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1. INTRODUCCION

1.1.  Naturaleza del problema.

En Colombia no se han realizado frabajas tendientes a identificar las dife-

rentes cepas de Clostridium perfringens (welchii) presentes en la flora bacteriana

normal del intestino de los ovinos. Este grupo de gérmenes puede originar en
dichos animales asi como en otras especies, enfermedades de tipo disenteri y en=
terotoxemia (37,40,51) , cuondo se presentan alteraciones en el manejo y la ali-

mentacidn, causando mortalidad alta tanto en animales jdvenes como en adultos.

En la actualidad no se tiene un conocimiento real de la concentracién de
C. perfringens enterotoxigénico en el tracto intestinal y su ubicacién en los ovinos
clinicamente normales, ni en animales que padecen la enfermedad asignada a este

germen.

Por no existir una informecidn precisa sobre las pérdidas causadas por C.
perfringens en nuestro medio, se decidid realizar un estudio més a fondo orientado
a conocer la situacion de los C. perfringens toxigénicos en el intestino de los ovi-

nos y relacionar tales gérmenes con el manejo y el estado sanitario del aprisco.
1.2.  Objetivos generales.

1.2.1. Evaluar las condiciones demograficas, sanitarias y de manejo del aprisco y



su posible causalidad asociativa o predisponente para la prevalencia e incidencia

de patogenizacion del C. perfringens en el intestino de ovinos infantes y destetos.

1.2,2. Ceracterizar las cepas de C. perfringens presentes en el tracto intestingl

° e ® - e - s o ° -~ ” °
ovino, buscando algunos patrones fisioldgicos y bioquimicos de aplicacién practica,
particularmente en los que respecta a C, perfringens toxigénico presente en la flo-

ra intestinal de ovinos sanos.

1.2.3.  Seguir prospectivamente a una poblacién de ovinos infantes en el -tiempo
para ver los cambios en la flora intestinal con respecto a C. perfringens, estudian-

do variables demogréficas que pudieran afectar la ecologia intestinal.

1.2.4. Localizar cualitativamente y cuantitativamente el C. perfringens en las di-

ferentes porciones del sistema digestivo ovino.

1.2.5. Reproducir y caracterizar histopatolégicamente lo lesiones producidas por
C. perfringens por medio de la técnica quirdrgico-histolégica del asa intestinal Ii-

gada en ovinos.

1.2.6. Aprovechar la datufstica y casuistica para establecer un modelo experimen=

tal respecto a lo que puede ser la situacion de presencia, incremento y accién de



C. perfringens y sus toxinas, en infantes de ofras especies, incluyendo la humana.



2, REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades.

Diferentes autores han determinado la presencia de varias especies del gé-
nero Clostridium en el tracto gastrointestinal o en el higado de los animales, en
algunos casos con referencia especifica a la produccién de enfermedades y en
otros como hallazgos de necropsias. La muerte repentina en animales alimentados

en confinamiento se cree es producida por diversas especies de genero Clostridium

(7,9,12,37,38,40,43).

Los gérmenes del género Clostridium son de gran importancia en los anima-
les domésticos como agentes especificos de enfermedades.  Pocas veces son inva-
sores secundarios, excepto en casos de la gangrena en que usualmente aparece més
de una especie. Son productores de toxinas de gran actividad biclégica, las
cuales actian como etiologias potogénicas. Dichas toxinas segin el agente - que
las produce varian en su modo de accién y en la manera de penetrar a la circula-
cion. Pueden ser ingeridas junto con alimentos descompuestos, absorbidas desde el

intestino después de la proliferacion anormal del gérmen causal, o elaboradas en los

propios tejidos (10, 12, 25, 36,37,38,39,51).

Los gérmenes patégenos del género Clostridium, pululan generalmente en los

suelos ricos en humus. Se encuentran en los contenidos intestinales de animales sa-



nos, con posibilidad de provocar enfermedad solo en circunstancias especiales

(54,56) cuando su ndmero se incremente en varios ciclos logaritmicos.

El carGcter universalmente ubicuoto de estos agentes, hace practicamente
imposible su supresion de la vida animal, de manera que se hace necesario aplicar

medidas profildcticas para su control.

La disenteria y enterotoxemia de los animales domésticos, en especial de
los ovinos, son enfermedades causadas por diferentes grupos toxigénicos de C.

rfringens, habitantes del suelo y de las vias digestivas de los animales normales
pe g ’ Y

(7:8:9.11,12,43,51),

El C. perfringens (welchii) fue descrito por primera vez en 1891, por
Achalme. Posteriormente fue reportado por Welch y Nuttal con el nombre de .

Bacillus cerogenes capsulatus  y por Veillon y Zuber en 1898 quienes lo aislaron

de un apéndice gangrenoso y lo reportaron como Bacillus perfringens. Desde 1898,

se han aplicado mas de cincuenta sinénimos a esta especie (51), y la literatura

francesa (38) insiste en la nomenclatura Welchia perfringens para el tipo toxigéni-

co A, y W. agni para los demds gérmenes de la especie. En todo caso, el nom-
bre universalmente aceptado, aunque no taxondmicamente valido, es el de C.
perfringens, ejemplo de nomenclatura por el mandato de una entidad internacional

(8). Fue escogido por la Comision Permanente de Estdndares de la Liga de las Na-



ciones de la Organizacion de la Salud en 1931.

El' Clostridium perfringens esta clasificado en la Gltima edicion del Manual

Bergey (8) asi:

Reino: Procaryotae.

Division Il: Procaryotes indiferentes a la luz (Scofobq.cferia).
Clase | : Las bacterias. Partes 2-17.

Familia | : Bacillacece .

Genero lIl: Clostridium.

Grupo Il : Espora subterminal, gelatina hidrolizada.

Especie 26: Clostridium perfringens (Bacillus perfringens - Veillon y Zuber

1898; Bacterium welchii. Migula 1900).

El mencionado manual reporta un tipo de Clostridium, similar en varias de
sus caracteristicas al C. perfringens, perteneciente al Grupo |: Espora subterminal,

gelatina no hidrolizado; Especie 5: Clostridium paraperfringens (Nakamura, Tamai

y Nishida, 1970).

Entre las dos especies descritas anteriormente, existe una serie de diferencias

y similitudes que se presentan en la Tabla 1.

El' C. perfringens se ha dividido en cinco tipos toxigénicos A, B, C, D y E, en



TABLA 1. Principales diferencias y similitudes de las especies de C.perfringens y
C. paraperfringens
C. perfringens C. paraperfringens
Espora Subterminal, oval Subterminal, redonda
Oval, excéntrica
Gelatina Hidrolizada No hidrolizada

Contenido de G + C en el DNA

Pared celular

Forma y Tamafio

Movilidad
Tincion
Produccion Toxinas

Patogenicidad para animales
y hombre

Aislado de

Colonias en superficie
Produccion de HZS
Lecitinasa

Reduccion Nitratos

Glucosa, Mannosa,
Maltosa, Lactosa

Salicina

24 - 27 moles %

Acido L.L. Diamino
pemélico

Bacilos rectos
0-9 - 1.3 por 3.0 -
9.0m

No movil

Gram positivos

Produccion 5 tipos
diferentes

Patégeno

Suelo, sedimentos ma-

rinos, heridas, heces
2 -5 mm de digmetro
Negativo

Positivo

Positivo o negative

Positivo

Variable

28 moles %

Acido D.L. Diamino pemé~
lico

Bacilos rectos
0.9 -1.3por1.6~3.9m

No movil

Gram positivos, presentan
granulos

No toxigénicos

No patogeno

Heridas, heces

0.5 =1 m de diametro
Positivo
Positivo

Positivo o negativo

Positivo

Positivo




base a una mayor produccién de toxinas letales. Seconocia un tipo F, pero fue
abandonado en la Gltima clasificacion del Manual Bergey (8), por presentar un

comportamiento similar al tipo C.

Las toxinas del _(_: perfringens, A, B, C, D, E, representan un mosaico
de diferentes antigenos, como lo muestra la Tabla 2 (4, 8, 9, 11, 12, 25, 36,

37, 38, 43, 51).

En los tios A, B y C, existen grupos homogéneos que difieren de los tipos
clasicos en detalles pequefios del mosaico antigénico, ecolégico y epidemiolégico
pero se cree que no deben ser reconocidos como nuevos tipos ni alterar la clasifi-
cacion, hasta que se proponga algin sistema para sustituir a la basada sobre toxi-

nas principales (7, 37, 43).

Tipo A. El C. perfringens tipo A es la cepa clésica, aislada inicialmen-

te en burbujas de gas en la sangre de cadaveres y més tarde , ampliamente esty -
diada como confaminante de las heridas de guerra (8, 12, 37, 38). Es un micro-
organismo muy ubicuoto que suele encontrarse en el tracto intestinal de los anima-
les, del hombre y en el suelo (8, 11, 37, 38, 39, 43, 51). Es el causante de al-
gunos brotes de intoxicacion alimenticia en el hombre (17, 24, 32, 44, 54, 56);

puede causar infecciones en las heridas y puerperios de los animales (7,11, 12, 37,

40, 43), y se considerc como el agente etiologico de una forma de intoxicacion en-



TABLA 2. Distribucion de las toxinas entre los diferentes tipos de C. perfringens.
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térica en ovejas y bovinos, caracterizada por hemélisis intravascular masiva, jcte-

ricia y hemoglobinuria (37).

Toxina-Alfa. La toxina principal del tipo A es la toxina-e< : todas las

cepas de Clostridium perfringens la producen, pero el tipo A da lugar « mayores

cantidades de ésta. La toxina- 2% se ha identificado como una lecitinasa de ti-
pe C y su accion hemolitica se relaciona posiblemente con lao desintegracion de los

complejos proteina-lecitina en la superficie de los eritrocitos (36, 38, 51).

La lecitinasa acta sobre la lecitina descomponiéndola es fosforilcolina y

en diglicérido (12, 51). Una lecitinasa similar es producida por el C. bifermentans

y su variedad patogena el _C_ sordellii (12).

Lo toxina-alfa puede ser demostrada cuando las células se encuentran en es-
tado de crecimiento, en cultivos de pocas horas o varias horas de incubacién. Se

ha encontrado también en las esporas (51).

La gangrena gaseosa causada por microorganismos del género Clostridium se

oresenta esporadicamente en ovinos después de las practicas de esquilla, partos y
por heridas post-operatorias. De las lesiones tipicas, se hon aisiado diferentes es-
pecies de Clostridium, predominando C. septicum, C. chauvei, C. perfringens,

C. sordellii y C. novyi. A la necropsia se presenta gangrena de la piel con ede-
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ma de tejidos subcutaneo e inframuscular, hemorragias subserosas y depésitos de

1iquido sanguinolento en las cavidades toréxica y cabdominal (7, 11, 37, 38, 40).

El pH optimo para la produccién de la toxina- o4 es de 7 (50); Pivnick
et al (49) encontraron que un pH de 6.7 fue Sptimo para la produccidén de toxina-

por cepas del tipo C.

La actividad de los filtrados de cultivos para la toxina- o4 , pueden ser
medidos por la habilidad de los filtrados para causar un incremento en la turbidez
de la suspensién de yema de huevo o de suero humano, habilidad de los filtrados
para lisar los gidbulos rojos, inyeccién intravenosa en ratén o inoculacién subeutd-
nea en conejos o cobayos para determinar su c:cfividc:d_i_n_ m (11, 16, 30, 32, 34,

3%, 47, 51, 52, 38).

Es marcadamente hemolitica, aunque existe una considerable variacion de
‘7 especie a ofra en cuenta a susceptibilidad de células rojas (38, 51). La clasi-

fizacion de Hobb's se basé en la sangre equina y la de este trabajo en ovina.

El pasaje de la toxina intacta a través del rifion puede ser una de las

causas el dafio renal presentado en algunas infecciones de C. perfringens {51).

CPS. Una toxina (CPS) extractada de células esoorvladas de C. perfringens

tipo A y nurificada por GELy cromatografia de intercambio ionico,se encontrd que era en-
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terotoxice en asos intestinales de conejos y mosiré una toxicidad especifica de 2.000
dosis Letal Raton 50% (DLR ) determinada por Genigeorgis et al (23). Es una proteina

homogenea libre de dcido nucleico, lipidos y con un peso molecular de 36.000 (26).

La "enterotoxina" (19, 24, 44) producida por C. perfringens (CPE) induce ¢ la
acumulacion de liquido en asas intestinales, eritema en piel de cobayo, produce vaso-

dilatacion e hiperemia de los capilares e incrementa la permeabilidad capilar (44, 45,

47).

Segln se vera su accién aunque historicamente de origen entero-intraluminal y
quiza directomente de origen intestinal=intraluminal, es también de tipo sistemico~shock
segun se ha demostrado en las distintas especies (23, 28, 33, 3541,42, 45, 46, 48) .Torres-
A,.-,ie1 E_TEE_.(SJH han sugerido que por esta razén el término enterotoxina debe evitarse
y mas bien usar el término esporotoxina (CPS), aprovechando su caracteristica realmen~
te Unica, de producirse exclusivamente durante la esporulacién. En tal sentido se usa-

ra la sigla CPS a lo largo de este trabajo.

Homologo a lo anterior existe un factor toxico termolabil, que tiene la habilidad
de producir diarrea en conejos y esta asociado con la esporulacion, estd presente en
filtrados de cultivo y extractos celulares de ciertas cepas de C. perfringens tipo A,
Dicho factor se inhibe con pronasa, pero no con tripsina, lipasa o amilasa (19, 33).

Se detectan entre 5 y 24 horas después de la inoculacién en conejos y pierde ac -
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tividad a pH 1,3,5,12 (19). Esta esporo-toxina ha sido experimentalmente estudia-
da en varios especies domésticas incluyendo ovinos (Tabla 3) tanto en su accidn

entero~infraluminal como en su accidn sistémica por inyeccién intravenosa.

Recientemente 69 cepas de referencia de C. perfringens de diferentes tipos
toxigenicos fueron analizadas para produccién de enterotoxina. Se detectd produc~
ccion de enterotoxinas solamente en cepas de los tipos A y C, aunque otros tipos

estan a la espera de ser confirmados (50).

Tipo B. El tipo B es el microorganismo originalmente obtenido por Dalling
(citado por Marsh (40)) en casos de disenteria de corderos recién nacidos. La to-
xina difiere de las producidas por el tipo A por lo cual el germen fue designade

con el nombre de Bacillus agni o de la disenteria de los corderos.

Las toxinas de mayor poder letal en el tipo B son las Beta (2 y epsilon

(€).

Toxina-Beta. La toxina beta es producida por los tipos B y C, es activa -
mente necrosante y probablemente neurotéxica. Los tipos By C, son los responsa~-
bles de la enteritis necrotica en animales y hombre y ia foxinu-@producidc en el

intestino, es probablemente la responsable de su inflamacién.

Al igual que las otras toxinas de C. perfringens, es una proteina, siendo
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mas susceptible a la accién de las enzimas protecliticas que las otras toxinas (25,

38, 51).

Puede ser demostrada en el laboratorio en caldo de carne molida con 2%
de peptona, 0,5% de fosfato de sodio y 1% de glucosa, ajustando el pH a 7.2,

al incubar cepas de tipo B o C, usualmente 4 o 5 horas después de la misma (51).

El pH optimo bajo condiciones controladas para la produccion de la toxina

beta es de 7,5 , segin Pivnick et al, (49).

Toxina-Epsilon. La toxina epsilon no es hemolitica, pero es necrosante y

susceptible al calor.

La toxina epsilon se produce solo en los tipos B y D, se forma durante el
crecimiento activo bacteriano como una protoxina relativamente atoxica, que se

convierte en una toxina fuerte por tratamiento con enzimas proteoliticas.

Puede ser demostrada en células vegetativas y esporas de cepas de tipo B y
D. Alguna activacién de la protoxina, puede ser producida por las enzimas pro -
teoliticas Kappa y Lambda elaboradas por la bacteria en medios de cultivo. Sin
embargo, se hace necesario tratar los filtrados de los cultivos con tripsina, para

convertir la protoxina en toxina activa (12, 25, 37, 38, 51).



Su efecto patologico en el organismo, fue investigado por Griner (citado
por Smith (51) ) quien comprobé que el sistema nervioso central era afectado inj -
cialmente. Se presenta un aumento de la permeabilidad vascular del cerebro,
seguido de un reblandecimiento y necrosis. La muerte generalmente ocurre en po-
cas horas después de los primeros sintomas de intoxicacion. Otro efecto de la
toxina epsilon en el cuerpo, y que es mas importante en la patogénesis de la en-

fermedad causadas por cepas del tipo D, es la habilidad por incrementar la per -

meabilidad del intestino (5, 25).

Toxina-Theta. La toxina tetha ( 67 ), es producida por diferen tes cepas

de C. peifringens y es la responsable de la zona clara de hemdlisis que rodea las
colonias en placas de agar sangre. Es una enzima hemolising oxigenolabil, letal

y necrosante (12, 25, 38, 51) y ha sido recientemente caracterizada en cepas del

tipo C (12, 38).

Toxina-lota. La toxina iota ( ¢ ), se produce a partir de cepas del tipo
E, como una protoxina no téxica que puede ser activada por las enzimes proteoli-
ticas producidas por ellas. Es una toxina antigénica, letal, necrosante que induce

la permeabilidad capilar cuando se aplica dentro de la piel (25, 51).

Toxino-Kappa. La toxina kappa ( K ) es una enzima disolvente del colage-

no producide por cepas de los tipos A, D y E y por algunas cepas de los tipos B
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Toxina=Lambda. La toxina lambda ( A ) es una enzima proteolitica pro -

ducida por algunas cepas de los tipos B, D y E.

Toxina=Mu, La toxina mu (/( ) es una hialuronidasa producida por gran

nimero de cepas del tipo A, D y E.

Toxina-Nu. La toxina nu ( V') es una enzima deoxyribonucleasa produ-
cida por todos los tipos de C. perfringens, exceptuando algunas cepas del tipo C

aisladas de casos de enteritis necrdtica de cobayos (12, 25, 36, 38).

Los C. perfringens producen ademas una veoriedad de compuestos activos

biologicamente, enzimos, que se inactivan por calor y formaldehido y son antige-

nicas (12, 51).

Un resumen de los tipos de C. perfringens y sus toxinas se presentan en la

Tabla 2.

i~
J

2. Enfermedades de los ovinos causadas por C. perfringens.
2.2.1. Enterctoxemia producida por el C. perfringens tipo A.

La accion del C. perfringens tioo A en la patogenia de las enfermedades
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de los animales domésticos es incierta debido a que este organismo forma parte de

la flora bacteriana normal de las vias digestivas (9, 12, 22, 36, 37).

Sinembargo, se han tenido sospechas de que cepas de C. perfringens tipo
A causan diarrea en casos naturales en corderos (37). También se ha citado como
agente causal de enfermedades hemoliticas en las ovejas de Australia, en corderos

de California y de ciertas enteritis hemorrdgicas de corderos en el Reino Unido

(37, 40).

En las formas hemoliticas, hay un comienzo brusco cen depresion, colapso,
palidez de las mucosas, e ictericia, hemoglobinuria y disneq; la temperatura unas
veces es normal y ofras veces sube a 40 C. Se presentan muertes rapidas y la

mortalidad es elevada.

A la necropsia los animales presentan intensa ictericia, anemia, gran can-
tidad de fluide pericardico, rifiones oscuros, mostrando histologicamente hemoglo -

binuria y hemosiderosis (7, 37).

La accion de la toxina alfa ha sido considerada como relativamente insig -

nificante en la enterotoxemia de los corderos.

La CPS producida por extractos de células de una cepa enteropatogena de

C. perfringens tipo A, administrada intravenosamente a conejos, cobayos y corde-
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ros da lugar a diarrea transitoria, lagrimacion, salivacion, descarga nasal, flaci -
dez y disnea una acinco horas después de la inoculacidn. Dosis altas del indculo
! “ o T . ¢ . ° -

causan una rapida presentacion de los signos clinicos seguida de muerte. Exdme -
nes a la necropsia revelan intensa hiperemia en la mucosa del intestino delgado y

ligera congestion del higado, pulmones, bazo y rifiones (44).

La CPS actda sobre el intestino delgado causando incremento en la permea-
bilidad capilar, vaso-dilatacion e incremento de la motilidad intestinal (34, 35,

44, 45). El origen de esta accién ha sido recientemente asignado a la CPS.

El resultado de la hiperemia intestinal puede ser atribuida a una fuerte pre-
dileccion de la CPS por los capilares intestinales, produciendo vasodilatacién e

hipotensidn secundaria (46).

La CPS administrada por la via intravenosa causa una caida brusca de la
presion. Cuando se administra en dosis bajas es reversible, las dosis altas produ-

cen en las ovejas hipotension irreversible y muerte (45).
2.2.2. Enterotoxemia producida por C. perfringens tipo B.

Esta enfermedad conocida como disenteria de los corderos, fue la primera

de las enterctoxemias descritas en animales domésticos (40). El microorganismo se

ha encontrado hasta ahora en corderos + terneros y potros en el Reino Unido, en
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corderos en Africa del Sur, Estados Unidos y ovinos y cabras de lran (37, 40). En
los grupos afectodos las crias pueden sufrir mortalidad hasta del 75%. Es una en-
fermedad recurrente con la tendencia a aumentar la morbilidad y afectar a los ani-

males cada vez mas desarrollados hasta de 3 semanas (40).

El sindrome de la disenteria aguda de los corderos se manifiesta ordina -
riomente antes de cumplir 2 semanas de edad, con posibilidad de presentar una
forma sobreaguda. En la forme aguda el cordero presém‘o dolor abdominal, de-
cubito prolongado indiferencia para mamar y expulsién de heces liquidas, parduz-

cas y hemorragicas (7, 25, 37, 40).

A la necropsia se presenta una enteritis hemorragica extensa con ulcera -
ciones discretas y confluentes, que se desarrollan cuando el curso de la enfermedad
es cronico. En casos sobreagudos puede haber solamente pequefias placas de necro-
sis, contenido serosanguinolente en cavidad peritoneal y a veces peritonitis. El
higado es pdlido y friable o ‘congestionado y los pulmones congestionados y ede-

matosos.
2.2.3. Enterotoxemia producida por el C. perfringens tipo C.

McEwen y Roberts (citados por Marsh (40) ) describieron, bajo el nombre

de "pasmo" (struck) una enfermedad del gonado lanar aparecida en los ovinos Rom-
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ney-Marsh en Inglaterre. El mal atacaba a los ovinos adultos, causéndoles la muerte

repentina (37, 40).

Griner y Johnson (citados por Marsh (40) ) describieron cases de enterotoxe-
mia hemorragica en corderos recién nacidos, causada por la toxina elaborada por el
_(E_. perfringens tipo C. Quesada (citado por Marsh (40) ) describié dos tipos de sfnto -
mas, el comatoso y convulsivo, con fiebre alta y muerte rdpida, en animcles adul-

tos.

A la necropsia, la cavidad peritonal presenta exceso de lfquide claro, los
vasos peritoneales y el intestino delgado se presentan congestionados y puede haber
multiples hemorragias subperitoneales. El intestino delgado esta intensamente con-

. .z - -
gestionado y en las zonas de congestion se presentan GOlceras que varfan de tamafio.
El intestino grueso se encuentra aparentemente normal. Las lesiones en los ofros
organos son propias de uwna grave toxemia, los mésculos aparecen blandos y con to-

nalidad rosacea o negrd y se muestran enfisematosos (7, 25, 37, 40, 51).
2.2.4. Enterotoxemia causada por_C. perfringens tipo D.

Esta enfermedad se presenta en los ovinos de todos las edades, pero en

especial en corderos,

Gill{citado por Marsh (40) ) parece haber sido el primero en estudiar la
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enfermedad en los corderos, a la cual di6 el nombre de "rifion pulposo”, también

se conoce con el nombre de [a enfermedad de la "sobrealimentacién® (37, 40, 51).

Es un proceso importante de los ovinos donde quiera que estos se crien y
afecta principalmente a los corderos lactantes y a los destetos en lotes de engorde
(37, 40). El curso de la enfermedad en la mayoria de los casos es sobreagudo y
el animal es hallado muerto. Se aprecia que los animales mueren en pocos minu-
tos, presentando estados convulsivos; en los ovinos adultos, en los cuales el curso

es subagudo, se presenta diarrea con eliminacién de heces ocuras (7, 37).

En algunos corderos sospechosos de sufrir tal afeccion en la forma subd-
guda, pueden persistir signos neurolégicos consistentes en ceguera, ataxia, paresia
del tren posterior. A la necropsia los cadaveres presentan buen estado de carnes
La putrefoceidn se presenta mas rapidamente que de costumbre. En la forma sobre-
aguda no se observan lesiones macroscopicas, con frecuencia se encuenfrc una ex-
cesiva cantidad de liquido pericardico, congestién y edema pulmonar, espuma en
todo el tracto respiratorio y hemorragias en endocardio. El higade puede aparecer
congestionado y el bazo aumentado de tamafio y pulposo, no existiendo inflamacién
gastrointestinal visible a la necropsia. Tramos cortos del intestino delgado se en-
cueniran distendidos por gas y enrojecidos por hipermia. Los rifiones aparecen tu-

mefactos y la superficie de corte se abomba y la corteza se muestra congestionada,
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se reblandecen rapidamente y en espacio de uno a dos horas se conviarten en una

masa roje de aspecto gelatinoso (7, 37, 38, 40, 51)

Las lesiones encefélicas que se producen en corderos con =nterotoxemia RE
i i fatal i diat d de h ai oTE=-

este tipo y que no siguen un curso fatal inmediato pueden ser de emorragias v r
olandecimiento de los ganglios basales, caosula interna, talamo dorsolateral y sus-

tancia gris, o presentar una lisis y licuefaccién de la sustancia blanca (37).

4 . . ° . ps o %
Se presentan anomalfas bioquimicas significativas en los ovinos, que en par-
e e o ] ? &
te se explican como anhidremia. Hay un incremento en la concentracién de hemo-

globina, glucosa hematica, nitrégeno no protéico y cloruros en el plasma {36, 37,

38, 31).
2.2.5. Enterotoxemia causada por C. perfringens tipo E.

Este tipo toxigénico fue aislado de un ternero que padecia de una entidad
semejante a la enterotoxemia y que a la necropsia se caracterizaba por enteritis

agudu, hemorragia pericardica y hemorragias en las serosas {37).
2.3. Enfermedad experimental y técnica del asa intestinal.

El C. perfringens inoculado dentro del tracto digestivo de corderos produce

esfado de diarreu; cepas de C. perfringens tipo A. causan diarrea experinental en

corderos, sugiriendo que dichas cepas pueden estar involucradas en casos naturales de
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diarreas en corderos (30). Entre 6 a 12 horas después de la inoculacién de célu-
las de C. perfringens tipo A, responden los animales con presentacién de diarrea,

la que versiste unas 13 horas, independientemente de la via de administracion,(via

oral o intraduodenal) (30, 34) .

La enfermedad puede ser reproducida experimentalmente en corderos cuando
el C. perfringens tipo A se inocula en forma de extractos celulares por via oral o
intraduodenal.  Experimentos con corderos muestran que la mucosa intestinal perma-
nece infacta y parece no ser invadida por células de C. pel;Fringens tipo A durante

lo enfermedad entérica (30).

El C. perfringens tipo D, por otro lado, aunque capaz de causar entero -
toxemia en ovejos y cabras, no ha mostrado ser capaz de producir una reaccién uti-

lizando la técnica de asas intestinales ligadas (21).

El pH del liquido en el intestino delgado no se altera después de la infec-

cion con C. perfringens,se mantiene entre 7,05 - 7,6 (34).

Cambios en el pH del liquido intestinal puedenr esultar de la produccién

de acidos orgénicos y se pueden excluir como causa de diarrea (44).

La enteritis experimental en corderos es causada por un factor entérico que

resulta de la infeccion del intestino delgado con células vegetativas de C. perfringens
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y que es producido in situ.

Administraciones experimentales infravenosas en corderos, de extractos celula-
res de C. perfringens tipo A desarrollan diarrea transitoria, lagrimacién, salivacién,

descarga nasal, flacidez y disnea 1 a 5 horas después de la inoculacion (44, 44).

Cepas clasicas de C. perfringens capaces de producir pequefias o grandes can-

tidades de toxines alfa , no causan un efecto enteropatogénico observable (48).

La secuencia de eventos relacionados con el envenenamiento de tipo alimenta-
rio del C. perfringens parece ser: a). Ingestion de alimentos contaminados con gran ni-
mero células vegetativas de C. perfringens. b). Multiplicacion y esporulacion del C.
perfringens en el intestino delgado. c¢). Produccion de CPS asociada por la esporulacidn
y liberacién de la toxina por las células autolizadas. d). Incremento de la permeabili-
dad capilar y vasodilatacién en el intestino y probablemente incremento de la movilidad

intestinal . e). Acumulacion de exceso de liquido en el lumen intestinal resultando en

diarrea (24, 35, 44),

La técnica de las asas ligadas del intestino delgado (AL) de conejos han sido

usadas para estudiar la enteropatogenicidad del Vibrio cholerae (13) y Escherichia coli

(53).

Suspensiones frescas de medio donde se encuentran C. perfringens tipo A se
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inocularon dentro de asas intestinales ligadas de corderos. 7 horas después de inocula-

das se incrementa el volumen del Iiquido unas 7 veces con respecto a los controles nega-

tivos (30),

Experimentos con asas intestinales ligadas de corderos han servido para demos-
trar la accion del factor enteropatogénico sobre la pared intestinal debido a que la acu-
mulacién de liquido ocurre en los segmentos intestinales infectados con C. perfringens

pero no en las asas adyacentes que sirven de control (31).

La acumulacion de liquido en las asas ligadas intestinales de cordero, después
de la incculacion intraluminal de cultivos de C. perfringens tipo A fueron influenciados
marcadamente de acuerdo al método utilizado en la preparacion de los indculos (21).
Cultivos crecidos por 4 horas a 37 C producen exudacién de liquidos y consecuente dila-
tacion de los segmentos ileos (21, 33). El grado de liquido acumulado en las asas intes-
tinales de corderos y la apariencia del liquido corresponde con la extensién de la mucosa

afectada (18, 44).

Las asas ligadas de intestino de cordero, no revelan pérdida de la superficie del

epitelio y no se presenta hiperemic aparente (44).

La técnica de las asas es requerida para el estudio de la funcién de la toxing y

para el estudio del mecanismo de accién enterotdxico (32).

Un resumen de los hallazgos en AL en ovinos se muestra en la Tabla 3.
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2.4 Reproduccion y caracterizacion histopatolégica de las lesiones producidas por

C. perfringens por medio de la prueba histoquirirgica del asa intestinal.

Animales ovinos utilizados en el experimento citado por Hauschild et al. (33)
fueron confinados en corrales separados y alimentados con una dieta de alfalfa de buena
calided, libre de mezcla de sales de yoduro de cobalto. Los animales estaban libres de
pardsitos. Se mantuvieron en ayuno por tres dias y se les suministro agua solamente en
el segundo dia. Bajo anestesia local y con una laparotomia en la |fhea media se realizé

la intervencion asépticamente.

De un punto a un meiro del ciego y procediendo anteriormente se hacen ligadu-
ras de segmentos de 15 a 20 centimetros de longitud en ileon y yeyuno, utilizando hilo
sintético de satura. Las ligaduras se hicieron de tal forma, que no se interfiriera el aflu-
jo de sangre de los vasos mesentéricos, para cada una de las asas. El indeulo se inyectd
en asas alternas. El abdomen se saturd y los animales se sacrificaron y exominaron a las

7 y 16 horas.

Examenes histolégicos del intestino de los ovinos no mostraron lesiones hipertré-

ficas o invasiones de la mucosa por células bacterianas de C. perfringens (33, 44).

Examenes histoldgicos revelaron en yeyuno e ileon después de la inoculacidn
de extractos celulores de C. perfringens tipo A, hiperemia pronunciada y pérdida parcial

del epitelio de la mucosa. Vasos y capilares en la lamina propia se presentaron disten-
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didos (41, 42, 44),

Dosis diferentes de enterotoxina causan algin grado de dafio del tejidc intesti-

nal, la severidad de la respuesta aumenta con la dosis aplicada (41, 42),



3. MATERIALES Y METODOS

3.1, Poblacién muestreada.

Para establecer los recuentos bacteriales de C. perfringens en el intestino de
los ovinos se fomaron al azar 100 semovientes recién nacidos, de las diferentes razas exis-
%

tentes en la granja "San Jorge"7 a los cuales se les tomaron muestras individuales de ma-

teria fecal en seis oportunidades, con intervalos de treinta dics.

Los animales seleccionados se mantuvieron en los potreros, en condiciones de

manejo y practicas sanitarias idénticas al resto del aprisco.

Como posibles predisponentes para la patogenizacion del C. perfringens en el
intestino, se evaluaron las condiciones sanitarias, los estados de manejo y las condiciones
demograficas del aprisco; se procesaron dichos datos por medic de programas BMD (15)

adaptedos por Torres-Anjel et al. (56) para estudios epidemioldgicos.

Se tomaron datos de la finca y del animal cada vez que se programaror reco -
lecciones de muestras y se consignaron en un formulario previamente elaborado, segin se

describe en la Tabla 4.

- s

*

Soacha, Cundinamarca, Colombia, propiedad del Instituto Colombiano Agrope -

cuaric, ICA.
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TABLA 4 . Formulario disefiado para la recopilacién de datos demo~-geograficos

de las granjas ovinas a estudiar.

Fecha: No de Orden:

Hacienda: Municipio: Departamento:

Altitud; Temperatura: Tipo de Explotacién

Poblacion animal: Especie: Raza: Edad:

Sexo: Peso: : No. de Registro: Estado de

Carnes:

Sistemas de pastoreo: Rotacién de potreros Tipo de pas -

tos Sales minerales: L
Concentrados:

Vacunaciones: Aftosa Clostridium (Omnivax)

Tratamientos recibidos:

Tipo de muestra recolectada: Peso:

Fecha de procesamiento: Dilucion de la muestra:

Resultados: Recuento total de colonias de C. perfringens por gramo de muestra en el

Medio Basico perfringens

Medio Lactosa Motilidad Nitratos

Proporciones confirmadas

Prueba de Sero-Toxi=- neutralizacion

Observaciones:




32

Se enfatizo particularmente con respecto a los datos sobre manejo de ani-
males, alimentacidén, administracién de preventivos (vacunas) buscando detsctar
causas predisponentes en la patogenizacién de los gérmenes toxigénicos presentes en

la flora normal intestinal de los ovinos.

Se estabularon 10 animales (que fueron luego utilizados para las practicas
post-mortem y quirbrgicas) y se estudiaron sus materias fecales, para detectar cual-
quier posible cambio en los recuentos de C. perfringens, cuando los ovinos son so-
metidos a confinamiento y se alimentan con pasto de corte. Para esta época los

animales tenfan ya 8 meses de edad.

También se trabajaron las muestras de materias fecales para deteccién de

pardsitos gastrointestinales por el método de Sloss (6).
3.1.1, Muestreo.

La primera muestra se condicioné a la época de mayor nimero de nacimien-
tos de dicha granja y solamente se muestrearon animales que en el dia de iniciar
los chequeos, tenfan una edad inferior o gual a siete dias de nacidos, con el obje-
to de completar un total de 100 animales. Desde el primer dia se registraron sus

nimeros de marca, su raza y su sexo (Tabla 5).

La distribucién por edades al momento del primer muestreo de los animales,
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se describe en la Tabla 6.

La muestra se tomd directamente del recto del animal, mediante el uso de
guantes quirurgicos. Cada muestra se colocd en un tubo de vidrio con tapa de ros-

ca de tamafio 160 x 16 mm, previamente esterilizado, pesado (para por peso diferen-

cial conocer el peso de la muestra) y rotulado.

Las muestras se recolectaron siempre en las horas de la maRang con el fin

de evitar pérdidas de material o muestreos incompletos.
3. 2. Caracterizacién e identificacion de C. perfringens.

En el laboratorio, se trabajaron las muestras de acuerdo a su peso (un gra-
mo) y se suspendieron en solucidn bufferada fosfatada con 0,1% de peptona (Difco),y de
Tritén X-100 (Rohm and Haas, Philadelphia), ajustada a un pH 7,6 (1). A estq

solucicn se le llamé PTX.

En el recuento de C. perfringens se utilizé el Medio Bésico perfringens
(MBP}, una modificacién del medio Shahidi-Ferguson perfringens (SFP), segin Alva-
rez et al. (1) con la siguiente composicién: Tiosulfato de sodio* 0,1%; cgar (Dif-

co), 2,0%; tryptosa (Difco), 1,5%; extracto de levadura (Difco), 0,5%; sulfato férri-

*  Modificaciones al SFP.



TABLA é. Distribucion de edades durante el primer muestreo de heces para aislamiento

de C. perfringens.

*

Edad Némero de
(des) animales f.x
(f)
£ 1 (0) 23 0

1 17 17
2 19 38
3 10 30
4 8 32
5 7 35
6 12 72
7 4 28

X

Corresponde también a porcentaje (%) por ser 100 los animales muestreados.

2,52;

52 -

21.74;

S

= 4,66
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co de amonio, 0,1%; agua destilada 900ml; ajustada a un pH de 7,6 .

Se sembré la muestra en dilucidn 10-], en cantidad de T ml emplegndo el
sistema de "emparedado" (55) con capas de MBP, en fondo y superficie. En la ca-
pa intermedia se inoculd la muestra y se homogenizé con el MBP fundido o 60 C,
mas la emulsién de yema de huevo al 10% (se preparé 50% de yema de huevo y
0% de PTX, pH 7,6* se adiciond a ésta sulfato de kanamicina* (0,24 mar/ml de
medio) pora evitar contaminantes y favorecer el crecimiento de C. perfringens.  Se
incubd en estufa de anaercbiosis a 37 C con 10% de COZ’ por 24 hr (1, 4,8, 9,

10, 11, 12, 22, 38, 43, 51).

Antes de sembrar las muestras, se calentaron a 80 C por 10 min. para in-

formar resultados en términos de recuentos de esporas (1, 34).

Se procedié a realizar el recuento de colonias que presentaron HyS positivo

(punto negro) y lecitinasa positivo (halo~opoco de precipitacién alrededor de lo co-
lonia). Una tipica reaccidn en MBP se ilustra en la Figura 1 (1, 2, 4,8, 9, 12,

16, 22, 25, 26, 36, 38, 40, 47, 58),

El esquema del procesamiento del recuento de colonias de C. perfringens se

presenta en lo Figura 2.

La confirmacion bioquimica se realizé mediante la inoculacién de las colo-

* Modificaciones al SFP,



FIGURA 1.

Reaccion tipica del C. perfringens en el medio basico perfringens.
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Tubo pre- pesado

Bolos de materia fecal ovina
Aprox. 1 gramo

Suspension en buffer-fosfato PTX. pH 76

i Calentamiento 80C X 10 min.
Iz 41 m.B.P
l Codificacion
R Perforacion
ecuento Esporas x gramo ———— ~——{ Computacién
| Electrénica

Seleccion y Bioquimicas
{Lactosa Motilidad Nitratos)

M.PC.

Almacenamiento de cepas clasificadas o - 20°C

FIGURA 2. Procesamiento de las muestras de heces para el recuento de colonias

de C. perfringens
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nias tipicas crecidas en el medio MBP, en tubos que contenian medio Lactosa-Mo-
tilidad-Nitrato (LMN) previamente sometidos a ebullicién; el nimero de colonias a

ser estudiadas por tubo de LMN, se determiné segin el esquema de Torres-Anjel

(54).

El medio LMN es una modificacién del medio Lactosa~Motilidad (LM), se-
gin Alvarez et al. (1) compuesto de: triptosa (Difco) 1,5% ; extracto de levadura
(Difco), 1,0%; lactosa (Difco), 1,0%; fosfato de sodio, 0,1%; nitrato de potasio,’

0,1%; rojo fenol, 0,005%; agar (Difeo), 0,3%; pH de 7,5.

Mediante la utilizacién del medio LMN, se confirmaron como _C__ perfringens
aquellas cepas que presentaron reaccién positiva en lactosa (acido +, gas +), motili-
dad negativa (colonias aisladas flotando en el medio), y nitrato positivo, mediante
la adicion de los reactivos clésicos (14), después de una incubacién en estufa de
aerobiosis a 37 C por 48 hr. Un tipico resultado de un tubo de LMN se muestra en
la Figura 3. Se utilizé el medio agar nitratos (Difco) (AN), para confirmar la reac-

cion de reduccién de los nitratos.

A partir de las cepas aisladas en el medioLMN, se tomaron con pipeta Pas-
teur las colonias que sedimentaron en el tubo y se sembraron en agar sangre de ovi-

no (ASQO) al 5% (liquido Alsever)* 10% y sangre de ovino 90%). El agar base es-

*

Citrato de sodio 12 gr; cloruro de sodio 4,2 gr; dextrosa 20,5 gr; agua destilada 1000 ml.



FIGURA 3.

Reaccion de C. perfringens en el medio Lactosa Motilidad Nit-ato.

B e
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taba compuesto de: agar agar (Difco), 1 +5%; caldo nutritivo (Merck), 1,5%; extracto
de carne (Difco), 0.3%; agua destilada 100 ml . Se incubaron en estufa de anaerobiosis
a 37 C por 24 hr, y se estudid la capacidad de producir hemélisis o< y (%> de cada una

de las cepas, segin esquema mostrado en la Figura 4.

Se seleccionaron seis cajas que en el momento de realizar los recuentos en el
medio MBP presentaron de 20 a 35 colonias aisladas por caja, con el objeto de estudiar
las caracteristicas individuales en el medio MBP y la relacién de dichas caracteristicas

con el grado de hemdlisis en el medio ASO.

Para estudiar la toxigenicidad de las cepas confirmadas bioquimicamente y ana-
lizadas por la capacidad de producir hemélisis o4 y (@ , se pasaron al Medio Pedazos
de Carne (MPC) colonias que en el medio ASO presentaron hemélisis ot y (@ (Figura

5).

El medio MPC esta compuesto de: carne de bovino molida 49,5%; extracto de
levadura (Difco), 5%; dextrina (Difco), 0,1%; agua corriente 100 ml; ajustado a un

pH 7,5.

El MPC inoculado con las cepas & y (9~ hemoliticas se incubd a 37 C por
18 hr en estufa de aerobiosis, para la produccién de toxinas de C. perfringens y la de -

teccion de las mismas mediante la prueba de la Sero-toxi-neutralizacién en ratones blan-

cos suizos de 30 g de peso, utilizando la via intraperitoneal, segin esquema presentado



LONIAS

FIGURA 4. Relacion de la produccién de lecitinasa y la capacidad hemolitica de

cepas crecidas en el medio basico perfringens.
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FIGURA 5. Reaccion tipica del C. perfringens en el agar sangre de ovino.

Hemolisis alfa (A), Hemdlisis beta (Bj.
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en la Figura 4.

Se emplearon antisueros especificos contra C. perfringens tipo A* y se trabajé un 20%

de las cepas aisladas.

Los ratones inoculados se marcaron en la cola, mediante e empleo de lineas
circulares, usando marcadores de felpa de tinta~solvente , identificando los controles

con un ndmero impar de lineas y los animales inoculados con un ndmero par.

El svero que fue inoculado en los animales controles, se procesé a partir de un
suero equino esteril en cantidad de 10 ml mds 0,1 ml de esporas sonicados de C.perfringens
tipo A**; se incubé a 37 C por 24 hr y centrifugd a 5.000 RPM por 30 min; se

agregaron reactivos para neutralizarlo y preservarlo segin Figura 6.
Los resultados se interpretaron a las 24 hr de acuerdo o la Tabla 7.
3.3 Procesamiento de datos.

Los datos obtenidos en la evaluacién de las condiciones de manejo, sani -
tarias y demograficas, y los datos de los diferentes recuentos se tabularon y proce-

saron por medio de programas BMD.

*  Burroughs Wellcome and Co., New York, N.Y., subsidiaria de Burroughs Wellcome,
Beckerham, Kent, England.

**  Donacion de la Unidad de Microbiologia Fac. Med. Vet. Zoot, U.N.
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Medio Pedazos de Carne mas
Cepas caracterizados de
C. perfringens.

Estriado en
Agar Sangre
37°C X 24h.
Medio Pedozos de Carne
I Incubacion 37°C X 12 h
Centrifugar 3000g. X 30 min.
t—' —~ | Rojo fenol (0.4%
en NaCL)
Incub. 37°C X 30min. Merthiolate 01%
Control \_/ \_/ Suero Anti A.
Suero 0.2ml. 0.2 ml.
0.5ml. 0.5 ml.
V1P VIP,
muerto______Tipo A —___vivo
muerto No Tipo A___muerto
vivo_________ Baja toxic. ___muertfo
vivo_____No foxico___vivo

FIGURA 5.

Esquema de procedimientos seguidos en la prueba de la sero-toxi-

neutralizacion.



TABLA 7 . Tipificacion de C. perfringens por medio de Serotoxineutralizacion.

Raton inoculado con: Raton inoculado con: Resultado
Antisuero C. perfringena Svero Control C. perfringens tipo:
Tipo A
V (Vivo) M (muerto) Tipo A
M M Tipo distinto al A
vV _ V No toxico
Nota : El resultado ratén Anti A (M) y Control (V) no debe ocurrir. De suceder

indica contaminacion del cultivo y debe repetirse. La mas frecuente

ocurrencia se debe a contaminacion en Streptococcus tipo D (fecalis).




Para el andlisis de los datos de los hallazgos bacterioldgicos, se montaron las
siguientes técnicas estadisticas, programas 02R, Regresidn méltiple por pasos; 05D, Des-
criptivo con histogramas; también se monté el programa 07M, Discriminatorio por pasos,

para enfrentar los datos demograficos a los datos bacteriologicos (15).
Los datos se procesaron en un computador IBM 360/ 44+,

3.4. Seguimiento prospectivo de una poblacion cohorte de ovinos infantes con res -

pecto al C. perfringens.

Registrados los datos de los diferentes recuentos de C. perfringens de cada uno
de los animales (de acuerdo con el nimero de colonias, la dilucién y el peso de la mues-
tra), se procedio a convertirlos en datos logaritmicos en base 10 (Log] 0). segln esquema

de la Figura 7.

Con los 600 datos tabulados y las seis variables correspondientes a cada muestren |
se realizaron diferentes andlisis estadisticos basados en la infeccién por C. perfringens del
intestino de los ovinos y las posibles variaciones de los recuentos de acuerdo a la edad de

los animales.

-

Centro de Cdlculo Electrénico. Universidad Nacional de Colombia, Bogotd



OVINO

TOMA RECTAL -‘ll MATERIA FECAL

D
PESAJE - MUESTRA

SUSPENSION 1:10 Sd buffer fosfato + PTX.

!

RECUENTO ESPORAS x gromo

CONVERSION LOGARITMICA . Log, RCP. = Ne Colonias x Dil.

L peso muestra

TABULACION

l

CODIFICACION DATOS DEMOGRAFICOS

COMPUTACION ELECTRONICA

INTERPRETACION ESTADISTICA

FIGURA 7. Esquema del procesamiento de datos segln los recuentos.
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3.5. Localizacion cualitativa y cuantitativa del C. perfringens en las diferentes

porciones del sistema digestivo ovino.

Se sacrificaron (por choque eléctrico) uno a uno, seis de los ovinos jove -

nes alimentados en estabulacion con pastos de corte fresco.

El material recolectado (contenido del sistema digestivo) se guardd en tubos
con tapa de rosca esterilizados, prepesados y rotulados y se procedié de acuerdo con

el esquema de la Figura 8.

Cada porcién del sistema digestivo, fue ligada por sus extremos, para evi-
tar contaminacion externa, manipulando al minimo las visceras, para prevenir des -

plazamiento del contenido, y ser causa de error.

Se muestrearon boca, eséfago, higado, vesicula biliar, antes de empezar
r
a recolectar muestras de los estomagos e intestinos, segin Figura 9. Se tomaron
muestras por duplicado, de las diferentes porciones en que se habia dividido el sis-

tema digestivo.

Para la estratificacion cualitativa, se sembré 1 ml de muestra sin diluir,
segun la técnica descrita en 3.2. . , pero sin someter la muestra a calentamiento

previo a 80 C.

Para la estratificacién cuantitativa, se diluyeron las muestras, se homogeni-



OVINO

!

SACRIFICIO

!

SEGMENTACION APARATO DIGESTIVO

TOMA DE MUESTRA

TOMA DEL pH.
DILUCION
\j; 37°C. x 24h. DIRECTO
RECUENTO ESPORAS x gramo l
Y
FORMAS e H2S +
VEGETATIVAS M-B.P. l°°'°"'°'°‘ Lecitinosa +

CONCENTRACION UBICUIDAD EN
DE C. perfringens EN EL SISTEMA DIGESTIVO
SISTEMA DIGESTIVO. DE C. perfringens.

FIGURA 8. Esquema seguido para la localizacién cualitativa y cuantitativa del

C. perfringens en el sistema digestivo de los ovinos.



CAVIDAD BUCAL

ESOFAGO
PANZA
BONETE
LIBRILLO
CUAJAR

HIGADO

BILIS
INTESTINO DELGADO

PORCIONES

CIEGO
INTESTINO GRUESO

PORCIONES

<PASAJE DIRECTO A M.B.P.
RECUENTO (DIL;1.5)A M.B.F

P D.

1<<R. (DIL 1'5)

—PD

<R (DL 1:5)
P D.

1<R. (DIL 15)
P. D.

<R (oL 1'5)
P. D.

1<g oL 15)
P. D.

1<} (oL 1'5)

P D.
1<g. OL 15)

—P D

TR. (DIL. 1:10)

» o o~

P.D.
1<R.(DIL. 1°10)

__PD
~—R. (DIL 1 10)

DD N =

FIGURA 9. Esquema del muestreo del sistema digestivo para la localizacion cuali -

tativa y cuantitativa del C. perfringens.



zaron y procesaron de acuerdo con la téenica descrita en 3.2. ; se sembraron

las diferentes muestras en cantidad de 1 ml, independientemente.

Los contenidos con exceso de fibra, se procesaron por presion in situ, sin

fomar contacto con el liquido y depositando répidamente dicho material en el tubo

respectivo.

En el laboratorio, se procesaron |os materiales inmediatamente, el material

se mantuvo en refrigeracion a 4 C, hasta la terminacién del trabajo.

Las muestras procesadas para esta subseccidn del trabajo, no se sometieron
a calentamiento antes de la siembra en el medio MBP, para asi obtener resultado
de recuento total de C. perfringens en forma vegetativa en vez de hacer recuentos

de esporos Unicamente, como se hizo en el experimento longitudinal,

3.6. Reproduccién y caracterizacion histoldgica de las diferentes cepas de C,

perfringens aisladas de los ovinos, por medio de la técnica quirdrgico-his -

tolégica del asa intestinal ligada.

Se intervinieron quirdrgicamente cuatro ovinos jovenes mediante el uso de
anestesia general, utilizando 0,2 ml de clorhidrato de xilasina al 2%, via intra -
muscular y anestesia local por infiltracion, aplicando 20 ml de clorhidrato de pro -

caina al 1%. Se hizo laparotomia al lado derecho de la linea alba del animal por

delante del ombligo. Se visualizé el intestino delgado y se procedié o realizar [i-
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gaduras dobles con seda (némero 0) cada 10 cm, hasta completar un total de 40

asas ligadas por animal.

Se inocularon 10 ml de células de _C_o perfringens suspendidas en medio
Duncan y Strong Modificado (DSM), tal como lo cita Torres-Anjel (54), compuesto
por Thioglicolato de sodio (Difco), 0 +1%; dextrina (Difco), 0.4%; fosfato de sodio
hidratado, 1%; extracto de levadura (Difeo), 0,4%; proteosa-peptona (Difco), 1,5%;
por cada asa, inoculando en cada una de ellas, cepas diferentes. Se dejo un asa de
por medio para inocular el control; en el asa control se inocularon 10 ml de DSM

esteril .

Se sacrificaron los animales a diferentes tiempos asi: 6 horas, 12 horas,
18 horas y 24 horas, post-inoculacion, utilizando la téenica de |g eutanasia por

descarga eléctrica.

Se necropsiaron los animales, se extrajeron los intestinos intervenidos, y de
la porcion media de cada asa se tomd un segmento de 2 cm de longitud y se depo~
sito en un frasco rotulado que contenia formol al 10%, para su posterior estudio

histopatolégico.

Se evaluaron las lesiones producidas por las diferentes cepas inoculadas,
como posibles patégenos potenciales en el sistema digestivo, segin esquema que se

muestra en Figura 10,
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SUTURA
12 2
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asia <12
l 24 h.
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l

ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DE LAS DIFERENTES
SECCIONES INTESTINALES

FIGURA 10. Técnica quirirgico-histoldgica para caracterizacion de cepas de

C. perfringens.



En la Tabla 8 se muestra el esquema de inoculaciones de las diferentes
cepas de C. perfringens con su” control, en los cuatro ovinos intervenidos mediante

la téenica quirlrgica- histolégica.



TABLA 8. OQvinos inoculados con diferentes cepas de C. perfringens en medio

MDS*via intraluminal (asas). Controles negativos: medio MDS.

669 5818 5827

Cepa55253* : Cepas > Cepas Cepas
6A 27A 32A 12D
58A 35A 35F 93E
378 52A 82E 33E
798 2B 78D 18F
24C 5B 56E 29F
A2F 768 8F 8C
78C 16C 29E 22E
96C 19C 33D 668
2D 31C 21C 85B
348 42E 9C 35E
958 68C 71E 1F
38E 26D 17F 69F
66E 63D 84F 80D
81E 33E 32E 50F
Ik 40E 398 P9F
92E 46E 7C 58C
95E 97E 26B 648
100E 25F 22F Q6E
89F 54F 15C 61D
93F 98F 42F 23B

*  Medio modificado de Duncan Strong.

** No. registro del animal.



	>>>>>

