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RESUMEN

El presente estudio constituye la primera parte pielyecto de investigacion
“Desarrollo e implementacion de métodos para distiver enteritis necrotizante causada por
C. perfringensen aves de corral”’, inscrito en la Vicerrectoria bhvestigacion de la
Universidad Nacional, bajo el codigo IFEG 40.

La enteritis necrética es una enfermedad produgateC. perfringensque ocasiona
pérdidas millonarias en la industria avicola a himeindial, ademéas del impacto sobre el
bienestar animal, ya que la morbilidad puede alaekz80% y ante la falta de un diagnéstico
de laboratorio rapido y certero, la mortalidad puedcilar entre un 35% a 50%. En nuestro
pais elC. perfringensocasiona problemas principalmente en gallinasadtupa comercial y
en reproductoras pesadas, asociados principalrakestrés de la produccion.

Este estudio tuvo como objetivo la creacion de uwmcb de aislamientos
bacterioldégicos compatibles c@h perfringensa partir de brotes clinicamente sospechosos de
la enfermedad, para lo cual se estandariz6 ungolmtdacterioldgico especifico.

Durante el estudio se atendieron siete brotes,esesves de postura comercial entre
las 61 y 70 semanas y solamente uno en aves repooas pesadas de 40 semanas. Asimismo
y con el objetivo de manejar muestras procederges/és clinicamente sanas, se visitaron dos
lotes de aves de postura comercial entre las Zlsadanas de edad.

En cada uno de los casos clinicos se recolectanmo @ves vivas y utilizando un
guante plastico estéril, se tomd 1.5 kilos de atimeLa muestra del agua fue depositada en
una bolsa plastica estéril. Tanto las aves comanlasstras del alimento y el agua, fueron
trasladadas a los laboratorios de Patologia AviBagteriologia, de la Escuela de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional.

Se siguid el mismo procedimiento cuando se visigdos lotes de aves de postura
comercial clinicamente sanas, a excepcion del ralgheraves vivas, que en este caso fue de
dos.

Los principales signos clinicos observados en las a&nfermas fueron depresion,
deshidratacion, diarrea y plumas erizadas. A laopsia los hallazgos anatomopatoldgicos
mas relevantes fueron el dafio a la mucosa intégtman 81% de las aves procesadas y la
presencia de gas en intestino delgado en un 28%ntMs que las aves clinicamente sanas
Unicamente presentaron a nivel intestinal hipergnmésve dafio a la mucosa.

De cada una de las aves se extrajo y analiz6 ¢éwmiolo intestinal (yeyuno-ileon y
ciegos) y el higado, las cuales junto a las magste alimento y agua fueron procesadas en el
Laboratorio de Bacteriologia.

Se logré un total de 40 aislamientos compatibbes@ perfringensa partir de las aves
clinicamente enfermas, de los cuales 27 fueronrtir pi& intestino y 13 a partir de higado.
Ademas se obtuvo seis aislamientos provenientdgsdalimentos consumidos durante los
brotes. Las muestras de agua fueron todas negativas

De las visitas a los lotes clinicamente sanokgé un total de 19 aislamientos de los
cuales trece se aislaron a partir del contenidesiimal, y seis de higado. A partir de los
alimentos; nueve aislamientos y de las muestrasgda, otros seis aislamientos compatibles
conC. perfringens

En total se logro obtener y dejar un banco de iSthraientos compatibles co@.
perfringens



ABSTRACT

This study is the first part of the research proj@evelopment and implementation of
methods to diagnose necrotizing enteritis cause@.bgerfringensin poultry”, inscribed on
the Vicerrectoria de Investigacion of Universiddational, under the code IFEG 40.

Necrotic enteritis is a disease causedhyPerfringenscausing millions in losses to
the poultry industry worldwide, as well as the irapan animal welfare, since the morbidity
of the disease may reach 80%, and in the absereceapid and accurate laboratory diagnosis,
mortality ranges may oscillate beetwen 35 % to 50P6ur country, th&. perfringenscauses
problems mainly in commercial egg laying birds iosfjure and heavy breeders, mainly
associated with stress of production.

The objetive of this study was to create a bankaudteriological isolates compatible
with C. pefringensfrom clinically suspected outbreaks of the dise&sethis we standardized
specific bacteriological protocol.

During the study there were seven outbreaks intpoin six egg laying birds between
61 and 70 weeks and only one in heavy breedingshimd40 weeks. Likewise, with the
objetive to study samples from clinically healthiyds were visited two lots of egg laying
birds between 21 to 29 weeks of age.

In each of the clinical cases were collected five birds and using a sterile plastic
glove, we took 1.5 kilograms of food. The water pmwas placed in a sterile plastic bag.
Both birds as samples of food and water, were fearsl to Avian Pathology and
Bacteriology laboratories, of Escuela de Medicireévinaria of Universidad Nacional.

The same procedure was followed when we visiteditltelots of clinically healthy
egg laying birds, with the exception of the numdbielive birds, which in this case was two.

The main clinical signs observed in diseased biwdsre depression, decay,
dehydration, diarrhea and disorganized feathers. the necropsy the principal
anatomopatholigical findings in these birds were damage at the gut mucosa by 81% of the
processed birds, and the presence of gas in smialyg28%. While the healthy clinically
birds only presented hyperaemia and a mild damagei gut mucosa.

Of every one bird was extracted and analyzed ttestimal contents (jejunum — ileum
and caecum) and liver, which along with food andewasamples were processed at the
Laboratory of Bacteriology.

We achiieved a total of 40 isolates compatiblenv@t perfringensfrom clinically
diseased birds, 27 of which were from gut, and rb&fliver. In addition, we obtained six
isolates from foods consumed during outbreaks. Y\sateples were all negative.

Of visits to healthy lots, we achieved a total 8fidolates of which 13 were isolated
from intestinal contents, and six of the liver. fréood, nine isolates and from water samples,
six isolates compatible witG. perfringens

In total we achieved to obtain and leave a bankisglates compatible wittC.
perfringens.



1. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes.

Regularmente las infecciones clostridiales en aeessocian con cuatro padecimientos
principales: la enteritis ulcerativa causada postridium colinum enteritis necrotica
producida polC. perfringensla dermatitis gangrenosa que se asociaGqgperfringensy C.
septicumy el agente etiolégico del botulismo causado@adootulinum(Barneset al., 2003).

C. perfringensha sido asociado con erosiones en la molleja #aspévenes (Barnes
et al, 2003) y otras patologias en aves incluyendorerddad maligna aviar y dermatitis
gangrenosa entre otras (Craveh al, 2001). Ademas se han aislado otras especies de
Clostridiumspp. esporadicamente, incluyénd@edifficile, C. fallax, C. novyi, C. chauvoei,
C. sordelliiy C. sporogendBarneset al, 2003).

En las enfermedades clostridiales, las toxinas ymidds son generalmente las
responsables de la presentacién patoldgica (Banhes, 2003; Universidad de Mississipi,
[s.f]). En otros casos, el organismo es relativam@mocuo a menos que existan cofactores
tales como: ingredientes de la dieta o cambios stiese estrés, coccidiosis, o infecciones
inmunosupresoras como infeccion de la Bursa (Erddad de Gumboro), Anemia Infecciosa
Aviar u otros agentes infecciosos (Garlich, 199%rm@s et al, 2003, Universidad de
Mississipi, [s.f]). Igualmente el uso de drogas rdepras del sistema inmune como la
ciclofosfamida, pueden incrementar la susceptidieén animales durante la fase de levante
(Cowenet al, 1987). Un desequilibrio de este tipo propicigtaliferacion acelerada de las
bacterias en cuestion de dias (Garlich, 1999).

Algunos estudios han encontrado queperfringenses la principal bacteria anaerobia
obligada en el intestino de las aves, encontrangidseipalmente en ciego e intestino delgado
en cantidades variables; sin embargo otros traltsgs la han reportado esporadicamente
(Shaneet al, 1984; Garlich, 1999; Barnes al, 2003). Ademas, el agente se ha detectado en
molleja, buche y saco vitelino indicando esto laipitidad de una transmisién vertical (Shane
et al, 1984; Garlich, 1999).

La enteritis necrotica fue descrita por primera pez Parish en 1961 y desde entonces
ha sido reportada en la mayoria de las producciavieslas alrededor del mundo (Keybetn
al., 2006). Esta es una enfermedad esporadica eospdd engorde (Cowest al., 1987),
ponedoras, reproductoras y pavos (Butehte.,2003; Engstronet d., 2006); causada p@&.
perfringens,una bacteria en forma de baston, no métil, formadier esporas y relativamente
aerotolerante (Quinat al, 2004; Universidad de Mississipi, [s.f],), la tsa divide en cinco
serotipos (A,B,C,D,E) segun las toxinas producitiésCourtet al, 2005), siendo el principal
serotipo el A y en menor importancia el C (Kaldhalst al, 2001, Keyburret al, 2006),
aunque también ha sido aislado el tipo D (Heikimzey Korkeala, 2005).

C. perfringengpuede ser encontrado en heces, piso, tierra camdai agua (Jordan,
2002; Barneset al, 2003; Butchert al., 2003) y alimento, donde la presencia de ciertos
ingredientes como harina de pescado, trigo o cerfagilitan la aparicion del padecimiento
(Takedaet al, 1995). Presenta una gran resistencia a desantest y quimicos dada su
capacidad para esporular y la resistencia de [ax&s Algunas combinaciones de quimicos
han demostrado ser mas eficientes en su controlequeso de los productos de manera
individual, por lo que en conjunto con buenos paogrs de sanidad, podrian ser una opcion
para el control eficiente de este agente (Crateh, 2001).



Las cuatro principales toxinas producidas @operfringenssona, B, &, y 1, asimismo
se ha reportado la produccién de otras toxinas l{i{eyet al, 2006). La toxina alfa es una
zinc-metaloenzima la cual tiene tanto actividad fdijgasa C como actividad
esfingomielinasa, y es la principal toxina endagrena gaseosa en humanos (Keyletial,
2006). Todos los serotipos @& perfringensportan y expresan el gen estructural de la alfa
toxina; no obstante su papel en la enfermedad niele®do claro (Keyburet al, 2006), sin
embargo se sabe que es un importante inmundganosa® se ha demostrado la existencia
de otros factores capaces de levantar una adecnadmidad (Thompsoret al, 2005).
Kulkarni et al (2007) encontraron que las proteinas piruvatoedexina oxidoreductasa
(PFOR), fructuosa 1,6-bifosfato aldolasa (FBA) ygleceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa
(GPD), asi como la proteina HP (proteina hipot§tisan capaces de inducir inmunidad al
inocularlas en pollos de engorde.

La enteritis necrotica ocurre cuanddCelperfringengrolifera en un alto nimero en el
intestino delgado produciendo un exceso de toxaxasacelulares (Thompsaet al., 2005;
Keyburnet al, 2006). En su estudio Barbatal, (2007) encontraron que las especie€de
perfringens productoras de enteritis necrética, desplazan ankasproductoras de la
enfermedad, esto segun parece es causado porikents inhibitorias, asi como por mayor
capacidad de adherencia, multiplicacion mas rapigl@duccion de toxinas especificas.

En la presentacion aguda de la enfermedad gerswtdrmo se observan signos
clinicos, mientras que en las formas menos agesieave depresion, diarrea, anorexia,
deshidratacion, animales amontonados, plumas eszadlidipsia, aumento en la mortalidad
y baja en la produccion. Asimismo, en la necroggiaobserva principalmente en intestino
delgado, una enteritis con focos necroticos, Uf;emseudomembranas, gas, catarro y
hemorragias, ademas de colangiohepatitis en algoasss (Jordar2002; Butcheret al.,
2003; Biarné®t al, 2006)

El diagndstico de la enteritis necroética se baskemallazgos de necropsia tipicos de
la enfermedad, verificando las lesiones en el iimed4anto macro como microscépicamente
(Glenn Songer y Post, 2005; Biarrgisal, 2006). Igualmente resulta de utilidad realizaa u
tincion de Gram para verificar la presencia de grantidad de bacilos Gram positivos,
aunque se debe tomar en cuenta que en condiciamrewles siempre se aprecia cierto
numero de estos organismos (Biareeal, 2006). El aislamiento bacteriologico se reaéna
medios de cultivo en anaerobiosis (Biarreésal, 2006). La identificacion de las cepas
aisladas se basa en la produccion de una zonabtke ltemolisis en agar sangre (Baraeal,
2003, Glenn Songer y Post, 2005), la presenciactiedad lecitinasa (Biarnést al, 2006)
vista en agar yema de huevo (Bareesal, 2003), asi como la inhibicidbn con sueros anti
toxina y la capacidad para fermentar algunos aedc@@uinnet al., 2004: Biarnéset al,
2006).

Por su parte Labbé (2000) citado por Heikinheim@08), menciona que la relativa
resistencia que tien€. perfringensante ciertos compuestos como sulfadiazina, neamici
entre otros, ha facilitado la creacion de cierteslios para el cultivo y aislamiento entre los
gue se menciona el denominado oleandomicina-pdhaigulfadiazina-perfringens (OPSP).
De la misma forma, cita a Smith (1975) el cual n@me que un corto tiempo de incubacion
con una temperatura entre 43 — 45 °C, facilitastmiento entre sus competidores.

Para la deteccion de anticuerpos contra las entenats delC. perfringensexisten la
pruebas de aglutinacion en placa y ensayos cornescide diagnostico como los
inmunoensayos con Enzimas Asociadas (ELISA), losles utilizan el sobrenadante de
cultivos celulares y las heces, para realizaragmdstico (Biarnést al., 2006). Igualmente, la



genotipificacion por la técnica de reaccion en oad#e la polimerasa (PCR), puede ser usada
como complemento de otras técnicas diagnoéstican(Gbonger y Post, 2005).

Para su prevencion resulta de utilidad mantenegsticto control sobre las materias
primas utilizadas en el alimento, evitar al maxiei@strés sobre los animales (temperatura,
ventilacién, humedad), un programa de control decdacidiosis, asi como la estricta
vacunacion contra enfermedades inmunosupresoess ¢aimo: Gumboro, Marek o Anemia
Infecciosa (Butcheet al.,2003; Biarnés, 2006).

En cuanto al tratamientd;. perfringenses sensible a antibioticos como los beta-
lactamicos (principalmente penicilina y amoxicilingetraciclinas (especialmente doxiciclina
y oxitetraciclina), macrdlidos (lincomicina, tilosi, tiamulina o eritromicina), sulfamidas y
aminoglicésidos (como la neomicina) (Butcleérl, 2003; Biarnégt al.,2006).

En Costa Rica la enteritis necrética se previendiamée el consumo constante en el
alimento de bacitracina-zinc, un antibiético uglito como promotor de crecimiento, lo que
significa un gasto considerable (Ramirez, 2008); ainbargo esta practica se ha ido
restringiendo en varios paises incluyendo la Uidropea (Thompsoat al.,2005; Norton,
[s.f]), tomando en consideracion la edad de lagsay su finalidad zootécnica
(Miller Publishing Company, 2006).

La bacitracina es un antibiético polipeptidico prodo por la bacterieBacillus
subtilis, resistente a los acidos gastricos (Fuentes, 1668)efecto bactericida dependiente de
la dosis. Actda inhibiendo la sintesis de peptaglas por un bloqueo no especifico de la
reaccion de fosforilacion, algunas de las cualesren en la pared celular (Spoo y Riviere,
1995); produce alteraciones de esta Ultima quenhacks bacterias mas sensibles a otros
antimicrobianos. Su espectro es muy similar aladpenicilina (Fuentes, 1992) y se limita a
gram positivos incluyendo los penicilinoresistentdsgrando inhibir bacterias como
Clostridium spp Actia también como promotor de crecimiento ya uelesarrollo de
resistencia bacteriana es raro y se produce magnhemte, no induce resistencia cruzada con
otros antibidticos, es de poco uso en medicina hamyano se absorbe a nivel gastrointestinal
(Sumano, 1997).

También se utilizan prebioticos y probioticos coatiernativa a los antibidticos en la
prevencion de la enteritis necrotica (Quiroz, 198&mirez, 2008), o en conjunto a ellos. Los
prebioticos y probidticos mejoran las condicioneslal flora intestinal (Cortést al, 2000,
Santin et al., 2001), compiten por espacio en le ga denomina exclusion competitiva
(Santin et al., 2001; Pérez, [s.f.]), disminuyerds poblaciones d€. perfringensy de
Eimeria spp. (Coweret al 1987 ; Kaldhusdaét al 2001; Jacksomt al, 2003; Gil de los
Santos y Gil Tunes. 2005; McCaahal, 2006).



1.2 Justificacion
Importancia

La enteritis necrética es una enfermedad complaja qcurre en todas las
producciones avicolas alrededor del mundo (Norfer]), tiene un alto impacto sobre la
produccién y sobre el bienestar animal (Mcdestithl, 2006). Se calcula que las pérdidas por
esta patologia a nivel mundial ascienden a $2ri@8qor afio (Keyburet al, 2008), debido a
la mortalidad y morbilidad (del 1 a 40%), ya quesiempre se logra un rapido diagndstico
(Jordanet al,, 2002, Mcdevitet al, 2006), asi como a los decomisos en la plantzedeficio
debido a anomalias hepaticas (Crastal, 2001).

Durante décadas se pensé que la patologia eraguadoor las toxinas alfa y beta,
ésta ultima producida por el serotipo C (Bareesl, 2003). Sin embargo Keybuet al.
(2006) comprobaron que la toxina alfa no es eskpaia la produccién de la enfermedad, al
reproducirla en aves utilizando bacterias mutam@sproductoras de alfa toxina, ademas
utilizé una variedad d€. perfringensaislada de humanos, altamente productora de Iaanis
sin resultados significativos.

Posteriormente, Keyburet al., (2008) descubrieron un factor de virulencia essres
esta patologia, la proteina Necrotic Enteritis fo#-like (NetB), en una cepa d€.
perfringensaislada en un ave enferma de enteritis necrotica.

La presencia del gen netB €éh perfringensderivados y no derivados de brotes de
enteritis necrética, fue evaluada por medio de danita PCR usando imprimadores
especificos para dicho gen, encontrando el gerdale 1.8 cepas aisladas. De las cuatro cepas
negativas, tres pertenecian a un mismo brote (Kaytual., 2008); por lo que estos datos
sugeririan que la presencia de la toxina NetB powloi ser esencial en el establecimiento de
la patologia, demostrando la necesidad de masiestpdra determinar la distribucion de la
toxina a nivel mundial y su correlacion con la emfedad (Keyburmet al.,2008).

En Costa RicaC. perfringensocasiona problemas principalmente en gallinas de
postura comercial y en reproductoras pesadas, aalsiscicon el estrés fisiologico de la
produccién y a la calidad de las materias primabzadas en la elaboracion de los
concentrados (maiz, soya) (Ramirez, 2008). Se leatpue la mortalidad durante un brote
puede oscilar entre un 0.3% y un 0.5%, llegandtusaca un 2% cuando la respuesta al
tratamiento no es buena. Las pérdidas se dan peinoénte por la caida de la produccion, la
cual puede oscilar entre 1 a 10%, mas el costtratamiento (Ramirez, 2008).

Los brotes de enteritis necrética en el pollo dgoetle son muy esporadicos, ya que en
nuestro pais la produccion de engorde mantienscetiel los anticoccidiales en la dieta y estos
actuan como promotores del crecimiento (Ramire@8R0

Este trabajo constituye la primera etapa del pitoyde investigacion “Desarrollo e
implementacion de métodos para diagnosticar eistenecrotizante causada pdC.
perfringensen aves de corral”, inscrito en la Vicerrectorialaeestigacion bajo el cédigo
IFEG 40, la cual consiste en la elaboracion de anct de cepas compatibles c@n
perfringensa partir de aves clinicamente enfermas y sanasukdes seran indispensables en
etapas posteriores. Las cepas compatible€cqerfringengjue se logren obtener del mismo,
deben ser verificadas por PCR.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general.

Crear un banco de aquellos aislamientos bacteredégompatibles co@. perfringens,
a partir de aves enfermesn diagndéstico clinico de enteritis necrética.

1.3.2 Objetivos especificos

1.

Estandarizar la técnica para aislar e identificaespntivamente cultivos
bacteriol6gicos compatibles c@h perfringens.

Aislar C. perfringensen intestino e higado de las aves clinicamenterrmiafs y
sanas.

Aislar C. perfringensen el agua y el alimento, consumidos por las alasnte el
brote.

Identificar las principales lesiones anatomopatioligy en las aves clinicamente
enfermas.

Contribuir al bienestar animal, mediante un diaicé rapido y certero de la
enfermedad, lo que ayudaria a disminuir la moréadigt mortalidad presente en las
aves involucradas.



2. METODOLOGIA: MATERIALES Y METODOS
2.1 Lugar de estudio

El presente estudio se llevo a cabo en una empxésala nacional, la cual cuenta con
ocho granjas de postura comercial ubicadas erolarmia de Alajuela.

Estas granjas trabajan bajo el sistema de “prododntegrada” y albergan un maximo
de dos lotes, lo cual representa una poblaciérodee® 000 aves por granja.

2.2 Seleccion de aves enfermas y recoleccién de sitgs de alimento, materias
primas y agua

Se trabajo con aquellos lotes en los cuales sedeah diagnostico clinico previo de
“enteritis necrética”, por parte del Médico Veteriio de la empresa avicola y responsable del
area de postura comercial.

De cada lote clinicamente afectado se seleccior@noo aves enfermas, tomando en
consideracion los signos de decaimiento, postraciérestas cianéticas y diarrea.
Simultaneamente y utilizando guantes estérilesps® en diferentes puntos del comedero,
una muestra de 1.5 kilogramos de alimento, y sesiigwon en una bolsa plastica estéril con
cierre hermético. Simultaneamente, para los amalsicteriolégicos correspondientes, se
solicitd a la planta de alimentos de la misma esgréas materias primas de maiz, soya y
semolina,

La muestra de agua (sin ningin medicamento), sé tieade la fuente principal y se
recolectd en cuatro frascos estériles de 100 na oad.

Tanto las aves como las muestras de alimento y, agusasladaron de inmediato a los
respectivos laboratorios de la Escuela de Medidaterinaria (EMV) de la Universidad
Nacional (UNA).

2.3 Necropsias y toma de muestras

Cada ave fue debidamente identificada con el numhelrtote y se le asigné una clave
especifica antes de ser procesada en el laborateratologia Aviar de la EMV, segun el
protocolo de Ramirez (1990). Se anotaron los hgdganatomopatoldgicos por individuo y
se recolectaron en forma aséptica el higado y wnestra del contenido intestinal (yeyuno-
ileon y ciegos), la cual se depositd en tubos iestéte 4 ml. Las muestras se trasladaron de
inmediato al Laboratorio de Bacteriologia para sic@samiento.

2.4 Procesamiento bacteriologico.

El protocolo para el aislamiento de bacterias cdibles conC. perfringensamediante
pruebas presuntivas, se baso en los protocologigagepor Quinnet al. (1994 y 2004) y
Rodriguez y Quesada (2008).

El higado fue flameado, para eliminar la contamdracexterna, y se macero
manualmente en una bolsa estéril.

Aproximadamente 1 gramo de cada una de la muestraseces se diluyé con caldo
tioglicolato (OXOID), y se inocul6 0.3 ml de estaspension en tubos pre-reducidos de
medio de carne cocinada (Laboratorio de Anaeraiiéola Universidad de Costa Rica) para el



cultivo de bacterias anaerobias (PRAS). Se realizdismo procedimiento con las muestras
de higado y de alimento.

Las muestras de agua se pasaron a través derardél22 pum (CORNING), el cual se
sumergié posteriormente en un recipiente de vidaoteniendo el caldo infusion cerebro-
corazon (OXOID).

Cada una de las muestras se incubo a 44°C porwad@ele 24 horas. Posterior a este
proceso de incubacion, se extrajo el contenidocdilo con una jeringa para cultivarlo en
medios de cultivo solidos.

De cada una de las muestras se cultivé una gagarmsangre (OXOID) y agar OPSP
(OXOID) y se incubaron por 48 horas en una jarra paaerobiosis, utilizando las bolsas para
generacion de atmoédsfera anaerobia ANAERO-GEN (OXOIlDuego del periodo de
incubacion se procedi6 a la lectura de las pldcas.muestras donde se cultivaron colonias
gue presentaron doble hemodlisis en la placa desagare y colonias negras en el agar OPSP,
se pasaron nuevamente a agar sangre y a agaroceoeazon (OXOID) con yema de huevo,
para verificar nuevamente la doble hemdlisis eagalr sangre y la actividad lecitinasa en el
agar yema de huevo. Una vez que se obtuvo un cuftivo, se realizé una prueba de
motilidad bacteriana y una tincion de Gram (modifién de Kopeloff-Baerman) (Quiret
al., 1994).

Luego de obtener el cultivo puro @dostridiumspp., este se recolecto y se congeld a -
20°C en medio de infusion cerebro-corazon (OXOl@srglicerol al 20% (Chalmeet al.,
2007).

2.5 Visita a lotes sanos para la toma de aves alaazrecoleccion de alimento,
materias primas y agua

Con el objetivo de manejar muestras procedentevel clinicamente sanas, se Vvisito
una finca que alberga dos lotes de aves de pastararcial con una separacion de 200 metros
entre cada uno de ellos., tomando dos aves enwvsitiapor lote, asi como una muestra de
alimento de 1.5 Kg y otra de agua de 400 ml.

El lote A se visitdé en dos oportunidades; a lay 2D semanas de edad, mientras que
en el caso del lote B, la primera visita se reatinéas antes de que las aves ingresaran a la
galera, tomando Unicamente muestras de agua \ighen#o ya servido en las canaletas. La
segunda visita fue realizada a las 24 semanasaidke ed

Las aves se llevaron a la Escuela de MedicinarvMerga donde se les realizo la
necropsia correspondiente y las muestras de higadatenido intestinal, fueron trasladadas
al Laboratorio de Bacteriologia, junto con las ni@ssde alimento y agua, en cada una de las
visitas realizadas.



3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Seleccién de aves enfermas

Durante la ejecucion del estudio se atendié sieteuicias de brotes clinicos de
enteritis, por parte del Médico Veterinario de lapeesa avicola. Pese a que la enteritis
necroética se presenta usualmente en pollo de emgDr@wet al, 2004) o en las gallinas de
postura principalmente entre los tres y seis mdsasda (Sasalet al, 2003), en este estudio
seis de los brotes atendidos fueron en aves darpasimercial entre las 61 a 70 semanas de
edad, y solamente un caso correspondié a un latepdeductores pesados de 40 semanas.

En total se trabajé 32 aves enfermas; en donderlpsipales signos clinicos fueron
diarrea, depresion, plumas erizadas y deshidrataoismos signos clinicos descritos en la
literatura por Jordan (2002); Barnetsal. (2003); Butcheet al. (2003) y Biarnégt al (2006),
para la enfermedad de la enteritis necrética.

Cabe mencionar que de los siete brotes clinicoxlies, solamente en uno de ellos,
las aves no habian iniciado el tratamiento terap@umientras que en cinco de los brotes se
pudo constatar que las aves habian empezado amitato con penicilina-estreptomicina
(AV-25 ®), teniendo desde 1 a 5 dias de tratamiahtoomento de la evaluacion. Ademas en
el sexto brote correspondiente a las aves reprodgcipesadas, se reportdé que las mismas
venian siendo medicadas en los ultimos 10 diadasiomicina y sulfas. Sobre el particular
Quinnet al. (1994) citan: “Los especimenes deberian ser @dest siempre antes de alguna
forma de tratamiento, muestras tomadas desde aimedcientemente tratados con
antibioticos son de poco valor para el aislamidsatcteriano”.

3.2 Necropsias de las aves clinicamente enfermas

En la Figura 1 se indican los principales hallazgwatomopatologicos en el intestino
de las aves clinicamente enfermas. La lesion desosmo dafio a la mucosa intestinal fue
considerada para el presente estudio, como todel &allazgo macroscopico que altere la
integridad de la misma; por ejemplo desprendimiemtpresencia de zonas hiperémicas.
Asimismo se consider6 como proceso hemorragica tedién en la cual se produzca la
extravasacion de sangre (Slauson y Cooper, 20@f)e ylegue a formar petequias, Ulceras, e
incluso, la presencia de sangre a nivel intestinal.
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Figura 1. Hallazgos anatomopatoldgicos en el int@so de las aves
clinicamente enfermas.

En la Figura 1 se observa que la principal lesicroscopica en las aves clinicamente
enfermas, fue el dafio a la mucosa intestinal eBl&f, seguido de la presencia de gas a nivel
de intestino delgado en un 28% vy tiflitis en un 22&stos hallazgos coinciden con lo descrito
por varios autores como Jordé2002); Barnegt al.,(2003); Butcheet al.,(2003); Olkowski
et al., (2005); Barbarat al, (2007) y Gholamiandehkorét al., (2007). En contraposicion y
aunque las aves recolectadas fueron clinicamergpesbosas de poseer la patologia, la
presencia de pseudomembranas y el engrosamiengstimal, que son los hallazgos
macroscopicos mas relevantes en la literatura lgaenfermedad de la enteritis necrética
(Jordan 2002; Barnegt al.,2003; Biarnét al, 2006), en este estudio solo se reportan en un
16 y 10% respectivamente, lo cual pudo deberseea tmpalas las aves enfermas que fueron
procesadas estaban bajo tratamiento antibactedaral menos un dia, ademas de la gran
capacidad regenerativa que existe a nivel de lasauintestinal (Lovlandt al(2004).

Olkowski et al. (2005) asi como Gholamiandehkoedlial. (2007), reportan que varios
de estos hallazgos (hiperemia y dafio a la mucasstimal), se han ligado a la forma
subclinica de la enfermedad, ademas que la sedalieléas lesiones varia segun la virulencia
de la cepa presente (Barbatal, 2007),

En la Figura 2 se presentan los principales hadlazagpnatomopatolégicos a nivel de
higado de las aves clinicamente enfermas.
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En la Figura 2 se denota que la principal lesidival hepatico fue la firmeza al corte
con un 15%, seguido del punteado negruzco (hemasrdgcales) en un 9% vy el higado
friable en igual cantidad. EI compromiso hepatieosido descrito por varios autores (Cowen
et al., 1987; Kaldhusdakt al., 2001; Biarnéset al., 2006) los cuales han mencionado la
colangiohepatitis, la consistencia firme, el pudteaecrotico y la hipertrofia, como los
hallazgos de mayor relevancia (Jord2002; Barnesgt al.,2003; Butcheet al.,2003; Biarnés
et al, 2006),

Ademas, el dafio hepatico ha sido asociado conrtaafgubclinica de la enfermedad
(Van Immerseelet al., 2004), y se cree que el dafio a la mucosa intésdimaado a la
replicacion masiva d€. perfringens facilita el paso de la bacteria a los ductosatek, el
espacio portal y el higado (Van Immerseghl., 2004) via hematégena o linfatica (Sasatki
al., 2003).

3.3 Resultados del procesamiento bacteriolégico

3.3.1. Muestras a partir de aves clinicamente enferas, de los alimentos y
agua consumidos durante los brotes clinicos

De las 32 aves clinicamente enfermas, se logrdneb#0 aislamientos bacterioldgicos
compatibles conC. perfringens de los cuales, 27 (67.5%) fueron aislados a rpdsil
contenido intestinal y 13 (32.5%) a partir de lggaldos.

De las seis muestras de alimento recolectadas tdul@s brotes clinicos, se logro 6
aislamientos compatibles c@ perfringens mientras que de las materias primas utilizadas
como parte de los ingredientes mayores en la dletaestas aves, no se logréo ningun
aislamiento bacteriolégico.

De las seis muestras de agua potable procesadasiarcaso, los resultados también
fueron negativos.

La presencia d€. perfringensen alimento y agua es ampliamente conocida, yese c
gue podria jugar un papel importante en la presgmale la enfermedad (Shaetal, 1984;
Cowenet al., 1987; Craveret al., 2001), y aunque se ha catalogado a las materiaspr
como una fuente de contaminacién del alimento (iset al., 2006), existe también la
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probabilidad de que la contaminacion se de en &mjgrdado que este es un patdégeno
ambiental frecuente (Van Immersetlal.,2004).

3.4. Necropsias de las aves clinicamente sanas

Se trabajé seis aves clinicamente sanas, en doasle pfincipales lesiones
anatomopatolégicas fueron hiperemias leves y akypetequias a nivel de la mucosa
intestinal. No se observaron lesiones macroscopicagel hepatico.

3.5 Resultados del procesamiento bacteriologico anir del contenido intestinal e
higado, de las aves clinicamente sanas, asi comdadealimentos y el agua

Cabe destacar que aunque eran aves clinicamerats saime las 21 a 29 semanas de
edad, y que la empresa avicola adiciona un acdifec en el alimento para bajar el pH
intestinal y asi inhibir la proliferacion de baddsr patbgenas com®. perfringens(Lopezet
al.,, [s.f.]), se logro obtener a partir de tres masstiel contenido intestinal, trece aislamientos
bacteriolégicos compatibles c@h perfringensEste resultado es semejante a lo reportado por
varios autores quienes considerarCa perfringensla principal bacteria anaerobia en el
contenido intestinal de las aves, aunque otrogrédifi de este criterio (Shaeé al., 1984;
Garlich, 1999; Barnest al, 2003; Drewet al.,2004).

La presencia del agente en una de las muestragydeéohde estas aves, de la cual se
logré seis aislamientos, podria haberse dado ijponematogena o linfatica desde el intestino
(Sasakiet al.,2003), ya que en la necropsia se observo un lefte d la mucosa intestinal.

De las cuatro muestras de alimento recolectadasntturestas visitas, tres fueron
positivas, lograndose 9 aislamientos compatibles € perfringens mientras que en las
muestras del agua Unicamente la correspondientatealB (previo al recibo), se logro el
aislamiento de 6 cepas compatibles €operfringens

La presencia deC. perfringensen agua ha sido relacionada frecuentemente con
contaminacion fecal (Heikinheimo, 2008), mientrag ¢g contaminacion del alimento al ser
negativas las materias primas, probablemente praléncepas ambientales (Van Immerstel
al., 2004).

3.6. Caracteristicas especiales de algunos aislantes compatibles con C.
perfringens

De todos los aislamientos compatibles €merfringenssolo tres no cumplieron con
todas las pruebas, de los cuales dos fallaron egagl BHI mas yema de huevo y una en el
agar OPSP, dado que se han encontrado cep@s plerfringensatipicas no productoras de
alfa toxina, (Johanson, 2006) y que a lo largoeg&lidio se not6 algunas inconsistencias en el
agar OPSP. En este sentido, cabe mencionar quaeiawicagar OPSP se ha utilizado en
estudios para el aislamiento @ perfringensen muestras fecales, es un medio que esta
diseflado principalmente para uso en alimentos,oewled se utiliza con una sobrecapa del
mismo medio, ademas, se ha visto que tiene la iclguhde inhibir el crecimiento de algunos
C. perfringensy que otros grupos bacterianos podrian llegar miodambién colonias negras
(de Jonget al, 2003). En todo caso es un medio que se debarnarepn el momento de su
uso, ya que rapidamente pierde sus propiedadesdd®ealque las pruebas realizadas en este
estudio son solamente analisis presuntivos seriprebnservar dichas cepas hasta que se
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lleve a cabo la confirmacion de cada aislamientdiamée pruebas bioquimicas o por PCR
(Heikinheimo, 2008, Johansson, 2006).
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4. CONCLUSIONES

» Los signos clinicos observados en los brotes fugrespecificos, lo que demanda un
correcto abordaje del caso clinico y el correspamdi aislamiento bacteriolédgico.

* Durante los ocho meses del estudio se reportamgmas clinicos asociados a una
clostridiosis intestinal, principalmente en aveslas de postura comercial.

* Los hallazgos anatomopatoldgicos mas relevantewed imtestinal fueron el dafio
sobre la mucosa y la presencia de gas en intedgiigado.

» Se logré establecer un protocolo bacteriolégica grcorrecto aislamiento de cepas
compatibles co. perfringes.

* Laincubacion de los tubos PRAS asi como el dadases por un periodo de 24 horas
a una temperatura de 44°C, resulto suficienteyratauen crecimiento del agente.

* Se obtuvo un total de 61 aislamientos compatibbesC: perfringes de los cuales 27
fueron a partir de aves clinicamente enfermas ge3dves sanas.

» A partir del contenido intestinal se logré obteB@raislamientos, mientras que a partir
de las muestras de higado, 13 aislamientos congmtibnC. perfringens.

e La contaminacién del alimento o del agua no derdasér un factor crucial para la
instauracion del brote, al menos en este estudio.

* Las materias primas de maiz, soya y semolina, @@fufuente de contaminacién para
el alimento terminado.

» Para una correcta identificacion de aislamientampadibles conC. perfringes se
requiere realizar varias pruebas preliminaresssiminguna de ellas concluyente, para
su posterior confirmacion, mediante pruebas biogzisno PCR.

» La enteritis necrética es un problema multifactpea el que convergen el dafio a la
mucosa intestinal, el mal manejo de la higienesgks y una masiva proliferacion del
agente, entre otros.
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5. RECOMENDACIONES

» Se aconseja realizar un estudio epidemioldgicoada cno de los brotes para
tratar de identificar el o los factores desencadi&sade los mismos para su
posterior prevencion.

» Darle continuidad al muestreo de mas brotes cdin ele ampliar el banco de
aislamientos compatibles c@h perfringensy asi contar con mas cepas para
las diferentes etapas del proyecto.

« Continuar con el seguimiento que se le ha dades #tes clinicamente sanos
con el fin de conocer el comportamiento @Ge perfringensen la flora
intestinal de estos animales.

* Realizar un estudio de prevalencia @eperfringensen agua, alimento asi
como en las principales materias primas utilizaasuestro pais.

* Asimismo se sugiere mantener una buena comunicamdnlas empresas
avicola y acudir de inmediato ante un posible botiteico y recolectar las
muestras antes de cualquier tratamiento.

* Someter cada uno de los aislamientos a un anatisiscular de PCR para
determinar si son Net-B positivos, o que perndtuin diagnéstico rapido y
certero y como consecuencia un mejor manejo daritkioticos en cada uno
de los desafios.

* Realizar una prueba de campo, posterior a la prdebBCR, con el fin de
comprobar la virulencia de los aislamientos prosetds de brotes y
comparar el resultado con el PCR.

e Estudiar si los aislamientos Net-B negativos sotemoados por dafios
severos en la mucosa y por ende serian capacesdieip la enfermedad.

» Probar a futuro la utilizacién de otro medio selecpara el aislamiento de.
perfringenscomo el TSC con el proposito de mejorar los ineoientes que
presento el medio OPSP.
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