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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la efectividad de un extracto de saponinas del arbol quillay
(Quillaja saponaria) denominado “Nema-Q®” como una alternativa a las drogas
convencionales actualmente usadas para el control de la coccidiosis aviar, se realiz6 una
experiencia con 132 pollos de engorda. Estos fueron divididos en 5 grupos segun si eran o
no desafiados con coccidias y si eran 0 no tratados con saponinas: (a) Grupo Control C/S
(con desafio coccidial y sin saponinas); (b) Grupo Control S/S (sin desafio coccidial y sin
saponinas); (c) Grupo 1 (con desafio coccidial y 125 ppm de saponinas); (d) Grupo 2 (con
desafio coccidial y 250 ppm de saponinas) y (e) Grupo 3 (con desafio coccidial y 500 ppm
de saponinas). Las saponinas fueron administradas en el agua de bebida desde 3 dias antes
del desafio coccidial (11 dias de edad) hasta el dltimo dia de vida de las aves (23 dias de
edad). El desafio coccidial fue realizado a los 14 dias de edad inoculando oralmente,
mediante una sonda conectada directamente al buche, 15 dosis de la vacuna Immucox®,
vacuna viva contra coccidias que incluye las especies E. acervulina, E. brunetti, E. maxima,

E. necatrix y E. tenella.

La efectividad del producto Nema-Q® fue medida en base a su efecto sobre el recuento de
ooquistes por gramo de deyecciones (OPG), las lesiones intestinales macroscopicas y
microscopicas observadas y la comparacion estadistica entre los pesos y el indice de
eficiencia de conversion alimentaria (IECA) que presentaron los diferentes grupos.

Los resultados obtenidos indicaron que las saponinas del quillay presentaron un efecto
protectivo frente a la infeccion con coccidias, logrando reducir el nimero de ooquistes por

gramo de deyecciones y disminuir la severidad de las lesiones intestinales.

Palabras claves: Coccidiosis, saponinas, quillay.



ABSTRACT

In order to evaluate the effectiveness of a saponins extract from the Quillay tree (Quillaja
saponaria) called "Nema-Q ®" as an alternative to conventional drugs currently used for the
control of avian coccidiosis, an experience was carried out using 132 broiler chickens.
These were divided into 5 groups according to whether they were challenged or not with
coccidia and were treated or not with saponins: (a) Control Group C / S (with coccidial
challenge, without saponins); (b) Control Group S/ S (without coccidial challenge, without
saponins); (c) Group 1 (with coccidial challenge and 125 ppm of saponins); (d) Group 2
(with coccidial challenge and 250 ppm of saponins) and (e) Group 3 (with coccidial
challenge and 500 ppm of saponins). The saponins were administered by drinking water
since 3 days before the coccidial challenge (11 days old) until the last day of birds life (23
days old). The coccidial challenge was performed at 14 days of age inoculating orally,
through a tube connected directly to the crop, 15 dose of Immucox ® vaccine. Immucox®
is a live vaccine against coccidiosis comprising the E. acervulina, E. brunetti, E. maxima,

E. necatrix and E. tenella species.

The effectiveness of the product was measured based on the counting of oocysts per gram
of feces (OPG), the macroscopic and microscopic intestinal lesions presented and statistical
comparison between weights and feed conversion efficiency ratio (FCR) presented by the

different groups.

The results obtained indicated that the Quillaja saponins showed a protective effect against
infection with coccidia, successfully reducing the number of oocysts per gram of droppings
and reducing the severity of intestinal lesions.

Keywords: Coccidiosis, saponins, quillay.



INTRODUCCION

Tanto en Chile como a nivel mundial, el consumo, produccion, importacion y exportacion
de carne de ave ha manifestado un aumento paulatino en los ultimos afios. Segun datos del
Departamento de Agricultura de EEUU (USDA) (2012), el consumo de carne de pollo per
capita durante el afio 2012, en este pais, fue de 42,5kg manteniéndose en un crecimiento
constante que hace estimar que para el afio 2018, el consumo llegue a los 46kg. Esta
situacion se repite en el mercado chileno, ya que durante el afio 2012 alcanz6 un consumo
de carne de pollo per capita de 32kg, cuatro kilogramos mas por persona de lo que se
consumia el afio 2007 (Asociacion de Productores Avicolas de Chile, 2012).

La rentabilidad de esta actividad se ve amenazada afio a afio por factores relacionados al
aumento de precio de materias primas e insumos, variaciones de precios internacionales y
la presencia de enfermedades bacterianas, virales, fungicas y parasitarias, encontrandose
dentro de esta Ultima la coccidiosis, enfermedad reconocida como la parasitosis de mayor

impacto econdmico en la produccion avicola mundial.

La coccidiosis es provocada por diversas especies de coccidias del género Eimeria. El
parasito se multiplica en el tracto gastrointestinal, causando dafios tisulares con la
consecuente interrupcion de una correcta absorcion de nutrientes, deshidratacion,
hemorragias, pérdida de pigmentacion de la piel y aumento de la susceptibilidad hacia otros

agentes patdégenos (McDougald y Fitz-Coy, 2008).

La alta resistencia y prevalencia del parasito en condiciones naturales, constituyen un
permanente riesgo de infeccion para los pollos broiler. Al no poderse evitar la infeccion, se
previene la enfermedad aplicando drogas anticoccidiales en el alimento de los pollos.
Actualmente existen diversas drogas anticoccidiales, encontrandose las sintéticas y las
naturales. Estas drogas tienen la capacidad de intervenir en distintas etapas del ciclo
reproductivo del paréasito, sin embargo, su uso esta siendo bastante cuestionado. Uno de sus
inconvenientes es la resistencia que logra generar el protozoo frente a ellas, sumado a su
accion antibacteriana, lo que podria generar resistencia por parte de bacterias patogenas,
constituyendo un problema de Salud Publica. Todo esto, sumado a las politicas de
inocuidad alimentaria que restringen la presencia de residuos de medicamentos en los
alimentos, ha conllevado al desarrollo de vacunas y/o programas de rotacion de vacunas
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junto a la terapia tradicional de drogas. Las vacunas presentan el inconveniente de tener el
potencial de generar una coccidiosis subclinica, en el caso de aplicarlas en forma
inadecuada, ademas de no establecer una proteccién inmediata. Es por lo anteriormente
mencionado, que la tendencia en la actualidad es reducir cada vez mas el uso de drogas
anticoccidiales e investigar otros productos naturales que permitan controlar la coccidiosis

(Yuio y Gorgoza, 2008), como lo son las saponinas del quillay (Quillaja saponaria).

Las saponinas son detergentes naturales sintetizados por una gran variedad de plantas,
siendo el quillay (arbol endémico de Chile) una de las principales fuentes industriales de
saponinas del tipo triterpénico (Cheeke, 2001; Francis et al., 2002).

Las saponinas presentan mdltiples aplicaciones, destacandose su uso en el area de la
nutricion humana y animal, en el control de olores, la mineria y la cosmética. También son
usadas en el area de la salud, siendo reconocidas como excelentes adyuvantes (Cheeke,
2001).

Recientemente se han realizado estudios que demuestran el efecto antiprotozoario de las
saponinas, lo que podria ser de gran importancia en la busqueda de tratamientos

alternativos para la coccidiosis aviar (Lu y Jorgensen, 1987; Makkar et al., 1998).

En este contexto, se evalud a nivel experimental la efectividad de un extracto de saponinas
del arbol quillay (Quillaja saponaria) denominado ‘“Nema-Q®?”, como una alternativa a las

drogas convencionales actualmente usadas para el control de la coccidiosis aviar en Chile.



REVISION BIBLIOGRAFICA
1. Coccidiosis

La coccidiosis es una enfermedad de distribucion mundial causada por parésitos
protozoarios unicelulares denominados coccidias (McDougald y Fitz-Coy, 2008). Entre las
coccidias de importancia en medicina veterinaria se encuentran los géneros
Cryptosporidium, Isospora, Toxoplasma, Sarcosystis y Eimeria, siendo estas Ultimas
responsables de la coccidiosis aviar (Soulsby, 1987).

Este parasito se multiplica en el tracto gastrointestinal, causando dafios tisulares con la
consecuente interrupcion de una correcta absorcion de nutrientes, deshidratacion,
hemorragias, aumento del indice de conversidn alimenticia, pérdida de la ganancia de peso
y de la pigmentacion de la piel y aumento de la susceptibilidad hacia otros agentes
patdgenos. Segun la intensidad de la infeccion, se producira una mortalidad variable que
puede ir desde un 5% a un 40%, lo que dependera del grado de parasitosis y la especie de

Eimeria presente (McDougald y Fitz-Coy, 2008).

Las coccidias pueden infectar diversas especies animales entre las que se encuentran el
hombre, los cerdos, bovinos, pavos, gansos y la gallina doméstica entre otros (Soto, 1984).
Como grupo, las coccidias del género Eimeria son predominantemente especie especifico,
es decir, cada especie afecta a un hospedador en especifico 0 a un grupo de hospedadores
estrechamente relacionados entre si (Conway y McKenzie, 2007).

Es una enfermedad presente en todos los lugares donde se crian pollos (Gallus domesticus)
a lo largo del mundo, sobre todo en sitios donde exista produccion avicola con
caracteristicas intensivas (Soto, 1984; Soulsby, 1987). Afecta principalmente a aves
jovenes entre la tercera y sexta semana de vida presentando rapidamente signos de
enfermedad, mientras que las aves adultas parecen mas resistentes a la infeccion debido a

una inmunidad adquirida tras la exposicion (Lillehoj, 2005; McDougald y Fitz-Coy, 2008).

Dado su estricta especificidad de hospedero, las aves silvestres no se consideran una fuente
de infeccidn, siendo la transmision mecanica la forma mas comdn de esparcimiento de la
coccidiosis, mediante el personal que se mueve entre distintos galpones y granjas
(McDougald et al., 1987; McDougald et al., 1997; Mattiello et al., 2000).
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Las coccidias aviares generan variadas pérdidas en la produccion pecuaria siendo sus
repercusiones econdmicas dificiles de cuantificar, sin embargo, se estima que tan solo los
costos de la medicina usada de manera preventiva para su control en USA, exceden los 90
millones de ddlares y mas de 300 millones de dolares en todo el mundo (McDougald y
Fitz-Coy, 2008).

a. Etiologiay Clasificacion

En aves, la coccidiosis es causada por protozoos del género Eimeria, del phylum
Apicomplexa, clase Sporozoa, subclase Coccidia, familia Eimeriidae. Estos son parasitos
intracelulares que se localizan en el enterocito. Tienen un solo hospedador, en el cual se
realizan las fases de reproduccion asexual (esquizogonia) y sexual (gametogonia). También
poseen una fase asexual exdgena, denominada esporogonia (Soulsby, 1987; Comotto, 2000;
Conway y McKenzie, 2007) (Anexo 1).

Las Eimerias son parésitos protozoarios intracelulares pequefios, con ooquistes de gruesa y
doble pared, esféricos u ovalados, que parasitan el citoplasma y se nutren por osmosis a
partir de los liquidos de las células del hospedador a las cuales destruyen al multiplicarse
(Borchet, 1981).

Los pollos se ven afectados por 9 especies de Eimeria: E. brunetti; E. acervulina; E.
maxima; E. necatrix; E. tenella; E. mitis; E. mivati; E. haganiy E. praecox (McDougald y
Fitz-Coy, 2008), siendo las primeras 5 responsables de la coccidiosis clinica, encontrandose
todas estas en nuestro pais. E. mitis y E. praecox no desarrollan manifestaciones clinicas y
la existencia de E. hagani y E. mivati, es incierta (Del Cacho et al., 1999; Conway y
McKenzie, 2007). En general, son diferenciadas en el hospedador sobre la base de los
signos clinicos, las lesiones caracteristicas en los sitios intestinales especificos, el periodo
de prepatencia, el tamafio de los ooquistes, y la morfologia en los estadios celulares
(McDougald y Fitz-Coy, 2008).

b. Ciclo de vida

Las Eimerias presentan un ciclo de vida complejo que consiste en tres fases: esporogonia
(etapa infectiva), esquizogonia (reproduccion asexual) y gametogonia (reproduccion

sexual), comprendiendo etapas intracelulares y extracelulares (Lillehoj y Trout, 1993;
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McDougald, 1997; Conway y McKenzie, 2007). Para describir el ciclo biolégico se
detallard lo que sucede con E. tenella, cuyo ciclo es similar al de todas las Eimerias: La
infeccion ocurre cuando un pollo susceptible ingiere un ooquiste esporulado del ambiente.
El ooquiste esporulado contiene cuatro esporoquistes. Cada esporoquiste contiene dos
esporozoitos. Estos son liberados por la accién mecanica y bioguimica del tracto digestivo
de los estbmagos muscular y glandular del ave (mediante accion de bilis, tripsina y jugo
pancredtico) e invaden las células epiteliales de una zona especifica del intestino o ciego

dependiendo de la especie de Eimeria involucrada (Conway y McKenzie, 2007).

Una vez dentro de la célula hospedadora, el esporozoito se transforma luego de 12 a 48 hrs
en trofozoito. Este comienza a crecer y el nucleo se divide por un proceso de division
maultiple asexual, fase conocida como esquizogonia (merogonia). A este punto el parasito es
Ilamado esquizonte o meronte. Las pequefias formas parasitarias que se forman al interior
del meronte son llamadas merozoitos. El esquizonte al madurar se rompe (al tercer dia)
liberando los merozoitos. La mayoria de estos invaden otras células epiteliales para repetir
el proceso de desarrollo a través de las etapas de trofozoito y esquizogonias. Los
merozoitos del segundo ciclo esquizogonico nuevamente penetran las células epiteliales del
hospedador. Algunas o todas pueden pasar a través de un tercer ciclo esquizogonico,
dependiendo de la especie, antes de la formacion del gametocito masculino o femenino
(microgametocito 0 macrogametocito respectivamente) (Conway y McKenzie, 2007). Se
desconoce el mecanismo por el cual se diferencian sexualmente, aunque parece estar
relacionado al nimero de granulos de polisacaridos y mitocondrias (Del Cacho et al.,
1999). El gametocito masculino madura y se rompe liberando un gran nimero de pequefios
microgametos biflagelados. Intracelularmente el macrogametocito crece para formar un
macrogameto. Una gruesa pared se forma alrededor del macrogameto formando un cigoto
cuando el macrogameto es fertilizado por el microgameto. Desde este momento se puede
hablar de la existencia de un ooquiste inmaduro (Soulsby, 1987; Ruiz, 1990; Conway y
McKenzie, 2007). Es en esta fase cuando ocurre la recombinacion genética que permite la
transferencia de propiedades como la resistencia a quimioterapéuticos y patogenicidad
(Watkins, 1998).



El periodo de prepatencia de cada especie de Eimeria varia, dependiendo del tiempo
requerido por cada una para realizar el ciclo de esquizogonia y del nimero de ciclos
requeridos para generar el ooquiste inmaduro. La produccion de ooquistes se mantiene por
varios dias alcanzando un maximo durante los 7-8 dias post-infeccion, para empezar a
descender y desaparecer a partir del dia 12, siempre y cuando no ocurra reinfeccion
(Soulshy, 1987; Ruiz, 1990; Conway y McKenzie, 2007) (Anexo 2).

c. Epidemiologia

La coccidiosis es una enfermedad omnipresente en avicultura sin importar el tipo de
crianza. Pollos de todas las edades y razas son susceptibles a la infeccion. La alta
resistencia del ooquiste a condiciones ambientales y desinfectantes es fundamental para la
permanencia de la enfermedad (Shirley, 1994; McDougald y Fitz-Coy, 2008).

Los brotes son comunes a las tres a seis semanas de edad de los pollos y son raramente
vistos en edades menores a las tres semanas, existiendo excepciones en las que se han visto
infecciones en pollos menores de una semana de vida (McDougald y Fitz-Coy, 2008). Lo
anterior se explica probablemente debido a la insuficiente cantidad de tripsina y sales
biliares que tienen las aves a esta edad y que causan el desenquistamiento del ooquiste,
ademas del aumento de la cantidad de deyecciones eliminadas por las aves a partir de la

tercera semana, a causa del incremento del consumo de alimento (Bafundo, 1991).

Se ha observado que de acuerdo a la especie de Eimeria, varia la edad a la que se presenta
la infeccién. Normalmente las infecciones de E. mitis, E. praecox, E. maxima, E.
acervulina, E. tenella y E. mivati se presentan a las tres a seis semanas de edad, mientras
que las infecciones con E. necatrix se observan a las 8 a 18 semanas de edad. Por su parte,
E. brunetti se encuentra en ambos periodos (McDougald y Fitz-Coy, 2008).

La ingesta de ooquistes esporulados es el Unico método natural de transmision. Pollos
infectados pueden eliminar ooquistes en las deyecciones por varios dias 0 semanas. Pollos
del mismo lote pueden ingerir estos ooquistes a través del picaje de la cama o por

contaminacion del agua o el alimento (McDougald y Fitz-Coy, 2008).

El manejo general del lote de aves es de vital importancia en la manifestacién de

coccidiosis. Condiciones inadecuadas de temperatura, humedad, iluminacion, equipos,
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sanidad y stress, favorecen la presentacion de la enfermedad (Bernal, 1993). La taza de
difusion es un factor de importancia que depende de la densidad, del tiempo que se
mantienen las deyecciones contaminadas y del acceso del ave a estas deyecciones (Del
Cacho et al., 1999). Densidades por encima de 22 aves por metro cuadrado, como se usa en
crianzas bajo ambientes controlados, predisponen de gran manera al desarrollo de

coccidiosis (Vertomen y Kouwenhomen, 1994).

Aunque no existen hospederos intermediarios en el ciclo de las Eimerias, mecanicamente
los ooquistes pueden ser esparcidos por diferentes animales, insectos, equipo contaminado,
aves silvestres y polvo. La viabilidad del ooquiste es de pocos dias en la cama de aves y de
hasta semanas en el suelo, viéndose disminuida por la liberacion de calor y amonio por
compostaje y la accion de bacterias. EI ooquiste muere al ser expuesto a temperaturas
extremas o al secado. Temperaturas de 55°C o bajo cero eliminan al ooquiste rapidamente
(McDougald y Fitz-Coy, 2008).

Las granjas nuevas pueden mantenerse libres de coccidias la mayor parte de la primera
crianza, pero la introduccion de coccidias a un lote completamente susceptible ocasiona
brotes mas severos que en granjas viejas. A esto se le conoce como “Sindrome de

coccidiosis del galpon nuevo” (McDougald, 1997).

De acuerdo al estudio realizado por Alcaino et al., (2002) donde se analizaron 51 muestras
de deyecciones provenientes de ocho planteles avicolas de la I, V, VI y XIII region de
Chile, se concluyd la existencia de siete especies de coccidias cuya frecuencia y porcentaje
de presentacion correspondié a: E. mitis 34 (68%); E. praecox 31 (62%); E. maxima 24
(48%); E. acervulina 24 (48%); E. tenella 7 (14%); E. necatrix 7 (14%) y E. mivati 4 (8%).
No se encontraron E. brunetti ni E. hagani. Los ocho planteles avicolas presentaron
infecciones por coccidias, siendo estas predominantemente mixtas, encontrandose casos
con incluso seis especies de Eimeria. Lo anterior se debe a que no existe inmunidad
cruzada entre las especies de Eimerias (Comotto, 2000; McDougald y Fitz-Coy, 2008). No
es posible descartar la existencia de las Eimerias no encontradas en este estudio, ya que no

se han realizado nuevas investigaciones desde entonces.



d. Patogenia

Se ha establecido una estrecha relacion entre las coccidias y factores externos que
contribuyen a crear las condiciones favorables para que ocurran brotes de coccidiosis, los
cuales ocurren cuando aves susceptibles ingieren un gran nimero de ooquistes esporulados.
Para que esto suceda tienen que existir las condiciones ambientales que posibiliten la
esporulaciéon de los ooquistes inmaduros, asi como la presencia de una cama humeda y
temperaturas que varien en un rango de 24-29°C, entre otras (Latala, 1981; Norton y
Chard, 1983; Soto, 1984; Soulsby, 1987; Ruiz, 1990; Henken et al., 1992). A mayor
namero de ooquistes esporulados ingeridos, mayor sera el grado de infeccion, pero se debe
considerar que existe un fenomeno llamado “efecto multitudinario” (crowding factor) por el
cual, encima de cierto nivel de ooquistes ingeridos, no se producen mayores lesiones ni mas

cantidad de ooquistes eliminados (Del Cacho et al., 1999).

Las infecciones por Eimeria tienen un curso de mayor o menor gravedad dependiendo
basicamente de la especie de Eimeria implicada, edad, estado sanitario e inmunitario de las
aves y numero de ooquistes ingeridos (Del Cacho et al., 1999). Tal como se menciond, son
predominantes las infecciones mixtas. No obstante suele ocurrir que el cuadro clinico
manifestado corresponda a una especie de coccidia o, en ocasiones, a la combinacion de

dos o tres especies de coccidias (Soulsby, 1987).

Diferentes factores van a influir sobre el curso de la enfermedad, dentro de los cuales
ademas de la cantidad de ooquistes ingeridos y de la patogenicidad propia de cada especie,
van a influir las relaciones que se dan entre las Eimerias en infecciones mixtas. Asi,
contrariamente a lo que se podria pensar, las especies que parasitan la misma region del
intestino (por ejemplo E. praecox y E. acervulina), compiten entre si, produciendo un
efecto patolégico combinado menor que el que podrian producir especies que parasitan
diferentes zonas del intestino (E. brunetti: intestino medio y E. acervulina: intestino
anterior) (Del Cacho et al., 1999).

La fase esquizogodnica es la de mayor importancia patolégicamente, ya que ésta produce la

destruccion de las células epiteliales con la consecuente inflamacion del intestino, llegando

a destruir las vellosidades bajando el consumo de alimento y generando un sindrome de

mala absorcion, deshidratacion, pérdida de sangre y muerte (McDougald, 1997; Del Cacho
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et al., 1999). Mas especificamente, la segunda generacion de esquizontes es la que produce
el mayor dafio, ya que al madurar rompe un gran nimero de células epiteliales (Bains,
1979), generando desprendimiento de mucosa, intensas hemorragias y la consecuente
muerte del ave (Soulsby, 1987).

Producto de la invasién masiva de los esporozoitos, se producen cambios en el pH, la
cinética celular y la morfologia de las vellosidades, 1o que produce una reduccion en la

absorcion de vitamina Ay caroteno (Soulsby, 1987).

La restitucién celular, que normalmente se cumple cada 4 dias, se retarda quedando areas
de las vellosidades desnudas y atrofiadas, disminuyendo la capacidad para absorber
nutrientes, fluidos, glucosa y vitaminas, y aumentando la permeabilidad, con paso y pérdida
de proteinas a través del intestino (Ruiz, 1990).

Producto del metabolismo de las coccidias se produce acido lactico, provocando una baja
del pH, la cual sumada a la disminucion de la velocidad del transito intestinal genera un
desequilibrio de la flora bacteriana, demostrandose la interaccion entre las coccidias y otros
agentes enteropatdgenos, como E. tenella y Clostridium perfringens estudiado por Al
Sheikly y Al Saieg (1980). Es normal que en las infecciones coccidiales con cualquier
especie de Eimeria surjan cambios negativos en la flora bacteriana intestinal,
produciéndose una proliferacion exagerada de ciertas especies, como Escherichia coli,
Salmonella, Clostridium perfringens y reduccién de otras como los Lactobacilos (Pomiano,
2000).

Las enfermedades de Marek y Gumboro pueden interferir con el desarrollo de inmunidad,

pudiendo exacerbar la coccidiosis (McDougald, 1997).

Segun el grado de infeccidén, se reconoce una coccidiosis clinica, caracterizada por
presentar signos clinicos evidentes como diarrea sanguinolenta y mortalidad, y una
coccidiosis subclinica, la que cursa con ausencia de signos clinicos y escasas o nulas
lesiones intestinales macroscopicas, pero igualmente provoca efectos adversos en los
parametros productivos. Experimentalmente se calculd que la coccidiosis subclinica
produce en los pollos broiler un aumento del 2-8% en el indice de conversion alimentaria,

una baja de 50-100 gramos en la ganancia de peso y una disminucién del 6-20% en el nivel
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de carotenoides plasmaticos, lo que lleva a una menor pigmentacion de la canal (Mattiello
etal., 1997).

La administracion continua de anticoccidianos en el alimento ha logrado reducir la
intensidad de las presentaciones clinicas de coccidiosis, sin embargo, ésta no ha podido ser
absolutamente controlada, dando lugar a la aparicion de cuadros de coccidiosis subclinica
(Mattiello et al., 1997).

Las diferentes especies de Eimeria presentan distintos grados de patogenicidad. Las
especies mas patogenas corresponden a E. tenella y E. necatrix, las cuales pueden generar
altas mortalidades. E. brunetti y E. maxima generan enteritis mucoide, frecuentemente
sanguinolenta, pero los brotes de campo suelen ser leves y de poca importancia patolégica.
E. acervulina se asocia a enteritis catarral con diarreas mucosas y reduccion en la ganancia
de peso (Del Cacho et al., 1999).

Soto (1984) y Ruiz (1990) sefialan que el orden de patogenicidad de las Eimeria que
afectan a la gallina doméstica es: E. tenella, E. necatrix, E. maxima, E. brunnetti, E.

acervulina, E. mivati, E. hagani, E. mitis y por ultimo E. praecox.

Las especies de Eimeria tienen gran especificidad por determinados segmentos intestinales,
asi como sus formas intracelulares por determinados tejidos, células o glandulas. E. tenella
y E. necatrix penetran profundamente la pared intestinal, multiplicandose intensamente a
nivel de ldmina propia, mientras que las demé&s especies de Eimeria, se mantienen en las
células epiteliales de las vellosidades durante su desarrollo (Soulsby, 1987; Ruiz, 1990;
Lillehoj y Trout, 1994) (Anexo 3).

Long et al., (1980) sefiala que E. tenella y E. necatrix causan infecciones agudas en los
pollos; mientras que E. acervulina, E. mivati, E. maxima y E. brunetti provocan

coccidiosis crénica, pero con variaciones entre ellas.

La patogenicidad estd determinada y condicionada por varios factores como el manejo
(condiciones de la cama, temperatura ambiental, uniformidad del lote, etc.), estatus
nutricional, enfermedades concomitantes, numero de ooquistes ingeridos, viabilidad de los

ooquistes, localizacién intestinal, edad del hospedador y enfermedades inmunodepresoras
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previas, los cuales seran desarrollados a continuacion (Hofstad et al., 1978; Bafundo y
Guerrero, 1989; Dale, 1990; Ruiz, 1990):

a)

b)

d)

f)

Condiciones de la cama: principalmente la humedad, ya que ésta puede facilitar la
presencia de organismos patdgenos, incluyendo parésitos (coccidias), siendo una de
las condiciones necesarias para la esporulacion de los ooquistes. Factores que
favorecen un alto nivel de humedad en la cama son la sobrepoblacién, fallas en los

bebederos, goteras dentro del galpon y diarreas, entre otros.

Numero de ooquistes ingeridos, viabilidad de los ooquistes y especie de coccidia
actuante: Van a ir en directa relacion con la magnitud del cuadro clinico. A mayor
tiempo de conservacion después de la esporulacion, menor poder infectante del

ooquiste.

Temperatura ambiental: Es otra condicidon necesaria para la esporulacion de los
ooquistes. Una temperatura ambiental favorables (17-29°C) permitird que los
ooquistes permanezcan viables por un mayor tiempo, ya que las temperaturas

extremas pueden destruirlos.

Higiene del galpdn: Una limpieza inadecuada y desinfeccidon incompleta, permitiran
que la enfermedad prevalezca en las aves proximas a ocupar ese galpon, producto
de la alta carga de ooquistes que puede existir. Esto es comin debido a las presiones
econdmicas con miras a producir la mayor cantidad de carne o huevos en el menor

tiempo posible, por lo que se acortan los periodos de descanso del galpén.

Uniformidad del lote: Los pollitos més pequefios y débiles van a ingerir menor

cantidad de droga anticoccidial, quedando mas susceptibles a la enfermedad.

Estatus nutricional: El potencial genético del pollito para obtener su méaximo
crecimiento y eficiencia esta relacionado directamente a una nutricion adecuada, por
lo que problemas en la nutricion, como por ejemplo contaminacion con
micotoxinas, pueden producir efectos inmunosupresores, haciendo que las aves sean

mas susceptibles a la coccidiosis.
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g) Enfermedades concomitantes: Existen enfermedades que permiten que el ave sea
mas susceptible (Gumboro, Anemia Infecciosa, Micotoxicosis) o que directamente
agravan el cuadro clinico de la coccidiosis (E. coli, C. perfringens).

h) Localizacion intestinal: especies que colonizan el intestino tienen mayores efectos

sobre la digestion y absorcion de nutrientes que las que parasitan el ciego y el recto.

i) Edad de las aves: Las aves jovenes son especialmente susceptibles a contraer esta
enfermedad, sobre todo entre la tercera y sexta semana de edad.

Dale (1990) sugiere que la coccidiosis es una enfermedad de etiologia multifactorial, ya que
si se asume una situacion en la que el nivel de droga en el alimento resulta ser un 25%
inferior a lo propuesto y si ademas este alimento es consumido por un lote de pollos broiler
mantenidos en una cama con baja humedad, con una edad de 42 dias, con moderada
densidad y sin ningun factor severo de tension, probablemente no habrén lesiones de
coccidiosis, sin embargo, si el mismo alimento va a una granja donde las aves tienen 29
dias de edad y estan a alta densidad, causando un aumento en la humedad de la cama, la

probabilidad de que se produzca un brote de coccidiosis aumenta.
A continuacion se presentan las caracteristicas patoldgicas de cada especie:

E. acervulina: Es poco patdgena, siendo responsable de coccidiosis intestinal subaguda en
aves adultas y en pollitas a punto de comenzar la postura (Soulsby, 1987). Cominmente
afecta el asa duodenal pudiendo, en infecciones severas, llegar a yeyuno e incluso el ileon
(Conway y McKenzie, 2007).

En cuanto a su patologia, genera lesiones blanquecinas focales alargadas transversalmente,
como peldafios de escalera; sin pérdida de sangre, las cuales son visibles en la superficie
serosa del duodeno (Soto, 1984; Bafundo y Guerrero, 1989). Las fases de desarrollo tienen
lugar en la porcion anterior del intestino delgado. La pared intestinal y mucosas pueden
presentarse engrosadas, pudiendo estar cubiertas de un exudado catarral (Soto, 1984). Solo
se observa sangre en el lumen si se administran cantidades excesivas (millones) de

ooquistes (Soulsby, 1987).
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E. praecox: Su patogenicidad es baja, siendo incluso considerada como apatdgena. Afecta
principalmente la porcion anterior del intestino delgado (Bafundo y Guerrero, 1989; Ruiz,
1990), sin producir alteraciones ni lesiones evidentes (Ruiz, 1990; Fraser, 1993).

E. tenella: La principal manifestacion patologica de la infeccion por E. tenella es la
hemorragia cecal, asociado a una destruccion de la mucosa (Allen, 1997). Se observa
también marcada tiflitis, una mucosa engrosada y cicatrizada, tapones de sangre coagulada
en ciegos y las deyecciones sanguinolentas. En casos cronicos se puede observar un
exudado caseoso en ciegos (Soto, 1984; Bafundo y Guerrero, 1989; Ruiz, 1990; Fraser,
1993).

E. maxima: Es moderadamente patdgena (Soulsby, 1987), debiéndose los efectos més
serios a las fases sexuadas ya que son de tamafio mayor que las fases asexuadas, pudiendo

llegar a afectar la capa muscular del intestino (Ruiz, 1990).

Produce exudado mucoso de color anaranjado cremoso en la porcion media del intestino
delgado. Enteritis en diferentes grados, dilatacién de la pared intestinal y contenido
hemorragico en infecciones severas (Soto, 1984; Soulsby, 1987). El intestino puede verse
flacido y dilatado por pérdida del tono muscular. También pueden verse petequias en serosa
(Soto, 1984; Bafundo y Guerrero, 1989; Ruiz, 1990; Fraser, 1993).

E. brunetti: Los esquizontes generalmente se encuentran en el epitelio de las vellosidades,
pero pueden entrar en los tejidos subepiteliales en las infecciones masivas (Soulsby, 1987).

La primera porcion del intestino delgado es el lugar de mayor parasitacion, llegando
algunas fases a porciones mas alejadas, incluso hasta ciegos y recto (Soulsby, 1987). Puede
causar enfermedad grave en los pollos de 4 a 9 semanas de edad. Es caracteristico que las
lesiones se encuentren en la parte posterior del intestino delgado, generando la coccidiosis
rectal tipica (Soto, 1984; Ruiz, 1990). Produce un puntillado hemorragico en distintos
grados y pérdida del epitelio de la mucosa. Puede haber enteritis necrotica si se asocia con
clostridios (Soto, 1984). Se puede presentar enrojecimiento de la mucosa, secreciones
mucosas y caseosas. En infecciones graves se puede ver exudado catarral hemorragico que
aparece 4 a 5 dias después de la infeccion experimental (Bafundo y Guerrero, 1989; Ruiz,
1990; Fraser, 1993).
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E. necatrix: El desarrollo asexuado tiene lugar en el intestino delgado, y el ciclo
gametogodnico, en los ciegos. Esta especie es uno de los agentes patdgenos mas importantes
del intestino delgado de las gallinas (Soulsby, 1987).

Produce lesiones en el tercio medio del intestino delgado. La pared del intestino en esta
zona puede verse engrosada, dilatada y hemorrégica, incluso con contenido de sangre en
lumen. En infecciones ligeras, se pueden observar puntos blancos diseminados que indican
presencia de colonias de esquizontes, rodeados por zonas de hemorragias petequiales
(Soulshy, 1987).

E. mivati: Los esporozoitos se desarrollan en la base de las vellosidades de las células
epiteliales, especialmente en duodeno, localizandose inmediatamente debajo de la
superficie y muy por encima del nicleo de la célula del hospedador. Los merozoitos de

segunda generacion parasitan células del yeyuno y duodeno (Soulsby, 1987).

La zona afectada se presenta engrosada, edematosa y con petequias diseminadas. El
contenido intestinal se ve de aspecto acuoso, seroso o cremoso Yy de color blanco. Las
lesiones son redondeadas y no forman estrias o bandas como E. acervulina (Soto, 1984;
Bafundo y Guerrero, 1989; Fraser, 1993).

E. mitis: En condiciones normales, es ligeramente patdgena. Experimentalmente se ha
demostrado que no produce signos clinicos en pollos inoculados con altas dosis de
ooquistes esporulados (Soulsby, 1987). Joyner (1958) logré un 38% de mortalidad en

pollitos de 6 dias de edad, tras la administracion de 2,5 millones de ooquistes esporulados.

E. hagani: Las fases de desarrollo tienen lugar en la porcion anterior del intestino delgado.
Generalmente se considera de escasa 0 nula patogenicidad (Ruiz, 1990). Las fases de
desarrollo originan pequefias hemorragias petequiales, visibles desde la superficie de la
serosa (Soto, 1984; Bafundo y Guerrero, 1989; Ruiz, 1990; Fraser, 1993).

Aun cuando existen diferentes manifestaciones clinicas entre las especies de Eimeria, las
manifestaciones generales incluyen la disminucion en el consumo de alimento, diarrea y
finalmente la muerte (Koning, 1994). Ademas los signos externos incluyen, deshidratacion,
aglomeracion de aves, debilidad, plumas sucias y erizadas, palidez, ojos entreabiertos, baja

de consumo, disminucién del crecimiento y mala conversién alimenticia (Soto, 1984; Ruiz,
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1990; North, 1990). La enfermedad se explica por las modificaciones en las funciones

digestivas, lo que se traduce en la siguiente signologia clinica (Ruiz, 1990):
- Deterioro de la digestion, con posterior anorexia.

- Aumento de la motilidad intestinal, con aumento de la velocidad de pasaje del
contenido intestinal y reduccion de la flora sapréfita benéfica, lo que se traduce en

diarrea.

- Variaciones marcadas del pH intestinal, afectando la degradacion de proteinas, la
accion enzimatica y provocando desequilibrio de la flora intestinal, lo que se

traduce en diarrea.

- Aumento de la permeabilidad de la pared intestinal, produciéndose debilidad y
pérdida de peso.

- Alteracion en la sintesis y absorcion de vitamina A y K, afectandose la regeneracion
del epitelio y coagulacion de la sangre respectivamente, llevando a cuadros de

anemia y diarrea sanguinolenta.

- Alteracion del balance entre agua Yy electrolitos, llevando a shock por

deshidratacién, y mortalidad de las aves.

Deyecciones diarreicas con gran cantidad de sangre son tipicas de infecciones con E.
tenella, causando anemia y palidez de cresta y barbilla. Ademas, se produce hipotermia que
es la razon por la que las aves se agrupan con la cabeza bajo el ala. La mortalidad es muy
variable (Del Cacho et al., 1999).

Eimeria acervulina produce una diarrea mucosa de color blanco amarillento que humedece
la cama y por eso las aves muestran las plumas manchadas (Del Cacho et al., 1999). E.
maxima produce diarrea sanguinolenta con coloracion anaranjada o rosacea, y dentro del
intestino, que esta dilatado (“Balonamiento™), se encuentra contenido de la misma
coloracion. Esta especie es importante porque causa problemas en la pigmentacién debido a
que se afecta la absorcion de xantofilas, carotenoides y otros pigmentos (McDougald,
1997).
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e. Inmunidad

En el desarrollo de estados de resistencia 0 inmunoproteccion de las aves contra la
coccidiosis, la inmunidad humoral y celular desempefian una accion importante generando

una inhibicién de la proliferacion de los parasitos (Lillehoj y Trout, 1994).

La destruccion de los parasitos es mediada por células natural killer (NK), linfocitos T
helper y T citotoxicos (Lillehoj et al., 1994), citokinas (Liew y Vickerman, 1997) y la
produccion de interferon, la cual es inducida por la presencia de los merozoitos y
esporozoitos (Martin y Lillehoj, 1993). También participan macrofagos, los cuales

fagocitan las células parasitarias (Liew y Vickerman, 1997).

Dependiendo de la genética del hospedador, puede existir una inmunidad natural total o
parcial, lo que se relaciona a la marcada especificidad de los parasitos del género Eimeria.
Es por lo anterior que diferentes razas y lineas de pollos varian en susceptibilidad a las
infecciones por coccidias, no conociéndose bien los mecanismos de estas variaciones (Ruiz,
1990).

Las coccidias de las aves difieren en constitucion genética, no produciendo inmunidad
cruzada entre la mayoria de ellas ni afectando a diferentes especies de hospedadores (Ruiz,
1990). Es por lo anterior, que los pollos pueden sufrir tantos tipos de coccidiosis como

namero de especies los afecten (Pellerdy, 1965; Soulsby, 1987; Ruiz, 1990).

La inmunoproteccién en las aves se crea en forma progresiva por infecciones vy
reinfecciones, no existiendo una relacion de la edad con una resistencia a la enfermedad, ya
que las aves domésticas son susceptibles de sufrir coccidiosis en cualquier etapa de su vida
(Soulsby, 1987). La inmunidad protectora depende mas del nimero de infecciones que de

la cantidad de ooquistes inoculados (Soulsby, 1987; Ruiz, 1990; Tamasaukas, 1996).

Stiff y Bafundo (1993) encontraron que independientemente de la edad, todas las aves
desafiadas con coccidias fueron capaces de establecer una inmunidad protectora completa

contra E. tenella, E. maxima y E. acervulina bajo continuas exposiciones parasitarias.

Diversos estudios indican la posibilidad de que la inmunidad materna sea transferida a

través de anticuerpos y células provenientes de gallinas previamente inmunizadas (Ruiz,
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1990), pero todo parece indicar que la inmunidad materna no presentaria un rol protector
relevante en los pollos recién nacidos, al no disminuir la susceptibilidad de presentar la
infeccion. La inmunidad se desarrolla luego de infecciones previas, limitando futuros casos.
Las gallinas ponedoras y reproductoras no se enferman durante el ciclo productivo debido
a la inmunidad adquirida previamente por desafios tempranos (McDougald y Fitz-Coy,
2008).

Las especies de coccidias varian en inmunogenicidad, e inlcuso, cepas de una misma
especie pueden tener un comportamiento inmunolégico diferente (Ruiz, 1990). Dentro de
las especies de coccidias, E. maxima es considerada la mas inmunogénica, seguida por E.
tenella y E. necatrix (Soulsby, 1987; Ruiz, 1990).

Dentro del ciclo de las Eimerias, los esquizontes, esporozoitos y merozoitos de primera
generacion son los principales estadios responsables de generar una respuesta inmune, ya
sea por accion directa o por productos de su metabolismo. Los ooquistes y formas sexuales
del ciclo son considerados inductores de una inmunidad poco efectiva o poco protectora
(Soulsby, 1987; Ruiz, 1990).

Long y Rose (1972) sugieren que la principal accion de los anticuerpos (Acs) es hacia las
formas invasivas, especialmente durante sus fases extracelulares. IgM es la primera en
aparecer, mas tardiamente aparece 1gG, siendo el descenso de sus niveles bastante lento.
IgA se ha observado en secreciones biliares, ldmina propia y mucus intestinal, donde parece

tener una accidn litica sobre los estadios parasitarios sefialados anteriormente.

La filtracion de inmunoglobulinas presentes en el intestino se considera un posible
mecanismo por medio del cual anticuerpos/antigenos especificos pueden prevenir, en forma

efectiva, la penetracién de los esporozoitos al epitelio intestinal (Mckenzie et al., 1986).

La inmunidad celular interfiere en la penetracion y multiplicacion de las fases intracelulares

de las coccidias en las células epiteliales de la pared del intestino (Ruiz, 1990).

Breed et al. (1999), realizando inmunizacion con fracciones de estadios parasitarios,
lograron inducir en forma marcada la liberacion de linfocitos T, lo que permitio que a nivel
cecal, las lesiones fueran significativamente menores con respecto a aquellas aves no

inmunizadas.
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f. Diagnostico e identificacion

Para hacer el diagnostico de coccidiosis, la apariencia del ave y la visualizacidn de lesiones
intestinales puede ser suficiente informacioén en algunos casos (North, 1990). En otras
ocasiones, la confirmacién de coccidiosis debe hacerse por laboratorio, cuando las lesiones
no sean lo suficientemente especificas o se quiera identificar la especie de Eimeria actuante
en infecciones mixtas (Whiteman y Bickford, 1983). En los ultimos afios se ha puesto mas
énfasis en la identificacion bioquimica y fisiologica de las coccidias, usando nuevas
herramientas para la identificacion de especies, como la electroforesis de enzimas
metabdlicas (Shirley, 1979) y la técnica de PCR (Tsuji et al., 1997).

Para poder realizar un diagnostico de infeccion por coccidias e identificar el tipo de
Eimeria actuante es necesario conocer diversas caracteristicas, como son 1) la localizacion
de las lesiones en el intestino, 2) la apariencia de la lesion, 3) el tamafio, forma y color de
los ooquistes presentes, 4) el tamafio de los esquizontes y los merozoitos, 5) el tipo de
célula parasitada, 6) el periodo de prepatencia y 7) la inmunogenicidad (McDougald y Fitz-
Coy, 2008). También se deben conocer otras enfermedades que sean capaces de producir
enteritis y diarrea, con el fin de realizar el diagndstico diferencial, como son la enteritis
ulcerativa, enteritis necrdtica, salmonelosis, colibacilosis, micotoxicosis y diversas

intoxicaciones (Del Cacho et al., 1999).

Para lograr un correcto diagnéstico de coccidiosis es necesario recurrir a la necropsia,
buscando lesiones intestinales caracteristicas. El hallazgo de un gran nimero de ooquistes
en las deyecciones del hospedero es indicativo de coccidiosis, pero no indica
necesariamente un problema patoldgico grave (Soulsby, 1987). Este nUmero dependera de
multiples factores, entre los que se encuentran la cantidad de ooquistes ingeridos, el
potencial reproductivo de la especie de Eimeria, la edad y estado inmunitario del
hospedero, contactos previos, consistencia de la muestra de deyecciones, método de
examen y etapa de la infeccion, entre otros. Es por esto que los resultados del examen
coproldgico deben relacionarse con los signos clinicos y lesiones intestinales (macro y

microscopicamente) (Fraser, 1993).

Cada especie difiere en patogenicidad, localizacién y aspecto de las lesiones intestinales, lo
cual debe ser usado para dirigir el diagnostico, el cual debe realizarse con aves sacrificadas
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e inmediatamente necropsiadas, debido a que los cambios postmortem en el intestino
ocurren rapidamente (McDougald, 1997). Una vez muerta el ave, comienza un proceso de
autolisis en el intestino, generando que luego de un tiempo, solamente se podran ver las
lesiones coccidiales que causaron masiva pérdida de sangre. Por otro lado, cuando se
sacrifican aves enfermas para la necropsia y estas son inspeccionadas inmediatamente
después de muertas, las lesiones seran mas tipicas y se podré evaluar mejor la apariencia de

la mucosa, presencia de hemorragias, moco o liquido en el intestino (McDougald, 1994).

El procedimiento de diagnostico puede realizarse en varias etapas para poder llegar asi a
resultados definitivos y concluyentes, utilizando para ello pruebas Unicas como también
integrando méas de un procedimiento diagnostico. A continuacion se sefialan distintos
procedimientos diagnosticos (Pellerdy, 1965; Hammond y Long, 1973; Soto, 1984;
Soulsby, 1987; Ruiz, 1990; Mattiello et al., 1997):

a) Examen de campo: Mediante observacion del cuadro clinico, historia del problema,
manejo sanitario, calidad higiénica de los insumos, cantidad de aves afectadas, edad
y performance de las aves, examenes coproldgicos de flotacion en soluciones

salinas saturadas, entre otros.

b) Examen postmortem: El cual puede comprender una diversidad de métodos como la
ubicacion y descripcion de lesiones en intestinos, examenes coprologicos de
flotacion en soluciones salinas saturadas (pre y postmortem), observacion directa de
frotis de mucosa intestinal, uso de microscopia electrénica con micrometro ocular y

determinacion histopatoldgica de los tejidos afectados.

c) Determinacion del periodo de esporulacion y prepatencia de aves previamente
infectadas.

d) Infeccién experimental de aves con ooquistes infectivos.

En el caso de la coccidiosis subclinica, que es aquella que cursa en forma asintomatica sin
observarse lesiones anatomopatoldgicas evidentes, el diagnostico deberd hacerse
exclusivamente a través de tecnicas de laboratorio, descartando el recuento de ooquistes en
deyecciones 0 cama, ya que estas no permiten observar esquizontes, que son las formas

parasitarias que mayor dafio estructural producen a la mucosa y cuya deteccion es de suma
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importancia para diagnosticar precozmente la coccidiosis subclinica y evaluar su curso. El
método de eleccion para detectar la coccidiosis subclinica es la técnica de raspados seriados
de la mucosa intestinal, evaluando por microscopia el nimero y ubicacion en el epitelio de
las formas parasitarias presentes. La coccidiosis subclinica tendra significancia patoldgica
siempre que se presente a una edad en la que el ave no logre completar su crecimiento
compensatorio, que es fundamental en pollos broiler, siendo su periodo critico entre la
tercera y quinta semana de edad, donde los requerimientos del ave son maximos (Mattiello
etal., 1997).

g. Prevenciény Control

Hasta antes de 1940 se intentaba controlar la coccidiosis con recetas alquimistas como
leche desnatada, vinagre o azufre en flor (Robertson, 1986). Actualmente los programas de
control de coccidiosis en pollos broiler se basan principalmente en la medicacion
preventiva, administrando una droga anticcocidial en la racion durante la mayor parte de la
crianza (Melhorn, 1993). Las drogas se denominan en general anticoccidianos, entre los
cuales pueden diferenciarse los coccidiostatos que sélo inhiben el crecimiento de los

coccidios y los coccidicidas que interrumpen el ciclo de vida (Yufio y Gorgoza, 2008).

Las drogas coccidiostaticas han tenido gran éxito y realmente han permitido el control de la
enfermedad, sin embargo han ido apareciendo cepas de coccidias resistentes o de
sensibilidad reducida (Allen, 1997).

Dado que no es posible erradicar la enfermedad, los programas anticcocidiales tienen por
objeto minimizar los efectos de la coccidiosis y a la vez maximizar la productividad
(Watkins, 1998).

a) Prevencion

En un principio la prevencion de coccidiosis se hacia s6lo mediante programas continuos
con drogas aplicadas en el alimento durante toda la campafia, lo cual presentaba las
desventajas de presentar riesgos de toxicidad y mayor costo (McDougald, 1983b).
Posteriormente, debido a la generacion de resistencia, se preconizé el uso rotativo de las
drogas (Comotto, 2000), considerandose esencial cambiar la droga anticoccidial como

maximo cada afio o cada 5 crianzas (Bafundo, 1994; Chapman, 1998).
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Considerando la naturaleza multifactorial de la enfermedad, es recomendable mantener un
buen estado general del lote en cuanto a manejo, sanidad y alimentacion en general
(Pomiano, 2000). Fallas en estos factores conllevan a una reduccion en el consumo de

alimento y por lo tanto, de la droga anticoccidial (Bafundo, 1994).

Es importante considerar que los conceptos de desinfeccion para prevenir brotes, no son del
todo validos porque: 1) han habido muchas fallas en estos programas, 2) los ooquistes son
extremadamente resistentes a la mayoria de los desinfectantes, 3) la esterilizacion completa
de las instalaciones nunca es posible y 4) un ambiente libre de ooquistes no permite el
establecimiento de inmunidad (McDougald, 1997).

Tiene mucha importancia el mantenimiento del buen estado de la cama, en especial cerca
de los bebederos, evitando la humedad y proliferacion de artrépodos (Borchet, 1981;
Whiteman y Bickford 1983; Ruiz; 1990). Asimismo se debe eliminar permanentemente las
aves enfermas o desuniformes, que pueden aumentar la contaminacién de la cama (Ruiz,
1990).

Para evaluar la efectividad de un programa anticoccidial y prevenir la presentacion de la
enfermedad, es importante medir mas de un pardmetro, siendo recomendable hacer un
monitoreo regular del lote, realizando necropsias de aves al azar para buscar lesiones
intestinales coccidiales y recolectando cama, para someterla a recuento de ooquistes
(McDougald, 1999). Siendo la cama la principal fuente de infeccién, su evaluacion da
informacion importante (Ruiz, 1990), sin embargo se menciona que la informacion
conseguida con este método es Util a largo plazo (McDougald, 1997) y se debe establecer
un patrén normal para cada localidad, a través de varias crianzas y programas que se hayan
utilizado (McDougald, 1999). Se debe tener en cuenta que algunos factores pueden alterar
la interpretacion de esta prueba, como es el hecho que las especies mas prolificas de
coccidias son menos patdgenas, y se encontrarian recuentos altos sin un cuadro clinico
severo (McDougald, 1994). Ademas, se ha encontrado una correlacion moderada entre el
recuento de ooquistes en cama y las lesiones intestinales macroscopicas y microscopicas
causadas por coccidias, debido probablemente a que los otros factores que propician la
presentacion de coccidiosis, estuvieron bien controlados (Salinas, 2000). También es

posible realizar el recuento de ooquistes directamente en deyecciones, método que ofrece
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una vision mas precisa, puntual e individual que el recuento de ooquistes en cama, en
donde existe un factor de dilucion mayor producto de los elementos propios que conforman
la cama ademaés de las deyecciones (Rubio et al. 2012).

Del Cacho et al. (2001) usaron el método de recuento de ooquistes en deyecciones para
evaluar un ensayo de vacunacion a gran escala de la vacuna Paracox 5® en pollitos de 1 dia
de edad. Mediante este estudio, lograron comparar la cinética de eliminacion de ooquistes
en diferentes explotaciones sometidas a distintas condiciones de manejo y caracteristicas
productivas. En este estudio, el 85% de los galpones vacunados alcanzaron la mayor
cantidad de ooquistes eliminados a los 21 dias postvacunacién, el 11% a los 28 dias
postvacunacion y el 4% a los 15 dias postvacunaciéon. Asi mismo, Juarez et al. (2002)
usaron el método de recuento de ooquistes en deyecciones para comparar los resultados, al
usar dos instrumentos diferentes como son la Cdmara de McMaster y el hemocitometro de
Neubauer. En este estudio, inocularon ooquistes esporulados de E. tenella a dos grupos de
aves Leghorn de 5 semanas de edad. Siete dias postinoculacion se efectu6 la evaluacion con

uno u otro instrumento, obteniéndose resultados similares para ambos.

También como método de prevencion, la vacunacion esta siendo cada vez mas usada. Para
1994 existian por lo menos 4 vacunas comerciales para la prevencion de coccidiosis, todas
destinadas mayormente a ponedoras y reproductoras (Del Cacho et al., 1999), sin embargo
durante los ultimos afios han demostrado ser Utiles en pollos de engorda (McDougald,
1999).

b) Control:

Las drogas para el control de la coccidiosis producida por las diferentes especies de
Eimeria en gallinas han sido comercializadas desde 1940. Por muchos afios la
quimioterapéutica fue la Unica forma de control de la coccidiosis, pero los crecientes
problemas en su uso llevé a que nuevos métodos para el control, sean cada vez mas
estudiados (Williams y Andrews, 2001).

Las drogas se denominan anticoccidiales, entre las cuales pueden diferenciarse los

coccidiostatos y los coccidicidas. Todos los anticoccidiales son susceptibles de inducir
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resistencia por parte de los protozoarios. Para evitarla, existen programas de rotacion de

drogas o bien, la inmunizacion (Yufio y Gorgoza, 2008).

Distintos métodos se han investigado en la busqueda de caminos alternativos para el control
de la coccidiosis aviar. Los primeros medicamentos fueron las sulfamidas (sulfametazina,
sulfaguanidina y sulfaquinoxalina); luego se introdujeron en el mercado otras moléculas
como los nitrofuranos (actualmente prohibidos en animales para consumo humano). Hace
tres décadas que no se generan nuevos medicamentos anticoccidianos en la industria
avicola. Las drogas disponibles en la actualidad son més de 15, las cuales pueden
clasificarse en compuestos de sintesis quimica (halofuginona, nicarbazina, dilclazuril) y
antibidticos iondforos producidos por fermentacion (monensina, salinomicina, lasalocid,
narasina), los cuales radican su eficacia en que no interfieren con el desarrollo de
inmunidad. Se suelen utilizar combinaciones de drogas, especialmente las sintéticas con

ionoforos (narasina + nicarbazina) (Yufio y Gorgoza, 2008).

Los ionoforos han sido ampliamente utilizados a nivel mundial y han tenido menor
generacion de resistencias, debido a que los coccidios deben desarrollar varios cambios
genéticos para resistir a su efecto (McDougald, 1983a). Sin embargo se han reportado cepas
de sensibilidad reducida con el uso de iono6foros, la cual no varia con cada droga, si no que
se presenta con los iondforos en general (McDougald, 1994). La principal desventaja de
estas drogas es la depresion que producen en el consumo de alimento, esto sumado a otras
causas que reducen el consumo de alimento, perjudican el programa de control de
coccidiosis (Pomiano, 2000; McDougald, 1983b).

Un problema creciente que existe en cuanto al control de la coccidiosis, es la generacién de
resistencia por parte de las coccidias a ciertas drogas anticoccidiales. La resistencia se va
produciendo por una seleccion continua de parasitos que sobreviven a las concentraciones

de medicacion preventiva, asi como sub dosificaciones en la formulacion (Chapman, 1998).

Para intentar retardar el desarrollo de resistencia, hoy en dia es usado el sistema dual de

drogas, es decir, el uso de un anticoccidial en el iniciador y de otro en el crecimiento

acabado (McDougald, 1997). En el uso de un programa dual, la resistencia aparece durante

el uso de la primera droga, luego los parasitos pueden sobrevivir en la cama durante el uso

de la segunda droga. Cuando la primera droga se usa nuevamente en el siguiente lote,
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resultard en la generacion de resistencia (Chapman, 1998). Aunque no hay evidencia
cientifica que apoye este sistema, actualmente es de amplio uso. Su uso también tiene
justificacion econdémica, dado que puede usarse una droga costosa sélo durante la mitad de

la campanfa, en vez de durante toda la campafia (McDougald, 1983b).

El uso de vacunas anticoccidiales en aves de crianza es, probablemente, el curso 6ptimo en
la mayoria de las situaciones, sobre todo con la opcion actual de vacunar a los pollitos en la
incubadora mediante aspersion o inoculacion ocular. Las aves vacunadas deben ser
cuidadosamente controladas para asegurarse de que han desarrollado la inmunidad. El
tratamiento con un farmaco anticoccidial a través del agua (por ejemplo, el amprolio,
sulfaquinoxoline y toltrazuril) puede ser necesario en los grupos vacunados, si un reto grave
de coccidias se diagnostica antes de que la inmunidad se haya desarrollado completamente
(Conway y McKenzie, 2007).

También existen riesgos asociados a la vacunacion, como por ejemplo una reaccion
exagerada a E. acervulina y E. maxima presentes en la vacuna puede afectar negativamente
a las aves en cuanto a su capacidad de absorcion de vitaminas, especialmente vitaminas A,
D, E y K. En vista de este problema potencial, se recomienda la adicion de vitaminas en el

agua de bebida de pollos durante este periodo (Conway y McKenzie, 2007).

c) Productos Naturales para el tratamiento de la Coccidiosis

Debido al problema de la resistencia de las coccidias a los anticoccidianos y su prohibicion
progresiva por problemas de inocuidad alimentaria, es que se hace necesario reemplazar
estos productos en el alimento de los pollos y buscar nuevas estrategias que logren cumplir
esta funcion (Nawaz et al., 2000; Bertolatti et al., 2003; Wallace, 2004). Lo anterior ha
incentivado la basqueda de sistemas naturales que inhiban el desarrollo de las coccidias. Es
asi como diversos autores han publicado sobre la efectividad de diferentes productos
naturales para el control de la coccidiosis aviar, dentro de los que se pueden mencionar el
aloe vera y componentes bioactivos de un extracto acuoso del hongo Ganoderma lucidum
entre varios otros (Hassan et al., 2008; Akhtar et al., 2012).

Existen plantas que son usadas para tratar enfermedades en los animales, asi como también

existen reportes del uso de extractos de plantas para el tratamiento de la coccidiosis (Arab
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et al., 2006). Un ejemplo de producto natural para el tratamiento de la coccidiosis aviar lo
constituye la harina de guar (Gyamopsis tetragonoloba), el cual tiene altos niveles de
saponinas y demostrd ser efectivo en reducir el nimero de ooquistes por gramo de
deyecciones y prevenir la diarrea sanguinolenta producida por E. tenella en pollos

infectados experimentalmente (Hassan et al., 2008).
2. Saponinas

Las saponinas son glucésidos esteroidales o triterpénicos que son generados principalmente
por plantas, aunque también por bacterias y animales marinos menores (Riguera 1997;
Yoshiki et al., 1998; Nasri et al., 2011). Al menos existen 20 diferentes saponinas
identificadas de la corteza de diferentes plantas y se describe que cumplirian una funcién en
el sistema de defensa de las plantas al presentar propiedades antibacterianas, antifngicas y

contra los ataques de insectos (Morrissey y Osbourn, 1999).

Las saponinas estan compuestas de un azucar, usualmente glucosa, galactosa, acido
glucurédnico, xilosa, ramnosa o metilpentosa, la cual esta unida por un enlace glucosidico a
una aglicona hidrofobica (sapogenina) la que, en la naturaleza, puede ser esteroide o

triterpenoide (Francis et al., 2002).

La extraccion de saponinas a partir de diversos materiales bioldgicos ha sido reportada bajo
multiples procedimientos, sin embargo, dada la naturaleza en gran manera polar de estos
compuestos, todos los métodos coinciden en la extraccion en caliente o frio, con agua o
alcoholes de bajo peso molecular. Entre estos sobresalen el uso de metanol, etanol, butanol

y mezclas de diferentes proporciones de estos alcoholes y agua (Hernandez et al., 2005).

En la actualidad, las saponinas estan siendo investigadas por su actividad antibacteriana
(especialmente bacterias Gram-positivas como Bacillus cereus, B.subtilis, Staphylococcus
aureus y Enterococcus faecalis) (Avato et al., 2006; Hassan et al., 2007), antiprotozoaria
(especialmente sobre protozoos ruminales) (Mshvildadze et al., 2000) y antifingica (como
Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei,

Cryptococcus neoformans y Aspergillus fumigatus) (YYang et al., 2006).

Se ha reportado que al mezclar saponinas con el alimento o el agua de bebida de los

animales de granja, se previenen enfermedades respiratorias, favorece la absorcion de
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nutrientes y disminuye la emision de amoniaco y otros gases toxicos producto de los

excrementos y la orina (Aguirre, 2008).
a. Saponinas del Quillay

La corteza del quillay (Quillaja saponaria), arbol endémico de la zona central de Chile, es

una de las principales fuentes industriales de saponinas triterpénicas en el mundo (Cheeke,
2001; Francis et al., 2002). Durante décadas los extractos de quillay han sido usados como
espumantes en bebidas, emulsificante en alimentos, agente humectante en fotografias, etc.
(Cheeke, 2001).

Este arbol crece naturalmente en la zona central del pais e histéricamente, la corteza ha sido
exportada a Estados Unidos, Europa y Japon, no siendo procesada en Chile (San Martin y
Briones, 1999).

La sobre explotacion de su corteza ha causado un importante dafio ecoldgico y escasez de
este recurso. Hasta hace algin tiempo atras, para obtener corteza en cantidades rentables,
arboles de alrededor de 30 a 50 afios, con un didmetro de 20 a 50 cm eran talados. Para
satisfacer la demanda mundial, sobre 50.000 &rboles eran talados cada afio, los cuales eran
descortezados dejando la biomasa sobrante en el campo, la que se usaba para carbon, o
simplemente se descomponia. Aproximadamente el 95% del peso del arbol, es decir,
20.000 toneladas por afio se perdian por el hecho de explotar el recurso de esa manera.
Afortunadamente, en el Gltimo tiempo, esto ha podido ser remediado usando en forma
integral toda la biomasa del arbol y no solo la corteza. Esta materia prima es abundante, y
se obtiene del raleo de los bosques existentes, sin necesidad de cortar arboles (Nifuri,
2005).

Estudios recientes han demostrado, con satisfaccion, la calidad de los productos derivados
de toda la madera, comparados con los productos comerciales derivados de la corteza.
Usando este nuevo proceso de produccion, menos de 10.000 arboles por afo pueden
satisfacer la presente demanda mundial de saponinas de quillay. Es mas, la madera puede
ser obtenida totalmente desde las podas de arbustos existentes que regeneran después de la

explotacion de la corteza. Basado en este nuevo proceso, una empresa opera en Chile
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(Natural Response S.A., Quilpué), la cual usa todo el recurso y lo procesa produciendo

extractos purificados de saponinas de quillay (Desert King, 2001).
b. Composicion quimica de las saponinas de quillay

Variadas técnicas pueden ser usadas para analizar las saponinas, siendo necesario primero
la extraccion y purificacion de la planta. EI proceso comienza con la extraccion del material
de la planta con metanol o etanol. Luego viene un proceso de evaporacién mediante la
aplicacion de bajas presiones, un proceso de disolucion en agua y finalmente separacion en
n-butanol. Luego se sigue purificando mediante un proceso que involucra cromatografia
liquida 0 mas comunmente cromatografia de exclusion por tamafio molecular (HPLC). Una
vez que la saponina ha sido purificada, puede ser sometida a métodos de andlisis los que
incluyen espectrometria de masas (MS), resonancia magnética nuclear (NMR) y

espectroscopia infrarroja (Francis et al., 2002).

Asi, por ejemplo, las saponinas monomeéricas tienen una masa molecular, determinado por
HPLC en el rango de 1.800 - 2.000 u (Kensil et al., 1991). Un acido graso dominante y su
grupo aldehido triterpénico, en posicion 4, son importantes rasgos estructurales que
distinguen a las saponinas de Q. saponaria de otras especies de plantas (Recchia et al.,
1995).

Las saponinas del quillay son clasificadas como bisdesmosidos, es decir, contienen dos
mitades de azUcares unidas a un nucleo triterpénico en posicion 3 y 28 (Francis et al.,
2002). Poseen un nucleo triterpénico, el cual ha sido identificado como acido quillaico y
presenta dos cadenas de azUcares unidas a él, las que le confieren a un caracter hidrofobico,
mientras que las cadenas de azucar le confieren un carécter hidrofilico, lo cual las convierte

en una molécula anfétera (Higuchi et al., 1998; Cheeke, 2001) (Anexo 4).
c. Método de produccién

Los extractos de quillay son comercializados con diferente grado de purificacion. El
producto liquido tipo, es preparado mediante una extraccion acuosa, posterior al molido del
material crudo. El paso siguiente, es la concentracion del liquido mediante evaporacion
para obtener la concentracion deseada de sélidos. En algunos casos es necesario, para

purificar el extracto, el contacto con carbo6n activado o filtracién, para remover compuestos
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y asi evitar precipitados durante el almacenamiento. El producto final contiene saponinas,

proteinas, taninos, polifenoles, oxalato de calcio y azucares (Rocher, 1969).

Los productos liquidos no refinados contienen, en sélidos totales, aproximadamente 550
g/L y cuando son diluidos con agua, ellos adquieren un color rojo anaranjado. Sus
preservantes comunes son benzoato de sodio (0,5-1 g/L) y etanol, sin embargo algunas
empresas no utilizan ningun tipo de preservante. Los productos mas refinados involucran la
remocion de compuestos no relacionados a las saponinas como son polifenoles, oxalato de
calcio, azUcar y taninos, que pueden interferir en términos de color, interaccion quimica,
sabor y olor. Para este proposito la purificacion con resinas poliméricas como Diaion HP-
20 y solventes organicos han sido usados (Ogawa y Yokota, 1985; Ogawa y Murakami,
1987). Una alternativa de aproximacién a lo mencionado anteriormente emplea la remocion
de compuestos de bajo peso molecular mediante diafiltracion con membranas de
ultrafiltracion con limites de 10-30 kDa que retienen micelas de saponinas (Kensil et al.,
1991).

La calidad del extracto final es evaluada en términos de claridad y color en solucién, como
también por sus propiedades espumantes. Recientemente para la aplicacion de las saponinas
ha sido necesario estandarizar y precisar los procedimientos analiticos, considerando

particularmente el contenido neto de saponinas (Nifuri, 2005).
d. Saponinasy su efecto antiprotozoario

Segun estudios realizados en rumiantes, las saponinas tendrian un pronunciado efecto
antiprotozoario. En estos estudios, se evidencié una disminucion de la poblacién
protozoaria ruminal posterior a la administracion oral de saponinas a través de la dieta (Lu
y Jorgensen, 1987). A la vez, existen ensayos hechos en sistemas de fermentacion ruminal

in vitro, que abalan esta afirmacion (Makkar et al., 1998).

Son compuestos altamente lipofilicos y liposolubles, lo que les da la capacidad de
desplazarse a la membrana del parasito y unirse a un fosfolipido de membrana que le
permite al parasito ingresar a la célula intestinal del hospedador, formando un complejo y
precipitdndolo. Es por esta razén que las saponinas serian menos activas contra E.

acervulina, dado que esta coccidia ingresa con mas rapidez en la mucosa intestinal,
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quedando fuera de la accion del compuesto natural, el cual actia en la luz intestinal, no
siendo absorbido. Esta misma razén hace que las saponinas sean mas efectivas contra E.
tenella (Sims et al., 2001).

Los resultados obtenidos en rumiantes, sugieren que podria existir un eventual efecto de las
saponinas contra enfermedades protozoarias que afectan a los humanos y animales de
abasto, actuando en la parte del ciclo de vida del parésito que ocurre en el tracto
gastrointestinal. Un ejemplo de esto es la enfermedad giardiosis, causada por el protozoo
Giardia lamblia, también conocida como G. duodenalis, considerada como uno de los
patdgenos intestinales mas comunes en humanos y animales. Se ha demostrado que las
saponinas de extractos de Yucca sp., son efectivas en destruir sus trofozoitos en el intestino
(McAllister et al., 1998). Asi mismo, se ha descrito que extractos de plantas que contienen
saponinas tienen actividad protectiva contra los protozoos que generan la leishmaniosis
humana (McClure y Nolan, 1996).

Ademaés existen reportes donde se especifica el uso de las saponinas como adyuvantes en
vacunas antiprotozoarias (Bomford, 1989).

Lo anteriormente mencionado sobre las saponinas, sumado a que son compuestos organicos
practicamente atoxicos, que no requieren de un periodo de restriccion ni tienen efecto
depresor del consumo de alimento y que se pueden usar en multiples combinaciones para
programas duales, las hacen generar buenas expectativas para el tratamiento de la

coccidiosis en aves (Sims et al., 2001).
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HIPOTESIS

Existe un efecto protector de las saponinas del quillay (Quillaja saponaria) frente a la

infeccion coccidial experimental en pollos.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar la efectividad de un producto comercial (Nema-Q®), basado en saponinas del
quillay (Quillaja saponaria), como agente inhibidor del desarrollo de coccidias intestinales

en pollos de engorda, infectados experimentalmente.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar el efecto inhibidor de saponinas (Nema-Q®) sobre la multiplicacion

intestinal de las coccidias.

2. Cuantificar el efecto protectivo de las saponinas (Nema-Q®) sobre el dafio
macroscopico y microscépico en el epitelio intestinal de pollos, desafiados con una dosis

infectante de coccidias vacunales.

3. Cuantificar el efecto de las saponinas sobre la ganancia de peso y la eficiencia de

conversion alimentaria en pollos infectados de coccidiosis experimentalmente.
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MATERIALES Y METODOS

Saponinas del Quillay:

Se emplearon saponinas del arbol quillay (Quillaja saponaria) facilitadas por la empresa
Desert King. El producto utilizado corresponde a una presentacion comercial liquida
denominada Nema-Q®, cuyo contenido en saponinas es de un 6% Yy esta disefiado para ser

aplicado en el agua de bebida.

Desafio coccidial:

Para evaluar el efecto anticoccidiano de las saponinas en el producto Nema-Q®, se debio
establecer un modelo de reproduccion de la coccidiosis. Para este efecto se utilizd un
modelo de desafio con altas dosis de la vacuna viva Immucox®, la cual contiene ooquistes
vivos atenuados suspendidas en un vehiculo estéril acuoso de las siguientes especies de

Eimeria:

- E. acervulina (150 - 300 ooquistes por cada dosis)
- E. brunetti (20 - 30 ooquistes por cada dosis)

- E. maxima (10 - 20 ooquistes por cada dosis)

- E. necatrix (10 - 20 ooquistes por cada dosis)

- E. tenella (50 - 75 ooquistes por cada dosis)

El ensayo consistio en inocular oralmente a los 14 dias de edad, mediante una sonda
conectada directamente al buche, 15 dosis de la vacuna Immucox® (tomando como
referencia los estudios de Jerzsle et al., 2011 y Gholamiandehkordi et al., 2007), con el
objetivo de reproducir signos y lesiones de coccidiosis en forma consistente para
posteriormente evaluar la actividad anticoccidial del producto comercial Nema-Q®,

administrandolo en el agua de bebida.
Aves:

Se emplearon 132 pollos de engorda machos de la linea genética Ross, criados desde el dia
de edad hasta los 23 dias de edad, en un galpén aislado ubicado en la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. Estos pollos fueron traidos de la

Empresa Agricola Chorombo y fueron mantenidos en una bateria calefaccionada con
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comederos y bebederos individuales, a una densidad de 0,06 m? por ave (6 pollos en jaulas
de 100x40cm).

Alimento v agua de bebida:

El alimento usado correspondié a alimento de crianza de origen comercial carente de

drogas anticoccidiales.

El agua de bebida utilizada fue agua potable comun y corriente, la misma que fue utilizada

para administrar el Nema-Q® en los tratamientos experimentales.

Metodologia:

Las 132 aves fueron divididas en 5 grupos, cada uno con 5 subgrupos de 6 pollos cada uno,
exceptuando un grupo “Control S/S”, el cual estuvo conformado por 2 subgrupos de 6

pollos cada uno:

1. Control C/S: grupo con desafio coccidial y agua sin aditivo de saponinas (30

pollos).

2. Grupo 1: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una concentracion de
125 ppm (30 pollos).

3. Grupo 2: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una concentracion de
250 ppm (30 pollos).

4. Grupo 3: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una concentracion de
500 ppm (30 pollos).

5. Control S/S: grupo sin desafio coccidial y agua sin aditivo de saponinas (12 pollos).
e Las diferentes concentraciones del producto fueron establecidas por el fabricante.

El producto Nema-Q® fue entregado desde 3 dias antes del desafio (a partir de los 11 dias

de edad, como premedicacion), hasta el Gltimo dia de vida de las aves (23 dias de edad).

El efecto anticoccidiano de las saponinas del Nema-Q® fue evaluado mediante:
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(a) Recuento de ooquistes en deposiciones:

A partir del cuarto dia post desafio coccidial (18 dias de edad) y hasta el ultimo dia de vida
de las aves (23 dias de edad), se realizo la recoleccion diaria de deyecciones, las cuales
fueron sometidas a examen de recuento de ooquistes en Camara de Mcmaster para obtener
el ndmero de ooquistes por gramo de deyecciones (OPG) diario correspondiente,

realizandose un total de 6 mediciones.

Los hallazgos encontrados en cuanto al OPG fueron sometidos a descripcion de tipo

cualitativo.
(b) La observacion de lesiones intestinales macroscopicas y microscopicas:

Las 132 aves en estudio fueron sacrificadas al noveno dia post inoculacion (23 dias de
edad), para evaluar y comparar macroscopica y microscopicamente la existencia de lesiones
intestinales coccidiales entre los distintos grupos, evidenciando si la saponina fue efectiva

en su prevencion.

Se realizd la necropsia, extrayendo y examinando macroscopicamente el intestino completo
de cada ave con el fin de encontrar hallazgos de anatomia patoldgica. Se verificaron las
lesiones de la pared intestinal y luego se examino la mucosa con la finalidad de describir el
tipo de lesion y su localizacion. Ante cualquier lesion macroscdpica encontrada se calificd
el grado de la lesion en una escala de 0 a 4, de acuerdo con el método de Johnson y Reid
(1970).

El examen microscopico del intestino se realizd mediante histopatologia, tomando muestras
de aproximadamente 1 centimetro de largo de intestino anterior (en el “loop” duodenal),
intestino medio (yeyuno a 1 cm de distancia del diverticulo de Meckel) y ciego (en la zona
media cecal) de los grupos 1, 3, Control C/S y Control S/S. El Grupo 2 no fue considerado
por razones econdmicas, considerandose en la medicion los dos grupos extremos en cuanto
a concentracion de saponinas en el agua de bebida (el Grupo 1 con la menor concentracion

de saponinas y el Grupo 3 con la mayor concentracion de saponinas).

Se tomaron 36 muestras del Grupo 1 (12 muestras de duodeno, 12 muestras de yeyuno y 12

muestras de ciego), 36 muestras del Grupo 3, 36 muestras del grupo Control C/S y 18
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muestras (6 muestras de duodeno. 6 muestras de yeyuno y 6 muestras de ciego) del Grupo
Control S/S. Las muestras para histopatologia fueron sometidas a un estudio descriptivo,
con el fin de caracterizar las principales alteraciones encontradas en los distintos segmentos
del intestino. Para esto las muestras fueron conservadas en frascos con formalina al 10%
hasta el momento de ser procesadas. EI menor nimero de muestras para el grupo Control

S/S se explica por el menor nimero de aves que presentaba este grupo.

Los hallazgos de anatomia patoldgica e histopatologia fueron sometidos a descripcién de

tipo cualitativo.

(c) Efectos sobre los pardmetros productivos (ganancia de peso y eficiencia de

conversion alimentaria):

Para la evaluacién de los parametros productivos, las aves fueron pesadas individualmente
alos 4, 8, 14 y 21 dias de edad asi como también se realizaron mediciones del consumo de
alimento a los 8, 14 y 21 dias de edad. Lo anterior se realiz6 con el objetivo de hacer
comparaciones estadisticas entre los distintos grupos en cuanto a sus ganancias de peso
promedio y eficiencia de conversion alimentaria promedio, en 3 etapas productivas
experimentales: 4 a 8 dias (primera fase); 8 a 14 dias (segunda fase); 14 a 21 dias (tercera

fase):

- Primera fase: corresponde a un periodo en que ningun grupo estaba desafiado con
coccidias ni estaba siendo tratado con saponinas en el agua de bebida.

- Segunda fase: corresponde a un periodo en que ningln grupo estaba desafiado con
coccidias, pero si presentaban saponinas en el agua de bebida los Grupos 1, 2y 3 a
partir de los 11 dias de edad.

- Tercera fase: corresponde a un periodo en que existe desafio coccidial en los grupos
Control C/S, 1, 2 y 3, y ademas saponinas en el agua de bebida en los Grupos 1,2 y
3.

El modelo estadistico utilizado fue el de Analisis de Varianza (ANOVA) con un nivel de
significancia de un 95%; también se usé la prueba de Tukey (comparaciones maltiples)

para determinar e individualizar diferencias entre grupos.
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Manejo de aves experimentales:

El sacrificio humanitario de las aves fue realizado mediante dislocacion cervical (2000
Report of the AVMA Panel on Euthanasia, 2001).

Las aves muertas y examinadas, fueron eliminadas por incineracion, en el horno
incinerador de desechos bioldgicos de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de
la Universidad de Chile.

Este protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Bioética Animal de la Facultad

de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (Anexo 5).

37



RESULTADOS

Tal como se describid en los objetivos especificos de esta memoria de titulo, la efectividad
de las saponinas del quillay sobre pollos infectados con coccidiosis fue evaluada mediante

los siguientes parametros:

1. Recuento de ooquistes por gramo de deyecciones (OPG):

A continuacion se presenta un cuadro resumen con los OPG promedio para cada grupo:

Cuadro N°1: Recuento promedio de ooquistes en OPG (ooquistes por gramo de
deyecciones), a partir del cuarto dia posterior al desafio con 15 dosis de la vacuna

coccidial Immucox®.

Control S/S  Control C/S Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Saponinas - - 125 ppm 250 ppm 500 ppm
Desafio coccidial - 15x 15x 15x 15x

4 dias post desafio 0 0 0 0 0

5 dias post desafio 0 0 0 0 128

6 dias post desafio 0 2.112 2.776 1.872 2.064
7 dias post desafio 0 1.696 3.168 3.096 2.600
8 dias post desafio 0 3.672 3.312 2.416 5.872
9 dias post desafio 0 9.824 3.456 2.832 3.184

e Las saponinas fueron medicadas desde 3 dias antes del desafio (a partir de los 11
dias de edad), hasta el dltimo dia de vida de las aves (23 dias de edad).

El grupo Control S/S, al no presentar un desafio coccidial, se mantuvo en un recuento de
cero durante todo el periodo. También se puede observar que mientras los grupos con
saponinas en el agua de bebida presentaron un recuento de ooquistes en sus deyecciones
similar entre ellos a lo largo del tiempo, a los 9 dias post desafio coccidial el grupo Control
CIS presentd un alza muy superior al recuento mostrado por los otros grupos, llegando a un
recuento promedio de 9.824 OPG en comparacién a los valores de 3.456 OPG que mostré
el Grupo 1, 2.832 OPG del Grupo 2 y 3.184 OPG del Grupo 3.
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A continuacién se presenta un grafico que representa las cantidades de ooquistes para cada

dia post desafio coccidial:

Grafico N°1: Recuento promedio de ooquistes en OPG (ooquistes por gramo de
deyecciones), a partir del cuarto dia posterior al desafio con 15 dosis de la vacuna

coccidial Immucox®.
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e Control S/S: grupo sin desafio coccidial y agua sin aditivo de saponinas (12 pollos).

e Control C/S: grupo con desafio coccidial y agua sin aditivo de saponinas (30
pollos).

e Grupo 1: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una concentracion de
125 ppm (30 pollos).

e Grupo 2: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una concentracion de
250 ppm (30 pollos).

e Grupo 3: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una concentracion de
500 ppm (30 pollos).
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2. Lesiones macroscopicas intestinales:

En cuanto a las lesiones macroscépicas encontradas, estas fueron escasas en todos los
grupos. A continuacion se presenta un cuadro resumen con el niumero de pollos con

lesiones visualizadas en cada grupo:

Cuadro N°2: Numero de pollos con lesiones intestinales macroscopicas encontradas en
los diferentes grupos experimentales a los 23 dias de edad (9 dias post desafio coccidial

con 15 dosis de la vacuna Immucox®).

Control S/S ControlC/S Grupol Grupo2 Grupo3

Saponinas - - 125ppm  250ppm  500ppm
Desafio coccidial - 15x 15x 15x 15x
Numero de aves 12 30 30 30 30
Intestino Anterior Lesiones blanquecinas 0 3 1 1 0
Congestion de la mucosa 0 4 6 2 6
Intestino Medio Contenido anaranjado 0 5 6 2 3
Congestién de la mucosa 0 1 1 1 0
Intestino Posterior | Congestion de la mucosa 0 0 0 0 1

En esta experiencia la mayor cantidad de lesiones fueron inespecificas. Las Unicas lesiones
atribuibles directamente a coccidiosis corresponden a las lesiones con aspecto de bandas
blanguecinas escalonadas visualizadas en duodeno del grupo Control C/S, Grupo 1y 2. Las
lesiones del grupo Control C/S fueron levemente mas severas que las de los Grupos 1y 2,
correspondiendo al grado 1,5 de la escala de Johnson y Reid, a diferencia de las de los
grupos con saponinas que fueron muy leves, clasificAndose como grado 1 segun la misma

escala.

Los ciegos no fueron incluidos en la tabla ya que no se observaron lesiones macroscopicas

en ninguno de ellos.

Iméagenes de las lesiones visualizadas pueden ser encontradas en el Anexo 6.
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3. Lesiones histopatologicas:

No se observaron diferencias claras entre los distintos grupos, tampoco se encontraron
estados evolutivos de Eimeria. Las lesiones histopatologicas por lo general fueron escasas,
restringiéndose en su mayoria a infiltrado inflamatorio de linfocitos, plasmocitos,
histiocitos, macrdéfagos y heterofilos en la mucosa y ldmina propia, engrosamiento y

acortamiento de las vellosidades intestinales y criptas dilatadas.
El detalle del examen histopatoldgico puede ser observado en el Anexo 7.

4. Parametros productivos:

El detalle de los pesajes, consumo de alimento, IECA y ganancia de peso para los

diferentes periodos puede ser observado en los Anexos 8, 9, 10 y 11 respectivamente.

La ganancia de peso y el IECA fueron sometidos a analisis estadistico, obteniéndose los

siguientes resultados:

Cuadro N°3: Peso corporal, indice de eficiencia de conversion alimentaria (IECA) y

ganancia de peso total para aves tratadas con y sin saponinas y con y sin desafio

coccidial.
Tratamientos Grupo S/S | GrupoC/S | Grupo 1 Grupo2 | Grupo3
Saponinas - - 125ppm 250ppm 500ppm
Desafio coccidial - 15x 15x 15x 15x

Primera Fase (4-8 dias)

Peso Final (g) 111,50° 99,73° 93,97° 110,67° 99,10°
IECA 1,43 1,56 1,57 1,47 1,52
Ganancia de Peso total (g) 57,50° 45,84° 39,95° 56,65° 44,95
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Segunda Fase (8-14 dias)

Peso Final (g) 297,00° 240,507 228,13 251,43 228,03
IECA 1,52 1,65% 1,65% 1,75 1,77°
Ganancia de Peso total (g) 185,50° 140,67° 134,17° 140,77° 128,93°

Tercera Fase (14-21 dias)

Peso Final (g) 471,75 466,60 441,15 464,43 455,93
IECA 2,10 2,11 2,26 2,27 2,13
Ganancia de Peso total (g) 224,50 226,09 213,80 213,00 228,03

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas (p<0.05) entre grupos (Tukey).

En la primera fase, de los 4 a los 8 dias de edad, no existia desafio coccidial ni saponinas en
el agua de bebida. En esta fase, en cuanto a los pesos a los 8 dias de edad, los grupos
Control C/S (99,73 g), 1 (110,67 g) y 3 (99,10 g) fueron estadisticamente similares entre
ellos y presentaron diferencias estadisticas significativas con los Grupos 2 (110,67 g) y
Control S/S (111,50 g), los cuales mostraron pesos mayores. En cuanto al IECA, no se
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. En cuanto a la
ganancia de peso total, los grupos Control C/S (45,84 g), 1 (39,95 g) y 3 (44,95 g) fueron
estadisticamente similares entre ellos y presentaron diferencias estadisticas con los Grupos

2 (56,65 g) y Control S/S (57,5 g), los cuales presentaron la mayor ganancia de peso.

En la segunda fase, de los 8 a los 14 dias de edad, tampoco existia desafio coccidial pero si
saponinas en el agua de bebida a partir de los 11 dias de edad en los Grupos 1, 2 y 3. En
esta fase, en cuanto a los pesos a los 8 dias de edad, los grupos Control C/S (240,50 g), 1
(228,13 g) y 3 (228,03 g) fueron estadisticamente similares entre ellos y presentaron
diferencias estadisticas significativas con el grupo Control C/S (240,50 g) y el Grupo 2
(251,43 g). El grupo Control S/S (297 g) presento diferencias estadisticas significativas con
relacion a los demaés grupos, alcanzando el mayor peso en el periodo. En cuanto a el IECA,
los grupos Control C/S (1,65), 1 (1,65) y 2 (1,75) fueron estadisticamente similares entre

ellos y presentaron diferencias estadisticas significativas con el Grupo 3 (1,77) que a su vez
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fue estadisticamente similar al Grupo 2 (1,75) pero con diferencias estadisticas
significativas con los grupos Control C/S (1,65), Grupo 1 (1,65) y Control S/S (1,52), el
cual presentd el IECA mas baja en el periodo. En cuanto a la ganancia de peso total, no
existieron diferencias estadisticas significativas entre los grupos, exceptuando el grupo
Control S/S (185,5 g), el cual present6 diferencias significativas con respecto a los demas

grupos, con la ganancia de peso més alta para el periodo.

En la tercera fase, de los 14 a los 21 dias de edad, en la cual hubo desafio coccidial y
tratamiento con saponinas en el agua de bebida en los correspondientes grupos, no se
presentaron diferencias estadisticas significativas entre los grupos en ninguno de los

parametros medidos.
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DISCUSION

En esta investigacion, se evalud la efectividad de un producto comercial basado en
saponinas del quillay (Nema-Q®) sobre el control de la coccidiosis aviar. Esto se realizo
midiendo el efecto del producto sobre el recuento de ooquistes por gramo de deyecciones,
lesiones intestinales macroscopicas e histoldgicas y efecto sobre los parametros productivos
(ganancia de peso e IECA) en aves infectadas experimentalmente con una sobredosis de

coccidias vivas vacunales.

En este estudio primero fue necesario encontrar una forma de inducir coccidiosis en las
aves experimentales de manera consistente. EI método de desafio seleccionado fue la
inoculacién de varias dosis (15x) de una vacuna coccidial (Immucox®), que contenia cepas
vivas atenuadas de E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. necatrix y E. tenella, método
que ya habia sido utilizado por otros autores. Con esta prueba de desafio se logré la
infeccion intestinal con coccidias, la presencia de ooquistes en deyecciones y lesiones
intestinales en los grupos desafiados, asi como la ausencia de ooquistes y lesiones en el
grupo no desafiado. La utilizacion de éste método otorga un mayor control sobre el ensayo,
permitiendo conocer exactamente las especies de Eimeria con las que se esta desafiando a
las aves ademas de la cantidad de ooquistes inoculados en las mismas, inoculandose en
total entre 2.250 y 4.500 ooquistes de E. acervulina, entre 300 y 450 ooquistes de E.
brunetti, entre 150 y 300 ooquistes de E. maxima y E. necatrix, y entre 750 y 1.125

ooquistes de E. tenella.

El recuento de ooquistes es una variable de valor en el monitoreo y control de la coccidiosis
en los planteles productivos, siendo recomendable tener registros de estos recuentos para la
evaluacion de los diferentes programas y drogas anticoccidiales usadas (Bafundo, 1994).
Un factor a tomar en cuenta es que este método no diagnostica especie y que las especies
mas prolificas son menos patégenas (McDougald, 1994). El recuento de ooquistes puede
ser realizado tanto en cama como en deyecciones. Se ha encontrado que existe una
asociacion leve entre el recuento de ooquistes en cama y las lesiones intestinales (Salinas,
2000), pero si existiria una fuerte asociacion entre el recuento de ooquistes en cama y
la enfermedad subclinica (Center for Veterinary Medicine, 1992). En el caso del recuento

de ooquistes en deyecciones, ofrece una vision mas precisa, puntual e individual que el
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recuento de ooquistes en cama, en donde existe un factor de dilucion mayor producto de los
elementos propios que conforman la cama ademas de las deyecciones (Rubio et al., 2012).
Del Cacho et al. (2001) usaron el método de recuento de ooquistes en deyecciones para
evaluar un ensayo de vacunacion a gran escala de la vacuna Paracox 5®. Asi mismo, Juarez
et al. (2002) usaron este método para comparar los resultados en el recuento de ooquistes
usando dos instrumentos diferentes como son la Cdmara de McMaster y el hemocitémetro
de Neubauer.

En este estudio, el recuento de ooquistes fue realizado de las deyecciones y no de la cama
buscando obtener una medicion mas precisa, evitando el factor de dilucion que genera el
recuento en cama. Considerando que el ciclo completo de las coccidias en el intestino
demora alrededor de 7 dias (McDougald y Fitz-Coy, 2008), es posible explicar que los
mayores recuentos de ooquistes se hayan obtenido los ultimos dos dias de medicién,
especialmente al noveno dia post desafio coccidial, en el cual se alcanzaron los mayores
valores medidos. Se observa que las saponinas lograron reducir el niUmero de ooquistes por
gramo de deyecciones, existiendo un menor recuento en el final del periodo (9 dias post
desafio) en aquellos grupos que recibieron saponinas en el agua de bebida, en comparacion
con el grupo control que fue desafiado con coccidias y que no recibi6 saponinas en el agua
de bebida: el Grupo 1 (desafio coccidial y 125ppm de saponinas) tuvo un recuento
promedio de 3.456 OPG (rango de resultados entre 1.880 y 5.120 OPG), el Grupo 2
(desafio coccidial y 250ppm de saponinas) un recuento promedio de 2.832 OPG (rango de
resultados entre 1.600 y 4.360 OPG), el Grupo 3 (desafio coccidial y 500ppm de saponinas)
un recuento promedio de 3.184 OPG (rango de resultados entre 1.240 y 5.280 OPG),
valores menores que los presentados por el grupo Control C/S (desafio coccidial y sin
saponinas) el que alcanzé un promedio de 9.824 OPG (rango de resultados entre 4.600 y
17.800 OPQG).

Se encontraron lesiones intestinales macroscopicas compatibles con coccidiosis en el
duodeno del grupo Control C/S (desafio coccidial y sin saponinas), Grupo 1 (desafio
coccidial y 125ppm de saponinas) y Grupo 2 (desafio coccidial y 250ppm de saponinas).
Las lesiones blanquecinas escalonadas visualizadas en los duodenos de estos grupos son

caracteristicas de E. acervulina (Anexo 6). Segln la escala de Johnson y Reid (1970), las
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lesiones del grupo Control C/S (desafio coccidial y sin saponinas) fueron levemente mas
severas que las presentadas por los grupos con saponinas como tratamiento. La ausencia de
lesiones en el resto del intestino podria relacionarse a la atenuacion patogénica de las cepas

inoculadas incluidas en la vacuna.

Microscopicamente, a la histopatologia, las lesiones encontradas en el intestino fueron
inespecificas, visualizdndose pocas o ningun estadio de las coccidias inoculadas. Esto
podria deberse a que todas las muestras fueron tomadas en un pequefio segmento (de
aproximadamente 1cm de largo) del duodeno, yeyuno y ciego de ubicacion predeterminada
en el protocolo experimental. Al mismo tiempo, esta aparente dificultad en la deteccion
microscopica de coccidias puede estar asociada con la atenuacién patogénica presentada
por las cepas vacunales usadas como desafio, las cuales generarian lesiones de menor

severidad que las provocadas por cepas de campo.

En cuanto a las variables productivas, durante las dos primeras fases (de los 4 a los 8 y de
los 8 a los 14 dias de edad), aun no existia desafio coccidial y solo en la segunda fase a
partir del dia 11 de edad existieron saponinas en el agua de bebida. El desafio coccidial se
realizo a los 14 dias de edad, al comienzo de la tercera fase de medicion. En la tercera fase
(de los 14 a los 21 dias de edad), fase en la cual los grupos 1, 2, 3 y Control C/S estaban
con desafio coccidial y los grupos 1, 2 y 3 con saponinas como tratamiento (y el grupo
Control S/S sin desafio coccidial y sin saponinas), se puede apreciar que no hay diferencias
significativas entre ninguno de los grupos. Sin embargo, al observar los nimeros absolutos
en esta fase, el grupo Control S/S (sin desafio coccidial y sin saponinas) fue el que mostro
el mayor peso promedio (471,75 g) que representan entre 5,15 y 30,6 gramos mas de peso
corporal que los deméas grupos, resultado que era de esperar ya que este grupo no fue
sometido a desafio coccidial. Paradojicamente los pesos finales de los grupos tratados con
125, 250 y 500ppm de saponinas fueron menores que el grupo Control C/S (con desafio
coccidial y sin saponinas), a pesar de que los pollos tratados con saponinas demostraron
una inhibicion en el desarrollo de las coccidias a nivel intestinal de acuerdo a los recuentos
de ooquistes en deyecciones obtenidos y una atenuacion en el grado de las lesiones

macroscopicas mostradas en comparacion a este grupo.

46



Para estudios posteriores se recomienda realizar una experiencia similar pero utilizando
cepas de Eimeria de campo las cuales generarian lesiones mas severas, permitiendo
evidenciar con mayor facilidad la efectividad de las saponinas en el tratamiento de la
coccidiosis clinica. También se recomienda realizar estudios sobre la efectividad de las
saponinas del quillay sobre las coccidias del género Eimeria de manera in vitro, en donde
se evalue si existe alguna diferencia en cuanto a la efectividad de las saponinas del quillay
en el control de diferentes especies de Eimeria, aislando a cada especie y sometiéndolas a

las saponinas por separado.

La alta resistencia y prevalencia de las coccidias hace imposible evitar la infeccion de los
pollos broiler. Por esta razon, la enfermedad se intenta prevenir aplicando drogas
anticoccidiales en el alimento, sin embargo, estas presentan inconvenientes como la
resistencia que logra generar el protozoo frente a ellas, lo que sumado a su accién
antibacteriana y el riesgo de generar resistencia por parte de bacterias patdgenas, constituye
un problema de salud publica. Todo esto, sumado a las crecientes politicas de inocuidad
alimentaria a lo largo del mundo, las que restringen la presencia de residuos de
medicamentos en los alimentos, hace que la tendencia actual sea reducir cada vez mas el
uso de drogas anticoccidiales e investigar sobre productos naturales que permitan controlar
la coccidiosis. De ahi entonces la importancia de esta experiencia, en la cual se probd la
efectividad de las saponinas del arbol endémico quillay (Quillaja saponaria), como una
alternativa a las drogas convencionales actualmente usadas para el control de la coccidiosis
aviar en Chile. Este estudio demuestra que, al menos en estas condiciones experimentales,
las saponinas reducen el desarrollo de las coccidias en el intestino de los pollos,
justificando la realizacién de evaluaciones futuras en la basqueda del control de la

coccidiosis con productos naturales en reemplazo de productos quimicos.
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CONCLUSIONES

Las saponinas del quillay fueron efectivas en el control de la coccidiosis a nivel
intestinal ya que, en las aves infectadas, disminuyeron el nimero de ooquistes en las
deyecciones y aminoraron el grado de severidad de las lesiones intestinales
encontradas en los grupos tratados con ellas, en comparacién a los no tratados.

Se recomienda en ensayos posteriores evaluar el efecto antiprotozoario de las
saponinas del quillay sobre los protozoos del género Eimeria usando cepas de

campo como desafio.
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ANEXOS

- Anexo_1: Estructura de un ooquiste esporulado de Eimeria y fotografia
microscépica de ooquiste de Eimeria. Los ooquistes esporulados de todas las

Eimerias contienen 4 esporoquistes, cada uno con 2 esporozoitos.

Fuente: Fotografia de S.J. Upton, Universidad Estatal de Kansas.
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Anexo 2: Ciclo evolutivo tipo de Eimeria spp.

<

Sporocysts 4

with sporozoites

Mature oocyst

Sporulated oocyst Trophozoite Immature schizont-1st generation

Sporozoite penetrating host cell

Matuare schizont=1st generation

Ruptured schizont releasing

Ist generation merosoites
8 Immature schizonts—2nd generation

i m@z

vie  Female g vie

Muture schizont-2nd generation

Rupture of oocyat from host epitheliuvm

Male gametocyte rapturing
and liberating microgametes

Fertilization of macrogamete

Fuente: Conway y McKenzie, 2007.
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- Anexo 3: Ubicacion de las diferentes especies de Eimeria en el intestino de las

aves.

Eimeria acervulina Eimeria Brunetti Eimeria Maxima Eimeria hiitiz

2 £ 5

Eimeria necatrix  Eimeria preacox  Eimeria tenella

Fuente: Conway y McKenzie, 2007.

- Anexo 4: Estructura quimica de Quillaja saponaria.

Fuente: Recchia et al., 1995.

58



- Anexo 5: Certificado de aprobacion del comité de Bioética Animal de la Facultad

de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
Comité de Bioética Animal

Santiago, 06 de Noviembre de 2013

CERTIFICADO N°01-2013

En relacion con los procedimientos propuestos para el uso de animales
experimentales, tenida a la vista la metodologia del Proyecto financiado por
la empresa Desert King: “EVALUACION EXPERIMENTAL DE LAS
SAPONINAS DEL QUILLAY (Quillaja saponaria) COMO
INHIBIDORAS DEL  DESARROLLO DE COCCIDIAS
INTESTINALES EN POLLOS DE ENGORDA” cuyo investigador
principal es el Dr. Héctor Hidalgo, y sus detalles contenidos en el
Formulario para obtencion de certificado de Comité de Bioética de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile,
este Comité certifica que el Proyecto satisface lo estipulado en la guia de
principios directrices internacionales para el uso de animales en
investigacion biomédica, elaborada por el Consejo para las Organizaciones
Internacionales de las Ciencias Biomédicas, adecuada y adoptada por este
Comité, y se ajusta a la legislacion chilena vigente sobre la materia,
incluida la Norma NCh 324-2011.

A este respecto este Comité entiende que el Investigador Responsable tiene
la idoneidad necesaria para el manejo de las aves que serdn sujeto de
estudio, y cuenta con un reciento apto para su mantencion y supervision
durante el transcurso de la investigacion.

0 6/7 /

\ '»V’Tv-’k/\c LL :"-; N, )
Dra. Tl'amara Tadich G\\_f// Dr./Sartiago Urcelay V/
Director ‘ residente
Comité de Bioética Animal Comité de Bioética Animal
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- Anexo 6: Detalle de lesiones encontradas en los pollos experimentales.

Lesién grado 1,5 de la escala de Johnson y Reid encontrada en duodeno del grupo Control

C/S (grupo con desafio coccidial y sin saponinas en el agua de bebida).

Lesion grado 1 de la escala de Johnson y Reid encontrada en duodeno de grupos 1y 2

(grupos con 125 y 250 ppm de saponinas en el agua de bebida respectivamente).
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Anexo 7: Detalle del examen histopatologico para los diferentes grupos.

UNIVERSIDAD DE CHILE HWI'IiI:Ia{:SaI_'IITa ?{E:Sa 11.]'13‘;_}5
FACULTAD DE CIENCIAS VETERIMARIAS ¥ PECUARIAS . asiila OITED 1,
Departamento de Patologia Animal Teléfonos.. 36-2-9783340

> 5 s 56-2-9T85558
Laboratorio de Patologia Aviaria SANTIAGO-CHILE

INFORME DE HISTOPATOLOGIA
N°® de Ficha: TESIS COCCIDIAS

Se realiza evaluacion de fragmentos de intestino (Duodeno, Yeyuno y Ciego). En
este documento se detallan los hallazgos. Se entrega un documento adjunto con el
resumen de estos.

Descripcion Histopatolagica

CONTROLES

CONTROL DUODENO
- Se analizan 12 muestras: 11 de las 12 muestras presentan estructura histologica
conservada, con adecuada relacidn largo vellosidad:cripta. En todas las muestras
hay escasas criptas levemente dilatadas. La muestra 9 presenta expansion
moderada de la lamina propia por infiltrado inflamatorio compuesto principalmente
por linfocitos. En esta muestra hay leve atrofia de vellosidades.

CONTROL YEYUND
- Se analizan 12 muestras: Las muestras 8, 11 y 12 presentan leve acortamiento y
engrosamiento de vellosidades. En la [amina propia hay escasos linfocitos vy
macréfagos. Las muestras restantes presentan estructura histolégica conservada.

CONTROL CIEGO
- Se analizan 12 muestras: Las muestras 1, 3, 9 y 12 presentan expansion leve de
la lamina propia por infiltrado inflamatono compuesto por linfocitos, plasmocitos y
muy escasos heterdfilos. En la muestra 1 se observan colonias bacterianas entre
las wvellosidades y dentro de las criptas. Las muestras restantes presentan
marcado aplanamiento de la superficie epitelial, con descamacion multifocal del
epitelio & infiltrado inflamatorio compuesto principalmente por linfocitos v escasos
macrofagos.

CONTROL 2 DUODENO
- Se analizan 6 muestras: Cinco de ellas presentan estructura histologica
conservada. La muestra 3 presenta leve engrosamiento y acortamiento de las
vellosidades. Hay leve infiltrado inflamatonio linfocitico v una cripta esta levemente
dilatada y contiene detritus celular.

CONTROL 2 YEYUNO
- Se analizan 6 muestras: Todas presentan cambios similares. Hay engrosamiento
leve y acortamiento leve de vellosidades. La lamina propia contiene escasos
linfocitos, plasmocitos, histiocitos y muy escasos heterdfilos.
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CONTROL 2 CIEGO

Se analizan 6 muestras: Las muestras 1, 3, 4 v 5 presentan expansion moderada
de la lamina propia producto de infiltrado inflamatonio en que predominan linfocitos,
plasmocitos y macréfagos. También se observa cantidad escasa de heterdfilos. En
esta muesira el epitelio presenta atrofia leve. La muestra 2 presenta caracteristicas
similares a las descritas junto con la presencia de gran cantidad de bacterias
bacilares en el lumen de las cnptas. La muestra 6 presenta marcado aplanamiento
del epitelio. En esta muestra el infiltrado inflamatorio es minimo y esta presente en
forma multifocal.

TRATAMIENTOS

TRATAMIENTO 1 DUODENO

Se analizan 12 muestras: Estas presentan estructura histolégica conservada En la
muestra 5 se observa un quiste coccidial.

TRATAMIENTO 1 YEYUNO

Se analizan 12 muestras: Todas las muestras presentan leve acortamiento de
vellosidades.

TRATAMIENTO 1 CIEGO

Se analizan 12 muestras: La muestra 1 presenta marcade acortamiento de
vellosidades. La lamina propia esta levemente expandida por infiltrado inflamatorio
compuesto por linfoctos y macréfagos, junto con cantidad moderada de
fibroblastos. Las muestras 2, 3, 7, B, 9 v 12 presenta moderada expansion de la
lamina propia por linfocitos, macrdfagos v escasos heterdfilos. La superficie
epitelial estd descamada y sobre estas células hay gran cantidad de bacterias
bacilares. Algunas células epiteliales estan en degeneracion. Las muestras 4, 6,
10 y 11 no presentan cambios histoldgicos. La muestra 5 presenta aplanamiento
marcado de la mucosa. Hay cniptas dilatadas que contienen cantidad moderada de
detritus celular.

TRATAMIENTO 3 DUDDENO

Se analizan 12 muestras: Las muestras 1, 4, 7 v 12 presentan engrosamiento y
acortamiento leves de las vellosidades. También en estas muestras hay
hipemplasia de células caliciformes. La lamina propia esta expandida por infiltrado
inflamatorio compuesto por linfocitos v escasos histiocitos v plasmocitos. Las
muestras restantes presentan estructura conservada.

TRATAMIENTO 3 YEYUNO

Se analizan 12 muestras: Las muestras 2 y 4 presentan expansion leve de la
lamina propia por infilirado inflamatorio compuesto por linfocitos, plasmocitos,
macréfagos y muy escasos heterdfilos. La muestra 4 presenta marcado
acortamiento de las vellosidades y pérdida completa del epitelio de superficie. El
resto de las muestras presenta estructura histologica conservada.
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TRATAMIENTO 3 CIEGO
- Se analizan 12 muestras: Las muestras 1, 2, 3, 7, 10, 11 y 12 presentan
aplanamiento minimo de la superficie epitelial. Hay infiltrado inflamatoric minimo,
linfocitico en la lamina propia. Las muestras 4, 5, 6 8 y 9 presentan infiltrado
similar, con aplanamiento moderado a marcado de la superficie epitelial.

- Comentarios generales: Las muestras de los distintos grupos presentan cambios
leves y comesponden a inflamacion predominantemente linfocitica difusa, de
grados minimo a leve. Las muestras mas afectadas corresponden a los ciegos,
particularmente los de los grupos de tratamientos, en que se observa dilatacion del
drgano y aplanamiento de la mucosa. En estas muestras frecuentemente se
abservan abundante bactenas bacilares sobre el epitelio y en las cnptas. Solo en
algunas muestras se observd organismos coccidiales. Estos siempre fueron
abservados en forma individual en el epitelio. En ninguno de los casos la evidencia
histoldgica es suficiente para sospechar que estas coccidias son el agente
etiolégice responsable de los cambios histoldgicos observados. En algunas
muestras del ciego de los grupos de tratamientos se observaron estructuras
ovaladas de 50 micras aproximadamente en el lumen, asociadas a restos de
contenido intestinal. Estas estructuras no presentan detalles morfolégicos por lo
que no fueron consideradas en el conteo de parasitos.

Dr. Federico O',f[.llEntesRamas

- Anexo 8: Detalle de pesos promedio (gramos) para los diferentes grupos, con sus

respectivos subgrupos y edades.

o

Control C/S: grupo con desafio coccidial y agua sin aditivo de saponinas (30

pollos).

Grupo 1: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una

concentracion de 125 ppm (30 pollos).

Grupo 2: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una

concentracion de 250 ppm (30 pollos).

Grupo 3: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una

concentracion de 500 ppm (30 pollos).
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o Control S/S: grupo sin desafio coccidial y agua sin aditivo de saponinas (12

pollos).

GRUPO | SUBGRUPO | PESO 4 DIAS | PESO 8 DIAS | PESO 14 DIiAS | PESO 21 DIiAS
Control C/S 1 54 103 249 470,17
Control C/S 2 54 105 269 452,67
Control C/S 3 54 98 229 460,00
Control C/S 4 54 101 230 478,17
Control C/S 5 54 93 226 472,00

1 1 54 96 243 463,67
1 2 54 87 213 417,50
1 3 54 90 205 415,60
1 4 54 106 253 460,67
1 5 54 92 228 448,33
2 1 54 106 254 471,67
2 2 54 103 240 472,83
2 3 54 107 245 429,33
2 4 54 119 252 482,00
2 5 54 119 265 466,33
3 1 54 105 235 486,00
3 2 54 92 218 445,50
3 3 54 95 221 423,50
3 4 54 104 236 463,67
3 5 54 99 230 461,00
Control S/S 1 54 115 277 476,00
Control S/S 2 54 108 317 467,00

- Anexo 9: Detalle de consumo de alimento promedio (gramos) para los diferentes

grupos, con sus respectivos subgrupos y edades.

o Control C/S: grupo con desafio coccidial y agua sin aditivo de saponinas (30

pollos).

o Grupo 1: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una

concentracion de 125 ppm (30 pollos).

o Grupo 2: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una

concentracion de 250 ppm (30 pollos).
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o Grupo 3: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una

concentracion de 500 ppm (30 pollos).

o Control S/S: grupo sin desafio coccidial y agua sin aditivo de saponinas (12

pollos).

GRUPO |SUBGRUPO | CONSUMO 4-8 DIAS | CONSUMO 8-14 DIAS | CONSUMO 14-21 DiAS
Control C/S 1 74 247 432
Control C/S 2 80 242 495
Control C/S 3 69 214 472
Control C/S 4 69 225 504
Control C/S 5 65 226 452

1 1 68 246 489
1 2 51 208 444
1 3 57 189 502
1 4 79 245 454
1 5 59 221 530
2 1 82 243 491
2 2 73 237 447
2 3 81 236 495
2 4 92 250 485
2 5 84 263 480
3 1 85 225 474
3 2 55 226 507
3 3 66 219 465
3 4 62 247 490
3 5 73 225 485
Control S/S 1 86 261 456
Control S/S 2 78 299 479

- Anexo 10: Detalle de ganancia de peso promedio (gramos) para los diferentes

grupos, con sus respectivos subgrupos y edades.

o Control C/S: grupo con desafio coccidial y agua sin aditivo de saponinas (30

pollos).

o Grupo 1: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una

concentracion de 125 ppm (30 pollos).
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o Grupo 2: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una

concentracion de 250 ppm (30 pollos).

o Grupo 3: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una

concentracion de 500 ppm (30 pollos).

o Control S/S: grupo sin desafio coccidial y agua sin aditivo de saponinas (12

pollos).

GRUPO SUBGRUPO | GANANCIA 4-8 DiIAS | GANANCIA 8-14 DIAS | GANANCIA 14-21 DiAS
Control C/S 1 49,00 146,00 221,16
Control C/S 2 51,02 163,83 183,66
Control C/S 3 43,68 130,83 231,33
Control C/S 4 46,52 129,33 248,16
Control C/S 5 39,00 133,33 246,16

1 1 41,68 146,83 221,00
1 2 33,02 126,00 205,00
1 3 35,52 114,83 215,00
1 4 51,52 147,00 208,00
1 5 38,00 136,17 220,00
2 1 51,68 148,33 217,50
2 2 48,68 137,50 232,50
2 3 52,85 138,00 184,33
2 4 65,00 133,83 229,66
2 5 65,02 146,17 201,00
3 1 51,02 129,83 251,00
3 2 38,02 125,83 227,50
3 3 40,85 126,00 202,50
3 4 50,02 132,17 228,00
3 5 44,85 130,83 231,16
Control S/S 1 61,00 162,00 199,00
Control S/S 2 54,00 209,00 250,00

- Anexo 11: Detalle del IECA promedio para los diferentes grupos, con sus

respectivos subgrupos y edades.

o Control C/S: grupo con desafio coccidial y agua sin aditivo de saponinas (30

pollos).
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o Grupo 1: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una

concentracion de 125 ppm (30 pollos).

o Grupo 2: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una

concentracion de 250 ppm (30 pollos).

o Grupo 3: grupo con desafio coccidial y agua con saponinas en una

concentracion de 500 ppm (30 pollos).

o Control S/S: grupo sin desafio coccidial y agua sin aditivo de saponinas (12

pollos).

GRUPO SUBGRUPO | IECA 4-8 DIiAS | IECA 8-14 DIiAS | IECA 14-21 DiAS
Control C/S 1 1,51 1,69 1,95
Control C/S 2 1,57 1,48 2,70
Control C/S 3 1,58 1,64 2,04
Control C/S 4 1,48 1,74 2,03
Control C/S 5 1,67 1,69 1,83

1 1 1,63 1,67 2,21
1 2 1,54 1,65 2,17
1 3 1,60 1,64 2,33
1 4 1,53 1,67 2,18
1 5 1,55 1,62 2,41
2 1 1,59 1,63 2,26
2 2 1,50 1,73 1,92
2 3 1,53 1,71 2,69
2 4 1,42 1,87 2,11
2 5 1,29 1,80 2,39
3 1 1,67 1,73 1,89
3 2 1,45 1,80 2,23
3 3 1,62 1,74 2,29
3 4 1,24 1,87 2,15
3 5 1,63 1,72 2,10
Control S/S 1 1,41 1,61 2,29
Control S/S 2 1,44 1,43 1,92
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