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Resumen

GERARDO MANUEL NAVA MORALES. Alimentos funcionales: modificación de la
ecología gastrointestinal del pollo de engorda neonato con ia inclusión de un prebiótico
en la dieta. (Bajo la supervisión de DVM. MSc. PhD. Büty M. Hargis, MVZ. MC. PhD.
Guillermo Téllez Isaías, MVZ. MC. PhD. Sergio Gómez Rosales).

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la administración de un
alimento funcional (AF) suplementado con el prebiótico harina de Aspergillus (HA),
sobre la fisiología y ecología gastrointestinal de pollos de engorda neonatos. Para este
fin, se utilizaron dos dietas básales formuladas en base sorgo-soya: a), dieta control
(grupo control) y b). dieta adicionada con 0.2% de HA (grupo AF). Estas dietas fueron
administradas a las aves del día 1 al 30 de edad. El tiempo de tránsito gastrointestinal
(TTG) fue evaluado a los 15 y 26 días de edad. El análisis morfométrico de la mucosa
intestinal (ileon y ciego), pH del contenido intestinal de ingluvies y ciego, concentración
de ácidos grasos de cadena corta (AGCC), utilización de proteína y energía (P-E) a
nivel de ileon, concentración de minerales (cenizas, calcio y fósforo) y la exclusión de
Salmonella enterítidis (SE) de órganos internos (tonsilas cecales, hígado y bazo) se
realizó a los días 10, 20 y 30 de edad. El peso corporal (PC, días 9,16 y 27 de edad), la
uniformidad del peso corporal (UPC, días 9, 16 y 27 de edad), el número más probable
de microflora intestinal aeróbica y anaeróbica en el contenido intestinal (día 20 de edad)
y la síntesis de bacteriocinas (in vivo y in vitro, día 8 de edad) se realizó a diferentes
días de edad. La administración del AF suplementado con HA aumento modificó
significativamente la fisiología y ecología del tracto gastrointestinal. En el grupo AF, se
observó un aumento en el TTG, el número total de UFC de microflora aeróbica
(coliformes, hongos-levaduras y enterobacterias), anaeróbica (Lactobaciilus sp) y una
marcada reducción en el grado de invasión a órganos internos por SE, al comparar
estos valores con el grupo control (P<0.05). No se observaron diferencias entre grupos en
el número total de CFU de Clostrídium sp. La administración del AF aumentó el tamaño de
la vellosidad de ileon al día 20 de edad. Este efecto no se observó en la mucosa de ciego.
En la evaluación de pH de ingluvies no se observaron diferencias entre grupos a diferentes
edades. Sin embargo, en el grupo del AF se observó un aumento en los valores de pH de
ciego a los 20 días de edad. No se observaron diferencias significativas entre grupos en
las concentraciones de AGCC en ingluvies y ciego. En el grupo AF al día 20 de edad se
observó una aumento en el pH cecal y una aparente reducción en la concentración de
AGCC de este órgano. Este efecto de menor concentración y aumento en los valores de
pH ha sido relacionado con un aumento en la absorción intestinal de AGCC, mecanismo
fisiológico "dependiente de la concentración". Las aves del AF presentaron una mejor
utilización de la P-E en ileon y un aumento en la concentración de minerales en tibia al día
10 de edad. Durante y al final del experimento, no se observaron diferencias en PC. Sin
embargo, el grupo del AF presentó la mejor UPC. La suplementación de HA favorece la
síntesis de bacteriocinas por parte de la mícroflora benéfica del lumen intestinal. Los
resultados del presente estudio describen los posibles mecanismos fisiológicos a través de
los cuales la suplemementación de HA en el alimento funcional favorece la ecología
intestinal. Incluyendo un mejor desarrollo del tracto intestinal, desarrollo corporal y
reducción de la infección por SE.

Palabras claves: Prebiótico, Ecología gastrointestinal, Harina de Aspergillus, Fisiología
intestinal, Pollos de engorda.



Abstract

GERARDO MANUEL NAVA MORALES. Functional foods: Manipulating the
gastrointestinal ecology in the neonate broiler chicks with Aspergillus mea! prebiotic
added in the diet. (Advisors: DVM. MSc. PhD. Billy M. Hargis, MVZ. MC. PhD.
Guillermo Téllez Isaías, MVZ. MC. PhD. Sergio Gómez Rosales)

Gastrointestinal physiologic and ecologíc effect of Functional food (FF) supplemented
with Aspergillus meal prebiotic (AM) in neonate broilers diet was investigated. Two
experimental basal sorghum-soybean diets: a), control diet (control group) and b). diet
plus 0.2% of AM (FF group), were administrated from day 1 to 30 of age.
Gastrointestinal transit time (GTT) was evaluated at days 15 and 26 of age.
Morphometric analysis of intestinal mucosa (ileum and ceca), crop and cecal pH, short
chain fatty acids (SCFA), protein and energy (P-E) in ileal digest, mineral contení in tibia
(ashes, calcium and phosphorus) and Salmonella enterítidis (SE) organ (cecal tonsils,
liver and spleen) exclusión were evaluated at 10, 20, and 30 days oíd. Body weight (BW
at 9, 16 y 27 days of age), BW uniformity (BWU, at 9, 16 y 27 days of age), gut aerobic
and anaerobic microflora (20 days o!d), and bacteriocin synthesis (8 day oíd) were
evaluated at different ages. Increases in the GTT, total CFU of aerobic (coliforms, mold-
yeast, and enterobacteriaceae), anaerobic (Lactobadllus) microflora and a reduction on SE
organ invasión were observed in the group fed with FF compared with control (P<0.05). No
differences were observed on total CFU of Clostrídium between both groups. Dietary
supplementation of AM in the FF increased the villi height in the ileum at 20 days, but no
changes in ceca were observed. Aithough there were no differences on crop pH at any
time of evaluation, an increase in cecal pH in FF group was observed at 20 days. No
significant changes in crop SCFA were observed between groups at any time. Interestingly,
at 20 days, a reduction of cecal SCFA concentrations was observed in the FF group. This
effect and the alkalinity of cecal pH support the concept that absorption of SCFA may be
concentration-dependent. Chicks fed with FF at day 10 showed the best P-E utilization in
the ileum and an increase in mineral content in tibia. Dietary AM supplementation did not
affect BW, but improved BWU. The results of the present study describe the possible
physiological pathways by which dietary AM could be a good substrate for improving
gastrointestinal ecology. These improvements include enhanced gut development,
growth performance and reduction of SE infectivity.

Key words: Prebiotic, Gastrointestinal ecology, Aspergillus meal, Gastrointestinal
physiology, Broiler chicken.



ALIMENTOS FUNCIONALES: MODIFICACIÓN DE LA ECOLOGÍA

GASTROINTESTINAL DEL POLLO DE ENGORDA NEONATO CON LA

INCLUSIÓN DE UN PREBIÓTICO EN LA DIETA

Introducción

Alimentos funcionales

En el pasado, el principal objetivo en el procesamiento de alimentos convencionales,

era reducir o inactivar cualquier población microbiana presente en los alimentos

terminados. Una de las principales metas de ¡a industria de alimentos fue el desarrollo

de productos estables, por lo que se requería de la utilización de procedimientos

térmicos para la eliminación de las bacterias presentes en los productos. En ta

actualidad, la nueva era de los alimentos, demanda el desarrollo de "alimentos

funcionales" y la introducción de los productos bióticos en la industria alimenticia.1

Los recientes avances en biotecnología apoyan la hipótesis de que la dieta modula

varias funciones importantes del organismo, además de proveer los nutrientes

necesarios para el desarrollo de los individuos. Aquel viejo concepto de la nutrición

enfocado en diseñar dietas ausentes de efectos adversos, ha sido modificado por la

idea de diseñar dietas que promuevan el bienestar, una mejor salud y disminuir la

presencia de enfermedades. En la última década, principalmente en Japón, Europa y

los Estados Unidos, se han dado a la tarea de actualizar el concepto de la nutrición, con

el desarrollo de alimentos funcionales.23

Los alimentos funcionales son dietas con la apariencia de un "alimento convencional"

que son consumidas como parte de una dieta normal, pero que han sido adaptadas



mediante varias estrategias para proporcionar beneficios fisiológicos y reducir el riesgo

de enfermedades, además de poseer los efectos de nutrición tradicionales.1'4'5

Para que un alimento pueda ser llamado "funcional" debe de cubrir uno de los

siguientes dos criterios, 1) que alguno de sus componentes alimenticios (nutriente o no)

genere efectos benéficos en una o varias funciones en el organismo. 2) generar un

efecto fisiológico, más allá que el efecto nutricional tradicional.6'7

En la actualidad, algunas de las estrategias para el desarrollo de los alimentos

funcionales son:1ASi8'9

1. La utilización de probióticos, que son microorganismos vivos que proporcionan

un efecto benéfico para al hospedador. Hoy en día, se busca la selección de

probióticos con funciones específicas.

2. La utilización de prebióticos, que son ingredientes o componentes de la dieta

que tienen un efecto benéfico para la microflora intestinal.

3. La combinación de probióticos y prebióticos, llamada simbióticos.

4. El desarrollo de alimentos funcionales basados en la adición de ingredientes

específicos que son dirigidos a una acción en particular. El ejemplo más común

de esto, es la inclusión de ácidos grasos omega-3, o ácidos grasos

polinsaturados.

Existen algunas diferencias en cuanto la terminología que se emplea en Europa y

U.S.A. del concepto de "alimentos funcionales". Sin embargo, las dos regiones

participan activamente en el desarrollo de estos productos. Se estima que esta industria

crece anualmente del 15 al 20% y que se invierten más de 63 billones de dólares en el

desarrollo de nuevos productos. En los U.S.A. este concepto se conoce con el nombre

de "nutraceutica" y en Europa se utiliza el término "alimentos funcionales.4'10'11 Las

principales recomendaciones de la comisión Europea para el desarrollo de Alimentos



funcionales: FUFÓSE (Functional Food Science in Europe) para el desarrollo de

alimentos funcionales son, a), los alimentos funcionales deben ser alimentos

convencionales, utilizados en la alimentación diaria; b). se debe demostrar con bases

científicas los efectos benéficos de los alimentos funcionales, además de los efectos

nutricionales; c). deben promover el bienestar, la salud, mejorar la calidad de vida y

disminuir el riesgo de enfermedades, además de cubrir los requerimientos nutricionales

de los individuos y d). deben ser formulados exclusivamente con ingredientes

naturales.4

Las investigaciones y el desarrollo de productos bióticos (probióticos, prebióticos,

simbióticos, alimentos funcionales, etc.) se ha visto incrementada en los últimos años,

debido a la evidencia de que estos productos proporcionan grandes beneficios en la

salud de los individuos consumidores, incluyendo la resistencia a enfermedades, la

actividad antibacteriana y desarrollo del sistema inmune9. El primer paso en el

desarrollo de alimentos funcionales es la identificación y comprensión de los

mecanismos de interacción entre el componente del alimento y la función corporal. En

esta base, el efecto funcional puede ser definido y demostrado en modelos importantes,

incluyendo estudios en nutrición humana4. La comisión Europea para el control de

alimentos recomienda que los estudios para el desarrollo de productos bióticos se

clasifiquen en tres categorías, 1. Fuertes, cuando se haya demostrado su efecto

benéfico en humanos, 2. Prometedores, cuando no se haya comprobado en humanos,

pero se están desarrollando investigaciones al respecto y 3. Preliminares, cuando hayan

sido confirmados en animales.12 Por lo tanto, el modelo animal es la base para el

desarrollo de alimentos funcionales.

Entre los beneficios más importantes que promueven los alimentos funcionales hacia el

organismo, se encuentra la función gastrointestinal, incluyendo en este, el control del

tiempo de tránsito gastrointestinal, modificación de la microflora intestinal, modulación



de la motilidad y proliferación celular de la mucosa intestinal, modificación de la

actividad inmunológica intestinal, regulación de la función endocrina del tracto intestinal,

además de algunas funciones sistémicas que podrían ser la clave para el desarrollo de

estos alimentos. 5-13'14'15 Sin embargo, el papel de los prebióticos, probióticos y

simbióticos necesita ser analizado a fondo para lograr el balance de la microflora

intestinal y como conocer como participa esta, en el metabolismo del consumidor.4

Hoy en día, el uso indiscriminado de antibióticos y el dramático incremento de

patógenos bacterianos resistentes, ha incrementado el interés de utilizar alimentos

funcionales como una alternativa conjunta con la terapia antimicrobiana. El concepto

"nutrición eco-inmune" ha surgido como una nueva herramienta para el tratamiento

postoperatorio de pacientes intervenidos quirúrgicamente o que necesitan recobrar su

microflora intestinal después de una prolongada terapia con antibióticos.16'17

El uso de los alimentos funcionales en la alimentación humana se ha incrementado en

los últimos años, de tal forma que el empleo de bacterias ácido lácticas en la

elaboración de este tipo de alimentos representa el 25% de los componentes de la dieta

humana. La supíementación en la dieta con este tipo de microorganismos benéficos, no

solo se ha utilizado en la alimentación humana, sino además se ha empleado en la

producción animal y en la agricultura.17

Probióticos

Un probiótico es definido como un suplemento alimenticio que contiene bacterias

viables y que proporcionan efectos benéficos para el consumidor (huésped). Este

concepto inicialmente fue utilizado en la alimentación animal. Sin embargo, desde

mediados del siglo pasado, varias mezclas de microorganismos, especialmente



de la motilidad y proliferación celular de la mucosa intestinal, modificación de la

actividad inmunológica intestinal, regulación de la función endocrina del tracto intestinal,

además de algunas funciones sistémicas que podrían ser la clave para el desarrollo de

estos alimentos. 5-13'14'15 Sin embargo, el papel de los prebióticos, probióticos y

simbióticos necesita ser analizado a fondo para lograr el balance de la microflora

intestinal y como conocer como participa esta, en el metabolismo del consumidor.4

Hoy en día, el uso indiscriminado de antibióticos y el dramático incremento de

patógenos bacterianos resistentes, ha incrementado el interés de utilizar alimentos

funcionales como una alternativa conjunta con la terapia antimicrobiana. El concepto

"nutrición eco-inmune" ha surgido como una nueva herramienta para el tratamiento

postoperatorio de pacientes intervenidos quirúrgicamente o que necesitan recobrar su

microflora intestinal después de una prolongada terapia con antibióticos.16'17

El uso de los alimentos funcionales en la alimentación humana se ha incrementado en

los últimos años, de tal forma que el empleo de bacterias ácido lácticas en la

elaboración de este tipo de alimentos representa el 25% de los componentes de la dieta

humana. La supíementación en la dieta con este tipo de microorganismos benéficos, no

solo se ha utilizado en la alimentación humana, sino además se ha empleado en la

producción animal y en la agricultura.17

Probióticos

Un probiótico es definido como un suplemento alimenticio que contiene bacterias

viables y que proporcionan efectos benéficos para el consumidor (huésped). Este

concepto inicialmente fue utilizado en la alimentación animal. Sin embargo, desde

mediados del siglo pasado, varias mezclas de microorganismos, especialmente



Lactobacillus y Streptococcus han sido utilizadas en la elaboración de productos

fermentados para promover la salud humana.8"16'18

El termino probiótico fue introducido en 1970 para describir así a todos los suplementos

alimenticios de microorganismos proporcionado a hombres y animales. Posteriormente

Fuller, define el termino de probióticos como todo suplemento de microorganismos vivos

que tienen un efecto benéfico en el animal hospedador debido a un mejoramiento en el

balance de la microflora intestinal. Los probióticos utilizados en la alimentación animal

incluyen Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus, Streptococcus, Pediococcus,

Enterococcus, levaduras como Saccharomyces, Aspergillus and Turolopsis.™ Algunos

autores sugieren que los probióticos que introducen un nuevo género bacteriano al

microambiente intestinal, son mas ventajosos que los que logran una rápida maduración

o establecimiento de la microflora endémica. Por ejemplo, la administración de

lactobacilus como probiótico en la alimentación de pollos y cerdos, genera una

respuesta muy discreta, debido a que esta bacteria esta presente en un gran número en

el tracto gastrointestinal de estos animales'19, pero su uso en humanos ha sido

exitoso,20'21 debido a que esta bacteria no es predominante en la microflora intestinal

del hombre.22 Sin embargo, en estudios recientes se logrado proteger a pollos neonatos

contra la infección por salmonela, con la administración profiláctica de probióticos

provenientes de microflora intestinal de aves adultas.23-24 Esto sugiere que para el

desarrollo de probióticos, es necesario estudiar a fondo la interacción entre los

microorganismos endémicos de un ecosistema intestinal, así como también el posible

efecto benéfico por la introducción de microflora intestinal proveniente de otra especie.

Con el uso de probióticos, también ha demostrado que es posible regular algunas

actividades fisiológicas del organismo hospedador, por ejemplo, a) incremento de la

capacidad digestiva, 2) desarrollo de las defensas inespecíficas del tracto intestinal, 3)

modulación de la inmunidad sistémtca e intestinal, 4) mantenimiento de la mucosa

10



intestinal y 5) reducción de la inflamación y la presentación de alergias hacia los

alimentos. Por estas acciones, los probióticos no solo son considerados como productos

para mantener la funcionalidad del organismo, sino además como productos

terapéuticos.1'16'17 En la actualidad, el uso potencial de ios probióticos va encaminado a

la modulación de la fisiología intestinal de los individuos.1

Prebióticos

El termino prebiótico fue introducido por Gibson y Roberfroid en 199525 para describir a

los suplementos alimenticios que no son digeribles por el hospedador y que generan

efectos benéficos para la salud, estimulando selectivamente el desarrollo o la actividad

de una o varias bacterias en el tracto intestinal.25 Para que un ingrediente alimenticio

pueda ser clasificado como prebiótico, debe: a) no ser hidrolizado o absorbido por el

tracto intestinal; 2) ser un sustrato selectivo para una o varias bacterias benéficas

habitantes del tracto intestinal, estimulando la proliferación y/o el metabolismo de las

mismas y 3) este aumento en la actividad de la microflora intestinal, debe ser benéfico

para el hospedador.26

Las bacterias "alimentadas" por un sustrato específico (prebiótico), presentan la ventaja

de una mayor proliferación comparada con el resto de las bacterias del tracto intestinal.

Estudios in vitro e in vivo con prebióticos, han demostrado que algunos de estos tienen

actividad bifidogénica, capacidad de reducir el pH del contenido intestinal, incrementar

la producción de ácidos grasos volátiles, favorecer la síntesis de metabolitos

bacterianos y restaurar la ecología intestinal en los individuos. Además, estos factores
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• Modulación de la fisiología intestinal, especialmente las funciones que se asocian

con el balance de la microflora intestinal, tas reguladas por la actividad endocrina de

los órganos, las que dependen de la actividad inmune, el control de nutrientes, el

tiempo de tránsito gastrointestinal y la motilidad intestinal.15

• Modulación hormonal, vía balance insulina/glucagon, producción de péptidos

gastrointestinales o metabolismo de macronutrientes (especialmente carbohidratos y

ácidos grasos.2

Alimentos funcionales suplementados con prebióticos: efectos en la fisiología del

tracto intestinal

La idea de que los alimentos funcionales suplementados con productos bióticos tienen

efectos benéficos en la salud de los individuos, es toda una línea de investigación a

nivel mundial. Las universidades, compañías e institutos de investigación relacionadas

en el área, dirigen toda su atención a investigar la modulación de la función del tracto

intestinal a través de los alimentos funcionales.

Los mecanismos por los cuales los alimentos funcionales suplementados con

prebióticos afectan la microecología del tracto intestinal, no han sido analizados a fondo

en la actualidad, pero los mecanismos de acción que han sido observados son: 1)

promueve el desarrollo de microflora benéfica; 2) favorece la producción de sustancias

antibacteriales (bacteriocinas), que son secretadas por la microflora intestinal y que

tienen un importante efecto sobre el control de la microflora gastrointestinal patógena; 3)

estimulación de la respuesta inmune (títulos de anticuerpos, actividad de macrófagos,

células T, interferón, interiucinas, placas de Peyer) en contra de patógenos intestinales;

4) competencia por receptores de la mucosa intestinal para la adhesión bacterial; 5).

mantiene la integridad de la mucosa intestina; 6) reducción del fenómeno de

translocación bacteriana; 7). mayor competencia por nutrientes y factores de
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crecimiento bacterianos a nivel intestinal; 8) modificación de los nutrientes de la dieta

por la microflora intestinal; 9) modificación de la actividad enzimatica; 10) influencia en

la permeabilidad de la mucosa, 11) reducción de factores carcinogénicos a nivel

intestinal; 12) protección ante la infección de virus entéricos; 13) eliminación de

sustancias tóxicas a nivel intestinal; 14) aumenta el tiempo de tránsito gastrointestinal;

15) favorece el metabolismo de lípidos, 16) disminuye el número de células aberrantes

a nivel intestinal; 17) favorece la absorción de minerales y 18) reduce el riesgo a

enfermedades crónicas (osteoporosis, aterosclerosis).3'8'17'29

Importancia del uso de los alimentos funcionales en la nutrición del pollo de

engorda

Existe una percepción muy interesante entre los nutriólogos del área avícola que

menciona que la absorción de nutrientes es un factor limitante potencial en ta

supervivencia, desarrollo y conversión alimenticia de los pollos. Esta percepción ha

sido reforzada por las ideas generadas en la última década acerca del desarrollo y

función del sistema digestivo de las aves. Estas ideas se basan en los siguientes

conceptos, 1) en el crecimiento durante los primeros días de vida es una prioridad para

el ave desarrollar los "órganos de mantenimiento", como el sistema digestivo; para

asegurar más tarde la demanda de los tejidos como los músculos, 2) la selección

genética encaminada a un rápido crecimiento o reproducción ha alterado el sistema

digestivo de las aves, a tal grado que los procesos digestivos no son desarrollados

efectivamente en la edad temprana y 3) la selección genética no se ha desarrollado

para encontrar un balance entre la función del sistema digestivo y la eficiencia

energética. En conjunto estos conceptos explican la insuficiente capacidad del sistema

gastrointestinal del pollo de engorda para absorber nutrientes, lo que genera algunos

efectos negativos en la productividad y supervivencia.30
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Con ia selección genética no sólo se ha alterado la función del tracto gastrointestinal

ave, sino además la forma del mismo. Dror et al demostró que el peso relativo del

duodeno y yeyuno es mayor en aves ligeras que en aves seleccionadas por su rápido

incremento de peso corporal.31 En otros estudios, Cherry et al. reportó que pollos

seleccionados por presentar un peso corporal elevado, presentan un tracto

gastrointestinal más pequeño con relación a su masa corporal, en comparación con las

aves seleccionadas por presentar bajo peso corporal o white Leghorns.32

Pero no sólo la función y tamaño del tracto gastrointestinal del ave se ha modificado con

la selección genética, también se ha alterado la actividad enzimática digestiva. Se ha

reportado que la actividad de la amilasa pancreática y químiotripsina ha disminuido

significativamente en razas ligeras en comparación con las razas pesadas. La secreción

de enzimas digestivas podría ser un factor que limite Ea cantidad de alimento ingerido,

digestión y el subsiguiente desarrollo de las aves.30

Las aves jóvenes tienen una capacidad limitada para absorber las grasas, Krogdahl y

Sel! demostraron que las grasas vegetales y animales no son eficientemente

aprovechadas hasta el momento en que la actividad de la lipasa pancreática esta en su

máximo nivel, que es entre los días 40 y 56 de edad.33

Otro factor que afecta la digestibilidad de nutrientes es la viscosidad del contenido

intestinal y este se relaciona directamente con el tiempo de tránsito gastrointestinal.

Existe una gran variedad de factores que pueden alterar en el proceso del tránsito a

través del tracto gastrointestinal, como las grasas, las drogas, Ea obstrucción ¡leal, la

irradiación, el grado de excitación, la edad, la temperatura ambiental, el genotipo, la

cantidad de alimento consumido, la composición de la dieta y la microbiota intestinal. En

la actualidad se sabe, que la dieta es el factor más importante que afecta el tránsito de

la digesta a través del tracto gastrointestinal34 y que los cambios en este flujo podrían

generar modificación en el metabolismo de nutrientes en el lumen intestinal Dánicke et
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al. observó que el incremento en la viscosidad del contenido intestinal promueve la

proliferación de ciertos géneros bacterianos a nivel intestinal y que estos

microorganismos podrían contribuir a la digestibilidad y reciclamiento de amino ácidos a

nivel cecal.35

La microflora nativa intestinal desempeña un papel muy importante no sólo en la

digestión de algunos nutrientes de la dieta del ave, sino además de inhibir la

colonización de patógenos entéricos. Los niveles de población de esta microflora normal

intestinal, las especies de microorganismos que forman las microcomunidades y la

función genética y bioquímica de estos, probablemente estén regulados por procesos

interactivos multifactoriales.36137'38 Algunos de los procesos que influyen en la formación

de comunidades pueden ser ejercidos por los tejidos del animal hospedador, calidad del

alimento, drogas y medio ambiente.38'39-40

Cuando se utilizan alimentos funcionales en la alimentación animal, se mejora la

productividad de las especies. Esto se logra al modificar la ecología gastrointestinal y

promover el mejor aprovechamiento de los nutrientes de la dieta, además de disminuir

la cantidad de microorganismos patógenos en el tracto gastrointestinal al generarse un

ambiente restrictivo por la producción de metabolitos bacterianos secundarios, por la

producción de ácidos orgánicos, por la disminución del pH intestinal y por la producción

de sustancias bactericidas. Se ha observado que la aplicación de cultivos de microflora

normal intestinal en las aves recién nacidas, facilita el rápido establecimiento de la

microflora en el tracto intestinal, manteniendo un buen estado de salud en las aves y

con esto un incremento en los parámetros de producción.41 El establecimiento de esta

microflora normal intestinal en el sistema digestivo del ave, siempre está relacionado

con un incremento en la concentración de ácidos orgánicos y la subsiguiente

disminución en el pH intestinal, pero además se han observado cambios estructurales e
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histológicos en la mucosa cecal.27'42143144'45'46 Lupton ef a/.,47 sugiere que la fermentación

de carbohidratos no digestibles en el intestino grueso del ave, pueden ser un factor

importante en la determinación de la proliferación de las células de la mucosa

intestinal.47 Estos cambios en la mucosa intestinal han sido asociados con un buen

estado de salud y con un incremento de los parámetros productivos del ave. Algunos

autores han reportado que en cerdos, las vellosidades y criptas intestinales de tamaño

pequeño, están relacionadas con una pobre absorción de nutrientes.48 Bi Yu et al.,

demostró un aumento significativo en los parámetros productivos de pollos de engorda

en el periodo crítico de desarrollo (0 a 3 semanas), al administrar probióticos a pollos de

un día de edad.41 También se ha observado que la suplementación de ácidos grasos

puede incrementar los parámetros de producción en gallinas de postura.49

La intensa selección genética a la que el pollo de engorda ha sido sometido en las

últimas cinco décadas, ha resultado en una selección indirecta desfavorable, donde la

presentación de problemas se ha visto aumentada, principalmente los de tipo

fisiológico.30'5051 S2 En los últimos años, ha aumentado el interés de los nutriólogos y

fisiólogos avícolas para combatir las limitaciones del tracto gastrointestinal en los

procesos físicos y químicos de la digestión y absorción de nutrientes.30 Hoy en día se

sabe que la digestión y absorción de nutrientes en las primeras horas de vida del pollo

recién nacido, son dos funciones detrimentales para su sobrevivencia y desarrollo, no

solo en las primera semana de vida, sino durante todo el ciclo de producción.3051 •S354SS

En los últimos cinco años, se han realizado una gran cantidad estudios para mejorar la

calidad de los nutrientes y las dietas que se ofrecen a las aves de producción, el uso de

enzimas (fitasa, xilasa, proteasa, etc) y otros aditivos (ácidos orgánicos, levaduras,

carbohidratos complejos) se ha implementado como una práctica cotidiana en algunos

alimentos. Sin embargo, hasta el momento no se conoce el mecanismo exacto de
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acción, ni el impacto que tiene el uso de estos aditivos sobre el sistema gastrointestinal

del pollo de engorda.

De aquí la importancia de desarrollar un modelo de estudio (in vivo e in vitró) para tratar

de entender algunos de los factores que alteran la fisiología gastrointestinal, la

absorción de nutrientes y el desarrollo de una ecología intestinal "funcional", para

entender el papel que juega la microflora intestinal en la nutrición y ía salud de los

animales y desarrollar alimentos funcionales para remediar las posibles limitaciones.
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Hipótesis

La administración de un alimento funcional suplementado con un prebiótico (harina de

Aspergillus) puede modificar la fisiología y ecología gastrointestinal del pollo de engorda

neonato y con esto mejorar los parámetros de producción.

Objetivo general

Modificar la fisiología y ecología gastrointestinal del pollo de engorda neonato con la

administración de un alimento funcional suplementado con un prebiótico (harina de

Aspergillus) y conocer la importancia de la microflora intestinal en la nutrición y salud de

las aves.

Objetivos específicos

1) Se determinó por medio de una prueba biológica, un modelo para evaluar el tiempo

de tránsito gastrointestinal en pollos de engorda neonatos.

2) Se realizó por medio de una prueba biológica, un modelo para el análisis

morfométrico de la mucosa intestinal de pollos de engorda neonatos.

3) Se determinó por medio de una prueba biológica el efecto de un alimento funcional

en la exclusión de microorganismos patógenos en pollos de engorda neonatos.

4) Se evaluó por medio de una prueba biológica el efecto de un alimento funcional en

la digestión y absorción de nutrientes (proteína y energía) de la dieta en pollos de

engorda neonatos.

5) Se determinó por medio de una prueba biológica el número más probable de

unidades formadoras de colonias de microflora intestinal en el contenido intestinal

de pollos de engorda neonatos.
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6) Se analizó por medio de una prueba biológica, un modelo in vitro para evaluar la

síntesis de metabolitos bacterianos de microflora intestinal aislada a partir de

contenido intestinal de pollos de engorda neonatos.

7) Se determinó por medio de una prueba biológica, un modelo para determinar la

uniformidad de pesos de pollos de engorda neonatos.

8) Se aisló una cepa de Lactobacillus sp productora de bacteriocinas.

9) Se determinó por medio de una prueba biológica, un modelo in vitro para evaluar el

efecto de los prebióticos en síntesis de metabolitos bacterianos secundarios

10) Se estableció un modelo animal para evaluar el efecto de un alimento funcional

sobre la fisiología y ecología del tracto gastrointestinal.
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Material y Métodos

Determinación del tiempo de tránsito gastrointestinal (TTG).- El TTG se determinó

mediante la diferencia de la presentación del marcador por vía oral y la primera

observación del marcador en las excretas. Se utilizó óxido férrico (200 mg/kg PV) en

una cápsula de gelatina y se administró por vía oral a diferentes periodos de tiempo.

Las aves se colocaron en un corral con cama limpia y después de 2 horas

postadministración del marcador, los animales fueron observados continuamente.34

Determinación del peso corporal (PC).- Para calcular el peso promedio de las aves en

cada tratamiento, todas las aves de cada grupo fueron pesadas en una balanza digital y

los pesos expresados en gramos fueron registrados en cada día de evaluación.

Determinación de la uniformidad de los pesos corporales (UPC).- Para determinar la

UPC, se calcularon las curvas de la distribución de la población con los pesos

corporales obtenidos cada semana de cada ave. Además, se calculó la variabilidad del

peso corporal, a través del porcentaje del coeficiente de variación como medida de

uniformidad.56

Determinación la utilización de nutrientes.- Para la estimar la utilización de nutrientes, se

analizó el porcentaje de proteína (PP) y calorías de energía (CE) presente en e|

contenido intestinal del ileon (Cl). Para este fin, se sacrificaron las aves por dislocación

cervical y se tomó una muestra de contenido intestinal a 5 cm de la porción proximal de

la unión íleo-cecal para determinar por el método de análisis químico proximal la

contracción de proteína y calorías.57
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Determinación de la concentración de ácidos grasos de cadena corta (AGCC).- Para

determinar la concentración de AGCC totales, se colectó una muestra de 0.4 gramos de

contenido intestinal que fueron suspendidos en 3.6 mi de agua destilada estéril. La

concentración de AGCC total en el contenido cecal o ingluvies se determinó colectando

sobrenadante de la suspensión preparada y analizado con equipo de cromatografía de

gases con un detector ionizador de flama y un integrador de perfiles, técnicas descritas

por Corrier et.al58 y Rolfe59

Determinación del pH del contenido intestinal.- Las evaluaciones del pH de contenido de

intestinal, se realizó inmediatamente después de que las aves fueron sacrificadas. La

lectura del pH del contenido intestinal se realizó insertando un electrodo de vidrio (Orion

Research ionalizer/501; Orion Research Inc., Boston, Mass ) dentro del contenido

intestinal.45

Análisis morfométrico de la mucosa intestinal (AMMI).- Inmediatamente después del

sacrificio, se colectaron muestras de porciones de aproximadamente 3 cm de ileon y

ciego que fueron fijadas en solución de formalina amortiguada al 10%. Estas muestras

fueron procesadas con las técnicas de rutina de histología. Secciones (~5 f¿m) fueron

teñidas con hematoxilina y eosina. Los cortes histológicos fueron evaluados en un

microscopio óptico. El largo de las vellosidades fue medido con una cuadrícula

micrométrica y se evaluó la mucosa en 5 puntos diferentes seleccionados al azar.60

Determinación de la concentración de minerales en tibia.- Se colectaron las tibias

derechas de las aves sacrificadas y se evaluó el porcentaje de cenizas (Peen), calcio

(Peal) y fósforo (Pfos). Las muestras fueron secadas a 100 C durante 24 hr y

posteriormente pesadas y colocadas en una estufa a 600 C durante toda la noche para
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la determinación de cenizas. El Peen, Peal y Pfos fue determinado siguiendo los

procedimientos de AOAC (1990).61

Determinación de la exclusión de patógenos gastrointestinales (EPG).- A los días 10 y

20 de edad, 20 pollos de cada tratamiento fueron desafiados vía oral con 108 UFC de

Salmonella enterítidis (SE) resistente a novobiocina (NO) y al ác. Nalidixico (AN). Todos

los pollos desafiados fueron sacrificados a las 24 horas pos-desafío para intentar el

aislamiento de SE (resistente a NO-AN) de órganos internos siguiendo la metodología

descrita por Téllez et al., 1993.45

Preparación del inoculo,- La cepa de desafío fue un aislamiento primario de SE

resistente a NO-ANA obtenido en el laboratorio del Departamento de Producción Animal

(DPA): Aves. El cultivo se mantuvo en un medio de cultivo que contenía 25,ug de NO y

20 ¡jg de AN / mi. El inoculo de desafío se preparó a partir de un cultivo de 18 hrs en

caldo tripticasa soya6. La concentración del inoculo fue determinada mediante

espectrófotometría0 a razón de 109 ufc/1.0 mi, a partir de la cual se realizaron diluciones

decuples seriadas en solución salina fosfatada amortiguadora (PBS por sus siglas en

inglés) estéril, para lograr una concentración de 106 ufe /1.0 mi. Se confirmó la

concentración de células viables del inoculo de desafío mediante conteo de colonias en

placas de agar verde brillante (AVB)D. Los medios empleados para cultivar el

aislamiento procedente de los pollos desafiados en el estudio experimental, contenía 25

/jq de NO y 20/<g de AN / mi. con la finalidad de inhibir el crecimiento de otras bacterias

no resistentes a estos antibióticos.24

A SIGMA Chemical C.O. St. Louis MOf U.S.A.
B DIFCO Laboratories, Detroit MI. U.S.A.
c Milton Roy Spectronic 20D, Milton Roy company, Ü.S.A.
D MERCK KGaA, Darmstadt, Germany.
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Determinación del número más probable de unidades formadoras de colonias de

microflora intestinal anaeróbica.- Para determinar el número mas probable (NMP) de

microflora intestinal anaeróbica, 1 gr de contenido intestinal fue diluido en 9 mi de

solución amortiguadora reducida en una cámara' de anaerobiosis, se realizaron

diluciones decuples seriadas y se cultivó en placas de agar Reinforced Clostridium

Médium Enriquecido, medio de cultivo formulado para cultivar microorganismos

anaeróbicos. Las placas de agar fueron incubadas 72 horas a 37 C bajo condiciones de

anaerobiosis. Los medios de cultivo fueron examinados y las diferentes colonias de

diferentes tipos fueron contadas.62

Determinación del número más probable de unidades formadoras de colonias de

microflora intestinal aeróbica.- Para determinar el NMP de microflora intestinal aeróbica,

1 gr de contenido intestinal fue diluido en caldo tioglicolato6, se realizaron diluciones

decuples seriadas y se cultivó en medios específicos para cada género bacteriano, se

utilizó agar MacConkey* para el aislamiento de conformes, agar Sabourod dextrosa7

para el aislamiento de hongos y levaduras, agar Tergitol V para el aislamiento de

enterobacterias y agar SPSy para el aislamiento de Clostridium sp. Las placas de agar

fueron incubadas 24 horas a 37 C bajo condiciones de aerobiosis. Los medios de cultivo

fueron examinados y las diferentes colonias de diferentes tipos fueron contadas.63

Determinación de la producción de metabolitos bacterianos secundarios.- Para

determinar el efecto de la dieta basal o el alimento funcional sobre la producción de

metabolitos secundarios, se realizó el aislamiento del NMP de microflora intestinal

Bioxon México, Oaxaca; Mex.
Acumedia, Baltimore; USA
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láctica en un medio específico (MRS, Difco, USA) para Lactobacillus sp, en condiciones

de anaerobiosis. Las colonias aisladas, fueron desafiadas con microorganismos

patógenos, siguiendo la metodología descrita por Gómez et al.64

Determinación in vitro de !a síntesis de bacteríocinas (SB).- Para evaluar la SB, se

cultivó la cepa de Lactobacillus sp aislada de intestino de pollo en medio de cultivo MRS

a 37 C, durante 24 hr en condiciones de anaerobiosis. Después del tiempo de

incubación, las bacteriocinas producidas por la cepa de Lactobacillus sp fueron

recuperadas de acuerdo a la técnica descrita por Dabard etal., (2001J.65

Animales de experimentación.- En cada prueba biológica se utilizaron pollos de engorda

(Arbor acres x Arbor acres) de un día de edad, provenientes de una incubadora

comercial. Los pollos y muestras de cama y alimento fueron enviadas al laboratorio de

microbiología para descartar la presencia de Salmonella spp.66 Los pollos fueron

alojados en baterías eléctricas, en una de las unidades de aislamiento del

Departamento de Producción Animal: Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la Universidad Nacional Autónoma de México o en las unidades de

aislamiento del Departamento de Ciencias Avícolas (Poultry Science Department) de la

Universidad de Texas A&M, en Texas USA.

Dietas básales.- Los pollos de engorda fueron alimentados desde el día de edad y hasta

el final del experimento con una dieta basal de iniciación para pollo de engorda y fueron

formuladas en base a granos de sorgo-soya. Las dietas fueron isocaloricas e

isoproteicas, en la formulación no se incluyeron antibióticos o anticoccidianos y se

7 Difco, Detroit; USA.
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balancearon de acuerdo a las recomendaciones del NRC, (1994).67 El alimento y el

agua se proporcionó ad libitum en todos los grupos.

Prebiótico harina de Aspergillus (HA).- Es un producto no tóxico de la fermentación

primaria de una cepa de Aspergillus sp. Este prebiótico esta compuesto de un 45% de

fibra de origen micelial y 12% de proteína.

Diseños experimentales

Experimento I (UNAM).- Para determinar el efecto del alimento funcional (AF) durante

las primeras tres semanas de vida, se evaluó el TTG, PC, UPC, PP y CE en el Cl,

concentración de AGCC en ingluvies y ciego, pH de contenido de igluvies y ciego, AMMI

de ileon y ciego, Peen, Peal, Pfos en tibia y la EPG (SE), se asignaron grupos de 30

aves cada uno con 2 réplicas para cada tratamiento (n=120) los diferentes tratamientos

fueron, A). Dieta basal (grupo control), B). Dieta basal + 0.2% de prebiótico HA. El TTG

se evaluó a los días 15 y 26 de edad. La determinación del PC y UPC se realizó a los 1,

9, 16 y 27 días de edad y el resto de los parámetros intestinales se evaluaron a los días

10, 20 y 30 de edad. La EPG solamente fue evaluada a los días 10 y 20 de edad.

Experimento II (UNAM).- Para determinar el efecto del AF bajo condiciones de estrés

(dieta estresante y desafió con coccidia) sobre la microfora intestinal aeróbica y

Clostridium sp, al día 20 de edad, se evaluó el NMP de microflora intestinal aeróbica y

Clostridium sp. Se asignaron grupos de 25 aves cada uno con 2 réplicas para cada

tratamiento (n=100) los diferentes tratamientos fueron, A). Dieta estresante (grupo

control), B). Dieta estresante + 0.2% de prebiótico HA (grupo AF). La dieta estresante se

administró desde el día uno de edad hasta el final de la prueba, fue una dieta base trigo-

soya, formulada alta en trigo (40%). Al día 13 de edad todas las aves fueron desafiados
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con Eimeria acervulina (5.0x104), Eimeria máxima (2.0x103) y Eimería tenella (2.0x104).

A los 20 días de edad, se sacrificaron 10 aves por tratamiento para evaluar NMP de

microflora intestinal aeróbica y Clostrídium sp a partir de contenido intestinal de ileon.

Todas las aves de cada grupo fueron pesadas a los días 5, 12, 19 y 26 de edad.

Experimento III (Texas A&M).- Para determinar el efecto del AF sobre el la microflora

intestinal benéfica y la producción de metabolitos secundarios (bacteriocinas), se evaluó

el NMP microflora intestinal anaeróbica del género Lactobacillus y la síntesis de

bacteriocinas. Se utilizaron dos aves de cada tratamiento como donadoras para

determinar el NMP de microflora intestinal anaeróbica del Lactobacillus sp de 2 aves por

cada tratamiento. Los diferentes tratamientos fueron, A). Dieta basal (grupo control) y

B). Dieta basal + 0.2% de prebiótico HA (Grupo AF). El aislamiento de los

microorganismos intestinales se realizó a los 3 días de edad. Las colonias de

Lactobacillus fueron desafiadas con cepas patógenas de SE, Salmonella typhimuríum,

Escherichia coli (O157:H7). La evaluación de la zona de inhibición de realizó 24 hr

después del desafío.

Experimento IV (Texas A&M).- Para determinar el efecto del prebiótico AM en la SB, se

evaluó la producción de lactobacinas (bacteriocinas producidas por el género

Lactobacillus) en el modelo in vitro. Los diferentes tratamientos fueron, A). Medio MRS

(grupo control) y B). Medio MRS + prebiótico HA. Las lactocinas fueron desafiadas

Escherichia coli (O157:H7). La evaluación de la zona de inhibición de realizó 24 hr

después del desafió.

Análisis estadístico. Las diferencias entre TTGI, PC, UPC, PP y CE en el Cl,

concentración de AGCC en ingluvies y ciego, pHI, pHC, AMMI de ileon y ciego, Peen,
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Peal y Pfos en tibia, NMP de microorganismos y zonas de inhibición fueron

determinadas análisis de varíanza usando un Modelo General Linear.68 Las diferencias

entre grupos fueron determinadas usando un rango múltiple de Duncan. Estas

evaluaciones se realizaron con un software comercial de SAS®.m Para determinar las

diferencias entre grupos en los porcentajes de colonización de SE en órganos internos, se

empleo una prueba de Ji-cuadrada.70
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Resultados

Análisis bacteriológico de cama de transporte, alimento y aves.- Las muestras de cama,

alimento y órganos (hígado, bazo y saco vitelino) de los pollos enviadas al laboratorio

de microbiología, resultaron negativos al aislamiento de Salmonella spp.

Para presentar los resultados de los cambios en la fisiología y ecología del tracto

intestinal por la administración de las diferentes dietas, los resultados del presente

trabajo se dividieron en dos partes:

a). Efectos sobre la fisiología del tracto gastrointestinal.

b). Efectos sobre la ecología del tracto intestinal.

a). Efectos sobre la fisiología del tracto gastrointestinal

La administración del alimento funcional (AF) suplementado con un prebiótico en pollos

de engorda neonatos de un día de edad, modificó la fisiología del tracto gastrointestinal.

Experimento I

Tránsito gastrointestinal

La administración del AF provocó un tránsito gastrointestinal más lento, comparado con

el TTG del grupo control a los días 15 y 26 de edad. Sin embargo, al día 26 de edad, el

efecto fue más marcado (p<0.05) en grupo del AF (suplementado con el prebiótico HA)

(Tabla 1).
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Peso corporal

En este experimento, no existió diferencia (p>0.05) entre los PC de los dos grupos a los

días 1,9, 16 y 27 de evaluación (Tabla 2). Sin embargo, al evaluar la UPC, el grupo del

AF presentó una mejor uniformidad (p<0.05) que el grupo control durante todo el

desarrollo del experimento (Tabla 2 y Figurasi, 2, 3).

Utilización de nutrientes

El PP y CE en el Cl se vio afectado por las diferentes dietas administradas. En las aves

alimentadas con el AF, aparentemente se encontró una menor concentración de

proteína y energía en el lumen intestinal. El grupo del AF, presentó la menor

concentración de proteína y energía en el Cl durante todas las evaluaciones de este

experimento (Figura 4).

Desarrollo de la mucosa intestinal

En el AMMI al día 10 de edad, no se presentaron cambios (p>0.05) en el desarrollo de

la mucosa intestinal de ileon y ciego. Sin embargo, al día 20 de edad, en el AMMI en las

aves del grupo AF se observó un mejor desarrollo (p<0.05) de la mucosa intestinal

(vellosidades masa largas) del ileon comparado con el grupo control. En el grupo AF el

tamaño de la vellosidad del ileon al día 20 de edad, fue 95.7% más larga que la

vellosidad del íleon del grupo control (Tabla 3 y Figura 5). No hubo diferencias (p>0.05)

en el en el AMMI del ciego al día 20 de edad y del ileon y ciego al día 30 de edad.

Deposición de minerales en hueso

La administración del AF mejoró (p<0.05) en los primeros días de edad, la cantidad de

minerales depositados en hueso. Al día 10 de edad, en el grupo del AF se observó un
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mayor Peen, Pea! y Pfos en tibia que en el grupo control (Tabla 4). Al día 20 de edad no

se presentaron diferencias (p>0.05) en el Peen y Pfos. Sin embargo, el Peal fue mayor

en el grupo control (Tabla 4). Al día 30 de edad en el grupo control se observaron los

valores más altos de Peen, Peal y Pfos (Tabla 4).

b). Efectos sobre la ecología del tracto intestinal

La administración del alimento funcional (AF) suplementado con un prebiótico en pollos

de engorda neonatos de un día de edad, modificó la fisiología del tracto gastrointestinal.

Experimento I

Actividad de la microflora intestinal

Al evaluar la concentración total de AGCC, no se apreciaron cambios significativos a los

días 10, 20 y 30 de edad (p>0.05) en la concentración de estos metabolitos en el lumen

del inglivies o del ciego (Tablas 5 y 6). En general, el grupo alimentado con el AF

presentó una aparente disminución en la concentración de AGCC totales en ciego a

partir del día 20 de edad (Tabla 6).

En ias evaluaciones del pH en el contenido del ingluvies (días 10,20 y 30 de edad) y en

las del contenido cecal (días 10 y 30 de edad) no se observaron diferencias (p>0.05)

entre los dos tratamientos (dieta control y AF). Sin embargo, al día 20 en el grupo del

AF se observó un aumento (p<0.05) en los valores del pH del contenido cecal (Tabla 7).

Colonización de órganos internos por Salmonella enterítidis

La administración del AF redujo (p<0.05) el grado de colonización de SE a órganos

internos (hígado y bazo) a los días 10 y 20 de edad. No hubo diferencias significativas

(p>0.05) en el grado de colonización por SE a tonsilas cecales entre los dos grupos
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(control y AF) a los 10 y 20 días de edad, ni en la colonización a órganos internos y

tonsilas cecales al día 30 de edad (Tabla 8).

Experimento II

Poblaciones bacterianas aeróbicas en el lumen intestinal

En el grupo de aves que recibió el AF se observó un aumento (p<0.05) en el NMP

(UFC, unidades formadoras de colonia) de microorganismos aeróbicos (conformes,

hongos-levaduras y enterobacterias). Sin embargo, el número de UFC de Clostridium sp

no se modificó por la administración del AF (Figura 6). La dieta suplementada con el

prebiótico HA (AF) generó los mejores pesos (p<0.05) al final de la prueba (Tabla 9).

Experimento III

Poblaciones bacterianas anaeróbicas (Lactobacillus sp) en el lumen intestinal

La administración del AF favoreció el desarrollo de UFC de Lactobacillus sp en el tracto

intestinal de los pollos de engorda (Figura 7). Todas las cepas de Lactobacillus sp

aisladas del tracto intestinal inhibieron el crecimiento de SE, Salmonella typhimurium,

Escherichia coli (O157:H7) in vitro (Figura 8).

Experimento IV

Producción de Lactobacinas in vitro

Se observó un aumento (p<0.05) en el tamaño de la zona de inhibición en las placas de

agar con E. coli, desafiadas con las lactobacinas provenientes de los medios de cultivo

suplementados con el prebiótico HA (Figura 9).
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Discusión

Efectos sobre la ecología y fisiología del tracto intestinal

Con base a los resultados obtenidos en el presente estudio, la utilización del AF (dieta

suplementada com el prebiótico HA) en la alimentación de las aves podría ser una

herramienta nutricional importante para encontrar un buen balance entre el desarrollo

del tracto intestinal (ecología y fisiología) durante los primeros días de vida y las

exigencias de producción a las que el pollo de engorda es sometido. En las primeras

horas de vida del pollo, la digestión y absorción de nutrientes, son dos funciones

elementales para su sobrevivencia y desarrollo, no solo para la primera semana de

edad, sino para todo el ciclo de producción.30151'5354'5571 Sin embargo, bajo los esquemas

actuales de producción, el pollo de engorda neonato tiene poca oportunidad de madurar

fisiológicamente por el periodo de vida tan corto que tiene y el estrés fisiológico al que

es sometido. En los primeros días de vida, el pollo tiene que competir por espacio,

alimento y jerarquías. Esta competencia resulta en pollos de diferentes tallas

(pequeños, medianos y grandes), donde los animales "retrasados" (pequeños) que no

consumen la misma cantidad de nutrientes,72 forman parte de la mortalidad o son las

aves de menor peso corporal al final del ciclo de producción.

En el presente estudio, la administración (durante las primeras tres semanas de vida) de

un AF en pollos de engorda, mejoró significativamente la ecología del tracto

gastrointestinal (parámetros fisiológicos, microbiológicos y de asimilación de nutrientes),

así como el desarrollo corporal de las aves.

Los AF tienen la característica de modular varias funciones del tracto gastrointestinal,

principalmente por que estimulan la proliferación de la microflora intestinal

benéfica.1i2i9i5i15>16>25i26'27l2Sl29 Las comunidades bacterianas del tracto gastrointestinal son

tan poderosas metabolicamente como cualquier otro "órgano" del cuerpo,73 por lo que

una microflora bien desarrollada y funcional, ayudará a mantener la integridad y función
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del sistema digestivo. La microflora gastrointestinal puede metabolizar proteínas,

compuestos que contienen sulfuro, glicoproteínas endógenas y exógenas.2574. Algunos

microorganismos se desarrollan gracias a los productos intermedios de la fermentación

bacteriana como el lactato, succinato, formato y etanol, trasformando todos estos

metabolitos intermedios en productos finales como los AGCC.75 Otros organismos

pueden metabolizar CO2 a butirato o acetato.7677 Gracias a la administración de AF, no

solamente es posible afectar la dinámica de las poblaciones benéficas y patógenas a

nivel intestinal, sino además se puede modular la ecología intestinal (poblaciones

bacterianas, síntesis de metabolitos, exclusión e patógenos, modificación de nichos

ecológicos, etc) y con esto favorecer la fisiología gastrointestinal (modulación de la

motilidad y proliferación celular de la mucosa intestinal, absorción de nutrientes,

modificación de la actividad inmunológica intestinal, regulación de la función endocrina y

algunas funciones sistémicas).5|13i14'1s

a). Efecto sobre la fisiología del tracto gastrointestinal

Los carbohidratos fermentables pueden modificar la ecología microbiana, actuando

estos como un sustrato para la síntesis de AGCC. En los últimos años, la microbiología

le ha dedicado más recursos de investigación al estudio de géneros específicos

(bacterias lácticas, en especial bifidobacterias y lactobacilus) que a la microflora

intestinal completa y a sus metabolitos.2'25'15'78 Los AGCC son metabolizados

rápidamente por los enterocitos y son el mayor recurso de energía para las células del

intestino delgado y grueso.79'80 La oxidación de los AGCC proporcionan del 60 al 70%

de la energía requerida por el enterocito y son utilizados preferentemente aún en

presencia de glucosa.81 De los principales AGCC, el butirato es el principal combustible

para la célula intestinal aún en presencia de glucosa y glutamina.81
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Los resultados del presente estudio sugieren que la administración del AF genera

cambios en las poblaciones de lactobacilus y microflora intestinal aeróbica (ver

resultados "b). Efectos sobre la ecología del tracto intestinal'), estos cambios en las

poblaciones intestinales generan cambios en la producción de AGCC, que a su vez

modifican el pH del lumen intestinal (Tablas 6 y 7). Al día 10 de edad hay una aparente

disminución en el pH del ciego del grupo AF al compararlo con el grupo control (Tabla

7). Sin embargo, este efecto se invierte al día 20 de edad, en donde la administración

del AF aumenta (p<0.05) el valor del pH en el lumen del ciego (Tabla 7), y se observa

una aparente disminución en la concentración de AGCC en este órgano (Tabla 6). Al

día 30 de edad este fenómeno es similar, pero con menores diferencias entre los dos

grupos (Tablas 6 y 7). La baja concentración de AGCC en el lumen cecal y valores de

pH más elevados, observados en el grupo AF, se relacionan con los hallazgos

reportados por otros autores,82'83184'85-86 donde se reporta que la absorción de AGCC es

dependiente de la concentración. Ruppin et al., reportó que el proceso de transporte y

absorción de los AGCC, va acompañado por un aumento en la absorción de Na, K y

agua, además de la alcalización del lumen intestinal por la acumulación de

bicarbonato y PCO2.86

En el presente estudio, también se observó un aumento en el TTG al día 15 y 26 de

edad (p<0.05), inducido por la administración del AF (Tabla 1). Algunos reportes indican

que los AGCC producidos en el lumen del intestino grueso, entran a la circulación porta!

y pueden estimular a la musculatura del tracto intestinal superior.87 Estudios

manométricos en humanos han demostrado que después de la ingestión de

carbohidratos fermentables o la infusión rectal de lactosa o AGCC, se presente una

disminución en el tono gástrico, permitiendo un mayor volumen de expansión.88

Además, los AGCC tienen la capacidad de modificar la actividad de la válvula ileocecal
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por un mecanismo dependiente de la concentración de estos.74 El aumento en la

actividad de la microflora intestinal (número de microoganismos y metabolismo) podía

ser el mecanismo relacionado con el aumento del TTG observado en el presente

trabajo.

En las aves alimentadas con el AF el tiempo de retención del alimento en el tracto

intestinal fue mayor, es decir, el alimento permanece por más tiempo en el lumen del

tracto gastrointestinal. Fenómeno que permite mejor digestión física y química (por

enzimas endógenas y enzimas bacterianas) y absorción de nutrientes a través de la

mucosa intestinal.

La pared intestinal es la única barrera física entre un medio contaminado con millones

microorganismos patógenos y el "interior" del organismo sano. Hay una serie de

compuestos químicos y biomoléculas de diversos orígenes, que interactúan

continuamente para mantener el delicado equilibrio entre lo interno y externo, además

de permitir la absorción de nutrientes evitando el paso a microorganismos patógenos al

sistema circulatorio.89

En el presente estudio, la administración del AF en pollos de engorda neonatos,

favoreció el desarrollo de la mucosa intestinal. En las ave alimentadas con la dieta

supiementada con el prebiótico HA (grupo AF) al día 20 de edad, se observaron

vellosidades de ileon 95.7% más largas que la vellosidad del íleon del grupo control

(Tabla 3 y Figura 5). Este efecto se podría atribuir al aumento de la actividad de la

microflora intestinal y a la síntesis de AGCC. Se ha reportado en mamíferos (roedores)

que los AGCC tienen la capacidad de estimular el desarrollo de la mucosa de ileon y

colon.7490'91 Otros estudios han demostrado que la suplementación de AGCC retarda la

atrofia de la mucosa intestinal en animales alimentados exclusivamente por vía

parenteral.92 Reimer y McBurney,93 reportaron que la alimentación de roedores con

carbohidratos altamente fermentables, promueve el crecimiento de las células de ileon y
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aumentan los niveles de péptido-1 mRNA, reponsable de la replicación celular.93

Además de promover el desarrollo de la mucosa intestinal, los AGCC principalmente el

butírico, reduce el riesgo de transformaciones aberrantes de las células del intestino

grueso. Bajo condiciones normales en roedores, el ácido butírico a una concentración

de 10 y 25 mM, favorece la proliferación celular en las criptas de las vellosidades.94 En

experimentos previos con pollos, patos y gansos se ha demostrado que la dieta

(suplementada con fibra fermentable) y el incremento en la actividad de la microflora

intestinal (síntesis de AGCC) influyen directamente en el desarrollo e integridad de la

mucosa del tracto intestinal.60195'96'971981"1100 En estudios en humanos, se ha reportado

que la infusión rectal de AGCC genera un aumento de 1.5 a 5 veces más flujo

sanguíneo hacia el bazo.101 También se ha reportado un mayor flujo sanguíneo en

colon, por la infusión de acetato, propionato o butirato (por separados o combinados).102

En la actualidad no se conoce el mecanismo exacto a través del cual los AGCC afectan

el flujo sanguíneo, pero se sabe que nos es a través de un sistema de prostaglandinas o

a- o p- adrenoreceptores.103 El mecanismo de acción podría estar relacionado con

efectos en las redes nerviosas locales, así como receptores que se afectan

directamente en la musculatura intestinal.104 Gracias a este aumento en el flujo

sanguíneo, la oxigenación, transporte y absorción de nutrientes se ve beneficiada.

En el presente estudio, la administración del AF suplementado con HA, además de

estimular un aumento (p#0.05) en el TTG y un mejor desarrollo (p#0.05) de la mucosa

intestinal (vellosidades más largas), contribuyó a una mejor utilización de la proteína y

energía, principalmente al día 10 de edad en el grupo AF, al comparar estos parámetros

con el grupo control (Figura 4). Estos hallazgos se relacionan también con el aumento

(p<0.05) en la deposición de minerales (cenizas, calcio y fósforo) en tibia al día 10 de

edad en el grupo AF (Tabla 4). Sin embargo, este efecto de mayor cantidad de
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minerales en tibia al día 10 de edad, es revertido al día 30 de edad, observándose

mayor concentración de cenizas, calcio y fósforo en el grupo control (dieta basal; Tabla

4).

Para en el pollo de engorda es una prioridad el rápido desarrollo de las estructuras

óseas entre los días 4 y 8 de edad, es aquí donde se presenta la mayor fase de

formación de hueso, ya que el pollo esta generando una adecuada estructura ósea de

soporte para el periodo de desarrollo muscular. En pollos jóvenes hay una rápida

mineralización de huesos entre los días 4 al 11 de edad para soportar el peso que a

partir de esta fecha, el pollo esta ganando. La concentración de cenizas en huesos de

después de las tres semanas de edad, es un parámetro muy fluctuante, debido a que a

esta edad, ocurren numerosos cambios fisiológicos, principalmente por la generación de

masa muscular.105 Se ha reportado un incremento en la porosidad ósea en pollos

seleccionados para rápido crecimiento corporal (pollo de engorda) a las 5 semanas de

edad, este fenómeno se ha relacionado con una baja concentración de minerales en

hueso, y esto se podría atribuir a un inadecuado aporte de minerales (principalmente

calcio y fósforo) en las formulaciones comerciales utilizadas en la actualidad106 y a la

demanda de los tejidos corporales de estas aves de rápido crecimiento. Además,

conforme el ave de engorda va ganando peso corporal, sus huesos son relativamente

más cortos que los de las aves ligeras. Esta es una ventaja indirecta resultado del

proceso de selección, posiblemente generado por la incapacidad de formar huesos

largos a! mismo tiempo que se esta desarrollando músculo.105 Por lo que las

fluctuaciones en las concentraciones de calcio y fósforo en hueso se deben a la

movilización de minerales durante la fase de más rápido desarrollo corporal (3 semanas

de edad). Se debe de recordar que los minerales depositados en hueso, a cualquier

edad no son "sustancias puras o fijas", sino que numerosas substituciones y cambios
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ocurren durante el desarrollo corporal, debido a que el hueso es un depósito activó de

minerales.105

La administración del AF no generó cambios (p>0.05) en la ganancia de peso corporal

entre el grupo control y el grupo AF durante todo el desarrollo de la prueba (Tabla 2).

Sin embargo, la administración del AF mejoró la uniformidad de la parvada a los días 9

y 16 de edad, con diferencias significativas (p<0.05) al día 27 de edad (Tabla 2 y

Figuras 1,2, 3).

El tracto gastrointestinal tiene la función más importante durante los primeros días de

vida del pollo, ya que es el órgano proveedor de todos los nutrientes para el desarrollo

de todo el individuo. Particularmente en los pollos de engorda, existe el concepto

universal de que "un buen inicio significa un bien final", y bajo este esquema, la

uniformidad del peso corporal es un excelente indicador de la salud y el manejo de la

parvada. Además, en las plantas de procesamiento automatizadas, la uniformidad juega

un papel primordial en la línea de producción. Sin embargo, la selección genética y

algunas prácticas de manejo influyen negativamente en la uniformidad, nos de los

ejemplos más comunes, es la combinación de huevos fértiles de lotes de reproductoras

(diferentes edades) en la planta incubadora.

Debido al crecimiento tan rápido en el pollo de engorda y a la gran cantidad de factores

que afectan el desarrollo del ave durante los primeros días de edad, al presentarse un

mal comienzo en el desarrollo corporal, no hay tiempo suficiente para compensar un

mal inicio de la parvada. Una buena salud del tracto gastrointestinal significa una alta

eficiencia, por lo que el uso de alimentos funcionales (suplementados con probióticos,

prebióticos o simbióticos) es una buena herramienta nutricional para modular la

ecología intestinal y con esto promover el desarrollo del tracto gastrointestinal, un buen

desempeño y un estado de salud.



b). Efecto sobre la ecología del tracto intestinal

Inmediatamente después del nacimiento el pollo recién nacido tienen que modificar su

metabolismo intestinal para poder absorber los nutrientes que necesita para su

desarrollo a partir de una fuente exógena rica en carbohidratos y proteína (dieta).

Durante estos días, en el tracto gastrointestinal sufre dramáticos cambios en tamaño y

morfología.107'108 Con la primera ingesta de alimento se inicia la activación de la

secreción de enzimas a nivel gastrointestinal, la liberación de hormonas y la activación

de la motilidad y absorción intestinal.109 El pH ácido a nivel gástrico, y la secreción de

ácido clorhídrico por parte de la mucosa, son una importante defensa en contra de

microoganismos patógenos durante los primeros días de vida en el animal recién

nacido.110 Las células globulares que cubren superficie de la mucosa epitelial con sus

secreciones de moco, son una importante línea de defensa que interfieren con la

adhesión de los antígenos a la mucosa. Además, se ha documentado la importancia de

un temprano establecimiento de una microflora intestinal madura, y que gracias a la

administración de probióticos, se puede acelerar este proceso y excluir el desarrollo de

poblaciones patógenas en el tracto gastrointestinal.23'111-112 Otro mecanismo de defensa

inespecífico asociado al tracto intestinal es el grado de maduración de las células de la

mucosa intestinal, las cuales desarrollan una mejor respuesta en contra de los

antígenos cuando alcanzan cierto grado de grado de madurez fisiológica.113 En el

presente estudio, se observó una reducción (p<0.05) en el número total de órganos

internos (bazo e hígado) positivos a SE al día 10 y 20 de edad en el grupo al que se le

suministró ei AF (Tabla 8). Este aumento en la exclusión de SE, no se relaciona con una

alta concentración de AGCC en el lumen intestinal o a una reducción el pH del

contenido cecal al día 10 y 20 de edad. Como ya se mencionó anteriormente, la
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concentración de AGCC y la subsiguiente disminución del pH, es una condición

temporal que se ve afectada por la absorción (dependiente de la concentración) de

estos metabolitos.86 La existencia de una relación entre la concentración de AGCC, la

reducción de pH y el grado de exclusión de salmonela no es soportada por el presente

estudio. Estos resultados concuerdan con los hallazgos reportados por Chambers et al.

(1997),114 quien no observó una relación adecuada entre el porcentaje de exclusión de

salmonela y la reducción del pH en el lumen intestinal de pollos de engorda alimentados

con una dieta adicionada con oligosacáridos. Esta información indica que una alta

concentración de AGCC (principalmente el ácido propiónico) en el lumen intestinal no es

el único factor responsable en la reducción de la colonización por salmonela, sino que

además existen otros factores involucrados en la presentación de este fenómeno de

exclusión, como la competencia directa por nutrientes limitantes,116'116 competencia por

receptores celulares inespecíficos,117 la síntesis de bacteriocinas,118i119i12° y

probablemente por algunos componentes presentes en los prebióticos que promuevan

la actividad antimicrobial.121 La capacidad de los patógenos intestinales para

establecerse en el lumen intestinal y atravesar la mucosa del intestino, es afectada por

el microambiente local y la presencia de la microflora intestinal endémica. Además, el

rápido establecimiento de una microflora intestinal madura, es un factor elemental en la

prevención de la colonización por salmonela. Se han reportado numerosas

investigaciones donde se documenta el efecto protector de la microflora intestinal contra

salmonela, sin cambios aparentes en las concentraciones de ácido propiónico 112-122-123y

en los valores de pH del contenido intestinal.123 La marcada reducción en la invasión a

órganos internos en las aves del grupo AF (dieta suplementada con HA) en el presente

trabajo, podría ser asociada con un aumento en las poblaciones bacterianas aeróbicas

intestinales, aumento en el número de microflora intestinal benéfica (lactobacilus), una

mayor integridad de la mucosa intestinal, así como la producción de bacteriocinas,
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factores que influyen directamente en la exclusión de salmonela y que son estimulados

por la inclusión del prebiótico HA como se observó en el presente estudio (Tablas 3, 8 y

Figuras 5, 6, 7, 8, 9).

Audisio et al., (2001),118 reportó que la síntesis de bacteriocinas por parte de la

microflora intestinal, depende directamente del sustrato (recursos de carbohidratos

complexos) en el que el microorganismo se esta desarrollando. De acuerdo con este

concepto, y con los resultados obtenidos en el ensayo in vitro con iactobacinas, se

sugiere que el prebiótico HA podría ser un adecuado substrato bacteriano para la

síntesis de bacteriocinas en la ecología intestinal (Tabla 9).

Existen numerosos reportes en pollos de engorda, donde se demuestra una marcada

reducción en la colonización de salmonela por la suplementación de un substrato

bacteriano a base de carbohidratos complejos,27'114'124'125'1261127 y levaduras,128 los cuales

modifican la ecología del tracto intestinal.

Las bacteriocinas han sido descritas como un grupo heterogéneo de componentes con

actividad antibacterial, que son sintetizadas por una gran variedad de microorganismos

de ecosistemas complejos. Su espectro de modo de acción, espectro, peso molecular,

propiedades bioquímicas y origen genético varia entre cada microorganismo que la

produce.129130131 Se sabe que bacterias, hongos y levaduras tienen la capacidad de

sintetizar estas sustancias antimicrobianas.132 Datos experimentales con cultivos de E.

coli y levaduras, sugieren que aproximadamente el 35% de las cepas de estos

microorganismos son bacteriogenicos.132 Además diferentes autores han postulado que

la capacidad de producción de bacteriocinas juega un papel muy importante en la

colonización y procesos de protección que se llevan a cabo en ecosistemas

complejos.133 En el presente trabajo, la administración del AF en pollos de engorda aún

bajo condiciones de estrés (dieta formulada con 40% trigo e infectados con coccidias)

favoreció el desarrollo de la microflora intestinal aeróbica, sin generar un desbalance en
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el número de microorganismos patógenos {Clostrídium sp). Estas condiciones de estrés

(dieta estresante e infección con coccidia) han sido asociadas con problemas entéricos

(enteritis necrótica) por la pérdida del equilibrio en la ecología intestinal (cambios de pH

en el lumen intestinal, proliferación de flora patógena y daño a la mucosa intestinal).134

Es probable que el balance entre la microflora y ecosistema intestinal observado en el

presente estudio, sea regulado por la síntesis de bacteriocinas que la gran mayoría de

los miembros del ecosistema intestinal producen. Este efecto benéfico de mantener la

ecología intestinal saludable por la administración del AF se puede ver reflejado en la

mayor (p<0.05) ganancia de peso corporal a! día 26 de edad.

En ios ecosistemas digestivos de mamíferos y aves, se ha podido evidenciar la

presencia de estos microorganismos con actividad bacteriocida,64'6511181119'135 lo que

sugiere que la síntesis de bacteriocinas es un mecanismo fundamental en el proceso de

colonización, resistencia y función de la microflora intestinal microflora.65 Varios estudios

en aves, han reportado que la microflora ácido láctica aislada del tracto intestinal tienen

la capacidad de conferir protección en contra de salmonela gracias a la producción de

bacteriocinas. 118'119'136 por lo que la síntesis de bacteriocinas a nivel intestinal podría

ser uno de los mecanismos involucrados en la reducción de colonización a órganos

internos por salmonella, observada en el presente trabajo.

La síntesis de bacteriocinas por parte de la microflora intestinal tiene un costo

metabólico muy alto, debido al desgaste energético para la síntesis de este metabolito y

generación de una protección (inmunidad) para que la bacteria no sea afectada por esta

su propia bacteriocina.137 Este costo energético se ve reflejado en la baja capacidad

para competir por sustratos, por lo que las bacterias bacteriogenicas, están en

desventaja en la obtención de sustratos.137 Por esta razón, la microflora intestinal

benéfica debe ser "alimentada con un sustrato específico", que le permita cubrir sus

necesidades metabólicas y participar activamente en la ecología intestinal.
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En base a los resultados observados en el presente trabajo, se propone que la

suplementación de prebióticos en las dietas comerciales para pollo de engorda, debería

ser considera como un "ingrediente esencial" de la formulación (alimentos funcionales),

ya que proporcionan un substrato adecuado para el desarrollo y metabolismo de la

microflora intestinal y la activación de la fisiología intestinal en el pollo neonato.

Conclusión

Estos experimentos fueron diseñados para estudiar el efecto de la administración de

una alimento funcional suplementado con el prebiótico harina de Aspergillus, sobre la

fisiología y ecología del tracto gastrointestinal de pollos de engorda neonatos. La figura

10, describe los posibles mecanismos fisiológicos a través de los cuales, la

suplementación del prebiótico en la dieta funcional genera modificaciones en la ecología

intestinal, favoreciendo con esto el funcionamiento saludable de los intestinos, como es

la proliferación de una microflora intestinal benéfica, la síntesis de AGCC, la síntesis de

bacteriocinas, la disminución en el TTG, el mejor desarrollo de la mucosa intestinal, la

mejor utilización de proteína y energía proveniente de la dieta, la más rápida

mineralización de huesos en los primeros días e edad y la uniformidad de la parvada al

final del ciclo de producción. Los resultados del presente estudio sugieren que el uso de

alimentos funcionales (suplementados con prebióticos, probióticos y simbióticos) podría

sustituir el uso de antibióticos como promotores del crecimiento en las dietas para pollos

de engorda.
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