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1. INTRODUCCION

La industria cunicula nacional ha alcanzado un no-
table desarrollo, llegando a ocupar un lugar destacado
dentro de la explotacién de las especies menores. Sin
embargo, algunos problemas patoldgicos y otros facto-
res como la falta de crédito y de asistencia técnica
han limitado su fortalecimiento.

Dentro de los problemas patoldgicos, la Enteritis
Mucoide se ha constituido en una de las limitantes
mds serias, determinando como en el caso del periodo
1975-1976 grandes pérdidas econdmicas a esta indus-
tria, representadas por una elevada morbilidad y mor-
talidad y por el fracaso de varios planteles comercia-
les.

Con base en estas consideraciones y por los hallaz-
gos de laboratorio obtenidos a partir de los casos de
ocurrencia natural de la enfermedad, se decidid reali-
zar el presente trabajo que tuvo como objetivos cuan-
tificar el Clostridium perfringens en el contenido gas-
trointestinal de conejos desde el nacimiento hasta el
destete y esclarecer el papel de este microorganismo
y de las aflatoxinas en la patogenesis de la entidad,
con el fin de incrementar los conocimientos sobre su
etiologfa y caracteristicas de presentacién, condicio-
nes necesarias para establecer las medidas adecuadas
de prevencidn y control.

2. REVISION DE LITERATURA

La Enteritis Mucoide (E.M.) es una enfermedad
subaguda, fatal, que afecta en especial a los conejos
de 6 a 10 semanas de edad, aunque también puede
afectar a animales de mayor edad y la cual se conoce

también con-los nombres de Enteritis, Complejo En- -

teritis del Conejo e Hipoamilasemia Neonatal de los
Conejos (7, 13,16, 17,22, 24, 35, 36).

La etiologia aln no estd definida, Whitney (35,
36), considera que esta condicién junto. a la tiflitis,
la tiflitis-diarrea y la enteritis hemorrdgica, tienen
un origen multifactorial, representado por: cambios
en el manejo, cambios en la dieta, bacterias como
E. coli y C. perfringens, hongos como Saccharomy-
copsis guttulatus y protozoarios como coccidias.
McCuistion (17), sugirié que era ocasionada por una
hipoamilasemia neonatal, pero Arringtony Wallace
(2) demostraron suministrando diastasa a conejos
jovenes que ésta no la contrarrestaba, Mack (15),
considera que la enfermedad es mds frecuente en
planteles seleccionados genéticamente y cuya alimen-
tacion estd esencialmente constituida por concentra-
dos. En el pafs, Mogolldn y colaboradores (20), a
partir de casos de ocurrencia natural, sugieren que
las aflatoxinas y algunos microorganismos como el
C. perfringesn y E. coli pueden estar involucrados en
la etiologia de la enfermedad.

Clinicamente, la E.M. se caracteriza por anorexia,
somnolencia, pelaje dspero y erizado, polidipsia, tim-
panismo y evacuacién intestinal de un material mu-
coide, semejante a gelatina; los conejos dan muestras
de padecer gran dolor, toman una posicion sentada
tipica con apariencia jorobada y permanecen inclina-
dos sobre la vasija de agua, también se observa rechi-
nar de dientes y la temperatura casi siempre es sub-
nomal (7, 11, 13, 15, 17). Macroscépicamente el
estomago se observa distendido hasta dos veces su ta-
mafio, su contenido es translicido o acuoso. El ciego
aparece impactado con un contenido seco. El colon
se encuentra distendido y contiene un moco claro de
aspecto gelatinoso, cuya consistencia varia de semi-
liquida al de un tapon pegajoso. El intestino delgado
también se encuentra distendido y contiene un mate-
rial liquido semimucoide que puede reconocerse a tra-
vés de la pared (7, 13, 16, 22, 24, 26). Los ganglios
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linféticos mesentéricos pueden encontrarse ligeramen-
te aumentados de tamafio y puede presentarse hepa-
tomegalia; la vesicula biliar puede encontrarse disten-
dia (13, 35).

Microscépicamente se aprecia hiperplasia de las
células caliciformes especialmente a nivel del iledn,
aunque ésta también puede observarse en el duode-
no y yeyuno (3). Meshorer (18), describe ademds en
casos agudos edema de la lamina propia y de la sub-
mucosa, acompafiado por reaccion inflamatoria y en
los casos subagudos se observa también gran niimero
de células plasmdticas y linfoides en la limina propia.
El intestino grueso presenta una mucosa hiperplasica
con células epitaliales hipercromdticas, predominando
las células caliciformes; en la limina propia se observa
congestién y pequeiias dreas hemorragicas. En la luz
intestinal se encuentran restos celulares resultado de
la descamacion intestinal y escasos neutréfilos (13).

Whitney (36), afirma que la dieta es una de las
multiples causas de la enfermedad y es bien conocido
que muchas de las materias primas y granos que se
emplean en la fabricacion de alimentos estdn expues-
tos a sufrir contaminacién por diversos hongos en el
campo y durante su almacenamiento (12, 14, 34, 37).

Las aflatoxinas, son un grupo de metabolitos alta-
mente téxicos y carcinogénicos, producidos por cer-
ca del 30% de las cepas de Aspergillus flovus y A.
parasiticus que frecuentemente contaminan los pien-
sos, alimentos cosechados y otros granos y productos
fermentables (3, 4, 5, 10, 25, 33). La mds toxica en
condiciones naturales es la aflatoxina B1 y quimica-
mente son cumarinas altamente sustituidas.

Estas toxinas son patOgenas para casi todas las es-
pecies animales; los animales j6venes son mis suscep-
tibles (5). En el conejolas lesiones iniciales se presen-
tan en el higado y corresponden a hemorragias y ne-
crosis de los hepatocitos en las dreas midzonales de
los lobulillos. Los sobrevivientes al efecto letal de una
dosis tnica desarrollan hiperplasia moderada de los
conductos biliares como se observa en otras especies
(23). Hasta el presente para la especie cunicula no se
ha informado de experimentos realizados con alimen-
tos contaminados natural o artificialmente con estas
toxinas; sin embargo, Torres (31, 32) y Mogollén y
colaboradores (20), consideran que éstas pueden ac-
tuar como causa predisponente en la presentacién
de la EM.

Por otra parte, a pesar de que el estémgao y el in-
testino delgado del conejo desde el nacimiento hasta
los 20 dias de edad, se caracteriza por la completa
ausencia de microorganismos, debido a la presencia
de 4cidos grasos libres como el n-decanoico y el n-
octanoico que actlian como sustancias antimicrobia-
les, ademds de la alta acidez (pH 1.9) del contenido
estomacal que impide el desarrollo de gérmenes que
requieren de un medio ligeramente alcalino para su
desarrollo (7, 28, 29), Torres (31, 32), Mogollén y
colaboradores (20), encontraron altas concentra-

ciones ( 1 x 109/g) de C. perfringens en los tapones
de moco y fragmentos de higado de los conejos
muertos durante los casos de ocurrencia natural
de EM. Aislamientos similares a los realizados por
Whitney (36) y que sugieren el compromiso de este
microorganismo en la patogenesis de la enferme-
dad.

3. MATERIALES Y METODOS

Para cuantificar el C. perfringens en la materia fe-
cal de conejos desde el nacimiento hasta el destete,
se seleccionaron al azar seis grupos de cinco anima-
les provenientes de diferentes camadas de la raza Nue-
va Zelanda Blanco, los cuales se distribuyeron en los
siguientes grupos de edad: 0-5 dias, 6-10 dfas, 11-15
dias, 25440 dias y 40-50 dias. En el laboratorio los
conejos se sacrificaron y del estémago e intestino se
extrajo contenido en cantidad aproximada a un gra-
mo. Para el recuento se utilizé el medio bdsico per-
fringens (MBP), modificacion del medio Sahidi-Fergu-
son perfringens (SFP) (1). La confirmacién bioqui-
mica se realizé inoculando las colonias tipicas creci-
das en MBP, en tubos que contenfan medio lactosa
motilidad nitrato (LMN), modificacién del medio
lactosa-motilidad (LM) (1).

Para estudiar la interrelacién entre las aflatoxinas
y el C. perfringens, se disefiaron tres ensayos biol6gi-
cos. En los dos primeros se administraron-a varios gru-
pos de conejos, concentraciones conocidas de aflato-
xina Bj y en el tercero se. administraron también
cantidades conocidas de toxina de C. perfringens.

Para el primer ensayo, se utilizaron 12 conejos
de la raza Nueva Zelanda Blanco de 40 dias de edad,
los cuales se distribuyeron al azar en cuatro grupos
de tres animales en jaulas experimentales. El ensayo
tuvo un perfodo de pretratamiento de cinco dias, du-
rante el cual los animales recibieron alimento concen-
trado libre de aflatoxinas detectables, segin anlisis
previo y agua a voluntad. Posteriormente se les admi-
nistré aflatoxina B1 estdndar*, de acuerdo al disefio
experimental (Tabla ‘1) y al peso promedio de cada
grupo. Como vehiculo se utilizaron 2 ml de glicerol-
etanol (1:1) (23). La administracién se realizé diaria-
mente por 10 dias, mediante el empleo de sonda gds-
trica. El grupo control recibié tinicamente el vehiculo.

La observacion se realizé a diario durante el ex-
perimento y a medjda.que se presentaba mortali-
dad se practicaba- necropsia. Los sobrevivientes
se sacrificaron a los 20 dfas de comenzar el €nsayo.
Se tomaron muestras de todos los 6rganos, las cua-
les se procesaron de acuerdo con las técnicas estable-
cidas por el Laboratorio de Histopatologia del LIMV,
empleindose ademds las coloraciones de PAS para
mucopolisacdridos y tricrémica de Masson para teji-
do conectivo. También se recolecté contenido de

* Aflatoxina Bq estandar Calbiochem. San Diego, California, 9211 USA.
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las diferentes porciones del tracto gastrointestinal
en cantidad aproximada a un gramo, a fin de realizar
recuentos de C. perfringens por las técnicas mencio-
nadas.

En el segundo ensayo, se procedi6 de manera simi-
lar, pero modificando dos de las concentraciones de
aflatoxina B{ administradas (Tabla 1). Para el tercer
ensayo se seleccionaron nueve conejos de caracteristi-
cas similares, a los cuales se les administré mediante
sonda gdstrica cantidades conocidas de toxinas de C,
perfringens obtenidas de cepas aisladas de casos de
ocurrencia natural y sometidas a esporulacién en me-
dio Duncan Strong, la cantidad de proteina se evalué
por medio de densidad dptica a una longitud de 280
nm (Tabla 2).

TABLA 1. Disefio experimental. Primero y segundo ensayo.

4. RESULTADOS

Se comprob6 la ausencia total de C. perfringes en
gazapos desde el nacimiento hasta el destete, dia a
partir del cual se observé un incremento progresivo
del microorganismo, que coincidié con la iniciacion
del consumo de alimento concentrado (Tabla 3).

Los conejos de los dos primeros ensayos, presen-
taron en general los siguientes sintomas: decaimien-
to, inapetencia, pelo erizado, tendencia a permanecer
en el mismo sitio por tiempo prolongado, algunos pre-
sentaron polidipsia y los conejos de los grupos 1 y 3
del primer ensayo mostraron evacuacién de heces
diarréicas con vestigios de moco (Figuras 1 y 2).

Concentracion de Alfatoxina B1 administrada (ppb)

. Crupo Conejo Ensayo 1 Ensayo 2
No.
1 50 50
1 2 50 -50
3 50 50
4 150 100
2 5 150 100
6 150 100
7 350 150
3 8 350 150
9 350 150
10
4 11 Control Control
12

TABLA 2. Tercer ensayo. Toxinas de C. perfringens administradas.

Conejo Cepa 1a. dosis protefna 2a. dosis proteina
{No.} {No.) {mg/mt) {mg/m)
10 24 ! 0,9 45
15 21 : 0,12 1,2
17 21 i 1,2 6.0
18 24 9,0 45,0
19 16 1,0 5.0
20 4 0,13 1,3
21 4 | 0,13 13
22 16 ‘ 0,10 . 1.0
23 24 i 0.9 9,0
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TABLA 3. Recuento de C. perfringens en el tracto intestina) de gazapos desde el nacimiento hasta el destete,

Grupo de edad Animales experimentales pH del quimo estomacat Recuento dilucién
(dfas) (No.) {X) 1 405
: 10" -10
(colonias/g)
0-5 5 5,0 -
6-10 5 45 _
11-15 5 ' 45 -
16-25 5 45 =~
26-40 5 4,5 -
41-50 5 3,0 " 1 x 10'-.DNC*

»

DNC Demasiado numeroso para contar.

FIGURA 1. Evidencias de diarrea con moco. Conejo del FIGURA 2. Comparacién entre un conejo con diarrea del
Grupo 1. Grupo 1 con un congjo del grupo control.
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Los conejos de los dos primeros ensayos, presenta-
ron en general los siguientes sintomas: decaimiento,
inapetencia, pelo erizado, tendencia a permanecer en
el mismo sitio por tiempo prolongado, algunos pre-
sentaron polidipsia y los conejos de los grupos 1 y 3
del primer ensayo mostraron evacuacién de heces dia-
rréicas con vestigios de moco (Figuras 1 y 2).

Un conejo del grupo 1 presentd a partir del dia
ocho del tratamiento, rinitis mucopurulenta con pos-
terior complicacién pulmonar que lo condujo a la
muerte en el dia 10. Igualmente dos conejos del gru-
po 2 presentaron secrecién nasal bilateral con disnea
de inspiraciéon y muerte en el término de dos dias.
Los conejos de los grupos 4 (controles), se observaron
clinicamente normales durante todo el experimento.

Al examen macroscopico, en los conejos del grupo
1 del primer ensayo se observaron el tejido subcutd-
neo y las mucosas externas visibles de un aspecto nor-
mal. En dos animales, se encontré que el pulmén a
nivel de los l6bulos apical y cardiaco presentaba dreas
de consolidacién neumonica, ademds de la presencia
de un material blanquecino en la trdiquea y bronquios.
El contenido estomacal se observé de consistencia li-
quida o ligeramente semisélida. En la superficie hepd-
tica de uno de los animales se encontraron focos blan-
quecinos de forma irregular, aunque en su mayoria el
drgano se aprecié normal, al igual que en los otros
animales. La vesicula biliar se encontré distendida. El
intestino delgado en sus tres porciones presentd un
contenido mucoide de color amarillo parduzco obser-
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vindose también arborizaciéon de la serosa. En dos
animales el colon contenia tapones de moco de color
blanquecino. El ciego de dos animales se encontré
aparentemente normal, mientras que el del tercero
presenté un contenido semisélido de apariencia mu-'
coide.

Microscopicamente en el higado de dos animales,
se observé dilatacion sinusoidal por glébulos rojos ha-
cia la zona perilobulillar y cambios de metamorfosis
grasa en algunos hepatocitos. El higado del tercer co-
nejo presentd algunos focos de necrosis de coagula-
cién en la periferia de los lobulillos con desorganiza-
cién de los cordones de hepatocitos. En el bazo se ob-
servé deplesién de los nédulos linfoides con hiperpla-
sia de las células reticulares. En el rifién se encontré
degeneracion parenquimatosa de las células de los td-
bulos contorneados proximales y distales, con presen-
cia de un material de aspecto proteniceo en la luz de
algunos ttibulos. Los pulmones de uno de los conejos
presentaron lesiones de bronconeumonia purulenta
la cual fue ocasionada por Pasteurella multocida, se-
gln se comprobd por aislamiento.

A nivel del cerebro, cerebelo, miocardio, porcién
fundica del estémago y péncreas no se observaron
cambios. En el intestino delgado, a nivel del duodeno
se observé pérdida total de la estructura de las vello-
sidades con presencia de células epiteliales de desca-
macién en la luz, moco y colonias de bacteras de
forma bacilar (Figura 3). Ademds se observaron cé-

FIGURA 3. Duodeno de un co-
.| nejo del Grupo 1, nueve dfas des-
i pués de estar recibiendo aflatoxi-
" na B1. Obsérvense los microorga-
! nismos gram positivos de forma
bacilar en el moco presente en la
i luz del érgano. Gram 400X.
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lulas epiteliales con diversos grados de necrosis de
coagulacién y con presencia de polimorfonucleares
fragmentados (Figuras 4, 5) e infiltracién de la limi-
na propia por células plasmadticas, linfocitos y heterd-
fitos (Figura 6). También se observd hiperplasia de
las glindulas de Brunner con presencia de conges-
tidén de la submucosa. En el yeyuno, se aprecié necro-
sis de coagulacion de las vellosidades intestinales con
descamacién de células epiteliales e infiltracién de
células polimorfonucleares y mononucleares en la l4-
mina propia, en algunas criptas se observé actimulo
de moco y aumento de] tamaiio de las células calici-
formes. En el iledn, se observaron detritus celulares
y restos de vegetales en la luz. También se pareciaron
aumento de la celularidad de lalimina propiay ligeros
cambios necrdticos en las células epitaliales, con mar-
cada evidencia de las células caliciformes.

El intestino grueso, en el colon presenté hiperpla-
sia de las células caliciformes con presencia de moco,
observindose también colonias de bacterias de forma
bacilar y estructuras levaduriformes en la luz del 6r-
gano. El ciego no present6 cambios morfolégicos sig-
nificativos.

Los animales del grupo 2, presentaron macroscépi-
camente las siguientes lesiones: tejido subcutdneo li-
geramente amarillo, dreas de consolidacién neuméni-

ca de color rojo, en los I6bulos pulmonares apical y
cardiaco, con presencia de un material blanco-amari-
llento en la triquea y bronquios de dos animales. El
higado de uno de ellos se observé de color amarillo
pélido, en los otros dos fue aparentemente normal.
En los tres la vesicula biliar se encontré distendida.
El estémago no presenté cambios significativos. Las
diferentes porciones del intestino delgado contenfan
un material mucoide amarillento, pardo oscuro o rojo
claro. El colon tenfa una ligera cantidad de moco yel
ciego se encontrd aparentemente normal.

Microscépicamente, el higado presenté necrosis
de coagulacion en la periferia de los.Jobulillos con de-
sorganizacién de los cordones de hepatocitos. Conti-
guamente a las dreas de necrosis se encontré meta-
morfosis grasa en los hepatocitos y distensién de los
sinusoides por glébulos rojos en la periferia lobulillar,
Ademds, en dos animales se encontrd aumento de] te-
jido conectivo de las dreas portalesicon ligera hiper-
plasia de conductos biliares, mientrds que en el terce-
1o ésta fue moderada. En el bazo, se observé modera-
da deplesion linfoide. En los pulmones de dos anima-
les se observaron lesiones de bronconeumonia puru-
lenta aguda. Los estudios bacteriolégicos de este Grga-
no permitieron ¢l aislamiento de P. multocida.
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FIGURA 4. Duodeno de un conejo del grupo control. Nétese Ia estructura normal de la mucosa intestinal {m). H-E. 160X.
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FIGURA 5. Duodsno de un consjo dsf Grupo 1, nueve diss después de estar recibiendo aflatoxina B1. Nbtese la pérdida de la
estructura de las vellosidades y células epiteliales en diversos estados de necrosis (n}. H-E. 100X.

ot / FIGURA 6. Duodeno de un co-
LAY S ,»' nejo Grupo 1, nueve dias después
1 e e +%:; de estar rocibiondo aflatoxina B1.
e Nétese las &reas de necrosis de

.
Py

coagulacién (n), la presencia de
moco (m) y la infliltracién doe la
lamina propia por heterbfilos y
linfocitos (i), H-E. 160X,

5
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El cerebro, cerebelo, miocardio, pancreas, porcion
findica del estdmago y los rifiones no presentaron
cambios apreciables. En el intestino delgado, la muco-
sa del duodeno y yeyuno presenté descamaci6n epi-
telial, ligeros cambios necréticos en la extremidad de
las vellosidades intestinales y presencia de moco en
la luz de los 6rganos. También se observé un incre-
mento de la celularidad de la ldmina propia por hete-
rofilos y linfocitos, ademds de congestion de los va-
sos sanguineos de las submucosas. En el iledn, se en-
contré destruccidon de las vellosidades por procesos
necréticos. En algunas dreas se detect6 la presencia
de bacterias de forma bacilar en la luz de las criptas,
algunas de las cuales se disponfan perpendicularmen-
te sobre las células epitaliales; las células caliciformes
se hallaron muy evidentes.

En el intestino grueso, los cambios mds significa-
tivos se encontraron en el colon y consistieron en hi-
perplasia de las células caliciformes, aumento del ta-
mafio de las mismas por la cantidad de moco que con-
tenfan y presencia de un material mucoide de aspecto
baséfilo en la luz del 6rgano. El ciego no presenté
cambios detectables.

En los conejos pertenecientes a los grupos 1,2y 3
del segundo ensayo, se aprecid que los cambios ma-
croscOpicos eran similares a los descritos para los
grupos 1 y 2 del primer ensayo.

Los conejos del grupo 3 presentaron evidencias de
diarrea en la regién perineal y restos de moco en el
recto. Las conjuntivas presentaron un tinte subictéri-
co y el tejido subcutdneo se observé de color amari-
llo palido. La cavidad toricica contenfa un liquido de
color rojo claro, los 16bulos pulmonares en general
presentaron un aspecto normal, pero la trdquea y el
drbol bronquial contenian un material espumoso
blanquecino. En el miocardio la grasa coronaria pre-
senté una consistencia gelatinosa, un color amari-
llento y las cavidades cardiacas contenfan sangre sin
coagular. En la cavidad abdominal, el higado era de
color amarillo, de consistencia blanda y la vesicula
biliar se observé distendida. El contenido estomacal
era de consistencia semisdlida. La serosa del intestino
delgado se observé muy arborizada y con presencia
de hemorragias petequiales a lo largo del tubo intesti-
nal. El contenido intestinal era semimucoide y de co-
lor blanco amarillento o rojizo. El colon contenia ta-
pones blancos de moco, mientras que el contenido
cecal era semisélido. Los érganos linfoides presenta-
ron un aspecto normal. Los vasos meningeos del ce-
rebro y cerebelo se apreciaron congestionados y las
meninges presentaron un tinte amarillento.

Microscépicamente, en el higado se observé con-
gestion sinusoidal con marcada disociacién de las la-
minillas epiteliales, particularmente hacia la periferia
de los lobulillos. En algunos casos se aprecié reten-
cién de la bilis en los canaliculos biliares. En los he-
patocitos perilobulillares se observaron cambios gra-
sos, algunos hepatocitos mostraron diversos grados
de necrosis de coagulacién, Frecuentemente, se ob-
servé aumento del tejido conectivo portal, perilobu-
lillar y alrededor de la vena central (Figuras 7, 8), hi-
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perplasia de moderada a marcada de los conductos bi-
liares (Figura 9), acompafiada de infiltracién portal
mononuclear, principalmente de linfocitos y células
plasmaticas (Figura 10). El bazo, presenté deplesién
linfoide de los corpuisculos de Malphigy e hiperplasia
de células reticuloendoteliales en dos animales. En
los rifiones, se observé .congestién: moderada de los
vasos sanguineos corticales y medulares y presencia
de cilindros hialinos en algunos tubulos contorneados
distales. Los pulmones se observaron congestionados
y en uno de los animales se aprecié edema y presen-
cia de eritrocitos y macréfagos en la luz alveolar.

En el pincreas y en el miocardio no se observaron
cambios morfoldgicos. El cerebro .y el cerebelo de los
animales se encontraron aparentemente normales,
mientras que en el tercero se observaron focos granu-
lomatosos dispersos en la sustancia gris, con infiltra-
cién perivascular de tipo mononuclear en la sustancia
gris y en las meninges.

Al efectuar una coloracién especial para organis-
mos dcido-alcohol resistentes se apreciaron algunos
seudoquistes con organismos Zuehl-Neelsen positivos
en su interior, compatibles con Nosema cuniculi,

En el intestino delgado, se encontré en el duodeno
descamacién epitelial con necrosis de las vellosidades
y presencia de moco en la luz. La 1dmina propia pre-
sent6 aumento de la celularidad por heteréfilos y lin-
focitos. Los vasos sangufneos de la submucosa se en-
contraron congestionados. Las glindulas de Brunner
se apreciaron muy evidentes, con el citoplasma de las
células acinares distendidas por moco. En el yeyuno
se observé necrosis de coagulacion de las células epi-
teliales y congestion de los vasos sanguineos de la sub--
mucosa. En el intestino grueso, el colon presenté hi-
perplasia de las células caliciformes con presencia de
abundante moco en: dos animales. Algunos ooquistes
inmaduros se observaron en la luz de este érgano en
uno de los animales. El ciego no presenté cambios
microscopicos apreciables,

Los animales de los dos grupos controles, se obser-
varon clinicamente normales a través del experimen-
to y no presentaron lesiones macro o microscopicas
detectables.

Al efecturarse el recuento de C. perfringens de las
diferentes porciones-del tracto gastrointestinal de los
conejos de los grupos 1, 2 y 3 de los ensayos, se ob-
servé un incremento en la concentracién de-este orga-
nismo, en comparacién con los recuentos realizados
en los animales de los grupos controles (Tablas 4, 5).
Al realizar recuentos totales para otros microorganis-
mos, se encontraron concentraciones que no excedie-
ron a 106.(recuento-de coliformes) colonias/g de con-
tenido. Dentro de los aislamientos y tipificaciones
realizados los mds comunes fueron: E. coli, Proteus
mirabilis, P. vulgaris, Klebsiella sp., Staphilococcus
aureus, Bacilleus cereus, Streptococcus faecalis, Pseu-
domona aeruginosa y Bacillus sp.

La administracion de toxina preformada de C, per-
fringens, al grupo de animales del tercer ensayo, no
ocasioné efectos clinicos y tampoco se encontraron
lesiones macro o microscépicas apreciables.



FIGURA 8. Higado de un cone-
jo del Grupo 3, ocho dias después
da estar recibiendo aflatoxina B1.
Notese el aumento de tejido co-
nectivo alrededor de las venas cen-
trales (v) y en las areas portales
{p). Tricromica de Masson. 100X.
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FIGURA 9.

Higado de un conejo del Grupo 3, ocho dias después de estar recibiéndo aflatoxina 81, Notese la hiperplasia de con-
ductos biliares (flecha). H-E. 160X,

¥ FIGURA 10. Higado de un cone-
j io del Grupo 3, ocho dias después
de estar recibiendo aflatoxina B1.
Nétese la infiltracion portal por
células mononucleares (i). H-E.
160X.




TABLA 4. Recuento de C, perfringens {colonias/gramo de contenido) en las diferentes porciones del tubo digestivo. Ensayo 1.

Region del tubo digestivo

Grupo Conejo Estomago Duodeno Yeyuno lleébn Intestino grueso
(No.) .
1 - . 36 x 1o§ 1,8x 108 7,6 x 10? 1,3x10;
1 2 18x10 3,1x 105 7,5x 103 1,3x 107 23x10]
3 1.0x 10 36x 10 2.3x10 8.0x 10 6,3x 10
4 - 3,0 x 102 1,0x 10§ 7.0x 10° 7.0x 108
2 5 1.0 107 4,2x 103 8.0 x 10 7,0x1og 7.0x 108
p 2.0x 10 1.3x 10 1.5 x 10 8.0x 10 6.0 x 10°
7 - 30x 1o§ 1,0x 10 7,0x 105 7,0x 103
3 8 1,0x 10 4,2x 10, 8.0x1 7,0 10% 7,0x 107
9 20x10 1,3x 10 1,5x 1 8,0x 10 6,0x 10
10 - - - 3,0x 10; -
4 1 - - 6,0x 10 1,7x 10 -
12 - - 7.0x 10 6.0x 10 . =

TABLA 5. Recuento de C. perfringens (colonias/gramo de contenido} en las diferentes porciones del tubo digestivo. Ensayo 2.

Regi6n del tubo digestivo

Grupo Conejo Estbmago . Duodsno Yeyuno llebn Intestino grueso
{No.}
1 — 2,1 wa 4,0x10‘; 3,0x 102 23x 104
1 2 6,0x 10 4.2x 10 2,1 % 10} 1.2x 10 1,2% 10
3 Z - 6,0x 10 1.0x 10 6,0x 10
4 3,0x 103 6,0 x 10° 45 x 1og 5.6 x 102 4,9 x mg
2 5 6.0 x 102 3,0x 10 6.0x 105 8.6 x 10 39x 10
6 30x 102 1.2x 10 3.0x 10 1.6x 10 2.0x 10
7 - ~ .5 a3 . -
3 8 - 3,0x 10 4,0x 10 7,0x 10
9 4,2 x 108 3.0x 10 3.0x10 30x 10 -
10 = = - 1,6 x 1o§ 2.9 102
4 11 - = 3,0x10 1,7x105 1,5x105
12 4,0x 102 2,0x 10 1.1x 10 29x10 4.0x 10

5. DISCUSION

La no observacion de formas vegetativas de C. per-
fringens en gazapos desde el nacimiento hasta el des-
tete y su incremento progresivo en las diferentes por-

ciones del tracto digestivo a partir de este momento,’

se podrian explicar por la iniciacién del consumo de
alimentos concentrados, o por la ingestion de bolos
fecales maternos que contienen el C. perfringens du-
rante la seudorumiacién que practica ia especie cu-

nicula. Estas observaciones concuerdan con los estu-
dios de Smith (28, 29), quien demostré que en los
estadios iniciales del conejo lactante existen en el es-
témago sustancias antimicrobiales y una alta acidez
del contenido que impiden la colonizacién de organis-
mos tipo C. perfringens. Sin embargo, también es
factible que al llegar al animal a la época del destete
la ar:'tividad antimicrobial disminuya facilitando el
crecimiento de este tipo de organismos.
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Por otra parte, los resultados de los recuentos de
C. perfringens realizados en las diferentes porciones
del tracto gastrointestinal de los grupos de conejos

que recibieron aflatoxina By, permitieron también de-.

mostrar el incremento de este microorganismo, situa-
cién similar a la descrita por Torres y colaboradores
(31), Mogollén y colaboradores (20) y Whitney (36)
en casos de ocurrencia natural de la enfermedad, jun-
to con los aislamientos y tipificaciones realizadas pa-
ra otros microorganismos en el contenido gastrointes-
tinal de estos animales. De otra parte,la presentacién
de otros desérdenes causados por agenites tales como:
(Nosema cuniculi, Pasteurella multocida, coccidias y
levaduras tipo Sacharomycopsis sp., podria explicarse
por la accion lesiva de las aflatoxinas sobre el sistema
inmunolégico, factor éste demostrado en estudios an-
teriores en otras especies (6, 9, 19, 21, 30). Condicién
que determina que el organismo no pueda responder
adecuadamente al stress ocasionado por algunos fac-
tores como cambios bruscos en la dieta, cambios en el
manejo o a la accién de agentes infecciosos (6, 9, 19,
21, 30) y estaria de acuerdo con los postulados de
Flatt y colaboradores y Sinkovics (7, 27), quienes
afirman que los hallazgos clostridiales y de E. coli jue-
gan un papel secundario en la presentacién del com-
plejo EM. De igual forma, las toxinas de C. perfrin-
gens administradas a los conejos del tercer ensayo, no
produjeron efectos patégenos posiblemente debido a
que las cepas eran de baja patogenicidad o mejor a la
ausencia de un factor predisponente que favoreciera
su actividad.

De otro lado, los conejos que recibieron 50 ppb
de aflatoxina Bj en los dos primeros ensayos desarro-
llaron un cuadro clinico-patolégico similar al descrito
en la literatura para la EM (3, 7, 11, 13, 15, 16, 17,
18, 22, 24, 26, 36) y al descrito para la presentacion
natural de la enfermedad (20), no obstante que en es-
‘ta forma las lesiones hepiticas se limitan sélo a cam-
bios variables de metamorfosis grasa, mientras que en
los casos experimentales éstas son ligeramente mas se-
veras, condicién que podria explicarse por el cardcter
agudo de la enfermedad en su forma natural.

Los conejos de los grupos 2 y 3 que recibieron
concentraciones de aflatoxina Bj superiores a 100
ppb, desarrollaron un cuadro de aflatoxicosis entre
sub-aguda y crénica, cuyas lesiones hepiticas son
comparables a las descritas en la literatura para ésta
y otras especies (10, 23), destacdndose el aumento del
tejido conectivo portal y perolobulillar el cual se hizo
‘evidente por la realizacién de coloraciones especiales,
como también la observacién de que las lesiones ne-
croticas lobulillares fueron mds frecuentes en las zo-
nas periféricas que en las paracentrales a diferencia de
lo afirmado por algunos investigadores (23). De igual
forma, merece destacarse que hasta donde se tiene co-
nocimiento es la primera vez que se realiza la descrip-
cién de las alteraciones macro y microscépicas de los
diferentes 6rganos y tejidos de conejos afectados por

.

aflatoxicosis, -al mismo tiempo que es la primera vez
que se relaciona a las aflatoxinas como causa predis-

ponente de la EM.
6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Por los resultados obtenidos, se concluye que las
aflatoxinas, o al menos la aflatoxina By, desempefian
un papel muy importante en la presentacién del Com-
plejo Enteritis Mucoide del Conejo, ya que como se
demostré pueden actuar como causa predisponente
de la enfermedad, determinando el incremento de gér-
menes tipo C. perfringens, que vendrian a complicar
el cuadro clinicopatoldgico, sin descartar la posible
patogenicidad de otros organismos que como el E,
coli son considerados habitantes normales de Ia flora
gastrointestinal de los conejos.

La ingestion de materias primas y/o alimentos con-
centrados contaminados con niveles de 50 ppb o m4s
de aflatoxinas, constituyen de acuerdo a lo observado
un riesgo para la salud de los animales, ya que ademds
de predisponer a la presentacién de la EM., vendrian
a alterar el sistema inmunolégico, determinando un
aumento en la susceptibilidad a sufrir otros desérde-
nes, bien sea por causas infecciosas o ambientales.

Con base en estas observaciones, se recomienda
utilizar en la alimentacién de esta especie, materias
primas y/o alimentos concentrados libres de aflatoxi-
nas, al mismo tiempo que debe evitarse el suministrar
a los animales, productos que han sido almacenados
por tiempos mds o menos prolongados bajo condicio-
nes de humedad y temperatura que favorecen el desa-
rrollo de hongos toxigénicos. :

En caso de presentarse un brote de la enfermedad,
se aconseja cambiar de inmediato el alimento, adicio-
nando a la nueva dieta antibiéticos tipo clortetraci-
clina para tratar de contrarrestar la proliferacién de
microorganismos en el tubo digestivo.

Se podria estudiar también el efecto protectivo de
toxoides a base de C. perfringens, los cuales fueron
usados con algiin exito en el brote de la enfermedad
durante 1975* y que podrian controlar en parte la
mortalidad, aunque seguramente no la morbilidad.

7. RESUMEN

Se realizaron tres ensayos bioldgicos para tratar
de esclarecer el papel del Clostridium perfringens-y de
las aflatoxinas en el “Complejo Enteritis Mucoide del
Conejo” y se cuantificé la presencia de este organis-
mo en el contenido gastrointestinal de gazapos desde
el nacimiento hasta el destete.

Para los dos primeros ensayos se utilizaron 24 co-
nejos, de 40 dias de edad de la raza Nueva Zelanda
Blanco (12 conejos por ensayo), los cuales se distribu-
yeron al azar en grupos de tres animales por jaula para
efectos de administrarles via oral y segiin el peso afla-

* Torres Angel, M.J. Efecto protectivo del C. perfringens en el control de la E.M, {Comunicacién personal, 1978).
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toxina B) estdndar en las siguientes concentraciones
50, 100, 150 y 350 partes por billén (ppb). El experi-
mento durd 20 dias, los conejos de los grupos control
recibieron sélo el vehiculo y los pardmetros estudiados
fueron signos clinicos, cambios macro y microscopi-

- cos y recuentos de C. perfringens y otros microorga-

nismos a partir del contenido gastrointestinal. En el
tercer ensayo, a nueve conejos de caracteristicas simi-
lares a los anteriores se les administré via oral canti-
dades conocidas de toxinas C. perfringens.

No se demostr6 la presencia de C. perfringens en
el contenido gastrointestinal de gazapos desde el naci-
miento hasta el destete (40 dias de edad), dfa a partir

del cual se observo un incremente progresivo del mis-

mo.

Las observaciones clinicas y las alteraciones macro
y microscépicas encontradas en los dos grupos de co-
nejos que recibieron 50 ppb de aflatoxina Bj son
muy similares a las descritas en la literatura para la
enfermedad, permitiendo determinar que al menos la
aflatoxina B puede actuar como causa predisponente
de la Enteritis Mucoide, facilitando a su vez la prolife-
racién de otros microorganismos normales en el tubo
digestivo de los conejos como el C. perfringens y el
E. coli, los cuales vendrian a complicar el cuadro cli-
nico-patolégico. Los grupos de animales que recibie-
ron concentraciones de la micotoxina superiores a
100 ppb desarrollaron un cuadro de aflatoxicosis en-
tre sub-aguda y cronica, para la cual se describen en
los diferentes drganos y tejidos las alteraciones ma-
cro y microscdpicas.

Finalmente, se discute la interrelacién entre las
aflatoxinas y el C. perfringens en la presentacién de
la enfermedad y se sugieren algunas medidas de pre-
vencién y control de la misma.

8. SUMMARY

Complex mucoid enteritis of rabbits II. Causative
relationships between aflatoxins and Clostridium
perfringens

Three experiments were carried out in order to
determine what role C. perfringens and aflatoxin

play in the complex mucoid enteritis of rabbits,
and to measure quantitatively the presence of this
organism in the gastrointestinal contents of young
rabbits between birth and weaning.

In the first two experiments 24 New Zeland
rabbits of 40 days of age (12 rabbits in each experi-
ment) were divided into groups of three and given
standard aflatoxin By in concentrations of 50, 100,
150 and 350 parts per billion (ppb). The experiment
lasted for 20 days and the rabbits in the control
groups received only the vehicle by which the afla-
toxin was administered. '

The clinical signs, the macro and microscopical
changes, the number of C. perfringens and other
organisms in the gastrointestinal contents were
recorded.

In the third experiment nine rabbits of similar
type and age of those used in the first two experi-
ments were given known oral quantites C, perfringens
toxins.

The result of the counts of C. perfringens in the
gastrointestinal contents of young rabbits showed
the complete absence of the organism until 40 days
of age, after which there was a progressive increase
in the number of organisms.

The clinical observations and macro and micros-
copical changes showed that the group of rabbits
receiving 50 ppb of aflatoxin By were very similar
to the descriptions of the disease in the literature.

It was therefore suggested that Aflatoxin B} was
able to act as a predisposing factor of mucoid enteri-
tis, allowing the proliferation of other micro orga-
nisms which are normally found in digestive system
of rabbits C. perfringens and E. coli. which thus
complicate the clinico pathological picture.

The groups of animals that received concentra-
‘tions of micotoxins higher than 100 ppb developed
a clinical aflatoxicosis which ‘varjed between the
subacute and the chronic form. The macro and mi-
croscopital lesions in the various tissues and organs
were described.

Finally the relationship between Aflatoxins and
C. perfringes when the disease occurs was discussed
together with the means of prevention and control.
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