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RESUMEN

Evaluacion del efecto del consumo de alimento inoculado con fumonisinas B; y B
sobre las variables productivas, alteraciones morfolégicas y cambios bioguimicos en

el suero de pollos de engorda infectados con Eimeria spp.

Autor: Itzel Cristina Bautista Borjas; Asesor: Juan Carlos Del Rio Garcia; Coasesores: Juan
Pablo Martinez Labat, Guillermo Valdivia Anda

En la industria avicola el alimento representa la mayor parte de los costos productivos
y es una de las principales fuentes de exposicion a agentes infecciosos para los
animales. En el presente trabajo se evalud el efecto del consumo de alimento
contaminado con fumonisinas B; (FB;) y B, (FB,) sobre el comportamiento
productivo, alteraciones morfoldgicas macroscopicas y microscépicas, asi como la
bioguimica sérica ante una infeccion simultanea con Eimeria spp, por un periodo de
35 dias. Se utilizaron 60 pollitos de 1 dia de edad de la estirpe Ross x Ross, se pesaron
y distribuyeron aleatoriamente formando 4 tratamientos con dos repeticiones por
tratamiento: Testigo negativo (TN), expuesto a fumonisina (F), expuesto a la infeccion
por Eimeria spp (C) y expuesto a la infeccion por Eimeria spp méas fumonisina (CF).
A los grupos F y CF se les ofrecio la dieta basal, previamente inoculada y ajustada a
una concentracion de 3 ppm de FB; y FB; desde el primer dia hasta el término del
experimento y el indculo de Eimeria spp se administro via oral al dia 15 de edad a los
grupos C y CF. Al término del experimento, las variables productivas no presentaron
diferencia significativa (p>0.05) entre los tratamientos TN y F, los grupos C y CF se
comportaron de manera similar. Se encontré un incremento significativo (p<0.05) en
el peso del higado, rifién e intestino en los tratamientos C y CF. El analisis
microscopico mostrd mayores grados de lesion (p<0.05) en los tratamientos en los que
se suministré fumonisina en la dieta, siendo aun mayores en el tratamiento infectado
con Eimeria spp. El hematocrito, proteinas totales, albumina y las globulinas,
mostraron diferencia significativa (p<0.05) en los tratamientos C y CF en el periodo
de infeccion aguda por Eimeria spp. Las transaminasas se mantuvieron sin cambios
significativos entre los tratamientos (p>0.05). De la misma manera, el tiempo de pasaje

gastrointestinal se mantuvo sin diferencia significativa (p>0.05) entre tratamientos.



INDICE PAGINAS

INTRODUCCION ..ot 1

Breve panorama de la avicultura en MEXiCO ..............ocovviiiiiniiinnnn... 1

Aspectos histdricos de 1as MiCOtOXINGS. ..........c.oviiiiiiiiniiii e 3

Hongos, MicotoXinas Y MICOLOXICOSIS. ... .uuenteriitit e, 4

Micotoxinas en animales y su importancia en medicina veterinaria................. 8

MiICOtOXINAS €N IMEXICO. ...\ eteiiee ettt et e 9

JUSTIFICACION. ... 10
OBJETIVO GENERAL. ... e 11
OBJETIVOS PARTICULARES. ...t 11
HIPOTESIS. ..ottt 12
MARCO TEORICO- ETIOLOGIAS........oviiiiiiiiiiieeeee e, 13
FUMONISINGS. ...ttt et ea e 13
Taxonomia de Fusarium moniliforme................ocoiiiiiiiiiii, 13
SINtESIS Y BSIUCTUIA. ... vttt e 15
MecaniSmO de @CCION. ...ttt e 16
Toxicidad y estabilidad.................ooooi i 18
Toxicidad en pollode engorda...........coeiriiiiiiiii e, 19
Eimeria spp. (eimeriosis, cOCCIdiOSIS aViar)...........ccoveiiiiriiiiiiieieeeiies 21
Eti00gia. ..o 21
EpIdemiologia. ... ..o 23
(O T [0 =V T - U 23
PAIOGENIA. ...\t 25
Cuadro CliniCO Y I8SIONES. ... vt 26
Coccidiosis INteStinal. ... ..o 26
CoCCIAIOSIS CECAL. ... uee e 27
Interaccidn entre micotoxinas 'y Eimeria Spp.........cccoeviiiiiiiiiiniiiiianann, 28
MATERIALES Y METODOS.......uiiiiiiiie e 29
Animales de experimentacion.................oooiiiiii i 29
ANMENTO. .., 29
Produccion de fumoniSinas. .........oouuiiiniiiie it i e 30
INOCUIO € INFECCION. .. .vi e 30



Variables ProduCHIVAS. .........ooniiii e

Evaluacion de las alteraciones morfoldgicas macroscopicas.......................

Evaluacion de las alteraciones morfologicas microscopicas.......................

Hematologia y quimica sanguinga..............ccooiiiiriiiiiiniiiiiieeeene

Prueba de transito gastrointestinal...................cooooiiiiiii

ANALISIS €StAdISTICO. ...
RESULTADOS Y DISCUSION. .......ouiiiiiiiiiiie e,
CONCLUSION. ...ttt
REFERENCIAS. .. ..ottt

APENDICES

31
32
32
32
34
34
35
62
64
73



INDICE DE CUADROS PAGINAS

Cuadrol. Especies de hongos que afectan [os granos ................coooeeveiiin.n. 5
Cuadro 2. Clasificacion taxondmica del Género Fusarium............................ 14
Cuadro 3. Caracteristicas diferenciales para siete especies de Eimeria de las aves... 22

Cuadro 4. Eliminacién promedio semanal de ooquistes en el transcurso

el EXPEIMENTO.....cuiiiic e e e s re e sreesreesreenree e 36
Cuadro 5. Peso corporal promedio semanal de las aves durante el periodo

EXPEIIMENTAL ..o 38
Cuadro 6. Ganancia de peso promedio semanal de las aves durante el periodo
EXPEIIMENTAL. ... . e 39
Cuadro 7. Consumo promedio de alimento semanal de las aves durante el

periodo experimental....... ..o 41
Cuadro 8. indice de conversion promedio semanal de las aves durante el

periodo experimental..... .. ..o 42
Cuadro 9. Peso relativo promedio de los 6rganos de los pollos al dia

35 0B UG ...t 43
Cuadro 10. Resultados promedio de la evaluacion microscéopica en el higado de los pollos al
término del periodo experimental.............oooiiiiiii i 45
Cuadro 11. Resultados promedio de la evaluacion microscépica en el rifion de los pollos al
término del periodo experimental...............cc.ouiiiiiiiiiii e 46
Cuadro 12. Resultados promedio de la evaluacion microscopica en el bazo de los pollos al
término del periodo experimental................coooiiiiiiiiiii 47
Cuadro 13. Resultados promedio de la evaluacion microscopica en la bolsa cloacal de los
pollos al final del periodo experimental................cooiiiiiiiiiiiiin, 48
Cuadro 14. Resultados promedio de la evaluacion microscépica en el duodeno de

los pollos al término del eXperimento..........ccoovoviuiiiiiiiee e 49
Cuadro 15. Resultados promedio de la evaluacion microscopica en el yeyuno-ileon de los
pollos al final del periodo experimental..................cocoiiiiiiiiiiii, 50
Cuadro 16. Resultados promedio de la evaluacion microscopica en los ciegos de los pollos al
final del periodo experimental.............coooiiiiiiii i e 51
Cuadro 17. Valores promedio de la determinacion del hematocrito de los pollos

del primer (21 dias de edad ) y segundo muestreo (35 dias de edad).................... 53
Cuadro 18. Valores promedio de la determinacién de proteinas séricas de

los pollos en el primer muestreo (21 dias de edad)...........ccoooiiiiiiiiiiiinan. 54



Cuadro 19. Valores promedio de la determinacion de enzimas en el suero de

los pollos en el primer muestreo (21 diasde edad)...........ccooviviiiiiiiiiiiiiinn...

Cuadro 20. Valores promedio de la determinacion de bilirrubinas en el suero

de los pollos en el primer muestreo (21 dias de edad)..................ocoooiiiiiiinl.
Cuadro 21. Valores promedio de la determinacion de proteinas séricas de los

pollos en el segundo muestreo (35 diasde edad)............ccoeeeviiiiiiiiiii i,
Cuadro 22. Valores promedio de la determinacidn de enzimas en el suero de los
pollos en el segundo muestreo (35 diasde edad)............ccoevieiiiiiiiiiiiiiinn.n.
Cuadro 23 .Resultados de la determinacién de bilirrubinas en el suero de los

pollos en el segundo muestreo (35 diasde edad)............cccoevviiiiiiiiiii ..
Cuadro 24. Resultados de las pruebas de transito gastrointestinal realizadas en
lospollosalosdias 14y 34 deedad. ........o.oviriiiniiiii i
Cuadro 25. Tipificacion del in6culo de Eimeria spp........cccovveviiiiiiiiiiiiiiinannn,
Cuadro 26. Cantidad de ooquistes esporulados y no esporulados en el inéculo........

56

57

58

59

60



INDICE DE FIGURAS PAGINAS
Figura 1. Produccion Pecuariaen el 2008..............cooviiiiiiiiiinin... 2

Figura 2. Representacion simplificada de algunas relaciones generales en una

TS0 10 ) (o 1 I 7
Figura 3: Resumen de la sintesis de esfingolipidos de novo en la célula animal 17
Figura 4. Ciclo de vida de EImeria spp........coveiiriiiiiiiiiiiiiieieieeienes 24

Figura 5. Metodologia para la determinacion de fumonisinas mediante colum-

Nas de iMUNOoATINIdad. . . .....ooor e 74

Figura 6. Metodologia para la determinacion de aflatoxinas mediante colum-

nas de imunoafinidad.........coeeooeiie e 75

Figura 7. Metodologia para la determinacion de Ocratoxina A mediante colum-

nas de imunoafinidad..................ocoiiiiii 76
Figura 8. Fotografia del higado (H), bazo (B) y bolsa cloacal (BC) de los tratamientos
aldia35deedad. ... .oooiniii e 81

Figura 9. Fotografia de duodeno (D), yeyuno-ileon (Y) y ciego (C) de los tratamientos

Al AIa 35 08 BUA. . ..ttt e 81

Vi



ABREVIATURAS

A.C.: antes de Cristo
AFB: aflatoxinas
ALT: alaninaminotransferasa
AP: fosfatasa alcalina
Ap: apoptosis
AST: aspartatoaminotransferasa
A.T.A: aleukia toxica alimentaria
AV: acortamiento de vellosidades
C: expuesto a la infeccion por Eimeria spp
CF: expuesto a la infeccion por Eimeria spp mas fumonisina
Co: congestion
Cr: Criptosporidium spp
DA: degeneracion albuminosa
De: deplecién
DECB: descamacion del epitelio de conductos biliares
DG: degeneracion grasa
DON: deoxinivalenol
Ed: edema
EDTA: acido etilendiaminotetraacético
EV: edema de vellosidades
F: expuesto a fumonisina
FB: fumonisinas
FB;1: fumonisina B;
FB,: fumonisina B,
FBs: fumonisina B3
FV: fusion de vellosidades
GDE: grado de descamacion epitelial
GGT: gamaglutamiltransferasa
He: hiperplasia epitelial
HPCB: hiperplasia de conductos biliares
IH: infiltrado de heterdfilos
IL: infiltrado linfocitario
N: necrosis
PDA: agar papa dextrosa
PIB: producto interno bruto
SCPA: Sin cambios patoldgicos aparentes.
TN: Testigo Negativo
URRS: Union de Republicas Soviéticas Socialistas

vii


http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_etilendiaminotetraac%C3%A9tico

INTRODUCCION

Breve panorama de la avicultura en México

La avicultura se estructura como una cadena de produccion, transformacion y
distribucion de productos de origen aviar. EI primer eslabon consiste en producir material
genético, huevo fértil para incubar mediante granjas tanto de progenitoras (stocks de
abuelas) como de reproductoras (hibridos de las cruzas anteriores). En segundo plano esta
la incubacion, crianza y desarrollo de gallina ponedora, pollo y pavo para engorda. En
tercero, la produccion de pollo y pavo en canal y la de huevo de plato; en una cuarta etapa
la distribucion o procesamiento de sus productos finales para los consumidores. También
en este complejo participan algunas industrias de apoyo como las de alimentos
balanceados, productos farmaco-bioldgicos, servicios colaterales, que incluyen desde la
fabricacion de cajas, empaques, infraestructura e instalaciones, hasta la asesoria técnica y
administrativa. En México la avicultura se afianzé desde los afios cincuenta, pasando de un
sistema de produccion de traspatio a un sistema de produccion altamente tecnificado y
poco a poco se ha ido consolidando como una de las ramas mas dinamicas de la

produccion pecuaria nacional (Hernandez y VVazquez, 2009).

En el afio 2008, la produccion de carne de pollo en canal fue de 2,580,779 toneladas,
con un valor de produccién de 55,857,406 millones de pesos, cifra que equivale al 38.31%

de la produccién pecuaria de ese afio (SIAP, 2009).

Actualmente, México ocupa el quinto lugar mundial como productor de carne de pollo y
huevo para plato, por debajo de Estados Unidos, China, Brasil y la Unién Europea. La
avicultura en México es una de las principales actividades pecuarias, representando el 63%
de la produccion pecuaria nacional y contribuyendo con aproximadamente el 34% del

Producto Interno Bruto (PIB) pecuario, figura 1 (Financiera Rural, 2009).
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Figura 1. Produccién Pecuaria, 2008. Tomado de Financiera Rural, 2009.

En la industria avicola, el alimento es el principal componente del costo de produccion
total en la produccion de carne y huevo. El maiz y la harina de soya contintan siendo
internacionalmente los ingredientes de eleccion en las dietas para aves, si bien en algunos
paises se incluye el trigo en dichas dietas. El alimento es probablemente el factor méas
importante en la industria avicola, que puede exponer a las aves a una amplia variedad de
posibles patdgenos a través del tracto gastrointestinal. El sistema inmune del ave es de
especial importancia en avicultura debido a que las parvadas comerciales son criadas en
sistemas intensivos, condiciones bajo las cuales las parvadas son vulnerables a una rapida

diseminacion de agentes infecciosos (Yegani y Korver, 2008).

Las micotoxinas son metabolitos producidos por hongos filamentosos de diversos
géneros que contaminan los granos destinados a la alimentacion humana y animal, estas

tienen efectos inmunotéxicos a través de varios mecanismos, los cuales se manifiestan con



una respuesta reducida del sistema inmune; dichos efectos inmunotdxicos tornan a las aves
susceptibles a diversas enfermedades infecciosas, reducen la produccion y desarrollo,
resultando en pérdidas econdmicas importantes para la industria avicola (Girish y Smith,
2008). Por otra parte, la infeccion por Eimeria spp es la enfermedad parasitaria méas
importante en la avicultura, al producir pérdidas econémicas importantes, pudiendo ocurrir
de manera unica, en interaccion con diversos patdgenos o imbalances nutricionales
(Williams, 2005).

Aspectos historicos de las micotoxinas

Se ha tenido conocimiento de las micotoxicosis desde épocas muy remotas, siendo
reportadas principalmente en casos de ergotismo, la cual es una intoxicacion producida por
las toxinas del cornezuelo de centeno (Claviceps purpurea). En China se utilizaba desde
hace mas de 3000 afios en obstetricia. Los asirios lo refieren en una tablilla, que data del
afio 600 a.C, como una pustula nociva en las espigas del centeno. En Persia, alrededor del
afio 400 a. C., se explica que su consumo por mujeres embarazadas causa abortos, o bien la

muerte del producto durante el parto (Soriano, 2007).

En los siglos VIl y VII a.C. se instauré el festival de la Robigalia en honor del Dios
Robigus, a quien era necesario propiciar para proteger el grano y los arboles. Se celebraba
en abril, por ser la época del afio en la que era mas probable que las cosechas resultaran
atacadas por las “rofias” o “el mildiu”. En la edad media, los brotes de ergotismo
alcanzaron proporciones de pandemia, mutilando y matando a cientos de personas en

Europa (Peraica et al, 2000).

Desde los siglos IX al XIV se declaraban epidemias de dicha enfermedad,
especialmente en las regiones de Francia, Rusia y Alemania, cuyas consecuencias
resultaban méas temibles, incluso que las de la lepra. Asi, por ejemplo, se recuerda que
durante el reinado de Felipe VI, en 1130, estallo una epidemia en la region de La Lorena,
Francia, enfermando gravemente una gran cantidad de personas. Esta enfermedad recibid
los nombres de fuego sagrado, mal de los ardientes o fuego de San Antonio, este Ultimo
nombre data del siglo XI, en que se fundaron los monasterios de San Antonio ermitafio
para atender a las victimas. En 1597, la Facultad de Medicina de Marburgo, Alemania,

decidié investigar los posibles origenes de la enfermedad, llegando a la conclusién de que



era exclusivamente debida a la ingestion de pan amasado con harina de centeno

contaminada con el cornezuelo de centeno (Laval, 2004).

Se tienen registros del periodo comprendido entre los afios de 1724-1753 en Inglaterra,
hechos por el Doctor John Huxham en donde describe una enfermedad de origen
alimentario denominada fiebre nerviosa lenta. En 1742, Baker describe la misma
enfermedad, notando que afecta a familias e incluso ciudades enteras. Ambos sospecharon
del alimento como la fuente del problema. Durante la primera mitad del siglo XVIII se
describio otro tipo de fiebre, la fiebre patrida maligna, que en 1942 se diagnostic6 como
aleukia toxica alimentaria (A.T.A). Esta es causada por las toxinas del hongo Fusarium
tricinctum: los tricotecenos o toxina T-2 (Kilbourne, 1981). Se reporté que los granos de
cereales colonizados por Fusarium sporotrichioides, también productor de la toxina T-2,
causO la muerte de cientos de miles de personas en la Union de Republicas Soviéticas
Socialistas (URSS) durante los afios cercanos a la segunda guerra mundial (Nelson et al,
1994).

Se tiene conocimiento de otras enfermedades, como la enfermedad del arroz amarillo
producida por las toxinas de Penicillium citreonigrum (citrinina) en Japon, la enfermedad
de Urov en el este de Siberia, Corea del Norte y norte de China y de la enfermedad de
Akababi-byo en Japon, ambas ocasionadas por toxinas producidas por hongos del género
Fusarium (Nelson et al, 1994; Peraica et al, 2000).

Hongos, micotoxinas y micotoxicosis

Los hongos son organismos ubicuos en la naturaleza y son vitales para el reciclamiento
de los nutrientes contenidos en la materia organica. Existen diversos géneros de hongos
gue contienen especies causantes de enfermedades en las plantas, animales y el hombre.

Estos hongos se pueden categorizar en dos grupos con base a su patogenicidad:
1)hongos saprofitos que pueden ser patdgenos oportunistas, ingresando al organismo por
heridas o debido a un estado de debilidad del hospedero, 2) verdaderos patégenos, que
dependen de las plantas o tejidos animales para su nutricion, sin embargo pueden
sobrevivir fuera del hospedero (De Lucca, 2007).



Los hongos que invaden los granos pueden clasificarse en dos grupos: los hongos de
campo Yy los hongos de almacenaje, los principales géneros de hongos comprendidos en
ambas clasificaciones se muestran en el cuadro 1. Los hongos de campo son aquellos que
invaden los granos antes de la cosecha o tras la siega y requieren altos niveles de humedad;
estos son principalmente del género Fusarium y Alternaria. La colonizacion de la parte
aérea de las plantas comienza tan pronto como son expuestas al aire. Las bacterias suelen
aparecer primero, luego las levaduras y al final los hongos filamentosos saprofitos y/o
patdgenos; estos se desarrollan a lo largo de todo el crecimiento de la planta, lo que se
acentlia cuando envejece y las semillas maduran. Los hongos de almacenaje invaden el
grano con contenidos inferiores de humedad y los principales géneros son Penicillium y
Aspergillus. Los factores que influyen en su desarrollo son el contenido de humedad del
sustrato, la temperatura, el tiempo de almacenaje, el grado de invasion fangica antes del
almacenamiento y la actividad de insectos y acaros que facilitan la diseminacion (Anton y
Lisazo, 2001; Carrillo, 2003).

Cuadrol.- Especies de hongos que afectan los granos.

Tipo de Contaminacion Especies de Hongos

Fusarium (F. moniliforme, F. roseum, F. tricinctum, etc.), Alternaria sp,
Hongos de campo Helminthosporium sp, Cladosporium sp, Penicillium (P. oxalicum,

P.funiculosum, P. oydrinum, etc.).

Hongos de almacenaje Aspergillus (A. flavus, A. parasitucus), Penicillium sp.

Modificado de Perusia y Rodriguez R., 2001.

En su crecimiento, los hongos forman una serie de sustancias quimicas denominadas
metabolitos primarios, los cuales son acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos y lipidos;
la formacion de estos metabolitos primarios se asocia con la fase de crecimiento rapido.

Los metabolitos secundarios son compuestos no esenciales para el crecimiento de los
hongos en cultivo, dentro de este grupo estan los antibi6ticos y las micotoxinas. Si bien
todas las micotoxinas son de origen fungico, no todos los compuestos toxicos producidos
por hongos se denominan micotoxinas. Los metabolitos fungicos que son toxicos para
bacterias (como es la penicilina) se denominan antibioticos; los metabolitos fangicos que
son tdéxicos para las plantas se denominan fitotoxinas y los metabolitos fingicos que son

toxicos para los vertebrados se denominan micotoxinas (Bennett y Klich, 2003). La palabra



micotoxina deriva de la palabra griega mikes y de la latina toxicum que significan hongo y
toxico, respectivamente. Las micotoxinas son sustancias que se producen cuando la fase de
crecimiento llega a su etapa final y durante la fase estacionaria, estando a menudo
asociados con la diferenciacion y esporulacion (Gonzalez et al, 2006). En general, la
biosintesis de micotoxinas es especifica, mientras mas compleja es la ruta biosintética de
estos metabolitos secundarios, méas restringido es el nimero de especies de hongos
productores (Carrillo, 2003).

Las micotoxicosis son las enfermedades ocasionadas por el consumo de micotoxinas;
los sintomas de una micotoxicosis dependen del tipo de micotoxina, la cantidad y duracion
de la exposicion, edad, estado de salud y sexo del organismo expuesto asi como de muchos
otros efectos sinérgicos que involucran genética, estatus de la dieta e interacciones con
otros toxicos, tal como se muestra en la figura 2 (Bennett y Klich, 2003). La toxicidad de
las micotoxinas en los animales puede ser aguda, tras una elevada ingestion de la toxina, o
cronica tras una prolongada exposicion a niveles bajos de micotoxina (Denli y Pérez,
2006).

Se puede presentar mas de una micotoxina en los alimentos como resultado de
contaminaciones simultaneas con diferentes especies de hongos productores de
micotoxinas. Como cualquier otro tdxico, las micotoxinas pueden ocasionar efectos
diversos al presentarse tipos diferentes en un mismo alimento. El efecto aditivo tiene lugar
cuando el efecto combinado de dos sustancias es igual a la suma de los efectos de cada una
de ellas administradas por separado. El efecto sinérgico aparece cuando el efecto de la
combinacion de dos sustancias es mayor que el efecto de cada una por separado. La
potencializacidn consiste en que una sustancia que carece de efecto toxico sobre un érgano
o sistema determinado, al afadirsele otro agente hace que el primero sea mas toxico.
(Klaassen y Watkins 111, 2005).La Food and Agriculture Organization (FAQ) estima que
maés de un 25% de la produccion de alimentos en el mundo esti contaminada con un cierto
grado de micotoxinas. La mayoria de los hongos crecen en los cereales produciendo sus
toxinas cuando las condiciones son favorables, asi se estima que entre el 25y 40 % de los
cereales puede estar contaminado con una o varias micotoxinas. Hasta el momento se han
descrito alrededor de 300 micotoxinas, de las cuales solo unas pocas reciben atencion
especial por su peligro potencial para la salud publica o animal. Las principales



micotoxinas por su impacto en la salud son: aflatoxinas (AFB), ocratoxinas, tricotecenos,

zearalenona, fumonisinas (FB) y alcaloides ergdticos (Denli y Pérez, 2006).
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Figura 2. Representacion simplificada de las relaciones generales en una micotoxicosis.
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Micotoxinas en animales y su importancia en Medicina Veterinaria

El término micotoxina se acufid en 1962, como resultado de una inusual crisis
veterinaria en Londres Inglaterra, durante el cual murieron aproximadamente 100,000
pavos, y se denomino “enfermedad X de los pavos”. Esta misteriosa enfermedad se ligo al
consumo de harina de cacahuate contaminada con metabolitos secundarios de Aspergillus
flavus (aflatoxinas) (Bennett y Klich, 2003; Binder M.E., 2007).

Brotes de enfermedades como los sindromes hemorragicos, caracterizados por diarrea
sanguinolenta, lesiones necréticas orales y hemorragias extensivas aparecian
esporadicamente en bovinos, cerdos y aves en los Estados Unidos y se asociaban a la
ingestién de cereales mohosos. Los brotes de sindromes estrogénicos se han reportado en
muchos paises, particularmente en cerdos y son ocasionados por el consumo de cereales
(principalmente maiz y cebada) contaminados por el metabolito zearalenona.

Los brotes de rechazo del alimento asociados con emésis se reportan en Estados Unidos
y Japén principalmente en cerdos, siendo ligados a la contaminacion de los granos con
deoxinivalenol. Las pasturas de invierno de festuca alta en Estados Unidos, Australia y
Nueva Zelanda se asocian con los brotes de campo de una enfermedad conocida como pie
de festuca; esta enfermedad se caracteriza por claudicacion, pérdida de peso, espalda
arqueada, fiebre y gangrena seca de las patas traseras, punta de la cola y orejas, si bien no
estd esclarecida la etiologia de esta enfermedad, se vincula con la presencia de alcaloides
ergéticos. La enfermedad de dengala se presenta en bufalos y ganado alimentado casi
exclusivamente con paja de arroz, de la cual se han aislado Fusarium equiseti y Fusarium
semitectum, sin embargo, las toxinas involucradas no han sido aisladas y la etiologia de

enfermedad permanece desconocida (Nelson et al, 1994).

La importancia de las micotoxinas en Medicina Veterinaria implica un doble peso. Por
una parte, la presencia de micotoxinas en piensos para animales afecta el crecimiento, la
produccion lactea, la produccion de huevo y la reproduccion e inmunidad de los animales
afectados debido a cuatro mecanismos primarios: 1) rechazo del alimento, 2) alteracion en
el contenido de nutrientes del alimento, asi como en la absorcion y metabolismo de los
mismos, 3) efecto en los sistemas enddcrino y exocrino y 4) supresion del sistema
inmunolodgico. Algunas veces las micotoxinas se presentan en concentraciones lo

suficientemente altas para causar pérdidas importantes en la salud y desarrollo de los



animales sin embargo, lo mas comun es encontrarlas en bajas concentraciones,
interactuando con otros agentes, ocasionando perdidas subclinicas en el comportamiento
productivo, reproductivo e incrementando la incidencia de enfermedades (Whitlow y
Hagler, 2002). Si bien el costo total por pérdidas debido a micotoxicosis resulta dificil de
calcular, en 1986 se estimaron pérdidas econémicas en Estados Unidos por alrededor de
140 millones de dolares, solo por la disminucion en el peso de pollos de engorda que

consumieron bajos niveles de micotoxinas (Flores et al, 2006).

Por otra parte, una segunda repercusion de las micotoxicosis es en salud publica. Esta se
produce al ingerir huevo, carne o leche de animales que consumieron piensos

contaminados con micotoxinas (Carrillo, 2003).
Micotoxinas en México

Carvajal y Arroyo (1997) realizaron un estudio en Tamaulipas, en el cual detectaron que
los niveles de aflatoxinas en el maiz analizado tuvieron un promedio de 66 ppb/Kg de
grano y un 90% de incidencia del total de las 42 muestras analizadas.

Dombrink-Kurtzman y Dvorak (1999) realizaron un estudio en México, en donde
detectaron niveles de fumonisinas en productos derivados del maiz (masa y tortillas) en

concentraciones promedio de 790 ppb/Kg.

Robledo et al (2001), realizaron un estudio en el estado de Nayarit, en donde reportaron
niveles promedio de 2541 ppb/Kg de fumonisina B, en todas las muestras analizadas de
maiz forrajero, en el 15% de las muestras detectaron un promedio de 1610 ppb/Kg de
zearalenona y en solo una muestra identificaron contaminacion por toxina T-2 con 7
ppb/Kg.

Flores et al (2006) realizaron un estudio en el que analizaron muestras de granos y
alimento balanceado de aves, cerdos y bovinos. En este se detectd que el 57 % de las
muestras analizadas tuvieron algun grado de contaminacion por micotoxinas, la mayor
incidencia fue de ocratoxina A, con un rango de 1-353 ppb/Kg de alimento, seguido por
zearalenona en un rango de 7-122 ppb/Kg de alimento y toxina T-2 en un rango de 2-110
ppb/Kg de alimento, citrinina en un rango de 1-90 ppb/Kg de alimento y aflatoxina B; a

concentraciones de 2-77 ppb/Kg de alimento.



JUSTIFICACION

Existen diversos estudios evaluando la interrelacion entre aflatoxinas y E. acervulina
(Marcano et al, 2005), también con ocratoxina A y E. acervulina ( Koynarski et al, 2007)
asi como fusariotoxinas (deoxinivalenol) y E. acervulina , E. maxima y E tenella (Girgis et
al, 2008); sin embargo, la interaccion entre fumonisinas y Eimeria no ha sido estudiada
hasta el momento a pesar de que se ha demostrado un decremento de los mecanismos
inmunoldgicos por accion de las fumonisinas, asi como alteracion de la integridad
estructural de érganos como el higado a concentraciones de 10 ppm (Del Bianchi et al,
2005). Otra alteracion reportada por accion de las fumonisinas es la disminucion de la
funcién de barrera del intestino (Girish y Smith, 2008), lo cual podria favorecer el
establecimiento de diversos agentes, entre ellos parasitos como Eimeria spp, afectando

negativamente el desempefio productivo en una explotacion avicola.

10



OBJETIVO GENERAL

Evaluar el impacto de las fumonisinas FB; y FB; en las variables productivas, cambios
morfolégicos macroscépicos y microscopicos en diversos Organos, asi como las
alteraciones bioquimicas mediante pruebas de laboratorio en pollos de engorda infectados

con Eimeria spp.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar el efecto en las variables productivas, indice de conversion, ganancia
de peso y consumo de alimento en pollos que consumieron alimento con
fumonisinas B1y B, y que se infectaron con Eimeria spp.

e Detectar las alteraciones morfolégicas macroscopicas y microscopicas de
higado, rifion, bazo, bolsa cloacal e intestino (duodeno, yeyuno-ileon y ciegos)
en pollos que consumieron alimento con fumonisinas B1y B, y que se infectaron
con Eimeria spp.

e Conocer las alteraciones en la concentracion sérica de proteina total, albimina,
globulinas, relacion AJG, bilirrubinas y transaminasas en pollos que
consumieron alimento con fumonisinas By y B,y que se infectaron con Eimeria
spp.

e Medir el tiempo de transito gastrointestinal en pollos que consumieron alimento

con fumonisinas B; y B, y que se infectaron con Eimeria spp.
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HIPOTESIS

El consumo de alimento contaminado con 3ppm de fumonisinas FB; y FB, afectara de
forma negativa las variables productivas, morfologia de higado, rifién, bazo, bolsa cloacal
e intestino asi como las concentraciones sericas de proteinas plasmaticas y transaminasas

de los pollos de engorda ante una infeccidn simultanea con Eimeria spp.
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MARCO TEORICO DE LAS ETIOLOGIAS
FUMONISINAS
Taxonomia de Fusarium moniliforme

El género Fusarium pertenece al Phylum Ascomycota, el Phylum méas grande de los
hongos; comprende casi el 50% de todas las especies de hongos conocidos Yy
aproximadamente 80% de las especies patdgenas y oportunistas. Debido a la complejidad
del género, no ha habido acuerdos internacionales en la nomenclatura de este género. Los
diferentes nimeros de taxones aceptados por los especialistas del género Fusarium, son
una clara evidencia de confusion; un ejemplo es la especie Fusarium moniliforme, la cual
se considera ser una especie valida por Nelson et al, y un sin6nimo de Fusarium
verticillioides de acuerdo con Nirenberg y Gams, siendo ambos nombres usados
ampliamente (Guarro et al, 1999); sin embargo, pese a lo anterior, se ha alcanzado un

considerable consenso en la taxonomia de las especies de Fusarium (Nelson et al, 1994).

Las especies de Fusarium han sido importantes por muchos afios como patdgenos
causantes de enfermedades en los granos de cereales y cosechas horticolas. En afios
recientes las especies del genero Fusarium se han estudiado debido a que producen
micotoxinas que pueden ser una amenaza para la salud humana y animal. Las especies de
Fusarium se distribuyen ampliamente, son comunes en climas tropicales, templados y
también los podemos encontrar en areas desérticas, alpinas y articas en donde prevalecen
las condiciones climéticas adversas. Son vistos frecuentemente como hongos de la tierra
porgque son abundantes en ésta y se asocian con las raices de las plantas ya sea como
parasitos o saproéfitos; sin embargo, muchos tienen medios de dispersion pasivos 0 activos
en la atmosfera, siendo colonizadores comunes de las partes aéreas de las plantas, donde
pueden resultar en enfermedades de considerable importancia econdmica (Nelson et al,
1994).

El género Fusarium se divide en secciones; una seccidn se usa para géneros con un gran
numero de especies, con la finalidad de agrupar especies con caracteristicas morfologicas
similares. En algunas secciones como son Elegans y Sporotrichioides solo hay una especie

por seccidn, en otras secciones como son Gibbosum y Discolor puede haber de cinco a diez
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especies por seccion. Existen 12 secciones dentro del género Fusarium: Eupionnotes,
Spicarioides, Arachnites, Elegans, Roseum, Arthrosporiella, Lateritium, Martiella-
Ventricosum, Sporotrichiella, Gibbosum, Discolor y Liseola (Yescas, 2001). La

clasificacion taxondmica de la especie Fusarium moniliforme se muestra en el cuadro 2.

Cuadro 2. Clasificacion taxondmica del Género Fusarium.

Division: Eumycota — _
Eupionnotes

Sub- divisién: Deuteromycotina Spicarioides
Arachnites
_ Elegans
Clase: Hyphomycetes Roseum
N Arthrosporiella
Orden: Moniliales Lateritium

Martiella - Ventricosum
Familia: Tuberculareacea

Género: Fusarium Sporotrichiella {F. sporotrichioides 'y F. poae

Gibbosum  {F. equiseti

Discolor ‘[F. graminearumy F. culmorum

Liseola {F. moniliforme, F. proliferatum, F. subglutinans

Modificado de Yescas, 2001.

La taxonomia de Fusarium se basa en numerosas caracteristicas morfologicas. Las
caracteristicas primarias incluyen la forma de la macroconidia, la presencia o ausencia de
microconidia, la forma de ésta y si los conidios se originan en cadena. Algunas
caracteristicas macroscopicas como la textura de las colonias, pigmentacion y tasa de

crecimiento también pueden ser Gtiles (Guarro et al, 1999).

Esta es la especie del género Fusarium que recibe méas atencién, debido a que es uno de
los hongos mayormente asociados a materias primas de la dieta (principalmente el maiz)
basica de humanos y animales. Esta especie es productora de diversas micotoxinas con un
gran impacto en la salud, ya sea humana o animal. Las principales micotoxinas producidas,
con repercusiones en la salud y productividad animal son: fumonisinas, moniliformina y
fusarina (Nelson et al, 1994). Las FB fueron las micotoxinas causantes de la

leucoencefalomalacia equina, descrita en 1988 (Bezuidenhout et al, 1988), del edema
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pulmonar porcino (Ross et al, 1990) y en humanos se ha asociado con incidencia alta de

cancer esofagico (Marasas, 2001).

Sintesis y estructura

Las FB son producidas principalmente por Fusarium moniliforme, aunque también otras
especies dentro de la seccion Liseola, (F.proliferatum, F. napiforme, F. nygamani) y
Alternaria alternata pueden producirlas (Nelson et al, 1992). Si bien las FB aparecen
principalmente en el maiz y sus derivados, se ha documentado su presencia natural en

sorgo, arroz y frijol (Comisién del Codex Alimentarius, 2009).

Las condiciones de temperatura y humedad son factores cruciales que desencadenan la
infeccion por hongos y la produccion de micotoxinas en los granos de cereales infectados
por Fusarium moniliforme (Yazar et al, 2008). Se ha observado que los afios calidos y
secos dan como resultado una mayor concentracion de fumonisinas en las cosechas que los
afios frios; también existe una fuerte relacion entre el dafio al maiz ocasionado por insectos
y las concentraciones de fumonisinas, los granos de maiz con pericarpo delgado son mas

susceptibles a las heridas por insectos y esto facilita el acceso para el hongo (FAO, 1999).

La fumonisina B; (FB;) se aislo por primera vez en 1988 de cultivos de F. moniliforme,
cepa MRC 826, en el mismo afo, fue caracterizada la estructura de las fumonisinas por
Bezuidenhout et al .A la fecha se han aislado un total de 28 fumonisinas que se dividen en
cuatro series conocidas como A, B, C y P; las fumonisinas mas importantes y
bioldgicamente activas son las pertenecientes a la serie B (FB1, FB, y FB3) (Shephard,
2005; Soriano et al, 2005; Yazar et al, 2008).

En el maiz contaminado naturalmente la relacion FB,/ FB; es aproximadamente 3:1, y
las FB; representan alrededor del 70% del total de fumonisinas presentes en el grano
contaminado naturalmente y la FB3 se observa con poca frecuencia. Se han cuantificado
los niveles de fumonisinas dando relaciones de FB;:FB,:FB3; de 10:3:1; se conoce poco
sobre la presencia natural de FB4 (la producen cepas de Fusarium verticilloides = F.
moniliforme, por lo general en concentraciones inferiores al resto de las fumonisinas de la

misma serie) (Comision del Codex Alimentarius, 2009).
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La FB; es un diéster de acido propano-1,2,3-tricarboxilico y un pentahidroxieicosano,
en los cuales, los grupos hidroxilo de los carbono 14 y 15 se esterifican con los grupos
carboxilo terminales del &cido propano-1,2,3-tricarboxilico. La FB, es el C-10-deoxi

anélogo de FB; y la FB;3 es el C-5-deoxi analogo de la FB; (Bezuidenhout et al, 1988).

Mecanismo de accién

Las moléculas de fumonisinas son estructuralmente similares a las bases esfingoides,
esfingosina y esfinganina, las cuales son un componente de las moléculas de
esfingolipidos. Estas micotoxinas actdan interrumpiendo el metabolismo de los
esfingolipidos al inhibir la enzima ceramida sintasa (N-acetiltransferasa), actuando como
inhibidor competitivo (ocupa los sitios activos de la esfinganina y Acil-Coenzima A)
dando como resultado una alteracion de la sintesis de novo de los esfingolipidos (Merrill et
al, 2001, Soriano et al, 2005).

La sintesis de novo de los esfingolipidos (figura 3) ocurre en la cara citosélica del
reticulo endoplasmico; comienza con la condensacion de la serina y el palmitoil-CoA
catalizada por la enzima palmitoil-transferasa de serina, la resultante 3-cetoesfinganina se
reduce para formar esfinganina, la cual se fosforila para formar esfinganina-1-fosfato o se
N-acetila para formar dihidroceramida y ésta se desatura para formar ceramida. La
ceramida entonces se transforma a esfigomelina al afadirsele fosfocolina. La
esfingomielina se convierte a glicolipidos (por la adicién de oligosacéridos) o forma
esfingosina (por la accion catalitica de la ceramidasa). La fosforilacion de la esfingosina
por la esfingosina-cinasa, produce esfingosina-1-fosfato. La esfinganina-1-fosfato y la
esfingosina-1-fosfato producen fosfato de etanolamina y un aldehido graso. El ciclo se
cierra cuando estos Ultimos productos se convierten a serina y palmitoil-CoA (Soriano et
al, 2005).
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Como consecuencia de la inhibicion de la ceramida sintasa se da la acumulacion de
esfinganina y en menor proporcion de esfingosina, por lo que se interfiere la sintesis de
novo de esfingolipidos y la consecuente disminucion o bloqueo de la formacion de

esfingolipidos complejos (Merrill et al, 2001; Soriano et al, 2005).
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Figura 3: Sintesis de esfingolipidos de novo en la célula animal (el simbolo X indica las vias

enzimaticas inhibidas por fumonisina B,). Modificado de Soriano et al, 2005.

La esfingosina y esfinganina tienen efectos proapoptoéticos, citotdxicos, e inhibidores
del crecimiento. Otros efectos se relacionan con la disminucion de la ceramida y el
incremento de la esfingosina-1-fosfato, ambas implicadas en la regulacién del proceso de
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apoptosis, asi como promotoras de mitosis y regeneracion. La ceramida esta implicada en
la regulacion y diferenciacion celular, apoptosis y senescencia celular (Merrill et al, 2001,
Voss et al, 2007; Yazar et al, 2008). También hay evidencia de que las fumonisinas
modulan la inmunidad y resistencia del hospedero e inhiben la adhesion célula-célula o
celula-matriz (Voss et al, 2007).

El epitelio digestivo de los animales que consumen dietas basadas en maiz de baja
calidad se puede exponer a altas concentraciones de fumonisinas, de ahi que el tracto
gastrointestinal también puede ser un blanco de las fumonisinas puesto que los
glicoesfingolipidos son receptores para patdgenos microbianos y sus toxinas, la inhibicion
de la ceramida sintasa en el tracto digestivo puede alterar la expresion de los sitios de
union de los glicoesfingolipidos o el transporte de toxinas microbianas y consecuentemente

la sensibilidad de los animales a los agentes infecciosos (Soriano et al, 2005).

Toxicidad y estabilidad

El efecto toxico y patogénico de las fumonisinas se ha estudiado extensivamente en
animales de laboratorio, principalmente en ratas. El higado y rifion son los principales
organos blanco sin embargo, existen diferencias que ocurren en respuesta a la dosis,

especie y sexo (\Voss et al, 2007).

Estas toxinas son la causa de la encefalomalacia equina, edema pulmonar e hidrotérax
en porcinos, hemorragia cerebral en conejos, cancer renal y hepético en ratas asi como
problemas congénitos (principalmente defectos del tubo neural). Adicionalmente, producen
toxicidad de leve a fatal en higado, rifion y corazon en caballos, cerdos, bovinos, ovinos,
pollos, patos, conejos, ratas y ratones. El efecto de toxicidad de las fumonisinas se ha
observado en linfocitos de pollo y pavo, macréfagos de pollo y en células de rifién de
conejo (RK13) (Yazar et al, 2008). Debido a que son solubles en agua, es improbable que
se acumulen FB en los tejidos animales, por lo cual no se han detectado o se han
encontrado en cantidades muy bajas en leche, huevo y carne (Comision del Codex
Alimentarius, 2009).

Se han realizado estudios para evaluar la resistencia térmica de dichas toxinas, se
correlacionaron tiempo y temperatura a 10 minutos, 38 minutos, 175 minutos y 8 horas a
150 °C, 125 °C, 100 °C y 75 °C respectivamente y no se encontrd una destruccion
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significativa de la micotoxina por medio de los principales procesos de secado o
tratamiento térmico del grano (Dupuy et al, 1993). Sin embargo se ha demostrado que a
temperaturas mayores de 150 °C, se tiene una disminucién significativa de dicha

micotoxina (Comision del Codex Alimentarius, 2009).

Toxicidad en pollo de engorda

Los pollos de engorda son aparentemente mas resistentes a las fumonisinas que otras
especies, al requerir niveles més elevados de micotoxina para inducir efectos medibles
(Witlow y Hager, 2002).

Las fumonisinas son de importancia en pollos de engorda, puesto que el maiz ocupa una
parte importante de la dieta balanceada para esta especie. Estudios realizados en gallinas de
postura han demostrado que después de la administracion intravenosa de fumonisina
marcada con carbono catorce (Cy4-FB;) a una concentracion de 2 ppm/Kg de peso
corporal, la tasa de eliminacion de la FB; marcada fue bi-exponencial. La radioactividad no
se distribuyd a los tejidos y solo se detectaron cantidades traza en higado y rifiones después
de 24 horas. Al administrar oralmente 2 ppm/Kg de peso corporal, la absorcién de FB;
marcada fue de 0.02 de la dosis y se elimin6 rapidamente del organismo (de manera similar
a la administracion intravenosa). Solo algunos tejidos del tracto gastrointestinal, la
inglubia, el intestino delgado, el ciego, el higado y los rifiones tuvieron cantidades

detectables después de 24 horas, < 0.01 de la dosis oral de FB; marcada (Voss et al, 2007).

Ledoux et al (1994) utilizaron material de cultivo de Fusarium moniliforme con
diferentes concentraciones de fumonisina B; (0, 100, 200, 300, 400 ppm/Kg de alimento)
por un periodo de tres semanas, al término del experimento reportaron una disminucion
lineal (p < 0.05) de la ganancia de peso con el incremento de fumonisinas en la dieta, de la
misma manera reportd un incremento lineal (p < 0.05) del peso absoluto de higado,
proventriculo y ventriculo. La revision histopatoldgica reveld, deplecion timica cortical en
dietas con > 100 ppm de fumonisina/Kg de alimento; hipercelularidad y focos de necrosis
maltiple en higado en dietas con > 200 ppm de fumonisina/Kg de alimento; necrosis
hepética multifocal, hiperplasia de conductos biliares y raquitismo con dietas de > 300 ppm

y > 400 ppm de fumonisina/Kg de alimento. También reportaron un incremento lineal
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(p <0.05) de AST (aspartatoaminotransferasa), un incremento cuadratico (p <0.05) del

colesterol, glucosa y calcio y un incremento cubico (p <0.05) de la albumina sérica.

Javed et al (1995) utilizaron material de cultivo de Fusarium proliferatum conteniendo
niveles conocidos de fumonisina B; y moniliformina, asi como fumonisina B; purificada
sola 0 en combinacion con moniliformina purificada. En los tratamientos en que emplearon
Unicamente fumonisina B; (125 y 274 ppm/ kg de alimento) reportaron elevacion
moderada de la ALP (fosfatasa alcalina), AST y ALT (alaninaminotransferasa) y elevacion
significativa (p <0.05- 0.01) de GGT (gama glutamil transferasa), con disminucion en la
concentracion de glucosa, elevacion del acido Urico y nitrégeno ureico sanguineo (BUN),
incremento en los valores de colesterol, incremento en las globulinas, disminucién en los

eritrocitos (RBC), hematocrito, la hemoglobina (Hb) y los leucocitos.

Li et al (1999) utilizaron cuatro tratamientos a los cuales afiadieron material de cultivo
de Fusarium moniliforme con niveles conocidos de fumonisina B; (0, 50, 100 y 200
ppm/Kg de alimento) y encontraron que no hubo diferencia significativa en la ganancia de
peso, consumo e indice de conversién en comparacion con los pollos del tratamiento
control. En los pollos alimentados con 200 ppm/Kg de alimento del cultivo, encontraron
que 180 minutos después de una inyeccién intravenosa de E. coli, hubo una eliminacién
sistémica retardada de la bacteria; los pollos alimentados con 100 ppm/Kg de alimento de
fumonisina tuvieron mas unidades formadoras de colonias (UFC) en sangre que los pollos
del grupo control (p <0.05), ambos tratamientos se acompafiaron de un nudmero
incrementado de bacterias en higado y bazo, lo que indicé que la capacidad de los pollos
para eliminar a la bacteria del organismo estaba afectada debido a una disminucién en la
capacidad de lisis y fagocitosis del sistema reticulo endotelial ocasionada por la accion de
las fumonisinas. Por ultimo, se encontrd una disminucién significativa (p <0.05) en el
titulo de anticuerpos ante la revacunacion contra la enfermedad de Newcastle en los pollos

que recibieron 200 ppm/Kg de alimento con fumonisina B;.

Del Bianchi et al (2005) utilizaron 10 ppm/ Kg de alimento de fumonisina B; sola o en
combinacion con diferentes concentraciones de aflatoxina B;. En los tratamientos en los
cuales utilizaron Unicamente fumonisina B; no reportaron diferencias significativas
(p >0.05) en eritrocitos, hematocrito, concentracion de hemoglobina, conteo leucocitario,
enzimas séricas (ALP, AST, ALT, GGT), proteinas totales, albumina, urea, creatinina,

acido urico y colesterol, ni en el peso relativo de los 6rganos (p >0.05). En el andlisis
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histoldgico se reportd en higado, degeneracién vacuolar e hiperplasia de los conductos

biliares con fibrosis e infiltrado de células mononucleares.

Eimeria spp (eimeriosis, coccidiosis aviar)

Etiologia

La coccidiosis aviar es la enfermedad parasitaria que tiene el mayor impacto econémico
en la produccion avicola. El costo anual mundial en pérdidas por coccidiosis se ha
estimado en alrededor de 800 millones de dolares, estas pérdidas incluyen mortalidad, mala
absorcion de nutrientes, ineficiente utilizacion del alimento, disminucion de la tasa de
crecimiento y pobre pigmentacion asi como la necesidad de medicacion profiléactica (Allen
y Fetterer, 2002, Saif et al,2008 ). Esta enfermedad es causada por protozoarios del género
Eimeria, pertenecientes al phylum Aplicomplexa y a la familia Eimeriidae; estos parasitos
presentan ooquistes con cuatro esporoquistes y a su vez, cada esporoquiste contiene dos
esporozoitos y un ciclo de vida monoxeno. Actualmente se citan siete especies de Eimeria
que parasitan al pollo de engorda: E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. mitis, E.
necatrix, E. praecox y E. tenella (Cordero et al, 1999). Los criterios principales para la

identificacion de las diferentes especies se muestran en el cuadro 3.

De estas especies E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. necatrix, y E. tenella se
consideran como virulentas al producir manifestaciones clinicas caracteristicas, lo que las
hace facilmente identificables y sus rangos de virulencia varian de moderada a severa. Por
otra parte E. mitis y E. praecox no producen mortalidad o lesiones caracteristicas, sin
embargo, las infecciones experimentales dan como resultado enteritis, diarrea y eficiencia
alimenticia reducida, lo que indica que su presencia puede ocasionar diversas pérdidas
econdmicas. Las especies de Eimeria presentan una marcada especificidad de hospedador,
se asientan en regiones intestinales particulares y generan una inmunidad celular y humoral
especifica (Cordero et al, 1999; Allen y Fetterer, 2002).
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Cuadro 3. Caracteristicas diferenciales para siete especies de Eimeria de las aves.
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Epidemiologia

La aparicion y desarrollo de coccidiosis depende de una compleja interaccion
multifactorial. Al tratarse de una enfermedad que se transmite mediante la ingestion de
ooquistes eliminados en las heces y que han esporulado en el suelo, la tasa de difusion de
la enfermedad depende de la densidad de poblacion de los hospedadores, intervalo de
tiempo que se mantienen las heces contaminadas y de la facilidad del hospedador para
acceder a estas, asi como el periodo de espera entre parvadas y una limpieza inadecuada de

las instalaciones (Cordero et al, 1999; Taylor et al, 2007).

Ocurre una interaccion dindmica entre la adquisicion de inmunidad de la parvada
mediante la infeccién gradual de los animales, en donde usualmente la inmunidad se
adquiere sin que se presente un cuadro clinico de la enfermedad, la excrecidn de ooquistes
se reduce y esto lleva a una caida en la cantidad de ooquistes en la cama. Desde el
momento en que las aves se infectan comienza una rapida multiplicacion del parasito (alto
potencial bidtico) y una semana después, una gran excrecion de ooquistes (corto periodo
prepatente). Si el balance se altera por factores que favorezcan al parasito, como un alto
grado de ooquistes en la cama y/o condiciones de esporulacién ideal, gran cantidad de
ooquistes infectantes seran ingeridos por aves no inmunes y esto resultard en enfermedad,
lo que ocurre comunmente de la 3™ a la 6™ semana. También se deben tomar en cuenta
otros factores como el tipo de aves criadas, sensibilidad de la raza (estirpe) a la
enfermedad, estado de salud inicial, inmunidad adquirida e interaccion con otras
enfermedades, nutricion del animal, diseminacion por el polvo, sistemas de ventilacion,

trabajadores e invertebrados (Taylor et al, 2007; Pattison et al, 2008).

Ciclo de Vida

El ciclo biolégico de Eimeria spp. (figura 4) comienza con la ingestion de ooquistes
esporulados, la pared de los oquistes se rompe mediante la accion mecénica del ventriculo
y la accion del dioxido de carbono que altera la permeabilidad de la membrana del
ooquiste y permite el paso de las sales biliares, lo que libera los esporoquistes. La accion
de las sales biliares y enzimas (tripsina, quimiotripsina) altera la superficie del
esporoquiste (cuerpo de Stieda) lo que desencadena que los esporozoitos abandonen los

esporoquistes mediante movimientos activos.
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Los esporozoitos penetran en las células epiteliales mediante el complejo apical o son
transportados dentro de los linfocitos intraepiteliales a través de la lamina propia a las
criptas de Lieberkiihn, dicha migracion es comun en E. acervulina, E. maxima, E. necatrix
y E. tenella. En E. brunetti y E. praecox no se da la migracion de los esporozoitos del
epitelio a las criptas. Una vez que el esporozoito penetré en el enterocito, este se
transforma en trofozoito, el cual por division nuclear reiterada (esquizogonia) origina un
esquizonte de primera generacion que al romperse produce la liberacion de los merozoitos
de primera generacion, los cuales solo colonizan células que se encuentren en su vecindad
debido a la escasa movilidad que presentan. Estos merozoitos nuevamente se dividen y dan

lugar a esquizontes de segunda generacion.
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Figura 4 . Ciclo de vida de Eimeria spp. Modificado de Conway y McKenzie, 2007.
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El nimero de esquizogonias, tamafio de los esquizontes, nimero de merozoitos que
contienen, localizacion, tiempo de aparicion, etc son dependientes de la especie de
Eimeria. Una vez que se desarrollaron las esquizogonias, los merozoitos colonizan nuevas
células epiteliales para diferenciarse en gametocitos. Parece ser que los merozoitos se
desarrollan como machos o hembras de acuerdo al nimero de granulos de polisacéridos o
de mitocondrias que contienen, al desarrollo de reticulo endoplasmico y la presencia o no
de vacuolas nutricias. EI merozoito que se desarrolla como macho evoluciona a
microgamonte, el cual se multiplica por mitosis y origina una multitud de microgametos
flagelados. ElI merozoito que se desarrolla como hembra evoluciona a macrogamonte y
posteriormente a macrogameto. Los microgametos fecundan a los macrogametos
originando un cigoto. La fusion de los cuerpos de envoltura | y Il del macrogameto da
lugar a las capas externas del ooquiste no esporulado. La célula que alberga al ooquiste se
rompe y este alcanza la luz intestinal, siendo eliminado en las heces (Cordero et al, 1999;
Allen y Fetterer, 2002; Saif et al, 2008).

Patogenia

El desarrollo de los parasitos en las células del hospedero involucra etapas de
multiplicacion asexual y sexual. La destruccion del epitelio intestinal del hospedero como
resultado del desarrollo y multiplicacion del parésito lleva a distintas manifestaciones
clinicas observadas en los brotes de la enfermedad. EI desarrollo de las distintas especies

de Eimeria incluye variaciones minimas (Conway y McKenzie, 2007).

En base al poder patogeno de cada especie de Eimeria, el cual radica en diversos
factores propios de la especie como el nimero y el tamafio de las esquizogonias,
localizacion de las mismas y la velocidad a la que ocurren en combinacion con los factores
propios del hospedero (edad, nutricion, estado inmunitario, etc) se desarrollan diversos
efectos fisiopatologicos que estan originados basicamente por el lugar de desarrollo de las
distintas especies de Eimeria y la destruccién masiva del epitelio intestinal, afectando al
intestino delgado, al intestino grueso o los ciegos, dependiendo de la especie que esta
presente (Cordero et al, 1999 ).

Lo anterior desencadena efectos en el hospedero como reduccion en el consumo de

alimento y agua; asi como en la ganancia de peso y conversion alimenticia, incremento en
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el tiempo de pasaje intestinal, disminucién en la viscosidad de las excretas, disminucién en
la digestion de nutrientes y mala absorcion intestinal de los mismos, atrofia de
vellosidades, pérdida intestinal de proteinas plasmaticas, asi como una deficiente absorcién

de agua y electrolitos en la porcion final del tracto gastrointestinal (Williams, 2005).

Cuadro clinico y lesiones

El cuadro clinico y las lesiones relacionadas con la coccidiosis aviar estan determinados
por diversos factores como edad del hospedero, estado inmunolégico frente al parésito,
nutricién, cantidad de ooquistes ingeridos, especie de Eimeria involucrada, relacién con

otras enfermedades, entre otros (Cordero et al, 1999 ).

Las lesiones en la coccidiosis aviar se evaluan mediante la escala de Johnson y Reid
(1970). Dicha escala se basa en el desarrollo de una técnica para proveer un grado
numérico de la lesion intestinal ocasionada por el parasito. Dicha escala comprende los
numeros 0 al +4, en donde O equivale a la ausencia de lesiones y +4 a las lesiones mas

severas (Conway y McKenzie, 2007).

Coccidiosis intestinal

Debido a que E. brunetti y E. necatrix presentan una baja capacidad reproductiva y no
son capaces de competir con las demas especies de Eimeria, estas afectan aves mayores de
9-14 semanas. Las especies de Eimeria que afectan al pollo de engorda tipicamente son E.
acervulina, E. maxima, E. mitis, E. praecox y E. tenella (Saif et al, 2008).

E. acervulina invade el asa duodenal del intestino delgado y en infecciones graves se
puede extender al yeyuno e ileon. En las infecciones leves se observan bandas
blanquecinas transversales que no coalescen y que pueden ser vistas desde la superficie
serosa 0 mucosa, localizandose en duodeno (corresponden a grados +1 y +2). En las
infecciones méas severas, las lesiones coalescen y las paredes intestinales se tornan
engrosadas, congestionadas y con exudado mucoide blanquecino (grados +3 y +4). En
infecciones leves, los signos clinicos ocurren 3 dias después de la ingestion de ooquistes,
estos incluyen pérdida de pigmentacion de la piel, disminucién ligera en la ganancia de

peso y consumo de alimento. En infecciones severas se observa una disminucion
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significativa del consumo de alimento y ganacia de peso, asi como depresion y diarrea
(Conway y McKenzie, 2007; Taylor et al, 2007).

E. maxima invade la porcion media del tracto intestinal, desde la porcion posterior del
asa duodenal hasta el remanente del saco vitelino (yeyuno). En infecciones leves (+1, +2)
se observan petequias en la serosa, yeyunitis catarral y engrosamiento leve o inexistente de
la pared intestinal. En infecciones graves (grados +3, +4) se observa inflamacion y
engrosamiento de la pared intestinal, la mucosa se encuentra irregular y el contenido
intestinal presenta desde puntilleos, hasta coagulos de sangre y moco. En las infecciones
leves se observa pérdida de pigmentacion de la piel y disminucion leve de la ganancia de
peso, en infecciones severas las aves presentan emaciacion extrema, anorexia y diarrea
(Taylor et al, 2007, Saif et al, 2008).

E. mitis y E. praecox se consideran especies poco virulentas porque las lesiones solo
incluyen un exudado catarral. Los signos clinicos incluyen una leve pérdida de peso y

disminucion en el consumo de alimento (Taylor et al, 2007).

Coccidiosis cecal

E. tenella se considera como una de las especies més virulentas, invade los ciegos y en
algunos casos puede llegar a invadir las porciones intestinales cercanas a la union ileo-
cecal. En casos leves (grado +1) se observan petequias diseminadas desde la mucosa o
serosa del organo. En casos de leve a moderado (grado +2), se observa un sangrado
marcado en la superficie mucosa y existe un engrosamiento leve de la pared intestinal, el
contenido cecal tiene caracteristicas normales, salvo por la presencia de sangre. En casos
moderados a severos (grado +3) el sangrado es mas severo, el contenido cecal se combina
con la sangre y forman los moldes cecales (granulomas) , también se aprecia un
engrosamiento marcado de la pared cecal y la mucosa se encuentra erosionada. En casos
severos (grado +4) se observa un sangrado severo, la pared cecal mucho mas engrosada y
erosionada, asi como los ciegos inflamados y llenos de sangre. Los signos clinicos son
leves en las infecciones ligeras, e incluyen leve caida en el consumo de alimento y agua, en
casos +2 los signos comienzan a hacerse mas evidentes, hay disminucién significativa del
consumo de alimento y ganancia de peso. En casos +3, hay anorexia, hipotermia,

amontonamiento y diarrea sanguinolenta. En casos +4, hay un cese total del consumo de
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agua y alimento y comienza a observarse mortalidad a partir del quinto dia post-infeccién
(Conway y McKenzie, 2007) .

Interaccidn entre micotoxinas y Eimeria spp

Marcano et al (2005) estudiaron la interaccion entre AFB; a concentraciones de 20
ppm/Kg de alimento y 200 ppm/Kg de alimento y Eimeria acervulina. Encontraron que

con el nivel menor de AFB; se present6 un aumento de la patogenicidad del parasito.

Koynarski et al (2007) estudiaron la interrelacion entre ocratoxina A (4 ppm /Kg de
alimento) y Eimeria acervulina , encontrando que en los pollos a los cuales se les ofrecio
el alimento contaminado ante un desafio simultaneo con E. acervulina los signos clinicos,
cambios macroscopicos e histopatologicos, depresion del crecimiento y funcionamiento

renal anormal se observaron exacerbados.

Girgis et al (2008) estudiaron el efecto del deoxinivalenol (DON, 15-acetil DON) en
pollos infectados con E. acervulina, E. maxima y E. tenella. Observaron una disminucion
en el conteo de monocitos y un aumento de Ig A sérica al final del periodo de desafio
seguido de una caida en la concentracion del anticuerpo al final del periodo de

recuperacion.

Como se puede observar en los trabajos realizados enfocados en la interaccion entre
Eimeria spp y micotoxinas, estas ultimas impactan de manera negativa en la respuesta
inmunoldgica, crecimiento corporal e integridad de los organos, favoreciendo el
establecimiento del parasito. La interacciéon entre micotoxicosis y la coccidiosis aviar es
dificil de demostrar en campo y dada la importancia que presentan ambos padecimientos,
aunado al caracter intensivo de las practicas avicolas, es necesario esclarecer la repercusion

resultante de los vinculos entre ambos padecimientos.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizo en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Campo 4, UNAM,
con domicilio en la Carretera Cuautitlan-Teoloyucan Km. 2.5, Col. San Sebastian Xhala,
Cuautitlan lzcalli, Estado de México, CP. 54714. Los animales fueron alojados en la
unidad de aislamiento de la sala de necropsias de Patologia, de la seccion de Ciencias de la
Salud Animal.

Animales de experimentacion.

Se utilizaron 60 pollitos de 1 dia de edad de la estirpe Ross x Ross, obtenidos de una
incubadora comercial. Se pesaron y distribuyeron aleatoriamente formando 4 tratamientos
con pesos homogéneos, cada tratamiento tuvo dos repeticiones. Se designaron de la
siguiente manera: Testigo negativo (TN), expuesto a fumonisina (F), expuesto a la
infeccion por Eimeria spp (C) y expuesto a la infeccidén por Eimeria spp mas fumonisina
(CF). Los grupos TN y F fueron alojados en jaulas elevadas (61.5 cm de largo, 45 cm
ancho, 39.5 cm de alto) y cada repeticion contenia 8 animales, la razén de mantenerlos en
jaulas elevadas, fue evitar el contacto con el piso y de esta manera minimizar el riesgo de
contaminacion con Eimeria spp. Los tratamientos C y CF fueron alojados en piso, en
corraletas (1.13 m de largo, 90 cm de ancho, 85 cm de alto) con cama de viruta de madera
de aproximadamente 6 cm de grosor y cada repeticion contenia 7 animales por grupo. El

periodo experimental tuvo una duracion de 35 dias.

Alimento.

Se les ofrecid una dieta basal que reuniera los requerimientos nutricionales conforme al
NRC (1994), desde el dia uno hasta el término del experimento. El alimento (sin
coccidiostatos) y el agua fueron suministrados ad libitum a todos los grupos. Se realiz6 el
andlisis del alimento mediante el uso de columnas de inmunoafinidad para determinar la

presencia de aflatoxinas' y de ocratoxina A" (ver Apéndice I).

'Kit Aflatest™ para la determinacion de aflatoxinas, de laboratorios VICAM.

""Kit Ochratest™, para la determinacion de ocratoxina A, de laboratorios VICAM.

29



El alimento de los grupos F y CF se ajustd previamente a 3 ppm de fumonisinas. Los
animales consumieron una dieta de inicio las primeras dos semanas, a la semana tres se

realizd el cambio a una dieta de crecimiento.

Produccion de fumonisinas.

Se pesaron 200 g de arroz en un matraz y se ajusté a 34% de humedad agregando 68.18
ml de agua destilada. Se agit6 vigorosamente el arroz para favorecer la absorcion de agua
por el grano. Se dejé reposar 24 horas. Transcurrido este tiempo se esterilizo el arroz. Una
vez esterilizado se procedid a la siembra de Fusarium moniliforme. De un cultivo de F.
moniliforme cepa L-1892 en agar papa-dextrosa (PDA), se hicieron cortes de 1cm’y se
afiadieron al arroz estéril. Se agregé media caja de agar por cada 200g de arroz. Se agitd
vigorosamente y se dejo reposar a temperatura ambiente (25 °C) en un lugar con poca luz
por 60 dias. Los primeros 5 dias el arroz de agité diario, transcurrido este tiempo ya no fue

necesario agitar y se dej6 reposar el grano inoculado (Dilkin et al, 2002).

Una vez transcurrido dicho tiempo se esterilizaron los cultivos de Fusarium y se llevo a
cabo la determinacién de fumonisinas By y B,"' por el método de columnas de

inmunoafinidad (ver Apéndice I).

In6culo e infeccidn.

Se utiliz6 un ino6culo mixto de Eimeria de mediana virulencia obtenido de un caso
clinico de campo. Las especies presentes en el inéculo fueron E. tenella (41%), E.
acervulina (32%), E. mitis (24%) y E. maxima (2.9%), con un 75% de esporulacién (ver
Apeéndice I1).

"Kit FumoniTest™ para la determinacion de fumonisinas B, y B, de laboratorios VICAM.
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Los ooquistes suspendidos en dicromato de potasio al 2.5% fueron lavados por cinco
ocasiones con agua destilada y posteriormente centrifugados' a 3500 rpm por 4 min.,
posteriormente se desinfectaron con diez mililitros de cloro comercial¥, con una
concentracion de 6% de hipoclorito de sodio, por 10 min. Transcurrido ese tiempo,
nuevamente se realizaron dos lavados y dos centrifugados bajo las mismas condiciones,
para eliminar el exceso de cloro. (Tomley, 1997)

De la suspensién obtenida del proceso de lavado y centrifugado se realizo el conteo de
ooquistes”' para ajustar la dosis infectante de Eimeria. La metodologfa que se sigui6 fue
primeramente realizar diez conteos de ooquistes tomando 10 pIY" del inéculo y a
continuacion ajustar la cantidad a una dosis de 100,000 ooquistes esporulados/ave (ver
Apéndice Il). Al dia 15 del experimento se inocularon per os 100 000 ooquistes por ave a
los animales de los tratamientos C y CF. La tasa de eliminacion de ooquistes se evaluo
semanalmente mediante la técnica de Mc Master. (Juarez et al, 2007)

Variables productivas.

El peso de las aves se obtuvo semanalmente ¥, desde el dia uno hasta el dia 35. El
consumo de alimento también se evalu6 de manera semanal %, Las férmulas utilizadas

para la determinacion de cada variable se describen a continuacion (Quintana, 1991):

Consumo de alimento semanal: Kg de alimento consumido semanal entre nimero de aves.
Incremento de peso semanal: Peso actual de las aves menos el peso de la semana anterior.
Peso medio semanal por ave: Peso de las aves entre el nimero de aves pesadas.

Indice de Conversion semanal: Kg de alimento consumido por semana entre la ganancia de

peso semanal.

v Centrifuga Eppendorf 5403.%

Y Clorox.®

V! Microscopio Leica, Modelo CME, objetivo de 10x. ®
V' pipetman ultra, Gilson 5-20 pI®

V"Bascula Excell, Max. 5000g, d= 1g.
X Bascula OHAUS Scout Pro, Max. 400g.
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Evaluacion de las alteraciones morfoldgicas macroscopicas.

Para la evaluacién macroscopica de los érganos, al término del experimento se pesaron

los animales V"

, se identificaron de acuerdo al tratamiento y se realizd el sacrificio
humanitario mediante dislocacion cervical, de acuerdo a la NOM-033-ZO0O-1995. Los
6rganos colectados fueron higado, rifidn, bazo, bolsa cloacal e intestino (duodeno, yeyuno-
fleon y ciegos), los cuales fueron pesados™ para posteriormente determinar el peso relativo
de los 6rganos expresado como porcentaje o g de 6rgano/100g de peso vivo. (Del Bianchi

et al, 2005).

Evaluacion de las alteraciones morfoldgicas microscopicas.

Para la evaluacion microscépica de los o6rganos citados anteriormente, se tomaron
fragmentos de 1cm®, los cuales se colocaron en formalina amortiguada al 10% por un
periodo minimo de 24 horas para su posterior procesamiento, mediante inclusion en
parafina y corte a 5 um, después se utilizé la tincién con Hematoxilina-Eosina. Los cortes
histolégicos fueron observados al microscopio™' con los objetivos de 10x, 20x y 40x,
asignandoseles una escala de lesion del cero al tres, en donde “0” significa sin cambios
patoldgicos aparentes (SCPA), “1” leve, “2” moderado y “3” severo. Se revisaron minimo
tres especimenes de cada uno de los érganos colectados por tratamiento, y en cada caso se
revisaron cinco campos de manera aleatoria; el procedimiento de revision se realizd por

dos personas para disminuir la variabilidad de los resultados.

Hematologia y quimica sanguinea.

Se realizaron 2 muestreos en el transcurso del experimento. El primer muestreo se
realizd seis dias post inoculacion con Eimeria spp, cuando las aves tenian 21 dias de edad.
Se muestrearon tres aves del tratamiento TN, cinco aves del tratamiento F y cuatro aves de
los tratamientos C y CF. El segundo muestreo se realizo al final del experimento, 20 dias

post inoculacién; se tomaron muestras de seis aves por cada tratamiento.

XBascula Sartorius TE 313s, Max. 310 g, d=0.001.
X Microscopio Olympus BH-2

32



Las muestras sanguineas se obtuvieron por puncion cardiaca (Javed et al, 1995).Se
colectaron en total 4 ml de sangre, 1ml se mezclo con anticoagulante (EDTA) para la
posterior determinacion del hematocrito y 3 ml sin anticoagulante para obtener suero y
realizar la determinacion sérica de proteinas totales, albimina, globulinas, AST, ALT y
GGT.

La sangre con EDTA se empled para realizar el microhematocrito. Para esto, por cada
tratamiento se llenaron cuatro tubos capilares para microhematocrito (sin anticoagulante),

aproximadamente a 3/4 de su capacidad y se sell6 uno de los extremos de cada tubo capilar

con calor. Una vez llenos, los tubos se centrifugaron *" a 2500 rpm por 10 minutos,

transcurrido ese tiempo se llevd a cabo la determinacion con la ayuda un lector de

microhematocrito <"

, obteniendo los resultados expresados como porcentaje.

La sangre sin anticoagulante se centrifugé <" a 2500 rpm por 10 minutos, transcurrido
este lapso el suero se recolectd y se congel6 a -20 °C hasta su empleo final. El analisis de
enzimas séricas, proteinas y bilirrubinas se realizé con el apoyo del laboratorio de analisis
clinicos DIVET®. El equipo empleado fue un analizador automatico™V. Los kits
comerciales empleados fueron para la determinacion de AST*Y ALT V' GGT,V"

XVIHI

bilirrubinas “Y""'y proteinas. *™*

I Centrifuga Hamilton Bell, Vanguard V6500

X' Lector de microhematocrito Solbat L-10

XIV Analizador automatico A15 de Biosystems®

XV Kit Aspartete Aminotansferase (AST/GOT) Ref. 11531 de Biosystems®
XV Kit Alanine Aminotransferase (ALT/GPT) Ref. 11533 de Biosystems®
XVI it Gamma Glutamyltransferase (y-GT) Ref. 11520 de Biosystems®
XVII it Bilirubin (Total and Indirect) Ref.11515 de Biosystems®

XIXKit Proti 2 (Proteinas Totales y Albamina) de Wiener Lab.®
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Prueba de transito gastrointestinal

Se realizaron dos pruebas de transito gastrointestinal, al dia 14 de edad (previo a la
infeccion con Eimeria) y al dia 34 de edad. Las pruebas consistieron en medir la
diferencia de tiempo en minutos™ entre la administracién de un agente marcador (capsulas
de gelatina con oOxido férrico 200 mg/Kg de peso de las aves) y su posterior aparicion en
heces. Para la realizacion de la prueba, se tomaron seis aves por tratamiento y se les
administro via oral el agente marcador, posteriormente se colocaron en jaulas limpias en
donde permanecieron hasta obtener las lecturas. Una vez obtenidos los resultados, las aves
se regresaron al alojamiento de sus tratamientos correspondientes. (Juarez et al, 2007)

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizd utilizando un ANOVA completamente al
azar de una via para el peso corporal, consumo de alimento, ganancias de peso, indice de
conversion, variables enzimaticas y tiempo de transito gastrointestinal; las medias se
compararon con la prueba de Tukey. Para las variables que miden la severidad de las
lesiones hepaticas, renales, intestinales, bursales y esplénicas, se utiliz6 una estadistica no
paramétrica y la comparacion de medias se realizd con la prueba de Kruskal-Wallis. Los
datos fueron analizados mediante el uso de un software estadistico™!, con un nivel de

significancia de p< 0.05.

** Timer digital EAI T-20
"X Software Statgraphic 5.0®

34



RESULTADOS Y DISCUSION

Alimento

En general, las concentraciones de micotoxinas encontradas en el alimento fueron bajas.
La concentracion de aflatoxinas en el alimento comercial utilizado fue de 50 ppb/Kg de

alimento y la de ocratoxina A fue de 125 ppb/Kg de alimento.

Los resultados obtenidos de la determinacion de AFB; y ocratoxina A son
concentraciones consideradas bajas. Girish y Smith, (2008) mencionan que las
concentraciones de micotoxinas por debajo de 1 ppm/Kg de dieta no producen efectos
adversos en los animales bajo condiciones de experimentacidén. Sin embargo, otros
investigadores (Arrieta y col., 2006; Girish y Smith, 2008) consideran que concentraciones
bajas, como las encontradas en el alimento, en condiciones de granja podrian llegar a
afectar la salud de las aves, haciéndolas susceptibles a distintas enfermedades, teniendo
como consecuencia pérdidas econdmicas en la industria avicola. Ghosh et al (1991)
encontraron afectacion en el sistema inmune celular en pollos de engorda alimentados con
AFB; a concentraciones de 300 a 1000 ppb/Kg de alimento por seis semanas, por otra
parte, Elaroussi et al (2006) encontraron disminucion en la respuesta inmune humoral y
celular en pollos de engorda alimentados con concentraciones de ocratoxina A de 400 a
800 ppb/Kg de alimento por cinco semanas.

De lo anterior podemos concluir que el efecto de las concentraciones de micotoxinas
detectadas en el alimento, pudieron llegar a tener un efecto minimo en los animales de
todos los tratamientos empleados en el presente estudio. Es dificil encontrar alimentos
libres de micotoxinas, ya que los granos utilizados para su elaboracion generalmente se
encuentran contaminados por méas de una micotoxina, como lo ha reportado la FAO
(1994).

Infeccion

Cuatro dias después de la inoculacién con Eimeria spp. dieron inicio los primeros
signos clinicos de la enfermedad en los animales de los tratamientos C y CF, a los cuales
se les provocod la infeccién. Los pollitos mostraron depresion, plumaje erizado,
amontonamiento y disenteria. Al dia seis postinoculacion murieron dos animales del

tratamiento C y dos animales del tratamiento CF, a la necropsia los cuatro animales
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mostraron lesiones 4+ por E. tenella, tomando como referencia la escala de Johnson y Reid
(1970).

Los resultados del promedio de las lecturas de Mc Master se muestran en el cuadro 4.
Se observo que en los animales alimentados con fumonisinas e infectados con Eimeria spp,
la eliminacion de ooquistes fue mayor respecto a los animales a los que solo se infect6 con

Eimeria spp.

Cuadro 4. Eliminacién promedio semanal de ooquistes en el transcurso del

experimento.

Ooquistes/ g de heces

Tratamientos Semana 1l Semana2 Semana 3 Semana 4
TN Negativo Negativo Negativo Negativo
F Negativo Negativo Negativo Negativo

C Negativo Negativo 11600 4250

CF Negativo Negativo 123800 8375

TN= Testigo Negativo, F= expuesto a fumonisina, C= expuesto a Eimeria spp, CF= expuesto a Eimeria spp mas

fumonisina.

Como se observa en el cuadro 4, los tratamientos que no recibieron la inoculacion con
ooquistes de Eimeria spp. no presentaron eliminacion de ooquistes las primeras cuatro
semanas, como era de esperarse; los tratamientos que fueron infectados si mostraron
eliminacién de ooquistes, siendo esta eliminacion mayor al estar presente la fumonisina.
Un estudio similar al que se presenta aqui fue realizado por Girgis et al (2008), en donde se
evalud la eliminacion de ooquistes en animales a los cuales se administraron dos
concentraciones de deoxinivalenol (DON), de 2.5 y 3.8 ppb/Kg de alimento y fueron
infectados con E. acervulina E. maxima y E. tenella. Encontraron que al estar presentes
dichas concentraciones de DON no hubo ningun efecto en la eliminacién de ooquistes.

Yun et al (2000) describe que la respuesta inmune montada en las infecciones por
Eimeria spp es principalmente de tipo celular, con menor participacion humoral. La
deplecion observada en bazo y bolsa cloacal en el presente trabajo, pudo ocasionar cierto
grado de inmunodepresion, lo que acarreo una mayor eliminacion de ooquistes en las aves

alimentadas con fumonisinas, como se describe por Cordero et al (1999).
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Dicho incremento en la eliminacion de ooquistes en las aves expuestas a fumonisinas,
también se puede correlacionar con lo descrito por Oswald (2003) y Bohuet et al (2004),
trabajos en donde se demostré que la presencia de fumonisinas disminuye la resistencia
eléctrica transepitelial (TEER), propiedad que brinda al epitelio intestinal la funcién de
barrera, favoreciendo el establecimiento de diversos agentes patdgenos, en este caso

Eimeria spp.

Variables productivas
Peso corporal

Los pesos corporales promedio de los pollitos al dia uno y semanal se observan en el
cuadro 5. Los animales iniciaron con un peso similar entre tratamientos (p<0.05).

En la semana uno el peso corporal de los animales de los grupos TN y F fue similar
(p<0.05), sin embargo fue estadisticamente diferente de C y CF, quienes presentaron
mayor peso. En la semana dos, el peso de los animales entre los tratamientos TN, Fy C
no presentd diferencia estadistica, pero difirié estadisticamente (p<0.05) del peso de los
animales del tratamiento CF, quienes presentaron los pesos mayores.

En la semana tres, tras presentarse la infeccién aguda por coccidia, el peso corporal
entre los tratamientos infectados C y CF no presentd diferencia estadistica (p<0.05), sin
embargo los pesos fueron méas bajos comparados con los tratamientos TN y F, a los cuales
no se infectd. A la semana cuatro, el peso corporal de los tratamientos C y CF no presentd
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre ellos, y fueron los que presentaron
los pesos promedio menores, TN y F fueron estadisticamente diferentes entre si y respecto
al resto de los tratamientos, siendo este ultimo quién obtuvo un mayor peso promedio.

Al dia 35, el tratamiento F fue quién alcanz6 un mayor peso promedio, sin embargo no
hubo diferencia estadistica del tratamiento TN, y a su vez, ambos tratamientos fueron
estadisticamente diferentes (p<0.05) de C y CF, siendo estos ultimos tratamientos quienes

presentaron los pesos finales menores.
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Cuadro 5. Peso corporal promedio semanal de las aves durante el periodo experimental.

Gramos de peso corporal

Tratamiento Dia1l Semana 1l Semana 2 Semana 3 Semana 4* Semana 5**
TN 42.3+1.12° 120.2 + 4.4° 368.6+ 10.7° 501.5 +12.0™ 7363 +18.6° 975.1 + 39.4™

F 43.2 +0.69° 131.9 +4.4° 383.5+10.7° 525.2+12.0° 798.6 +19.2° 1073 + 39.4°

C 42.5+1.48° 160.8 + 4.7° 384 +11.5° 460.7 + 13.5° 586.2 + 24.8° 769.6 + 39.4°
CF 43.4+0.94° 170.8+4.7° 430.9+11.5° 478 +13.58% 636.4 +23.5° 872.5 +39.4%°

Valores + el error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
TN= Testigo Negativo (n= 16,6**), F=expuesto a fumonisina (n= 16,15*,6**), C= expuesto a Eimeria spp (n=

14,9*,6**), CF= expuesto a Eimeria spp mas fumonisina (n= 14, 10*,6**).

De manera general los resultados obtenidos de los tratamientos TN y F concuerdan con
los obtenidos por Li et al (1999), Henry et al (2000), Broomhead et al (2002), Del Biachi
et al (2005), quienes trabajaron con diferentes concentraciones de fumonisina en la dieta
de pollos de engorda y demostraron que no hay un efecto negativo en las variables
productivas de los animales alimentados o no con fumonisinas a concentraciones bajas. En
los tratamientos C y CF, solo se aprecio efecto negativo de las fumonisinas en las variables

productivas en la semana en que se presento la fase aguda de la infeccion por Eimeria spp.

El peso corporal se mantuvo de manera general, sin diferencia entre los tratamientos TN
y F a lo largo del experimento, el mismo comportamiento se observé en los tratamientos C
y CF, pero al igual que en la ganancia de peso, los pesos corporales fueron menores
respecto a los otros tratamientos. La disminucién en el peso corporal de los tratamientos C
y CF a partir de la semana tres fue ocasionada por la infeccion con Eimeria spp, como un
efecto de la disminucion en la ganancia de peso aunado a un incremento en el catabolismo
muscular, como se reporta por Conway et al (1990), Idris et al (1997), Fetterer y Allen,
(2000, 2001).

A pesar de que no hubo diferencia estadistica, la razon por la que se obtuvieron pesos
corporales mayores en los tratamientos a los que se suministré fumonisina en la dieta (F y
CF) se debe a que, en la evaluacién macroscopica el peso del higado, rifién e intestino de
dichos tratamientos fue mayor respecto a los tratamientos libres de fumonisinas, lo que
pudo contribuir con el incremento en el peso obtenido por dichos grupos. Hummes (2006)
reporta un trabajo en el cual se administrd6 AFB; a pavitos en diferentes concentraciones,

con dosis de 20 y 50 ppb/Kg de alimento (ug/Kg de alimento) se obtuvieron pesos mayores

38



que el grupo control, aunque no se reporto diferencia estadistica significativa, sin embargo,

en el trabajo no se explican la razén de dicho resultado.

Ganancia de peso

En el cuadro 6 se puede observar la ganancia de peso promedio por grupo; en la
semana 1 no se presentd diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre los tratamientos
TN y F, sin embargo, ambos tratamientos fueron diferentes (p<0.05) de C y CF, siendo
estos Ultimos quienes presentaron una mayor ganancia de peso, esto quiza debido a que los
animales de los tratamientos TN y F se encontraban en un periodo de adaptacion a las
jaulas en las cuales se mantuvieron en el transcurso del experimento.

En la semana dos la ganancia de peso no presentd diferencia estadistica significativa entre
tratamientos.

La ganancia de peso en la semana tres no presentd diferencia estadistica significativa
(p<0.05) entre los tratamientos TN y F, pero dichos tratamientos fueron distintos (p<0.05)
de los tratamientos C y CF, siendo este ultimo tratamiento quien obtuvo una menor
ganancia de peso.

En la semana cuatro no se present6 diferencia significativas (p<0.05) entre TN y F, siendo
este Gltimo quién gand mayor peso, ambos tratamientos fueron estadisticamente distintos
(p<0.05) de C y CF, quienes presentaron menor ganancia de peso sin diferencia estadistica
(p<0.05) entre ellos.

En la dltima semana la ganancia de peso no presentd diferencias significativas entre
tratamientos.

Cuadro 6. Ganancia de peso promedio semanal de las aves durante el periodo experimental.

Gramos de peso corporal

Tratamiento Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4* Semana 5**
N 77.8 +3.52° 248.3 +10.94° 132.9 + 19.65" 234.7 +21.49" 254.1 + 28.12°
F 88.7 +3.66° 251.5+9.19° 141.7 + 14.93° 271+ 23.3° 262.6 + 55.62°
C 118.2 +6.63° 223.1+18.04° 76.7 £ 17.47%° 134.6 + 29.04° 193.5 + 26.35°
CF 127.4 +3.98° 260 + 14.42° 47 +22.18° 159.1 + 25.91%° 202.3+27.27°

Valores * el error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
TN= Testigo Negativo (n= 16,6**), F= expuesto a fumonisina (n= 16,15*,6**), C= expuesto a Eimeria spp (n=
14,9*,6**), CF= expuesto a Eimeria spp méas fumonisina (n= 14, 10*,6**).
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La ganancia de peso entre los tratamientos TN y F se mantuvo sin diferencia a lo largo
del experimento, lo mismo ocurri6 los tratamientos C y CF, sin embargo, la ganancia de
peso de estos dos ultimos grupos fue menor a partir de la semana tres del experimento, lo
que concuerda con la mayor multiplicacion de los protozoarios. Los resultados concuerdan
con lo reportado por Li et al (1999), Henry et al (2000), Broomhead et al (2002), Del
Biachi et al (2005), quienes no observaron alteracion en la ganancia de peso de los
animales alimentados con fumonisinas a concentraciones bajas (50, 20, 25y 10 ppm/Kg de
alimento respectivamente).

La ganancia de peso de los tratamientos TN y F descendi6 en la semana tres respecto a
la semana anterior debido a que en esta se realizo el cambio de dieta de los animales y se
encontraban en una etapa de adaptacion a la nueva dieta. Lo anterior aunado al estrés a que
se sometieron los animales de todos los tratamientos, debido a que en este periodo se
presentd la fase aguda de la infeccion y los pollos fueron monitoreados con mayor
frecuencia; dado que el estrés en un factor negativo en la produccion animal, es muy
probable que la caida en la ganancia de peso fuera por tal motivo, tal como lo reporta
Tejeda et al, 1997. En la misma semana, la disminucion drastica en la ganancia de peso de
los tratamientos C y CF fue resultado de la infeccion por Eimeria spp., como se reporta
por Conway et al (1990), Fetterer y Allen, (2000, 2001), en donde se observa disminucion
en la ganancia de peso de las aves infectadas con E. acervulina, E. maxima y E. tenella en
la fase aguda de infeccion. Si bien no se encontr6 diferencia estadistica, la menor ganancia
de peso de CF respecto a C, se debid al efecto de la interaccion fumonisina-parasito; esto
concuerda con trabajos anteriores realizados por Marcano et al (2005), Koynarski et al
(2007) en donde se ha visto un decremento en la ganancia de peso en animales inoculados

con AFB; y ocratoxina A respectivamente, aunadas a una infeccion por Eimeria spp.

Consumo de alimento

Como se observa en el cuadro 7, en la semana uno existié diferencia estadistica
significativa (p<0.05) en el consumo de alimento del tratamiento F respecto a los
tratamientos TN, C y CF; en la semana dos, el consumo de alimento de los tratamientos
TNy F fue similar y estadisticamente diferente de los tratamientos C y CF. Al término de
la semana tres el consumo de alimento de TN y F fue homogéneo, pero estadisticamente
distinto (p<0.05) de C y CF. El consumo de alimento de los animales al término de la
semana cuatro y cinco presentd un comportamiento similar, no hubo diferencia estadistica
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entre C y CF, sin embargo la diferencia del consumo de alimento entre TN y F difirié

estadisticamente entre si y entre los tratamientos C y CF.

Cuadro 7. Consumo promedio de alimento semanal de las aves durante el periodo experimental.

Gramos de alimento

Tratamiento Semana 1l Semana 2 Semana 3 Semana 4* Semana 5**
N 144.5 +0.04° 256.2+0° 556.2 + 0° 977.6 + 16.82° 1048.3 £ 27.23¢
F 141.5+0.56° 256.2+0° 556.2 + 0° 912.5+0° 949.8 + 24.37°

C 145.1+0.7° 292.8+0° 4959 +0.13° 488.1 + 5.89° 799 + 21.01°

CF 144.3+0.56° 292.8+0° 512.2+ 4.67° 487.5 + 4.36° 802 + 15.38°

Valores * el error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
TN= Testigo Negativo (n= 16,6**), F= expuesto a fumonisina (n= 16,15*,6**), C= expuesto a Eimeria spp (n=

14,9*,6**), CF= expuesto a Eimeria spp mas fumonisina (n= 14, 10*,6**).

El consumo de alimento de los animales inoculados o no con fumonisinas fue similar
en las primeras dos semanas y no hubo alteracion en el consumo de los animales del grupo
F respecto al grupo TN, esto concuerda con lo reportado previamente por Del Biachi et al
(2005), quienes no encontraron alteracion en el consumo de alimento en pollos de engorda
alimentados con fumonisinas a 10ppm/Kg, concentracién mayor a la empleada en el
presente estudio. La disminucion en el consumo de alimento de los grupos C y CF de la
semana tres hasta el final del experimento estuvo relacionado con la infeccion por Eimeria
spp, los resultados coinciden con Fetterer y Allen (2000), Saif et al (2008), en donde se
reporta que la coccidiosis ocasiona anorexia en las aves infectadas, con la consecuente

disminucién en el consumo de alimento.

Indice de conversion

En la semana uno, el indice de conversion entre los tratamientos TN y F no presentd
diferencia estadistica (p>0.05), siendo estos a su vez estadisticamente diferentes (p<0.05)
de los tratamientos C y CF. El indice de conversién al final de la semana dos no presento
diferencia estadistica (p>0.05) en los tratamientos TN y C, quienes presentaron los indices
de conversion mas bajos y estos, a su vez fueron estadisticamente diferentes de los

tratamientos F y CF. El indice de conversion no presentd diferencia estadistica entre
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grupos (p>0.05) de la semana tres hasta el final del experimento, ni en el indice de

conversion total. Los resultados se muestran en el cuadro 8.

Cuadro 8. indice de conversién promedio semanal de las aves durante el periodo experimental.

Tratamiento Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4* Semana 5** Total
N 1.86 +0.09° 0.99 + 0.06 42+38° 4.1+0.06° 4.1+0.07° 3.1+0.1°
F 1.57 +0.09° 1.01 + 06° 3.9+3.8° 3.4 +0.06° 3.7+0.07° 2700
c 1.20 +0.09° 1.31+0.06" 6.4+3.8 3.8+0.06° 4.1+0.07° 3£0.0°
CF 1.13 £ 0.09° 1.12 £ 0.06™ 15+3.8° 3+0.06° 4.1+0.07° 26+0.1°

Valores t el error estandar. Literales diferentes en cada columnaindican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
TN= Testigo Negativo (n= 16,6**), F= expuesto a fumonisina (n= 16,15*,6**), C= expuesto a Eimeria spp (n=

14,9*,6**), CF= expuesto a Eimeria spp mas fumonisina (n= 14, 10*,6**).

En la primera semana, la diferencia entre el indice de conversion de los tratamientos TN
y F, respecto al resto de los tratamientos se ocasiond por el hecho de que los animales de
estos tratamientos fueron alojados en jaulas y se encontraban en un proceso de adaptacion;
sin embargo, no se encontrd diferencia entre estos dos tratamientos, lo que concuerda con
Henry et al (2000), Broomhead et al (2002), Del Biachi et al (2005), quienes no
encontraron diferencias en el indice de conversion de los animales alimentados con
concentraciones de fumonisinas de 20, 25 y 10 ppm/Kg de alimento respectivamente.

En la semana tres, a pesar de que no existio diferencia estadistica entre tratamientos, se
puede observar que el indice de conversion de los tratamientos C y CF se encuentra
incrementado respecto a TN y F; la razon de dicho incremento se puede deber a la
infeccién por coccidia, pues los animales presentaron la fase de infeccion aguda por
Eimeria spp en esta semana, el resultado concuerda con lo reportado por Idris et al (1997)
y Fetterer y Allen (2000), quienes observaron un aumento en los indices de conversion en
animales infectados con E. maxima y E. acervulina respectivamente. Si bien esta variable
no presento diferencia estadistica entre tratamientos, es importante recalcar que la ganancia
de peso y el consumo de alimento fueron menores en los tratamientos C y CF de la semana

tres hasta el final del experimento, esto debido a la infeccién por Eimeria spp.
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Evaluacion de las alteraciones morfoldgicas macroscopicas.

A la evaluacién de las alteraciones morfoldgicas macroscopicas, ningun animal de los
tratamientos presentd cambios patologicos aparentes en los drganos evaluados, que fueron

higado, rifion, bazo, bolsa cloacal y tracto gastrointestinal (ver apendice IlI).

El resultado del peso relativo de los 6rganos, expresado como porcentaje del peso
corporal, se presenta en el cuadro 9. El peso relativo promedio del higado de las aves del
tratamiento TN presentd diferencia estadistica significativa (p<0.05) respecto a los
tratamientos F, C y CF, quienes tuvieron mayor peso hepéatico en orden ascendente
respectivamente.

El peso relativo promedio de los rifiones aparentemente se vio afectado en el
tratamiento CF, pues tuvo un mayor peso al compararlo con el TN (p<0.05), no asi con los
tratamientos F y C (p>0.05).

No se encontro diferencia estadistica (p<0.05) en el peso del bazo entre los tratamientos
TN, F y CF, sin embargo dichos tratamientos presentaron diferencia (p<0.05) respecto al
tratamiento C, quien presentd mayor peso.

No hubo diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre tratamientos respecto al peso
relativo promedio de la bolsa cloacal.

Se encontro diferencia estadistica significativa (p<0.05) en el peso relativo del tracto
intestinal de los tratamientos TN y F comparado con C y CF, en donde el peso del

intestino de estos dos ultimos tratamientos fue mayor.

Cuadro 9. Peso relativo promedio de los 6rganos de los pollos

al dia 35 de edad.

% de peso corporal

Tratamientos Higado Rifidn Bazo Bolsa Cloacal TGl
TN 2.6+0.144° 0.84 +0.046 ° 0.062 + 0.004 ° 0.18 +0.026 ° 6.8+0.542°
F 3.0+£0.217 % 0.91+0.033% 0.066 + 0.003 ° 0.17 +0.011° 7.5+0.37°
C 3.4+0.118"° 0.96+0.035%  0.094 +0.008 ° 0.11 +0.007 9.2+0.165°
CF 3.6+0.15° 1+0.037° 0.084 + 0.008 *° 0.16 +0.016 ° 10.7 +0.483 °

Valores + el error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
TN= Testigo Negativo (n= 6), F= expuesto a fumonisina (n= 6), C= expuesto a Eimeria spp (n= 6), CF= expuesto a

Eimeria spp méas fumonisina (n=6).
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El aumento del peso relativo promedio del higado y rifién encontrado en este trabajo,
utilizando 3 ppm/Kg de alimento de fumonisinas, contrasta con los resultados obtenidos
por Henry et al (2000), Broomhead et al (2002), Del Biachi et al (2005), quienes
emplearon fumonisina en pollos de engorda a concentraciones de 20, 25 y 10 ppm/Kg de
alimento respectivamente, debido a que estos investigadores no encontraron cambios
significativos en el peso relativo del 6rgano.

El peso relativo promedio del bazo de los tratamientos TN y F no present6 diferencia
estadistica entre si, lo mismo ocurrié entre C y CF. El resultado del peso relativo promedio
de la bolsa cloacal no mostré diferencias entre tratamientos. El resultado del peso relativo
de ambos 6rganos, concuerda con lo reportado por Del Biachi et al (2005), quienes no
reportaron alteracion en los pesos de bazo y bolsa cloacal con una concentracion de
fumonisina de 10 ppm/Kg de alimento.

El peso relativo promedio del intestino no mostr6 diferencias entre tratamientos, sin
embargo, cabe hacer notar que el peso del intestino de los tratamientos F y CF estd por
encima del peso de los tratamientos TN y C. Fetterer y Allen (2001), mencionan que la
materia seca y humeda de los ciegos se incrementa tras la infeccién por E. tenella, esto
podria explicar el aumento de peso del 6rgano en el tratamiento CF, que fue infectado con

Eimeria spp.

Evaluacion de las alteraciones morfoldgicas microscopicas.
Higado

Las lesiones detectadas en higado fueron degeneracion albuminosa (DA), degeneracion
grasa (DG), congestion (Co), infiltrado linfocitario (IL), hiperplasia de conductos biliares
(HPCB) y descamacion del epitelio de conductos biliares (DECB), los resultados se

muestran en el cuadro 10.
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Cuadro 10. Resultados promedio de la evaluacion microscépica en el higado de los pollos

al término del periodo experimental.

Tratamientos DA DG Co IL HPCB DECB
TN 1.66 +0.159° 0.86 £0.191° 0.66 +0.125° 0.26 £0.118° 0’ 0’
F 1.46 +0.165%° 1.73+0.118° 0.86 +0.236° 0.2 £0.144° 0.13 +0.133° 0.13 £ 0.090°
C 1.43+0.175%° 1.6 +0.163" 0.66 +0.186° 0.33£0.125° 0.23 £0.160° 0.66 +0.66°
CF 0.87 £ 0.154° 1.87 +0.085° 0.75 £ 0.170° 0.37 £0.125° 0.37 £0.154° 0’

Valores + el error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
TN= Testigo Negativo (n= 3), F= expuesto a fumonisina (n= 3), C= expuesto a Eimeria spp (n= 3), CF= expuesto a
Eimeria spp mas fumonisina (n=3). Degeneracion albuminosa= DA, degeneracion grasa =DG, congestién =Co, Infiltrado

linfocitario= IL, hiperplasia de conductos biliares =HPCB y descamacion del epitelio de conductos biliares =DECB

La degeneraciéon albuminosa (DA) se aprecio en el citoplasma de los hepatocitos,
dandoles un aspecto de vidrio esmerilado, este cambio degenerativo no presentd
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los tratamientos TN, F y C, sin
embargo, fueron estadisticamente distintos de CF, quien presentd un grado menor de
lesién. La degeneracién grasa (DG) se caracteriz6 por la presencia de vacuolas
transparentes que desplazan el ndcleo de los hepatocitos, por lo que se relaciona con
cambio graso. Este cambio fue mas severo en los tratamientos con fumonisinas y/o
Eimeria spp al compararlo con el tratamiento TN (p<0.05). No se observéd diferencia

estadistica en el resto de las lesiones evaluadas.

Rifon

Tal como se muestra en el cuadro 11, las lesiones detectadas en rifién fueron
degeneracion albuminosa (DA), degeneracion vacuolar (DV), congestion (Co) e infiltrado
linfocitario (IL). ElI grado de DA no presentd diferencia estadistica (p<0.05) entre los
tratamientos TN, F y C, pero dichos tratamientos presentaron diferencia (p<0.05) respecto
al tratamiento CF, quien presentd un grado de lesion mayor. El resto de las lesiones

evaluadas no presentaron diferencias entre grupos.
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Cuadro 11. Resultados promedio de la evaluacion microscépica en el riiion de los pollos

al término del periodo experimental.

Tratamientos DA DV Co IL
N 1.2 +0.106° 0.2 +0.106° 0.73 £0.181° 0’
F 1.0 £ 0.033° 0’ 0.66 + 0.232° 0’

C 1.26 + 0.095% 0° 0.33 £0.125° 0.06 + 0.066°

CF 1.62 +0.125° 0’ 0.18 + 0.106° 0.06 + 0.065°

Valores + el error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
TN= Testigo Negativo (n= 3), F= expuesto a fumonisina (n= 3), C= expuesto a Eimeria spp (n= 3), CF= expuesto a
Eimeria spp mas fumonisina (n=3). Degeneracion albuminosa =DA, degeneracién vacuolar =DV, congestién =Co e

infiltrado linfocitario =IL.

Los cambios degenerativos en higado encontrados en este estudio concuerdan con los
reportados por Scavazza (2009), quién encontrd degeneracion grasa de un grado leve a
moderado, con una concentracion de fumonisinas de 7 ppm/Kg de dieta en pollos de
engorda. Los cambios degenerativos de rifidn encontrados en nuestro trabajo contrastan
con lo reportado por Del Bianchi (2005), quien no reporté alteraciones importantes en el
organo con concentraciones de fumonisina de 10 ppm/Kg de alimento.

Los cambios degenerativos de los hepatocitos y células renales de los pollos expuestos a
fumonisinas (F y CF) se pueden explicar con lo reportado por Merrill et al (1997), en
donde se describe que como consecuencia del mecanismo de accion de las fumonisinas se
interrumpe la sintesis de esfingolipidos y se incrementan las bases esfingoides
esfinganina:esfingosina en sangre, las cuales ocasionan cambios en la morfologia y
permeabilidad de las células.

Como se ha descrito por Cordero et al (1999) la infeccion con Eimeria spp favorece
infecciones concurrentes con patdgenos bacterianos, principalmente E. coli, que se tornan
sistemicas e infectan otros drganos, esto a su vez puede explicar la presencia de pequefios

focos que corresponden a infiltrados de linfocitos y heter6filos en dichos érganos.

Bazo

Las lesiones evaluadas en bazo fueron deplecion (De), congestion (Co) y apoptosis

(Ap). Los resultados son mostrados en el cuadro 12.
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Si bien no se observé diferencia estadistica (p>0.05) en el grado de deplecion entre los
tratamientos TN, F y C, se puede apreciar una deplecion linfoide mayor en los
tratamientos que consumieron fumonisina, dicho efecto se pudo observar con mayor
intensidad en CF, en el cual se aprecia diferencia (p<0.05) respecto al resto de los
tratamientos. Unicamente se observé apoptosis en el tratamiento CF y se encontrd
diferencia estadistica respecto al resto de los grupos, quienes no presentaron dicho cambio.

La congestion se encontré en un rango de SCPA a leve, sin embargo no presentd

diferencia estadistica entre tratamientos.

Cuadro 12. Resultados promedio de la evaluacion microscépica en el bazo de los

pollos al término del periodo experimental.

Tratamientos De Co Ap
TN 0.8+0.136° 0.86 +0.114° 0
F 1.2 +0.118%° 0.9 + 0.148° 0°
C 1.1 +0.170° 1.03 +0.103° 0’
CF 1.6 +0.085" 1.18 +0.157° 0.8+0.223°

Valores el error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
TN= Testigo Negativo (n= 3), F= expuesto a fumonisina (n= 3), C= expuesto a Eimeria spp (n= 3), CF= expuesto a
Eimeria spp méas fumonisina (n=3). Deplecion=De, congestion =Co y apoptosis =Ap.

Bolsa cloacal

Las lesiones encontradas en bolsa cloacal fueron deplecion (De), edema (Ed),
hiperplasia epitelial (HE), necrosis (N) y la presencia de Criptosporidium spp (Cr). Los
resultados se muestran en el cuadro 13.

Se observo que la deplecion linfoide fue significativamente mayor (p<0.05) en los
tratamientos inoculados con fumonisina y con coccidias, respecto a los tratamientos TN y
C. La HE no presento diferencia estadistica (p<0.05) entre los tratamientos F, C y CF,
siendo este ultimo quién presento lesiones mas severas, mientras que en el tratamiento TN
no se observo esta lesion celular. Se encontrd la presencia de Cryptosporidium spp en el
tratamiento F en un grado de SCPA a leve, siendo este resultado estadisticamente
significativo (p<0.05), respecto al resto de los tratamientos en donde no se observo al
protozoario. El tratamiento CF fue el Unico en donde se observé necrosis en los foliculos

bursales.
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Cuadro 13. Resultados promedio de la evaluacién microscépica en la bolsa cloacal de los pollos

al final del periodo experimental.

Tratamientos De Ed HE Cr N
TN 0.8 +0.081° 0.4 +0.190° 0° 0° 0
F 1.36+0.103°  0.53+0.236° 0.43 +0.188%° 0.2 +0.106" 0’
C 1.16 +0.105  0.36+0.141° 0.36 +0.141%° 0’ 0’
CF 1.68 + 0.100° 0.12 +0.125° 0.81 +0.245° 0° 0.12 +0.125°

Valores + el error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05). TN=
Testigo Negativo (n= 3), F= expuesto a fumonisina (n= 3), C= expuesto a Eimeria spp (n= 3), CF= expuesto a Eimeria
spp mas fumonisina (n=3). Deplecién= De, edema =Ed, hiperplasia epitelial =HE, necrosis=N y Criptosporidium spp =Cr

A la revision histolégica del bazo, se observd que todos los tratamientos presentaban un
grado SCPA a leve de deplecion, siendo mas marcada en los tratamientos a los que se
incluyeron fumonisinas en el alimento, aunado a la observacién de apoptosis en el
tratamiento CF. La deplecion en bolsa cloacal observada a la revision microscopica fue
similar a la descrita en bazo, los tratamientos que recibieron fumonisinas en la dieta
mostraron un grado mayor de deplecion. Los hallazgos microscdpicos concuerdan con
Girish y Smith (2008), quienes reportan deplecion en bazo y bolsa cloacal con una
concentracion mayor de fumonisinas (10 mg/kg de alimento) y con Scavazza (2009), quien
describe deplecion en bolsa cloacal con concentraciones de fumonisinas de 7 ppm/Kg de
alimento. La deplecion y apoptosis encontrada, concuerda con lo reportado por Li et al
(1999) y Keck y Bodine (2006), quienes en estudios in vitro reportan una disminucién en
la proliferacion y viabilidad de linfocitos esplénicos con concentraciones de 2.5upl/mL
(ppm) y 2.5- 50 pl/mL (ppm) de FB; respectivamente. Los cambios citotoxicos reportados
en linfocitos, probablemente son resultado del mecanismo de accién de las fumonisinas,
que ocasionan la acumulacion de ceramida y esfingosina, lo que trae como consecuencia
inhibicion de crecimiento y citotoxicidad celular por via apoptosis, Merrill et al (2001).

Los resultados explicados anteriormente indican que concentraciones de 3 ppm/kg de
alimento también son capaces de ocasionar deplecion linfoide en las condiciones en que

fue conducido este estudio.
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Intestino

Duodeno

Las lesiones encontradas en duodeno fueron grado de descamacion epitelial (GD),
edema de vellosidades (EV), acortamiento de vellosidades (AV), fusién de vellosidades
(FV), infiltrado linfocitario (IL), infiltrado de heterdfilos (IH) y necrosis de las
vellosidades (N). Los resultados se pueden apreciar en el cuadro 14.

El grado de descamacién, acortamiento de vellosidades y fusion de vellosidades fue
estadisticamente (p<0.05) méas severo en los tratamientos a los cuales se les suministrd
fumonisina en la dieta con respecto a los tratamientos libres de fumonisina. El infiltrado
linfocitario en el tratamiento TN fue diferente (p<0.05) a los tratamientos F, C y CF, los
cuales presentaron mayor indice de infiltracion linfocitaria. Se presentd necrosis de
vellosidades en el tratamiento C, el grado de lesion fue estadisticamente significativo
(p<0.05) respecto al resto de los tratamientos, que no la presentaron. El resto de las

lesiones evaluadas no presento diferencia estadistica entre tratamientos.

Cuadro 14. Resultados promedio de la evaluacidon microscopica en el duodeno de

los pollos al término del experimento.

Tratamientos GDE EV AV FV IL IH N
N 1.2 +0.12° 1.4 +0.30° 1.6 +0.30° 1.3+0.15° 0.13 +0.09° 0.2+0.10° 0°
F 2.540.14™ 1.5+0.25° 214027 2140.12° 1.2640.27° 0.5%0.25° 0°

c 1.940.15° 0.940.13° 1.3+0.11° 1.8+021"  1.63:0.24° 0.410.19° 0.410.23°
CF 2.7 £0.14° 1.4£0.14° 2.5+0.10° 21:012°  1.21:0.18° 0° 0°

Valores + el error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa
(p<0.05).TN= Testigo Negativo (n= 3), F= expuesto a fumonisina (n= 3), C= expuesto a Eimeria spp (n= 3), CF=
expuesto a Eimeria spp mas fumonisina (n=3). Grado de descamacion epitelial=GDE, edema de vellosidades= EV,
acortamiento de vellosidades=AV, fusion de vellosidades=FV, Infiltrado linfocitario =IL, infiltrado de heter6filos=I1H

y necrosis=N.

Yeyuno—ileon

Las lesiones encontradas en yeyuno-ileon fueron grado de descamacion epitelial (GDE),
edema de vellosidades (EV), acortamiento de vellosidades (AV), fusién de vellosidades
(FV), infiltrado linfocitario (IL) e infiltrado de heterofilos (IH). Los resultados se aprecian

en el cuadro 15.
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Al igual que en duodeno, el grado de descamacion y acortamiento de vellosidades fue
distinto (p<0.05) en las aves que consumieron fumonisinas en la dieta, respecto a los
tratamientos TN y C. El infiltrado linfocitario no presentd diferencia estadistica (p<0.05)
entre los grupos TN, F y C, sin embargo estos presentaron diferencia (p<0.05) respecto al
tratamiento CF, que presentdé un grado de infiltracion mayor que el resto de los
tratamientos. El infiltrado de heterofilos no presentd diferencia estadistica significativa
(p<0.05) entre los tratamientos TN y CF, sin embargo estos fueron diferentes (p<0.05) de
F, quien presentd el mayor grado de infiltracion, este tratamiento a su vez, no presentd
diferencia (p<0.05) respecto a C. El resto de las lesiones no presentaron diferencias entre

tratamientos.

Cuadro 15. Resultados promedio de la evaluacion microscépica en el yeyuno-ileon de

los pollos al final del periodo experimental.

Tratamientos GDE EV AV FV IL IH
™ 1.6+0.10° 1.0+0.12° 0.86 +0.16° 1.1+0.14° 0.76 +0.29° 0.13 +0.09%°
F 2.2+0.14° 1.5+0.23° 1.6+0.25° 1.4+0.22° 0.3340.15° 0.73 +0.20°
c 1.6+0.18° 1.4+0.17° 1.2+0.13% 1.3+0.12° 0.76+0.12° 0.640.22

CF 2.0+0.05" 1.2+0.11° 2.4+0.13° 1.6+0.13° 1.87 £ 0.08b 0°

Valores + el error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
TN= Testigo Negativo (n= 3), F= expuesto a fumonisina (n= 3), C= expuesto a Eimeria spp (n= 3), CF= expuesto a
Eimeria spp més fumonisina (n=3). Grado de descamacion epitelial =GDE, edema de vellosidades= EV, acortamiento de

vellosidades=AV, fusién de vellosidades=FV, Infiltrado linfocitario =IL, infiltrado de heteréfilos=IH.

Ciegos

Las lesiones encontradas en ciegos fueron grado de descamacion, edema de
vellosidades, acortamiento de vellosidades, infiltrado linfoide e infiltrado de heterdfilos.
Los resultados son mostrados en el cuadro 16.

El grado de descamacion de los tratamientos TN y CF no presento diferencia estadistica
(p<0.05) entre ellos, pero fueron diferentes de los grupos C y F, siendo este ultimo
tratamiento quien presentd el grado mas alto de lesion. El edema y acortamiento de
vellosidades no mostré diferencia (p<0.05) entre los grupos C y CF, pero a su vez estos

fueron estadisticamente diferentes del tratamiento TN, el cual no mostré dichas lesiones y
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del tratamiento F, quién presentd el mayor grado de lesion. El infiltrado linfoide fue mas
severo (p<0.05) en los tratamientos de las aves que consumieron fumonisinas y fue nulo en

TN. El infiltrado de hetero6filos no presento diferencia estadistica entre los tratamientos.

Cuadro 16. Resultados promedio de la evaluacion microscépica en los ciegos de los pollos al

final del periodo experimental.

Tratamientos GDE EV AV IL IH
TN 0.7 +0.167%° 0.13 +0.090° 0° 0° 0.86 +0.165°
F 2.1+0.062° 1.8 £0.117° 1.8 £0.181° 1.6 +0.249" 0.33+0.186°
C 1.2+0.160° 1+0.161° 0.93+0.168°  0.92+0.215°  0.66+0.227°
CF 0.5+0.218° 0.87 +0.140° 0.78 +0.203° 1.87 +0.161° 0.9 +0.249°

Valores + el error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
TN= Testigo Negativo (n= 3), F= expuesto a fumonisina (n= 3), C= expuesto a Eimeria spp (n= 3), CF= expuesto a
Eimeria spp mas fumonisina (n=3). Grado de descamacion epitelial =GDE, edema de vellosidades= EV, acortamiento de

vellosidades=AV, Infiltrado linfocitario =IL, infiltrado de heteréfilos=IH.

Es importante comentar que se noto la presencia de microgametos y macrogametos en
los tratamientos TN y F, asi como ooquistes en los segmentos revisados del tracto
intestinal, si bien la cantidad de estructuras parasitarias encontradas no sugieren una
infeccion severa y no se registro eliminacion de ooquistes en heces en dichos tratamientos,
esto explica el hecho de que estos tratamientos presentaran lesiones microscopicas en los

diferentes segmentos del tracto intestinal que se sometieron a revision.

Al anélisis microscopico se observo que las lesiones evaluadas tuvieron grados mas
severos en los animales alimentados con fumonisinas, en las tres regiones intestinales
evaluadas. De manera general los resultados obtenidos de la revision microscépica se
pueden atribuir principalmente a la infeccion por Eimeria spp. Los hallazgos concuerdan
con Idris et al (1997) y Assis et al (2010), quienes encontraron lesiones similares en
animales infectados con dosis de 2.5 x 10* de E. maxima y por infeccién natural con E.
acervulina respectivamente, asi como con el trabajo de Zulpo et al (2007), quienes
utilizaron una dosis de ooquistes de 2 x10* de E. acervulina, E. maxima y E. tenella y
también encontraron lesiones parecidas a las reportadas en este trabajo, aun cuando la dosis

de ooquistes utilizada en el presente estudio fue distinta.
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Scavazzo (2009) describe que en los animales alimentados con 7 ppm/Kg de fumonisina
en la dieta, se observé descamacion del epitelio intestinal, disminucion en la profundidad
de las criptas de duodeno, yeyuno e ileon, asi como reduccion en el tamafio de las
vellosidades en ileon, respecto a los animales del grupo control. Leung et al (2003),
Oswald (2003), Bohuet et al (2004) describen que las fumonisinas dafian la integridad del
epitelio intestinal, al modificar la membrana citoplasmética y de esta forma alteran las
uniones célula-célula y célula-matriz del epitelio, la resistencia eléctrica transepitelial
(TEER) se un emplea como indicador de la alteracién de dichas uniones. En intestino,
estos autores reportan que la fumonisina ocasiona alteraciones en los valores de TEER, con
la consecuente alteracion en la funcidn de barrera del epitelio intestinal, ocasionando el
establecimiento de cepas patogenas de E. coli. Es posible que la presencia de fumonisinas
en la dieta de las aves favoreciera el establecimiento de Eimeria spp , bajo el mecanismo
de alteracion en la TEER antes mencionado, lo que explica el mayor grado de lesion
intestinal en los pollos alimentados con fumonisinas.

Resultados similares a los encontrados en este trabajo se reportan por Koynarski et al
(2006), con interacciones entre E. acervulina y ocratoxina A, en donde se observan
cambios degenerativos mas severos en intestino con la presencia de la micotoxina, ante la

infeccion con el parasito.

Hematologia y quimica sanguinea.
Hematocrito

Los resultados del hematocrito del primer y segundo muestreo se muestran en el cuadro
17. No se presentd diferencia estadistica significativa (p< 0.05) entre tratamientos, sin
embargo los tratamientos con C y CF se encontraron por debajo de los rangos de
referencia que van de 29% a 45%, segun Charles (2003) en el primer muestreo. En el
segundo muestreo, los tratamientos F y CF se encontraron por debajo de rangos normales

segun Charles (2003), asi como respecto al tratamiento TN.
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Cuadro 17. Valores promedio de la determinacion del hematocrito de los pollos

del primer (21 dias de edad ) y segundo muestreo (35 dias de edad).

Tratamiento Primer muestreo (%) Segundo muestreo (%)
TN 29.3+3.48° 29.5+1.23°
F 31+0.77° 21.1+3.33°
C 25.7+1.7° 304+2.2°
CF 262+1.1° 24.6+3.051°

Valores * el error estandar. Literales diferentes en cada columna de cada muestreo indican diferencia estadistica
significativa (p<0.05).TN= Testigo Negativo (n=3), F= expuesto a fumonisina (n=5), C= expuesto a Eimeria spp (n=4),

CF= expuesto a Eimeria spp mas fumonisina (n=4).

Como resultado del primer muestreo, realizado en la etapa aguda de la infeccidn por
Eimeria spp, el hematocrito de los tratamientos TN y F no presentd diferencia estadistica
significativa, y los valores se encuentran dentro de los descritos por Charles (2003); los
resultados concuerdan con los trabajos realizados por Broomhead et al (2002), Del Bianchi
et al (2005), quienes no encontraron cambios en el hematocrito de los animales
alimentados con fumonisinas. EI hematocrito de los tratamientos C y CF se encontrd por
debajo de los rangos descritos por Charles (2003) y de acuerdo al tratamiento TN, los
resultados de estos tratamientos sugieren que fue debido a la pérdida de sangre ocasionada
por E. tenella, tal como reportan Fukata et al (1997), Cordero et al (1999), Allen y Fetterer
(2001) y Saif et al (2008).

En el segundo muestreo realizado al término del experimento, el hematocrito de los
tratamientos TN y C se mantiene dentro de rangos normales de acuerdo con Charles
(2003). Los tratamientos F y CF presentaron una disminucion del hematocrito respecto al
resto de los tratamientos, este resultado concuerda con lo reportado por Javed et al (1995),
en donde se reportd una disminucion de eritrocitos, hemoglobina, volumen del paquete
celular y células blancas, sin embargo, la concentracién utilizada fue mucho mas alta (125

y 274 ppm/Kg de alimento) que la empleada en este estudio.
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Quimica sanguinea Primer muestreo
Proteinas

Los resultados de la determinacién de los valores promedio de proteinas se aprecian en
el cuadro 18. La proteina total en el tratamiento CF tuvo el valor més alto, y mostro
diferencia significativa (p< 0.05) respecto al resto de los tratamientos. Los valores de
albumina no mostraron diferencia significativa entre tratamientos. El valor de globulinas
no mostrd diferencia significativa (p< 0.05) entre el tratamiento F y C, siendo este ultimo
quien presento el valor promedio mas bajo, sin embargo, presentaron diferencias respecto a
TN y CF, siendo este altimo quien presentd el valor promedio més alto, esto debido a la
infeccion por Eimeria spp. La relacion albumina/ globulina no difirié estadisticamente
(p<0.05) entre los tratamientos, TN, F y C, pero los valores de dichos tratamientos

presentaron diferencia (p< 0.05) con respecto al tratamiento CF.

Cuadro 18. Valores promedio de la determinacion de proteinas séricas de los pollos

en el primer muestreo (21 dias de edad).

g/dL
Tratamiento Proteinas Totales Albumina Globulina Relacion A/G
TN 2.5+0.05° 1.2 +0.05°2 1.3+0" 0.92 +0.05 %
F 2.3+ 0.03° 1.2 +0.06° 1.1+0.1% 1.0+£0.14°
C 2.1+ 0.03° 1.1+0.06° 1+0.05° 1.1 +0.08°
CF 2.9+0.15° 1.4+0.12° 1.4 +0.03°¢ 1.0+ 0.06°

Valores + el error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05). TN=
Testigo Negativo (n= 3), F= expuesto a fumonisina (n= 3), C= expuesto a Eimeria spp (n= 3), CF= expuesto a Eimeria

spp mas fumonisina (n=3).

Las proteinas plasmaticas totales se encontraron en el limite minimo en el tratamiento
TN, sin embargo no presentan hipoproteinemia segun los valores reportados por Charles
(2003), la concentracion de albumina y globulinas se encontraron dentro de los rangos
observados por Fudge (2000).
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Las proteinas totales y globulinas en el tratamiento F se encontraron disminuidas
respecto a TN asi como con respecto a los valores reportados por Charles (2003) y Fudge
(2000). Los valores de albamina se encontraron dentro de los rangos reportados por los
autores anteriores y respecto a TN; dicho resultado contrasta con lo reportado por Henry et
al (2000), Broomhead et al (2002), Del Bianchi et al (2005), en donde a pesar de haber
utilizado concentraciones mayores de fumonisinas (20, 25, 10 ppm/Kg de alimento
respectivamente), no se encontraron alteraciones en las proteinas totales, albumina y
globulinas en los animales. La hipoproteinemia en este grupo fue ocasionada por la
disminucion en los niveles de globulinas; este resultado pudo ser ocasionado por una
sintesis inadecuada de globulinas por alteracion en la integridad de la bolsa cloacal tal

como reporta Scavazza (2009).

En los tratamientos C y CF, las proteinas totales y albumina se encontraron por debajo
y por encima del tratamiento TN respectivamente. Los resultados se deben a la pérdida de
proteinas plasmaticas como consecuencia de la enteritis ocasionada por el parasito,
principalmente como resultado de la infeccién por E. tenella en el tratamiento C, tal como
reportan Fukata et al (1997), Cordero et al (1999) y Saif et al (2008). En el caso de CF los
resultados sugieren que las aves de este tratamiento se encontraban deshidratadas como

resultado de la infeccidn por Eimeria spp, tal como se reporta por Fukata et al (1997).

Enzimas

Como se aprecia en el cuadro 19, los valores enzimaticos de AST y ALT no
presentaron diferencia estadistica (p<0.05) entre tratamientos, a pesar de lo anterior se
observa que el tratamiento CF muestra los valores enzimaticos mas elevados que el resto
de los tratamientos. Los valores de ALT no mostraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre tratamientos, sin embargo se encontraron levemente
incrementados en todos ellos. Los valores de GGT fueron maés elevados en las aves que
consumieron fumonisina (F y CF), sin embargo estadisticamente no hay diferencia con las

aves del tratamiento TN (p>0.05).
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Cuadro 19. Valores promedio de la determinacién de enzimas en el suero de los pollos

en el primer muestreo (21 dias de edad).

ui/L
Tratamiento AST ALT GGT
TN 213.6+2.02° 11+2.08° 17.2+0.77 %
F 201.6+6.11° 13+0.66° 22.7+2.07°
C 196.6+16.9° 11+0.57° 144+1.5°
CF 238.3+10.08 ° 14+1.73° 16.3+1.51%®

Valores * el error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
TN= Testigo Negativo (n= 3), F= expuesto a fumonisina (n= 3), C= expuesto a Eimeria spp (n= 3), CF= expuesto a
Eimeria spp mas fumonisina (n=3).AST=aspartatoaminotrasferasa, ALT=alaninaminotrasferasa,

GGT=gammaglutamiltrasferasa.

Los valores de AST de los tratamientos TN, F y C se encontraron dentro de los rangos
descritos por Bowes et al (1989); dichos resultados concuerdan con Broomhead et al
(2002) y Del Bianchi et al (2005), en donde los valores de AST no se ven alterados con la
presencia de fumonisinas en la dieta a dosis mayores a las empleadas en este estudio (25 y
10 ppm/Kg de alimento respectivamente). El tratamiento CF presento los valores mas
elevados de AST respecto al resto de los tratamientos; segin Richie et al (1994), valores
superiores a 230 UI/L son anormales en aves y son sugestivos de dafio hepatico; el mismo
autor también describe la sensibilidad de la enzima GGT para detectar alteraciones
hepaticas. Sin embargo, teniendo en cuenta que los valores de GGT en el presente estudio
se encuentran dentro del rango reportado por Del Bianchi et al (2005), quien emple6 10
ppm de fumonisina en la dieta de pollos de engorda y no encontré alteraciones en la
enzima, se puede descartar que existiera dafio hepatico ocasionado por las concentraciones
de fumonisina empleadas en este estudio, debido a que el mecanismo de accién de la
fumonisina a diferencia de otras micotoxinas, no afecta el epitelio biliar de manera tan
agresiva como por ejemplo, en el caso aflatoxinas, tal como lo describen Saif et al (2008).

Por otra parte, Fetterer y Allen (2000, 2001) reportan que debido a la infeccién por E.
acervulina y E. tenella existe un aumento en el catabolismo (destruccion) del masculo
esquelético y cardiaco debido a la combinacidn de anorexia y mala absorcion de nutrientes;
teniendo en cuenta que las concentraciones de la enzima AST también se pueden ver

alteradas por lesiones en musculo cardiaco y esquelético, tal como describe Hummes
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(2006), el aumento de la enzima AST en el tratamiento CF se puede explicar gracias a lo
reportado por los autores anteriores, en combinacion con la administracion de fumonisina.
Los valores de la enzima ALT se encontraron incrementados en todos los tratamientos,
respecto a lo observado por Del Bianchi et al (2005), quien utiliz6 10 ppm/ Kg de alimento
de fumonisina y no se afectaron las concentraciones sericas de la enzima. Debido a que
esta enzima también se encuentra en musculo esquelético, cardiaco, rifion, higado y
pulmon, pudiéndose liberar por el dafio en dichos 6rganos, el aumento en la concentracion
sérica de ALT se puede correlacionar con el incremento de AST, lo que refuerza el mayor

dafio muscular en el tratamiento CF.
Bilirrubinas

En el cuadro 20 se observa que la determinacién de bilirrubina total no mostré
variaciones significativas (p<0.05) entre los tratamientos TN y F, siendo estas diferentes
(p<0.05) de los tratamientos C y CF. La bilirrubina directa no presentd diferencia
estadistica significativa (p<0.05) entre tratamientos. Los valores de bilirrubina indirecta de
TN y F no presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre si, pero

existié diferencia respecto a Cy CF.

Cuadro 20. Valores promedio de la determinacion de bilirrubinas en el suero de

los pollos en el primer muestreo (21 dias de edad).

mg/dL
Tratamiento Bilirrubina Total Bilirrubina Directa  Bilirrubina Indirecta
TN 0.68 £0.108 ° 0.27 £0.075° 0.41 +0.005 °
F 0.56 +0.03 0.13+0° 0.43+£0.025°
C 0.24 +£0.018° 0.04 +£0.023 ° 0.20+0.012°
CF 0.28+0.058 *° 0.09 +0.068 ° 0.19+0.012°

Valores * el error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
TN= Testigo Negativo (n= 3), F= expuesto a fumonisina (n= 3), C= expuesto a Eimeria spp (n= 3), CF= expuesto a

Eimeria spp méas fumonisina (n=3).

Los valores de bilirrubinas totales se encuentran por encima de los valores descritos en
pollos de engorda por Bowes et al (1989), sin embargo, los valores de bilirrubina directa

no presentan diferencias entre tratamientos y los valores de bilirrubina indirecta presentan
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diferencias entre los tratamientos que llevaron y no Eimeria spp. Segun Lin et al (1974) y
Ritchie et al (1994) se deben tomar con precaucion los valores de bilirrubinas en pollos,
debido a que estos presentan cantidades traza o nulas de la enzima biliverdina reductasa,
que cataliza la conversion de biliverdina a bilirrubina, por lo que los niveles de bilirrubinas
encontradas en pollos son debido a la presencia de dichas cantidades traza de la enzima o
por mecanismos inespecificos de conversion de biliverdina, lo que tiene como

consecuencia una interpretacion errénea de posibles alteraciones a nivel hepatico en aves.

Quimica sanguinea segundo muestreo
Proteinas

Los valores de proteina total del segundo muestreo, mostrados en el cuadro 21, no
presentan diferencia estadistica significativa (p< 0.05) entre tratamientos. Los valores de
albimina, globulina y relacion albumina/globulinas, estadisticamente se comportaron sin

alteracion en este muestreo.

Cuadro 21. Valores promedio de la determinacion de proteinas séricas de los pollos en

el segundo muestreo (35 dias de edad).

g/ dL
Tratamiento Proteinas Totales Albimina Globulina Relacion A/G
TN 2.4+0.63° 1.2+0.21° 1.2+041° 1+0.28°
F 1.9+0.27° 1.0+0.31° 0.94+0.12° 1.0+0.44°
C 2.5+0.05° 1+0° 1.5+0.06° 0.66 +0.08 °
CF 2.1+031° 1+0.02° 1.1+0.20° 0.9+0.06°

Valores * el error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
TN= Testigo Negativo (n= 3), F= expuesto a fumonisina (n= 3), C= expuesto a Eimeria spp (n= 3), CF= expuesto a

Eimeria spp mas fumonisina (n=3).

Las proteinas totales y albimina de todos los tratamientos se encontraron por debajo de
rangos normales segun Charles (2003) y Fudge (2000) con excepcién de TN, en donde el
valor de proteinas totales estuvieron por debajo pero la albdmina se encontrd dentro de los
valores reportados por los autores anteriores y C, en donde las proteinas totales se

encontraron dentro de los valores, pero la albimina se encontré por debajo; dichos
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resultados pueden deberse a mala absorcion intestinal, pues cabe hacer notar que si bien no
se registro la eliminacion de ooquistes en estos tratamientos a la semana cinco, al analisis
histopatoldgico se encontro la presencia de ooquistes en los tratamientos TN y F, lo cual
provocOd una coccidiosis subclinica en la udltima semana del experimento, con la
consecuente pérdida de proteinas plasmaticas, como se reporta por Fukata et al (1997),
Cordero et al (1999) y Saif et al (2008). Los tratamientos C y CF fueron infectados
anteriormente y es probable que el epitelio intestinal no se pudiera recuperar por completo,

ocasionando mala digestion-mala absorcion de nutrientes.

Enzimas
Los resultados de la determinacion de las enzimas ALT, AST y GGT no mostraron
diferencias estadistica significativas (p<0.05) entre tratamientos, los resultados se

presentan el cuadro 22.

Cuadro 22. Valores promedio de la determinacion de enzimas en el suero de los pollos

en el segundo muestreo (35 dias de edad).

ul/L
Tratamiento AST ALT GGT
TN 167 +49.3° 6.3+1.4° 14.2+2.08°
F 99.3+15.3° 4+0.57° 8.7+1.23°
C 155+39.2° 6.6+0.33° 18.1+3.47°
CF 153+4.9° 8+1° 18.8+1.32°

Valores t el error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
TN= Testigo Negativo (n= 3), F= expuesto a fumonisina (n= 3), C= expuesto a Eimeria spp (n= 3), CF= expuesto a
Eimeria spp mas fumonisina (n=3). AST=aspartatoaminotrasferasa, ALT=alaninaminotrasferasa,

GGT=gammaglutamiltrasferasa.

Los valores de AST, ALT, GGT vy bilirrubinas se encontraron dentro de los valores
descritos por Bowes et al (1989) y Del Bianchi et al (2005). En base a esto se puede notar
que el efecto crénico por la accion de las fumonisinas no es importante, quiza debido a que
las fumonisinas son hidrosolubles y esta propiedad hace que se eliminen del organismo
facilmente, pudiéndose encontrar solo cantidades traza apenas 24 horas después del retiro

de la micotoxina, tal como reportan Voss et al (2007).
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Bilirrubinas
Los resultados de la determinacion de bilirrubina total, bilirrubina directa y bilirrubina
indirecta no mostraron diferencia estadistica significativa (p < 0.05), tal como se aprecia en

el cuadro 23.

Cuadro 23. Resultados de la determinacién de bilirrubinas en el suero de los pollos

en el segundo muestreo (35 dias de edad).

mg/dL
Tratamiento Bilirrubina Total Bilirrubina Directa Bilirrubina Indirecta
TN 0.25+0.125° 0.11+0.093° 0.14 +0.038°
F 0.12+0.04° 0.04 +0.006 ° 0.08 +0.026 °
C 0.20+0.098 ° 0.11+0.065° 0.09+0.034°
CF 0.29+0.035° 0.13+0.055° 0.16 +0.052 °

Valores t el error estandar. Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
TN= Testigo Negativo (n= 3), F= expuesto a fumonisina (n= 3), C= expuesto a Eimeria spp (n= 3), CF= expuesto a

Eimeria spp méas fumonisina (n=3).

Prueba de transito gastrointestinal.

Los resultados de las dos pruebas de transito gastrointestinal que se efectuaron, se
muestran en el cuadro 24. No se encontrd diferencia estadistica significativa (p<0.05)

entre tratamientos en ninguna de las pruebas realizadas.

Cuadro 24. Resultados de las pruebas de transito gastrointestinal realizadas en los

pollos a los dias 14 y 34 de edad.

Minutos
Tratamiento Dia 14 de edad Dia 34 de edad
TN 158.6 + 16.49 ° 158.8+7.13°
F 154 +6.98° 167.1+8.65°
(o 138.1+10.13° 160+19.2°
CF 164.8+8.84° 126.6 +11.08 °

Valores * el error estandar. Literales diferentes en cada columna de cada muestreo indican diferencia estadistica
significativa (p<0.05).TN= Testigo Negativo (n= 3), F= expuesto a fumonisina (n= 3), C= expuesto a Eimeria spp (n=

3), CF= expuesto a Eimeria spp mas fumonisina (n=3).
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En la prueba de transito gastrointestinal no se encontrd variacion significativa del
tiempo de transito entre los tratamientos. Los tiempos de todos los tratamientos se
mantuvieron dentro de los rangos reportados por Whittow (2000), los cuales varian de 96
min.—156 min. Podemos asumir que la presencia de fumonisinas y preparado mixto de

Eimeria spp utilizadas en este estudio, no alteran el tiempo de transito en aves.
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CONCLUSION

La presencia de fumonisinas a una concentracion de 3 ppm/Kg de alimento en la dieta
de pollos de engorda no demostré repercutir en ninguna de las variables productivas
evaluadas en este estudio. La presencia de Eimeria spp con y sin fumonisinas afect6 la
ganancia de peso, consumo de alimento e indice de conversion de los animales cuando se
encontraban en la etapa aguda de la infeccion por Eimeria spp, a los 7dias post infeccion.

En este trabajo se notd que las fumonisinas aumentan el peso de higado, rifion e
intestino. El andlisis microscopico, de manera general revel6 mayor afectacién en las
células de los animales que consumieron la toxina. Es importante resaltar los hallazgos
encontrados a nivel microscopico en bazo y bolsa cloacal, en los cuales se observo
deplecion linfoide y apoptosis en los tratamientos en donde se emplearon fumonisinas,
hallazgo que sefiala a las fumonisinas como un posible factor de riesgo para el sistema
inmunoldgico de las aves, lo que las puede hacer susceptibles a enfermedades miscelaneas,
poniendo en riesgo la cadena productiva. Asi mismo, la eliminacion de ooquistes en heces
fue mayor en los animales alimentados con fumonisinas, lo cual sugiere una alteracion en
la respuesta inmune celular, sin embargo es necesario realizar estudios especificos para
evaluar dicha respuesta en futuros trabajos en los cuales se incluya a Eimeria spp.

La interaccion entre fumonisinas y Eimeria spp queda evidenciado por el mayor dafio
intestinal observado en duodeno, yeyuno e ileon, los cuales se han reportado previamente
en aves que consumen fumonisinas en el alimento y que se han infectado con Eimeria spp,
ambas por separado. A pesar de los resultados obtenidos en el intestino a nivel
microscopico, no se observo alteracion en el tiempo de pasaje gastrointestinal antes o
después de la infeccion por Eimeria spp, en los animales alimentados con fumonisinas.
Seria conveniente realizar un estudio en donde se complete un ciclo de engorda (42 6 49
dias), para evaluar el papel de la fumonisina con la presencia de Eimeria spp a largo plazo.

La evaluacion del hematocrito y la quimica sanguinea son herramientas de laboratorio
poco utilizadas en el &mbito avicola y que proporcionan informacién valiosa para evaluar
la funcion y la integridad celular incluso antes de tener una manifestacion morfolégica. En
este estudio fueron una herramienta excelente para valorar la funcién y estructura de
diversos organos en la etapa aguda y cronica de la intoxicacion por fumonisinas y la
infeccion por Eimeria spp.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se observa que la inclusion de

fumonisinas a una concentracion de 3 ppm / Kg de alimento (concentracién similar a la
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encontrada en el maiz proveniente del norte de México) de pollos de engorda infectados
con 100 000 ooquistes de un inéculo mixto de Eimeria spp, no afecta el desempefio
productivo de los animales, sin embargo, las aves mostraron una tendencia a favorecer el
establecimiento del parésito al estar presente la fumonisina. Es necesario el uso de otras
técnicas para corroborar dicha interaccion a nivel intestinal, y para evaluar alteraciones
inmunoldgicas y/o inflamatorias, como son la deteccion de interferon-y, la deteccion de IL-
8 o la presencia de linfocitos CD4+/ CD8+ en los sitios especificos de lesion. También es
necesario el uso de otras pruebas para la deteccion de dafios ocasionados por fumonisinas,
como la utilizacién de biomarcadores para la deteccion de las bases esfingoides

esfinganina: esfingosina en el suero.
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APENDICES

Apéndice |

Determinacion de micotoxinas

La determinacion de micotoxinas se realizd mediante el uso de columnas de
inmunoafinidad. Los kits empleados fueron el Fumonitest™ para la determinacion de
fumonisinas, el Aflatest™ para la determinacién de aflatoxinas y el Ocratest™ para la

determinacién de ocratoxina A, todos del laboratorio Vicam.

a) Determinacion de fumonisinas B; y B;

Para medir los niveles de fumonisinas, las muestras se prepararon mezclandolas con una
solucion de extraccion seguida del molido y filtracion. El extracto se pasé por la columna
Fumonitest™, la cual contiene anticuerpos especificos para las fumonisinas y estas se unen
a los anticuerpos en la columna. Posteriormente se lavd la columna para eliminar
impurezas. Después se paso la solucion de elucion por la columna con la finalidad de
remover las fumonisinas de la columna, dicha solucion se recolectd y se determiné la

concentracion de fumonisinas en un fluorémetro, ver figura 5.
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Extraccion de la muestra
Mezclan 25 g de la muestra molida con
2.5 g de Cloruro de Sodio mas 50 ml de
metanol:agua (80:20).
Se muelen a alta velocidad por 1 minuto

y posteriormente se filtran con filtro

aflautado.

J

/ Medicion de Fumonsinas \

Se aflade 1 ml de la mezcla del
desarrollador Ay el desarrollador B,
se lee después de 4 minutos en un

Fluorémetro calibrado.

o J

/ Dilucion y filtrado \

Se diluyen 5 ml del extracto en 25 ml de
buffer de lavado PBS/Tween 20 0.1%.
Posteriormente se filtra en un filtro de

microfibra de 0.1 um.

N J

Afinidad Cromatografica

Se pasan 10 ml del extracto diluido a través

de la columna.
La columna se lava con 10 ml de buffer de
lavado PBS/Tween 200.1% y

después con 10 ml de PBS.

Las fumonisinas se eluyen pasando 1 ml de

metanol grado HPLC a través de
la columna,
la solucidn eluida se colecta en un tubo

de ensayo.

Figura 5. Metodologia para la determinacion de fumonisinas mediante columnas de inmunoafinidad.

a) Determinacion de aflatoxinas

Para la determinacion de aflatoxinas, las muestras se mezclaron con una solucion de

extraccion, se molieron y se filtraron con filtro aflautado, el extracto se paso a través de

una columna Aflatest™ en la cual la toxina se une a anticuerpos especificos para

aflatoxina. La columna se lavé con agua para eliminar impurezas. Las micotoxinas se

eluyen al afiadir metanol y el eluido se recolectdé en viales para la determinacion de

aflatoxina mediante el uso del fluorémetro.

Para esta determinacion se llevo a cabo una modificacion de la técnica, en la cual se

reducen las cantidades utilizadas, con la finalidad de disminuir costos, ver figura 6.




Diluciodn y filtrado
Extraccion de la muestra
La mezcla obtenida se pasa por un filtro

aflautado, se toman 5 ml del primer
25g de muestra se mezclan con 2.5g de Cloruro de
filtrado y se diluyen en 20 ml de agua
Sodio y 50 metanol:agua,
destilada. La mezcla anterior se pasa
se muele por 1 minuto a maxima velocidad.
por un filtro de microfibra.

~

Cromatografia de afinidad
Medicién de Aflatoxinas ] )
De la solucion filtrada se pasa un mL a través de

la columna Aflatest™ por goteo lento.
Al eluido se le agrega el desarrollador,
Después se pasan diez mL de agua para
se mezcla y se lee en un fluorémetro
eliminar impurezas y finalmente se eluye con
después de 1 minuto.
1 ml de metanol grado HPLC.

J

J | Y,

J

Figura 6. Metodologia para la determinacion de aflatoxinas mediante columnas de inmunoafinidad.

b) Determinacion de Ocratoxina A
Para la determinacion de ocratoxina A las muestras molidas se mezclaron con una solucion
de extraccion, se molieron y se filtraron con filtro aflautado primero y con filtro de
microfibra después, el extracto se pasa a través de una columna Ochratest™ en la cual la
toxina se una a anticuerpos especificos para Ocratoxina A. La columna se lavo con agua
para eliminar impurezas. Las micotoxinas se eluyeron al afiadir metanol y se determind la

cantidad de Ocratoxina A mediante el uso del fluorémetro, ver figura 7.
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4 B

5g de muestra se mezclan con 2.5g de Cloruro

Extraccion de la muestra

de Sodio y 50 ml metanol:agua,

se muele por 1 minuto a mdxima veocidad.

N J

/ Medicién de Aflatoxinas

Al eliudo se le agrega el desarrollador,

~

se mezclay se lee en un fluorémetro

después de 1 minuto.

N _/

-

La mezcla obtenida se pasa por un filtro

Dilucion y filtrado

aflautado, se toman 5 ml
del primer filtrado y se diluyen en 20 ml
de agua destilada. La mezcla anterior

se pasa por un filtro de microfibra.

N

~

J

f Cromatografia de afinidad

De la solucién filtrada se pasa un ml a
través de la columna Ochratest ™ por goteo
lento. Después se pasan diez ml de
agua para eliminar impurezas y

finalmente se eluye con 1 ml

de metanol grado HPLC.

N

~

J

Figura 7. Metodologia para la determinacion de ocratoxina A mediante columnas de inmunoafinidad.
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APENDICE II

Produccién y mantenimiento de Eimeria spp

De un caso clinico de coccidiosis de campo se obtuvieron las heces de las aves
enfermas, estas fueron lavadas con agua corriente y centrifugadas a 2500 rpm por 3
ocasiones, el pellet obtenido fue colocado en una solucion de dicromato de potasio al 2.5%
(J.T Baker) -25 g de dicromato por un litro de agua destilada y se colocé una bomba de
pecera para favorecer la maduracién de los ooquistes.
Una vez confirmada la maduracion de los ooquistes la suspension tipifico y se colocé en

un frasco limpio hasta su empleo posterior.

Tipificacion del inéculo

Los ooquistes del indculo fueron tipificados en el Departamento de Parasitologia de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Campo 4, UNAM.

Para la tipificacion, se realiz6 una flotacion en solucion saturada de cloruro de sodio del
in6culo, se tomd una muestra y se coloco en un portaobjetos, se revisé en un Microscopio
Olympus CH-2 con el objetivo de 40 x. Los ooquistes se midieron a lo largo y ancho con
una escala en la que una unidad equivale a 6.36 um, de la misma manera se tomd en cuenta

la forma del ooquiste, cuadro 25.

Cuadro 25. Tipificacion del in6culo de Eimeria sp

Tamarno de los ooquistes Forma Especie
Largo (escala) pm Ancho (escala) pm
3 19.08 2.7 17.172 Ovoide E. tenella
3 19.08 2.5 15.9 ovoide E. tenella
3 19.08 2.6 16.536 ovoide E. tenella
3.2 20.352 2.7 17.172 ovoide E. tenella
3 19.08 2.3 14.628 ovoide E. tenella
3.2 20.352 3.0 19.08 ovoide E. tenella
3 19.08 2.7 17.172 ovoide E. tenella
3.2 20.352 2.5 15.9 ovoide E. tenella
g 19.08 2.4 15.264 ovoide E. tenella
3 19.08 3.2 20.352 ovoide E. tenella
g 19.08 2.5 15.9 ovoide E. tenella
3 19.08 2.0 12.72 ovoide E. tenella
g 19.08 2.2 13.992 ovoide E. tenella
3.2 20.352 2.5 15.9 ovoide E. tenella
3 19.08 2.6 16.536 ovoide E. tenella
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Ajuste de la cantidad de ooquistes del inéculo
Se realizo el conteo de ooquistes (Microscopio Leica CME, objetivo 10x), para esto se
hicieron diez conteos de ooquistes en 10 ul del in6culo (Pipetman ultra, Gilson 5-20 pl).

Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro 26.

Cuadro 26. Cantidad de ooquistes esporulados y no

esporulados en el indculo.

No. De conteo Ooquistes Ooquistes No  Cantidad total
Esporulados Esporulados

1 844 152 996
2 725 182 907
3 823 190 1013
4 793 310 1103
5 780 359 1139
6 898 396 1294
7 835 244 1079
8 867 335 1202
9 850 340 1190
10 744 206 950

) 8159 2714 10873

Prom. 815.90 271.4 1087.3

Se obtuvo una cantidad de 1087 ooquistes por 10 ul, lo que equivale a 108,700
ooquistes por ml. De la cantidad anterior 81590 eran ooquistes esporulados (75%) y 27140

eran ooquistes no esporulados (25 %).
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APENDICE IIlI.

Las imagenes de los 6rganos recolectados, tomadas durante la necropsia se muestran

continuacion.

Testigo Expuesto a Expuestoa Expuestoa
Negativo fumonisina Eimeria spp Eimeria spp mas
fumonisina

Figura 8. Fotografia del higado (H), bazo (B) y bolsa cloacal (BC) de los tratamientos al dia 35 de edad.

Expuesto a Eimeria spp Expuesto a Eimeria spp mas
fumonisina

Figura 9. Fotografia de duodeno (D), yeyuno-ileon (Y) y ciego (C) de los tratamientos al dia 35 de edad.
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