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1. INTRODUCCION

l.l. Naturaleza del problema.

La investigacién clinica sobre casos de ¢6lico en equidos de
diferentes departamentos de Colombia e ha venido haciendo desde 1966
(39). Los reportes comunmente recibidos por los profesionales que tra-
bajan en el campo, asf como de los ganaderos que ven afectades sus
equinos con este problema, hacen pensar que se trata de un cuadro clf-
rico que debe ser estudiado de una manera mfs profunda, ya que produce

grandes pérdidas a la industria equina naciomal,

La presencia de C. perfringens en relacifn con la enterotoxemia
equina ha sido reportada en el 100¥ de los casos estudiados en Colombia
(39).

La historia clfnica de los casos estudiados comcwerdan com los
reportados en la literatura para enfermedad del pastoreo (2,4,5,24,27,
28,29,38,389,41), Ochoa et al , reportarom su reproduccitn con cepas de

£lostridium perfringens (39).

Los sintomas clinicos se caracterizan por hipotermia, orejas frias,
mucosas ciandticas y a veces congestionadas, pulse rdpido, disnea, se-
crecifn nasal copiosa bilateral, sudoracifn copiosa y temblores muscula-

res incoordinados, cierta dificultad para moverse, ausencia de borborismo,

timpanizacidn del ciego con ruidos gaseosos y retencifm urinaria. No se



producen zbortos pero la mortalidad puede llegar hasta un 80X, (39). Se

ha descrito como unz enfermedad asociada a toxinas de (lostridium per-~
fringens (39).

1.2. Objetivos Generales.

El presente trabajo tuvo como objetivos la comprobacibn de la
presencia de C. perfringens en el intestimo de equinos i) animales
sanog 1i-) afectades con enterctoxewmia equina, (enfermedad del pastoreo)
iii-) en aﬁimales recuperados de la wmisma, haciendo uma comparacién com
el comportamimmto de las diferentes cepas en el intestimeo delgado ligade

de conejo.

1+3. {lostridium perfringems

1.3.1. Historia

El C. perfringens fue descrito por primera vez en 1891 por el
Docter Achalme quien lo aislé de un paciente com artritis reumitica
dememinindolo Bacillus sp {citado por 40).

Welch y Nutal en 1892 lo aislan de un aneurisma de la aorta del
cadiver de un negro, h;acen su descripecifn v establecen que es un microor-
genismo muy ubicuo y lo demominsn Bacillus aerSgenes capsulatue. Preaenkel
en 1898 hace el aisiamiento de oste mismo agente de cuatyo casos de
gangrens gaseosa y lo denomina Bacillus phlegmones emphysematosae. Kruse

en 1895 lo dascribe y denomina como Bacillus emphysematosus. Klein en



1895 junto con Andxws lo aislan de ur pudin em el hoepital de San Barto-
lamio en Inglaterra; ellos lo denominan Bacillus enteritidis sporogenes
(citado por 32).

Veillon y Zuber en 1898 lo aislan de casos de gangrena gaseosa y

enfermedades similares ddndole el nambre de Bacillus perfringens (47).

Welch en 1900 lo aisla de 46 pacientes humanoe aislados, esto ha-
bla de su ubicuidad y deade entonces ha sido posible encontrarlo en muches
procesos que afectzn al hombre y animales. Por este tiempo se le denomi-

naba Bacillus welchii {eitado por 32).

Migvela en ese mismo afto lo describe con ese nombre. Cabe mencionar
que tambidn se le denominaba Bacillus achalne‘pero médicamente no se
sostuvo este nombre por el hecho de que el Bacilo del Dr. Achalme estaba
en 21 momento de su aisiamiento contaminado con dos microorganismos, el
Bacilo esportgenes comin {no muy patégeno) y el Bacilo de Botqui, corres-
pﬁndiéndolee por lo mismo la gloria a Welch y Nutal porque el microorga-

nismo aislado por elles no presentaba contaminantes (citado por 6).

Holland en 1920 lo denomina Clostridium welchii., Pribram en 1929
lo llama Welchia sp. Prevot en 1938 le dé dos denominaciones Welchia
perfringens y Welchia agni. McClung en 1945 1o llama Clostridiwm perfrin-
gens. Hobbs et al en 1953 lo vuelwen a denominar Clostridimm welchii

(citado por 40).



El manual Bergey de 1957 ya no lo considera Bacillus perfringens

como en 1948, sine Clostridium perfringens como lo llamé McClung en

1945, siendo este nombre con el que se le comoce en la actualidad (6).
1.3.2. Morfologia

El C, perfringens tiene forma bacilar de bordes cuadrados o redon-
deadog. Mide de 0.9 a 1.5 micras de difmetro y de 4 2 8 micras de lon-
gitud, Es wn bacilo gram positivo, esporoformador y crece en ambiente

de amefcbioﬂia.

Las colonias en placas de agar y gelatinma som redondas, grises
semitransldcidas, lisas, con bordes emteros. Generalmente aparecen baci-
los aislados, pero pueden encontrarse en parejas cadenas cortas o largas,

o filamentos {32).
1.3.3. Caracterizacitn bioquimica
Produceitm de lecitinasa y dcide sulfthidrice

En medio Lactosa- Motilidad-Nitrato (LMN) es lactosa pesitivo,

nitratos negative y motilidad negativa.
En medio de agar samgre produce hemSlisis slfa y beta.
i.3.4. Distribucibn

El C. perfringens es el gérmen mis nbicuo de todos los bacilos

anaerohies.



‘Ea posible encontrarlo em el aire, agua, suelo, heces, alimentos, moscas
y en el tubo digestive de gran variedad de especies animales. Por eata
razén es muy ficil emcontrarlo em la presentacitn de cuadros patolégicos
ya sea como agente causal ¢ secundario. Tomando en cuenta su ubicuidad
es posible que 1a transmisitn se realice principalmente por via oral

(32,46).
ls4. Enterotoxima del C. perfringens tipo A

la enterotoxina producida por algunas cepas de C. perfringens
tipo 4 es una proteina termolibil euyas caracterfsticas biolégicas han

sido demostradas (12,17,19,36,42,44), Tiene un peso molecular de 36,000
14.000, m punto isoeléctrico 2 un pH de 4.3, sedimentacitn de 2,79 5% y

una toxicidad especifica de 2,000 DIM para ratém/ml (20).

La produccifn de enterotoxina por células esporuladas de C. per-
fringens tipo A, sugiere una posible relacibe entre la esporulacién y

1a toxogenesis (12).

La enterotoxina del C. perfringens tipo A ha side definida como
una citotoxina especifica pars las células de la mucosa del intestino

(20).
L.4.1. Produccifn y Accién de la interotoxina im viveo

El comportamiento de diferentes cepas de C. perfringens tipo A

en el intestino ligado de conejo y su relacifm con la produccifm de



enterotoxina ha sido reportado en la literatura, encomtrindose una alta
correlacifn emtre el actmmlo de 1iquido del segwento y la capacidad toxi-
génica de la cepa (9,11,12,17,36,42).

Se considera que la c&lula vegetativa de C, perfringens in vive
puede llegar a multiplicarse en seis horas y esporular, si se inyecta
una suspensién de células vegetativas y medic de crecimiento en el lumen
del intestino delgado ligade de conejos y ovinos. Se produce ademés mo-
vimients de liquidos del torrente sangufneo a la luz del Srgano, disten-
sitn del mismo, formacidn de gas y diarrea. La distensifn por causa del
flufdo ez comparable & la diarrea pero 1a respuesta del animal es locali-
zada y 1a remocifn del liquido es fisicamente bloqueada. La producecién
de diarrea en combinacifn con células vegetativas del C. perfringens y
medio nutritivo. son necesarios para que se produzea la distensiGn del

asa intestinal(9,12,18,18,21,22),

La técnica de asas ligadas se usa extensivamente come un modelo
de la actividad del C, perfringens en contaminaciones alimenticias (4,

11,12 ,18,20ﬁ23,4‘} »

Se han repertade y se han reproducido enteritia ror emterstoxina

del Ciostridium perfringens tipo A en el hombre (8,16,45) en micos

(21,46.48) en ovines (15,18,20,31) en bovinos (3,15,35,37) en conejos

11,12,23,44) v ratas 38,48) entre otros.



En el hombre se ha demostrado que 1a administracitn de células
de C. perfringens tipo A produce un s{ndrome de intoxicacifn alimenticia

caracterizado por diarrea y dolor abdominal (40),

Se considera que 1a Intoxicacifn alimenticia en humanos es cau-
sadz por células vivag de C. perfringens tipo A que producen la enterg.

toxina in vivo y no Por la ingestifn de la toxina preformada (40,45),

La accifn de la enterotoxina de €, perfringens se ha comprobado
recientemente en micos administrande las células o los flufdos superna-
dantes de cnitivos esporulados de C. perfringens en los estémagos de

estos animales, induciendc asi emésis v diarrea (13,21,46,48).

En uno de estos experimentos ge concluyd que en el intestine no
se absorven cantidades significantes de la enterotoxina de c. perfringens

tipo A (40),

En conejos y en ovinos, adem&s de 1a diarrea se puede obtener
Hha respuesta localizada, ligando segmentos del Intestino e inyectando
dichos seguentos con suspensiones de células vegetativas de C. perfringens
en medio nutrientes ¥ dejando que las células crezcan per cerca de seis
horas en el animal (12,20). Durante este Tiempo la bacteria se multiplica
¥ esporula. Se ocasicna un movimiento de fluidos de la corriente sanguf=-
nea hacia el lumen del intestino (22) y los segmentos ligados se hinchan,

Esto dltimo es comparable a la diarrea, Tanto para la produccitn de dia-



rrea como para la obtencitn de intestinos ligados distendidos es necesario
la combinacifn de c&lulas vivas de C. perfringens y de nutrientes. Las

células suspendidas en solucifn salina no tienen ningGn efecto (20).

Se han obtenido también estas mismas respuestas administrando ex-

tractos celulares preparados a partir de cultivos esporulados de C. per-

fringens (12,18,20,31,42).

La enterotoxinz de C. perfringems administrada intravencsamente
a ovejas produce una caida rédpida y persistente de la presién arterial
gue en casos agudos es irreversible y precede a la muerte del animal

(24,33).

En bovinos los resultados han sido similares a los hallados en ove-
jas aunque en los bovinos la apariencia patélégica de los tejidos (gan-
glioe linfaticos mesentéricos congestionados y edema) fue m&s pronuncia-

da que la obtenida em ovejas (15,17,385,37).

En cobayos se ha pndido observar un aumento en la permeabilidad
capilar por inyeceifn intradérmica de la enterotoxina parcialmente puri-
ficada. No se ha observado necrosis pero hay una inhibicism del creci-
miento del pelec en el sitis de la inveccitn de la enterotoxina. La mani-
festacifin eritemzl aparece aproximadamente a Lzs dos horas después de

ia inyeccidn y alcanze un miximo de intensidad z las 18 horas (19,36,43).

Esta cualidad ha sido wtilizada como un ensayo para medir la

actividad bioldgica.



1.4.2. Efectos histopatolégicos producidos por la Enterctoxina del C.

perfringens tipo A en diferentes especies.

Se ha reportado y descrito la fiasiologfa e higtopatologfa de la
diarrea inducida por la enterotoxina de C. perfringens en algunas espe-
cies.

El primer cambio histopatolfgico reportado en cemejos en asocia-—
cidn con la diarrea inducida por la emterotoxina de C. perfringems tipo A
fue el dafio en el epitelio intestinal (12,36). A diferencia de la accién de
las enterotoxinas de E. ¢oli y Shigella, el epitelio se encuentra despro-
visto de 1a vellocidad intestinal cuando se administran comcentraciones

de la enterotoxina necesarias para inducir acumulacién de flufdos (30).

En la necropsia de ovejas a las cuales se les administré la emterc-
toxina por viz iantravenosa se han encontrade las mucosas del yeyuno y
del ileum extvemadamente hiperémicas incluyendo la vdlvula ileocecal. En
la mmcosa del ileum fue evidente una ligera hemorragia. Algunos de los
animales presentaron ascitis e hidrotorax y todos mestraron algin grade
de cengestifm pulmonar hepatica y esplénica. Los ndduloe linfiticos me-

sentéricos estabamn ligeramente edematosocs (15,18,24,31,36),

El examen histopatolégico del yeyuno y del {leum de ovejas afecta-
das por la emterotoxina, revel6 una marcaca hiperemia y una pérdida
parcial del epitelio superficial. Les vasos sanguineos y los capilares

en 1a lamina propia se presentaron repletos de eritrocitos. Algunos de
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los vasos sanguineos en la superfice desnuda estaban rotos, pero no se
encontraron hemorragias en el estroma. Cerca del 40% del epitelio super-
ficial se veia degenerado. En el higado la congestidtn estaba localizada
alrededor de la triada portal y los rifiones mostraron rayos corticales

hiperémicos (31,33,36).

Los examenes histopatolfgicos de secciones de la piel de cobayos
afectados por eritemas debidos a la enterotoxina de C. perfringens, mos-
traron que la reaccibn eritematosa inieial estaba localizada en la dermis
y era seguida de una infiltracifn de leucocitos polimorfo nucleares en
el retfculo inmediatamente superior a la capa muscular cutfnea. Se nota-
ron también algunos eritrocitos extravasados, pero ro fue evidente la

nemorragia. No se observh necrosis del tejido (36,43),

Los tovinos responden a 1a inyeccifn intravenosa de enterotoxina
en la misma forma general gque las otras especies estudiadas. A menudo
re observa hiperemia visceral, particularmente en el intestino delgado
nemorragias petequiales, agcitis y edema pulmonar; la hiperemia intes-
tipal palric ser interpretada como una predileccifn fuerte de la ente-
rotoxina por la red capilar intestinal, conduciendo a vasodilatacifn e

hipotensifn secundaria {34;.

Aunque las paredes de los vasos sangufineos aparecen intactas
¥ no se observan hemorragias en las capas de la mucesa, ocasionalmente
52 pueden observar hemorragias en la submucosa y en la serosa. No se
ha encontrado necrosis o invasifn de ¢&lulas inflamatorias. En algunos
experimentos se han encontrado hemorragias perivasculares ligeras en

1l cerebro (15,37},



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Muestrece

Se tomaron muestras de heces de equinos, con edades entre 4 y 15
allo, provenientes de zonas geogrdficas del pafs en las cuales se han

detectado casos de enterotoxemia equina.

Las muestras fueron tomadas de un total de 62 equinos, cuyo estado

clfnico era el siguiente:

- 7 enfermos con enterctoxemia
- § recuperados de la miama

- 30 elinicamente sanos

Es de anotar nue d2 los 50 animales sanos, 10 se encontraban en

la Sabana de Bogotd (donde 1a enfermedad no se ha reportado).

Las muestriss de heces fueron tomadaz del recto del animal, coloca-
Gas en bolsas de pléstico estériles y conservadas en refrigeracifn

{4°C) hasta su traglade al laboratorio para ger procesadas,
Z.2. Aislamiento e identificacifn

Un gremo de cada muestra se sembrS en tioglicolato para crecti-
aiento bacteriano y ¢aldo de carne para crecimiente y esporulacitm (10,

11.25), Después de incubar a 37°C durante 24 horas se sub-cultivs en
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agar sangre sembrando por agotamiento. Posteriormente se tomé wuma colonia
tipica productora de doble halo de hemblisis por caja para hacer la iden-
tificaci6n morfolégica del agente.

La identificacitn de todas las cepas en estudio se llev 2z cabo

mediante prusbas presuntivas y pruebas confirmativas.

Las pruebas presuntivas incluyeron la produccitn de lecitinasa y
dcido sulfhidrico en Medio Bésico perfringens (MBP)*, cuya composicién
es 1a giguiemte: Tiosulfato de sodio 0,1%; agar 2.0%; extracto de leva-
dara 0.5%; triptosa 1.8%: sulfato férrico amomiacal 0.1%; agua destilada
960 ml, PR 7.6 (1).

Las pruebas confirmativas se efectuaron en medio Lactosa-Motilidad
Nitratc (IMN) de composicifn triptosa 1.5%; extracto dcla levadura 1.0%;
lactosa 1.0%: fasfate de sodio 0.1%; nitrato de potasio 0.1%; rojo fenol
C.005%; agar 0.3%; pH 7.5 (1)y on medio de gelatina con el fin de deter-
minar la capacidad de las eepas de C. perfringens tipo A para licuar este
medio y en medio de agar sangre para la visualizacifn del doble halo de

hemflisis,

* Mamnumal Difce con modificaciones zl medio SFP
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Las colenias puras de C. perfringens una vez confirmada su morfo-

logia y pureza por la coloracifm de Gram se sembraron em caldo de carne

y se incubarom a 37°C por 24 horas, tiempo en el cual esporularem, Poste-

riormente fueron eomservadas en congelacién (-10°C).
2.3+ Cuantificacibn de las heces de equino

De cada une de los equinos de los cuales se aislaron las cepas se

tom6 una muestra de heces (1g) y se hicieron diluciones de 1071 hasta

108

en solucifn salina para luego hacer siembras en c2jas con medio
MBP adicionado de yema de huevo que se incubarom a 379C por 48 horas
a una atmbcfera del 10% de CO,. Esto nos permiti6 detemminar la comcen-
tracién de C. perfringens que temia cada uno de los equinos por gramo de

heces.
2.4, Inocunlacifm en asas intestinales

ina vez establecida la pureza de la cepa, se signié el orocedi-~
ziemto deserito por Dumcan Strong y Sugiyama (9) para preparacitm de
C. perfringens e inoculacifn del mismo en las asas intestinales ligadas
del conejo (9,11,12,17,44) mediante laparotomia. Para este fin se usaron
extractns crudos preparados a partir de cultivos esporulados de C. per-
fringems tipo A. Se ewplearon siete conejos hembras adultas (6 meses)

de la raza Nueva Zelandia Blanca con pesos promedio de 2.5 kiles.
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Los comejos fueron anestesiados con &ter; el ilewn fue expuesto
y ligado a aproximadamente 20 cm del mesoapéndice. E1 contenido intes-
tinal fue lavado con 10 wl de solucidn fisiologica la cual fue inyectada
Junto a la ligadura, el sitio de inyeccifn se aisl6 por medio de otra
ligadura a & cm de 1a primera. Los segmentos intestinales fuercn de 10
cm cada uno y econ doble ligadura em cada extremo para evitar que los
infeulos se entrénezclaran. Se emplearon trozos de gasa impregnados en
solucidn salina para conservar himedo el intestino expuesto durante la

eperacitm,

L3 inoculacitm se inici6 a partir de la regifn pilérica con un
volumen igual a 3 ml de indculeo para cada cepa en forma alternada con
medic de cultivo estéril (tioglicolato) como control negativo. Cada
cepa fue inorulada por duplicadc cambiande au posicifn dentro del intes-

tino.

Despuéis de colecar el intestino dentro de la cavidad abdominal
del animal, se procedif a asturarlo. El conejo fue mantenido durante
18-24 horas con agua come (nico alimento y luego fue sacrificade. £l
enimal fue abierto inmediatamente y cada segmento faue examinado segtn

las diferentes pruebas.

De cada operacién y siguiendo la técnica descrita (9) se colecté
2l remanente del licguide de las asas que mostraron acusulacién del mis-
®mo v &ste se ignalH a 7 ml con solucibn salina cuando el volumen del

1{quido colectado en ellas no llegb a esta cantidad. Posteriormente se
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homogeniz6 en un agitador Vortex® y se dividi6 en dos porciones de 3.5
ml de cada una (Figura 1). Una de ellas se calentd a 759C per 15 minu-
tos en bafio marfa con el fin de destruir las células vegetativas de C.

perfringens y al aismo tiempo estimular la formaciém de esperos, com

spta parte calentada y de cada cepa se hizo una siembra com la técnica
de Dencan =t al (9) para determinar la cantidad de esporos por ml de
liquido colectado en las asas. Con la otra parte (2,5 ml) que no fue
somatida a calentamiento se llev6 a cabo el mismo proceso con el cbjete
de determinar 1a cantidad de céluias vegetativas por ml de liguide co-

lectade en las asas intestinales.

Se considerd que una cepa fué positiva, cuando present6 la capa-
cidad de producir acmulacifn de lignido en el asa intestinal ligada,

en un volumen no menor de 3 mi.
2 .5 » Hiﬂt@atﬂlﬂgia -

Una vez sacrificados ios conejos (choque eléctrico), se tomaron
miestras por duplicado de cada uno de los segmentos inoculados, se fi-
jaren en formalina tamponada al 16%, se sometieron & un procesadoer de

tejidos™y uma vez obtenidos los bloques de parafina comteniendo los

* gejentific Products

** Autotechnicon, Model 24. The Techmicon Col. Chauncy N.Y.



Figura |. PROCESAMIENTO DEL LIQUIDO ACUMULADO EN LAS ASAS INTESTINALES
LIGADAS DE CONEJO
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segmentos intestinales, se efectuaron cortes histolSgicos de un espesor

de 5§ micras, utilizando para ellos un micr6tomo .

Los cortes histolfgicos fuercn coloreades con hematoxilina eosina,
segln la técnica estandarizada por el laboratorin de histopatologfa

con sede en el Llﬁv**.
2.6 Anilinis Estadistien.

Una vez cbtenidos los resultados se procedis a tabular losdatos
y a efectuar la determinacifn de significancia en base al cfleulo Chi
al cuadrade (¥2). Como hipbtesis nula (H,) se considers que el estado

¢linico del animal era independiente de la patogenicidad de la cepa.

*  Microtome Model 280 American Uptical Co. Buffalo N.Y.

** Laboratorio de Investigaciones Médicas Veterinarias del Instituto
Colombiano Agropecuario, Bogota.



3. RESULTADOS

3.1, Aislamiento e Identificacifn.

Las cepas aisladas de los casos clinicos (cepas 1,6,7,11 v 13)
provenian de zonas del pafs con clima c4lido (22-26°C) y lag aisladas
de los animales sanes (cepas 4,8,43,44,45,47,49,52,57 y 60) provenfan

de zonas del pafs con clima frfo (16°C} y c4lido. Es importante anotar
que de 50 animales clinicamente sanos, em 10 de ellos se logrS el ais-
lamiento de cepas de C. perfringems, de 7 animales enfermos con la en-
terotoxemia se aiglarom 3 cepas y de § animales recuperados se aislaron

2 cepas,

En la Tabla 1 del Apéndice se identifica el nfmero de la cepa

con el estado cifnice del animal, sexo y lugar de procedencia.

La totalidad de las cepas aisladas fueron identificadas desde
el punto de vista morfoldgico, bioguimico y de comportamiento sebre la

vesa de huevo en medio MBP,

Las nruebas bioquimicas efeectuadas con las diferentes cepas

aisladas se encuentran explicadas en la Tablaz 2 del Apé&ndice.

Todas las cepas crecidas en medio MBP fueron compatibles con
C. perfringene por el halo de lecitinasa observade en este medio asf
como por 1la presencia de dos halos de hemflisis en agar sangre (Figuras

2y 3).
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LF
[ ]

FIGURA 2., Formacifm de doble haio de hemSlisis por (. perfringens tipo A

#m agar sangre.
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FIGURA 3. Reaccifbn tipica de C. perfriugens tipo A en el medio bésico
perfringens (MBP) n6tese el halo de lecitinasa preducido por

eate tipo de bacteria.




21

En medio Lactosa-Motilidad-Nitratos (LMN)4 se observ6 que todas
las cepas aisladas fueron lactosa positivo (+), motilidad negative (=)

y nitratos negative {-).

Er el medio de gelztina finicamente dos cepasg aisladas corres-
pondientes a animales sanos (cepas 43 y 57) mostraren 1a capacidad de

licuar este medio,
3.2. Cuantificacién en heces de Equino.

Al realizar el recuertc de las formas vegefativas de C, perfrin~-
gens tipe A per gramc de heces para las cepas aisladas, se ohservs que
las concentraciones fluctuaban entre 140 v 19 millones (Tabla 3 del
Apfrdice correspondiendo 1a comcentracifn mds baja a una cepa aislada
de un aniral enformo de enterotoxemia equinn, procedente de Villavicen—
c¢io v 1a concentraciSn mfs aits a una cepa aislada de un animal clinicamente

sano procedente de Cartago,

Se pude observar que en los casos cliniess de enterotoxemia las
concentraciones fusre n baias feepas 1, 11 v 13), de 3 x 102 1 ¢ - 104,
er Lor cavns clinicos recuperales (cenas 6 o 7 lag ecncentraciones fuew-
ron un poco mis altas de 7 x 7% 3 1.5 x 10% ¥ ©n los caros de animales
8&N08 { cepas 4,8,45,44 45,47 ,4%,52,57 v 60) ia= concentraciones fueron mis

altas con algunas diferencias, de 2 x 102 2 1 x 107 (Figura 4).
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RECUENTO DE FORMAS VEGETATIVAS DE C. perfringens TIPO A POR
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3.3. Inoculacifin en asas intestinales

El compertamiento enteropatogénico de las cepas (1,4,6,7 y 8) en
el intestino delgado ligado de conejo, determinade por la acumulacibn
de liquido en el asa intestinal ligada, estd descrito en las Tablas 4,

5 y 6 del Apéndice.

En estas tres primeras inoculaciones (Tabla 4 del Apéndice) el
comportamiento de las cepas no fue howogéneo. Se observa sinembargo,
que las cepas 1, 4 y 9 se comportarcn en forma constante siendo las
dos primeras positivag y la cepa § negativa en todas las inoculaciones,
mientras que las cepas 6 y 7 se comportaron de manera impredecible y
parece que esto obedecid a la localizacibn anatSmica que ocup® la cepa

dentro del intestino.

En estas inoculaciones no hubo relacifm dirécta entre el porcen-
taje de esporulacifn de la cepz y la acumulacidén de liquido en el asa
intestinal ligada. Es asi como en la primera inoculacitn (Tabla 4 del
Apéndice) la cepa 1 mostrd reaccifn positiva (+) y un alto porcentaje
de esporulacisn {56.85%), mientras que las cepas 4 y 6 que tambien
mostraron reaccifn positiva(+j, presentaron un dajo porcentaje de es-~

porulacidn (2.85 y 4.12% respectivamente), {Tabla 7 del Apéndice) .

En ia segunda y tercers inoculacidn dos de las cepas tuvieron
comportamiento positivo (+) y no presentaron un porcentaje de esporulacibn

detectable (cepa 1 y 4). La cepa 6 que fue positiva (+) en la segunda
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inoculaci6n y negativa (-) en la tercera, tuvo una esporulacifn mediana
y 1a cepa 7 cue fue negativa (-) en la segunda inoculacibn y positiva

(+) en la tercera presentS una alta poblacifn de esporos cuyo porcentaje
no se pudo calecular debido a la excesiva poblacitn de células vegetati-
vas. Con la cepa 8 el porcentaje de esporulacifn no fue detectable y ne

hubo aciimulo de liquido {Tabla 8 del Apéndice).

En la cuarta y quinta inoculacifn también se pudo observar que no
hubo relacifn directa entre el porcentaje de esporuliacifn y la reaccibn
del asa, pero en cambio si hubo diferencia en cuanto al acdmulo de li-
quido en el asa intestinal cuando las cepas fueron cambiadas de posicifn
#a el intestinc, tomando como base la regibn pildrica (Tabla 5,% y 10

del Apéndice).

En la sexta y sfptima inoculaciln, el comportamiento de las cepas
en cuanto a acumulacifn de liquido en las asas integtinales no fue homo-
géneo. En la sexta inoculacibn la cepa 13 fue positiva (+) y las cepas
49,52,57 y 60 tuvieron un comportamiento negativo (-), en cambio en la
séptima inoculacifn todas estas cepas se comportaron en forma positiva

(+) (Tabla 6 del Apéndice).

Z1 porcentaje de esporulacitn de las cepas em la sexta y séptima
snoculacifiu no estuvo relacionado a la acumulacitn de 1iquido en las
ssas intestinales. Se observa que aunque todas las cepas en la séptima

incculacifn fueron positivas (+) en cuanto a acmulo de liquido, no se



25

detectt 1a presencia de formas esporuladas en cuatro de ellas (cepas

13,49,52 y 57).

En la sexta inoculacibn se pudo observar que las cepas negativas
(cepas 49,52,57 y 60) presentaban uc porcentaje de esporulacidn entre

el 7 y 30% (Tablas 11 y 12 del Apéndice).

3.4. Histopatologia

En general las lesiones tisulares encontradas en los segmentos
positivos consistieron en descaracibin, necrosis de coagulacibn, edema,
congestifn y hemorragia con infiltracidn de células de polimorfo nuclea-
res (PMN) en la mucosa epitelial, siendo los datos mfs sobresalientes

la descamacifn, necrosis, congestifin y hemorragia en este estrato.

La submucosa presentd congestifn, edema, hemorragia e inffltra-
cibn celular de polimorfo nucleares. La capa muscular dz los segmentos
positivos presentaron con cierta frecueacia edema, congestidn, hemorra-
zia e infiltracibn celular, observindose que en la quinta inoculacibn
(cepas 11, 43,44,45 y 47) aingunc de los segmentos presentd lesiones
#n su capa muscular. También se observd que los segmentcs positivos
presentarcn ligera congestidn, lemorragia e infiltracidn celular de
polimorfo nucleares. En la adventicia en algunos de estos segmentos se
pudo observar vacualizacitn del plexo de Auerbach y diapedesis e infil-
traci6n de poliwmorfo nucleares de los vasos sanguineos hacia las capas

musculares en el intestino delgado (Figuras 5,6,7,8 y 9).
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FIGURA 5. Caso experimental. Capa muscular y adventicia del intestino
deigado ligado de conejo (hembra) inoculpdo intraluminalmente
con un cultive crudo de células de C. perfringens tipo A.

vacualizacibn del plexo de Auverbach (V)
fematoxilina-fosina 45 x.




FIGURA 6.
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Casc experimental. Capa muscular y adventicia del intestino
deigado ligado de conejo (hembra} inoculade intraluminalmente
con un cultivo crudo de células de C. perfringens tipo A.

Infiltraeisn de polimorfo nucleares (1) congestitn de vascs
sanguinecs {C) marginacitn y diapedesis de polimorfonucleares
en los vasos sanguineos (M} Hematoxilina-Eosina 45 x.



FIGURA 7.
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Caso expeTimental. Mucosa de intestine delgado ligado de
ceneio | nembra) inoculade intraluminalmerite con un cultivo
crudo de céiulas de C. perfringens tipo A.

Descamacifn epitelizl (D). Necrosis de coagulacidn del epi~
telio de revestimiento {N). InfiltraciSn de polimorfonuclea-
res en la limina propia de las vellocidades(l}. Hematoxili-
na-Eosina. 10 x.
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FIGURA 8. 0aso experimental. Tntestino delgado ligado de conejo (hembra)
inpcuiads intraluminalmente con un cultive crudo de C. perfrin-

gons Tipo A.
Congestifu v hemorragia en la l&mina propia de la vellocidad (C)

Congestidn y hemorragia en las capas musculares (D). Hematoxi~
lina Eosina. 10 x.



FIGURA 9.
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Casp experimental. Intestino delgado ligado de conejo
inoculade intraluminalmente con 3 ml de tioglicolato
(control). Se observa que el epitelio de revestimiento (E)
ta l&mina propia (L) y las capas musculares (M) no pre-
sentan ninguna alteracidn morfoldgica.

Hematoxilina Eesina 10 x.
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Los hallazgos histopatolSgicos de los segmentos estudiados en
cada uno de los casos se presentan en las Tablas 13, 14, 15, 15, 17

y 18 del Apéndice.
3.58. Anfl:isis Estadistico

Al someter los resultadss obtenides a un anflisis estadistico
de significancia, se encontrs que dichos resultados gon confiables en
un 95% en 1o que se refiere a patogenicidad de ias Cepas aisladas de
C. perfringens en relacidn al estade clinico del animal (Tabla 19 del
Apéndice}. L1 cfleulo de Chi cuadrade {X% ) er base s la hipbtesis nula
(Ho) en la que el estado clinico del animal no depende de la patogeni-
cidad de las cepas de C. perfringens tipo A aigladas de las heces del
aigmo, dib un valor de 3.15. £l Chi al cuadrads tabulado (X%) para
un grado de libertad y un error de 5% fue de 3.86. Al ser x§< X%,se
rechazd la hipStesis nula ¥y 8e aceptd ia hipbtesis alterna {Ha)}: el
estado clinico de los animales depende de la patogenicidad de las cepas

de C. perfringens tipo A aisladas de las heces del mismo.

El 80% de las cepas de =, perfringens tipo 4 aisladas de los ani-
maies enfermos v/o recuperados v 21 30% de las aisladas de los anima-

les sanos fueron patégenas {Tabla 19 del Apéndice),



4. DISCUSION

4.1, Aislamiento e Identificaciim

De 50 animales sanos muestreados, 10 fueron de la Sabana de Bogotd
(clima frio 13°C) los cuales se encontraban en condiciones de estabulacién,
ios 40 restantes correspondiercn a clima cdlido (22-25°C). De esta pobla-
eifn de animales sanos ge lograrcn aislar 10 cepas (20%). Los animales
enfemos y recuperados se consideraron em un sole grupo por el hecho de
que ambos estén involucrados en un mismo proceso patolégico (enfermedad
del pastoren), habiendo side 7 los casos enfermos de los cuales se aisla=-
ron 3 cepas {43%) y 5 los casos recuperados de los cuales se lograron

2 aislamientos (40%) (Tablas 1 v 21 del Apéndice).

Hay gue anotar que c¢on los resultados ostenidos al hacer los re-
cuentos bacteriales en medio MP® se pudo comprobar la presencia de C.
pexfringens tipe A pero por razones de manejo de las muestras, ya que
estas se demoraron en llegar al laboratorio, la gran mayoria de ellas
se contaminaren, siendo esta ia Tazdn por la que nc se logrd su aisla-
miento en forma pura. Sinembarzo tndas las cspas de C. perfringens aisla-

das fueron caracterizadas en base 2 pruebas bioquimicas y morfolégicas.

Afin cuando 2l Manual Bergey (5} menciona que la prueba de la
gelatina es determinante para la identificacidn delC. perfringens,

solo dos cepas aisladas (13%) la licuaron no asi las dem8s cepas
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aisladas ni una cepa estandarizada (NCTC 8237-12) proveniente de

Inglaterra que fue utilizada como patrdn.

En base a esto ademfs podemos suponer gque dicha prueba no es
del todo confiable, ya que todas las cepas aisladas e identificadas

con las pruebas descritas encajaban dentrn de las caracteristicas de C.

perfringens tipo A (32).

4.2. Cuantificacifn en heces de equine

Las concentraciones de formas vegetativas de C. perfringems en
los equinos muestreados (Tabla 3 del Apéndice, Figura 4}, no fueron

determinarites para el estado clinico de los mismos.

En términos generales, se puede observar que los animales enfermos
y recuperados presentaron concentraciones mis bajas que los animales
sanos muestreados (Figura 4), ya que més importante que la concentracién
de este tipo de bacterias o5 la calidad de la misma en relacifn a su
capacidad toxigdniea {9,256). Por lo tanto 1a poblacibn de formas vege-
tativas de C. perfringens en el tubo digestivn de equinos significa
20c0 8i no se hace una identificacifn de las cepas por su comportamiento

en el intestino deigado lizado de conejo (Figura 10).
4.3. Acumulacién de liquido

Se debe considerar que lo que vino a confirmar la patogenicidad

de las cepas aisladas de C. perfringens fue el aclimulo de liquido que
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éstas produjeron en el intestino delgado ligado de conejo (9,11,12,15,

17,18,21,22,36,42), tomando en cuenta que las inoculaciones fueron rea-
lizadas en la parte anterior del intestino delgado (duodeno,yeyuno) tal
vez por ser aqui en donde se produce un mayor recambio de liquido en el

tubo digestive del organismo.(14).

Se considerd que una cepa fue positiva cuando presents la capa-
tidad de producir acumuizcifn de 1iquido en el asa intestinal ligada, en

un volumen ne menor de 3 ml, en dos ocasiones.

De ias 5 cepas aisladas de los animales enfermos y/o recuperados
(cepas 1,6,7,11 y 13}, 4 se comportarcn siempre en forma positiva indepen-
dientemente de la concentracién de formas vegetativas, porcentaje de es-
porulacifn y la localizacidn de ia cepa en el intestino delgado ligade
de conejo (cepas 1,6,11 v 13} Esto mismc se nudc observar en tres de
las 10 cepas aigladas de los znimales clInicamente sanos (cepas 4,45,47).
Es importante anotar que ce las 7 cepas restantee (cepas 8,43,44,49,52,57,
60) aisladas de estos animales, 6 tuyieron un comportamiento ambivalente
(Figura 10) tal vez porque la concentracifn de forwas vegetativas (Tigura
11) en determinado momerts hize nue algunas se comportaran como patbgenas,
determinado estn por el acimulo de liquido que ocasionaron en las asas
intestinaies en las cuales fueron inoculédas. La cepa 8 aislada de este
misno grupo de animales se comportS siempre en forwa negativa (Tabla 20

del Apéndice).

En cuanto al volumen de liguido acumilado en las asas intestinales
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ligadas, las cepas aisladas de los animales enfermos y recuperados, en
términos generales fueron los que mayor volumen de liquido acumularom

considerandose por esto las més patfgenas.

Respecto al porcentaje de esporulacidén y su relacién cor el aclimu-
1o de liquido en el intestino de conejo, se encontrd que en algunas oca-
siones a mayor porcentaje de cé&lulas esporuladas se acumuld m3s cantidad
de liquido no siendo esto uniforme para todas las cepas. Con las cepas
de comportamiento ambivalente 1a situacibn es mds clara ya que asi como
son dependientes de la carga de formas vegetativas para acumular llquido
son también dependientes del porventaje de esporos para el mismo efecto,
aiin cuando se¢ pudo observar que esta relacibn no es detefminante {Figura

12).
4.4. Hiatopatologia

Los cambios histopatolégicos producidos por iés cepas enterorato-
génicas en los segmentos intestinales del conejo, en tarminos ygenerales
esthn acordes con lo repcrtado en la literatura {9,12,20,50,36,39). Des-
camacifn y necrosis del epitelio intestinal; edema, congestitn y hemorra-
gia de las vellocidades intestinales y en algunas ccasiones en las capas
musculares del segmento intestinal; infiltracif: de polimorfo nucleares
en las capas musculares, marginacibn y diapedesis de polimorfo nuclea-

res en los vasos sanguineos; vacualizacidén del plexo de Auerbach.
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4.5. Anflisis Estadistico

Por los resultados cbtenidos en el estudio estadfstico al
cual {ueron sometidas las cepas aisladas, se observé que existc una
relacifn entre la patogenicidad de las cepas v el estado clinico
del amimal. {Tablas 19 y 21 del Apéndice), encentrindose que se aislan
2.66 veces mbs cepas patfgenas de . perfringens tipo A en los ani=-

males enfermos y/oc recuperados que en 1los sanos.

Del anflisis estadisticc se puede deducir con una confiabili-
dad del 953, fue las pobiaciones de C. perfringens tipe A del grupo de
los animales enfermos y/o recupcrados son diferentes en su capacidad
enterotoxigbnica de las del grupo de ios animales sanocs, concluyéndose
gue la entoropatogenicidad de ia cepa estd positivamente asociada a
12 presentacibn del cuzdro clinico de enterotoxemia (enfermedad del

pastoren),



5. COUNCLUSIONES

Por los resultados obtenidos en ¢l presente trabajo se llegd

a las sigujentes conclusiones:

La prucha de la gelatina parz la identificaei6n del (. perfringens

tine 3 no es una prueba confiakle,

tn ja enterotoxemia {enfermedad del pastoreo) de los equinos mds
que la carga de céluias vogetativas de 0. perfringens tipuv A en
el tracto intestinal we los animales tiene mayor importancia la

capacidad toxigénica de la capa.

En 1a determinacidn de la patongenicidad de una cepa le C. perfringens

tipo A 23 importanie el =Fecivar pruebas de acummlacidn de liquido

en el intestino deigade iigade de comezs.

Las conceatraciones tamto de farmas vegetativas come esporuladas
de $, perfringens lipe & por mililitro de iIquido en intestino del-
gado de coneio no tienen relacifn determinante en la capacidead toxi-

genica de las cepa-,

La positlividan de una cepa, dererminada por 13 acumilacion de liquido
e el intestipo dslgade ligade de coneis. no se ve 2lterade al cambiar
el legar de Inoculacifn de la copa dentro 421 intestine deigado

ligado de comejo.
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El 80% de las cepas aisladas de los animales enfermos y/o recupe-
rados y el 30% de las aisladas de los animales sanos se comporta-

ron como patSgenas en el intestino ligado de conejo.

Comparativamente en términos generales, las cargas de formas vege-
tativas de (. perfringens tipo A en el grupc de animales enfermos
de enterctoxemia equina fuercn vajas, s altas en el grupo de los

recuverados y alin mayores en el de los animales clinicamente smnos.

Estadisticamente se puede concluir que el estado clinico de los
equinos muestreados era dependiente de la patogenicidad de las cepas
de L. perfringens tipo 4 aisladas Ce las heces de los mismos. Con-

fiabitidad del 95% error 5%.



6  RECOMENDACICNES

El estudio de la enterotoxemia equina (enfermedad del pastoreo)
deberfa ser planificado de una manerz mSs ampliz y duradera ya que
dicha enfermedad est& afectando grandemente la noblacifn equina del

pais.

Para 1los trabajes a Yago nlass tendientes 5 vealizarse en este
caso pArticularmente, o denertan emplearse estudiantes extranjeros

debido 2 cue ellog estdn sujeios s una reglamentacibn de tiempo.

Es conveniente cue parta del eanips cun gque se cuenta puéda
desplazarse a 1zs zonas de presentacibn de la enfermedad por lo menos
en las &pocas del afo e: que snarecen estos brotes, de esta manera las
muestras otte.idas podriar ser trabajaias er forma r&pida y con ciertas
condic iones de asepsia, al miswo tiempo que se egtaria siempre en los
focoas is preseantscifn de dicha sufernecal hacieudo obsercaciones de
tipe enidewioldgic:, 8¢ 20 itssla 0o un cepario de (. perfringens tipo
A zonifieads que =n deter~..adn scnento pudiera servir para futuros
Lrabajos como saria siler coe zouags del pais cuentan con cepas cun ca~
pacidad ~nterotoxizdn ca v 12 realizac 5n que éstas tuvieronn con la pre-

dentacidn de la entervtoxemia squina.

Un renglfn auy importaute es el tendiente a la obtencibn de una
medida que permita freanar esta enfermedad. Actualmente se estd traba-

jando en la elaboracibn de una vacuna, perc deberia contarse con més



43

equipo y personal de modo que esto pudiera acelerarse.

A pesar de que no giempre se puede contar con el respaldo ecoub-
micoe deseado, es necesaric ajustarse a las circunstancias y en la me-
dida de las posibilidades encontrar estimulos v justificaciones para

encausar a los prefesionales en el campo de 1a investigacifn.



7. RESUMEN

Con el objeto de comprobar 1a presencia de C. perfringens tipo A
en las heces de equinos enfermos de enterotoxemia, recuperados de 1#
misma y clinicamente sanos, se muestrearor un total de 62 animales
cuyo estado clinico fue el sigsuiente:
-~ 7 enfermos de los cuales se aislaron 3 cepas
-~ 5 recuperades de lns cuales se aislaron 2 cepas

- 50 sanos de 1os cuales se aislaron 10 cepas

Las concentraciones de C. perfringens tipo A en los animales de
los que se aislaron dichas cepas fueron en t&minos generales bajas en
el grupo de animzles enfemmcs, mis altas en ~l grupoe de los recuperados

y afin mayores en ¢l grupc de los amimales sanos.

Parz la determinacisn de la patogenicidad de las eepas aisladas
se empled la "técnica del intestino ligado™ en conejos, usindose para
e€lio siete conejos hembras aduitas de aproximadamente seis meses de
edad, de la raza Nueva Zelandia Rianca y con an peso aproximado de 2.5
kg . Las asas intestinaies ligadas de los siete conejes fueron expuestas
por duplicadc 2 ~cada una de las cepzs aisladas, cacbiande la posicifn

de las mismas dentrs del intesting.

- .

ima cepa se considerd posl

va cuande mostro la capacidad de

producir arcumulacidn de linuido en ¢l asa iatestiral ligada, en un vo-



lumen no menor de 3 ml durante dos inoculaciones repetidas.

El 1fquido acumulado en las asas intestinales ligadas fue me-
dido y procesado con el fIn de determinar la concentracifin de formas

vegetativas y esporuladas por mililitro de dichos 1fcuidc,

La concentracifn de formas vegetativas de C. parfringens tipo A
en los eouninos muestreados no fueren determminantes para ei oatado elf-
nico del animal, ya que mi=z Importarte gue 1= aonrentranifn de este

tipo de bacterias, es la capacidad toxigénica de las mismas.

De las cepas aisladas de tos animales eafermos y/o recuperados
el 80% fueron patlgenas. De las cepas aicladas ¢e los animales sanos

el 30% fueron patfgenas.

En *frminos generales se puede dec’r gue las cepas aisgladas
de log animales enfermos fueren las gque mayor ~antidel de 1iquido
acumularon en las asa:z intestinnles ligadas del conejo, con significan-

cia eatadfstica a un nivel de 6.05.



SUMMARY

The purpose of this study was the detection of strains of
C. perfringens Type A in feces from horses with grass sicimess
(equine enterotoxemia), recovered from it and ciinically healthy.

Sixty two fecal samples were collected.

Three strains of C. perfringens Type A were isolated from
geven i1l animals, two from 1.ve recovered animals, and ten frum

fifty hezlthy animals.

The largest concentrations of viable cells of Eﬁ Eerfringens
Tvpe A& were frund in samplas from healthy animals, less in recovered
animals, and the smallest were f~md in samples from smimals with ente-

rotoxemia,

The "intestinal loop technigque" in rabpits was used to deter-—
mine the srteropatiogenicity o ¥ the isolates. Sever siy-months-old
New Zealand rabbits we  hiny 2.3 kg were used for this test., Ileal
loops of rabbits w20 zovenlstea in diplicate with the igolated

strains, changing the sirazivs pusition in the intestine,

A strain was oonnidered »ositive {p2thogenic) when it was
able to cause fluid accumulation of 3 ml or more in the ligated intes-
t+inal loops, and this reaction was duplicable when changing its

secuential position in the intesztine.
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Fluid contents were withdrawn from loops, the volumes were

measured and processed in order to obtain total cell and spore counts.

The concentration of viable cells in the gastrointestinazl tract
of horses was not as important as the toxigenic capacity of the strcins

to cause the intestinal illness.

Eighty per cent of the strains isclated from ill and recovered
animals and thirty per cent of those isclated from healthy animals

were pathogenic.

n general, it ean be ssid that the strains isolated from
clinically ill animals, were the most likely %o cause a positive
reaction in the ligated gut, with 2 statistical significance at the

level of 0.05,

This is consistent with a relatiopship of pathogenic C.
perfringens Type A and the presentation of Grass-sickness (Equine

Enterotoxemia).
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APENDICE

TABLA 1. Identificaciém y némero de las cepas aisladas de los casos

estudiados.
Cepa Ho. Estade clfnine del Procedencia
animal

1 Enfermo villavicencio
4 Sann Bogots

6 Recuperado Palmira

7 Recuporado Paimara

8 Sano Bogoté

11 Enfermo Cartago

13 Enfermo Cartago

43 Sano Cartago

44 Sano Cartago

45 Sano Cartago

47 Sano Cartago

49 sane Cartago

52 LHLO Cartage

87 3ane Cartago

60 Sano Cartago
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TABLA 2. Pruebas bioquimicse de l3s cepas aisladas de equinoe.

Lactosa Matilicad Nitratos AI Gelatina
Cepas ' icuad.
¥ Acido + Gas | Positudkezntic | PositivsiNegative | (Ricurd-)
—
}
1 + - i -
4 ; o :
' i
é + : ! -
7 + - -
8 + - ’ )
%
11 * -
15 ! + i - | -
1 t
43 + - j - *
i
i
é 44 i + ' -
| ‘
25 + L. -
47 +* i - -
i
49 + ? P -
; ! ‘
2+ - -
l
57 i + | - - '
; |
60 | + | - -
! i 5 )
I l | |




TABLA 3, JCuantificaci6n de C. perfringens a partir de 1 gramo de heces

de los equinos de los cuales se obtuvieron las cepas.

cepa Nimers de células
No. por gramo de heces
1 14 X 10°
4 2 X 104
6 7 x 10%
7 1.3 X 109
8 1 x 10%

11 6 X 104

13 3 X 107

A3 3 X 109

44 6 X 105

45 7 X 104

a7 3 ¥ 103

49 6 % 109

52 3 x 108

. 107

[ 6]
w1
o
>

£3 2 % 102
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TABLA 7. Cuantificacién de C. perfringens tipo A del liquido colectado en

las asas durante la primera inoculacidn.

c;g:’ Recuento sin calor Recuento con calor ¥ de esporulacién
1 1.6 x 105 9,0 x 10% 56.85
Células/ml Espores/ml
4 5.6 x 106 1.6 x 10° 2.85
Células/ul Esporos /ml
6 1.7 x 106 7.0 x 104 4.12
C&lulas/ml Esporos/ml
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TABLA 8. Cuantificacién de C. perfringens tipo A del liguido colectado en

las asas durante la segunda y tercera inoculacifm.

Cepas
Nos. Recuento sin calor Recuemto con calor X de esporulacitm
1 5.4 x 10° Todas negativas 0
Células/ml
4 DNPCF Todas negativas 0
6 9.2 x 105 1 x 10° 10.8
Esporos,/=l
7 DNPC* 1 x 10° 0
esporos /ml
8 8.2 x 10° Todas negativas 0

* DNPC = Demasiado mumerosas para comtar,
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TABLA 9, Cuantificacitmn de C. perfringens tipo A del liguido colectado en

las asas intestinales durmnte la cuarta inoeculacifn.

Cepas
Nos. Recuento sin calor Recuento con calor % de esporulacitm
11 7 x 10° 1 x 10 14.2
Celulas ml Esporos ml
a3 16 x 10° 1 x 10° .63
Células ‘ml Esporos,/ml
4“4 6 x 10° 2 x 10° 3.3
Células ml Esporos/ml
* 3
45 DNPC 1 x 16
Células/ml Esporos ml
47 10 x 10° 1 x 105
Células ml Esporos ml
* DNPC Demasiado numerosas para contar.,
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TABLA 10. Cuantificacién de C. perfringens tipc A del lfiquido colectado
en las asas intestinales durante la quinta inoculacifnm.

Cepas

Nos. Recuento sin calor Recuento con calor  X=de esporulacifm

47 20 x 10° 1 x 10° 5%
Células /mi Esporos ml

45 25 x 105 2 x 108 8%
Células/ml Espores ‘ml

44 35 x 10° 4 x 106 11.4%
Celulas/mi Esporos ml

& 6 .

43 28 x 10 18 x 10 64 .3%
C&lulas/ml Esporos El

1 15 x 106 & x 10° 40%
Células/ml Esporos ml




TABLA 11.
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Cuantificacitn de C. pexfringens tipo A del lfquido colectado

en las asas intestinales durante la sexta inoculacién.

Cepas
Nos. Recuento sin calor Recuento con calor % de esporulacifn
13 25 x 10° 2 x 10° 8
Células/ml Esporos. ml
49 30 x 10° 3 x 10° 10
Células /ml Esperos/ml
5 5
52 a8 « 10 7 x 10 18 .42
Células/ml Esporos /m}
57 44 x 105 22 x 10° 50
Células/ml Esporos,/ml
60 14 x 10° 1 x 10° 7.14
Célnlas/ml Esporos/ml
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TABLA 12. Cuantificacifn de C. perfringens tipo A del lfquide colectado

en las asas intestinales durante la séptima ineculacibn.

Cepas

Nos. - Recuento sin calor Recuento con calor X de esporulacifm

60 *pNpc x 108 3 x 107
Células/ml Esporos /ml

87 DNPC x 108 Todas negativas
Células/ml

52 pNPC x 10° Todas negativas
Células/ml

49 DNPC x 108 Todas negativas
Células/ml

13 DNPC x 108 Todas negativas
Cé&lulas/ml

* DNPC = Demasiado numerosas para contar.
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TABLA 21. Distribucitnde muestreo y aislamiento de C. perfringens

en equinos.

Animales Mnimales Alelamientos Porcentaje
muestreados positivos ajislamientos
Recuperados 5 2 40%
Enfermos 7 3 43
Sanos 50 10 20
TGTAL 62 15




