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1.- INTRODUCCION

Desde la entrada en vigor en la Union Europea de la prohibicion para el uso de
promotores de crecimiento antimicrobianos en piensos de avicultura en Enero de 2006, se
ha producido un aumento repentino en el nimero de casos registrado de enteritis necrética,
asi como en el nimero de granjas de broilers con ‘vagos problemas de salud intestinal
pero con una fuerte reduccion de los rendimientos productivos. Estos Ultimos casos se
refieren normal mente como * disbacteriosis'.

La enteritis necrética es una enfermedad clinica severa que afecta a pollos entre 3y
4 semanas. Se caracteriza por un aumento agudo de la frecuencia de muertes stibitas sin
sintomas previos. Este aumento de mortalidad se extiende generalmente a lo largo de una
semana. Lalesion caracteristica en la necropsia es la presencia de multiples foci de distinto
tamafio en la mucosa intestinal. La bacteria Clostridium perfringens perteneciente al
toxinotipo A se considera la principal causa de esta enfermedad, aunque bacterias de este
tipo se encuentran también en el contenido intestinal de broilers clinicamente sanos
(Gholamiandekhordi et a., 2006). Nuestro grupo ha desarrollado recientemente un modelo
in vivo altamente reproducible para estudiar esta enfermedad, y hemos publicado un
informe sobre la cuantificacion de las lesiones con este modelo (Gholamiandekhordi et al.,
2007).
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La disbacteriosis es la denominacion que se usa generamente para definir un
sindrome subclinico a nivel de una granja, que debe cumplir los siguientes criterios:

i) Baja eficacia alimenticiay reducida ganancia de peso.

i) Heces himedas con presencia de particulas de alimento no digeridas.

1) En la necropsia, presencia de bolsas finas, fragiles y distendidas, llenas de
mucinay particulas de alimento no digeridas.

Para el estudio de la disbacteriosis, hemos desarrollado igualmente un modelo in
vivo (Teirlynck et a., 2008a), asi como métodos para cuantificar las lesiones (Teirlynck et
al., 2008b).

La enteritis necrdtica puede considerarse como un prototipo para problemas agudos
de salud intestinal (aunque también pueden darse casos subclinicos), mientras que la
disbacteriosis es el prototipo de problema de salud intestinal subclinica.

2.- CUANTIFICACION DE LASLESIONES INTESTINALESEN LA ENTERITIS
NECROTICA

Las infecciones con Clostridium perfringens en aves se presentan habitualmente
como una enfermedad clinica aguda (enteritis necrética), aunque estas infecciones pueden
también pasar sin sintomas clinicos (Kadhusdahl et al., 2001). EI modelo que hemos
desarrollado resulta en una enfermedad subclinica, evitando un incremento de la
mortalidad, que puede plantear cuestiones éticas y que en cualquier caso es un criterio
altamente variable e impredecible.

La metodologia experimental ha sido establecida después de varios ensayos. Es
una modificacion adicional de diferentes protocolos descritos previamente
(Gholamiandekhordi et a., 2007). Broilers de un dia de edad fueron obtenidos de
incubadoras comerciales y se mantuvieron en aislamiento estricto. Fueron alimentados con
harina hiumeda que contenia trigo (50%) y cebada (10%) como principales fuentes de
energia y harina de soja como fuente proteica. Desde los 20 dias de edad en adelante, la
fuente de proteina paso a ser harina de pescado (30%). El dia 1, las aves fueron inocul adas
oralmente con una dosis 10 veces superior a la recomendada de vacuna de coccidios viva.
Durante los dias 18, 19, 20 y 21, las aves fueron inoculadas oralmente con 4 x 10® ufc de
una cepa (n° 56) de Clostridium perfringens tres veces a dia. Las aves fueron sacrificadas
los dias 22, 23 6 24. La cuantificacion de la severidad de las lesiones se hizo usando una
combinacion de diferentes pardmetros. Las principales lesiones en €l intestino delgado
(desde € duodeno hasta €l ileon) se clasificaron de 0 a 6 segun los siguientes criterios: 0 =
sin lesiones graves, 1 = mucosa intestinal congestionada; 2 = pequefias erosiones focales
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(1-5 foci); 3 = necrosis focal o ulceracion (6-15 foci); 4 = necrosis focal o ulceracion (16
foci 0 mas); 5 = &eas necréticas de 2-3 cm de largo; 6 = necrosis difusa tipica
Valoraciones superiores a2 se consideraron casos de enteritis necrotica positiva. El resto
de parametros se clasificaron a partir de secciones histolégicas obtenidas de muestras de
duodeno, yeyuno e ileon. Lalongitud de los villi, la profundidad de las criptas y larelacion
entre longitud profundidad se determinaron sobre 10 villi y 10 criptas seleccionados al
azar en cada seccién histolégica, utilizando un sistema de andlisis de imagenes asociado a
un PC. Lafusién delos villi se valord utilizando un sistema propio (Gholamiandekhordi et
al., 2007; Teirlynck et al., 2008b) basado en e nimero y extension de los villi fusionados.
De forma similar se valoraron los defectos epiteliales, con especia atencion al
aplastamiento de células epiteliales y a la magnitud de las erosiones. Iguamente se
valoraron semicuantitativamente la congestion intestinal, |as hemorragias en lamucosay la
precipitacion de residuos en el lumen intestinal.

En varios experimentos repetidos utilizando la misma metodologia descrita
anteriormente, aproximadamente un 50% de las aves desarrollaron lesiones necroticas
facilmente visibles. La vaoracion de las lesiones fue altamente reproducible. Como
consecuencia, se concluyé que este modelo puede utilizarse para evaluar diferentes
aditivos alimenticios y otros tratamientos propuestos para el control de la enteritis en
broilers. Las evaluaciones histol6gicas fueron complementarias de la valoraciéon de las
lesiones, ya que permitian detectar dafios moderados que no son facilmente visibles y que
pueden encontrarse en el 50% de aves que no desarrollan graves lesiones después de la
doble inoculacion con coccidios y Clostridium perfringens, o después de la inoculacion
individual con alguno de estos dos agentes infecciosos. Esto parece indicar que una
sobredosis de vacuna viva de coccidios unida a Clostridium perfringens actdan de forma
sinérgica para inducir €l desarrollo de lesiones necréticas en el aparato digestivo. Cuando
estas aves con sintomas subclinicos son sacrificadas a edades més tardias no se encuentran
lesiones necroticas en el intestino. Esto parece indicar que este tipo de lesiones moderadas
de la mucosa no resultan fatales para €l animal. Esta todavia por determinar si la toxemia,
situaciones de shock, coagulacion vascular diseminada u otras complicaciones son las
responsables de la mortalidad en situaciones précticas de granjas comerciales.

3.- CUANTIFICACION DE LOS PROBLEMAS INTESTINALES EN CASOS DE
DISBACTERIOSIS

Las disbacteriosis han sido observadas como la patologia dominante en broilers
desde la prohibicion de los promotores de crecimiento antimicrobianos. Es bien conocido
que estos promotores pueden compensar los denominados efectos anti-nutritivos de los
polisacaridos no amilaceos que se encuentran en altas concentraciones en los granos de
cereales (Choi y Ryu, 1987). Estos efectos anti-nutritivos se han asociado con un aumento
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de la viscosidad de los contenidos intestinales y una reduccion de la digestibilidad y
absorciéon de nutrientes.

En nuestro Departamento hemos desarrollado un modelo in vivo basado en los
efectos anti-nutritivos de |os polisacéridos no amiléceos del trigoy el centeno (Teirlynck et
a., 2008a). En este modelo, los pollos broiler recibieron piensos de arrangue, crecimiento
y acabado que cubrian todas sus necesidades de energia y proteina, aminoacidos
esenciales, vitaminas y minerales. Para cada uno de los tres periodos (arranque,
crecimiento y acabado), se formularon dos piensos diferentes. Estos piensos eran similares
en todos sus aspectos con la Unica diferencia de que € contenido energético en una
formula procedia principalmente de trigo (50%) y centeno (5%), mientras que en la otrala
principal fuente de energia era maiz (56%). El resto de los ingredientes se mantuvo o mas
constante posible. Las aves se mantuvieron aisladas, libres de patdgenos infecciosos. A las
2, 4y 6 semanas de edad, los pollos fueron pesados y se determiné el indice de conversion.
A cada edad se sacrifico un grupo de pollos. Se obtuvieron muestras de duodeno, yeyuno,
ileon y ciego que fueron procesadas para histologia. Se determiné lalongitud de los villi y
el espesor de la capa muscular mediantes un sistema de andlisis de imégenes instalado en
un PC. También se evalud el grado de fusién de los villi. Todos estos analisis cuantitativos
se hicieron sobre secciones de tegjidos tefiidas con hematoxilina y eosina. EI nimero de
células de Goblet se determind en secciones de tejido tefiidas con Periodic acid Schiff.
Para la identificacion de linfocitos-T se realizé una tincién inmuno-histoquimica de las
secciones en parafina. Esta poblacién de células se cuantificd usando el parametro ‘érea
proporciona’ en un sistema automatico de analisis de imagenes. La técnica de marcado de
terminales de uridina (TUNEL) se uso parea identificar las células epiteliales apoptoticas.
Finalmente, la composicién de la microbiota intestinal se establecié mediante técnicas T-
RFLP después de la extraccion total de DNA de contenido cecal .

Tal como se esperaba, €l suministro de un pienso basado en trigo y centeno como
principales fuentes de energia, sin suplementacién con promotores antibiéticos de
crecimiento o xilanasas, resulté en un empeoramiento del indice de conversion. Ademas, la
alimentacion con trigo/centeno resulté en un incremento significativo de la fusion de villi,
una capa muscular mas fina'y un aumento en el nimero de células Goblet situados sobre
los villi intestinales. También se observé con este pienso la presencia de un mayor nimero
de células apoptoticas tanto en los apices de los villi como en las criptas. El nimero de
linfocitos-T infiltrados fue marcadamente més elevado en el grupo alimentado con
trigo/centeno, especialmente en los animales de mayor edad. Todos estos cambios en la
mucosa intestinal estuvieron acompafiados por un cambio en la composicién de la flora
microbiana determinada por T-RFLP, especidmente a las dos semanas de edad. Sin
embargo, la naturaleza de los componentes de la microbiota que son estimulados o
deprimidos por €l tipo de pienso no puede determinarse con precision con esta técnica.
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La microbiota puede tener influencia en los cambios en e contenido en mucinas en
el lumen intestinal. En este sentido, se ha documentado que las bacterias pueden inducir la
expresion de genes responsables de la produccion de mucinas, mientras que por otro lado
producen enzimas capaces de degradar esas mucinas (Deplancke and Gaskins, 2001;
Deplancke et al., 2002). En & presente modelo, hubo un incremento evidente en la
produccién de mucina ligado a un aumento de la proporcion de células epiteliales en los
villi. Esto puede explicar el mayor contenido en mucinas en & lumen intestinal, como
también se observa en casos précticos de disbacteriosis. Las bacterias presentes en el
intestino pueden interaccionar con las células epiteliales de los villi. Estas interacciones
pueden tener diferentes efectos sobre la mucosa. Asi, hemos demostrado recientemente que
la bacteria Campylobacter puede entrar y salir de las células epiteliales (Van Deun et al.,
2008a). Este proceso no causa aparentemente una respuesta inflamatoria en la mucosa
digestiva de broilers (Van Deun et al., 2008b).

Otras bacterias pueden activar receptores TLR presentes en las células epiteliaes,
dando lugar a inflamacion intestinal (Gribar et al., 2008). Una interaccion bien
documentada es |a existente entre bacterias Gram negativas y receptores TLR-4, mediada
por el enlace especifico del lipopolisacarido de la bacteria Gram negativa sobre €l TLR-4.
Estudios sobre la composicién de la microbiota intestinal en broilers han demostrado que,
en € ileon, el 70% de los microorganismos presentes estan rel acionados con Lactobacillus,
mientras que en el ciego un 65% estén relacionados con Clostridios y sblo un 8% con
Lactobacillus (Lu et al., 2003). En & colon humano las bacterias Clostridiaceae suponen
entre un 30 y un 60% del total y estan relacionadas con los clusters 1V y X1Va (Hold et al.,
2002). Recientemente, hemos conseguido aislar en e ciego de broilers la bacteria
Butyricicoccus pullicaecorum una cepa de clostridio relacionada con €l cluster 1V (Eeckaut
et a., en prensa). La mayor parte de estas Clostridiaceae parecen consumir acético y/o
l&ctico y producir grandes cantidades de butirico (Belenguer et a., 2006). Se ha
demostrado que €l butirato contribuye a inhibir lainflamacion, através de la inhibicion del
factor nuclear kappa B y de la deacetilacion de histonas, y a estabilizar las uniones
epiteliales (Hamer et al., 2008). Esta es posiblemente la razon por la que €l butirato puede
mejorar los rendimientos productivos en broilers (Leeson et al., 2005). En los grupos
alimentados con piensos trigo/centeno en el presente modelo, la disponibilidad de grandes
cantidades de beta glucanos para la microbiota intestinal, puede conducir a un
desequilibrio entre poblaciones microbianas pro-inflamatorias (activadoras de receptores
TLR) y bacterias productoras de butirato. Esto puede explicar los dafios observados en la

mucosay laimportante respuesta inflamatoria que dalugar a empeoramiento del indice de
conversion.
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4.- CONCLUSIONES

Se han desarrollado model os experimentales para el estudio de la enteritis necrética
por un lado y las disbacteriosis por otro. Ambas situaciones reflejan diferentes
manifestaciones de problemas de salud intestinal que constituyen actualmente un
importante problema para la industria avicola. Estos modelos constituyen herramientas
Utiles para el estudio de los mecanismos de los problemas de salud intestinal. Ademés,
pueden ser utilizados para evaluar diferentes aditivos y de otros métodos actualmente en
desarrollo para mejorar la salud intestinal en aves.
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