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DESCRIPCION
Composicién que previene la enteritis necroética en Galloanserae
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de una composicion de éster de glicerol de al menos un acido graso de
cadena corta para prevenir y/o aliviar la enteritis necrotica en Galloanserae. La composicion de éster de glicerol
comprende al menos el 75 % en peso de tributirato de glicerilo, por debajo del 25 % en peso de dibutirato de glicerilo
y por debajo del 8 % en peso de monobutirato de glicerilo. La presente invencion también se refiere al uso de dicha
composicion para modular la flora intestinal de Galloanserae.

Antecedentes de la invencion

La enteritis necrotica es una infeccion aguda que afecta a Galloanserae. Las Galloanserae se dividen en los
subgrupos galliformes (aves terrestres) como pollo, pavo, urogallo y faisan, y anseriformes (aves acuaticas) como
patos, oca y cisne. La enteritis necrética se ha convertido en un problema emergente especialmente entre aves de
corral y se caracteriza por necrosis grave de la mucosa intestinal. La enfermedad clinica es habitualmente muy corta
y a menudo los Unicos signos son un aumento repentino de la mortalidad. Sin embargo, también pueden observarse
aves con depresion, plumas erizadas y diarrea. Las lesiones macroscépicas se encuentran principalmente en el
intestino delgado (yeyuno), que puede estar hinchado, quebradizo y contener un fluido marrén nauseabundo.

El agente causante es la bacteria Gram-positiva, estricta, anaerobia Clostridium perfringens. Hay dos tipos
principales de C. perfringens, A y C, asociados con enteritis necroética en Galloanserae. Las toxinas producidas por
las bacterias causan dafio al intestino delgado, pero también lesiones de higado y mortalidad.

C. perfringens es una bacteria casi ubicua que se encuentra facilmente en el suelo, polvo, heces, pienso y en lechos
usados de aves de corral. También es un habitante normal de los intestinos de Galloanserae sanas. El desarrollo de
enteritis necroética depende de la presencia de factores de predisposicion, tales como dafio mucoso causado por
patégenos coccidicos y pienso que contiene altos niveles de proteina.

Debido a que C. perfringens es casi ubicua, es importante prevenir la coccidiosis, asi como cambios en la microflora
intestinal que fomentarian su crecimiento. Esto se ha logrado anteriormente afiadiendo rutinariamente antibioticos al
pienso. Sin embargo, desde la prohibiciéon de antibidticos que fomentan el crecimiento en la Unién Europea en 2006,
la enteritis necrotica se ha convertido en una enfermedad emergente entre, por ejemplo, las aves de corral. Hay una
gran necesidad de métodos alternativos para contrarrestar esta enfermedad o disfuncién.

Una alternativa a contrarrestar bacterias dafinas como C. perfringens a través de antibiéticos es intentar equilibrar o
normalizar la flora intestinal. La flora intestinal consiste en un complejo de especies de microorganismos que viven
en el tubo digestivo. En este contexto intestinal es sinénimo de “del intestino” y flora de microbiota y microflora. Los
microorganismos llevan a cabo un abanico de funciones Uutiles, tales como fermentar sustratos energéticos sin usar,
entrenar al sistema inmunitario, prevenir el crecimiento de bacterias dafinas, patégenas, regular el desarrollo del
intestino, producir vitaminas para el huésped y producir hormonas que dirigen al huésped a almacenar grasas. Sin
embargo, en ciertas condiciones, se cree que algunas especies son capaces de causar enfermedades o disfuncion
produciendo infeccién o incrementando el riesgo de cancer para el huésped.

La presente invencion divulga el uso de una composicion de éster de glicerol para prevenir y/o aliviar enteritis
necrotica en Galloanserae, como pollo y pavo. El uso de dicha composicion para modular la flora intestinal de
Galloanserae también se divulga. El uso de la composiciéon segun la invencion equilibra o normaliza la flora intestinal
de Galloanserae de tal manera que se inhibe el crecimiento de especies patdgenas y se previenen enfermedades
como enteritis necrética. Se cree actualmente que un mecanismo tras este efecto es que se favorece el crecimiento
de bacterias utiles y que esto previene el crecimiento de especies patdgenas compitiendo por la nutricion y los sitios
de union al epitelio del colon.

Se conocen desde hace tiempo los efectos positivos del acido butirico sobre la salud intestinal en aves de corral y
otros animales. También se han explorado diferentes formas de distribucion de acido butirico, entre ellas distribuir
acido butirico en forma de ésteres de glicerol. En los Ultimos afios, se ha prestado mucho interés al uso de
monobutirato de glicerilo como aditivo alimentario para fomentar la salud intestinal del animal.

Se ha encontrado ahora sorprendentemente que el uso de una composicion de éster de glicerol, que comprende
principalmente tributirato de glicerilo, es un modo mas eficaz de prevencion de enteritis necrética en Galloanserae,
tales como pollos de engorde, en comparacion con proporcionar al animal acido butirico en forma de monobutirato
de glicerilo.

El documento de patente 1 describe composiciones antibacterianas y antimoho de monoglicéridos de acidos
organicos C1 a C7 y glicerol para su uso en piensos para animales. El documento de patente 2 se refiere a la mejora
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de la salud gastrointestinal del ganado usando glicéridos de acidos grasos de cadena corta, tales como de acido
butirico.

Documentos de la técnica anterior

Documento de patente 1: Documento US 2012/0029075 A1
Documento de patente 2: Documento WO 2006/085346 A1
Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere al uso de una composicion de éster de glicerol que comprende un acido graso de
cadena corta, que se ha comprobado que es un modo eficaz de prevencion de enteritis necrética en Galloanserae,
tales como pollos de engorde. La composicion de éster de glicerol comprende al menos el 75 % en peso de
tributirato de glicerilo, por debajo del 25 % en peso de dibutirato de glicerilo y por debajo del 8 % en peso de
monobutirato de glicerilo. Se sabe que el acido butirico tiene un efecto positivo sobre la salud intestinal en
Galloanserae. La presente invencidon muestra que distribuir el acido butirico principalmente como tributirato de
glicerilo es un modo eficaz de prevencion de enteritis necrotica en Galloanserae, tales como pollos de engorde, y se
ha comprobado que es mas eficaz que distribuir acido butirico principalmente en forma de monobutirato de glicerilo.

Segun una realizacion de la presente invencion la composicion de éster de glicerol comprende al menos el 80 % en
peso de tributirato de glicerilo, por debajo del 20 % en peso de dibutirato de glicerilo y por debajo del 5 % en peso de
monobutirato de glicerilo.

Segun una realizacién preferida de la presente invencion la composicion de éster de glicerol comprende al menos el
85 % en peso de tributirato de glicerilo, por debajo del 15 % en peso de dibutirato de glicerilo y por debajo del 4 % en
peso de monobutirato de glicerilo.

Segun una realizacién mas preferida de la presente invencion la composicion de éster de glicerol comprende al
menos el 90 % en peso de tributirato de glicerilo, por debajo del 10 % en peso de dibutirato de glicerilo y por debajo
del 2,5 % en peso de monobutirato de glicerilo.

El acido butirico libre tiene un olor muy desagradable, lo que causa problemas de manipulaciéon. Pueden evitarse
estos problemas distribuyendo el acido butirico en forma de ésteres de glicerol. Segun una realizacion de la presente
invencion, la cantidad de acido butirico libre en la composicion de éster de glicerol esta por debajo del 1 %,
preferiblemente por debajo del 0,5 % y lo mas preferiblemente por debajo del 0,2 % en peso. Mantener baja la
cantidad de acido butirico libre también garantiza que el pH en la composicion de éster de glicerol se mantiene a un
nivel en el que el éster de glicerol no experimentara hidrolizacion para dar glicerol y acido libre, por tanto, el producto
se mantiene estable.

Segun una realizaciéon de la presente invencion la composicion de éster de glicerol se adsorbe sobre un portador
inerte, tal como un portador de silice. Este permite distribuir la composicién como un producto seco. Tal portador de
silice comprende preferiblemente particulas porosas de silice con un tamafo de particula promedio de 20-70 um.
Segun una realizacién de la presente invencion, la composicion de éster de glicerol se adsorbe sobre particulas de
silice con una razén en peso del 50-80 % de éster de glicerol y del 20-50 % de particulas de silice.

Puede afiadirse la composicién de éster de glicerol segun la presente invencion a cualquier pienso comercialmente
disponible para Galloanserae. La composicién de éster de glicerol puede incorporarse directamente en piensos
comercialmente disponibles o alimentarse de manera complementaria a los piensos comercialmente disponibles.
Segun una realizacion de la presente invencion la cantidad de composicion de éster de glicerol alimentada a las
Galloanserae es de desde el 0,05 hasta el 1,5 % en peso, preferiblemente desde el 0,1 hasta el 1,0 % en peso de la
racion diaria de pienso de las Galloanserae.

Segun otra realizacion de la presente invencion se administra la cantidad de dicha composicion de éster de glicerol a
lo largo de intervalos de tiempo de 5-10 dias y disminuye a lo largo de un periodo de 1-5 semanas.

Segun aun ofra realizacion de la presente invencion la disminucién de dicha cantidad es del 20-50 % de la cantidad
proporcionada durante el intervalo previo.

Ejemplo de realizacion

Ensayo in vivo sobre la eficacia de butiratos de glicerilo para controlar la enteritis necrética inducida por Clostridium
perfringens en pollos de engorde.

Cepas bacterianas y vacunas
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Se aislé la cepa de exposicion usada en los ensayos in vivo, cepa 56 de C. perfringens, del intestino de un pollo de
engorde con lesiones necréticas de una bandada con problemas de aumento de peso y que se ha mostrado que es
muy virulenta en ensayos in vivo anteriores. Se clasifico la cepa como una cepa de tipo A (positiva para netB,
negativa para beta-2 y enterotoxina) y produce cantidades moderadas de toxina alfa in vitro (Gholamiandehkordi et
al., 2006).

Para la inoculacion, se hizo crecer la cepa durante 24 h en un caldo de infusion de cerebro-corazén (BHI, Oxoid,
Basingstoke, Inglaterra).

Se us6 una dosis de diez veces de la vacuna anticoccidica Paracox® - 8 (Schering-Plough Animal Health, Bruselas,
Bélgica), que contenia ovocitos vivos, atenuados de Eimeria (E.) acervulina (dos lineas), E. brunetti, E. maxima, E.
necatrix, E. praecox, E. mitis y E. tenella en este estudio. Se administré la vacuna Nobilis Gumboro D 78 (Schering-
Plough Animal Health, Bruselas, Bélgica) en el agua potable.

Animales y alojamiento

En este experimento, se usaron 114 pollos de engorde de ambos sexos. Se obtuvieron con un 1 dia de edad de un
criadero comercial. Antes del ensayo, se descontaminaron todas las salas con Metatectyl® (Clim’oMedic) y con un
desinfectante comercial anticoccidico (Bi-OO-cyst®; Biolink Ltd, York, R.U.). Se dividieron las aves en 4 jaulas de
1,5 m? sobre virutas de madera. Se les proporcioné agua potable y pienso a voluntad. Se aplicé un programa de
23 h/1 h de luz-oscuridad.

Diseno del estudio experimental:

Los primeros 7 dias, se alimenté a los pollos con una dieta de inicio y desde el dia 8 hasta el 15 con una dieta de
crecimiento. Tanto la dieta de inicio como la de crecimiento eran dietas basadas en trigo/centeno (43 %/7,5 %), con
harina de soja como fuente de proteinas. Desde el dia 17 en adelante, se uso la misma dieta con la excepcion de
que se uso6 harina de pescado (30 %) como fuente de proteinas. El Instituto de Investigacion Agricola y Pesquera
(ILVO) proporciono el pienso. Los productos sometidos a prueba se mezclaron en el pienso. Se administré la vacuna
Gumboro en el agua potable el dia 16 en todos los grupos. Se expusieron todos los grupos por via oral una vez al
dia a aproximadamente 4.10° ufc de la cepa 56 de C. perfringens los dias 17, 18, 19 y 20. El dia 18 se les inoculd
por via oral a todos los pajaros una dosis de diez veces de Paracox-8™. Los dias 21, 22 y 23, se sacrificaron
9 animales de cada grupo mediante una inyeccion intravenosa de pentobarbital sodico.

Modelo:
d16 | d17 | d18 | d19 | d20 | d21 | d22 | d23
Gumboro X
Pienso + harina de pescado X X X X X X X
Inoculacion de C. perfringens X X X X
Paracox ® x10 X
Puntuacion X X X

Tabla 1. Programa de tiempo para el estudio in vivo

Productos sometidos a prueba:

e Corral 1: control positivo

e Corral 2: monobutirato de glicerilo (adsorbido sobre un portador de silice), afiadido al pienso a una
concentracion inferior

e Corral 3: monobutirato de glicerilo (adsorbido sobre un portador de silice), afiadido al pienso a una
concentracion superior

e Corral 4: tributirato de glicerilo (adsorbido sobre un portador de silice)

Se afadieron los productos al pienso a las concentraciones mostradas en la tabla 2 a continuacion:

Monobutirato de glicerilo, | Monobutirato de glicerilo, | Tributirato de glicerilo,
sobre portador de silice, | sobre portador de silice, | sobre portador de silice

baja concentracion alta concentracion
Semana 1 5 7.5 5
Semana 2 2,5 6 2,5
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[ Semana3 |2 |55 [ 2

Tabla 2. Concentracién de productos afiadidos al pienso (kg/tonelada)

Se puntuaron de manera ciega las lesiones intestinales en el intestino delgado (del duodeno al ileon) de la siguiente
manera:

0: sin lesiones macroscopicas

1: mucosa intestinal congestionada

2: ulceracion o necrosis focal pequefia (1-5 focos)

3: ulceracion o necrosis focal (5-16 focos)

4: ulceracion o necrosis focal (16 o mas focos)

5: zonas de necrosis de 2-3 cm de largo

6: necrosis difusa tipica de casos en campo

Se clasificaron las puntuaciones de lesiones de 2 0 mas como positivas para enteritis necrética

Analisis estadistico

Se uso el software GraphPad Prism, Inc. para determinar si habia diferencias significativas entre grupos. Se
determind la significacion estadistica a un valor de p de <0,05.

Observaciones clinicas

No se observaron observaciones clinicas anémalas.
3 pollos murieron durante el ensayo.

- 1 pollo murié en el corral 1

- 2 pollos murieron en el corral 3

La tabla 3 muestra el nimero de aves con lesiones de enteritis necrética para cada grupo, el dia 21, dia 22 y dia 23.
También se muestra el nUmero total de aves con lesiones por grupo.

Control positivo | Monobutirato de glicerol, | Monobutirato de glicerol, | Tributirato de glicerol
baja cantidad alta cantidad
Dia 21 9/9 5/9 4/9 3/9
Dia 22 4/9 3/9 5/9 2/9
Dia 23 4/10 2/10 3/8 2/11
Total 17/28 10/28 12/26 7/29
Total (%) 61 36 46 24

Tabla 3. Numero de aves con lesiones macroscopicas de enteritis necrotica en los tres dias de muestreo
El porcentaje de pollos positivos (con una puntuacion de lesiones macroscépicas = 2) se muestra en la figura 1.

Los resultados en la figura 1 muestran que afiadir tributirato de glicerilo al pienso proporciona un resultado
significativamente mejor, con respecto a prevenir la enteritis necroética inducida por Clostridium perfringens en pollos
de engorde, que afiadir monobutirato de glicerilo a una cualquiera de las dos concentraciones sometidas a prueba.

Si la adicion de monobutirato de glicerilo a la concentracion superior se compara con la adicion de tributirato de
glicerilo, es aproximadamente el mismo peso de acido butirico que se afiade (suponiendo que el glicerol y el acido
butirico tienen aproximadamente los mismos pesos molares). A pesar de este hecho, el tributirato de glicerilo
proporciona un resultado mucho mejor (el 24 % de pollos positivos en total para el tributirato de glicerilo en
comparacion con el 46 % de pollos positivos en total para monobutirato de glicerilo a la concentracion superior).

También es notable que afiadir una concentracion inferior de monobutirato de glicerilo proporciona un mejor
resultado que afadir una concentracion superior (el 36 % de pollos positivos en total para monobutirato de glicerilo a
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la concentracion inferior en comparacion con el 46 % de pollos positivos en total para monobutirato de glicerilo a la
concentracion superior).

Los resultados muestran que usar una composicion de éster de glicerol segun la presente invencion es una manera
eficaz de prevencion de enteritis necroética inducida por Clostridium perfringens en Galloanserae.

El ejemplo de realizacién debe interpretarse como ilustrativo y no limitativo de ningiin modo. La composicién de éster
de glicerol puede comprender por ejemplo una combinacion de ésteres de glicerol de diferentes acidos grasos de
cadena corta, tales como acido butirico, acido propionico y acido valérico. Los niveles de dosificaciéon tendran que
calcularse entonces con respecto a la cantidad total de ésteres de glicerol.

Puede comprobarse ademas que es util alimentar la composicion de éster de glicerol al animal durante un periodo
de tiempo mas corto o mas largo y extrapolar los niveles de dosificacién en consecuencia.
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REIVINDICACIONES

Composicion de éster de glicerol que comprende al menos el 75 % en peso de tributirato de glicerilo, por
debajo del 25 % en peso de dibutirato de glicerilo y por debajo del 8 % en peso de monobutirato de glicerilo,
para su uso en la prevencion y/o el alivio de enteritis necrética en Galloanserae, mediante lo cual la
composicion se incorpora directamente al pienso o se alimenta de manera complementaria al pienso.

Composicion de éster de glicerol para su uso segun la reivindicacion 1, en la que dicha enteritis necrotica
esta causada por Clostridium perfringens.

Composicion de éster de glicerol para su uso segun la reivindicacion 1 o 2, en la que dichas Galloanserae
son galliformes, tales como pollo, pavo, urogallo o faisan.

Composicion de éster de glicerol para su uso segun la reivindicacion 1 o 2, en la que dichas Galloanserae
son anseriformes, tales como patos, oca o cisne.

Composicion de éster de glicerol para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que dicha
composicion de éster de glicerol comprende al menos el 80 % en peso de tributirato de glicerilo, por debajo
del 20 % en peso de dibutirato de glicerilo y por debajo del 5 % en peso de monobutirato de glicerilo.

Composicion de éster de glicerol para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que dicha
composicion de éster de glicerol comprende al menos el 85 % en peso de tributirato de glicerilo, por debajo
del 15 % en peso de dibutirato de glicerilo y por debajo del 4 % en peso de monobutirato de glicerilo.

Composicion de éster de glicerol para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que dicha
composicion de éster de glicerol comprende al menos el 90 % en peso de tributirato de glicerilo, por debajo
del 10 % en peso de dibutirato de glicerilo y por debajo del 2,5 % en peso de monobutirato de glicerilo.

Composicion de éster de glicerol para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la
cantidad de acido butirico libre en dicha composicion de éster de glicerol esta por debajo del 1 %,
preferiblemente por debajo del 0,5 % y lo mas preferiblemente por debajo del 0,2 % en peso.

Composicion de éster de glicerol para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que dicha
composicion de éster de glicerol se adsorbe sobre un portador, tal como un portador de silice, permitiendo
de ese modo que se distribuya dicha composicién de éster de glicerol como un producto seco.

Composicion de éster de glicerol para su uso segun la reivindicacion 9, en la que dicho portador comprende
particulas porosas de silice con un tamafio de particula promedio de 20-70 um.

Composicion de éster de glicerol para su uso segun la reivindicacion 9, en la que dicha composiciéon de
éster de glicerol se adsorbe sobre particulas de silice en una razén en peso del 50-80 % de éster de glicerol
y del 20-50 % de particulas de silice.

Composicion de éster de glicerol para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en la que dicha
composicion de éster de glicerol se alimenta a dichas Galloanserae en una cantidad de entre el 0,05 y el
1,5 % en peso de la racion diaria de pienso de las Galloanserae.

Composicion de éster de glicerol para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en la que dicha
composicion de éster de glicerol se alimenta a dichas Galloanserae en una cantidad de entre el 0,1 y el
1,0 % en peso de la racion diaria de pienso de las Galloanserae.

Composicion de éster de glicerol para su uso segun la reivindicacion 12 o 13, en la que dicha cantidad de
dicha composicion de éster de glicerol se administra a lo largo de intervalos de tiempo de 5-10 dias y en la
que dicha cantidad disminuye a lo largo de un periodo de 1-5 semanas.

Composicion de éster de glicerol para su uso segun la reivindicacion 14, en el que la disminucién de dicha
cantidad es del 20-50 % de la cantidad proporcionada durante el intervalo previo.
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Figura 1: Porcentaje de pollos positivos (con puntuacion de lesiones macroscopicas >2).
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