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RESUMEN

GARCIA HERNANDEZ GUILLERMO Determinacion de la longitud de las
vellosidades intestinales y la cantidad de Clostridium perfringens en pollos de
engorda de 6 semanas de edad aparentemente sanos. (Bajo la direccion de

Dra. Odette Urquiza Bravo, Dr. Néstor Ledesma Martinez).

Debido a que no existen estudios que establezcan la relacién entre la
longitud de las vellosidades intestinales y la cantidad de Clostridium perfringens,
agente causal de la enteritis necrotica en pollos de engorda, el objetivo del
presente estudio fue determinar por medio de estudios bacteriolégicos la
cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) de C. perfringens y medir
la longitud de las vellosidades intestinales en el yeyuno e ileon de pollos de
engorda de 6 semanas de edad aparentemente sanos, para determinar por
medio de la prueba de coeficiente de correlacién simple de Pearson si existe
relacion entre ambas variables. Se utilizaron 40 pollos de engorda Cobb 500 de
6 semanas de edad, divididos en dos grupos de 20 pollos cada uno, el grupo 1
fue sacrificado y procesado en granja y el grupo 2 en el laboratorio. Los
resultados obtenidos fueron para el grupo 1 de 0 UFC/g de intestino y para el
grupo 2 el promedio fue de 215 UFC/g de intestino. En los resultados del
estudio histopatoldgico, la longitud promedio de las vellosidades del yeyuno e
ileon en el grupo 1 fueron 1284.4 ym y 1299.3 pym, respectivamente, mientras
que en el grupo 2 la longitud fue de 1478.4 ym y 1384.2 ym en el yeyuno e
ileon, respectivamente. De acuerdo con los resultados antes expuestos, no

existe relacion entre la longitud de las vellosidades intestinales y la cantidad de
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C. perfringens en intestino de pollos de engorda de 6 semanas de edad

aparentemente sanos.
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1. INTRODUCCION

1.1 Enteritis necroética

La enteritis necrética (EN) es una enfermedad enterotoxémica® que
afecta principalmente al pollo de engorda,®* es causada por la infeccién con
Clostridium perfringens tipo A 'y C.° C. perfringens afecta a las vellosidades
intestinales lo que conlleva a una mala absorcion de nutrientes y en
consecuencia una mala nutricion de las aves.

La EN en aves domésticas fue descrita por primera vez en Inglaterra por
Parish en 1961, quien reprodujo la enfermedad con una cepa de Clostridium
welchii (Clostridium perfringens). Después se presentaron informes en casi
todo el mundo.?® En los Estados Unidos de América (EUA) y la Union Europea
(UE) se ha descrito el aumento en la mortalidad de pollos de engorda debido a
la EN.°

Clostridium perfringens es un bacilo Gram positivo, formador de esporas

subterminales ovaladas, anaerobio (aerofacultativo)*°®

que mide de 0.2 a4 pym
de ancho por 20 ym de largo, es un organismo mucolitico,’” tiene capsula y es
inmovil.° C. perfringens produce toxinas que son responsables de las lesiones y
los signos presentados por las aves. Los miembros de la especie Clostridium
perfringens se pueden clasificar en cinco tipos (A, B, C, Dy E) con base en la
produccion de cuatro toxinas principales alfa (a), beta (B), épsilon (¢) y iota (1)>®
(Cuadro 1) responsables de las lesiones y los signos presentados por las aves.
Los tipos involucrados en la EN principalmente son el A y C.3* La toxina a

producida por C. perfringens Ay C y la toxina 3 producida por C. perfringens C

son las responsables de producir la necrosis de la mucosa intestinal.
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La temperatura de 37°C,"*"" un pH de 5 a 8 y una actividad de agua del
substrato de 0.93 a 0.97° son 6ptimos para el crecimiento de C. perfringens.
Puede sobrevivir en condiciones extremas y por varios meses en el suelo'
gracias a que sus esporas son altamente resistentes al calor, la desecacion, los
acidos y muchos desinfectantes quimicos.’

Forma parte de la microbiota natural en los sacos ciegos y en menor

. . . 1,4,6,7,12-17 ¥4
cantidad en el intestino delgado de aves sanas. Es saprdfito que se

3,7,13,16

encuentra en suelo, por lo que también se puede aislar a partir de la

cama de las casetas, incubadoras, heces, polvo, alimento®® 181

y agua
: 18
contaminada.
En cultivo las colonias son lisas, redondas, brillantes, rodeadas por una
zona interna de hemolisis completa causada por la toxina theta (hemdlisis B) y
una zona exterior de hemolisis incompleta causada por la toxina alfa (hemolisis
a).’
Los pollos de engorda de 4 a 8 semanas de edad o mayores son mas

3,4,13,20

susceptibles, aunque la EN también se ha descrito en pavos, patos y

aves silvestres.>?° La mortalidad y la morbilidad puede llegar hasta 10% en
: : 13,20
parvadas sin tratamiento.

La via de transmisién es horizontal, debido a que C. perfringens puede
estar en la caseta, suelo, insectos, aves silvestres, roedores y alimento
contaminado. Respecto al alimento, fue hasta finales de los afios 1990 que
cobré importancia como vector para la transmision de C. perfringens.21

Los clostridia, al ser parte de la biota intestinal’”'2131619 gon

14,19

relativamente inocuos a menos que existan factores predisponentes como

la coccidiosis,?*?91318.1922 |3 impactacion parcial del intestino por ingestion de
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cama, grano o ambos, la falta de suministro de piedras insolubles (grid),

913 por restriccion alimenticia prolongada® y el tamario de la

cambios en la dieta,
particula del alimento menor a 4 mm, que pueden favorecer el crecimiento de
C. perfringens ya que no hay una apropiada maceracion del alimento en la
molleja y se aumenta la cantidad de proteina no digerida en intestino grueso.?
Otros factores que aumentan la cantidad de C. perfringens intestinal son
la formulacion alimenticia basada en cereales con alto contenido de
polisacaridos no amilaceos solubles como el trigo, centeno o cebada,1'3'9 asi
como la formulacién de las dietas con alto contenido de harina de pescado, que
era comun en el pas.e\do.“'6 Las dietas con proteina y altos niveles de

energia®>"

o proteinas de baja digestibilidad favorecen el crecimiento de
C. perfringens porque la bacteria dispone de mayor substrato utilizable en la
parte terminal del tracto digestivo, asi como por poseer aminoacidos
especificos para su metabolismo o por incrementar el consumo de agua
necesaria para catabolizar el exceso de proteina no digerida de la dieta.”

El uso de monensina reduce la poblacion de Lactobacillus spp e
incrementa la poblacién de Clostridium en el ileon." Los agentes
inmunodepresores como las micotoxinas ' y periodos largos de retiro del
coccidiostato, pueden incidir en la aparicién de dafnos causados por Eimeria
maxima 'y Eimeria acervulina,"® que ocasionan la salida de nutrientes al lumen
intestinal y favorecen el crecimiento de C. perfringens.®

En una revision de la literatura se encontré que el tipo de grasa de la
dieta también puede influir indirectamente en la microbiota, ya sea a través de

modificaciones de la viscosidad del alimento, de la velocidad de transito o de la

digestion en el intestino delgado." Se ha observado incremento de
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C. perfringens en animales alimentados con 10 % de una mezcla de sebo y
manteca en comparacion con 10 % de aceite de soya, a partir de los 14 dias de
vida.?® Los factores anteriores provocan alteracién de la homeostasis del
ambiente intestinal (disbiosis intestinal) lo que favorece el incremento de la
poblacién de Clostridium perfringens y por lo tanto, la produccion de sus
toxinas.>®

Las plagas como el escarabajo Alphitobius diaperinus pueden ser un
vehiculo transmisor de Clostridium perfringens y propiciar que se desarrolle la

enfermedad.?*?°
1.2 Patogénesis

Aunque todos los tipos de C. perfringens poseen los genes codificadores
para la toxina a, existen grandes variaciones en la cantidad producida e incluso
cepas que no la producen.

La mayoria de las toxinas de C. perfringens actuan sobre la membrana
de las células de las vellosidades intestinales. La toxina a posee propiedades
de fosfolipasa C, causa hidrdlisis de los fosfolipidos presentes en la membrana,

provoca lisis'®?

ademas, es hemolitica y dermonecrética y es considerada la
mas letal de las toxinas producidas por C. perfringens.®

Por otro lado, la toxina B forma poros en las membranas de células
sensibles y provoca necrosis hemorragica de la mucosa ademas, se han
observado signos nerviosos en animales domésticos.” Lo anterior es
importante debido a que la sitio blanco de las toxinas a y B es la capa epitelial
de la mucosa de las vellosidades intestinales. Cuando hay lisis de las

vellosidades intestinales se veran afectados los procesos fisiologicos de

absorcién de nutrientes.®
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C. perfringens produce también diversas enzimas hidroliticas que actuan
como factores de virulencia adicionales que favorecen la degradacién de
sustratos extracelulares y lisan células, lo que proporciona la salida al lumen
intestinal de nutrientes para su crecimiento,? ademas, C. perfringens accede a
la circulacion portal y a los conductos biliares, lo que resulta en
colangiohepatitis.®

La EN tiene 2 presentaciones, la subclinica, en la que las aves mueren
sin haber mostrado ningun signo y la presentacion clinica, en la cual las aves
se reunen en grupos, muestran el plumaje erizado, deshidratacion,>® depresion,
se encuentran en decubito esternal,’ con pérdida de peso1 disminucion en la

velocidad de crecimiento, aumento de la conversién alimenticia®®'

y
. 3,6,13,17,18 1
anorexia lo que provoca la muerte.” En algunos brotes se puede
observar diarrea,"*%? fiebre, heces oscuras, ocasionalmente con sangre.! El
tiempo de incubacion varia entre 7 y 10 dias.™
En la mayoria de los casos las lesiones intestinales son la unica lesion

313 aunque se ha informado hepatomegalia.®'

evidente,

Las lesiones macroscopicas en intestino se observan en la mucosa la
cual presenta necrosis coagulativa,3 que da una apariencia aterciopelada
conocida como toalla turca® y puede estar completamente reemplazada por
membranas diftéricas o pseudomembranas*'® de color gris-café o amarillo-
verde'® y restos celulares,” también puede observarse la presencia de coagulos
de sangre y hemorragias, aunque estas ultimas no son un hallazgo
frecuente."®'® El intestino puede encontrarse friable y distendido con gas."?*

61318 | a5 lesiones intestinales pueden estar confinadas al yeyuno e ileon, pero

también se pueden encontrar en el duodeno®*’ y el ciego.>
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En el higado, se presentan focos necréticos de 2 a 3 mm en la
superficie,” con aumento de tamario y palidez.! La superficie es suave al tacto y
con bordes redondeados. El parénquima subcapsular se encuentra firme,’® la
vesicula biliar aumentada de tamafio, delgada y con contenido claro y viscoso®
incluso puede romperse y causar peritonitis.”> Las canales o higados afectados
por EN son retirados de la linea en la planta procesadora.

Las lesiones microscopicas en el intestino se inician en el apice de la
vellosidad intestinal y se caracterizan por pérdida del epitelio, edema, necrosis
coagulativa y colonizacion bacteriana de la lamina propia expuesta, infiltrado
heterofilico y de células mononucleares, progresion de las lesiones hacia las
criptas, capa submucosa y muscular del intestino.?® La mucosa intestinal
presenta abundante fibrina mezclada con restos celulares adheridos a la
mucosa necrética dentro de este material se pueden observar bacterias
Gram positivas.*®’

En el higado puede observarse 2 tipos de lesiones: 1) inflamacion del
arbol biliar, que causa colangiohepatitis (es la mas comun) y, 2) hepatitis
multifocal, caracterizada histolégicamente por necrosis fibrinoide con o sin

respuesta inflamatoria.?’
1.3 Importancia econdémica

Hasta finales de los afios noventa del siglo pasado, la EN se tenia
controlada en la Union Europea con el uso de antibidticos promotores del
crecimiento (APC)1 como bacitracina, virginiamicina, avoparcina, lincomicina y
tilosina en el alimento, pero su uso quedo totalmente prohibido desde enero del
afio 2006, lo que ha provocado una mayor frecuencia de casos de EN."¢

9.14.18.19.28 por otro lado y a pesar de que en Estados Unidos de Ameérica y
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Latinoamérica todavia se permiten los APC, la incidencia de EN ha aumentado
en los ultimos cinco afos, aunque la causa de este aumento no ha sido
determinada.?'En la actualidad, se estima que del 35% al 40% de los pollos de

engorda en EUA y la UE padecen de infecciones por Clostridium perfringens.?

La EN ocasiona pérdidas anuales a la industria avicola mundial por 2
billones de dolares,® debido a que incrementa el porcentaje de decomiso de las
canales por el menor tamafo corporal, las lesiones hepaticas (hasta 12%) e
intestinales (hasta 4%).> Estas Ultimas afectan de forma significativa el
desempefo productivo de los pollos de engorda, debido a que al perder la
integridad de las vellosidades intestinales disminuye la absorcion de nutrientes
y se pierde la funcion de barrera protectora contra las infecciones microbianas
y virales.

En un analisis econdmico del impacto de la EN se calcul6 el costo del
alimento necesario para que las parvadas que sufrian EN subclinica alcanzaran
el peso vivo a la edad de mercado similar, al de las parvadas sanas, el cual se
incremento de $ 370.49 a $ 739.38 ddlares americanos por parvada.29

En México existen proyectos para normar el uso de antibiéticos para la
promocién del crecimiento y para metafilaxis (administracion masiva) en
animales.*

Para el diagnostico es mejor el envio de aves vivas para su sacrificio en
el laboratorio; aunque se pueden enviar aves recién sacrificadas. Cuando se
complica el envio de aves debido a restricciones sanitarias se puede enviar
contenido intestinal o frotis de las paredes intestinales.’

Para obtener un diagnostico acertado de EN es necesario tomar en

cuenta las lesiones macroscopicas y microscopicas en el intestino y si llegasen
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a presentarse en el higado, las cuales por si solas ayudan a obtener el
diagndstico presuntivo.

En el estudio histopatologico se puede observar gran numero de bacilos
Gram positivos tanto en las lesiones del intestino como en las del higado.

Para el diagnéstico definitivo se debe aislar el agente causal. Estos
resultados de laboratorio mas la historia clinica completa que incluya los
parametros productivos, el calendario de vacunacion, el cocciodiostato y la
dieta proporcionados a la aves y las lesiones macroscopicas y microscopicas
confirman el diagndstico de EN.

Otros métodos de utilidad para el diagnéstico de EN son el ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) el cual detecta las toxinas de C.
perfringens y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)° para los genes
que codifican las toxinas de C. perfringens.

1.4 Salud publica

La enteritis necrética no es una enfermedad zoondética sin embargo,
Clostridium perfringens tipos A y C producen enterotoxinas durante la
esporulacion, las cuales ocasionan enfermedades gastrointestinales en
humanos.>® C. perfringens tipo A produce diarrea y el tipo C produce enteritis
necrotica,>*>® debido a la contaminacién cruzada de la canal originada en el

proceso de eviscerado en la planta de procesamiento.>*'

Aunque la cantidad de C. perfringens detectada en el intestino de pollos
de engorda es variable, no existen estudios en México que indiquen cual es la
cantidad promedio asi como la relacién que guarda con la longitud de las

vellosidades intestinales.
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1.5 Hipétesis

Debido a que Clostridium perfringens es parte de la biota intestinal, no
existe una relacion entre el tamafio de las vellosidades intestinales con el
numero de Clostridium perfringens en el intestino de pollos de engorda de 6

semanas de edad aparentemente sanos.
1.6 Objetivo general

Determinar la relacion entre la longitud de las vellosidades intestinales
del yeyuno e ileon, asi como la cantidad de Clostridium perfringens en pollos
de engorda de 6 semanas de edad aparentemente sanos alimentados con una

dieta comercial.

1.7 Objetivos particulares

Realizar el conteo del numero de colonias de Clostridium perfringens en
yeyuno e ileon de pollos de engorda de 6 semanas de edad aparentemente
sanos alimentados con una dieta comercial.

Medir la longitud de las vellosidades intestinales del yeyuno e ileon de
pollos de engorda de 6 semanas de edad aparentemente sanos alimentados
con una dieta comercial.

Determinar la relaciéon entre la longitud de las vellosidades intestinales

del yeyuno e ileon, asi como la cantidad de Clostridium perfringens.



(12)
2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron 45 pollos de engorda (PE) hembras de la estirpe Cobb 500
de 1 dia de edad provenientes de una incubadora comercial; de los cuales
cinco pollitos de 1 dia de edad se emplearon para descartar alguna infeccion
mediante examen bacteriolégico general y estudios serologicos (aglutinaciéon
en placa para Salmonella sp, Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma.
synoviae).

Los 40 pollitos restantes fueron alojados en una caseta de ambiente
natural en el Centro de Ensefanza, Investigacién y Extensiéon en Produccion
Avicola (CEIEPAVvV) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ)
de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) desde el primer dia
hasta el final del estudio.

Los PE fueron alimentados desde el dia de edad y hasta el final del
experimento con una dieta basal sorgo (65 %) soya (25 %) y bacitracina
(0.030%) como antibiético promotor del crecimiento. El alimento y el agua se
proporcionaron ad libitum. Los PE fueron vacunados contra enfermedad de
Newcastle (ENC)/Influenza aviar via subcutanea con vacuna emulsionada y
ENC por via ocular a los 10 dias de edad conforme al programa establecido en
el CEIEPAv.

Al cumplir las 6 semanas de edad los PE fueron divididos de forma
aleatoria en dos grupos (1 y 2) conformado por 20 pollos cada uno y fueron
sacrificados en 2 lugares distintos, el grupo 1 fue sacrificado con toma de
muestras y procesamiento de las mismas directamente en la granja y el grupo

2 fue sacrificado y las muestras fueron tomadas y procesadas en el laboratorio
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de diagnéstico e investigacion en enfermedades de las aves del Departamento
de Medicina y Zootecnia de Aves de la FMVZ de la UNAM para comprar si
habia diferencia debida al tiempo de incubacién de las muestras, ya que las
muestras del grupo 1 permanecieron a temperatura ambiente por varias horas

en lugar de ser introducidas a 37°C inmediatamente como fue en el grupo 2.
2.2 Analisis serolégico

De los 40 pollos de engorda, a las 6 semanas se seleccionaron al azar 5
aves de las cuales se tomaron muestras de suero para realizar examenes
seroldgicos (inhibicion de la hemoaglutinacién para ENC, aglutinacién en placa
para Salmonella sp, Mycoplasma gallisepticum 'y Mycoplasma. synoviae).

Los estudios serologicos se realizaron para descartar que estos agentes
estuvieran afectando la salud de las aves y por lo tanto influir en los resultados

obtenidos.
2.3 Aislamiento de Clostridium perfringens

El alimento se retird6 8 horas previas al sacrificio para permitir el
adecuado vaciado del intestino® y por lo tanto facilitar la toma de muestras
para el aislamiento de C. perfringens y la fijacion de yeyuno e ileon para el
estudio histopatoldgico.’

Para la obtencion de la muestra se amarraron 5 cm de la ultima porcion
del yeyuno junto con 5 cm de ileon de los pollos de ambos grupos por
separado en condiciones asépticas y se procesaron de la siguiente manera.

Un gramo de cada muestra se macerd por separado y se deposité en
9ml de Solucion Amortiguadora de Fosfatos (PBS) estéril, se realizaron
diluciones décuples de 10" hasta 10°. Posteriormente se sembraron 3 gotas

10,11

de 20 pl de cada dilucién en agar gelosa sangre y se incubaron durante 24
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a 48 hrs a 37°C"®"%"" en condiciones de anaerobiosis con el sistema

k.11 Al término de la incubacion se realizo el conteo de las colonias

gaspac
por observacion macroscépica con la ayuda de una lupa a partir de la caja en
cuya dilucién fue factible realizar el conteo. De cada dilucién se tomd una
muestra de las colonias obtenidas que fueran sospechosas a C. perfringens
(con hemdlisis doble)® para realizar frotis y tincion de Gram, a las colonias que
presentaron morfologia bacilar Gram positiva se les realizé la prueba de
catalasa.'® Una vez obtenidas estas colonias se llevé a cabo la identificacion

3,15

por medio de las pruebas bioquimicas™ ' glucosa?, maltosa,? lactosa®, sucrosa?®,

d23101% v Jeche tornasolada.” Los

indol®, asi como evaluacion de la motilida
resultados se reportaron como numero de colonias por gramo de muestra.

Para estimar el numero de bacterias las colonias con morfologia similar,
se clasificaron y una vez identificadas se toma una colonia (representativa por
grupo) y se realizé la identificacion, una vez obtenida la especie bacteriana se
realizd una primera cuenta de las UFC presentes en las cajas, después de
obtener el total de UFC por caja se realiz6 la estimacion en base a la dilucién
correspondiente33 resultando en el total que se reporta en el capitulo de

resultados del presente estudio.

2.4 Estudio histolégico

De los mismos pollos utilizados en el estudio bacteriolégico se tomaron
20 muestras de yeyuno y 20 muestras de ileon con una longitud de 1 cm. Las
muestras se obtuvieron de la parte caudal del yeyuno y la parte craneal del

ileon, a partir de las muestras tomadas para bacteriologia.

" BD Gas pack™ USA. 21152
“ BD Difco™ USA. 07417
" BD BBL™ Litmus Milk USA. 07417
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Cada muestra fue cortada longitudinalmente por la luz del 6rgano para
exponer la mucosa. Una vez realizado el corte los 6rganos se engraparon en
tarjetas de carton por los extremos, con la tunica serosa del intestino en
contacto con la tarjeta y, por lo tanto, la tunica mucosa libre para mayor
superficie de contacto con el formol, mejor fijacion del érgano y preservar la
integridad de las vellosidades intestinales. Posterior al montaje, la tarjeta se
introdujo en frascos con formalina amortiguada al 10% para su fijacién,
procesamiento y corte.**

Se realiz6é un corte transversal de los segmentos de intestino obtenidos.
Las muestras se procesaron segun el método convencional de inclusion en
parafina34 posteriormente estos cortes se tifieron con hematoxilina-eosina.**
Una vez obtenidas las laminillas se midieron 30 vellosidades intestinales de
cada muestra en forma aleatoria, con el unico criterio de que estuvieran
integras.>®

Las vellosidades se midieron a partir de la cripta hasta el apice de la
vellosidad con un microscopio Optico con el objetivo 4x, adicionalmente se
utilizé una camara para la proyeccion de imagenes de microscopia en directo

de alta resolucion’ y un programa de computadora especializado.

2.5 Analisis bacteriolégico adicional

En forma adicional de los 40 pollos sacrificados para aislamiento de
Clostridium perfringens e histopatologia, fueron seleccionados al azar 5 aves y
se tomaron muestras de higado, bazo, corazén, pulmén y duodeno, para

realizar un estudio bacterioldgico general. Este estudio se realizo para

T Motic. Moticam 2500TM China. 70-305
T Motic Images Plus 2.0TM China. 70-305
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descartar que algun agente extrafio pudiera estar presente y por lo tanto influir

en los resultados obtenidos.
2.6 Analisis estadistico

Se utilizé la prueba de Coeficiente de correlaciéon simple de Pearson,*®
para determinar si existe relacion entre el numero de bacterias presentes en el
yeyuno e ileon y la longitud de las vellosidades intestinales.

Se contaron 30 vellosidades intestinales de yeyuno e ileon, la cantidad
de vellosidades intestinales medidas esta sustentado en el teorema del limite
central, el cual asegura que si se toman 30 muestras, la distribucion de la

media es una distribucién normal con media y varianza confiables.®®
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3. RESULTADOS

3.1 Estudio serolégico

Los analisis seroldgicos realizados a los 5 pollitos de 1 dia de edad
fueron negativos a la presencia de anticuerpos contra a Salmonella sp,
Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma. synoviae y resultaron positivos a
enfermedad de Newcastle, con media geométrica de 10.55, que corresponden
a anticuerpos maternos.

Por otro lado los analisis serologicos realizados a los 5 pollos de 6
semanas de edad fueron negativos a la presencia de anticuerpos contra a
Salmonella sp, Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma synoviae y resultaron
positivos a enfermedad de Newcastle, con medias geométricas de 588.1 para
el grupo 1y 294 para el grupo 2, que corresponden a anticuerpos vacunales.

3.2 Aislamiento de Clostridium perfringens

El grupo 1 fue negativo a la presencia de Clostridium perfringens en
todas las aves, unicamente fueron encontradas otras bacterias de biota
intestinal como Staphylococccus aureus y Actinomyces sp (Cuadro 2).

En el grupo 2 se aisloé C. perfringens a partir de 6 muestras de intestino
en la region del yeyuno e ileon. El promedio de C. perfringens fue 215 UFC/g.
Asimismo, fueron aisladas otras bacterias de biota intestinal como

Acinetobacter calcoaceticus, Staphylococccus aureus entre otras (Cuadro 3).
3.3 Estudio histopatolégico

La longitud promedio de las vellosidades en el yeyuno del grupo 1 fue
1284.4 ym con un rango entre 905.73 ym y 1488.1 um. La desviacion estandar
fue 38.418 (Figura 1). La longitud promedio de las vellosidades del ileon

grupo 1 fue 1299.3 uym con un rango entre 805.9 ym y 1563.8 ym. La
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desviacion estandar fue 1299.3 (Figura 1). Las figuras 2, 3, 4 y 5 muestran el
aspecto de las vellosidades del grupo 1.

En el grupo 2, la longitud promedio de las vellosidades del yeyuno fue
1478.4 pm con un rango entre 1311.3 ym y 1631.4 um. La desviacion estandar
fue 103.1 (Figura 6). La longitud promedio de las vellosidades del ileon fue
1384.2 ym con un rango entre 1190 um y 1486.3 ym. La desviacion estandar
fue 111.9 (Figura 6). Las figuras 7, 8, 9 y 10 muestran el aspecto de las
vellosidades del grupo 2. En ninguna de las muestras analizadas fueron
encontradas lesiones aparentes.

3.4 Estudio bacteriolégico adicional

El analisis bacteriologico general realizado a los 5 pollitos de 1 dia de
edad asi como a los 5 pollos de 6 semanas de edad a partir de muestras de
higado, bazo, corazén, pulmén y duodeno fueron negativas al crecimiento
bacteriano en todos los 6rganos.

3.5 Estudio estadistico

No se encontrd relacion estadisticamente significativa entre la longitud
de las vellosidad intestinales y la cantidad de Clostridium perfringens en ambos

grupos, los coeficientes de muestran en el cuadro 4.

Cuadro 4 Coeficiente de correlacion entre aislamiento de C. perfringens y la longitud de

vellosidades intestinales en pollos de engorda aparentemente sanos de 6 semanas de edad

Porcién Grupo 1 Porcién Grupo 2

intestinal intestinal

Yeyuno r=0NS Yeyuno r=-0.0277 NS
lleon r=0 NS lleon r=-0.1205 NS

r= coeficiente de correlacion
NS= no significativo
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4. DISCUSION

Con la propuesta de regulacion del uso de antibiéticos promotores del
crecimiento (APC) en México,*® y el crecimiento en la demanda del consumidor
por adquirir productos libres de APC, es probable que se incremente la
frecuencia de EN en las parvadas comerciales; por ello es importante para los
Médicos Veterinarios especialistas en aves conocer la incidencia de C
perfringens, la cantidad de UFC que pueda considerarse normal, asi como el
tamarfio de las vellosidades intestinales en PE sanos en México.

El grupo 1 del presente estudio fue negativo al aislamiento de C.
perfringens, lo anterior no concuerda con lo encontrado por Svobodova et al.,
(2007)% en un estudio en el cual publicaron la incidencia de C. perfringens en
pollos de engorda sanos Cobb 500, alimentados con pellet comercial con
coccidiostato. En ese estudio fueron obtenidas 609 muestras de 23 granjas
avicolas de produccion intensiva. El numero total de muestras negativas fue de
497 (81.61%) y obtuvo 112 muestras positivas (18.39%) con un promedio 10°
UFC/g. Por otra parte, difiere con el grupo 2 de este estudio en el cual se
obtuvo 30 % de muestras positivas con unicamente 215 UFC/g de muestra.

En el estudio de Batalle et al., (2009)*® que se realizo en pollos de
engorda de 7 a 49 dias de edad, se evaluo la cuenta de C. perfringens por
gramo de 390 muestras de intestino de 78 granjas, encontraron que sélo los PE
con valores por arriba de 10" UFC/g presentaban lesiones en intestino delgado,
y en el 82% de las muestras la cuenta de C. perfringens fue menor o igual a
10° UFC/g; ademas no hubo relacion significativa entre las edad de las aves y
el contenido intestinal de C. perfringens.*® Estos resultados son compatibles

con lo descrito en el presente estudio, ya que los pollos positivos a
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C. perfringens cuyo promedio fue mucho menor a 10’ UFC, no tuvieron
lesiones en intestino delgado.

En el estudio realizado por Lu et al., (2003)* con PE Ross, se describié
la microbiota intestinal a diferentes edades (3, 7, 14, 21, 28 y 49 dias) mediante
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los PE fueron
alimentados con una dieta base de maiz-soya y solo se encontro C. perfringens
en el ileon en el dia 3 de edad, mientras que la deteccién fue negativa para los
muestreos de 7, 14, 21, 28 y 49 dias. Debido a que no fue encontrado
C. perfringens en el lapso del muestreo entre los 7 a 49 dias, lo mas probable
es que no estuvo presente en el dia 42. Lo anterior es compatible con los
resultados obtenidos unicamente en el grupo 1 del presente estudio que se
realizo a los 42 dias de edad. Por otra parte, difieren con los resultados del
grupo 2 en donde los pollos 1, 7, 8, 11, 17 y 18 fueron positivos al crecimiento
de C. perfringens. (Cuadro 5).

Shakouri et al., (2009)*° realizaron un experimento con un total de 288
pollos de engorda Cobb y fueron distribuidos en grupos de seis aves por jaula
con pesos iguales en cada grupo. Los pollos fueron asignados a uno de ocho
dietas experimentales que se basaron en cebada, maiz, sorgo y trigo, con o sin
suplemento. Al final de las 4 semanas se tomaron muestras de 1 gramo de
molleja, ileon y ciegos de cada ave. Para el aislamiento de C. perfringens se
utiliz6 agar de yema de huevo, los cultivos se incubaron en condiciones
anaerobicas a 39° C durante 24 horas. Los resultados que obtuvieron del
conteo de C. perfringens en ileon fueron para la dieta de sorgo sin suplemento
de 42.8 UFC/g y con suplemento de 35.5 UFC/g. Estos resultados son menores

a lo encontrado en promedio en el grupo 2 del presente estudio, la diferencia
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entre ambos experimentos fue que en Shakouri et al., utilizaron una dieta 100%
basada en el sorgo mientras que en el presente estudio se utilizo una dieta
sorgo (65 %) soya (25 %), sin embargo los resultados del grupo 1 son menores
a lo reportado por Shakouri et al.

En este estudio se utilizd el sorgo para la alimentacion de las aves,
porque es el principal grano utilizado como fuente de energia en la
alimentacién animal en México*'. Esta dieta pudo ser un factor que influyera en
la cantidad de C. perfringens, debido a que se ha documentado que las dietas
formuladas con en trigo, centeno y cebada favorecen el crecimiento de C.
perfringens.’*° Por lo anterior y debido a que es poco probable que cambien
los granos utilizados en la dieta de las aves, es posible que la EN no sea
frecuente en México; sin embargo, si los APC utilizados en la dieta de aves
fueran suspendidos los casos podrian aumentar como ha sucedido en la Unidn
Europea.

Los aislamientos de Staphylococccus aureus y Alcaligenes faecalis
obtenidos de las muestras de duodeno-yeyuno de las aves del presente estudio
son compatibles con lo descrito por Lu et al., (2003) quienes describieron que
dichas bacterias son parte de la biota intestinal, mientras que Acinetobacter
calcoaceticus es un microorganismo que forma parte de la biota nativa de la
piel.*?

En relacién con la longitud de las vellosidades intestinales, Shakouri et
al., (2009) midieron la cantidad de C. perfringens y la morfometria de las
vellosidades del yeyuno en pollos de engorda Cobb de 4 semanas, los pollos
fueron alimentados con 8 dietas. Las muestras fueron fijadas en formol y

procesadas e incluidas en parafina. Las secciones se cortaron con un espesor
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de 5 pym y se tiferon con hematoxilina y eosina. La medicion de las
vellosidades se obtuvieron mediante un programa de computadora
especializado (SPOT 3.1; Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, USA),
determinaron la altura de las vellosidades desde el apice de las vellosidades a
la union de vellosidad-cripta, el ancho de las vellosidades y la profundidad de
las criptas. La altura de las vellosidades del yeyuno fueron para sorgo sin
suplemento 963.6 ym y con suplemento 1037.6 um, lo cual difiere con los
resultados promedio obtenidos para yeyuno en el grupo 1 y 2 del presente
estudio que fueron 1284.4 ym. y 1478.4 pm respectivamente, que es mayor a
lo reportado por Shakouri et al., (2009) en dietas de pollos Cobb alimentados
con sorgo.

En otro estudio realizado por Leone et al., (2003)*® evaluaron el efecto
de diferentes probidticos en la estructura de la mucosa intestinal y en su ultra
estructura en pollos de engorda Cobb, de 42 dias de edad alimentados con una
dieta base maiz-soya. Se tomaron muestras de yeyuno, duodeno e ileon para
medirse altura, perimetro y profundidad mediante un analizador de imagenes
Kontron Elektronik (Video Plan), conectado a un microscopio binocular. La
altura de las vellosidades se midi6 desde la region basal de las vellosidades
hasta el apice en forma similar en que se midieron en el presente estudio. Los
resultados que obtuvieron con una dieta basada en maiz y soya de yeyuno fue
de 928.20 um y en ileon 616.95 ym. Estos resultados se encuentran dentro del
rango menor obtenidos para el grupo 1 en el presente estudio en el cual los
valores menores encontrados en las vellosidades de yeyuno fue de 905.7 ym a

997.3 pm.
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Este trabajo es considerado un primer estudio sobre la longitud de las
vellosidades intestinales en México, en pollo de engorda sanos de 6 semanas
de edad alimentados con una dieta comercial y bacitracina como antibiético
promotor de crecimiento, no existe informacion que relacione la longitud de las
vellosidades intestinales y la presencia de C. perfringens bajo las condiciones
anteriormente citadas. Se sugiere realizar mas trabajos por todo el pais, con
diferentes dietas, edades y estirpes de aves, para poder obtener un panorama
mas amplio y entonces determinar cual es la longitud esperada de las
vellosidades intestinales en pollos de engorda en México.

En otros estudios no se indica la porcion precisa de intestino seccionada,
por lo cual es posible que al no tomar en cuenta que las muestras no
correspondan al mismo segmento y el procesamiento es distinto, puedan

mostrar longitud de la vellosidad diferente a las de este trabajo.
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5. CONCLUSIONES

No existid relacién entre la tamano de las vellosidades intestinales y la
cantidad de Clostridium perfringens en pollos de engorda sanos de 6 semanas
de edad bajo las condiciones del presente estudio.

Se sugiere realizar mas trabajos para conocer la cantidad de UFC/g de
C. perfringens en pollos de engorda aparentemente sanos de distintas estirpes,

edades y dietas.
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Cuadro 1.
Clasificaciéon de Clostridium perfringens con
base en la produccion de sus toxinas®*

Tipo/Toxina | Alfa Beta Epsilon lota
(@ | (B () (1

A ++ - - -

B + + + -

C + + - -

D + - + -

E + - - +

Cuadro 2.

Estimacion de la cantidad de especies bacterianas aisladas del
estudio bacteriologico en el grupo 1 pollos con toma de muestra en

granja
Ave | Bacteria aislada UFC/g |Ave| Bacteriaaislada |UFC/g
1 Staphylococccus aureus 160 10 | Staphylococccus aureus 160
Actinomyces sp 5830 Actinomyces sp 4160
2 Staphylococccus aureus 330 11 | Staphylococccus aureus 160
Actinomyces sp 6270 Actinomyces sp 5380
3 Staphylococccus aureus 1280 12 | Staphylococccus aureus 160
Actinomyces sp 5610 Actinomyces sp 2550
Actinomyces sp 4550 14 | Staphylococccus aureus 110
5 Staphylococccus aureus 500 Actinomyces sp 2440
Actinomyces sp 4610 15 | Staphylococccus aureus 550
Actinomyces sp 2940 Actinomyces sp 1270
7 Staphylococccus aureus 50 17 | Staphylococccus aureus 160
Actinomyces sp 2160 Actinomyces sp 1050
9 Staphylococccus aureus 160
Actinomyces sp 5610

*Las claves 8,13,16,18-20 no tuvieron crecimiento.
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Cuadro 3.

Estimacion de la cantidad de especies bacterianas aisladas del estudio
bacteriolégico en el grupo 2 pollos con toma de muestra en laboratorio

Pollo Bacteria aislada UFC/g| Pollo Bacteria aislada UFC/g

1 Acinetobacter calcoaceticus | 1890 9 Acinetobacter calcoaceticus 550
Staphylococccus aureus 6670 Staphylococccus aureus 1830
Alcaligenes faecalis 1440 10 Acinetobacter calcoaceticus 220
Clostridium perfringens 270 Staphylococccus aureus 5330

2 Acinetobacter calcoaceticus | 3330 11 Acinetobacter calcoaceticus 50
Staphylococccus aureus 16770 Staphylococccus aureus 104
Alcaligenes faecalis 1440 Clostridium perfringens 100
Actinomyces sp 50 12 Staphylococccus aureus 890

3 Acinetobacter calcoaceticus | 2220 13 Staphylococccus aureus 500
Staphylococccus aureus 4940 14 Staphylococccus aureus 2330

4 Acinetobacter calcoaceticus | 880 15 Acinetobacter calcoaceticus 50
Staphylococccus aureus 400 Staphylococccus aureus 8610
5 Acinetobacter calcoaceticus | 1170 16 Staphylococccus aureus 1170
Staphylococccus aureus 4170 17 Acinetobacter calcoaceticus 500
Actinomyces sp 50 Staphylococccus aureus 4000

6 Acinetobacter calcoaceticus 720 Clostridium perfringens 100
Staphylococccus aureus 8000 18 Acinetobacter calcoaceticus 440
Actinomyces sp 50 Staphylococccus aureus 5610

7 Acinetobacter calcoaceticus 440 Clostridium perfringens 500

Staphylococccus aureus 1890 19 Acinetobacter calcoaceticus 50
Actinomyces sp 220 Staphylococccus aureus 1670

Clostridium perfringens 220 20 Acinetobacter calcoaceticus 610
8 Acinetobacter calcoaceticus 220 Staphylococccus aureus 3670
Staphylococccus aureus 9000
Clostridium perfringens 500
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Cuadro 5.

Cuadro comparativo de la cantidad de UFC de Clostridium perfringens
encontradas en ileon de pollos de engorda con diferente alimentacion

Dieta

Sorgo-Soya

Soya

Sorgo c/suplemento

Sorgo s/suplemento

Presente estudio

Lu et al., 2003

Shakouri et al., 2009

6 semana

grupo 1

0 UFC

6 semana

grupo 2

215 UFC

1-7 semanas 4 semanas

0 UFC

35.5 UFC

4 semana

42.8 UFC
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Figura 1.
Resultados del estudio histolégico en el grupo 1 pollos con toma de muestra en granja
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Figuras 2y 3.
Foto micrografia del yeyuno (mucosa) del grupo 1 donde se observa a) tejido epitelial
cilindrico simple b) cripta de la mucosa intestinal c) tejido conectivo en el centro de la
vellosidad d) muscular de la mucosa. Hematoxilina y eosina. 4x
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Figuras 4y 5.
Foto micrografia del ileon (mucosa) del grupo 1 donde se observa a) tejido epitelial
cilindrico simple b) cripta de la mucosa intestinal c) tejido conectivo en el centro de la
vellosidad d) muscular de la mucosa. Hematoxilina y eosina. 4x

Longitud de las vellosidades grupo 2
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Figura 6.
Resultados del estudio histolégico grupo 2 pollos con toma de muestra en laboratorio
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Figuras 7y 8.
Foto micrografia del yeyuno (mucosa) del grupo 2 donde se observa a) tejido epitelial
cilindrico simple b) cripta de la mucosa intestinal c) tejido conectivo en el centro de la
vellosidad d) muscular de la mucosa. Hematoxilina y eosina. 4x

9 (10)
Figuras 9y 10.
Foto micrografia del ileon (mucosa) del grupo 2 donde se observa a) tejido epitelial
cilindrico simple b) cripta de la mucosa intestinal c) tejido conectivo en el centro de la
vellosidad d) muscular de la mucosa. Hematoxilina y eosina. 4x
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