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EDITORIAL

Se aproxima el final de un perfodo de gobierno de esta Corporacién en el que los
frutos de un esfuerzo colectivo se han hecho notar de forma evidente.

El amplio despegue de actividades es una realidad facilmente apreciable y
aunque su presencia en la Sociedad es cada vez mayor restan por desarrollar algunas
actuaciones que, al coincidir con la critica situaciéon econdémica en la que todos los ac-
tores de nuestra érbita se encuentran inmersos, nos obligard a implementar esfuerzos
que nos permitan contrarrestar sus efectos negativos supliendo asf el déficit de apoyos
externos por los aportes beneficiosos de cuantos integran su Némina.

De otra parte, nuevos tiempos se ciernen sobre la ensefianza Veterinaria que sibien
es cierto estd sometida a una ordenacién legislativa especifica, nuestra presencia en el
Espacio Comtin Europeo obligard aadoptar modificaciones en los planes de estudio de
nuestras facultades a fin de adecuarlas a lo que se ha dado en llamar “plan Bolonia”.

El éxito de su aplicacion serd la resultante de una sumatoria en la que al esfuer-
zo aportado por la Administracién docente deberd unirse el devenido del grado de
interés y satisfaccién con que sea acogido por docentes y alumnado.

Sus resultados precisardn el paso de algunos afios antes de poderse evaluar.

Estd muy avanzada la gestion para que en unos mes las pdginas de ANALES
estdn a disposicion de los lectores, no sélo en el tradicional soporte papel o digita-
lizadas en la web de la Corporacioén, sino a través de un prestigioso repositorio que
facilitard su difusion masiva.

El propésito de incorporar al Consejo de Direccion de Anales un Comité revisor
multidisciplinar, integrado por destacados especilistas, supondrd una mejora sustan-
tiva para nuestra Revista.

ANALES quiere hacer ptiblico su apoyo expreso a todo cuanto redunde en benefi-
cio de la Veterinaria, poniendo en su favor el esfuerzo colectivo de esta Corporacién.



“ACIDOS ORGANICOS Y EXTRACTOS DE PLANTAS COMO
ALTERNATIVAS A LOS ANTIBIOTICOS PROMOTORES DEL
CRECIMIENTO EN LA ALIMENTACION DEL POLLO DE
CARNE”

MaRria VicToria GARciA YDANEZ

I. INTRODUCCION
I. 1 Aproximacién a la avicultura de carne

La popularizacién del pollo de engorde como carne de ave de consumo masivo
obedece a unos motivos bien definidos:

- es una carne nutritiva y apta para todas las edades,
- eslamads barata de producir,
- es facil de preparar,

- no tiene ninguna contraindicacién por motivos religiosos.

En avicultura industrial cuando se habla del pollo de engorde o pollo para carne,
conocido como broiler en el argot avicola, se pretende definir a un ave joven, de ambos
sexos, procedente de un cruce genéticamente seleccionado para alcanzar una alta ve-
locidad de crecimiento y la formacién de unas notables masas musculares, principal-
mente en la pechuga y los muslos, lo que le confiere un aspecto redondeado. El corto
periodo de crecimiento y engorde del broiler, unas 6 6 7 semanas, lo ha convertido en
la base principal de la producciéon masiva de carne aviar de consumo habitual. Como
curiosidad, en los afios 50, para comerse un pollo con un peso equivalente al que hoy
en dia se obtiene en 40-45 dias, habia que esperar 100 6 mds dias.

(1) Departamento de Produccién Animal. Facultad de Veterinaria. Murcia.
Trabajo galardonado con el X Premio de investigacién “Francisco Ferndndez Lopez”. Almerfa. 2008.
vgarcia@um.es
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VII CICLO DE CONFERENCIAS SOBRE ALIMENTACION FUERA DEL HOGAR

En efecto, los avances conseguidos en la Produccién Animal han dado unos
resultados espectaculares. La base de estos logros se fundamenta en cuatro pilares:
la genética, la alimentacién, la sanidad vy el manejo, y la interrelacién entre estas va-

riables condicionard el resultado final de la produccién.

En concreto, los pilares genéticos de la avicultura moderna quedan anclados en
dos razas pesadas:

- laraza Cornish, linea de la cual se seleccionan los machos: aporta la con-
formacion cérnica, siendo la responsable de los indices productivos.

- larazaPlymouth-White Rock-, linea de la cual se seleccionan las hembras.
Aporta sus buenas dotes de puesta, siendo responsable de las caracte-
risticas del huevo y de la viabilidad del pollito.

Del cruce de ambas razas surgen las estirpes actuales, modelos genéticos que
han derivado a una serie de marcas o lineas comerciales, pertenecientes a empresas
privadas de trascendencia internacional. Cadaempresa orienta sus objetivos de mejora
hacia diferentes aspectos. Por lo que, cada una de las lineas comerciales existentes
presenta unas caracteristicas propias.

Las principales lineas modernas a las que se reduce la seleccién avicola mundial
son:

- Arbor-Acress, Hubbard y Cobb (EEUU);
- Ross (Gran Bretafia);

- Hybro (Paises Bajos);

- Vedette (Francia).

Por tanto, en la produccién del pollo de carne, existe un monopolio genético
real donde a los productores no les queda otra relacién con estas empresas que la de
ser “clientes forzosos”.

Por otro lado, la alimentacién en el caso del broiler es el principal componente
en el coste total de produccién de su carne, por lo que es de vital importancia. De
hecho, ésta supone alrededor de 2/3 de los costes de produccién del mismo (Castellé
y col., 2002).

El programa de alimentacién méds comtnmente empleado se realiza en tres fases
(Lozano, 2004):

- De arranque o crecimiento: esta fase va normalmente del dfa 1 hasta los
21 dfas de vida, con un consumo total aproximado de pienso entornoa 1
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kg/ave. La presentacién del pienso es en migajas o harina. Una variacién
que se puede introducir en esta fase es subdividirla en dos etapas:
Iniciacién o cria (de 0 a 8-10 dias) en harina.
Arranque o crecimiento (de 8-10 a 21 dias) en migajas.

- De engorde o cebo: va desde los 21 dias de vida hasta los altimos 5-7
dias antes del sacrificio (40-42 dias). La ingestién en este periodo suele
oscilar entorno a los 3 kg /ave. La forma de presentacién del pienso més
frecuente en esta fase es en granulos.

- Fase de terminacién o acabado: estd fundamentalmente condicionada
por la edad y peso final con el que se van a sacrificar los pollos; gene-
ralmente con 2,5-3 kg, alcanzados a los 45-50 dias. Durante esta fase se
recomienda suministrar pienso granulado y con un granulo de éptima
calidad.

Dentro del proceso de fabricacién del pienso, el disefio de las férmulas que va-
mos a usar en cada una de dichas fases es un apartado técnico de gran importancia;
esto supone definir la composicién en porcentajes de ingredientes que constituirdn el
pienso, y que asu vez determinardn una composicién quimica en nutrientes esperada
para cada caso.

Existen dos pardmetros nutritivos esenciales en el disefio de las férmulas, la
proteina (incluyendo los aminodcidos) y la energia que condicionardn la eficiencia
alimenticia del pienso (indice de conversién y velocidad de crecimiento o ganancia
diaria). Los niveles de energia en broilers se expresan en energia metabolizable (EM),
en kilocalorias o kilojulios/kg de pienso; estdn determinados por criterios econé-
micos, dado que es el aporte nutricional méds caro del pienso. En general, a mayor
energia en el pienso, menores indices de transformacién, mayor ganancia de peso y
grado de engrasamiento. Los niveles de proteina y aminodcidos deber ser suficientes
como para garantizar que se satisfagan las necesidades de todos los aminodcidos
esenciales, e incluso los no esenciales, teniendo en cuenta la ingestiéon en cada etapa
de crecimiento y el nivel de energia del pienso en dicha etapa que a su vez regula la
ingestion (a mayor nivel energético, menor ingestién y viceversa).

En Espafia, las materias primas que cominmente se emplean en la fabricacién
de pienso (Tabla 1) son diversas y van a estar condicionadas por factores tales como:
las cosechas de cereales, importaciones de productos, subproductos de otros procesos
industriales, oscilaciones de mercado, portes y distancia al proveedor, precios, etc.
Ademds, tras la crisis de la Encefalopatia Espongiforme Bovina en 2001 se prohibi6
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la utilizacién de harinas de carne como ingrediente para estos piensos, y también las
harinas de pescado en aquellas fébricas donde se fabriquen piensos para rumiantes,
lo que supone otra limitacién en las fuentes de proteina, obligando a una mayor de-
pendencia de las proteinas de origen vegetal (la inclusién de harina de soja se disparé
aniveles del orden del 15-20% hasta el 30% o incluso més, especialmente en piensos
de iniciacién), asi como de los aminodacidos sintéticos.

En la composicién de los piensos, ademds de las materias primas responsables
del aporte energético y proteico, fuentes de vitaminas y minerales, se incluyen otra
serie de de aditivos, que tratan de mejorar la digestibilidad y absorcién de nutrientes
del alimento, estabilizar la microbiota intestinal del animal, etc., lo que en definitiva
resulta en una mejora de los pardmetros productivos. Dentro de dichos aditivos, los
antibiéticos promotores del crecimiento (APC) se convirtieron en una de las bases
parael desarrollo de la industria avicola. Los aditivos antibiéticos se han incorporado
clasicamente a los piensos, de forma sistematica y a bajas dosis como factores de cre-
cimiento, control de enfermedades subclinicas y prevencién de procesos patolégicos
(National Research Council, 1980).

Tabla 1. Materias primas mds utilizadas en Espaiia para la alimentacién del pollo de carne
(adaptada de Lozano, 2004).

Fuentes de energia Fuentes nitrogenadas Otros ingredientes
Cereales: Subproductos proteicos: Carbonato célcico
Maiz Torta de soja (44 y 48%) Fosfatos calcicos
Trigo Soja integral (alta EM) Bicarbonato sddico
Cebada Torta girasol (baja EM) Sal
Sorgo Gluten de maiz Corrector vitaminico-mineral
Triticale y arroz (poco) Harina de pescado Coccidiostatico
Centeno y avena (minimo) Aminodcidos sintéticos: Enzimas
Grasas: Metionina Pigmentos
Aceites vegetales Llsu?a Otros aditivos
Manteca y sebo Treonina

Sin embargo, en los tltimos 35 afios el uso de los APC ha sido objeto de duras
criticas y presiones legales, debido a que estos agentes podrian estar involucrados en
elincremento de casos de resistencia a los medicamentos antimicrobianos utilizados en
medicina humana. De hecho, el consumo continuado de APC, atin a concentraciones
subterapéuticas, fomenta la aparicién en los animales de cepas de microorganismos
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resistentes, que por diferentes vias de transmision, especialmente a través de la cadena
alimentaria, pueden llegar al ser humano (Cancho y col., 2000).

Como consecuencia, esto condujo a un proceso de retirada progresiva delos APC,
iniciado en los paises escandinavos y, desde su ingreso en la Unién Europea (UE),
asumido por el resto de los Estados miembros. En el ano 1997, la UE prohibia el uso
de laavoparcina parano correr el riesgo de disminuir la eficacia de un antibiético que
la medicina humana tiene de reserva. En 1999, se prohibieron los cuatro siguientes:
la espiramicina y la bacitracina de cinc por tener uso terapéutico humano, la tilosina
fosfato por su uso veterinario, asi como la virginiamicina por problemas de resisten-
cias cruzadas con otros antibidticos. A partir del 1 de enero de 2006 se prohibieron los
cuatro APC que restaban: avilamicina (avicultura y porcino), flavofosfolipol (avicul-
tura, porcino, rumiantes y conejos), salinomicina de sodio (porcino) y monensina de
sodio (rumiantes y conejos). Los argumentos esgrimidos también fueron los riesgos
de aparicién de cepas de microorganismos resistentes a los antibiéticos y el llamado
“principio de precaucién”, respaldados por la presién de los consumidores y las
cadenas de distribucién (Cepero, 2005).

A partir de ese momento, el uso de antibiéticos sélo estd permitido bajo pres-
cripcién veterinaria para su aplicacion directa o como pienso medicamentoso.

La retirada de los APC supone importantes repercusiones econémicas al au-
mentar los costes medios de produccién, como consecuencia del empeoramiento de
los resultados productivos. Santomé (1999) valoré en 51 millones de euros/afo los
costes de esta prohibicién para el sector de producciénde pollos en Espana. Pero dicha
prohibicién ha ocasionado, ademads, la aparicién de patologias que se consideraban
erradicadas desde hace afios, entre ellas la enteritis necrética (EN), y que suponen
a su vez riesgos para la salud humana (Dahiya y col., 2006). De hecho, en Noruega,
donde el uso de los APC se prohibié en 1995, preocupa que puedan aumentar los casos
humanos por Clostridium perfringens (agente etioldgico de la EN), primera causa de
zoonosis en los paises nérdicos (Van Immersel y col., 2004). Estos problemas intesti-
nales son, por tanto, una preocupacién importante en la industria aviar de los paises
de la UE, y existe una fuerte evidencia de que son consecuencia de la prohibicién de
los APC (Kaldhushal, 1999).

En la actualidad, el uso de coccidiostéticos de tipo iondforo es la principal herra-
mienta para el control de la EN en ausencia de los APC, ya que este tipo de productos
no sélo acttia frente a los coccidios sino que también tiene efecto contra varias bacterias
intestinales, entre las que se incluye C. perfringens (Elwinger y col., 1994, 1998; Engberg



VII CICLO DE CONFERENCIAS SOBRE ALIMENTACION FUERA DEL HOGAR

y col., 2000). De hecho, todas las cepas de C. perfringens son sensibles a la narasina,
salinomicina, monensina y lasalocid s6dico; la narasina es 2-4 veces mds eficaz que la
avilamicina (Martel y col., 2004). No obstante, el uso tanto de coccidiostéticos como
histomondstatos estd siendo actualmente discutido en la UE, y se propone que pasen
en 2012 a la categoria de medicamentos veterinarios sujetos a prescripcién, previo
informe de la Comisién Europea antes del final de 2008.

Ante este futuro sin APC, para alcanzar una produccién éptima, parece obvio
que exista una fuerte necesidad por encontrar nuevos aditivos alimentarios que
sirvan como alternativa seria a los promotores del crecimiento y que, a su vez, sean
aceptables y seguros para el consumidor.

Ademds, ante la potencial aparicién de la EN, se han desarrollado tres estrategias
bésicas para el control de la misma (Dahiya y col., 2006):

- Reduccién de patégenos, mediante un correcto protocolo higio-sanitario
de la granja.

- Aumento de la respuesta inmune, lo que comprende el desarrollo de
vacunas contra C. perfringens.

- Estrategias nutricionales mediante el uso de aditivos alimentarios, for-
mulacién de la dieta y seleccién de ingredientes.

Como resultado de todo lo expuesto, la Produccién Animal incluida la avicul-
tura, ha sufrido y estd sufriendo un profundo cambio. Actualmente, los objetivos de
la nutricién aviar son obtener carne y huevos de alta calidad a un coste “aceptable” y
garantizar un riesgo casi nulo para el consumidor, eliminando contaminantes, residuos
de farmacos, y bacterias causantes de toxiinfecciones alimentarias.

Al mismo tiempo, resulta evidente que la prohibicién de los APC perjudicard
a la competitividad de la avicultura europea, pero las consecuencias previsibles de
la misma no serdn tan drdsticas como las de otras medidas que se han implantado
o0 lo hardn préximamente dentro de este marco. Medidas tales como la prohibicién
de ingredientes de origen animal, limitacién de medicamentos, erradicacién de Sal-
monellas y reduccién de aranceles a las importaciones, favoreciendo esto tltimo la
exportacion de carne de paises emergentes donde los coste de produccién y sacrificio
son muchos menores.

A esto debemos afadir, las exigencias existentes en cuanto a un aumento del
bienestar animal y a una menor contaminacién ambiental por parte de las explotacio-
nes avicolas, lo que atin supone un mayor impacto econémico para el sector.

16



VIl CICLO DE CONFERENCIAS SOBRE ALIMENTACION FUERA DEL HOGAR

En definitiva, lo que se pretende con el presente estudio, es colaborar en la
buisqueda de productos que puedan contrarrestar los efectos negativos sobre la Pro-
duccidon Animal asociados con la retirada de los APC, centrdandose, concretamente,
en el estudio de los extractos de plantas y los dcidos organicos.

I. 2 Principales productos alternativos a los APC

Una vez conocida la fecha limite de 2006 para la prohibicién de los APC, comenzé
una importante actividad investigadora para encontrar sustancias susceptibles de ser
utilizadas como aditivos alternativos (Tabla 2). Sin embargo, hoy en dia existe interés
pero al mismo tiempo escepticismo en cuanto a la eficiencia de las alternativas a los
APC.

Tabla 2. Productos alternativos a los APC y sus posibles mecanismos de accién (Langhout,
2000).

Producto Mecanismo de acciéon
Moduladores inmunidad Reduccién de infecciones subclinicas
T Estimulo del crecimiento de bacterias deseables en el tracto
Prebiéticos : A
intestinal
Probidticos Introduccién de bacterias deseables en el tracto intestinal
Acidos orgédnicos Inhibicién del crecimiento bacteriano

Muiltiples (bactericidas, bacteriostaticas, antioxidantes, etc.)
depende de la composicién

Eliminacién de los efecto antinutricionales de los polisacé-
ridos no amildceos (PNA)

Extractos de plantas

Enzimas

Existen productos que presentan una accién sobre lainmunidad del animal, tal
es el caso de los inmunoestimuladores, y otros capaces de modificar la microbiota
intestinal, los cuales, en la practica, son mucho mds interesantes para el control de
patégenos en el tracto gastrointestinal del ave. Asimismo, la microbiota se puede
modificar de forma directa, administrando un sustrato especifico para las bacterias
beneficiosas (prebidticos) o aportando al ave estas mismas bacterias (probiéticos). La
via indirecta consiste en el uso de ciertos aditivos (como dcidos orgdnicos, extractos
de plantas y enzimas) que ayudan a crear un ambiente intestinal propicio para el
crecimiento de ciertas bacterias frente otras (Cepero, 2005).
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En concreto, de entre las posibles alternativas, profundizaremos en los dcidos
orgénicos y losextractos de plantas, ya que dichas sustancias constituyen los productos
objeto de estudio, contando con una seccién aparte.

I. 3 Acidos organicos

Aunque suempleo como agentes conservantes de los alimentos estd ampliamente
demostrado y generalizado, asi como acidificantes gastricos en el ganado porcino
(fundamentalmente en lechones), su interés en avicultura ha cobrado importancia a
raiz de la retirada de los APC, fundamentalmente como medio de prevencién frente
a Salmonella.

Los acidificantes (RCOOH) se caracterizan por ser sustancias capaces de ceder
protones. Los dcidos presentan una accién tanto en el medio extracelular, como en el
interior de las propias bacterias.

Su efecto extracelular consiste en la disminucién del pH. Esta bajada de pH pue-
de ser en el pienso y agua de bebida (actividad in vitro), o la acidificacién del buche
(actividad in vivo). Cuando se utiliza para conservar un alimento, la calidad higiénica
de éste queda asegurada, especialmente cuando las condiciones de almacenamiento
son inadecuadas. Ademds, baja el pH y la capacidad tampén del alimento, lo que
puede facilitar la digestién gdstrica de la proteina y aumentar su digestibilidad; ya
que favorece que el pH gdstrico baje mds rdpidamente, favoreciendo la accién de
la pepsina. Por otro lado, Van den Broek (1999) indica que en aves su actividad in
vivo sélo se produce en el buche por su volatilidad y rdpida absorcién, y/o porque
el organismo tampona eficazmente cualquier cambio de acidez. Para reducir el pH
intestinal habria que protegerlos con una matriz que no sea desnaturalizada por los
jugos gastricos, hasta que la accién de enzimas pancredticas y sales biliares liberen
el dcido. La reduccién del pH intestinal favorece a Lactobacillus y otras bacterias be-

neficiosas.

Su accién intracelular (Figura 1), mdsimportante en la préctica, es el efecto anti-
microbiano especifico debido a la forma no disociada. Este mecanismo de actuacién
radica en su capacidad de pasar de su forma disociada a la no disociada (no ionizada
y mas lipofilica), la cual le permite atravesar la pared celular bacteriana, y alterar as{
el equilibrio fisiolégico de ciertos tipos de bacterias. Una vez que el dcido en forma
no disociada se expone al pH interno de la bacteria se disocia, liberando protones y
aniones (Lambert y Stratford, 1999). Los protones disminuyen el pH interno y, debido
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a que las bacterias sensibles al pH no toleran una diferencia muy grande entre el pH
interno y el externo, se activa un mecanismo especifico (bomba de H+ -ATPasa) para
restablecer el equilibrio iénico; por otro lado, elaniéndel dcido disminuye la sintesis de
ARN, ADN, proteina y pared celular. Estos efectos consumen energfa y, eventualmente,
puede detener el crecimiento de la bacteria o incluso matarla (Gauthier, 2002).

Figura 1: Mecanismo de accion intracelular de los dcidos orgéanicos.

RCOOH

H+

Para restablecer el pH
la célula gasta energ ia

RCOO-

Desnaturaliza ADN

La eficacia de la inhibicién microbiana de un 4cido depende de su valor pK,,
que es el pH al cual un 50% del dcido estd disociado. Los dcidos con un pK_ alto se
denominan dcidos débiles y los dcidos con un pK_ bajo son los dcidos fuertes. Por
lo que, los dcidos orgdnicos de cadena corta con un pK_ elevado, dcidos débiles,
tendrfan una accién antimicrobiana més efectiva, ya que permitiria que una mayor
cantidad de 4cido se encontrara en forma no disociada y penetrara en el interior del
microorganismo.

Aparte del pk_ del dcido, la toxicidad de la forma no disociada se debe segura-
mente a otros efectos del anién en el interior de la célula y, por tanto, hay que determi-
narlaempiricamente para cada dcido organico y cadatipo de microorganismo. En ese
sentido, las concentraciones minimas inhibitorias (MIC) de los 4cidos orgdnicos més
comunmente utilizados se encuentran alrededor de 1 mM, lejos de las MIC propias
de los antibiéticos, que generalmente son de nivel uM (Ostling y Lindaren, 1993).

Ademads de actuar como agentes inhibitorios, los dcidos orgdnicos pueden servir
como fuente de carbono y energia para los microorganismos; esto dependerd de la
concentracién del dcido, su habilidad para entrar en la célula y la capacidad de los
organismos para metabolizar el dcido (Cherrington y col., 1991).
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Por ultimo, destacar que los dcidos son incluidos en los piensos como tal o
en forma de sales (sales de calcio, potasio o sodio). Las sales presentan las ventajas
frente a los dcidos libres, de ser generalmente inodoras y mads faciles de manejar en
el proceso de fabricacién del pienso, debido a su forma sélida y menor volatilidad.
Ademds, las sales tienen un menor efecto negativo sobre el consumo que algunos
acidos a dosis elevadas.

La eficacia de los dcidos orgdnicos frente a patégenos ha sido profusamente
demostrada en porcino (Roth, 2000); sin embargo la informacién que existe sobre su
efectividad en alimentacién avicola es mucho menor.

Enavicultura, los trabajos sobre dcidos organicos se han centrado més en su efecto
antimicrobiano (Ricke, 2003), que en su accién como promotores del crecimiento.

Asi en pollos jévenes, Chaveerach y col. (2004) demostraron que la adicién de
dcidos orgdnicos al agua de bebida mantiene ésta libre de Campylobacter, concluyendo
que el agua de bebida acidificada podria tener un efecto potencial frente a la infeccién
con Campylobacter.

Van Immerseel y col. (2004) adicionaron dcido férmico (0,22%), acético (0,24%),
propidnico (0,27%) y butirico (0,15%) protegidos a piensos de pollos infectados con
Salonella enteritidis. Estos autores observaron una mayor colonizacién cecal cuando
los piensos eran suplementados con acético y férmico, valores similares al control
negativo cuando se afiadfa el dcido propiénico, mientras que el &cido butirico redujo
de forma significativa la colonizacién del ciego.

Ademads, cabe sefialar que el dcido butirico es la principal fuente de energfa de
los enterocitos, esencial para la salud de la mucosa intestinal (Isolauri y col., 2003).
Dicho efecto tréfico fue demostrado previamente por Frankel y col. (1994), quienes
observaron un aumento en la altura de la vellosidad, profundidad de la cripta y
superficie de absorcion en el yeyuno y colon de ratas alimentadas con raciones que
contenfan acido butirico.

Por otra parte, la eficacia antimicrobiana de estos productos puede verse afectada
por laaparicién de resistencias por parte de los microorganismos. Asi, se ha observado
que bacterias sensibles a un pH moderadamente bajo, han sido capaces de adaptarse
al estrés dcido, desarrollando una respuesta de tolerancia al mismo (Foster, 1995).
En ese sentido, se han podido identificar mdltiples sistemas de dcido-tolerancia en
bacterias patdgenas, tales como Salmonella y E. coli (Foster, 1999). Respuestas que
también se han demostrado con écidos grasos de cadena corta en E. coli y Salmonella
typhimurium (Kwony Ricke, 1998a,b; Arnold y col., 2001). No obstante, la interaccién
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entre la exposicién al dcido y bacterias tales como Salmonella y E. coli, resulta com-
plicada, y depende de muchos factores: la fase de crecimiento del microorganismo,
condiciones de aerobiosis o anaerobiosis, la forma de sal del dcido graso de cadena
corta, y quizds, la concentracién inicial de dicho dcido (Kwon y col., 1998; Blankenhorn
y col.,, 1999; Kwon y Ricke, 1999).

No hay muchos estudios del efecto de los dcidos organicos en aves en condicio-
nes de campo, y sus resultados son variables. La accién de los dcidos organicos sobre
los parametros productivos va a depender de la dosis, tipo de dcido, y de donde sea
incluido, en el alimento o en el agua de bebida; el efecto promotor del crecimiento
de los dcidos orgdnicos parece no ser tan consistente en avicultura como en porcino
(Patten y Waldroup, 1988; Thompson e Hinton, 1997).

I. 4 Extractos de plantas

Los productos de origen vegetal son probablemente los més antiguos utilizados
en medicina humana, pero su uso en animales es relativamente nuevo (Kamel, 2000).
Muchos extractos naturales han proporcionado la base de las medicinas modernas,
tal es el caso de las digoxinas, procedentes de la planta digital o la aspirina comtin
proveniente del sauce.

Para aprovechar las sustancias activas de los vegetales, se recurre frecuentemente
a los extractos. El proceso de extraccién consiste en incorporar los principios activos
de una planta a un liquido, que generalmente suele ser agua, un alcohol, éter o una
mezcla de éstos.

Asf, los extractos de plantas se caracterizan por estar formados de una gran
cantidad de sustancias con actividad bioldgica. Ademads de su gran amplitud en cons-
tituyentes quimicos, la composicién de los extractos de plantas es extremadamente
variable, cualitativa y cuantitativamente, en funcién de la especie vegetal, del método
de extraccion utilizado, época de recoleccién, lugar de crecimiento, etc.

La gran mayoria de las sustancias con accién antimicrobiana sintetizadas en los
vegetales son de naturaleza aromadtica. Sus mecanismos de accién son insuficiente-
mente conocidos (Kamel, 2001; Wenk, 2002), y hay mds de 60 géneros de plantas de
interés potencial, cuyos componentes poseen distintas propiedades.

Las actividades biolégicas de estos compuestos estdn intimamente relacionadas
con su estructura quimica, fundamentalmente con la incidencia de grupos polares,
ntimero de dobles enlaces, tamafio molecular y solubilidad en matrices polares.
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Quimicamente, los productosaromaticos que las plantas sintetizan como agentes
antimicrobianos se pueden clasificar en cuatro grupos (Cowan, 1999):

- Fendlicos y Polifenoles;

- Terpenoides y Aceites Esenciales;
- Alcaloides;

- Lectinas y Polipéptidos.

La actividad de los extractos de plantas frente a microorganismos patégenos
ha sido demostrada en numerosos estudios. Asi pues, los aceites esenciales ricos en
compuestos fendlicos, tales como el carvacrol o el timol, poseen altos niveles de acti-
vidad antimicrobiana documentada (Sirvropoulou y col., 1996; Panizi y col., 1993).

El extracto de orégano, es uno de los mas estudiado por su contenido en com-
puestos quimicos con actividad bioldgica. Aligiannis y col. (2001) estudiaron el aceite
esencial de Origanum scabrum (con un contenido en carvacrol del 74,86%), observando
que dicho aceite mostraba una actividad extremadamente fuerte contra todos los
microorganismos testados, especialmente frente a las bacterias y hongos patégenos.
Estos autores también estudiaron la capacidad antimicrobiana de patrones puros de
carvacrol, y-terpineno y p-cimeno, para comparar asi, las actividades de estos com-
ponentes individuales con las actividades estudiadas en los aceites. Los resultados
sugieren que la actividad de los aceites puede ser atribuida, en gran medida, a la
presencia del carvacrol, el cual parece poseer actividades similares al aceite contra
los microorganismos testados.

La mayor parte de los trabajos que investigan los efectos antimicrobianos de
estos productos vegetales se han realizado mediante técnicas in vitro, pero también
existen ensayos in vivo que documentan tales propiedades.

Mitsch y col. (2004) probaron dos mezclas de componentes activos de aceites
esenciales (A: timol, eugenol, curcumina y piperina; B: timol, carvacrol, eugenol,
curcumina y piperina), adicionados a los piensos de pollos, a una dosis de 100 ppm,
demostrando que ambas mezclas fueron capaces de reducir significativamente la
concentracién de C. perfringens en las heces e intestino con respecto al control negati-
vo. Asimismo, Losa y Kohler (2001) indicaron una reduccién de la concentracién de
C. perfringens por gramo de contenido intestinal y una tasa menor del mismo en el
ileon, recto y colon de pollos, al suplementar su racién con un preparado comercial
de aceites esenciales (Crina® poultry). Lo mismo ocurrié en un estudio de campo con
broilers al utilizar dicho producto (Mitsch y col., 2002).
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Por otro lado, los efectos zootécnicos obtenidos con extractos de plantas en po-
llos son diversos, los cuales serdn abordados en los ensayos incluidos en el presente
trabajo. No obstante, Lee y col. (2003) no encontraron efectos significativos sobre el
rendimiento productivo de broilers hembras cuando timol, cinamaldehido y Crina®
fueron evaluados; si bien, el trabajo fue realizado bajo excelentes condiciones higié-
nicas y se empleé una racién altamente digestible.

11. OBJETIVOS

De manera global, dicho trabajo evalud el efecto de los extractos de plantas y
acidos organicos como aditivos promotores del crecimiento en avicultura de carne,
mediante pruebas de crecimiento y digestibilidad. Para poderllevar a cabo tal objetivo
se diseflaron 3 ensayos o pruebas experimentales.

La primera y segunda pruebas experimentales, fueron llevadas a cabo en con-
diciones de laboratorio, en una sala experimental perteneciente a las dependencias
de la Unidad Docente de Nutricion Animal de la Facultad de Veterinaria de Murcia,
donde los pollos eran situados en jaulas. En el tercer ensayo experimental, los
animales fueron alojados en corrales construidos a tal efecto en el interior de una
granja comercial de la empresa Avicola Levantina S.A. En este caso, las aves estaban
sometidas, en principio, a las condiciones higio-sanitarias de una crianza comercial.
Asf pues, en estos tres trabajos experimentales se evaltia la accién de los extractos de
plantas y dcido orgdnicos en distintas localizaciones (jaulas vs. corrales).

De forma mads especifica, los objetivos planteados en el desarrollo de las mismas
son las siguientes:

Objetivo prueba experimental n° 1:

Evaluar y comparar el efecto de dos extractos de plantas en pollos de carne
alimentados durante 42 dias con raciones basadas en trigo-soja sobre los siguientes
pardmetros: pardmetros productivos, digestibilidad de los nutrientes y peso de los
organos digestivos.

Objetivo prueba experimental n° 2:

Evaluar y comparar el efecto del dcido férmico a dos niveles de inclusién (0,5
6 1%) en pollos de carne alimentados durante 42 dias con raciones basadas en trigo-
soja sobre los siguientes pardmetros: pardmetros productivos, digestibilidad de los
nutrientes, estado de la mucosa intestinal y niveles de metabolitos sanguineos.
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Objetivo prueba experimental n® 3:

Evaluar y comparar el efecto de dos extractos de plantas y del acido férmico a
dos niveles de inclusién (0,5 6 1%) en pollos de carne alimentados durante 49 dias con
raciones basadas en trigo-soja sobre los siguientes pardmetros: pardmetros produc-
tivos, digestibilidad de los nutrientes, estado de la mucosa intestinal y rendimiento
a la canal.

I1I. DISENO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

En primer lugar, destacar que durante el desarrollo de todas las pruebas experi-
mentales, los pollos fueron tratados en todo momento de acuerdo a las normas sobre
proteccion de los animales utilizados para experimentacién (BOE, 2005).

IIL. 1 Prueba experimental n° 1

En esta prueba se usaron 120 pollos macho de la estirpe Ross 308, los cuales fueron
alojados en jaulas, y alimentados ad libitum, mediante un programa de alimentacién
en dos fases: racién de inicio o starter de 1 a 21 dias de edad (en migajas) y de creci-
miento o finalizacién de los 22 a 42 dias de edad (en granulos de 4 mm de didmetro).
La tabla 1 muestra la composicion de las dos raciones. Entre los ingredientes de las
raciones se incluyé un 0,5% de Celite (diarrea de diatomeas) como indicador para el
célculo de la digestibilidad (Scott y Boldaji, 1997).

Se establecieron los cuatro mismos tratamientos en cada una de las dos fases del
programa de alimentacién: control negativo, sin aditivos (C); control positivo, con
avilamicina (APC) a 10 mg/kg de pienso (AB); Xtract®: extracto de plantas basado
en una mezcla de aceites esenciales de orégano, canela y guindilla a 200 mg/kg de
pienso(EP1)y Labiatae Extract®:extracto hidro-alcohdlico de hojas de salvia, tomillo
y romero a 5000 mg/ kg de pienso (EP2).

Los pardmetros estudiados fueron los indices productivos, la digestibilidad de
los nutrientes, y el peso de los érganos digestivos. Los resultados fueron analizados
estadisticamente mediante andlisis de varianza (ANOVA) con el software (1997).
Cuando se encontraron diferencias significativas se calculd el test de las minimas
diferencias significativas (LSD, Snedecor y Cochran, 1980).

Los principales principios activos de los dos extractos de plantas fueron deter-
minados por cromatografialiquida de alta resoluciéon (HPLC) en los piensos de inicio
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y finalizacién. En el caso del extracto de hojas de salvia, tomillo y romero, se detect6
un contenido en édcido rosmarinico de 370 y 285 mg/kg para la raciones de inicio y
finalizacion, respectivamente. En el caso del extracto de plantas basado en una mezcla
de aceites esenciales de orégano, canela y guindilla, los contenidos en carvacrol, cina-
maldehido y capsaicina fueron de 19, 34 y 60 mg/kg, respectivamente, en el alimento
deinicio; y, de 50, 60 y 40 mg/ kg, respectivamente, para el alimento correspondiente
a la fase de finalizacién. Por tanto, los principios activos mayoritarios de nuestros
extractos de plantas pudieron ser identificados por HPLC en ambas raciones.

En general, no se observaron diferencias significativas entre los distintos tra-
tamientos establecidos sobre los rendimientos productivos (ganancia de peso vivo,
consumo e indice de conversién; Tabla 2) de los pollos durante toda la prueba.

En cuanto a la digestibilidad (Tabla 3), a los 21 dias de edad, el EP2 increment6
la digestibilidad fecal aparente de la MS en comparacién al resto de los grupos expe-
rimentales, y, a su vez, todos los aditivos mejoraron la digestibilidad fecal aparente
del EE. Sin embargo, la digestibilidad fecal aparente de la PB no se vio afectada a
dicha edad. En el pienso de crecimiento, los dos extractos de plantas aumentaron la
digestibilidad fecal aparente de la MS, aunque en menor medida que el APC. Asi-
mismo, cuando fue evaluado todo el periodo experimental (1 a 42 dias), todos los
productos ensayados mejoraron la digestibilidad de los diferentes nutrientes, MS, PB
y EE, frente al control negativo.

Con respecto a la digestibilidad ileal aparente (Tabla 3), los dos extractos de
plantas la incrementaron para la MS y el almidon frente al grupo sin aditivos a los 21
dfas de vida. A su vez, el EP1 y AV aumentaron la digestibilidad ileal aparente de la
MS alos 42 dfas de edad. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en
la digestibilidad ileal aparente de la PB debidas a la suplementacién con los extractos
de plantas o APC a ninguna de ambas edades.

No se encontraron diferencias significativas sobre los pesos de los érganos di-
gestivos entre los distintos tratamientos (Tabla 4).

En conclusién, ambos extractos de plantas, al igual que el APC, fueron capaces
de mejorar la digestibilidad fecal e ileal de la MS de la racién. Sin embargo, este efecto
no fue suficiente para evidenciar un efecto promotor del crecimiento en los pollos
como respuesta a los extractos de plantas o APC, quizds debido a que las aves fueron
criadas en jaulas bajo condiciones ideales de experimentacién.



VII CICLO DE CONFERENCIAS SOBRE ALIMENTACION FUERA DEL HOGAR

Tabla 1. Composicién de las raciones experimentales.

Racién basal (%)

Ingredientes Inicio Finalizacion
(%)

Trigo 38,29 53,06
Maiz 20,00 10,00
Harina de soja (47% PB) 28,71 25,41
Harina de pescado (60% PB) 8,04 3,00
Aceite de soja 2,52 4,89
Manteca 0,29
Carbonato célcico 0,86 1,11
Fosfato célcico 0,50
Bicarbonato soédico 0,10 0,30
Sal 0,16 0,09
Celite 0,50 0,50
DL-Metionina 0,29 0,27
L-Lisina 0,18 0,26
L-Treonina 0,02 0,03
Cloruro de colina 0,09 0,07
Complejo vitaminico 0,05° 0,03
Complejo mineral 0,10° 0,10°
Natugrain (xilanasas)' 0,03 0,03
Natuphos (fitasa)? 0,01 0,01
Composicién calculada’
EMA, kcal/kg 3,077 3,226
Lisina 1,47 1,22
Metionina + cistina 1,10 0,96
Treonina 0,93 0,79
Calcio 0,84 0,76
Fésforo (total) 0,64 0,58
Acido linoleico 2,28 3,60
Composicién analizada (% MS)
Cenizas 6,93 5,98
Proteina Bruta 26,20 22,45
Extracto etéreo 6,80 7,70
Fibra 270 301

Natugrain Prod. N° JEB8296569/1-54, Crupo BASF, Ludwigshafen, Alemania.
Natuphos Prod. N° JEA8085632/1-29, Grupo BASF, Ludwigshafen, Alemania.
Aporte por kilogramo de racién: vitamina A (acetato de retinol), 15.000 UI; vitamina D,, 5.000 UL;
vitamina E (DL-a-acetato de tocoferol), 80 mg; vitamina K, 5 mg; tiamina, 3 mg; riboflavina, 10 mg;
piridoxina, 5 mg; vitamina B,,, 0,02 mg; niacina, 70 mg; dcido félico, 2 mg; biotina, 0,4 mg; dcido
pantoténico, 20 mg.
Aporte por kilogramo de racién: vitamina A (acetato de retinol), 9.000 UI; vitamina D,, 3.000 U[;
vitamina E (DL-a-acetato de tocoferol), 48 mg; vitamina K, 3 mg; tiamina, 1,8 mg; riboflavina, 6 mg;
piridoxina, 3 mg; vitamin B,, 0,012 mg; niacina, 42 mg; dcido félico, 1,2 mg; biotina, 0,24 mg; dcido
pantoténico, 12 mg.
Aporte por kilogramo de racién: manganeso, 120 mg; cinc, 100 mg; hierro, 80 mg; cobre, 20 mg; yodo,
2 mg; selenio, 0,3 mg; cobalto, 0,5 mg.
Aporte por kilogramo de racién: manganeso, 100 mg; cinc, 80 mg; hierro, 30 mg; cobre, 15 mg; yodo,
2 mg; selenio, 0,3 mg; cobalto, 0,2 mg.

7 De acuerdo a las normas FEDNA (1999).
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Tabla 2. Efecto de los extractos de plantas sobrelos pardmetros productivos
(1a42d) delos pollos de carne.!

Racién? Nivel sig-
Periodo C AB EP1 EP2 EEM? wift
(8)
Peso vivo
21d 920,22v 969,2*  902,8" 939,22 16,0 0,08
35d 2.306,6° 2.466,3" 23877 2.461,6° 42,5 0,07
42d 3.070,1 3.128,6  3.080,3 3.168,3 51,2 NS
(g/d)
Ganancia peso vivo
7aldd 44,2 46,0 43,7 43,7 1,2 NS
14a21d 63,9 66,6 61,6¢ 68,8" 14 0,04
21a28d 101,3 102,4 105,4 109,2 2Nl 0,08
28a35d 96,7° 111532 106,6% 108,1: 4,2 0,03
35 a42d 109,0 94,6 98,9 100,9 4,8 NS
7a42d 83,0 84,6 83,2 85,7 1,4 NS
Consumo
7a21d 73,6 76,7 73,6 75,4 1,1 NS
22a35d 178,5 182,3 179,5 179,4 1,5 NS
36a42d 211,6 200,2 196,0 200,9 5,1 NS
7a42d 143,1 143,7 140,4 142,1 13 NS
(8:8)
Indice conversion
7a2ld 1,36 1,33 1,39 1,36 0,03 NS
22a35d 1,80 1,70 1,69 1,65 0,03 0,06
36a42d 1,95 2,11 1,98 2,11 0,09 NS
Zad42d 1.72 1.69 168 165 002 NS

Las medias con diferente superindice dentro de la misma fila son significativamente diferentes por
el test de la diferencia minina (P < 0.05).

Las medias representan 3 jaulas.

Avilamicina (AB), 10 mg/kg; 200 mg/ kg de aceite esencial de extracto de orégano, canela y guindilla
(EP1); 5.000 mg/kg de extracto de Labiadas proveniente de salvia, tomillo y romero (EP2).

Error estandar de la media.

! Nivel de significacion; P > 0,10.
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III. 2 Prueba experimental n° 2

En esta pruebase evalud el efecto del dcido férmico (Amasil 85%®) a dos niveles
de inclusién (0,5 6 1% de pienso) en pollos de carne alojados en jaulas durante 42 dias,
y alimentados con raciones basadas en trigo-soja, sobre los siguientes pardmetros: los
rendimientos productivos, la digestibilidad de los nutrientes, el estado de la mucosa
intestinal y el nivel de metabolitos sanguineos. A su vez, el programa de alimentacién
constaba de dos fases (al igual que el ensayo anterior), estableciéndose cuatro trata-
mientos: control negativo, sin aditivos (C); control positivo, avilamicina a 10 mg/kg
(AV); dcido férmico al 0,5% (AF0); dcido férmico al 1% (AF1). La composicién y el
contenido calculado en nutrientes de las raciones quedan expuestos en la Tabla 1. Entre
los ingredientes de las raciones se incluyé un 0,5% de Celite (diarrea de diatomeas)
como indicador para el célculo de la digestibilidad (Scott y Boldaji, 1997).

Los datos fueron tratados estadisticamente de igual forma que en el ensayo
anterior.

Los pardmetros productivos de los broilers no se vieron afectados por los aditivos
ensayados a ninguna de las dos edades estudiadas, ni cuando se evalué el periodo
experimental completo (Tabla 2).

Enla Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos de la digestibilidad aparente
delos nutrientes de la racién. No se encontraron diferencias significativas enla diges-
tibilidad fecal aparente de los nutrientes de la racién entre los distintos tratamientos.
Por otrolado, la digestibilidad ileal aparente de la MS y PB no fue afectada por ninguno
de los tratamientos a los 21 dias de vida. Si bien, a los 42 dias de edad, el tratamiento
con avilamicina y el dcido férmico al 1% obtuvieron una mayor digestibilidad ileal
aparente de la MS frente al resto de tratamientos, pero sélo el tratamiento con APC
fue significativamente diferente al control negativo.

En cuanto a la evaluacién de la morfologia intestinal, AFO junto con AV tendieron
a mejorar la altura de la vellosidad a los 42 dias de vida. Ademds, ambos AFO y AF1
obtuvieron las criptas mds profundas a dicha edad (Tabla 4).

Para completar los resultados de este experimento se analizaron los niveles de
los principales metabolitos sanguineos (Tabla 5). No se observé efecto por parte de
los tratamientos ensayados sobre las concentraciones sanguineas de ninguno de los
metabolitos analizados.

Como conclusidn, la inclusidon de dcido férmico a las dos concentraciones
evaluadas en las raciones de broilers criados en jaulas, no mostré un efecto positivo
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sobre el crecimiento de los mismos, como tampoco lo hizo la avilamicina incluida
como APC. El efecto de los aditivos sobre la morfologia intestinal dependié de la
edad, destacando unas criptas més profundas a los 42 dias de edad en los pollos
pertenecientes a los tratamientos con dcido férmico. Si bien, se pudo evidenciar una
pequeiia mejora de la digestibilidad ileal aparente de la MS por parte del tratamiento
AF1alos 42 dfas de edad. Al igual que en el trabajo anterior, la crianza de las aves en
laboratorio donde las condiciones higiénicas son excelentes podria haber afectado el
efecto antimicrobiano de este tipo de productos o del APC.

Tabla 1. Composicion de las raciones experimentales y contenido calculado de nutrientes.

Raciones

Inicio Finalizacion
Ingredientes (g/ kg MS)
Trigo 427,3 592,2
Maiz 223,2 111,6
Harina de soja 3204 283,6
Harina de pescado 89,7 35,0
Aceite de soja 28,1 54,6
Manteca 3,2
Carbonato cdlcico 9,5 12,4
Fosfato cdlcico 5,6
Bicarbonato sédico 1,1 3,3
Sal 1,7 1,0
Celite 5,5 5,6
DL-Metionina 3,2 3,0
L-Lisina 2,0 2,9
L-Treonina 0,2 0,3
Cloruro de colina 1,0 0,8
Complejo vitaminico' 0,5 0,4
Complejo mineral? 1,1 1,2
Enzimas? 0,4 0,4
Contenido calculado nutrientes (g/ kg MS)
Proteina bruta 274,0 236,8
Lisina 16,4 13,6
Metionina 7,9 6,7
Calcio 9,3 8,5
Fosforo (total) 7,1 6,5

Energia metabolizable (M]/kg MS) 14,35 1504

Aporte por kilogramo de racién: vitamina A (acetato de retinol) 5,16 mg, colecalciferol 0,125 mg,
vitamina E (DL-a-acetato de tocoferol) 80 mg, vitamina K 5 mg, tiamina 3 mg, riboflavina 10 mg,
piridoxina 5 mg, vitamina B, 0.02 mg, niacina 70 mg, dcido félico 2 mg, biotina 0,4 mg, dcido pan-
toténico 20 mg.

Aporte por kilogramo de racién: manganeso 120 mg, cinc 100 mg, hierro 80 mg, cobre 20 mg, yodo
2 mg, selenio 0,3 mg, cobalto 0,5 mg.

Xilanasa (0.3 g/ kg MS; Natugrain Prod. N° JEB8296569/1-54) y fitasa (0,1 g/kg MS; Natuphos Prod.
N°JEA8085632/1-29), Grupo BASF, Ludwigshafen, Alemania.
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Tabla 2. Pardmetros productivos (+ desviacionesestdndares)de l ospoll osde came suple-
mentados con édcido férmico.!

C AV AFO0 AF1 EEM? P
Ganancia peso (g/d)
la2ld 43,7+2,00 46,2+0,67 44,3+1,04 43,7+2,04 0,9 0,298
22 a42d 102,3+2,98 102,8+6,27 103,6+2,92 107,5+2,13 2,2 0,399
lad2d 73,7+0,82 75,2+3,51  74,7«1,68 76,4+1,98 1,2 0,555
Consumo (g/d)
la2ld 57,3+2,42 59,2+1,87 58,1+2,71 56,5+0,22 1,1 0,405
22 a42d 189,5+3,99 188,3+3,78 186,1+£5,43 188,0+3,24 2,4 0,799
lad42d 125,0+1,50 125,4+2,27 123,7+3,45 123,8+1,61 1,3 0,762
Indice conversion (g/ g)
la21d 1,31+0,10 1,28+0,02 1,31+0,04 1,29+0,06 0,03 0,932
22a42d 1,85+0,07 1,83+0,07 1,79+0,08 1,74+0,00 0,03 0,305
lad2d 1,69+0,03  1,66+0,04 1,65+0,05 1,62+0,02 0,02 0,206

C = control negativo; AV = avilamicina; FAO = dcido férmico a 5 g/kg; FA1 = dcido férmico a 10 g/

kg.
Error estdndar de la media.

Tabla 3. Digestibil idadde los nutrientes (+ desviaciones esténdares)de
lospol losde came suplementados con dcido férmico.!

Materia seca Proteina bruta

C AV FAQ FA1 C AV FAQ FA1
Digestibil tad fecal
21d 0,72£0,00 0,73+0,00 0,73+0,02 0,71£0,02 0,65+0,04 0,66£0,01 0,64+0,03 0,62+0,03
42d 0,69£0,00 0,70£0,00 0,67+0,02  0,69+0,01 0,56+0,00 0,54+0,01 0,52+0,02 0,55+0,02
ANOVA?
TR 0,255° 0,156
P 0,000 0,000
TR x P 0,104 0,172
Digestibil ityileal
21d 0,67+£0,04 0,68+0,01 0,77+0,08 0,73x0,01 0,76£0,03 0,78+0,01 0,84+0,06 0,82+0,01
42d 0,66£0,01° 0,71£0,02* 0,66+0,02* 0,69+0,01" 0,72+0,04 0,76+0,05 0,76£0,04 0,75+0,03
ANOVA
TR 0,119 0,105
P 0,054 0,015
TR x P 0036 0531

C = control negativo; AV = avilamicina; FAQ = dcido formico a 5 g/kg; FA1 = dcido férmico a 10 g/kg.
Andlisis de varianza: TR = tipo de racion; P = periodo.
Nivel de significacion.

»b Las medias con diferentes superindices son significativamente diferentes (P < 0,05).
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Tabla 4. Morfologia intestinal y pH del yeyuno (+ desviaciones estandares)
de los pollos de carne suplementados con dcido férmico.

VII CICLO DE CONFERENCIAS SOBRE ALIMENECI(I)N FUERA DEL HOGAR

. ' ) ,
Raciones Morfologia yeyuno S HAE o
Altura (um) Profundidad (ym) Surperficie (mm?)

21d 42d 21d 42d 21d 42d 21d 42d
C 977+131* 1.2204225° 149+76* 177+51¢ 0,6040,21° 0,70£0,22* 5,9+0,22 5,9+0,41
AV 943+110° 1.3324241* 119424 190434 (,70+£0,20° 0,82+0,25* 6,0+0,09 5,8+0,31
FAOQ 884+128" 1.331+307* 133+28% 225+53* 0,64+0,23*° 0,79+0,32* 5,9+0,06 5,8+0,12
FA1 956+108* 1.157+233> 122424 202438 0,68+0,15° 0,5610,24¢ 6,1+0,15 5,5+0,16
ANOVA?
TR 0,018? 0,000 0,000 0,859
P 0,000 0,000 0,003 0,018
TRx P 0000 0000 0000 0228

' C = control negativo; AV = avilamicina; FAO = dcido férmico a 5 g/kg; FA1 = dcido férmico a 10 g/
kg.

* Andlisis de varianza: TR = tipo de racién; P = periodo.

Nivel de significacién.

*b¢ Las medias con diferentes superindices son significativamente diferentes (P < 0,05).

Tabla 5. Niveles de metabolitos sanguineos (+ desviaciones estdndares) de los pollos de
carne suplementados con dcido férmico’

Metabolite C AV FAS5 FA10 EEM? P

Glucosa (mg/dl) 252,7+31,4  273,3£26,5 247,6+54,9 279,6+42,8 7,70 0,431
Proteina (g/dlI) 3,27+0,38 3,41+0,47  3,18+0,37  3,38+0,17 0,07 0,705
Creatinina (mg/dl) 0,24+0,06 0,25+0,06  0,31+0,07  0,26+0,08 0,01 0,349
Colesterol (mg/dl) 145,1+11,7  165,3+26,8 135,8+19,3 153,16+41,1 5,20 0,304

HDL colesterol (mg/dl)  73,12+5,38 72,16+12,22 64,40+7,16 64,33+6,88 1,62 0,121
Trigliceridos(mg/d]) 57,50+42,91 39,66+11,23 43,60+10,52 64,83+43,11 6,65 0,534

Calcio (mg/dl) 11,68+1,86  9,99+0,86  9,55+1,79 10,72+0,89 0,29 0,074
Fésforo (mg/dl) 6,50:0,48  594+0,57  6,14+0,78  7,33+2,21 0,24 0,234

' C = control negativo; AV = avilamicina; FAQ = dcido férmico a 5 g/kg; FA1 = dcido férmico a 10 g/
kg.
* Error estandarde la media.

III. 3 Prueba experimental n° 3

Para completar el estudio de estas dos alternativas a los APC, tanto los dos
extractos de plantas como el dcido férmico, se disefi6 el tercer ensayo experimental,
donde se evaluaron los mismos tratamientos descritos en las pruebas primera y se-
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gunda, en pollos criados en corrales localizados en el interior de una granja comercial
con capacidad para 40.000 pollos, durante 49 dias.

Asi pues, en este ensayo, los animales fueron alojados en corrales construidos a
tal efecto en el interior de una granja comercial de la empresa Avicola Levantina S.A.
En este caso, las aves estaban en contacto directo con la yacija. El hecho de criar a las
aves en estas condiciones, es intentar reproducir la situacién comercial de crianza,
dondelos pollos estansometidos a un mayor desafiomicrobiolégico, pero permitiendo
controlar los pardmetros que nos interesan.

Se emplearon también dos raciones basadas en trigo-soja, de inicio (1 a 21 dias
de edad)y de finalizacién (22 a 49 dias; Tabla 1), incluyéndose un 0,5% de Celite como
indicador para el calculo de la digestibilidad (Scott y Boldaji, 1997).

Los tratamientos establecidos en cada fase fueron: control negativo, sin aditivos
(C); control positivo, avilamicina a 10 mg/ kg (AV); extracto de plantas basado en una
mezcla de aceites esenciales de orégano, canela y guindilla a200 ppm (EP1); extracto
hidro-alcohdlico de hojas de salvia, tomillo y romero a 5000 10 mg/kg, (EP2); dcido
férmico al 0,5 % (AFO0); dcido férmico al 1% (AF1). El objetivo de este trabajo fue el de
evaluar y comparar el efecto de dichos aditivos sobre los siguientes pardmetros: los
rendimientos productivos, la digestibilidad ileal de los nutrientes a 42 dias de edad,
el estado de la mucosa intestinal y el rendimiento a la canal.

Se siguid el mismo tratamiento estadistico que en las otras dos pruebas expe-
rimentales.

La Tabla 2 presenta los pardmetros productivos de los pollos de carne a los 42
d de edad. Todos los aditivos excepto el extracto proveniente de las hojas de salvia,
tomillo y romero (EP2), mejoraron el indice de conversién (IC) frente al control nega-
tivo a los 42 dfas de edad; siendo los tratamientos suplementados con acido férmico
al 1% (AF1) y el extracto de plantabasado en la mezcla de orégano, canela y guindilla
(EP1) similares al control positivo. Sin embargo, ninguno de estos productos aumenté
la ganancia de peso vivo (GPV) respecto al grupo sin aditivos a esa misma edad.

Por tanto, los resultados obtenidos difirieron en funcién del lugar de crianza de
los pollos (jaulas vs. corrales). Asi, mientras que en los pollos criados en jaulas, los
aditivos, incluido el APC, no afectaron los pardmetros productivos; cuando la prueba
fue realizada en granja se observé una ligera mejora en el IC en los tratamientos con
APC, 4cido férmico y EP1.

Cabe ariadir, que los efectos de los extractos de plantas y dcido férmico sobre
los parametros productivos de los pollos de carne encontrados por otros autores son
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variables, bien positivos, o bien no significativos. Ademads, no existen muchos estudios
en aves en condiciones de campo.

Por otro lado, losaditivosmejoraron la digestibilidad ileal aparente de laMSy de
la PB frente al control negativo a los 42 dfas (Tabla 2). Por lo que, tanto los extractos de
plantas como el dcido férmico, al igual que la avilamicina, fueron capaces de mejorar
la digestibilidad de los nutrientes de la racién, cuando los animales se encontraban
en condiciones industriales alojados en corrales dentro de una granja comercial.

No obstante, debemos destacar que los resultados de digestibilidad obtenidos
en el control negativo fueron inusualmente bajos. La razén de los mismos podria
ser debida al procedimiento empleado y/o a la salud de los pollos. Sin embargo, se
ha seguido la metodologia recomendada para la determinacion de la digestibilidad
ileal y el marcador indicado por su mayor precision. Por otra parte, se determind la
humedad de la yacija de los corrales, asi como la posible presencia de coccidios en la
misma, encontrando ambos pardmetros dentro de la normalidad; por lo que, el estado
de salud de las aves era el adecuado, o al menos similar entre los tratamientos. En
cualquier caso, dichos resultados podrian explicar la pobre eficiencia de utilizacién
de la racién observada en los pollos pertenecientes al grupo sin suplementacion.

El efecto beneficioso de los APC, a través de su accién sobre la microbiota intes-
tinal, sobre la utilizacién de los nutrientes ha sido demostrado, existiendo numerosos
trabajos que justifican tal efecto. Por el contrario, los mecanismos mediante los cuales,
los extractos de plantas y los dcidos organicos ejercen su accién sobre la digestibilidad
no son conocidos completamente.

En el estudio de la morfologia intestinal (Tabla 3), se observé que los pollos que
consumian piensos suplementados con el dcido férmico, a las dosis evaluadas, mos-
traron las vellosidades mds altas a los 42 dias de edad. A su vez, el AF1 present? las
criptas mds profundas. Por tanto, el dcido férmico parece ejercer un efecto beneficioso
sobre el estado de la mucosa intestinal. Ademds, un efecto similar sobre la morfologia
intestinal fue observado en la prueba donde los pollos fueron criados en jaulas. En
ratas, se ha comprobado que algunos dcidos de cadena corta, como el dcido butirico,
presentan un efecto similar sobre la mucosa intestinal, probablemente debido a un
efecto tréfico sobre dicha mucosa.

Por tltimo, no se observaron diferencias significativas en el peso de la canal,
pechuga derecha y muslo derecho de los pollos pertenecientes a los distintos trata-
mientos (Tabla 4).
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Como conclusion, los resultados indican que todos los aditivos ensayados fueron
capaces de mejorar la digestibilidad ileal de los nutrientes de las raciones. Asimismo,
el extracto de plantas basado en la mezcla de aceites esenciales de orégano, canela
y guindilla (EP1), junto con el dcido férmico a ambas dosis mejoraron el indice de
conversion, al igual que el APC, frente al tratamiento sin aditivos. Ademés, el dcido
férmico podria ejercer un efecto beneficioso sobre la mucosa intestinal. Cabe destacar
que al evaluar los mismos aditivos, los resultados difirieron en funcién del lugar de
crianza (jaulas vs. corrales). Asf, el lugar donde son llevados a cabo los experimentos
es esencial para la correcta aplicacién de los resultados.

Tabla 1. Composicién de las raciones experimentales.

Inicio (1 a 21 d) Finalizacion (22 a49 d)

Ingredientes
Trigo 38,298 53,062
Maiz 20,000 10,000
Harina de soja (47 % PB) 28,719 25,418
Harina de pescado (60 % PB) 8,048 3,000
Aceite de soja 2,524 4,896
Manteca 0,298
Carbonato célcico 0,862 1,116
Fosfato célcico 0,501
Bicarbonato sédico 0,100 0,300
Sal 0,161 0,096
Celite' 0,500 0,500
DL-metionina 0,295 0,273
L-lisina HCI (56%) 0,188 0,260
L-treonina 0,021 0,036
Cloruro de colina 0,090 0,070
Complejo vitaminico? 0,050 0,030
Complejo mineral® 0,100 0,100
Natugrain (xilanasa)* 0,030 0,030
Natuphos (fitasa)® 0,010 0,010
Composicién calculada®

EMA (kcal/kg) 2.850 3.000
Lisina 1,47 1,22

Metionina + cistina 1,10 0,96

Treonina 0,93 0,79

Acido linoleico 2,28 3,60

Composicién analizada (% DM)

Cenizas 6,93 5,98

Proteina bruta 26,20 22,45
Almidon 38,32 40,73
Extracto etéreo 679 7 65

Celite®, tierra de diatomeas, Food Chemicals Codex grade, Celite Corp., Lompar, CA.
Aporte por kilogramo de la racién de inicio: 15.000 UI de vitamina A; 5.000 Ul de vitamina D,; 80
mg de vitamina E; 5 mg de vitamina K; 3 mg de tiamina; 10 mg de riboflavina; 5 mg de piridoxina;
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0,02 mg de vitamina B ,; 70 mg de niacina; 2 mg de dcido félico; 0,4 mg de biotina; 20 mg de dcido
pantoténico. Aporte por kilogramo de la racién de finalizacién: 9.000 Ul de vitamina A; 3.000 Ul de
vitamina D,; 48 mg de vitamina E; 3 mg de vitamina K; 1,8 mg de tiamina; 6 mg de riboflavina; 3 mg

de piridoxina; 0,012 mg de vitamina B
12 mg de dcido pantoténico.
Aporte por kilogramo de la racién de inicio: 120 mg de manganeso; 100 mg de cinc; 80 mg de hierro;

42 mg de niacina; 1,2 mg de dcio f6lico; 0,24 mg de biotina;

20 mg de cobre; 2 mg de yodo; 0,3 mg de selenio; 0,5 mg de cobalto. Aporte por kilogramo de la
racién de finalizacién: 100 mg de manganeso; 80 mg de cinc; 30 mg de hierro; 15 mg de cobre; 2 mg

de yodo; 0,3 mg de selenio; 0,2 mg de cobalto.
* Natugrain Prod. N° JEB8296569/1-54, Grupo BASF, Ludwigshafen, Alemania.
" Natuphos Prod. N° JEA8085632/1-29, Grupo BASF, Ludwigshafen, Alemania.

% De acuerdo a normas FEDNA (2003).

Tabla 2. Efecto del dcido férmico y los extractos de plantas sobre el crecimiento y

la digestibilidad ileal aparente de los nutrientes en pollos de carne a los 42 d de edad. '

Tratamientos?

Rendimiento productivo

Digestibilidad ileal racién
finalizacion (%)

C

AV

FAOQ

FA1

EP1

EP2

EEM3

Nivel significacién®

GPV (g/d)

68,9
66,5
67,3%
66,3
68,8
64,5°
0,4
0,036

IC (g:g)

1,92°
1,54¢
1,74°
1,60¢
1,59¢
1,94*
0,01

0,000

MS

56,4°
71,6
67,8
68,8
68,4°
67,9
09
0,001

PB

60,7°
75:3%
72,5
73193
70,8
71,1°
0,7
0,000

** Las medias con diferente superindice dentro de la misma columna son significativamente diferentes

(P< 0,05).

' Las medias representan 4 corrales por tratamiento.
* 10 mg/kg avilamicina (AV); 5.000 mg/kg dcido férmico (FA0); 10.000 mg/kg dcido férmico (FAT);
200 mg/kg extracto de plantas basado en una mezcla de los aceites esenciales de orégano, canela
y guindilla (EP1); 5.000 mg/kg extracto hidroalcohélico de plantas proveniente de hojas de salvia,

tomillo y romero (EP2).
* Error estdandar de la media.
+ *P<0,05 *** P<0,001.
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Tabla 3. Efecto del dcido férmico y de los extractos de plantas sobre la morfologia

de la mucosa intestinal de los pollos de carne a42 d.!

Tratamientos? Morfologfa mucosa intestinal
Altura (um) Profundidad (um) Superficie (um?)

C 1.088» 212 696.816

AV 1719220 186° 813.364
FAO 1.273° 220 852.244
FAl 1.250° 266° 933.764
EP1 1.056° 189° 786.856
EP2 1.207% 2342 893.408
EEM? 25,8 7,5 34,892
Nivel significacién’ 0,048 0,042 0,466

*»  Las medias con diferente superindice dentro de la misma columna son significativamente diferentes
(P < 0,05).

¥ Las medias representan 4 corrales por tratamiento.

10 mg/kg avilamicina (AV); 5.000 mg/kg dcido férmico (FA0); 10.000 mg/kg dcido férmico (FA1);

200 mg/kg extracto de plantas basado en una mezcla de los aceites esenciales de orégano, canela

y guindilla (EP1); 5.000 mg/kg extracto hidroalcohdlico de plantas proveniente de hojas de salvia,

tomillo y romero (EP2).

Error estdndar de la media.

$ NS P> 0,05; * P < 0,05.

=

Tabla 4. Efecto del dcido férmico y los extractos de plantas sobre el rendimiento a la canal,
pechuga y muslo de pollos de carne a los 49 d de edad.'

Tratamientos? Rendimiento cdrnico (g/kg PV)
Canal Pechuga derecha Muslo derecho

C 814 92 119

AV 813 95 117

FAOQ 813 91 120

FA1 804 90 118

EP1 806 93 117

EP2 812 91 120
EEM? 2,4 0,9 0,5

Nivel significacién® 0,816 0,782 0,578

¥ Las medias representan 4 corrales por tratamiento.
2 10 mg/kg avilamicina (AV); 5.000 mg/kg acido férmico (FAO); 10.000 mg/kg dcido férmico (FA1);
200 mg/kg extracto de plantas basado en una mezcla de los aceites esenciales de orégano, canela
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y guindilla (EP1); 5.000 mg/ kg extracto hidroalcohdlico de plantas proveniente de hojas de salvia,
tomillo y romero (EP2).

Error estdndar de la media.

NS P > 0,05.

IV. DISCUSION GENERAL

En primer lugar, destacar que la respuesta a los agentes antimicrobianos es
variable, y depende en gran medida del lugar donde los animales son criados, asf
como de la racién ofrecida a los mismos. La compresién y conocimiento de los factores
involucrados en dicha respuesta es fundamental antes de avanzar en el estudio de
las posibles alternativas a los APC.

La capacidad antimicrobiana de estos productos es clara; por lo que, en primer
lugar, debemos explicar la interaccién entre la microflora intestinal y la eficiencia
alimentaria del animal. Asf, la presencia de microflora en exceso y/o patégena en el
intestino reduce la eficiencia de utilizacion del alimento por el animal a través de los
siguientes mecanismos (Bedford, 2000):

- compite con el hospedador por nutrientes en el tracto intestinal;

- desencadena, en algunos casos, una respuesta inmune la cual causa una
disminucién del apetito y del catabolismo de la proteina muscular;

- causa enfermedad, particularmente enteritis necrética;

- disminuye la eficiencia digestiva al degradar las enzimas digestivas y
altera las superficies de absorcién;

- aumenta el tamano del tracto intestinal mediante la produccién de com-
puestos estimulantes (poliaminas y dcidos grasos voldtiles);

El resultado es un aumento de la energfa requerida para el mantenimiento del
intestino, dejando menos energia disponible para los procesos productivos, tales
como la deposiciéon de musculo.

Por tanto, la falta de desafio microbiano obviamente limitara la respuesta a los
promotores del crecimiento. Este desafio es creado, entre otros factores, por la micro-
flora residual presente en la jaula, corral, o nave donde el animal es criado. Asf pues,
el lugar de crianza de los animales es particularmente importante.

Almismo tiempo, el que determinadas especies bacterianas se establezcan o no
en el intestino, no sélo depende de su presencia en si, sino también de que existan los
nutrientes apropiados y el espacio en el cual puedan vivir. Nutrientes, que en tltima
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instancia, van a proceder de la racién ofrecida al pollo. En ese sentido, queda claro
que la racién puede influir sobre la microflora existente en el tracto intestinal, y por
tanto, sobre la respuesta a los APC.

Cuando la digestion es 6ptima, la tasa de digestion de los nutrientes y su ex-
tracciéon del intestino es tal, que queda poco material que pueda ser rdpidamente
digerido (almidén y proteina) por la microflora indigena del intestino delgado. Del
tal forma que, las poblaciones microbianas en fleon se mantienen en concentraciones
minimas por la baja disponibilidad de nutrientes. A su vez, las poblaciones del ciego
unicamente se mantienen gracias al aporte de fibra fermentable, la cual puede pasar
a través de los llamados filtros cecales, que son barreras fisioldgicas existentes en la
union ileo-cecal, las cuales impiden que las particulas de gran tamafio penetren en
el ciego.

Por el contrario, cuando, por alguna razén, ladigestién se encuentra comprome-
tida, hay una mayor cantidad de almidén y proteina, que de fibra fermentable, que
llega a las partes distales del intestino delgado; esta modificacion del sustrato dispo-
nible para las poblaciones microbianas provoca, a su vez, un cambio en la densidad
y tipo de especies dominantes en el intestino (Wagner y Thomas, 1978; Vahjen y col.,
1998). Tales cambios se producen cuando se emplean raciones altamente viscosas o
raciones con nutrientes de baja digestibilidad. Asimismo, el animal responderad a tal
desaffo mediante diversos mecanismos:

- aumento de la produccién de enzimas digestivas (Angkanaporn y col.,
1994) y del peso pancredtico (Brenes y col., 1993);

- incremento del tamafio del intestino para competir por los nutrientes no
absorbidos (Brenes y col., 1993);

- estimulacién de la mucosa y regeneracién intestinal como respuesta a
subproductos bacterianos tales como las poliaminas (Seidel y col., 1985;
Deloyer y col., 1996; Noack y col., 1996).

Por tanto, un simple cambio en la racién puede llevar consigo graves consecuen-
cias, y los APC son capaces de limitar los efectos adversos derivados de tales fluctua-
ciones al actuar directamente sobre las bacterias responsables (Bedford, 2000). De ahi
que, la retirada de los APC aumente la variabilidad en los rendimientos productivos,
resultantes de problemas en la digestibilidad de la racion. Por ello, es esencial que los
aditivos alimentarios, buscados como potenciales alternativas a los APC, sean capaces
de reducir la variacién en la digestibilidad de los nutrientes entre las raciones.

Los estudios correspondientes a la primera y segunda pruebas experimenta-
les, fueron llevadas a cabo en condiciones de laboratorio, en una sala experimental
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perteneciente a las dependencias de la Unidad Docente de Nutricién Animal de la
Facultad de Veterinaria de Murcia, donde los pollos eran situados en jaulas. En el
tercer ensayo experimental, los animales fueronalojados en corrales construidos a tal
efecto en el interior de una granja comercial de la empresa Avicola Levantina S.A. En
este caso, las aves estaban sometidas, en principio, a las condiciones higio-sanitarias
de una crianza comercial. As{ pues, en estas tres pruebas experimentales se evalda la
accion de los extractos de plantas y dcido orgdnicos en distintas localizaciones (jaulas
vs. corrales).

En efecto, la distinta ubicacién de los animales fue un factor relevante en el
disefio de estas pruebas, ya que larespuesta a los aditivos alimentarios, y en especial
aquellos con actividad antimicrobiana directa o indirecta, se puede ver condicionada
por el lugar de cria de los animales. Este hecho se ha demostrado previamente en
el caso de los APC, donde cabe esperar una mejor respuesta a los mismos, cuanto
menores sean las condiciones higiénicas y mayor el desafio microbiano al que estén
sujetos los animales, poniendo asi de manifiesto la relacién existente entre el estado
microbiano del ave y la eficacia de este tipo de productos (Bedford, 2002).

Por tanto, el emplazamiento de las aves es un aspecto esencial para la precisa
interpretacién de los resultados, puesto que se espera que éstos sean diferentes en fun-
cién del lugar de crianza de los animales, como lo demuestran nuestros resultados.

De hecho, segtin indica Bedford (2000), los resultados esperados a partir de
ensayos realizados con animales en jaulas, donde el estrés microbiolégico es mini-
mo o nulo, no serfan representativos frente aquellos encontrados bajo condiciones
industriales estandar.

Por otro lado, la formulacién de los piensos utilizados en estos trabajos experi-
mentales fue realizada por el equipo técnico de la empresa Avicola Levantina S.A.,
colaboradora habitual en los mismos; contando asi con unos piensos practicamente
idénticos a los que habitualmente se emplean a escala industrial. Dichos piensos
estaban basados en trigo-soja, siendo el trigo el principal cereal de la racién; como es
habitual en nuestro pais y en la UE.

Junto a lo anterior, cabe sefialar la preferencia por parte del consumidor espafiol
de una canal blanca frente a la amarilla; esto limita el empleo del maiz, el cual debido
a los pigmentos que contiene da una tonalidad amarillenta a la canal.

Asuvez, en la utilizacién del trigo como materia prima principal en la composi-
cién de las raciones para broilers, intervienen otros factores tales como la dependencia
de importacién del maiz, y el precio del mercado.
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A continuacién, discutiremos de forma conjunta los resultados mads relevantes
obtenidos, ya que en ellos se evaluaron los mismos aditivos alimentarios: dos extrac-
tos de plantas (Xtract®, basado en una mezcla de los aceites esenciales de orégano,
canela y guindilla; y Labiatae Extract ®, extracto hidro-alcohdélico de hojas de salvia,
tomillo y romero) y dcido férmico a dos dosis (0,5 y 1%), frente a un control positivo
(con avilamicina como APC) y un control negativo.

En las pruebas experimentales n° 1y 2 se estudiaron los efectos de los dos ex-
tractos de plantas y el dcido férmico, respectivamente, frente a un control negativo
(sin aditivos) y un control positivo (tratamiento con avilamicina) en condiciones de
laboratorio; compardndose asi, 4 tratamientos en cada uno de estos ensayos.

En general, no se observaron diferencias significativas entre los distintos tra-
tamientos establecidos (extractos de plantas, dcido férmico y avilamicina) sobre los
rendimientos productivos (ganancia de peso vivo, consumo e indice de conversién)
de los pollos que se encontraban en jaulas (pruebas experimentales n° 1 y 2).

Si bien, cuando se evaluaron los mismos productos sobre dichos pardmetros
en los animales alojados en corrales (prueba experimental n°® 3), todos los aditivos
excepto el extracto proveniente de las hojas de salvia, tomillo y romero, mejoraron (P
< 0,001) el indice de conversién (IC) frente al control negativo a los 42 dias de edad;
siendo los tratamientos suplementados con dcido férmico al 1% y el extracto de plan-
tas basado en la mezcla de orégano, canela y guindilla similares al control positivo.
Sin embargo, ninguno de estos productos aumenté la ganancia de peso vivo (GPV)
respecto al grupo sin aditivos a esa misma edad. Por tanto, los resultados obtenidos
difirieron en funcién del lugar de crianza de los pollos (jaulas vs. corrales). Ademads, el
efecto promotor de los APC, en ocasiones, tinicamente se ve traducido en una mejora
del indice de conversion.

Es probable, como queda expuesto anteriormente, que la falta de efecto promotor
del crecimiento por parte de dichos productos, en el caso de las aves en jaulas, pudo
ser debido a que las pruebas se realizaron en condiciones ideales de experimentacion.
En cualquier caso, estos agentes deberfan ser evaluados en granjas comerciales para
conseguir asf unos resultados que puedan ser extrapolados a la practica.

Cabe afiadir, que los efectos de los extractos de plantas y dcido férmico sobre
los pardmetros productivos de los pollos de carne encontrados por otros autores son
variables, y las mejoras no siempre son significativas. Ademds, no existen muchos
estudios en aves en condiciones de campo (Cepero, 2005).
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En el caso de los extractos de plantas, resulta muy complicado generalizar sobre
su mecanismo de accién antibacteriano, puesto que estdn constituidos por multitud
de principios activos, cuyas composiciones quimicas y concentraciones son variables.
De hecho, dentro de un mismo género, la concentracién de los principios activos ma-
yoritarios varia considerablemente de una planta a otra. Por tanto, debido a la gran
variabilidad en composicién existente, los efectos biolégicos van a ser muy diferentes
(Deans y Waterman, 1993). En lineas generales, las bacterias Gram positivas son mads
sensibles a la accién de los extractos de plantas que las Gram negativas debido a la
menor complejidad estructural de su membrana (Lis-Balchim, 2003). En cualquier
caso, en base a la eficacia antibacteriana demostrada in vitro, parece 16gico considerar
la aplicacion de estos agentes en Produccion Animal. Asimismo, independientemente
del mecanismo de accién involucrado, parece obvio que los efectos de los extractos
de plantas sobre los rendimientos productivos van a ser aparentes, siempre y cuando
los pollos estén sujetos a condiciones no 6ptimas, tales como una racién pobremente
digestible y/o un ambiente poco higiénico (Lee y col., 2003).

Por otro lado, la eficacia de los acidificantes estd bastante contrastada en porci-
no, pero no asf en aves (Langhout, 2000). Van Campenhout y col. (2001) observaron
una mejora del IC de broilers criados en corrales a los 42 dias de vida, cuando suple-
mentaron la racién con un acidificante comercial basado en una mezcla de dcidos
orgdnicos. En cambio, Waldroup y col. (1995) no encontraron mejora alguna sobre
los rendimientos productivos de pollos de carne al evaluar el dcido lactico, fumadrico,
férmico, propidnico y citrico adicionados a la racién.

En lineas generales, los aditivos ensayados aumentaron la digestibilidad fecal
aparente de los nutrientes de la raciéon en la prueba donde fueron evaluados sélo los
dos extractos de plantas (prueba experimental n® 1). En general, los dos extractos
vegetales y el APC mostraron un efecto positivo sobre la digestibilidad fecal aparente
de la MS, PB y EE; sin embargo, dicho efecto fue dependiente de la edad, siendo més
evidente en la racién de finalizacién para la MS y PB (P < 0,001), y en la racién de
inicio para el EE (P < 0,001).

Por tanto, los resultados difirieron en funcién de la edad, hecho que pone de
manifiesto, a su vez, la importancia de que dicho estudio abordara el ciclo de crianza
completo. La mayoria de los trabajos en este campo se han realizado durante el pri-
mer periodo productivo, puesto que, a priori, la eficacia de tales productos es mayor
durante las primeras semanas de vida del pollo. Sin embargo, a la luz de nuestros
resultados, los efectos positivos sobre la digestibilidad de los nutrientes se observan
mayoritariamente en el periodo de finalizacién, debido posiblemente al empeora-
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miento de las condiciones higiénicas conforme avanza la cria. Asi, resulta interesante
el evaluar la crianza completa del broiler para obtener unos resultados maés aplicables
a la préctica industrial.

De forma global, podemos decir que los aditivos ensayados mejoraron la diges-
tibilidad ileal aparente de la MS en los tres ensayos experimentales. Asi, en el primer
ensayo, los dos extractos de plantas incrementaron (P < 0,01) la digestibilidad ileal
aparente de la MS y almidén frente al grupo sin aditivos para la racién de inicio. A
su vez, el EP1 y AV aumentaron (P < 0,05) la digestibilidad ileal aparente de la MS a
los 42 dfas de edad. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la
digestibilidad ileal aparente de la PB debidas a la suplementacién con los extractos
de plantas o APC a ninguna de ambas edades.

En la prueba experimental n° 2, la digestibilidad ileal aparente de la MS y PB
no fue afectada por ninguno de los tratamientos en la racién de inicio. Si bien, a los
42 dias de edad, el tratamiento con avilamicina y el dcido férmico al 1% obtuvieron
una mayor digestibilidad ileal aparente de la MS frente al resto de tratamientos, pero
s6lo el tratamiento con APC fue significativamente diferente al control negativo (P
< 0,05).

En cambio, todos los aditivos alimentarios mejoraron (P < 0,001) la digestibilidad
ileal aparente de la MS y de la PB frente al control negativo a los 42 dias en la prueba
experimental n°®3. Por lo que, tanto los extractos de plantas como el dcido férmico, al
igual que la avilamicina, fueron capaces de mejorar la digestibilidad ileal de los nu-
trientes de la racién, cuando los animales se encontraban en condiciones industriales
alojados en corrales dentro de una granja comercial.

En efecto, el lugar de crianza en el que se encuentran los animales es particular-
mente importante en la evaluacion de estos agentes, ya que la eficacia de los mismos
estd determinada por el estado microbiolégico de los animales. Tannock (1998) mostré
que el lugar donde los animales son criados podia modificar la microbiota intestinal.
Ast, aves criadas en corrales pueden mostrar una mayor infeccién por patégenos que
aquellas criadas en bateria (Willis y col., 2002). De ese modo, cuanto mayor sean las
condiciones higiénicas a las que estdn sujetos los animales, menor serd la repuesta
que cabe esperar de tales sustancias.

La accidon beneficiosa de los APC, a través de su accién sobre la microbiota intes-
tinal, sobre la utilizacién de los nutrientes ha sido demostrada (Gaskins y col., 2002).
En este sentido, existen trabajos que justifican tal efecto (Jamroz y col., 1995; Huang
y col., 2005). Por el contrario, los mecanismos mediante los cuales, los extractos de
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plantas y los dcidos orgdnicos ejercen su accién sobre la digestibilidad no son conoci-
dos completamente. Aun asf, autores previos han indicado las posibles propiedades
estimulantes de los productos de origen vegetal sobre la digestiéon (Mellor, ,, 2000;
Kamel, 2001).

Por otro lado, los trabajos existentes que estudian el efecto de los dcidos orgénicos
sobre la digestibilidad de los nutrientes en pollos son muy escasos, a diferencia de
en porcino (Doyle, 2001). En este sentido, Lee (2005) indicé que los dcidos orgdnicos
podrian ejercer una accién directa sobre las poblaciones bacterianas del tracto gastro-
intestinal de los pollos, al disminuir la cantidad de algunas bacterias patdgenas, tales
como C. perfringens, y controlar otros tipos de bacterias que compiten por nutrientes
con el hospedador.

Por dltimo dentro de estos trabajos experimentales, incluiremos la evaluacién
de la morfologia intestinal, la cual fue estudiada en las pruebas experimentales n° 2

y 3.

En la industria avicola, para conseguir una alta tasa de crecimiento y eficiencia
alimentaria, es esencial que el intestino se encuentre en condiciones éptimas de salud
(Dekich, 1996). Por lo que, laevaluaciéon del estado de la mucosa intestinal proporciona
una informacién muy valiosa sobre lasalud intestinal. En lineas generales, la presencia
de toxinas bacterianas en intestino causa el acortamiento de las vellosidades y una
mayor profundidad de las criptas (Yason y col., 1987). Los agentes antimicrobianos,
reducen la carga microbiana a este nivel, y por tanto, la produccién de toxinas, dando
lugar a vellosidades mas altas y criptas menos profundas.

En el ensayo experimental n° 3, que engloba el estudio de ambas alternativas
a los APC, el 4cido férmico, a las dosis evaluadas, aumento la altura de las vellosi-
dades frente a los restantes tratamientos a los 42 dfas de edad (P < 0,05). Asu vez, el
tratamiento con dcido férmico al 1% presento las criptas mds profundas (P < 0,05).
Asimismo, en la pruebaexperimental n®2, el tratamiento con un 0,5% de dcido férmico
junto con el grupo con avilamicina tendieron a mejorar la altura de la vellosidad a
los 42 dias de vida. Ademads, ambas dosis de dcido férmico obtuvieron las criptas méds
profundas a dicha edad (P < 0,05).

Por tanto, el dcido férmico aumento la altura de las vellosidades y la profundidad
de las criptas; tales efectos podrfan indicar que la inclusiéon de dicho dcido parece
mantener la integridad de la mucosa intestinal, como muestra el aumento de la altu-
ra de las vellosidades, y, a su vez, promover la proliferaciéon celular en intestino, al
aumentar la profundidad de las criptas.
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En el caso del yeyuno del pollo, a diferencia con los mamiferos, la proliferacién
de enterocitos no sdlo tiene lugar en las criptas, sino que también se extiende a lo
largo de toda la vellosidad. De hecho, el intestino delgado del ave adulta se regenera
de forma continua a través de células que proliferan desde las criptas hasta el dpice
de la vellosidad (Uni y col., 1998).

En este sentido, Scheppach y col. (1995) demostraron que los dcidos grasos de
cadena corta estimulaban la proliferacion normal de las células de la cripta, promo-
viendo la regeneracién y mantenimiento del tejido intestinal. A su vez, se haobservado
que el dcido butirico aumento la altura de las vellosidades, el drea y la profundidad
de las criptas en el yeyuno y colon de ratas (Frankel y col., 1994). Sakata (1987), al
alimentar ratas con raciones que contenian acido acético, propiénico, butirico o una
mezcla de dichos dcidos, observé que tales dcidos provocaron un aumento en la
produccién de células de la cripta.

En nuestro caso, el dcido férmico al 1% parece ejercer dicho efecto. Por lo que,
trabajos futuros que evaltien el posible efecto tréfico del dcido férmico sobre el epitelio
intestinal del broiler resultarian de gran interés

V. CONCLUSIONES GENERALES

PRIMERA.- Los dos extractos de plantas tinicamente fueron eficaces como
promotores del crecimiento en la prueba realizada en corrales, en la que mejoraron el
indice de conversién. En general, ambos extractos de planta afectaron positivamente la
digestibilidad de los nutrientes de laracion, fecal en el experimento realizado en jaulas
e ileal cuando los pollos se criaron en corrales dentro de una granja comercial.

SEGUNDA.- El dcido férmico a las dosis evaluadas sélo mostré efectos positivos
sobre el indice de conversién y la digestibilidad ileal de los nutrientes en la prueba
realizada en corrales.

TERCERA.- El 4cido férmico podria ejercer un efecto beneficioso sobre la mu-
cosa intestinal. Los pollos alimentados con las raciones suplementadas con el dcido
férmico presentaron unas vellosidades intestinales mds altas, sobre todo en la prueba
de corrales y, a su vez, las criptas mds profundas en ambas pruebas.

CUARTA.- El lugar de crianza de los pollos, jaulas, corralesy granjas comerciales,
afect6 los resultados obtenidos.
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RESUMEN

Al género Orbivirus pertenecen tres virus transmitidos a través de vector, que
afectan al ganado domestico y a animales de vida libre (Lengua Azul, Peste Equina
Africana y Enfermedad Hemorrdgica Epizodtica de los Ciervos), y que han causado
en las dos ultimas décadas, especialmente el virus de la Lengua Azul (vLA), pérdidas
econdmicas cuantiosas en practicamente toda Europa y en los pafses del sur y el este
del Mediterraneo. Es importante, por tanto, profundizar en el conocimiento sobre
los mecanismos de actuacion de estos virus, tomando como base al vLA considera-
do como el virus modelo para el estudio de este género, y en los mecanismos que
modulan la respuesta inmunoldgica del hospedador para poder mejorar el control
de la enfermedad mediante vacunas més eficaces. Hasta el momento se desconocen
aspectos tan importantes como la duracién de la viremia en animales infectados, el
papel de la inmunidad celular desencadenada en el hospedador o los mecanismos
de “hibernacién” que permitan al vLA “reaparecer” tras un periodo de ausencia
del vector. Ademads, el hecho de que los tres compartan los mismos vectores, hace
necesario analizar el riesgo de entrada de los virus de la Peste Equina Africana y de
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la Enfermedad Hemorragica Epizodtica de los Ciervos en Espaiia, -que actualmente
se detectan en los paises del Africa Subsahariana y en el sur y este del Mediterréneo,
respectivamente-. Por ltimo, se considera también imprescindible mejorar las téc-
nicas de diagnéstico para el virus de la Enfermedad Hemorragica Epizodtica de los
Ciervos y el virus de la Peste Equina Africana y desarrollar nuevos ensayos basados
en las cepas circulantes por el drea mediterrdnea.

INTRODUCCION

El género Orbivirus se localiza taxondmicamente dentro de la familia Reoviridae,
que agrupa a virus cuya caracteristica comuin es la de tener un genoma constituido
por ARN de doble cadena segmentado en 10-12 fragmentos. Por lo demads, los virus
de esta familia presentan una gran heterogeneidad. De entre todos los Reovirus,
destacan los pertenecientes al género Orbivirus, en concreto el virus de la Lengua
Azul, el virus de la Peste Equina Africana y el virus de la Enfermedad Hemorrédgica
Epizodtica de los Ciervos.

LaLenguaAzul (LA) es unaenfermedadinfecciosano contagiosa de distribucién
mundial, que afecta tanto a rumiantes domésticos como salvajes con importantes
diferencias seguin las especies afectadas y que se incluye en la antigua lista A de la
Oficina Internacional de Epizootias (OIE). Estd producida por un virus ARN del gé-
nero Orbivirus (familia Reoviridae), considerado como el virus tipo de este género,
del que se conocen al menos 24 serotipos diferentes, no todos patégenos, entre los
que no existe inmunidad cruzada, lo que dificulta las estrategias de vacunacién (1,2).
Hasta el momento, en Europa se han detectado los serotipos 1, 2, 4, 6, 8, 9y 16. La
LA origina importantes restricciones comerciales en los paises afectados asi como
pérdidas econémicas que han sido estimadas entorno a unos 3 billones de ddlares

por afio (3).

A este género pertenecen otros virus como el de la peste equina africana (vPEA),
responsable de una devastadora enfermedad en caballos que provocé un brote que
afectd a Espafia, Portugal y Marruecos en 1987 y que desde su erradicacién en 1991
no ha vuelto a ser detectado en Europa (4,5). El hecho de que alo largo de los tltimos
afos se hayan registrado varios brotes del serotipo 2 de este virus en regiones de Afri-
ca Central muy alejadas entre ellas (Senegal y Etiopia) hace pensar que existe virus
activo circulando fuera la zona donde es endémico (principalmente en Sudéfrica).
Este hecho, junto con el conocimiento de que vPEA comparte vectores de transmisién
con vLA (Culicoides imicola), actualmente localizado en el norte de Africa y buena
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parte de Europa, hace pensar que la llegada accidental de vPEA a Europa provocarfa
su diseminacién a una region vastisima donde su vector podrfa transportar al virus.
Ademas, la llegada de vLA al norte de Europa en 2006 demostré que otras especies
de Culicoides, que nunca antes habian entrado en contacto con vLA, eran capaces de
transmitir este virus de manera eficaz. Es posible que estos mismo Culicoides también
sean compatibles con vPEA.

El otro miembro del género Orbivirus cuyasituaciénepidemiolégica nosinteresa
es el virus de la enfermedad hemorrdgica epizoética del ciervo (VEHEC), presente
en distintos paises de la cuenca mediterrdnea (Marruecos, Algeria, Tunez e Israel)
durante 2006-2007 (http:/ /www.promed.mail.org), siendo escasos los datos sobre la
situacion de esta enfermedad, al no ser obligatoria su notificacion ala OIE. Hasta que
vEHEC comenzé a detectarse en 2006 por toda la costa este y sur del Mediterraneo, la
informacién de la que se disponfa sobre esta enfermedad estaba relacionada con los
numerosos brotes producidos en Estados Unidos, sobre todo ligados a fauna silves-
tre. Los articulos que describen técnicas de PCR (Polymerase Chain Reaction) para
detectar este virus serefieren siempre a fauna de vida libre. Cuando en 2006 se realiz6
una puesta a punto de estas técnicas en el Laboratorio Central de Algete (Madrid) se
comprobé que algunas de las PCRs descritas para vVEHEC reconocen también vLA
de manera inespecifica. Por tanto, la mejora de técnicas de diagnéstico moleculares
que permitan realizar un diagnéstico diferencial de estos virus (vLA, vPEA, vVEHEC)
y cuyo genoma presenta elevada homologfa, se presenta como un objetivo prioritario
para los laboratorios de diagnostico e investigacién.

EL VIRUS

El virus de la LA (vLA) se presenta como el modelo a seguir en el estudio de los
Orbivirus, mostrando una importante capacidad de difusién y virulencia. A pesar de la
gran variabilidad mostrada por las especies de virus del género Orbivirus, todos ellos
muestran una serie de caracteristicas comunes: (I) Cdpside icosaédrica con dos capas
de proteinas en la que se encuentran las proteinas estructurales VP2 y VP5, proteinas
mayores de la capa externa que se pierde en la etapa inicial del proceso de infeccién,
mientras que VP3 y VP7 son las principales proteinas de la capa interna, donde se
localizan también las proteinas estructurales menores VP1, VP4 y VP6. Ademds de
estas proteinas estructurales existen otras proteinas no estructurales (NS1, NS2, NS3
y NS3A) que parecen participar en la replicacién, maduracién y salida del virus
de la célula infectada. (II) El genoma del VLA estd compuesto por 10 segmentos de
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ARN bicatenario empaquetados dentro de la cdpside (6,7). Las proteinas VP3 y VP7,
estdn altamente conservada en todos los Orbivirus (8,9), expresando determinantes
antigénicos especificos de grupo (10).

El virus que causala PEA (vVPEA) presenta caracteristicas genémicas idénticas a
las descritas para vLA. Se han descrito 9 serotipos de este virus, cuya distribucién es
tipicamente subsahariana, aunque se han producido varios episodios fuera de sus zo-
nas endémicas, en uno de los cuales, el serotipo 4 de vPEAlleg6 a Marruecos, Portugal
y Espaiia en 1987. En la actualidad existe un buen nimero de técnicas moleculares y
seroldgicas para su diagndstico, pero no se dispone de vacunas que permitan realizar
un control efectivo de la enfermedad, ala vez que garanticen una eficaz diferenciacién
entre animales vacunados e infectados. Todoello, a pesar de haberse ensayado vacunas
de tercera generacién (VLPs, Virus Like Particles) con elevada potencia.

En el caso del vEHEC, la situacion es muy distinta. Dado que ha sido conside-
rada una enfermedad que afectaba a la fauna silvestre, el control de la enfermedad
se ha venido realizando mediante sacrificio de los animales infectados y control de
los movimientos de poblaciones animales. Todavia hoy no se sabe cudntos serotipos
distintos existen en el mundo (EHD1 y 2 en EEUU, tres aislados en Nigeria y cinco
Australia, que podrian ser distintos serotipos) y el virus Ibaraki, que afecta a ganado
bovino en Japdn, se considera en la actualidad idéntico al serotipo 2 del vEHEC (11).
Como ya se sefialé en el apartado anterior, parece recomendable mejorar el diagnéstico
diferencial para vVEHEC buscando regiones tinicas en su genoma.

EL VECTOR Y LA TRANSMISION DEL VIRUS

En lo sucesivo nos referiremos de manera genérica al vLA como virus tipo del
género Orbivirus, pero lainformacién se puede aplicar a vVPEA y vVEHEC excepto que
se sefiale lo contrario.

La transmisién del vLA se produce por picadura de mosquitos del género Culi-
coides que se hayan infectado previamente a partir de un animal en fase virémica. El
virus se multiplica en el interior de las células intestinales, disemindndose posterior-
mente hasta las gldndulassalivares donde permanece hasta el momento de la picadura
(12). La presencia y abundancia del vector condiciona la existencia de la enfermedad
y su difusién (12). La transmisién vertical y mediante el coito por presencia de virus
en el semen también ha sido descrita ocasionalmente (13). De las cientos de especies
de Culicoides que se conocen en el mundo (mds de 5000), sélo 32 estdn implicadas
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en la transmisién del vLA (12 se encuentran en Europa), y es posible que no todas
puedan transmitir los 24 serotipos diferentes que se conocen (14). Esta especificidad
parece depender de los receptores que poseen las células intestinales, que reconocen
alos virus y los fagocitan, permitiendo su multiplicacién en el interior de las células
y posterior diseminacién hasta las glandulas salivares (12).

En Europa los vectores principales son Culicoides iinicola, el complejo Culicoides
obsoletus, Culicoide dewulfi y Culioides pulicaris. Son las hembras de la especie las que
se alimentan de sangre y las que posteriormente realizan la puesta. Sin embargo no se
conoce que exista paso del virus alos ovarios, por lo que no parece que exista trans-
misién del vLA entre generaciones de estos insectos. Parece mds bien, segtin estudios
recientes, que los mecanismos de supervivencia del vector podrian estar relacionados
con el aumento de la temperatura invernal en Europa durante los tltimos tres afios
(15). Asi, la infeccién del vector se tiene que producir siempre por ingestién de sangre
de un animal virémico.

La temperatura de desarrollo varfa segtin la especie, no siendo conocida con
exactitud. La aparicién de la enfermedad en paises de la cuenca mediterrdnea, centro
y norte de Europa ha estado favorecida por el cambio climatico, lo que ha originado
lallegada y la permanencia de los vectores (1,16,17). Tradicionalmente se establecfan
las latitudes 40°N y 35°S como dreas donde se encontraba presente Culicoides imicola,
vector cldsico de transmisién del vLA, el cual necesita temperaturas mds elevadas
parasu supervivencia, alcanzando su pico de abundanciaentre primavera y otofio. Sin
embargo, el vector hasido capaz de colonizar y permanecer en nuevasdreas localizadas
en lugares de clima mds frio (con 7°C pueden volar y transmitir la enfermedad), donde
nunca antes habia sido descrito (18) pudiendo, por tanto, infectar rumiantes en areas
previamente fuera de su rango de temperatura, y poniendo asi el virus a disposicién
de otras especies como Culicoides obsoletus, no descritas antes como transmisoras del
virus y que ahora juegan un importante papel en la hibernacién del virus en dreas
del norte de Europa (19). Esta especie abunda en Europa Central y en todo el tercio
norte de Espafia, donde aparece muy precozmente y puede estar presente todo el
invierno, alcanzando sus maximos en los meses de verano. Igualmente, el transporte
de animales facilita la diseminacion de serotipos del vLA que actualmente afectan un
area de Europa hacia dreas ocupadas por otras especies de Culicoides (20).

Hasta el momento, la transmisién del vPEA ha estado siempre asociada a la
presencia de Culicoides imicolaen el norte de Africa y el sur de Europa y a la existencia
de Culicoides bolitinos en el centro y sur de Africa. Esta situacién podria cambiar si,
como ha ocurrido con VLA, otras especies de Culicoides que se localizan en regiones
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geogrdficas mds septentrionales fuesen capaces de transmitir eficazmente el vPEA, de
caracteristicas muy similares a vLA. El caso del vEHEC es muy parecido al de vPEA,
ya que en el Mediterrdneo siempre ha aparecido en regiones con gran abundancia
de C. imicola.

Los Culicoides presentan actividad crepuscular o nocturna, pero con humedad y
cielo cubierto, caracteristicas propias de inviernos centroeuropeos, algunas especies
como Culicoides obsoletus y Culicoides dewulfi pueden volar incluso en las horas centrales
del dia. A pesar de que con lluvia y viento no vuelan, en determinadas condiciones
de temperatura y humedad, las corrientes de aire pueden desplazarlos cientos de
kilémentros. Trabajos recientes también han demostrado que, pese a que suelen en-
contrarse fuera de las construcciones, Culicoides obsoletus y Culicoide dewulfi pueden
encontrase dentro de las instalaciones ganadera sobre todo en los meses invernales
cuando las condiciones climéticas exteriores son mas adversas (19).

EVOLUCION HISTORICA RECIENTE Y SITUACION ACTUAL

Después de los brotes que afectaron a Europa hasta 1979 (21), una nueva ola de
brotes comenzaron en 1998 con la aparicion del serotipo 9, asi como con la presencia
en los afios siguientes del serotipo 2, que barrié el Mediterrdaneo afectando a las Islas
Baleares en 2000 (22), del serotipo 16 (23) y del serotipo 4 que volvié a afectar a las
Islas Baleares en 2003 (11). En 2004, una cepa diferentes del serotipo 4 se detect6 en
Marruecos, asi como en Espaiia y Portugal tras mds de 40 afios de silencio epizoo-
tiolégico (11). Posteriormente, en Julio de 2007 se detect6 el serotipo 1 en el sur de
Espafia proveniente del norte de Africa, el cual aparecié pocos meses después en el
norte de Espaiia, junto al serotipo 8 (enero 2008) (7). Acorde con el Programa Nacional
de Vigilancia Entomolégica, no existia actividad de Culicoides imnicola en el norte de
Espafia, lo que indicaba que otra especie de Culicoides deberia estar implicada en la
transmision de estos serotipos. También se han detectado brotes del serotipo 8 en el
sur del pais, en dreas previamente afectadas por los serotipos 1y 4, con campaiias de
vacunacion para ambos serotipos. La causa de estos brotes no estd clara, aunque el
movimiento del vector o de animales infectados provenientes de la zona norte podria
ser su origen. Por tanto, el pais entero es ahora zona de restriccién para los serotipos
1y 8 (zona norte y sureste) o para los serotipos 1, 4 y 8 (zona suroeste). En la mitad
sur de Portugal, la evolucién fue similar a la descrita en el suroeste espaiiol (serotipos
1y 4), siendo recientemente declarada zona restringida para serotipo 1 la mitad norte
del pais (Defra, Ref. VITT 1200/ BT-EU/14-Nov-08).
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Con respecto al resto de Europa, Italia ha sido el pais en el que se han detectado
mads serotipos (1, 2,4, 9y 16). La visién tradicional que se tenfa de la lengua azul como
enfermedad restringida al drea mediterrdnea cambié cuando en agosto de 2006 Ho-
landa, Bélgica, Alemaniay Francia notificaron la presencia del serotipo 8, nunca antes
descrito en Europa, siendo la zona mds septentrional del mundo en la que hasta ese
momento la enfermedad habia sido detectada. Tras un silencio invernal reaparecié en
julio de 2007 extendiéndose por Centroeuropa y alcanzando territorios hastaentonces
libres como los paises escandinavos (Dinamarca y Suecia) y Reino Unido (24). En la
actualidad, el serotipo 1 también se ha extendido por Francia y Holanda, mientras que
se ha producido la aparicién del serotipo 6 en Holanda y Alemania, el cual comparte el
99,9% de su genoma con parte de la cepa de la vacuna viva usada en Sudaéfrica como
parte de una vacuna pentavalente, siendo probable que fuera introducida de forma
ilegal, aspecto éste bajo investigaciénepidemioldgica. Su capacidad de diseminacién
es desconocida y es dificil determinar si seguird el patrén del serotipo 8 (Defra, Ref.
VITT 1200/ BT-EU/14-Nov-08).

La peste equina africana (PEA) es endémica en la regién tropical y subtropical
del Africa subsahariana. A mediados de los afios 60, el serotipo 9 del vPEA se extendié
por Tinez, Argelia y Marruecos y lleg6 a Espaiia en 1966. En Gibraltar, 637 caballos
tuvieron que ser sacrificados y el brote se controlé mediante vacunacién y sacrificio de
los animales infectados (25). Veinte afios mds tarde, el serotipo 4 de vPEA se detect6 en
el Safari Park de Madrid. Esta vez la causa del brote se debié a la importacién desde
Namibia de cebras infectadas de manera subclinica. Unos 38.000 animales tuvieron
que ser vacunados y 300 fueron sacrificados. Hoy en dia disponemos de técnicas de
diagndstico para PEA, pero es necesario también realizar vigilancia sanitaria y cono-
cer los serotipos que circulan fuera de las dreas donde son endémicos, asi como un
control del transporte de animales desde paises donde se ha declarado la enfermedad.
El hecho de que se hayan encontrado especies de Culicoides en regiones del norte de
Europa capaces de transmitir el vLA hace sospechar que podrian transmitir también
el vPEA, incrementando el drea donde podria producirse la infeccion.

El vEHEC se ha asociado tradicionalmente con brotes en fauna silvestre en Es-
tados Unidos (26). Sin embargo, en 2006 se detecté un elevado niimero de casos de
EHEC en el norte de Africa—Mauritania, Marruecos, Argelia, Ttinez y Libia- causados
por el serotipo 9 del vVEHEC y, casi simultdneamente, se detecté el serotipo 7 en Israel.
Todos estos brotes se controlaron a finales de 2006 y no se han vuelto a declarar brotes
en esta region desde entonces.
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CLINICA'Y LESIONES

Tanto la evolucién clinica de la enfermedad como la gravedad de las lesiones
dependerdn tanto del serotipo implicado como de la especie animal que se vea afec-
tada, existiendo una clara diferencia de susceptibilidad frente al vLA cuyas causas
ain no han sido esclarecidas. Asi, la aparicién de nuevos serotipos que afectan a
especies que tradicionalmente se han considerado asintomaticas, no hace sino arrojar
aun mds incégnitas sobre cuales son los determinantes patogénicos implicados en
este proceso.

La LA se manifiesta sobre todo en ovino, con cursos que van desde formas
subclinicas a formas agudas fatales, aunque la raza (son mds sensibles las europeas),
la edad (la susceptibilidad aumenta con esta) y, como ya se ha indicado, el serotipo
implicado, son factores influyentes (27,28), con una mortalidad al cabo de 8-10 dias
que oscila entre el 2 y el 50%. Asi, en el brote de serotipo 4 de nuestro pais se produ-
jo una escasa mortalidad, mientras que el serotipo 1 llegé a producir mortalidades
puntuales de hasta el 30%. Destacar que el brote declarado de serotipo 8 en el sur de
Esparia afectd a ovejas, especie que también se ha visto afectada por este serotipo en
el norte de Europa (29).

El ganadobovinoal igual que el caprino y los rumiantes de vidalibre normalmen-
te se han mostrado como hospedadores asintomaticos de la LA (27,30). Sin embargo,
tanto en la tiltima epizootia en los paises del centro de Europa (2006, serotipo 8), como
con el serotipo 1 en la peninsula se ha podido observar una importante sintomatologia
clinica en la especie bovina y caprina asi como en diferentes especies de rumiantes
salvajes (29,31,32). Con respecto al serotipo 6 parece que es capaz de producir signos
clinicos en vacuno, no observados por el momento en el ganado ovino (Defra, Ref.
VITT 1200/BT-EU/14-Nov-08).

Los signos clinicos incluyen fiebre, taquipnea, letargia, cojeras, sialorrea, la-
grimeo, exudado nasal de seroso a mucopurulento y pérdida de lana. Los animales
muestran leucopenia que afectaa todos los tipos de linfocitos, pero especialmente a los
T CD8+, trombocitopenia y alteracién de los factores de coagulacién (33). Las lesiones
mds caracteristicas son la presencia de un edema generalizado que afecta a los labios,
pdrpados, zona submandibular y cuello, hiperemia y hemorragias en mucosa oral,
nasal y palpebrar, edema y congestién en la lengua que aparece cianética, erosiones-
ulceras en la mucosa oral e inflamacién de la banda coronaria. Durante la necropsia se
puede observar linfadenitis hemorrdgica generalizada y esplenomegalia, congestion,
edema y hemorragia en la mucosa oral y respiratoria, hidrotérax, hidropericardio,
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edema alveolar, hemorragias subendocardicas y subepicddicas asi como hemorragias
en la base de la arteria pulmonar. Las lesiones microscépicas incluyen, ademads de
edema y hemorragias, hipertrofia endotelial, trombosis microvascular, infartacién
y necrosis insquémica que pueden afectar tanto al corazén como en la musculatura
estriada, donde ademads se puede apreciar un edema intermuscular.

El vLA, dada su capacidad de atravesar la placeta, también puede dar lugar a
un sindrome reproductivo cuyas consecuencias dependeran del perfodo de gestacion
en el momento de la infeccién, dando lugar a muerte embrionaria y fetal, anomalias
congénitas del sistema nervioso central, abortos, asf como el nacimiento de animales
normales seronegativos.

PATOGENESIS DEL VLA

Tras la inoculacién del vLA por la picadura de vector, éste replica en los nédu-
los linféticos que drenan el lugar de inoculacién. Después, el virus se disemina via
linfatica y sanguinea hacia localizaciones secundarias, principalmente pulmén y
bazo, donde replica en células endoteliales y fagocitos mononucleares (30,34). Una
vez producida la replicacién el virus se extiende via sanguinea a todos los érganos.
El virus esta presente, principalmente, en la fraccién celular (leucocitos y eritrocitos)
y en menor medida en el plasma, donde su presencia es transitoria, siendo la viremia
asociada a células de larga duracién.

Existe controversia en cuanto al tiempo de duracién de la viremia tantoen ovino
como en vacuno. Distintos trabajos sefialan que la duracién de la viremia oscila entre
los 3-20 dias en oveja y los 50-80 dfas en ganado bovino, mientras que otros sefialan
una duracién mayor de entre 30 y 54 dias en ovino (35) y entre 145 y 222 dias en bo-
vino (36,37), apuntando a esta especie como principal reservorio de la enfermedad. El
virus puede ser detectado en vesiculas intracelulares de los eritrocitos, en las cuales
no replica pero persiste en invaginaciones de la membrana celular, siendo detectado
en estas células desde 24 horas después de la infeccién y persistir durante la viremia
(38,39,40). Otras células inmunocompetentes en la que replica el virus son monocitos y
macréfagos y en menor medida algunas subpoblaciones de linfocitos T. Sin embargo,
queda atin por aclarar el papel que estas células desempefian en los mecanismos pa-
togénicos de la LA in vivo, siendo ademas escasos los trabajos que afrontan el estudio
de dichos mecanismo in vitro.

Los animales que sobreviven a procesos de LA, ademads de lesiones erosivas en
superficies mucosas e interdigitales, pueden desarrollar una dermatitis crénica (41).
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En ovejas de raza Dorset, se ha sefialado la capacidad que el vLA tiene de hibernar
en linfocitos Tyd infectados persistentemente en la piel tras la recuperacién de los
animales, los cuales llegan a ser avirémicos. La picadura del vector produce una
inflamacién la piel que induce el reclutamiento de linfocitos Tyd persistentemente
infectados, que al interactuar con los fibroblastos podrian resultar en un incremento
de la produccién de virus en el lugar de la picadura, favoreciendo su transmisién al
insecto vector para iniciar un nuevo ciclo epidémico (42). Sin embargo esta hipétesis
no fue confirmada cuando en otro estudio se emplearon ovejas de raza Merina (43).

Las células endoteliales se muestran como las principales células blanco del
vLA, siendo la microvasculatura del pulmén especialmente susceptible a sufrir alte-
raciones en la permeavilidad vascular. El virus produce a nivel local una trombosis
microvascular y aumento de la permeabilidad, dando lugar a la hipertrofia del endo-
telio asf como a la presencia de trombos de fibrina y plaquetas en los vasos pequefios
(trombosis microvascular), con edemas y hemorragias en el tejido circundante junto
a la aparicién de una necrosis isquémica en muchos tejidos. La trombocitopenia que
caracteriza a la enfermedad junto a la alteracién de los factores de coagulacion provoca
una coagulopatia de consumo que favorecerd la aparicién de hemorragias.

REPUESTA INMUNE FRENTE AL VLA

La vacunacion, junto a la restriccién de movimientos es uno de los pilares bésicos
en el control dela LA. Existen vacunas vivas atenuadas, de gran eficaciainmunoldgica,
pero actualmente en desuso debido a su bajo perfil de seguridad, pudiendo provocar
efectos teratégenos, asi como transmisién del virus vacunal a animales no vacunados.
Otras vacunas son las inactivadas, las cuales confieren periodos de inmunidad meno-
res, aunque son mds seguras. Destacar también las VLP (virus-like particles), complejos
deproteinasestructurales (VP2, VP5, VP7) carentes de material genético (por tanto no
replicativas) que se ensamblan formando estructuras semejantes al virus auténtico.
Son muy seguras, permiten diferenciar animales vacunados de infectados y pueden
protegen frente a distintos serotipos, por lo que serdn las vacunas del futuro. Nuestro
grupo de trabajo ha realizado experimentos preliminares para probar la potencia de
este tipo de vacunas y los resultados son prometedores. Sin embargo, la efectividad
de las vacunas se determina principalmente en base a que exista una buena respues-
ta de anticuerpos especificos frente al virus y a que no exista viremia. Sin embargo,
no se conocen los mecanismos bdsicos que operan en los animales vacunados para
conferirles proteccion, siendo muy escasos los estudios realizados.
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Estudios de transferencia pasiva de suero han demostrado que los anticuerpos
especificos frente al vVLA pueden conferir proteccién especifica frente a un serotipo,
sugiriendo un papel i1 vivo para la neutralizacién viral mediada por anticuerpos,
cuyos mecanismos son desconocidos hasta la fecha pese a los intentos de demostrar,
tanto en bovino como en ovino, una citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
o del complemento. Los animales inmunocompetentes que sobreviven ala infeccién
por el vLA desarrollan anticuerpos especificos en 5-10 dfas. VP2 y VP5 son las tinicas
proteinas que han demostrado ser capaces de inducir anticuerpos neutralizantes,
siendo la VP2 la proteina mayor involucrada en la especificidad de serotipo (44).
Los anticuerpos neutralizantes especificos de tipo frente a la VP2 y la VP7 persisten
durante toda la vida del animal, mientras que los anticuerpos especificos de grupo
frente a la VP7 persisten sélo durante 6-18 meses (45). Por tanto, los rumiantes infec-
tados de manera natural con un serotipo del VLA muestran una inmunidad sélida de
por vida al serotipo homélogo pero parcial o inexistente frente a otros (heterélogos)
serotipos.

La inmunidad protectora suele asociarse a anticuerpos neutralizantes aunque,
ocasionalmente, ciertos animales sin anticuerpos neutralizantes demostrables, resisten
la infeccién frente a VLA virulentos. Parece que la inmunidad mediada por células
frente a la infeccién por el vLA en ovino es protectora y, de hecho, parece ser menos
especifica de serotipo que la respuesta humoral (46). Las ovejas que se recuperan de
unainfeccién por un VLA virulento muestran proteccién parcial cuando se enfrentan
a un serotipo virulento heterélogo y protecciéon completa si se infectan de nuevo, a
pesar de la ausencia completa de anticuerpos neutralizantes demostrables frente a
los virus de la segunda y tercera infeccién (47). Parece ser que son los linfocitos T
CD4+ los efectores inmunes involucrados en la proteccién, aunque su contribucién
funcional directa atin no ha sido esclarecida.
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LA DOBLE FACETA DEL GENERO ENTEROCOCCUS, Y
SU IMPORTANCIA EN ALIMENTOS
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RESUMEN

El género Eunterococcus incluye a un conjunto de microorganismos extremada-
mente versétiles, capaces de provocar infecciones hospitalarias principalmente en
individuos con enfermedades subyacentes o inmunodeprimidos. Determinados
componentes celulares pueden actuar como factores de virulencia en las infecciones
enterocdcicas, lo que junto con la resistencia adquirida a diferentes antimicrobianos
hacen mas dificil su erradicacién. Los enterococos forman parte de la microbiota
intestinal normal de individuos sanos, y estan presentes en muchos alimentos. Po-
seen propiedades tecnoldgicas de interés como sus actividades glicolitica, lipolitica y
proteolitica, y la produccién de bacteriocinas. Estan presentes en numerosos quesos
regionales, jugando un papel importante en su maduracién. Esta doble faceta des-
pierta una gran inquietud sobre la seguridad de las cepas presentes en alimentos, y
aquellas sociadas a ambientes hospitalarios.

1. INTRODUCCION

El término “enterococo” fue utilizado por primera vez en 1899 por Thiercelin,
para referirse a un diplococo Gram positivo encontrado en el intestino humano. Enel
mismo afio, MacCallun y Hastings, describieron un caso de endocarditis atribuido a
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un microorganismo que ellos llamaron Micrococcus zymogenes, y que posteriormente
se identificd como un enterococo hemolitico

El género Enterococcus pertenece al grupo de bacterias acidoldcticas (BAL). Son
cocos Gram-positivos, no esporulados, catalasa negativos que seagrupanen parejas o
en cortas cadenas. Las diferentes especies reconocidas en la actualidad (1) se asocian
en diferentes grupos (Tabla 1).

Tabla 1. Especies del género Enterococcus (adaptado de 1).

Grupo Especie(s)

E. facecalis E. faecalis, E. haemoperoxidus, E. moraviensis, E. silesiacus, E. termitis,
E. caccae

E. faecium E. faecium,E. durans, E. lirae, E. mundtti,E. villorum, E. canis, E. ratti,

E. asini, E. phoeniculicola, E. canintestini

E. avium microbidtica  E. avium, E. pseudoavium, E. malodoratus, E. raffinosus, E. gilous, E.
pallens, E. hermanniensis, E. devriesei

E. gallinarum E. gallinarum, E. casseliflavus
E. cecorum E. cecorum, E. coluntbae
Especies no agrupadas E. saccharolyticus, E. sulfureus, E. aquimarinus, E. dispar, E. italicus

Los enterococos crecen de forma éptima a 37°C, aunque la mayoria de las espe-
cies crece en un rango de temperatura de 10 a 45°C. También son capaces de crecer
a pH 9.6, en presencia de NaCl al 6.5%, en presencia de un 40% de sales biliares, y
de hidrolizar la esculina, con ciertas excepciones. Algunas especies son pigmentadas
(E. mundtii, E. casseliflavus, E. sulfureus) o méviles (E. casseliflavus, E. gallinarum). En
general son anaerobios aerotolerantes, ya que aunque carecen de catalasa, poseen
superdxido dismutasas y peroxidasas que destruyen respectivamente el O* y el H,O,
que se generan en condiciones de aerobiosis.

1.1. Habitat

Los enterococos se consideran microorganismos integrantes de la flora intestinal
del hombre y otros animales. Las especies mds frecuentes en el intestino humano son
E. faecalis y E. faecium. La proporcién de éstas varfa dependiendo de la regién geogra-
fica, lo que hace suponer la influencia de la dieta y de otros factores ambientales en
la presencia de tales microorganismos en el intestino

Las diferentes especies de enterococos muestran un grado variable de especifi-
cidad de hospedador. Asi E. durans se ha encontrado en hombre y también en aves,
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pero no en otras especies de granja. E. gallinarum se encuentra en aves, mientras que
E. avium se aisla preferentemente de mamiferos. E. faecium es una de las especies de
Enterococcus que se encuentra con mds frecuencia en pollos y cerdos sanos.

Los enterococos, especialmente las especies pigmentadas E. casseliflavus, E.
mundtii y E. sulfureus se encuentran también en la superficie de las plantas, como
verdaderas bacterias epifitas. E. faecalis y E. fuecium pueden encontrarse también
asociados a plantas. Se cree que los insectos juegan un papel importante en esta
variacién estacional.

2. PATOGENICIDAD
2.1. Infecciones enterococicas en humanos

Los enterococos forman parte de la microbiota gastrointestinal, encontrandose
en mads del 90% de los individuos sanos. Por ello, con frecuencia son considerados
como comensales inocuos o bien con bajo potencial patogénico. Sin embargo, esta
percepcién ha cambiadoen las tiltimas décadas debido al incremento de su incidencia
en las infecciones nosocomiales, asi como de su resistencia a los antibiéticos (2-5).
Los enterococos se encuentran entre los principales agentes causantes de infecciones
nosocomiales, estando implicados con mayor frecuencia en infecciones del tracto uri-
nario y bacteremias primarias y secundarias. También se afslan a partir de infecciones
de heridas pélvicas y abdominales, aunque en estos casos, generalmente se trata de
infecciones mixtas. También ocasionan endocarditis y otras infecciones mucho mds
infrecuentes, tales como meningitis postquirtrgica, osteomielitis e infecciones respira-
torias. Son patégenos oportunistas que generalmente provocan infecciones en personas
con enfermedades subyacentes graves o inmunodeprimidos (2, 4, 6). También pueden
causar infecciones neonatales e infecciones del sistema nervioso central en todas las
edades. La especie aislada con mayor frecuencia es E. faecalis (80-90%), seguida de E.
faecium (5-10%) y otras especies de enterococos (menos del 10%).

Los enterococos constituyen la tercera causa mas comuin de infeccién nosocomial
(aproximadamente un 12% del total). El incremento de las infecciones nosocomiales
enterocécicas se debe a diversos factores: resistencias miltiples a antibiéticos, uso
intensivo de agentes antimicrobianos a los que estas bacterias son resistentes, y em-
pleo de dispositivos que alteran las defensas mecénicas tales como catéteres urinarios,
dispositivos intravasculares, etc. (4, 6, 7).

Los ambientes hospitalarios pueden estar altamente contaminados con ente-
rococos, encontrdndose recuentos mds elevados en las camas, mesitas portables,

67



LA DOBLE FACETE DEL GENERO ENTEROCOCCUS, Y SU IMPORTANCIA EN ALIMENTOS

orinales, equipos de medida de tension arterial, estetoscopios, y otros instrumentos
(8). La tenacidad y la capacidad de los enterococos para sobrevivir en el ambiente
deben ser consideradas como factores clave para su transmisién intrahospitalaria.
La principal via de infeccién, sobre todo en unidades de cuidados intensivos, es la
transmision de unos pacientes a otros (7). La transmisién a través de las manos del
personal sanitario y de utensilios es un factor considerable.

2.2. Factores de virulencia

Uno de los problemas mds importantes para establecer la presencia de deter-
minantes de virulencia ha sido la dificultad para satisfacer los postulados de Koch
en las infecciones experimentales empleando modelos animales. Los enterococos
son microorganismos oportunistas, y los individuos sanos o los animales solo son
infectados rara vez. Numerosos estudios han permitido identificar una serie de com-
ponentes celulares que pueden actuar (de forma determinante en unos casos, y de
forma mucho mdsimprecisa en otros) como factores de virulencia (2, 4). Sin embargo,
ninguno de ellos parece ser esencial, y la ausencia de un modelo experimental animal
adecuado, junto con el cardcter oportunista de esta bacteria, impiden discernir con
claridad en la actualidad qué hace que una cepa se comporte como patégena. Por
otra parte, numerosos estudios indican que los factores de virulencia se encuentran
también, aunque con menor frecuencia, en las cepas aisladas de alimentos y otros
ambientes (9, 10, 11).

Entre los componentes descritos como posibles factores de virulencia (2, 4)
cabe destacar proteinas de superficie implicadas en la adherencia, como la sustancia
de agregacién (AS), la adhesina para el coldgeno (Ace), la proteina de superficie de
enterococos (Esp), o el antigeno A de la endocarditis (EfaA). Los enterococos también
producen fimbrias adhesivas (conocidas como fimbrias Ebp, o pilis de la endocarditis
y biofilms), que podrian intervenir en la adherencia a los tejidos (12). Sin embargo,
este componente estd también ampliamente distribuido en cepas de alimentos y
aguas (13). Otros posibles factores de virulencia descritos incluyen la presencia de
capsulas polisacaridicas y la produccién de citolisina (Cyl), gelatinasa (Gel), y de
iones superéxido (2, 4).

Algunos de los factores de virulencia descritos estdn codificados en plasmidos
transmisibles (AS, Cyl) o agrupados en regiones cromosémicas como i) el locus fsr
(GelE, SprE, Fsr), ii) el locus cps y iii) las islas de patogenicidad descritas en E. faecalis
y E. faecium, que codifican para posibles adhesinas e invasinas, exoenzimas, pro-
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teasas, y proteinas de superficie (5). La incidencia de islas de patogenicidad parece
estar incrementada en las muestras clinicas con respecto a las muestras ambientales
y de alimentos, como sugieren estudios recientes de tipado molecular, que indican la
existencia de subpoblaciones adaptadas a diferentes ambientes (14, 15).

3. RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Los enterococos se caracterizan por presentar resistencia intrinseca de grado
variable a un gran ntimero de antibiéticos, y pueden adquirir nuevas resistencias
con una gran facilidad. Son comunes las resistencias adquiridas a cloranfenicol,
eritromicina, a altos niveles de aminoglicésidos y a tetraciclina (2, 3). La resistencia a
antibiéticos es un factor clave para la prevalencia de los enterococos en las infecciones
nosocomiales, ya que dificultan su erradicacién. Asi mismo, los enterococos pueden
contribuir a la diseminacién de genes de resistencia fuera del &mbito hospitalario, lo
que tiene una especial importancia en alimentos.

3.1. Beta-lactamicos

Los enterococos presentan una baja resistencia intrinseca a los antibiéticos
p-lactdmicos como la penicilina, ampicilina, piperacilina e imipenem, que ejercensobre
ellos un efecto bacteriostético. Los principales mecanismos de resistencia adquiridaa
los antibidticos B-lactdmicos implican la produccién de proteinas de unién a penicili-
nas (PBPs) de baja afinidad, y en mucho menor grado, produccién de p-lactamasas.
En E. faecium se ha descrito un mecanismo adicional de resistencia a antibiéticos
B-lactdmicos mediado por una transpeptidasa alternativa a la DD-transpeptidasa
sensible a penicilina.

3.2. Aminoglucésidos

Los enterococos pueden presentar al menos tres mecanismos de resistencia a
aminoglucésidos:

1) Todos los enterococos presentan unaresistenciaintrinseca moderada debida a
una baja permeabilidad celular. El tratamiento combinado con una penicilina facilita
la entrada de los aminoglucésidos a la célula.

2) Elevados niveles de resistencia (CMI, 22.000 pg/ml), debidos a la produccién
de enzimas capaces de inactivar a los aminoglucésidos.
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3) Elevados niveles de resistencia, debidos a mutaciones puntuales que afectan
a una proteina de la subunidad 30S del ribosoma.

La estreptomicina adeniltransferasa (codificada por el gen aadA) confiere a
los enterococos resistencia a elevadas concentraciones de estreptomicina, aunque
no a gentamicina. La resistencia a gentamicina se debe al enzima bifuncional 2’-
fosfotransferasa-6"-acetiltransferasa[AAC(6")-APH(2")], que promueve la fosforilacién

_ dependiente de ATP de varios aminoglucésidos como la tobramicina, metilmicina,
amikacina y kanamicina. Esta enzima estd codificada por el gen aac(6 )-aph(2 ). Otros
genes confieren un menor grado de resistencia a la gentamicina, como aph(2”)-I1d y
aph(2 ”)-Ic. Algunas cepas han adquirido resistencia a todos los antibiéticos amino-
glucésidos descritos. En tales cepas no existe sinergismo con las penicilinas, y por
tanto la adicién conjunta de aminoglicésidos y agentes activos sobre la pared celular
carece de valor terapéutico.

3.3. Glicopéptidos

La vancomicina se desarrollé en los afios cincuenta como un antimicrobiano
activo frente a gérmenes Gram-positivos y, sobre todo, frente a los estafilococos
productores de p-lactamasa. En los afios ochenta se aislaron las primeras cepas de
Enterococcus resistentes a los glicopéptidos. Desde entonces, la resistencia a glico-
péptidos se ha convertido en un factor importante en la infeccién y colonizacién por
enterococos, sobre todo en ambientes hospitalarios.

En enterococos se han descrito seis genotipos de resistencia a vancomicina:
vanA, vanB, vanC, vanD, vanE y vanG (16, 17). La resistencia se debe a la produccién
de precursores del peptidoglicano modificados con una afinidad muy reducida por
los glicopéptidos. Las cadenas peptidicas del peptidoglicano de los enterococos
sensibles terminan en el dipéptido D-alanil-D-alanina (D-ala-D-ala), al cual se une la
vancomicina inhibiendo la reaccién de entrecruzamiento. Por el contrario, las cadenas
de las cepas resistentes terminan en el depsipéptido D-alanil-D-lactato (D-ala-D-lac;
fenotipos VanA, VanB, VanD), o bien en el dipéptido D-alanil-D-serina (D-ala-D-ser;
fenotipos VanC, VanE y VanG).

Con frecuencia, los genes van estan localizados en plasmidos o transposones, lo
que facilita su diseminacién mediante transferencia horizontal. Los fenotipos VanA
y VanB son los méds importantes desde el punto de vista clinico, y tienen una mayor
incidencia en E. faecium. La mayorfa de las cepas hospitalarias resistentes a vanco-
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micina derivan de una tnica linea clonal llamada Complejo C-17 (18). El fenotipo
VanC sélo se observa en las especies E. gallinarum (vanC-1), E. casseliflavus (vanC-2) y
E. flavescens (vanC-3), las cuales muestran una resistencia intrinseca a la vancomicina
(CMI, 2-32 ug/ml), aunque son sensibles a la teicoplanina. Este tipo de resistencia
es de localizacién cromosémica y de expresién constitutiva, a excepcién de algunas
cepas de E. gallinarum en las que su expresién es inducible.

3.4. Macrélidos y lincosamidas

Los antibiéticos macrélidos se emplean en el tratamiento de infecciones en hu-
manos, siendo la eritromicina el antibiético de primera eleccién en pacientes alérgicos
a las penicilinas. La resistencia a los macrélidos se basa en diferentes mecanismos:

- Modificacién de la diana por mutaciones puntuales de la subunidad 235
del ARN ribosémico.

- Metilacién de la subunidad 23S del ARN ribosémico, impidiendo la
unién de los macrélidos (genes ermA, ermB, ermC, ermTR).

- Hidrdlisis del anillo de lactona de la molécula de antibidtico.

- Bombas de exporte, que retiran el antibiético del interior de la bacteria
(genes mefA, mefE, msrA, mreA).

Los genes de resistencia a macrélidos mds frecuentes (ern) codifican para una
metiltransferasa que acttia sobre residuos especificos de la subunidad 235 del ARN
ribosémico. Este enzima provoca una N®-dimetilacién de un residuo de adenina en
la subunidad 23S del rRNA, inhibiendo la unién de la eritromicina. La modificacién
de la diana ribosémica provoca resistencia cruzada a macrélidos, lincosamidas y
estreptogramina B (MLS,), o bien a macrélidos y lincosamidas (ML), o a macrdlidos,
cetélidos y estreptogramina Ay B (MKS). Se han descrito diversos genes erii, siendo
ermB el predominante en enterococos (88%).

En E. faecium se ha descrito un segundo mecanismo de resistencia a lincosa-
midas, mediado por una lincosamida nucleotidil transferasa (linB), que cataliza la
3-(5"-adenilacion) de la lincomicina y la clindamicina.

También se han descrito mecanismos de exporte para los antibiéticos macrdlidos,
en ausencia de resistencia a lincosamidas o a estreptogramina A. Los genes responsa-
bles (1mef) presentan una elevada movilidad entre diversas especies Gram-positivas.
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La elevada resistencia a macrdélidos se ha asociado claramente al uso de la tilo-
sina (y también de la espiramicina) para el tratamiento de infecciones en animales, y
también como promotor del crecimiento. La resistenciaa macrélidos se ha diseminado
entre estafilococos, estreptococos y enterococos. La resistencia a macrélidos se puede
transmitir de la microbiota de animales a humanos, bien por diseminacién de las
bacterias resistentes o por transferencia horizontal a través de elementos genéticos

moviles.

3.5. Tetraciclinas

Se estima que entre el 60 y el 65% de las cepas de enterococos de origen clinico
muestran resistencia a tetraciclinas, aunque estos antibiéticos no son empleados
de forma rutinaria en el tratamiento de las infecciones por enterococos. También se
ha descrito la presencia de cepas resistentes a tetraciclina en diversos alimentos de
origen animal.

Las tetraciclinas inhiben la sintesis de proteinas mediante interferencia con la
union de los aminoacil-t-RNAs al ribosoma. En enterococos existen dos mecanismos

fundamentales de resistencia:
- Bombas de exporte.

- Proteccién del ribosoma, impidiendo la unién de las moléculas de anti-

bidtico.
Los genes tet(K) y tet(L) codifican para bombas de exporte. Estas son grandes
proteinas con al menos 14 dominios transmembrana, que bombean las moléculas de

antibiéticos al exterior de la célula. El gen tet(L) es el mds frecuente en enterococos,
pudiendo estar localizado tanto en el cromosoma como en plasmidos conjugativos.

Los genes tet(M), tet(O) y tet(S) codifican para proteinas que proporcionan resis-
tencia a tetraciclina y minociclina mediante proteccién del ribosoma. Las proteinas
que codifican se unen al ribosoma alterando su conformacién de forma que impiden
la unién de las moléculas de antibiético al mismo. El gen tet(M) es el mds comtin en
enterococos. Esta localizado generalmente en el cromosoma asociado a elementos
transponibles de tipo Tn916, aunque también puede estar presente en plasmidos
conjugativos.
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3.6. Quinupristina-dalfopristina

La combinacién quinupristina/dalfopristina (Synercid®) es una mezcla de es-
treptograminas A y B sintéticas para uso clinico frente ainfecciones multirresistentes,
incluidas las provocadas por E. faecium. Los dos componentes acttian de forma sinér-
gica, uniéndose a diferentes lugares de la subunidad 50S del ribosoma bacteriano. A
pesar del uso clinico del Synercid®, la virginiamicina (otra combinacién de estrepto-
graminas) ha sido utilizada para promover el engorde de animales.

E. faecalis muestra resistencia de forma natural a este tipo de antibidticos, y mas
recientemente se ha descrito que laresistenciaa lincosamida y estreptogramina A estd
ligada a la presencia de un transportador de tipo ABC, codificado por el gen Isa. Otros
genes que codifican para resistencia a estreptograminas, como vat(E), estan ligados
con frecuencia a determinados genes de resistencia a eritromicina, como erm(B).

3.7. Quinolonas y otros antibidticos

Las quinolonas muestran una actividad baja o moderada frente a los enterococos,
y muchas cepas muestran una resistencia intrinseca a ciprofloxacina. El empleo de
fluoroquinolonas en aplicaciones clinicas ha provocado también un incremento de la
resistencia en enterococos, habiéndose descrito mutaciones que afectan al gen gyrA
(que codifica para la subunidad GyrA de la ADN girasa), y, mds frecuentemente, al
gen parC, que codifica para la subunidad ParC de la topoisomerasa IV.

Entre los antibidticos oligosacaridicos destaca la avilamicina, que ha sido em-
pleada como promotor del crecimiento en animales de granja en la Unién Europea
durante varios afos. Ello ha provocado la aparicién de un elevado porcentaje de
cepas de E. faecium resistentes a este antimicrobiano, asi como la aparicién de resis-
tencia cruzada a la evernimicina (un antibiético de potencial uso terapéutico cuyo
desarrollo ha debido ser suspendido por esta causa). Este tipo de resistencia se ha
detectado también en E. faecalis. Los estudios efectuados han demostrado que una
mutacién que altera la proteina ribosémica L16 es la responsable de la resistencia a
estos antibidticos.

Lalinezolida es un inhibidor de la biosintesis de proteinas perteneciente al grupo
de las oxazolidinonas, con una elevada actividad antimicrobiana frente a bacterias
Gram-positivas (CMI < 4 pg/ml). Se han detectado mutaciones en la subunidad
23S del ribosoma, que confieren resistencia a este antibiético (CMI 8 pg/ml). En las
cepas aisladas se ha detectado también co-resistencia a otros antibidticos tales como
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vancomicina, ampicilina, macrélidos, fluoroquinolonas, cloranfenicol, rifampina,
gentamicina, nitrofurantoina y trimetropim /sulfametoxazol.

Los inhibidores de la dihidrofolato-reductasa, como el trimetropim-sulfame-
toxazol (TMP-SMX), muestran una eficacia limitada frente a los enterococos, debido
a la capacidad de esta bacteria para usar timina y timidina asi como dihidrofolato
y tetrahidrofolato. Se han descrito mutaciones en el enzima diana (la dihidrofolato-
reductasa) que confieren una elevada resistencia, como dfi’E.

4. IMPORTANCIA DE LOS ENTEROCOCOS EN ALIMENTOS

Los enterococos se aislan con gran frecuencia a partir de alimentos, incluyendo
gran parte de aquellos elaborados mediante métodos tradicionales de fermentacién
(19, 20). La distribucién ecolégica de esta bacteria permite explicar fdcilmente su
presencia en los alimentos. Los enterococos constituyen una fraccién importante de
la microbiota intestinal autéctona de los mamiferos y otros animales. Una vez libe-
rados al medio ambiente junto con las excretas, son capaces de colonizar diversos
nichos ecoldgicos gracias a su capacidad para sobrevivir a las condiciones ambien-
tales desfavorables y crecer en ambientes hostiles. A partir del intestino o del medio
ambiente, pueden contaminar las materias primas empleadas para la elaboracién de
los alimentos (especialmente los de origen cdrnico y ldcteo). La colonizacién de las
plantas de elaboracién de alimentos y la contaminacién cruzada durante los procesos
de fabricacién completan las rutas de transmisién. Por todo ello, este grupo de bac-
terias, junto con las coliformes, han sido consideradas como indicadores del grado
de higiene de los alimentos.

4.1. Riesgos asociados a la presencia de enterococos en alimentos

En los ultimos afios, el incremento de la incidencia de cepas virulentas de
enterococos en los ambientes hospitalarios asi como el aumento en la resistencia a
antibiéticos, han provocado una cierta inquietud sobre el posible riesgo que puede
suponer la presencia de esta bacteria en los alimentos. Las cepas procedentes de ali-
mentos no estdn exentas de portar factores de virulencia y con frecuencia muestran
resistencia a diferentes tipos de antibidticos (4, 5, 9, 10, 11, 14), si bien la incidencia
es bastante inferior en comparacion con los aislados clinicos. Hasta el momento, no
se ha podido demostrar que las cepas presentes en alimentos puedan ocasionar en-
fermedad en humanos. Ademds, estudios recientes indican que las cepas portadoras
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de caracteres de virulencia forman un grupo genémico diferente de la mayoria de las
cepas aisladas de alimentos (14, 21).

No obstante, la aparicién de resistencias a antibiéticos no es un fenémeno ex-
clusivo de los ambientes clinicos, sino que también es facilmente detectable en cepas
aisladas de alimentos. Asi, por ejemplo, en enterococos aislados de quesos en Europa
se detectaron cepas de E. faecalis y E. faecium resistentes a diferentes antimicrobianos,
tales como penicilina, tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, lincomi-
cina, rifampicina, dcido fucsidico y vancomicina (22, 23). Entre todos ellos destaca la
resistencia a tetraciclina (22).

Por otra parte, los estudios epidemiolégicos han permitido establecer una fuerte
relacién entre el uso de antibidticos en la cria de animales y la aparicién de cepas
resistentes en los alimentos derivados de los mismos, y posteriormente en el tracto
gastrointestinal de humanos (24). La resistencia a antibidticos del tipo MLS como
la eritromicina y la quinupristina-dalfopristina es bastante comtin en enterococos
procedentes de animales que han recibido dietas suplementadas con antibidticos
relacionados como la tilosina (un macrélido) o la virginiamicina (una combinacién
de dos pristinamicinas similar a la quinupristina-dalfopristina) como promotores del
crecimiento (24). La avoparcina, que ha sido ampliamente utilizada como suplemento
en el engorde deanimales, selecciona la aparicién de cepas resistentes a vancomicina en
la microbiota intestinal de los animales. La abolicién por ley del uso de este antibiético
para la cria de animales de granja en Europa se estd traduciendo ya en un descenso
en la incidencia de cepas resistentes a vancomicina. Cabe esperar que el uso racional
de agentes antimicrobianos en la cria de animales haga descender de igual modo la
incidencia de la resistencia a antibiéticos no solo en enterococos, sino también en el
resto de las bacterias que forman parte de la microbiota de los alimentos.

Otro de los aspectos negativos de los enterococos en alimentos es su capacidad
para descarboxilar aminodcidos, generando aminas biégenas, especialmente a partir
de la tirosina y en menor grado de la histidina. La intoxicacién debida a la ingestién
de aminas biégenas provoca diversos sintomas, tales como dolor de cabeza, vémitos,
aumento de la presién arterial, e incluso reacciones alérgicas de gran intensidad (19).
Se han aislado cepas capaces de producir aminas biégenas a partir de alimentos tales
como embutidos fermentados y quesos. La intoxicacién por consumo de queso curado
estd asociada en la mayoria de los casos a su alto contenido en tiramina. La intensa
proteolisis que puede tener lugar durante la maduracién puede liberar cantidades
suficientes de tirosina. Aunque se desconoce el grado de actividad de las descarboxi-
lasas en las condiciones de pH dcido que tienen lugar en los alimentos fermentados,
la frecuencia de cepas productoras de tiramina puede ser muy elevada (25).
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4.2. Propiedades tecnolégicas de los enterococos

Los enterococos juegan un papel importante en la elaboracién de diversos tipos
de alimentos mediante fermentacién y contribuyen al desarrollo de las propieda-
des organolépticas durante los procesos de maduracién de muchos alimentos. Ello
se debe tanto a su elevada tolerancia a las condiciones ambientales desfavorables
(desecacién, congelacion, calor, dcidos organicos, NaCl..) como a su metabolismo
fermentador y a los equipos enzimadticos que poseen muchas de las cepas. Por una
parte, los enterococos poseen caracteristicas metabdlicas (tales como la presencia de
actividad proteolitica y lipolitica, su capacidad para utilizar el citrato y el piruvato,
o la produccién de compuestos volatiles) que contribuyen al desarrollo de sabores y
texturas especificos en los alimentos (20, 25).

Entre las actividades enzimadticas encontradas con mayor frecuencia en las
cepas aisladas de alimentos destacan la actividad leucina y valina arilamidasas,
B-galactosidasa, o- y B-glucosidasa, fosfatasa dcida, esterasa y esterasa-lipasa. Muchas
cepas también poseen actividad proteolitica.

La presencia de enzimas glicoliticas es de vital importancia para el aprovecha-
miento de los azticares presentes en los alimentos (como por ejemplo la lactosa) y la
produccién de dcidos orgdnicos (como el lactato o el férmico). Las enzimas glicoliticas
también son importantes para la degradacién de otros azticares como la rafinosa o
la estaquiosa, o bien otros componentes (como los glucésidos) que pueden resultar
téxicos para la célula. La actividad p-glucosidasa se ha relacionado con la capacidad
para degradar glucésidos como la oleuropeina, y podria jugar un papel importante
en la disminucién de la toxicidad ejercida por algunos compuestos fenélicos en ali-
mentos de origen vegetal. La capacidad para utilizar el citrato también se considera
de gran interés tecnolégico, sobre todo en determinados tipos de quesos, ya que los
productos finales del metabolismo de este compuesto podrian contribuir a su sabor
y aroma (20).

Las actividades esterasa y esterasa lipasa podrian estar relacionadas con la ca-
pacidad de los enterococos para degradar componentes lipidicos en los alimentos. La
actividad lipolitica resulta de indudable valor para el desarrollo de sabores y aromas,
conferidos por los propios dcidos grasos resultantes de la hidrélisis (especialmente
en aquellos de cadena corta), y por los compuestos (tales como aldehidos, ésteres y
cetonas) resultantes de posteriores transformaciones y reacciones con otros compo-
nentes del alimento, que pueden tener lugar durante los procesos de maduracién.
En los derivados lacteos, predominan los ésteres de dcidos grasos de cadena corta e
intermedia.
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La actividad proteolitica es una caracteristica bastante comtin en enterococos
aislados de alimentos. Esta actividad es importante tecnolégicamente en productos
lacteos, ya que la hidrdlisis de la caseina induce cambios de textura. Asi mismo, los
péptidos liberados pueden conferir sabores caracteristicos al queso (que pueden ser
agradables o inapropiados, dependiendo del tipo de queso). Muchas cepas también
presentan actividad exopeptidasa. En su conjunto, las actividades proteolitica y pep-
tidolitica de los enterococos pueden ser importantes en el desarrollo de textura, sabor
y aroma en los alimentos sometidos a un proceso de maduracién (20).

4.3. Produccion de bacteriocinas

Los enterococos son uno de los grupos microbianos de mayor interés por su
capacidad de producir bacteriocinas. Estas se definen como péptidos antimicrobianos,
de sintesis ribosémica, modificados o no. Las bacteriocinas son buenos candidatos
para la conservacion natural de los alimentos, o bioconservacion (26, 27).

Muchas de las bacteriocinas producidas por enterococos (o enterocinas) muestran
actividad bactericida frente a microorganismos patégenos o alterantes presentes en los
alimentos (como L. monocytogenes y S. aureus, B. cereus o C. tyrobutyricum), por lo que se
ha sugerido que podrian jugar un papel importante como conservantes naturales.

Las enterocinas se clasifican en diferentes clases, de acuerdo con su estructura
(28) (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacién de las bacteriocinas descritas en Enterococcus.

Clase Bacteriocina

Clase I. Lantibiéticos Citolisina
Clase II. Péptidos lineales no
lantibiéticos

IL1.1. Enterocinas de la familia de Enterocina A, mundticina, mundticina KS, enterocina CRL35,
las pediocinas enterocina SE-K4, enterocina P, bacteriocina 31, bacteriocina
RC714, bacteriocina T8

I1.2. Enterocinas producidas sin Enterocinas L50A y L50B, enterocinas MR10A y MR10B,
péptido senal enterocina RJ-11, enterocina Q, enterocina EJ97

I1.3. Otras enterocinas de estruc- Enterocina B, enterocinas 1071A y 1071B, bacteriocina 32
tura lineal

Clase 11I. Péptidos ciclicos Enterocinas AS-48 y AS-48R]
Clase 1V. Grandes proteinas Enterolisina A
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4.4, Presencia de enterococos en alimentos carnicos

La presenciade enterococosen el tracto gastrointestinal de los animales represen-
ta un alto potencial de contaminacién de la carne durante el sacrificio y despiece de los
animales. Los recuentos en superficie de carne de cerdo en el matadero pueden oscilar
entre 10* a 10® por 100 cm?, predominando las especies E. faecium y E. faecalis.

Muchos productos cdrnicos son elaborados mediante un proceso de fermen-
tacion, tras el cual son consumidos crudos, o bien salados o ahumados. En estos
alimentos, los enterococos pueden multiplicarse y alcanzar cifras elevadas. Las con-
centraciones de enterococos en los productos carnicos fermentados como el salami
pueden oscilar entre 100 y 2,6 x 10° UFC/g. En este tipo de productos, sobre todo
en aquellos elaborados de forma artesanal en los que es mds frecuente la presencia
de esta bacteria, los enterococos podrian jugar un papel importante en el desarrollo
de aroma durante la maduracién del producto, gracias a sus actividades glicolitica,
proteolitica y lipolitica (29).

Los alimentos cdrnicos procesados (salados o no) son generalmente sometidos
a un proceso de coccién cuya temperatura oscila entre 60°C y 70°C. Debido a que los
enterococos son bacterias termotolerantes y capaces de soportar altas concentraciones
de sal, pueden sobrevivir a los tratamientos de coccién (ya que toleran tratamientos
de hasta 70°C durante 30 min) y provocar la alteracién posterior de los productos
cdrnicos cocidos. Después de sobrevivir al tratamiento con calor, E. faecium y E. fae-
calis han sido descritos como causantes de la alteracién de productos carnicos tales
como jamén pasteurizado y chuletas envasadas. El riesgo es mds elevado sobre todo
cuando se eliminan las bacterias competidoras presentes en la materia prima o se evita
la recontaminacién con otras bacterias, como por ejemplo, cuando los productos se
calientan después de ser envasados en latas o recubiertos de pldsticos impermeables.
En la alteracién de carnes procesadas empaquetadas al vacio, generalmente predo-
minan miembros de los géneros Lactobacillus y Leuconostoc, aunque con frecuencia se
encuentra también enterococos y pediococos.

La préctica de reprocesar las unidades defectuosas (como por ejemplo, aquellas
que presentan el envoltorio roto) mezcldndolas con la materia prima contribuye enor-
memente a incrementar la concentracién de enterococos en los productos cdrnicos.
Los productos defectuosos contienen enterococos termo-resistentes, que pueden
multiplicarse durante la manipulacién y sobrevivir en gran ntimero a un segundo
proceso de calentamiento. A causa de esta alta resistencia al calor y a la supervivencia
bajo condiciones medio-ambientales adversas, los enterococos han sido propuestos
frecuentemente como indicadores de la calidad sanitaria de los alimentos.
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4.5. Presencia de enterococos en alimentos lacteos

Los enterococos (principalmente E. faecium y E. faecalis) son muy frecuentes en
la leche cruda y en los productos ldcteos (19, 30). Se desarrollan en gran variedad de
quesos, especialmente en quesos artesanales producidos en el sur de Europa (Portugal,
Espafia, Italia y Grecia), como los de cabra crudos o pasteurizados, oveja o buifala, en
muchos de los cuales juegan un papel importante en la maduracién y el desarrollo del
aroma (Tabla 3). Los niveles de enterococos en quesos oscilan entre 10*y 107 UFC/ g.
E. faecium y E. faecalis son las especies de enterococos predominantes. Su presencia
en el queso se debe en parte, en la contaminacién de la leche y a la supervivencia en
el ambiente de la lecheria mientras que otra parte proviene del crecimiento bajo las
condiciones de fabricacién y la maduracién del queso. El dominio y la persistencia
de los enterococos en algunos quesos durante la maduracién se atribuyen al amplio
rango de temperatura de crecimiento, y/o a la alta tolerancia a las sales y dcidos or-
ganicos. La concentracion de sales aumenta durante la maduracién del queso, siendo
este un factor determinante para el crecimiento de bacterias tolerantes a la sal, como

los enterococos.

Tabla 3. Algunos ejemplos de quesos que contienen enterococos.

Origen Producto

Espana Cebreiro, Tetilla, Serra da Estella, Cueva de la Magahd, Quesailla y Torta
Arochena, Genesoto, Armada, 1diazadbal, Manchego

Italia Fiore Sardo, Vanoi, Rolle, Mozzarella, Fontina, Provolone, Pecorino, Mon-
tasio

Francia Saint Nectaires, Comté

Grecia Feta, Kefalotyri, Batzos, Orinotyri, Anthotyro

Portugal Picante, y otros quesos regionales

Eslovenia Tolmic

Serbia Zlatar

Irlanda Cheddar

Marruecos Jben

Los enterococos presentan mayor actividad proteolitica que otras BAL y se
consideran importantes para la maduracién del queso. También ejercen efectos be-
neficiosos debidos a la hidrdlisis de los dcidos grasos de la leche por las esterasas que
producen. Generan compuestos que confieren sabor y/o aroma, como acetaldehido,
acetoina y diacetilo. En la maduracién del queso Serra da Estrella, se ha relacionado
la presencia de enterococos con la generacién de compuestos volatiles como el dcido
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butirico, hexil-acetato, y etil-decanoato (31). Este papel beneficioso de los enterococos
en el desarrollo del aroma del queso conduce al uso de cepas seleccionadas como cul-
tivos iniciadores. Actualmente, se acepta de forma generalizada que los enterococos
juegan un papel importante en la fabricacién de quesos tipicos de algunas regiones,
y su uso es de gran importancia en la industria l4ctica.

4.6. Presencia de enterococos en alimentos de origen vegetal

La presencia de enterococos en los alimentos de origen vegetal ha sido estudiada
en mucho menor detalle en comparacién con otros alimentos. Las cepas asociadas de
forma natural a la filosfera de las plantas, y las de origen fecal, transmitidas a través
del agua o por contaminacién cruzada con otros alimentos, suponen la principal fuente
de contaminacién de los alimentos vegetales, bien sean crudos o procesados. En los
ensilados, estdn presentes de forma natural y llegan a jugar un papel importante en
la fermentacién, por lo que algunas cepas se utilizan como inéculos.

En la fermentacién de alimentos basados en sustratos amildceos (como la man-
dioca o el maiz) se ha detectado la presencia de E. saccharolyticus, aunque se desconoce
el papel que puede jugar esta bacteria en dicha fermentacion. También estdn presentes
en muchos alimentos vegetales fermentados de origen africano: Hussuwa (Sudan),
DawaDawa (Nigeria), y Opekhe (Nigeria).

En la fermentacién de la aceituna de mesa al estilo Espafiol o Sevillano se han
detectado enterococos en las fases tempranas de la fermentacién (32). También se
encuentran, aunque en muy baja proporcién, en las aceitunas de mesa despachadas
al detal. La presencia de enterococos en aceitunas de mesa se asocia a la contamina-
cién cruzada durante la manipulacién de las materias primas y ala capacidad de esta
bacteria para sobrevivir en las salmueras.

4.7. Los enterococos como probidticos

Los probidticos se definen como “cultivos puros o mixtos de microorganismos
vivos que, cuando son administrados a los animales o al hombres afectan al hospeda-
dor de forma beneficiosa mejorando las propiedades de la microbiota indigena” (33).
Los efectos beneficiosos incluyen: el mantenimiento o restauracién de la microbiota
intestinal normal, la prevencién o reduccién de los trastornos gastrointestinales, la
reduccién de la intolerancia a la lactosa, una bajada de los niveles de colesterol en
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suero, la actividad anticarcinogénica, asi como una estimulacién del sistema inmune
y una mejora del valor nutricional de los alimentos. Determinadas cepas de entero-
cocos, como E. faecium SF68, se comercializan como probiéticos para uso en humanos
y en animales. La cepa SF68 carece de factores de virulencia y de resistencia a los
principales antibiéticos. Ejerce un efecto inhibidor inn vitro sobre el crecimiento de E.
coli, Salinonella spp., Shigella spp. y Enterobacter spp. Ademads, es resistente a pH 4cido
e insensible a las sales biliares, lo que favorece su implantacién en el intestino y el
desplazamiento de los patégenos. El empleo de E. faeciuin SF68 para el tratamiento
de diarreas se considera una alternativa al tratamiento con antibiéticos.
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RESPUESTA INMUNITARIA EN LA DIARREA VIRICA
BOVINA

M. Peprera®’, P.J. SANCHEZ CORDON!, M.A. RisaLDE!, V. MoLiNA!, E. Ruiz-
ViLLaMoR?, J.C. GOMEZ-VILLAMANDOS'

RESUMEN

El Virus de la diarrea virica bovina (vDVB) es un virus ARN clasificado dentro
de la familia Flaviviridae junto con otros pestivirus como el virus de la peste porcina
clasica y el virus de la enfermedad de la frontera de la oveja. E1 vDVB se ha dividido
tradicionalmente en base a sus diferencias genéticas en 2 genotipos o especies distintas,
conocidas como genotipo 1y 2 habiéndose podido tipificar genéticamente distintos
aislados de ambos genotipos. Independientemente del genotipo al que pertenezcan,
el virus se clasifica en funcién del efecto que produce sobre ciertos cultivos de células
epiteliales bovinas en 2 biotipos: biotipos citopdticos (CP) y biotipos no citopéticos
(NCP). Sin embargo, la importancia de las lesiones en el transcurso de procesos cau-
sados por cepas NCP no se correlaciona con su virulencia i vitro.

Un aspecto poco estudiado en la DVB, fundamental para el desarrollo y me-
jora de vacunas, es el referente a la respuesta inmunitaria que se desarrolla tanto
a nivel sistémico como local en el tejido linfoide de la mucosa intestinal. Trabajos
recientes han puesto de manifiesto la existencia de una translocacién de la respuesta
inmunitaria Th1/Th2, lo que dard lugar a una respuesta inmune aberrante, en la que
la respuesta Th1 protectora estarfa inhibida por la Th2. Este hecho favoreceria una
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inadecuada proliferacién y transformacién de los linfocitos B hacia células plasma-
tica, comprometiendo la activacién de una respuesta inmunitaria especifica frente al
vDVB y la produccién de anticuerpos neutralizantes. Esta alteracién de la respuesta
Th1 protectora, junto a la intensa deplecién debida a una masiva apoptosis de lin-
focitos ,que sufre tanto el tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal (tonsilas y
placas de Peyer) como distintos érganos linfoides, serfan las responsables del estado
de inmunosupresién que caracteriza a estos animales y predispone a la aparicién de
procesos bacterianos secundarios.

1. ASPECTOS GENERALES DE LA RESPUESTA INMUNITARIA
1. 1. Desarrollo y diferenciacién de células T

Los linfocitos T derivan de las células precursoras de la médula ésea y madu-
ran en el timo, 6rgano linfoide primario, en cuya corteza se encuentran densamente
agrupados y en fase de divisién activa. En la regiéon medular se encuentran en menor
cantidad y entre ellos hay un gran ntimero de células presentadoras de antigeno, tanto
macréfagos como células interdigitantes ricas en antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) de clase II, ademds de células reticuloepiteliales, cuya
funcion es decisiva en la diferenciacién de los linfocitos T (1,2,3).

Estudios funcionales y de los marcadores de superficie celular indican que los
timocitos corticales son menos maduros que los medulares, siendo en la migracion
desde corteza a médula donde aparecen y desaparecen distintos marcadores de dife-
renciacion (CD, Cluster Differentiation). El mejor marcador de células T es el receptor
de antigenos de células T (TCR, T-cell receptor), distinguiéndose dos tipos principales,
el TCR-2, heterodimero compuesto de dos polipéptidos (o y ) unidos por enlaces
disulfuro, y el TCR-1, compuesto de los polipéptidos y y 8. Ambos receptores se
encuentran asociados a un conjunto de 5 polipéptidos, el complejo CD3, formando
asi el complejo receptor de células T (complejo TCR/CD3). La predisposicién de los
timocitos tempranos a convertirse en células T queda demostrada por la expresién
del complejo TCR/CD3 en el citoplasma (4,5).

En una primera fase de la diferenciacién de los linfocitos T, los timocitos son
conocidos como “células triples negativas” (CD3-CD4-CD8-) (6,7,8). En una segunda
fase, nos encontramos con los denominados timocitos intermedios o comunes, los
cuales se caracterizan por la apariciéon de marcadores de superficie adicionales, como
el CD1, asi como por la expresién simultanea de los marcadores CD4 y CD8 en la
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misma célula, denominandose “células dobles positivas”.La mayoria de los timocitos
corticales (90-100%) expresan estos antigenos en superficie, si bien no son capaces de
responder a estimulos antigénicos nimitogénicos, siendo considerados como células
T inmaduras. En la superficie celular comienza a expresarse una pequefia cantidad
de las dos cadenas del receptor a3, asociadas a polipéptidos del complejo antigénico
CD3 (6,7,8).

En una fase final, la cual tiene lugar en la médula timica y en la que encontramos
los denominados timocitos maduros, desaparece en su mayoria el marcador CDI,
solo expresado por un 5-10% de los linfocitos T, surgiendo la presencia en la mem-
brana celular de CD3 asociado con gran cantidad de TCRaf} y diferencidndose en dos
subpoblaciones celulares, una de las cuales expresa CD4 y la otra CD8 (6,7,8). En la
médula es donde tienen lugar los fendmenos de seleccion positiva, por la cual sélo
los timocitos CD4-CD8+ y CD4+CD8- con receptores de afinidad intermedia por las
moléculas del CMH expresadas por las células reticuloepiteliales siguen madurando,
y aquellos que presentan una baja o muy elevada afinidad por las moléculas CMH
propias, son destruidos por apoptosis y fagocitados por macrofagos.

En la regién limitrofe entre corteza y médula, mediante el contacto con autoan-
tigenos presentados junto al CMH por las células interdigitantes y los macréfagos,
y en la que también pueden intervenir células reticuloepiteliales de la médula, se
eliminan los timocitos con complejos TCR autorreactivos contra macromoléculas
propias, en un proceso denominado seleccién negativa. El 98% de las células T mueren
en la corteza, siendo sus restos fagocitados por los macréfagos residentes, pasando
los linfocitos T supervivientes a médula como linfocitos T “virgenes”, pero inmuno-
competentes. Serd aqui donde adquirirdn sensibilidad frente a distintos antigenos
exogenos y desde donde se distribuirdn hacia érganos linfoides secundarios por el
sistema vascular (6,7,8).

1.2. Poblaciones de células T

Las células T TCRaf} se pueden subdividir en dos subpoblaciones. La primera
posee el marcador CD4, y va a “colaborar” o actuar como inductora de la respuesta
inmune, denominédndose a esta poblaciéon Th (T-helper). Estas células T CD4+ van a
reconocer sus antigenos especificos asociados con moléculas del CMH de clase Il de
las células presentadoras de antigeno (7). Dentro de la poblacién de linfocitos T CD4
existen a su vez dos subpoblaciones con funciones distintas. Por un lado se encuen-
tran las células de memoria, que son CD29+ y que expresan también una variante
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del antigeno leucocitario comtin CD45, denominada CD45R0, siendo la expresién de
CD45R0/CD29 por las células Th CD4+ dependiente del estado de activacion celular.
Estas células responden a dosis més bajas de antigeno, lo que implica que sus recep-
tores acttian con mayor eficacia, sintetizando ademdés citoquinas de forma precoz y
mds rdpidamente que otras poblaciones de células T (6,7,8). Por otro lado, se incluyen
células que llevan a cabo funciones supresoras/citotéxicas sobre las células CD8+,
denominadas células “ingenuas”, las cuales expresan otra variante de la molécula
CD45, conocida como CD45RA (9,10).

La otra subpoblacién existente de células T TCRaf} posee el marcador CD8 y
van a ejercer una funcién predominantemente citotéxica, denomindndose a esta po-
blacién como Tc (T-cytotoxic). A diferencia de las células T CD4+, que reconocen los
antigenos asociados al CMH de clase 1J, las células T CD8+ los reconocen asociados
conmoléculas del CMH de clase I que se encuentran presentes en la membrana celu-
lar de cualquier célula nucleada (7,8). Las células T CD8+ también se subdividen en
subpoblaciones funcionales. Una produce IL-2 y expresa la molécula CD28 cuando es
activada (11), mientras que la otra expresa la molécula heterodimérica CD11b/CD18
y va aresponder a la presencia de IL-2, aunque no la produce (12,13).

La mayorfa de los linfocitos T que se encuentran en los 6rganos linfoides se-
cundarios y en circulacién son TCRaf, existiendo una variante TCR (TCRyd) que se
encuentra en una poblacién minoritaria de linfocitos T periféricos, en una pequeiia
proporcién de timocitos maduros (menos del 1%) y en algunas células dendriticas
epidérmicas (14,15). Estas células son practicamente indistinguibles de las T maduras
circulantes y todas ellas expresan el receptor CD44, relacionado con la migracién y el
asentamiento en tejidoslinfoides periféricos (16). Carecen de moléculas de superficie
CD4 y CD8, aunque una pequena parte de las mismas pueden ser CD8+. Asf, en ra-
tones, la mayoria de los linfocitos intraepiteliales localizados en mucosas son TCRyd
y CD8+, los cuales acttian frente a antigenos bacterianos, de ahi su papel protector de
las superficies mucosas del organismo (17,18). Este heterodimero, cuya estructura es
andloga al TCRaf, no se asocia covalentemente y su funcién no esta claramente defi-
nida, tratdndose de un receptor temprano de células T inmaduras, las cuales pueden
participar en una respuesta temprana y mediada por células, principalmente en aque-
llos animales cuyas inmunoglobulinas no atraviesan la placenta (6,19). Asi, en cerdos
las células Tyd constituyen una subpoblacién relevante de células T circulantes, siendo
un 10% de los linfocitos sanguineos CD4-CD8- (14,20), mientras que en los rumiantes
pueden constituir hasta el 60% de la poblacién de células circulantes (21).

Las células asesinas naturales (NK, natural killer), no expresan los receptores
de antigeno TCR ni BCR (B-cell receptor), propios de las poblaciones de células T y
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B respectivamente. La estimulacion directa con IL-2 también provoca su activacion,
liberando IFNy y otras citoquinas como IL-1 y el factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor),
importantes enla regulacion de lahemopoyesis y en larespuestainmune (22,23). Estas
células poseen capacidad destructora inespecifica no restringida a la presencia del
CMH en la célula diana, siendo capaces, por ejemplo, de destruir células infectadas
con determinados virus. Algunos virus, como el virus de la peste porcina africana,
son capaces de suprimir la actividad de las células NK (24,25). Ademads, son respon-
sables de la citotoxicidad celulomediada dependiente de anticuerpos, gracias a la
cual se destruyen células con antigenos extrafios en su superficie frente a los que se
han producido anticuerpos, los cuales son reconocidos a través de los receptores Fc
que poseen las células NK (22,23).

1.3. Respuesta TH1/TH2

Dependiendo de losmediadores producidos por los linfocitos T que predominen
en el curso de un proceso patolégico, la respuesta inmune puede clasificarse en tipo
1(Th1) y tipo 1 (Th2), credndose el denominado paradigma Th1/Th2. En las fases
mas tempranas de estos procesos puede existir una alternancia de ambas respuestas
en funcién del predomino de citoquinas que exista, imponiéndose finalmente una
sobre la otra en fases méds avanzadas, o en respuesta a estimulos repetitivos, siendo
a partir de este momento dicho proceso irreversible (26).

Respuesta inmunitaria tipo 1 (Th1)

Se produce cuando existe un predomino de las citoquinas de tipo 1, como son la
interleuquina (IL)-2, interferén (IFN)y y TGFp después de la estimulacion por pequenas
cantidades de antigeno o IL-12, principal citoquina inductora de una repuesta Th1,
producida por las células dendriticas y los macréfagos activados (27). Las células que
se encuentran sintetizando las citoquinas de tipo 1 son incapaces de responden a la
IL-1 ya que carecen de receptores para este mediador (28, 29).

El [FNy interviene en la activacién de la inmunidad celular, estimulando la pre-
sentacién antigénica y la generacion de linfocitos T citotdxicos CD8+ (30,31,32,33,34),
activando e incrementando la capacidad microbicida de los macréfagos (30,33) e indu-
ciendo apoptosis (35,36), siendo su funcién de vital importancia en las enfermedades
viricas (36). La IL-2 induce el crecimiento y proliferacion de células T (37) estimulando
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su citotoxicidad. Asi, esta respuesta se asocia frecuentemente a inflamacién y dafio
tisular (29,34,38). También estimula la proliferaciéon de células B y la produccién de
inmunoglobulinas, en especial IgM e IgG (isotipos IgG2a y IgG3), favoreciendo la
opsonizacion y la fagocitosis a través de su unién a receptores Fcy y del complemento,
aunque no estimulan de manera especifica la formacién de anticuerpos (36).

Cuando finalmente se impone un tipo de respuesta inmune sobre la otra, las
citoquinas producidas por los linfocitos T favorecen la expansién clonal de éstos,
suprimiendo la otra respuesta Th. As{, mientras que el IFN amplifica el desarrollo
de una respuesta Th1 e inhibe la proliferacién de células y la secrecién de citoquinas
inductoras de la respuesta Th2 (39), la IL-2 favorece la proliferacién de células res-
ponsables de la respuesta Th1 (27).

En enfermedades inmunosupresoras como el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), se produce una inhibicién de la respuesta Thl, que se refleja en
una bajada temprana de la produccién de IL-2, IFNy e IL-12, favoreciendo la persis-
tencia del virus que infecta preferentemente los clones de células Th2 (27). Durante
la Diarrea Virica Bovina (DVB), el virus favorece la produccién de IL-2 e IFNy, pero
no la produccién de IL-4 por parte de los CD8+, favoreciendo asi una respuesta se-
mejante a la Th1, siendo las células T CD8+ capaces de actuar como células efectoras
contra células infectadas (40), contribuyendo a la eliminacién virica a pesar de no ser
esenciales en el control de la infecciéon (41).

Respuesta inmunitaria tipo 2 (Th2)

Entre las citoquinas que predominan en la respuesta inmune de tipo 2 destacan
la IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, producidas después de la estimulacién por grandes
cantidades de antigeno o IL-1 (27), aunque en el caso de los rumiantes, la IL-10 no estd
incluida en el grupo de las citoquinas tipo 2 (42). La presentacién de antigeno por las
células B estimula el desarrollo de una respuesta Th2, aunque el mecanismo por el
que la concentracién de antigeno influye en el desarrollo de una tipo de respuesta u
otra y de como intervienen las CPA son mecanismos atin por aclarar. Las citoquinas
tipo 2 estimulan la produccién por parte de las células B de IgE, la cual provoca la
degranulacién de los mastocitos y la activacién de los eosinéfilos, contribuyendo a
las reacciones inmunes en las alergias e infecciones parasitarias. Sin embargo, no in-
tervienen en reacciones de hipersensibilidad retardada u otras reacciones mediadas
por células (7). La IL-4 estimula la diferenciacion a células plasmaticas de los linfocitos
B para la produccién de altos niveles de anticuerpos IgG1 e IgM (7,43,44,45). Varias
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citoquinas producidas durante la respuesta Th2 tienen actividad antinflamatoria,
destacando a laIL-10(46) y a laIL-4 que, al contrario que el IFNy, aparecen de manera
tardia limitando las consecuencias del dafio que provoca la respuesta Th1l (27). Asi,
inhiben la activacién de los macréfagos, estimulan la respuesta Th2 y bloquean la
activacion de una respuesta Th1 (47). Ademads, la IL-10 va a intervenir en la diferen-
ciacién y actividad citotéxica de los linfocitos T CD8+ y las células NK (natural killer),
favoreciendo la desaparicién de estas células cuando la actividad predominante es
Th2 (7,48,49).

El virus de la Diarrea Virica Bovina (vDVB) estimula la produccién por parte de
los linfocitos T CD4+ de altos niveles de IL-4, pero no de IL-2 e IFNy, favoreciendo
una respuesta Th2, con lo que los CD4+ intervendrian ayudando a la produccién de
anticuerpos neutralizantes para limitar la diseminacién del virus (40), no estando
relacionada esta Th2 con funciones efectoras antiviricas por los CD4+. En muchos
procesos viricos, el predomino de la respuesta Th2 se ha relacionado con un estado
de inmunosupresién. En el caso de la DVB, la respuesta Th2 de células T CD4+ que
se produce podria interferir con el desarrollo de una respuesta Th1 protectora frente
a otros agentes patégenos como el herpesvirus bovino-1, pudiendo ademds contribuir
también al establecimiento de infecciones persistentes (40).

2. RESPUESTA INMUNITARIA INNATA FRENTE AL VIRUS DE LA DVB

Muchos virus intentan evadir la respuesta inmune del hospedador por varios
mecanismos, destacando la infeccién de sitios inmunoprivilegiados, entrando el vi-
rus en latencia, mediante la sintesis de citoquinas y receptores, con la mutacién del
genoma viral que interferird con el procesamiento y la presentacién de antigenos o
alterando la maquinaria celular del hospedador (50, 51).

En respuesta a la infeccién con cepas citopaticas (CP) del vDVB en el trans-
curso de infecciones agudas, se produce una rdpida y potente respuesta temprana
local con la liberacién de IFN tipo I (e/p) por parte de los monocitos-macréfagos o
las células dendriticas, responsable de activar a las células efectoras de la respuesta
inmune innata como los eosindfilos, los macréfagos y las células NK, limitando de
esta forma la replicacién del virus a nivel de las mucosas. Esto daré lugar a la cap-
tura de antigenos por las células dendriticas y su posterior maduracién y migracién
hacia los nédulos linfaticos locales para presentar el antigeno a través del complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH) a los linfocitos T, los cuales migrardn hacia el
tejido dafiado para eliminar al virus y a las células dafiadas. Por su parte, las células
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B activadas migrardn para formar centros germinales en los nédulos linfaticos, donde
madurardn hacia células plasmaticas productoras de anticuerpos que neutralizardn
al virus (52,53). Sin embargo, en estos animales no se producirfan niveles detectables
de IFN tipo I en suero, sugiriendo que la infecci