion
de xilanasa a una dieta de tri-
go mejora significativamente el
rendimiento productivo, de
una manera mas importante
en los animales vacunados de
coccidiosis que en animales
con coccidiostdtico. La adicién
de xilanasa a la dieta de maiz
no produjo ningun efecto o en
algiin caso un efecto negativo,
especialmente en los animales
con coccidiostatico (Figura 3).

Morfologia de la pared
intestinal

Mantener la integridad de
la mucosa intestinal es primor-
dial para favorecer la absor-
cién de nutrientes. La forma y
disposicion de las vellosidades
intestinales incrementa por una
parte el area de absorcion y
facilita el flujo de la digesta.

b
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'}i\l | Centeno
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La forma de las vellosidades
cambia con la edad del ani-
mal. siendo primordialmente
en forma de dedo en el pri-
mer dia de vida. ensanchdn-
dose primero a forma de len-
gua v hoja para pasar al final
a forma de cresta (van Leeu-
wen. 2002). Por otra parte ¢l
nimero de vellosidades dismi-
nuye con la edad. especial-
mente durante los 10 primeros
dias de vida (Yamauchi y [ss-
hiki, 1991), incrementando la
superficie por el alargamiento
de las mismas y ensancha-
miento. Se cree que la disposi-

Figura 1. Fpitelio intestinal
del fleuntde pollos alimen-
tados con niaiz o centeno.,
Microscopia electronicade
rasireo (ZO2).

cion de las vellosidades si-
guiendo un patron regular
transversal en zig-zag es bene-
ficiosa para la absorcion de los
nutrientes, al retardar el fluir
de la capa exterior de la di-
gesta e incrementar su contac-
to con el epitelio. Al contra-
rio, una disposicién de las
vellosidades en paralelo o de
forma enrevesada podria re-
presentar cierto impedimento
a la absorcion.

Con relacidn a la viscosidad,
microflora y morfologia intesti-
nal, se conoce que el incre-
mento en la actividad micro-
biana en el tracto digestivo con
dietas de alta viscosidad puede
alterar las funciones secretivas
y la morfologia ¢ histologia del
intestino reduciendo la superfi-
cie atil y la capacidad de
absorcién de nutrientes. Sakata
(1987) observo en ratas, una
relacion directa entre el incre-
mento de la actividad bacte-
riana y cambios en la morfolo-
gia de la pared intestinal. Asi
mismo. Viveros v cols. (1994)
encontraron una reduccion de
la longitud y anchura de las
vellosidades. atrofia de las
vellosidades y un aumento en
el numero v tamafio de células
de goblet con el uso de
cebada, en comparacion con cl
uso de maiz, diferencias que
no se observaron con la utili-
zacion de enzimas. Con segun-
dillas de trigo. Jaroni y cols.
(1999) obtuvieron resultados
similares. Langhout el al.
(1999). muestran claramente
que la adicion de pectinas solu-
bles cn agua de alta metilacion
en una dieta de maiz, reduce

CUADRO V. Efectos de la adicion de pectina de alta metilacion con o sin infeccion de

Salmonella typhimurium en los parametros productivos y en la disposicion y forma de las
vellosidades de la mucosa del intestino delgado (Van Leeuwen, 2002).

Pectina {30 g/kg) - - +
__Infeccién Salmonella - - +
__Peso 21 dias L& - 795 598 _ 588
Consumo diario 7-21 d (g) | 51 53
__Indice de conversion 1.35 131 178 184
{%) Area disposicion en zig-zag 40 ¢ 28 18 - 4
(%) Area disposicion irregular | " 2" 20 27
(%) Area con vellosidades tipo:
Lengua 52 37 34 B -~
Hoja 22 31 26° 3
Cresta 26 - 32 35 3
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el porcentaje de drca con
vellosidades dispuestas ¢n un
patron ordenado en zig.-zag,
aumentando las drcas de dis-
posicion irregular. También
observaron modilicaciones ¢n
la clasificacion morfoldgica de
las vellosidades intestinales.
aumentando el nimero de ve-
llosidades en forma de lengua
y disminuyendo las de forma
de cresta. El nimero de células
de goblet o calciformes. sc-
cretoras de mucina. tambicn se
vio incrementado con la adi-
cion de pectinas. Todos estos
cambios cstaban asociados a
una reduccion de los pardme-
tros productivos (Cuadro 1V).
Mas recientemente. van [ecu-
wen (2002) cstudiando ¢l clee-
to de factores dictarios y la
infeccion con Salmonella 1vpliv-
murium sobre la morfologia de
la mucosa intestinal llegan a
los mismos resultados, La adi-
cion de pectina decrece ¢l drea
con las vellosidades dispucstas
en zig-zag y aumcenta ¢l drea
con disposicion irregular (Cua-
dro V). La infeccidon con Sal-
monella potencia los clectos
negativos de la pectina sobre
los pardmetros productivos v a
morfologia de la mucosa.

Con relacion al clecto de los
enzimas sobre la morfologia de
la mucosa intestinal, resultados
de nuestro deparlamento mucs-
tran que pollos alimentados
con maiz presentan vellosidades
mas largas que pollos ahmen-
tados con centeno. La adicion
de cnzimas reduce la longitud
de Tas vellosidades en los ani-
males alimentados con maiz y
la incrementa en los animales
alimentlados con centeno. La
presencia de mucina cn la
superficie cpitelial ¢s superior
en los animales alimentados
con centeno y la adicion de
enzimas reduce la presencia de
mucina lanto en pollos alimen-
tados con centeno como ¢n
pollos alimentados con maiz
(Figura 4).
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