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RESUMEN

El trabajo de investigacion se realizé en la granja Don Marcial, ubicado en el Distrito de
Pocollay, departamento de Tacna 2018. El objetivo fue identificar las lesiones macro y
microscopicas en el tracto gastrointestinal en cerdos neonatos de la raza Pietrain,
inoculados con la cepa Escherichia coli -hemolitica segun tiempo post-inoculacién y segun
sexo, donde se establecieron los grados de lesién de 0 a 3, se utilizaron 10 cerdos neonatos
siendo 5 hembras y 5 machos como grupo experimental a los cuales se les inoculo via oral
una suspensién de E. coli B-hemolitica de 10® — 10° Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) y 02 cerdos neonatos siendo 01 macho y 01 hembra como grupo testigo, fueron
distribuidos en 4 grupos, para corroborar que las lesiones por la bacteria E. coli 8-hemolitica
se realiz6 cultivo microbioldgico antes de fijarlos para histopatologia, lo cual se procedi6 a
hacer la eutanasia con tiopental sodico a las 12,24, 48, 72 y 96 horas post inoculacion. Se
obtuvieron los siguientes resultados, no se identificaron lesiones macro y microscopicas de
las 12 a las 72 horas post inoculacién y el cultivo microbiolégico fue negativo, se
identificaron las lesiones macro y microscépicas a las 96 horas post inoculacion y el cultivo
microbioldgico fue positivo, se presentaron lesiones macroscépicas como: Congestion,
hemorragia, contenido intestinal acuoso ligeramente amarillo con burbujas y gas, en los tres
segmentos del intestino delgado y lesiones microscépicas como: presencia de bacterias en
apice de células epiteliales intestinales, congestién, hemorragia y atrofia de vellosidades
intestinales, clasificandose las lesiones en grado 2 y 3 en duodeno, yeyuno e ileon. Se
concluye que la cepa de Escherichia coli 8 hemolitica ocasiona lesiones macro y
microscopicas en los tres segmentos de intestino delgado (Duodeno, Yeyuno e ileon) a las

96hrs post inoculacién en ambos sexos (macho y hembra).

Palabras clave: Escherichia coli B-hemolitica inoculacion lesiones macroscopicas

lesiones microscopicas, inoculacion.



ABSTRACT

The research work was carried out at the Don Marcial farm, located in the District of
Pocollay, department of Tacna 2018. The objective was to identify macroscopic and
microscopic lesions in the gastrointestinal tract in neonate pigs of the Pietrain breed,
inoculated with the Escherichia strain. B-hemolytic coli according to post-inoculation time
and according to sex, where the degrees of lesion from 0 to 3 were established, 10 newborn
pigs were used, 5 females and 5 males as an experimental group to which they were
inoculated orally with a suspension of 3-hemolytic E. coli of 108 - 109 Colony Forming Units
(CFU) and 02 neonatal pigs, 01 male and 01 female as a control group, were distributed into
4 groups, to corroborate that the lesions caused by the bacterium E. coli - hemolytic
microbiological culture was performed before fixing them for histopathology, which was
euthanized with sodium thiopental at 12, 24, 48, 72 and 96 hours post inoculation. The
following results were obtained: macro and microscopic lesions were not identified from 12
to 72 hours post inoculation and the microbiological culture was negative, macro and
microscopic lesions were identified at 96 hours post inoculation and the microbiological
culture was positive. They presented macroscopic lesions such as: Congestion,
hemorrhage, slightly yellow watery intestinal content with bubbles and gas, in the three
segments of the small intestine and microscopic lesions such as: presence of bacteria at the
apex of intestinal epithelial cells, congestion, hemorrhage and atrophy of intestinal villi,
classifying the lesions in grade 2 and 3 in the duodenum, jejunum and ileum. It is concluded
that the B-hemolytic Escherichia coli strain causes macro and microscopic lesions in the
three segments of the small intestine (Duodenum, Jejunum and ileum) 96 hours after

inoculation in both sexes (male and female).

Key words: B-hemolytic Escherichia coli, inoculation, macroscopic lesions, microscopic

lesions, inoculation.



INTRODUCCION

La Colibacilosis es un proceso diarreico que se presenta en la crianza de
cerdos en forma intensiva, es una de las enfermedades mas frecuentes en recién
nacidos y destetados (Quiles & Hevia, 2018), siendo la colibacilosis o enfermedad
de los edemas originada por cepas de Escherichia coli patégenas. Se conocen, al
menos, dos formas diferentes de la enfermedad: colibacilosis entérica (diferentes
grados de diarrea) y la colibacilosis septicémica (septicemia y muerte rapida)
(McOrist, 2014).

Cuando las cepas de Escherichia coli, se adhieren a las vellosidades
intestinales, y especificamente a la parte apical de los enterocitos, desarrollan
complicaciones diarreicas, produciendo enterotoxinas que estimulan al enterocito a
bombear liquido al lumen intestinal, incrementando la motilidad intestinal,
aumentando la salida de liquido de los vasos hacia el lumen intestinal, y una
consecuente falta de asimilacion de nutrientes (Sanmartin et al., 2017). La cepa
Escherichia coli es la causa mas importante de diarrea en animales neonatos
(Rodriguez, 2002).

El presente trabajo de investigacion tiene como finalidad, identificar lesiones
macroscopicas y microscopicas ocasionadas a través de la cepa Escherichia coli 3-
hemolitica en cerdos neonatales de la raza Pietrain, valiéndose para tal efecto, la

aplicacion de la patologia experimental.

Las cepas de Escherichia coli patogénicas se consideran como parte formal
de las granjas de porcinos, teniendo como principales factores de riesgo una
deficiente sanidad e higiene, ambientes con inadecuadas corrientes de aire, alto

porcentaje de proteinas en las dietas, aunado a infecciones secundarias por virus.



Esta enfermedad ha tenido un curso uniforme a través del tiempo, siendo
observadas las principales lesiones en el intestino (Ballina & Bencomo, 2010), para
lo cual es necesario que las muestras para histopatologia sean tomadas con
cuidado y sumergidas en formol bufferado al 10 % para su fijacion y observar
cambios microscopicos (Magias, 2020).

Si bien el bienestar animal, la salud y la integridad son fundamentales en toda
explotacién animal, se debe contemplar como principal interés el poder medir las
pérdidas econdmicas asociadas a tratamientos, muertes y disminucion de los
pardmetros productivos, para lo cual se deben identificar cuales son esos cambios

gue se presentan en especial en el sistema digestivo (Lopera, 2016).



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

La colibacilosis originada por la cepa Escherichia coli se caracteriza por
afectar principalmente a cerditos lactantes con una presentacion digestiva conocida
como Enterotoxica (ETEC) y otra generalizada denominada Septicémica. La
virulencia de ETEC esta dada por factores de adhesién denominados fimbrias y en
parte por la produccién de toxinas que estimulan la secrecion de electrolitos y agua

por la mucosa intestinal (Gyles, 1993).

El diagnéstico de las enfermedades digestivas estd basado en la
combinacion de la historia, la observacion clinica, las pruebas de laboratorio y
necropsias. Por lo tanto, el diagnéstico clinico s6lo puede ser tentativo cuando esta

basado en la observacion de signos (Christensen, 1992).

La cepa Escherichia coli (E. coli) es una de las especies predominantes en el
intestino humano y animales de sangre caliente y usualmente coexiste sin causar
dafio al hospedero; sin embargo, han emergido categorias de cepa Escherichia coli
patogénicas que producen diarrea en humanos y animales. Referidas como
Escherichia coli diarreogénicas o comiunmente como Escherichia coli patogénicas,
estas categorias son clasificados en base a sus factores de virulencia (toxinas,
plasmidos, fimbrias y factores de sefializacién) y pueden ser Unicamente

identificados por estas caracteristicas. Hoy en dia existe un considerable incremento



de brotes ocasionados por la cepa Escherichia coli diarreogénicas, afectando a
miles de personas y animales (morbilidad y mortalidad) en diferentes paises (Yoder,
2006), asi como también en México (Cortés, 2002). El origen principal de este
incremento de brotes es la contaminacion de los alimentos por estos patégenos,
convirtiéndolos en los vehiculos ideales de transmision de infecciones a los

humanos y animales (Sainz, 2001).

Estudios realizados por diversos investigadores sefialan que la cepa
Escherichia coli, es uno de los patdégenos virulentos frecuentes productores de
diarrea en los animales. Investigaciones realizadas sobre E. coli determinan que
existen seis categorias y de acuerdo a los factores de virulencia que presentan

manifiestan diferentes cuadros clinicos (Nataro & Kaper, 1998).

Las infecciones por la cepa Escherichia coli f-hemolitica, son importantes
sobre todo en cerdos neonatos que causan grandes infecciones caracterizadas por
sindromes febriles asociados a manifestaciones gastrointestinales o sistémicas, con
frecuencia severas, que son las responsables de pérdidas econémicas para los
productores, debido a que afectan a los cerdos de todas las edades, con una mayor
incidencia en cerdos neonatos, aumentando asi en esta etapa, el porcentaje de
mortalidad. De otro lado es importante establecer si los pies de cria de los porcinos
se encuentran libres de la cepa Escherichia coli por su impacto en la salud

alimentaria (Vargas et al., 2004).

El objetivo de este trabajo es identificar las lesiones macro y microscépicas
por la presencia de la cepa Escherichia coli f-hemolitica en los cerdos neonatos de

la raza Pietrain, Tacha — Pert 2018.



1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢, Cuadles son las lesiones macro y microscopicas en cerdos neonatos de la
Raza Pietrain, inoculados con la cepa de Escherichia coli B-hemolitica, Tacha —
20187

1.3. JUSTIFICACION

El diagnéstico de las enfermedades digestivas estd basado en la
combinacion de la historia, la observacion clinica, las pruebas de laboratorio y
necropsias. Por lo tanto, el diagnéstico clinico s6lo puede ser tentativo cuando esta

basado en la observacion de signos (Elanco, 2014).

El presente trabajo tiene como finalidad en ayudar a la rentabilidad de las
empresas porcinas (sistema de crianza intensiva, extensiva y familiar), porque va
de la mano con el conocimiento de las enfermedades y por consiguiente la salud de

los animales.

Se cree que por medio de la identificacion de la caracterizacion de lesiones
macro y microscoépicas del tracto digestivo y su correlacién con los signos clinicos
presentados se podria promover el rendimiento de produccion de las diferentes
granjas porcicolas y generar informacion que permita establecer medidas de control,
tratamiento y lineas de investigacion que lleven a una mayor rentabilidad de los

sistemas de crianza de porcinos (Schwartz, 2011).



Los resultados del presente trabajo de investigacion van a ser de suma
importancia para los productores porcinos, ya que se conoce muy poco acerca de
la cepa Escherichia coli, esto debido a la faltan de estudios sobre el tema que nos

permita saber la problematica actual de la cepa Escherichia coli.

Por esta razdn surgid la necesidad de realizar este estudio, ya que el
conocimiento de identificar las lesiones macro y microscopicas en cerdos neonatos
de raza Pietrain, permitiran avanzar en el mejor entendimiento de los signos clinicos
y facil diagndstico de la enfermedad diarreica, y esto repercutira positivamente en
el monitoreo, vigilancia, y deteccion oportuna de estas categorias para prevenir

posibles brotes en lo criaderos.

En el presente trabajo se describira las lesiones macro y microscopicas
causantes de mortalidad en crias de cerdos neonatos de la raza Pietrain
diagnosticadas con procesos entéricos, con el fin de ayudar a mejorar la
comprension de la patogenia de la enteritis.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. OBJETIVO GENERAL

o Identificar las lesiones macro y microscopicas en el tracto gastrointestinal en
cerdos neonatos de la raza Pietrain, inoculados con la cepa Escherichia coli
B-hemolitica, Tacna 2018.



1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.5.

Identificar las lesiones macro y microscopicas en el tracto gastrointestinal en
cerdos neonatos inoculados con la cepa de Escherichia coli -hemolitica
segun tiempo post-inoculacién (12hrs, 24hrs, 48hrs, 72 y 96hrs), Tacna 2018.

Identificar las lesiones macro y microscépicas en el tracto gastrointestinal en
cerdos neonatos inoculados con la cepa de Escherichia coli B-hemolitica

segun sexo, Tacna 2018.

HIPOTESIS:

Ho: La inoculacion via oral de 108 a 10° de Escherichia coli B-hemolitica en
cerdos neonatos de la raza Pietrain no produce lesiones macroscopicas
y microscopicas en el intestino delgado (Duodeno, Yeyuno e ileon) a

partir de las 96 horas segun sexo post inoculacion.

Hi: Lainoculacion via oral de 108 a 10° de Escherichia coli 8-hemolitica en
cerdos neonatos de la raza Pietrain produce lesiones macroscoépicas y
microscopicas en el intestino delgado (Duodeno, Yeyuno e ileon) a

partir de las 96 horas segun sexo post inoculacion.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

2.1.1. ANTECEDENTES A NIVEL NACIONAL

Se estudiaron 48 muestras de intestino de crias de alpaca muertas por
procesos diarreicos en época seca (junio-agosto, 2002) en la Estacién Experimental
del Centro de Investigacibn MTA, Cusco, y en la campafa de pariciéon (febrero,
2003) en una comunidad alpaquera de Nufioa, Puno. Se tomaron muestras de
intestino, fijadas en formol al 15% y coloreadas con Hematoxilina-Eosina. Treinta y
siete casos fueron compatibles con procesos bacterianos, donde 30
correspondieron a cuadros de enterotoxemia y 7 animales murieron con lesiones
compatibles con colibacilosis a la necropsia, se apreciaron estructuras basofilas de
3 a 4 micras de didmetro en el apice de las vellosidades y en las criptas de
Lieberkhiin, y caracterizadas por moderada a severa acumulacion de fluido
intralurninal, acompafados de moderada a severa hiperemia (Palacios et al., 2005).

En el afio 2014, se present6 un trabajo monografico donde describe un brote
de Gastroenteritis coliforme, ocurrido en una granja comercial de porcinos del

Distrito de Carabayllo - Lima, en el mes de abril de 1996, los animales presentaron



un cuadro diarreico pos destete a los 30 a 34 dias, siendo los mas afectados
aguellos que presentaban mejores pesos cuyos resultados fueron por cultivo
microbioldgico y un antibiograma, ocasionada por una E. coli beta hemolitica con
resistencia a muchos antibiéticos de uso comun. Estudio del cuadro clinico, previo
a la muerte incluia decaimiento general y anorexia marcada. Los animales no
tomaban agua y no podian movilizarse por debilidad. Los examenes
anatopatologicos e histopatolégicos, mostraron deshidratacion severa, cianosis de
extremidades, congestion a nivel de musculo e higado. El intestino con contenido
acuoso, y el estomago lleno de alimento (Rodriguez N., 2014).

2.1.2. ANTECEDENTES A NIVEL INTERNACIONAL

Se presentd un trabajo de investigacion para determinar y comparar las
Alteraciones Histopatolégicas Producidas por dos cepas Enteropatégenas de
Escherichia coli en lechones gnotobidticos, donde 33 lechones gnotobidticos,
divididos en 2 grupos; 12 lechones fueron inoculados (oral) con cepa
Enteropatogenas 3372 de E. coli 0147:K89, K88 y 21 animales fueron inoculados
(oral) con cepa 3252 de E. coli 0101 :K., donde la cepa 3372 productora de
enterotoxinas, demostraron como una capa adherida estrechamente a la mucosa
del intestino delgado no produjeron enteritis ni atrofia de las vellosidades. La
relacion promedio entre la longitud de las vellosidades y la profundidad de las criptas
fue de 11,0 micras de diametro. La cepa 3252 comenzo con signos a las 4 hrs. las
heces eran de color amarillo - grisadceo y acuosas y contenian pequefios coagulos,
la cepa penetro6 los enterocitos con infiltracion celular posterior de la lamina propia

y atrofia de las vellosidades. La relacion promedio entre la longitud de las



vellosidades y la profundidad de las criptas en el yeyuno y el ileon de estos animales
disminuyo a 4,6 a 0,7 micras de didmetro a las 12 a 16 h. después de la infeccion
(Hornich et al., 1975).

Se realiz6 un estudio retrospectivo para determinar los hallazgos clinicos,
patolégicos y microbiolégicos de Gastroenteritis hemorragica por Escherichia coli
en lechones, en el laboratorio de diagnostico de la Facultad de Medicina Veterinaria
de la Universidad de Montreal, para describir las caracteristicas clinicas, patolégicas
y bacteriolégicas. Hallazgos en 55 casos de gastroenteritis hemorragica (HGE)
causada por Escherichia coli en lechones. La afeccion ocurri6 en lechones
destetados y lactantes y fue asociado con varios serogrupos de E. coli. La mayoria
de los aislados de E. coli poseian la adhesina F4 (K88) y eran hemoliticos. Sélo
algunos de los aislamientos de E. coli produjo verotoxinas. Signos clinicos y
hallazgos patolégicos observados en estos casos fueron compatible con shock. En
muchos casos habia un moderado infiltrado de neutrofilos dentro de las vellosidades
intestinales, lamina propia y mucosa, necrosis de las vellosidades con marcada

infiltracion de neutrdfilos ocurrié en casos severos (Faubert y Drolet, 1992).

Se realiz6 un trabajo de investigacion con el propdésito de evaluar los efectos
patolégicos de cepas enteropatégenas de E. coli que expresan antigenos fimbriales
F4, F5, F6 y F41, administradas oralmente a cerdos neonatos que no ingirieron
calostro. Los cerdos inoculados experimentalmente con las cuatro cepas
enteropatogenas de E. coli presentaron diarrea acuosa y de color amarilla a las 4

horas post inoculacion. Las lesiones macroscopicas se caracterizaron por
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congestion y abundante contenido acuoso, apreciandose diferencias solo en la
intensidad lesional entre los diferentes grupos inoculados. Microscopicamente, el
ileon fue el segmento mas afectado, observandose congestion, adherencia
bacteriana, vacuolizacion epitelial de las vellosidades intestinales, atrofia, infiltrados
de neutrodfilos y necrosis linfoide en placas de Peyer, siendo la cepa E. coli F4
responsable de las lesiones de mayor severidad. Los resultados de la presente
investigacion confirman la importancia de los antigenos fimbriales como factor de
adhesion de cepas enteropatégenas de E. coli al intestino delgado de cerdos

lactantes y las acciones de otros factores patégenos (Canal et al., 1999).

2.2. BASES TEORICAS

2.2.1. COLIBACILOSIS NEONATAL

La colibacilosis debida a Escherichia coli en lechones lactantes a menudo se
produce en una edad temprana, dentro de la primera semana de vida. Normalmente
esta asociada a camadas de cerdas primerizas, que se infectan rapidamente
después del nacimiento debido a la contaminacién ambiental y a los niveles
inadecuados de anticuerpos maternos. Por lo tanto, este tipo de enfermedad
causada por E. coli es mas frecuente en el parto y la lactancia, cuando se realizan
en edificios antiguos con un bajo nivel de atencion a la limpieza e higiene de los

suelos, areas de parto y corrales (McOrist 2014).
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2.2.2. ENFERMEDADES DEL PORCINO

La diarrea por Escherichia coli es la patologia digestiva més prevalente en
lechones recién nacidos (comunmente de 24-48 horas). Las camadas de primerizas
se ven mas afectadas y en ellas la diarrea es mas grave. La mortalidad es elevada
si no se aplica rapidamente un tratamiento. El contagio es siempre por via oral al
ingerir el lechon lactante las cepas patégenas de E.coli. La diarrea de tipo acuoso,
se produce cuando las cepas enteropatégenas de E.coli se adhieren a la superficie
del epitelio intestinal gracias a sus fimbrias, alterando los enterocitos y destruyendo
las microvellosidades intestinales (Cura, 2008).

La diarrea en cerdos es una enfermedad multifactorial que impacta
negativamente en la eficiencia productiva en carne de cerdo a nivel mundial, siendo
la Escherichia coli el patdgeno mas frecuente con 25,6 % con respecto a otros virus,
bacteria y parasitos que representan en conjunto un 74,4%, mostrando también una

alta resistencia frente a antibioticos (Rodriguez, 2014).

2.2.3. Escherichia coli

Esta bacteria se describié por primera vez en 1885 por el pediatra aleman
Theodore Escherich. Fue nombrada inicialmente como “Bacterium coli commune”,
pero en 1919 fue renombrada con el nombre actual en honor a su descubridor.
(Nataro & Kaper, 1998).

Los representantes de esta especie son bacilos gramnegativos, oxidasa

negativos, con un tamafio promedio de 1,1-1,5 ym de ancho y 2,0-6,0 um de largo
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(Hirsh & Chung Zee, 1999). De acuerdo a sus requerimientos de oxigeno son
anaerobios facultativos y pueden ser moviles por la presencia de flagelos peritricos
0 no moviles (Scheutz et al.,, 2005). Existen dos tipos de Escherichia coli
patogénicas en porcinos de acuerdo a sus caracteristicas de crecimiento: hemolitica
y no hemolitica, en funcién de la capacidad o no del microorganismo para provocar

la hemdlisis de la sangre (Quiles & Hevia, 2018).

2.2.4. PRESENTACIONES CLINICAS

El signo clinico caracteristico de la diarrea neonatal por Escherichia coli es
una diarrea de color amarillo palido, profusa y acuosa. En casos severos se aprecia
deshidratacion, acidosis metabdlica y muerte, que sobreviene a las 12-24 horas de
iniciarse la diarrea. La enfermedad se puede presentar desde las 2-3 horas
posteriores al parto hasta los siete dias de vida. Una vez es ingerida, la bacteria
coloniza el tramo final del intestino delgado, cuyas células epiteliales poseen
receptores para los pili. La expresién de estos receptores esta relacionada con la
edad, asi los cerdos mas jévenes son menos susceptibles a la colonizacion. Sin
embargo, algunos cerdos poseen una mutacion especifica en el gen requerido para
la expresion de estos receptores lo que les hace resistentes a la infeccion.
Recientemente, se ha comprobado que es posible identificar estos animales
resistentes mediante un sencillo test de PCR y por lo tanto cabe la posibilidad de

seleccionarlos (Cura, 2008).

En los cerdos neonatos suele presentarse una diarrea severa, acuosa de
color amarillenta, que se acompafia de una severa acidosis metabdlica y
deshidratacion. Los animales suelen presentar los ojos hundidos, un estomago

distendido, a veces repleto de alimento seco o acompafiado de abundante moco.
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Ocasionalmente los animales pueden presentar vomitos. Las asas intestinales
(intestino delgado), y en ocasiones el colon, suelen estar dilatadas y llenas de gas,
ligeramente hiperémicas y con un contenido muy fluido, que puede ser desde

espumoso a acuoso, de un olor caracteristico (Vidal, 2017).

Duodeno: es la parte del intestino delgado que conecta el estbmago con el
yeyuno. El duodeno esté situado en la parte posterior y superior del abdomen, en el
retro peritoneo, siendo la Unica porcién del intestino delgado que se encuentra fijo,
y esté formado totalmente por musculo liso. Su inflamacién da lugar a la duodenitis,

y se suele asociar a gastritis y/o Ulceras (Direccion de Educacion Agraria, 2019).

Yeyuno: es una de las partes del intestino delgado, entre el duodeno y el
ileon. Su funcién es realizar la absorcion de las sustancias del quimo alimenticio.
En este tramo del intestino delgado actla el jugo intestinal, que degrada al minimo
los hidratos de carbono, las proteinas y los lipidos. La pared del yeyuno presenta
las vellosidades intestinales, cuya funcion es traspasar al torrente sanguineo las
sustancias anteriormente sefialadas. En sintesis, presenta vellosidades que
absorben los nutrientes hacia la vena intestinal para ir a parar a la sangre (Direccion
de Educacion Agraria, 2019).

fleon: El ileon es la seccion final del intestino delgado, en el aparato digestivo.
El intestino delgado presenta gran numero de vellosidades intestinales que
aumentan la superficie de absorcion de los nutrientes. El ileon cumple con funciones
de secrecion, absorcion y motilidad, que completan el procesado de los nutrientes.
En él se absorbe la vitamina B12 y la mayor parte de las sales biliares. La mucosa
yeyuno-ileal contiene acumulos de tejido linfoide, denominados placas de Peyer,

que son mas numerosos en el ileon (Direccion de Educacion Agraria, 2019).

14



Deshidratacion: La deshidratacion ocurre cuando el cuerpo no tiene tanta
agua Yy liqguidos como es necesario. Puede ser leve, moderada o grave, segun la
cantidad de liquido corporal que se haya perdido o que no se haya repuesto. La
deshidratacion grave es una emergencia que pone la vida en peligro (LAPISA,
2010).

Dilatacidon de estbmago: Es una afeccion potencialmente mortal en la que el
estbmago se llena de aire y se retuerce. Gas se acumula en el estbmago torcido y
lo estira. Este estiramiento, también llamado distension, es extremadamente
dolorosa y limita la cantidad de sangre que puede llegar a otras partes del cuerpo.
Cuando la sangre no puede llegar a los tejidos del cuerpo para suministrar oxigeno,

estos tejidos pueden morir (Schwartz, 2011).

Congestion vascular: Acumulacion anormal o excesiva de sangre en los
vasos de un érgano. Se manifiesta por trastornos de su funcién y un aumento de
volumen. La congestion puede ser activa o pasiva; la activa es el resultado de una
irritacion o inflamacion local y se caracteriza por un aumento del flujo arterial; la
congestion pasiva esta provocada por un obstaculo en la circulacion (Schwartz,
2011).

Vellosidades intestinales: Las vellosidades intestinales son una especie de
filamentos en forma de dedos que sobresalen de las paredes del intestino, en
concreto del duodeno. Miden entre 0,5y 1 mm de largo aproximadamente y cuentan
con gran cantidad de microvellosidades. A pesar de que son muy pequefas,
cumplen un papel esencial en el proceso de la digestion y absorcién de los
nutrientes, por eso cuando estan dafiadas dan lugar a una gran cantidad de
consecuencias para nuestro organismo (Canal et al., 1999). Diarrea acuosa

amarillenta: es una enfermedad intestinal generalmente infecciosa y auto limitada,
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se caracteriza por presentar evacuaciones liquidas o de consistencia disminuida, en
namero mayor a tres en 24 horas y con evolucion menor de dos semanas. Diarrea
persistente se define como el paso de evacuaciones semiliquidas por mas de dos
semanas, en tanto que la diarrea cronica se establece a las cuatro semanas
(Schwartz, 2011).

Vacuolizacién epitelial: Proceso de crecimiento y diferenciaciéon de las
células. Por efecto de la vacuolizacion, las células aumentan considerablemente de
tamafio (Schwartz, 2011).

2.2.5. HALLAZGOS ANATO-HISTOPATOLOGICOS

Son en la mayoria de los casos lesiones inespecificas las que vamos a
encontrar en un caso de una gastroenteritis por E. coli. Es decir muchas
enfermedades pueden ser parte del diagndstico diferencial lesional y de signos
clinicos (Jackson & Cockroft, 2009).

En neonatos con problemas, ya sea con septicemia o con enteropatia los
signos clinicos van a ser escasos y van a desarrollarse de forma muy aguda no
dando tiempo para el tratamiento. Al examen de necropsia sobretodo en casos de
colibacilosis enterotoxigénica, la deshidratacion es siempre muy marcada. El
estbmago puede encontrarse con muy poco contenido o vacio. Los intestinos
delgado y grueso con la mucosa adelgazada y con contenido acuoso (Jackson,
2009). En el caso de lechones recién destetados, las lesiones son muy similares
solo que la inflamacibn mas severa se ve a nivel del intestino grueso y la

deshidratacion no es tan marcada (Gyles et al., 2010), (Jackson & Cockroft, 2009).

Lesiones anatopatologicas, las alteraciones que se encuentran en los cerdos
con enteritis producidas por E. coli son: enteritis catarral, que puede ser moderada

0 grave y que se caracteriza por congestion de los vasos mesentéricos anteriores y
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posteriores. El estbmago puede contener cantidades variables de la leche
coagulada, pero por lo general no presenta alteraciones hemorragicas notables. El
intestino contiene a menudo una sustancia acuosa amarillenta y gaseosa. Los
ganglios linfaticos mesentéricos pueden estar aumentados de tamafio vy
edematosos. Los casos de enteritis hemorragicas son poco frecuentes. En los
cerdos de mas edad con enteritis necrética se han aislado serotipos patdogenos de
E. coli. Es de presumir que tales organismos contribuyan al desarrollo de dicho
estado. En cualquier edad se puede encontrar como complicaciones neumonias,
peritonitis y pleuritis (Frasser et al., 1993). En los casos de septicemia, la piel puede
presentar cierta coloracion, que casi siempre es moderada, los abscesos de las
articulaciones se presentan a veces después de que la septicemia ha declinado
(Wenneras et al., 1990).

Lesiones Histopatoldgicas, Las lesiones histolégicas son minimas: se trata
de una lesion bioquimica, pero un gran nimero de bacterias coliformes pueden
unirse a las vellosidades. La recogida adecuada de muestras para el examen
patologico requiere que se sumerjan en formalina tamponada en menos de 30
minutos después de la muerte. La interpretacion de las muestras intestinales de los
animales que llevan mas de una hora muertos son muy problematicas. A través de
la curvatura mayor se produce la distensién de la submucosa del estbmago por
fluido gelatinoso claro (figura 9) y, a menudo, en el colon la inflamacién es muy
notable en el meso colon, en la flexura espiral (McOrist, 2015).

MicroscOpicamente lo mas caracteristico es la presencia de numerosas
bacterias adheridas a la superficie de los enterocitos de unas vellosidades

intestinales que aparecen intactas. Las consecuencias clinicas suelen con llevar
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una mortalidad que puede llegar a ser elevada y en algunos animales retraso

cronico en el crecimiento (Vidal, 2017).

2.2.6. INMUNIDAD

Aungue los animales viven en ambientes densamente poblados de bacterias,
la mayoria de estos organismos no invaden los tejidos animales ni causan
enfermedades. Esto no es sorprendente por varias razones. Primero, los esfuerzos
combinados de los sistemas inmunoldgico innato y adaptativo son suficientes para

prevenir la invasion (Tizard, 2013).

La inmunidad natural es importante porque permite a los mamiferos trasmitir
anticuerpos especialmente a los recién nacidos a través del calostro, la
inmunoglobulina G tiene posibilidad de eliminar el antigeno destruyéndolo por
activacion del complemento, en el intestino se produce desgranulacion de
mastocitos permitiendo la llegada de IgG al intestino. El neonato al nacimiento tiene
escasa cantidad de anticuerpos lo que implica de los anticuerpos seran pasados de
la madre al neonato a través del calostro para quedar protegidos en los primeros
dias de vida, y esta transferencia es completa en cerdos, rumiantes y caballos
(Goémez et al., 2007).

El calostro un gran aliado, para los lechones, que nacen sin ninguna
proteccion inmune, es fundamental un correcto y rapido encalostramiento, ya que la
absorcion de inmunoglobulinas calostrales se produce en las primeras 24 horas
post-parto (a las 6-7 horas la cantidad de inmunoglobulinas baja un 50%). Un
estudio describe que el 72% de los nacidos mueren porque no han consumido

calostro, ya que los lechones que ingieren menos calostro tienen menos vigor y por
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tanto mayor predisposicion a morir por hipotermia y/o subnutricion (Menjon et al.,

2010).

2.3.

BASE CONCEPTUAL

Animales Gnotobidticos: Aquellos que estan completamente libres de
agentes patdégenos o que pueden hospedar uno 0 mas microorganismos
claramente identificados (Layna, 2019).

Atrofia: En términos bioldgicos consiste en un tipo de articulacion con
poco movimiento sin importar el tamafio de la célula y del 6rgano del que
forma parte, debido a la pérdida de masa celular. Las células atréficas
muestran una disminucién de la funcién pero no estdn muertas (Canal et
al., 1999).

Beta hemolitica: destruye por completo los eritrocitos y se caracteriza por
una zona hemolitica clara (hemolisis total) (Vidal & Pallarez, 2009).

Cepa bacteriana: Poblacion de células de una sola especie
descendientes de una Unica célula, usualmente propagada clonalmente,
debido al interés en la conservacion de sus cualidades definitorias. De una
manera mas basica puede definirse como un conjunto de especies
bacterianas que comparten, al menos, una caracteristica (Cura, 2008).
Cerdos neonatos: O recién nacido es un bebé que tiene 28 dias o menos
desde su nacimiento. La definicién de este periodo es importante porque
representa una etapa muy corta de la vida; sin embargo, en ella suceden
cambios muy lentos que pueden derivar en consecuencias importantes
para el resto de la vida del recién nacido (Direccion de Educacion Agraria,
2009).
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Cultivo microbiolégico: Un cultivo es la forma en la que se hacen crecer
los microorganismos (colonias) en una superficie solida (agar) o en medio
liquido (caldo) e incluso en células (linea celular) y es utilizado como el
método principal para poder estudiar a los agentes causales de
enfermedades, y saber si se trata de bacterias, hongos, virus, parasitos o
algas (Merck, 2010).

E. coli: es la bacteria anaerobia facultativa comensal mas abundante de
la microbiota; asimismo, es uno de los organismos patdogenos mas
relevantes. Escherichia coli es un organismo modelo utilizado
frecuentemente en experimentos de genética y biologia molecular (Cura,
2008).

Inoculacion: en biologia es ubicar algo que crecera y se reproducira, y
comunmente se utiliza esta con respecto a la introduccién de suero
sanguineo, una vacuna o una sustancia dentro del cuerpo de un humano
o de un animal, especialmente para producir inmunidad a una enfermedad
especifica (Fox, 2008).

Lesién: Se conoce como lesion (palabra derivada del latin laesio) a un
golpe, herida, dafio, perjuicio o detrimento. El concepto suele estar
vinculado al deterioro fisico causado por un golpe, una herida o una
enfermedad (Elanco, 2014).

Necropsia: Es aquel estudio realizado a un cadaver con la finalidad de
investigar y determinar las causas de su muerte (Paredes & Cubillos,
1995).
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CAPITULO Il

MATERIAL Y METODOS

3.1. UBICACION GEOGRAFICA Y TEMPORAL

El estudio se realiz6 en las instalaciones del fundo “DON MAMANI” en PAGO
SOBRAYA, calle Tarapacd, Av. Colpa del distrito de Pocollay, provincia de Tacna,
durante el afio del 2018.

El Distrito de Pocollay se ubica al extremo sur del Perq, al Norte de la ciudad
de Tacna, en las coordenadas geograficas 17°59°33” latitud sury 70°13°03” longitud
oeste con una altitud promedio de 670 msnm. con una superficie de 265,65 km?;
Clima: templado subtropical y desértico. La temperatura media es de cerca de

18,6°C, con una maxima de 33°C y una minima de 6°C.

En cuanto a los analisis de laboratorio se realizaron en el Laboratorio de
Microbiologia y Patologia de la Universidad Catélica Santa de Maria (UCSM) de la
Region de Arequipa, contandose con el apoyo del Dr. Fernando Fernandez

Fernandez.



3.2. TIPO DE INVESTIGACION

El presente trabajo cientifico, siendo del tipo experimental longitudinal, en
vista que se recopilard informacion de manera independiente en diferentes

momentos y se manipularan las variables.

3.3. POBLACION

La granja cuenta con una poblaciéon de 50 porcinos de la raza Pietrain en

diferentes etapas de produccion.

3.4. UNIDAD DE ESTUDIO

Cerdos neonatos en una numeracion de 12 cerdos neonatos.

3.5. MUESTRA

Siendo la investigacion de tipo experimental la determinacion de la muestra
se sujetd a la decision del investigador, para el presente caso se seleccionaron un
total de 12 cerdos de la raza Pietrain, como parte del disefio experimental, se
constituyeron de 4 grupos (2 control) de 1 cerdo neonato cada grupo (macho y
hembra) y 2 grupos (experimentales) de 5 cerdos cada grupo (machos y hembras),
los que se identificaron y se colocaron en ambientes aislados y la administracion
via oral de 2 ml de solucion salina al grupo control y 2 ml del in6culo preparado

(Escherichia coli B hemolitica).
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Tabla 1 Grupos de cerdos inoculados experimentalmente y cepa de
Escherichia coli administrada.

Grupo N.° Porcinos de la raza E. coli administrada
Pietrain (via oral)
1 Neonato macho control Solucidn fisioldgica (2

ml) (Control)

Il 1 Neonato hembra control Solucion fisioldgica (2
ml) (Control)

I 5 Neonatos hembras E. coli (108 — 10° UFC
en 2 ml.

v 5 Neonatos machos E. coli (108 — 10° UFC
en 2 ml.

UFC: Unidades formadoras de colonia

Para la recoleccion de dichos resultados se elabor6 el anexo 1.

3.6. MATERIALES

3.6.1. Material biolégico

. 12 cerdos neonatos
o Cepa E. coli beta hemolitica

3.6.2. Material de Campo

° Vasos de toma de muestra estériles
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. Equipo de diseccion

o Cinta maskingtape

o Cémara de refrigeracion (Cooller)
o Hielo

o Hisopos estériles

o Plumon indeleble

o Guantes de latex descartables

o Chaqueta
o Tiopental Sédico (Lab. Astorga S.A.)

o Jeringa hipodérmica de 5ml con aguja 21 x 1,5
. Solucién desinfectante (Peréxido de hidrogeno)
o Formol bufferado al 10%

3.6.3. Material de Laboratorio

o Agua destilada estéril

o Frasco Pirex de 50 ml

o Frascos pires estériles de 100 ml
o Frascos Pirex de 200 ml

o Guantes de latex descartables

o Hisopos estériles

o Mago de bisturi nro. 4 y hojas bisturi Nro. 23
o Mandil
o Microscopio optico

o Solucion Fisiologica esteéril
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3.7. METODOS
3.7.1. SELECCION DE NEONATOS

En coordinacion con el duefio o propietario de granja para la adquisicion de
los 12 cerdos neonato (6machos y 6 hembras) de 2 camadas que tuvieron parto en

la misma fecha y asimismo un area para realizar la experimentacion.

Se identifico con aretes en la oreja y los cuales permanecieron con sus madre

en lactacion durante todo el periodo de investigacion.

Para descartar Escherichia coli beta hemolitica que puedan alterar los
resultados al momento de inocular se tomaron muestras de hisopados rectales de
cada uno de los 12 cerdos neonatos al inicio de la experimentacion, se envi6 al
laboratorio donde se cultivaron en Agar sangre y Agar McConkey e incubadas por
48 horas a 37° C.

De los cultivos realizados en los que no se observaron crecimiento de
colonias beta hemolitica se consideraron aptos para el trabajo de investigacion. Se
seleccionaron mas pero solo se escogieron 12 cerdos tal como se muestra en la
Tabla 1.

3.7.2. INOCULACION

Para la inoculacion se adquirié una solucion madre de E. coli beta hemolitica
del laboratorio de patologia de la (Universidad Catdlica de Santa Maria) UCSM y a
partir de ella se prepard los inéculos siguiendo el procedimiento descrito por Mc

Farland’s. Consistia en:

Hacer diluciones dobles a partir de la solucibn madre hasta obtener en el

recuento una cantidad de 412 UFC/ml en la dilucién a 10-7 , de la solucién madre se
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agregé 1 ml a 40 ml de solucién fisiolégica para obtener 10,32 UFC/ml en la

suspension de inoculo.

Con la solucion preparada se procedi6 a hacer la inoculacion a cada animal

seleccionado por via oral a razén de 2ml de la solucion preparada.

Figura 1: Suspension Madre Figura 2: Dilucién 10,38UFC

3.8. RECOLECCION DE DATOS
3.8.1. EUTANASIA

Se realiz6 la eutanasia segun lo propuesto a las 12, 24, 48 y 72 horas post
inoculacién, a razén de 1 animal (cerdo neonato) de cada grupo (4 machos y 4
hembras), asimismo a las 96hrs se realizé la eutanasia al grupo control (1 macho
y 1 hembra) y al grupo experimental (1 macho y 1 hembra). Para la eutanasia se
us6 un promedio de 3 ml de Tiopental Sddico (Lab. Astorga S.A.) Intracardiaco

para lo cual se uso jeringa de 5 cc y una aguja 21G/1,5.
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3.8.2. NECROPSIA'Y TOMA DE MUESTRA

Una vez realizada la eutanasia se procedié con la necropsia segun la técnica
de Paredes y Cubillos, 1995.

Y simultAneamente se tomaban las muestras necesarias para remitir al

laboratorio de patologia.

3.8.3. FIJACION Y TRANSPORTE DE MUESTRA BIOLOGICA

Para llevar a cabo el transporte de muestras, se obtuvieron aproximadamente
entre 2 y 3 cm de regiones de tejido de Intestino delgado (Duodeno, yeyuno, e ileon)
la cuales fueron identificadas, etiquetadas y transportadas en formol bufferado al
10%. Se obtuvieron 36 muestras de intestinos de un total de 12 cerdos neonatos
experimentados. Previamente se tomaron muestras para cultivo microbiolégico en
Agar sangre y Agar MacConkey por 48 horas a 37°C para ello se usaron hisopos

los cuales fueron remitidos en caldo nutritivo como medio de transporte.

3.8.4. EVALUACION DE LESION MACROSCOPICAS

Las alteraciones macroscopicas del intestino fueron evaluadas en los

siguientes Aspectos:

e Presencia de trastornos circulatorios en la mucosa: congestiva 0
hemorragias)
e Alteraciones del Contenido intestinal
o Consistencia (Acuosa, mucosa 0 espumaoso)
o Coloracion del contenido intestinal (amarillo, verde, blanco, café o
sangre)
o Presencia de Gas
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Con el proposito de evaluar en mejor forma los grados de lesiones

macroscopicos a nivel intestinal, se utilizo la siguiente clasificacion segun Trhusfield,

1990.

3.8.5.

Grado 0: ausencia de lesiones
Grado 1: lesién leve: congestion
Grado 2: lesion moderada: congestion, contenido amarillo y mucoso

Grado 3: lesion severa: congestion, contenido de sangre y presencia de gas

Para la recoleccion de dichos resultados se elabord el anexo 1.

EVALUACION DE LESION MICROSCOPICAS

De cada segmento intestinal, se realizd la descripcion de los cambios

histol6gicos presentes en la mucosa, submucosa, muscular y serosa. La

determinacion de la relacion entre la altura de la vellosidad y la profundidad de la

cripta se realiz6 mediante la utilizacion de un ocular de medicion (Carl-Zeiss C8X),

registrandose para ello un promedio de 3 mediciones por segmento, segun el

procedimiento descrito por Canal y col, 1999 y que se clasifican en:

Grado 0: no presenta cambios morfologicos.

Grado 1: leve a moderada atrofia de V/C = 4:1

Grado 2: moderada atrofia de V/C 3 = 1, con infiltracion de macréfagos,
linfocitos y neutrofilos, edema

Grado 3: lesiones descritas en el grado 2 de mayor severidad, con severa
atrofia y necrosis de V/IC =2:1 0 1:1

La recoleccion de dichos datos se incluye en el anexo 1.
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3.8.6. CULTIVO MICROBIOLOGICO

Para corroborar la presencia o ausencia de lesiones macro — microscépicas
se hizo cultivo microbiologico en Agar Sangre para determinar presencia o ausencia

de la E. coli beta hemolitica.

3.9. ANALISIS DE DATOS

Los datos recolectados fueron sometidos a estadistica descriptiva usando
tablas de frecuencia y promedios, en cuanto a la temporalidad (tiempo inoculacion)

y sexo del animal con un valor de significancia de 0,05.

Para la contratacion de la Hipotesis se us6 el andlisis de varianza.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. RESULTADOS DE LAS LESIONES MACRO Y MICROSCOPICAS
SEGUN HORAS POST INOCULACION

4.1.1. LESIONES MACRO Y MICROSCOPICAS A LAS 12-72 HORAS

Tabla 2: Identificacion de Grado de lesiones a las 12 — 72 horas

HORAS Ne GRUPOS EXPERIMENTAL CULTIVO
ANIMALES MICROBIOLOGICO

MACROSCOPICAS MICROSCOPICAS

(AGAR SANGRE)

D Y I D Y I
12 02 0 0 0 0 0 0 NEGATIVO
24 02 0 0 0 0 0 0 NEGATIVO
48 02 0 0 0 0 0 0 NEGATIVO
72 02 0 0 0 0 0 0 NEGATIVO
Control 02 0 0 0 0 0 0 NEGATIVO
(96)
D = Duodeno; Y = Yeyuno; | = lleon; Grado 0 = ausencia de lesiones; Grado 1 = lesion leve; Grado 2 = Lesion

moderada; Grado 3 = Lesién severa



En la tabla 2, se observa la negatividad de lesiones macro y microscépicas
del intestino delgado (Duodeno, Yeyuno e ileon) de las 12 — 72horas. Post

inoculacién de la cepa E. coli B hemolitica.

Asimismo, con respecto al examen microbiolégico se muestra la negatividad
para la presencia de la cepa E. coli beta hemolitica lo cual corrobora la ausencia de

lesiones.

4.1.2. LESIONES MACRO Y MICROSCOPICAS A LAS 96 HORAS

Tabla 3: Identificacion de Grados de lesiones a las 96 horas

Ne GRUPOS EXPERIMENTAL CULTIVO
MICROBIOLOGICO

ANIMALES MACROSCOPICAS MICROSCOPICAS

(AGAR SANGRE)

D Y I D Y I
02 3 3 3 3 3 3 POSITIVO
D = Duodeno; Y = Yeyuno; | = Ileon; Grado 0 = ausencia de lesiones; Grado 1 = lesion leve; Grado 2 =

Lesién moderada; Grado 3 = Lesion severa

En la tabla 3, se observa la positividad de lesiones macro y microscépicas
del intestino delgado (Duodeno, Yeyuno e ileon) a las 96horas post inoculacién de

la cepa E. coli B hemoalitica.

Asimismo con respecto al examen microbiolégico se muestra la positividad para la
presencia de la cepa E. coli beta hemolitica lo cual corrobora la presencia de

lesiones.
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4.2. RESULTADOS DE LAS LESIONES MACRO Y MICROSCOPICAS
SEGUN SEXO POST INOCULACION

4.2.1. LESIONES MACROSCOPICAS SEGUN SEXO

Tabla 4. Identificacion de Grado de Lesiones Macroscopicas a las 96 horas

Lesiones Macroscopicas Duodeno Yeyuno fleon
H M H M H M

MUCOSA

Congestiva

Hemorragica

CONSISTENCIA

Acuoso

Mucoso

Espumoso

COLOR CONTENIDO

HECES

Amarillo 2 2 2 2 2 2
Verde 0 0 0 0 0 0
Blanco 0 0 0 0 0 0
Café 0 0 0 0 0 0
Sangre 3 3 3 3 3 3
Presencia de Gas 3 3 3 3 3 3

H = Hembra; M = Macho; Grado 0 = ausencia de lesiones; Grado 1 = lesion leve; Grado 2 = Lesién

moderada; Grado 3 = Lesion severa
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En la tabla 4, Se Identifica las lesiones macroscopicas de duodeno, yeyuno
e ileon, alteraciones de caracter moderado a severo, en los grupos experimentales
de ambos sexos a las 96horas, apreciandose que las lesiones estaban focalizadas
en mucosa intestinal. En mucosa se observo congestion intestinal con presencia
acuosa de color rojo debido a la acumulacion de sangre en las venas y hemorragias,
y presencia de burbujas de gas. El contenido acuoso y rojo de las heces se aprecio

como las lesiones mas sobresalientes en machos y hembras.
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4.2.2. LESIONES MICROSCOPICAS SEGUN SEXO

Tabla 5. Identificacion de Grado de Lesiones Microscopicas a las 96 horas

LESIONES DUODENO YEYUNO ILEON
MICROSCOPICAS H M H M H M
MUCOSA

Vellosidad y cripta 3 3 3 3 3 3
Atrofia 3 3 3 3 3 3
Necrosis total 3 3 3 3 3 3
Adherencia bacteriana 2 2 2 2 2 2
congestion 2 2 2 2 2 2

LAMINA PROPIA

Inflamacion
Congestién
SUBMUCOSA

Edema

Congestion 2 2 2 2 2 2
MUSCULAR

Inflamacién 2 2 2 2 2 2
SEROSA

Edema 2 2 2 2 2 2

H = Hembra; M = Macho; Grado 0 = ausencia de lesiones; Grado 1 = lesion leve; Grado 2 = Lesién

moderada; Grado 3 = Lesion severa

34



En la tabla 5, Se Identificé las lesiones microscopicas del duodeno yeyuno e
ileon reveld lesiones de moderado a severo, en los grupos experimentales de
ambos sexos a las 96horas, se observa las lesiones principalmente en las
vellosidades intestinales y cripta con atrofia, necrosis, adherencia bacteriana,
congestion y edema. Se muestra el resultado histopatolégico de las muestras del
intestino delgado referidas a atrofia de vellosidades intestinales teniendo una
relacion entre Vellosidad intestinal y Criptas intestinales entre 2:1 y 1:1 en cerdos

neonatos de ambos sexos (hembra y macho).

Las lesiones microscépicas de duodeno yeyuno e ileon revelo lesiones

histopatoldgicas, las cuales se observa en las siguientes figuras:
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Figura 3: Histopatologia Duodeno

En la Figura 3, se muestra un corte transversal de duodeno donde se
observan Vellosidades intestinales (V), células epiteliales cilindricas simples, criptas
intestinales, glandulas de Lieberkuhn (L), submucosa con vasos sanguineos (S) y
glandulas de Bruner (B), seguida de musculo liso circular interna (ML) y debajo de
estos plexos nerviosos de Auerbach. Las células epiteliales se muestran con
necrosis lo que determina la atrofia de velocidades intestinales (AV), La pérdida de
proporcién en tamafio comparado con las criptas 2:1 y 1:1 (Linea roja vellosidad,
Linea azul cripta).
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Figura 4: Histopatologia Yeyuno

En la Figura 4 se muestra un corte transversal de Yeyuno donde se observan
Vellosidades intestinales, células epiteliales cilindricas simples, criptas intestinales,
glandulas de Lieberkuhn (L), submucosa con vasos sanguineos (S), seguida de
musculo liso una circular interna (ML) y otra longitudinal externa (LE) y entre ellas
se encuentran plexos nerviosos de Auerbach. En la luz de encuentra exfoliacion de
células epiteliales con células inflamatorias de apariencia de exudado (C), necrosis
en las células epiteliales y atrofia de velocidades intestinales (AV), La pérdida de
proporcién en tamafio comparado con las criptas 2:1 y 1:1 (Linea roja vellosidad,

Linea amarilla cripta).
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Figura 5: Histopatolgl'a ileon

En la Figura 5, se muestra un corte transversal de ileon donde se observan
Vellosidades intestinales mas cortas, célula epiteliales cilindricas simples mayor
presencia de células caliciformes, criptas intestinales, glandulas de Lieberkuhn (L),
submucosa con vasos sanguineos (S), y agrupaciones de linfocitos en forma circular
denominados foliculos linfoides que constituyen las placas de Peyer, seguida de
musculo liso una circular interna (ML) y otro longitudinal externa (LE) y entre ellas
se encuentran plexos nerviosos de Auerbach. En la luz de encuentra exfoliacién o
descamacion de células epiteliales necrosadas con células inflamatorias de
apariencia de exudado (C), necrosis en las células epiteliales y atrofia de
velocidades intestinales (AV), La pérdida de proporcion en tamafio comparado con
las criptas 2:1y 1:1 (Linea roja vellosidad, Linea amarilla cripta).
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En las Figuras 3, 4 y 5 se observan las lesiones microscépicas observadas
en los tres segmentos de intestino delgado: Duodeno yeyuno e ileon, fueron:
pérdida de relacion entre vellosidades y criptas, necrosis epitelial, descamacion de
células necrosadas, presencia de bacterias en apice de células epiteliales
intestinales, congestion, hemorragia y atrofias de vellosidades.
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CAPITULO V

DISCUSION

En el presente trabajo la cepa E. coli beta hemolitica causo lesiones en el
intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon) a las 96 horas post inoculacion en
cerdos neonatos lactantes estos resultados son diferentes con lo citado por Canal
et al. (1999) donde sus resultados mostraron lesiones entre las 4-6hrs post
inoculacién de la E. coli en cerdos sin calostrar, esta diferencia se puede atribuir a
la presencia de portadoras de antigenos fimbriales F4, F5, F6 y F41, al igual que
por la presencia de anticuerpos (calostro) transferidos de la madre en comparacién
a nuestro trabajo. Asi mismo Hornich et al. (1975) reporto que sus lechones
inoculados con E. coli O147 F4 y 0101 mostraron lesiones a las 4-6hrs post
inoculacion, esta diferencia se debe probablemente al animal de experimentacion
gnotobidticos que son animales con una microbiota conocida, que se han obtenido

a partir de animales libres de microorganismos.

Los resultados obtenidos respecto a las lesiones macroscopicas en ambos
en sexos se identificaron: deshidratacion, diarrea acuosa de color amarillo y gas a
nivel intestinal, fueron similares a los reportados por Canal et al. (1999) donde
obtuvo lesiones macroscopicas como congestion y abundante contenido acuoso
intestinal, asi mismo a los reportados por Hornich et al. (1975) donde reporto que
las heces eran de color amarillo - grisdceo y acuosas y contenian pequefios
coagulos, esta similitud probablemente sea porque se utilizaron la misma bacteria

E. coli, existiendo variaciones en el grado lesional.



Los resultados obtenidos respecto a las lesiones microscopicas se
identificaron en los tres segmentos intestinales (duodeno, yeyuno e ileon), fueron la
necrosis de las células del apex de las vellosidades, la presencia de vacuolas y el
infiltrado leucocitario en las vellosidades y lamina propia, siendo similares a los
reportados por Hornich et al. (1975) describieron cambios degenerativos y
necréticos en las células epiteliales, ademas de infiltrado inflamatorio en la lamina
propia. De igual forma en el trabajo de Faubert & Drolet (1992) se aprecio necrosis
de las vellosidades, adhesion bacteriana, congestion, trombosis e infiltrados en la
lamina propia. Al igual que Palacios et al. (2005), que se apreciaron estructuras
basofilas en el apice de las vellosidades y en las criptas de Lieberkhiin, y moderada
a severa acumulacion de fluido intralurninal, acompafiados de moderada a severa
hiperemia, la similitud de estos resultados es probablemente al tipo de respuesta
por parte del tracto digestivo en cuadros originados por E. coli es similar entre
diferentes cepas, existiendo variaciones en el grado lesional y no en el tipo de
respuesta presente.
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CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Ho: La inoculacién via oral de 108 a 10° de Escherichia coli B-hemolitica en
cerdos neonatos de la raza Pietrain no produce lesiones macroscopicas Yy
microscopicas en el intestino delgado (Duodeno, Yeyuno e ileon) hasta las 96 horas

segun sexo post inoculacion.

Ha: La inoculacién via oral de 102 a 10° de Escherichia coli B-hemolitica en
cerdos neonatos de la raza Pietrain produce lesiones macroscopicas Yy
microscopicas en el intestino delgado (Duodeno, Yeyuno e ileon) hasta las 96 horas

segun sexo post inoculacion.

En base a los resultados obtenidos se ha implementado el andlisis de
varianza (Anexo 3), un valor de significancia (p>0,26) para el caso del sexo no
influye significativamente; en tanto que las horas de aplicacién definen un valor
probabilistico (p<0,01) lo que determina una alta significacién de su influencia.
Concluyendo que la inclusion de tiempo post inoculacion de la bacteria E. coli beta
hemolitica tiene un efecto a las 96hrs post inoculacién. Por lo tanto, se rechaza la

hipétesis nula y se acepta la hipétesis alterna.



CONCLUSIONES

Se concluye que las lesiones post inoculacion por la bacteria E. coli beta
hemolitica en los cerdos neonatos de la raza Pietrain, donde macroscépicamente
se identificaron las siguientes lesiones: deshidratacion, debilidad y diarrea acuosa
de color amarillo y gas a nivel intestinal, anorexia y aletargamiento, y
microscopicamente se pudo identificar las siguientes lesiones: necrosis epitelial,
descamacion de células necrosadas, presencia de bacterias en apice de células
epiteliales intestinales, congestion, hemorragia y atrofias de vellosidades a partir de

las 96hrs post inoculacion.

Se concluye que las lesiones macro — microscopicas por la bacteria E. coli
beta hemolitica se pudieron identificar a partir de las 96horas post inoculaciéon en

ambos sexos.

Se concluye que las lesiones macro — microscopicas por la bacteria E. coli
beta hemolitica post inoculacion no tiene significacién seguin sexo ya que ambos

sexos (macho y hembra) presentan las mismas lesiones.



RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar la inoculacion de la cepa Escherichia coli 8 hemolitica
en cerdos neonatos sin calostrar con el fin de determinar las lesiones macro y

microscopicas para profundizar el estudio de esta bacteria (Escherichia coli 8
hemolitica).

Se recomienda realizar la caracterizacibn molecular de la cepa en estudio

para obtener mas informacion adicional de las cepas en estudio.
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ANEXOS

Anexo 1. Lesiones Macro y Microscopicas de los Animales en Experimentacion

EVALUA GRUPO CONTROL GRUPO CONTROL GRUPO GRUPO CULTIVOS
CION HEMBRA MACHO EXPERIMENTAL EXPERIMENTAL MICROBIO
(HORAS) HEMBRA MACHO L OGICOS
MACRO MICRO MACRO MICRO MACRO MICRO MACRO MICRO
D Y I by I by I DY I bY I DY I DY I DY I
12 - - - - - - - - - - - - 0 0 0 0 O O O O O O O O NEGATIVOS
24 - - - - - - - - - - - - 0000 O OOOUO O 0 O NEGATIVOS
48 - - - - - - - - - - - - 0000 OO OOUO O 0O O NEGATIVOS
72 - - - - - - - - - - - - 0 0 0 0 O O O O O O O O NEGATIVOS

96 O 0 00 0O O OOO O O O33 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 POSITIVOS




Anexo 2. Recoleccién de Datos

Animal Sexo Inoculacion Inoculado Cultivo Duodeno Yeyuno lleon
1 1 1 1 0 0 0 0
2 0 1 1 0 0 0 0
3 1 2 1 0 0 0 0
4 0 2 1 0 0 0 0
5 1 3 1 0 0 0 0
6 0 3 1 0 0 0 0
7 1 4 1 0 0 0 0
8 0 4 1 0 0 0 0
9 1 5 1 1 1 1 1
10 0 5 1 1 1 1 1
11 1 5 0 0 0 0 0
12 0 5 0 0 0 0 0
1 = Macho 1=12hrs 1=Si 1 = Positivo 1 = Positivo 1 = Positivo 1 = Positivo
O=Hembra 2=24hrs 0=No 0= Negativo 0 = Negativo 0 = Negativo 0 = Negativo
3 =48 hrs
4=72hrs
5 =96 hrs
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Anexo 3. Andlisis de Varianza

Origen de Suma de Grados Promediode F Probabilidad Valor critico
las cuadrados de los cuadrados para F
variaciones libertad

Sexo 12.66666667 11 1.151515152  1.357142857 0.260150789 2.258518357
Tratamiento 72.66666667 2 36.33333333  42.82142857 0.00000002599034869 3.443356779
Error 18.66666667 22 0.8484848485
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Anexo 4. Necropsias

Figura 6. Necropsia de las 12 — 72 horas, (A) Ausencia de lesiones 12 horas en

Duodeno (+), Yeyuno (*) e ileon (-), (B) ausencia de lesiones 24 horas de ileon, (C)

Ausencia de lesiones 48 horas de Yeyuno, (D) Ausencia de lesiones 72 horas de Duodeno
(Du).

54



Figura 7. Necropsia a las 96 horas (A y B) Se Identifica las lesiones macroscépicas

de duodeno, yeyuno e ileon, en ambos sexos a las 96horas. (C) En mucosa se observa
congestion intestinal. (D) Acumulacion de sangre en las venas y hemorragias, y presencia de

burbujas de gas.
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Anexo 5. Histologia
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Figura 8. Histologia sin cambios morfoldgicos, ileon (A), Yeyuno (B) y Duodeno (C).
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Anexo 6. Preparacion del in6culo y Soluciones

Figura 9. Inoculos y Solucién, (A) Diluciones de la solucién madre (-1 a -7). (B)
Solucién Madre: McFarland 10 412x107 /ml UFC. (C) Solucion Inéculo: 4.10,38/ml (1ml en
39 de sol fisiol.)
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Anexo 7. Constancia del Laboratorio
RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS Y MICROBIOLOGICOS

El Médico Veterinario Dr. Fernando, Fernandez Fernandez identificado con

Colegiatura Nro: 2352, que suscribe certifica:

Que, el Bachiller MVZ. CANDRO VELA, HAROLD IVAN, de la Escuela Académica
profesional de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Jorge
Basadre Groohman, identificado con DNI N°70015935, ha enviado muestras para
cultivo y para histopatologia, bajo mi supervision y ayuda para su observacion e
interpretacion, a partir del material biolégico constituido por el Intestino Delgado de

cerdos neonatos (Duodeno, Yeyuno e ileon) haciendo un total de 36 muestras.
Muestras que se han procesado en el mes de marzo del 2020.

Se expide la presente constancia, para los fines de presentacion y sustentaciéon de

su trabajo.

Atentamente.

Dr. Fernando Fernandez Fernandez

Doctor en Biologia Molecular y Biotecnologia
M Sc. Poultry Science: Pathology

2da. Especialidad en Laboratorio de Analisis Biolégicos: Colegiatura: 2352
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Anexo 8. Cepas de Escherichia coli B hemolitica

Figura 10. Cepas, (A) Colonia de E. coli g hemolitica en Agar Chromocult coliformes
ES. (B) Acercamiento de la colonia de E. coli § hemolitica en Agar Chromocult coliformes
ES. (C) Colonias de Escherichia coli [ hemolitica en Agar Sangre. (D) Colonias B

hemoliticas de E. coli
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Anexo 9. Relacién Vellosidades Intestinales: Criptas por parte del intestino

DUODENO

Figura 11. Se observan criptas intestinales Duodeno, glandulas de Lieberkuhn (L),
submucosa con vasos sanguineos (S) y glandulas de Bruner (B), seguida de musculo liso circular
interna (ML) y debajo de estos plexos nerviosos de Auerbach. Las células epiteliales se muestran con
necrosis lo que determina la atrofia de velocidades intestinales (AV), La pérdida de proporcion en
tamafio comparado con las criptas 2:1 y 1:1 (Linea roja vellosidad, Linea celeste cripta).
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YEYUNO

Figura 12. Se observan criptas intestinales Yeyuno, glandulas de Lieberkuhn (L),
submucosa con vasos sanguineos (S), seguida de musculo liso circular interna (ML) y debajo
de estos plexos nerviosos de Auerbach. Las células epiteliales se muestran con necrosis lo
que determina la atrofia de velocidades intestinales (AV), La pérdida de proporcion en

tamafio comparado con las criptas 2:1 y 1:1 (Linea roja vellosidad, Linea amarilla cripta).
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Figura 13. Se observan criptas intestinales fleon, glandulas de Lieberkuhn (L),
submucosa con vasos sanguineos (S), seguida de musculo liso circular interna (ML) y debajo
de estos plexos nerviosos de Auerbach. Las células epiteliales se muestran con necrosis lo
que determina la atrofia de velocidades intestinales (AV), La pérdida de proporcién en

tamafio comparado con las criptas 2:1 y 1:1 (Linea roja vellosidad, Linea amarilla cripta).
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Anexo 10. LESIONES DE INTESTINO:

Figura 14. Lesiones en intestino (A) Necrosis epitelial y descamacion epitelial. (B)

Congestion en submucosa. (C) Congestion venosas.
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Figura 15. Lesiones de vellosidad intestinal (A) Hemorragia y necrosis epitelial. (B)

Presencia de bacterias en apices celulares, necrosis. (C) Atrofia de vellosidad

intestinal, necrosis epitelial.
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