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INTRODUCCION.

Algunas cepas de Clostridium perfringes tipo A pueden esporular y produ—
cir enterotoxina la cual es causa frecuente de intoxicacidén alimenticia en —
humanos (1). En otras especies animales aparte del cerdo se han producido ex
perimentalmente cuadros de enteritis por medio de la inoculacién oral o intra
intestinal de cepas de C. perfringens tipo A productoras de enterotoxina (3,
5). En el cerdo se han asociado sindromes diarréicos con la deteccidn de en-
terotoxina de C. perfringens tipo A en heces fecales (2,4). El sindrome dia-
rréico producido por cepas enterotoxigénicas de C. perfringens tipo A no ha
sido reproducido experimentalmente en el cerdo. Los objetivos del presente —
trabajo fueron estudiar los efectos de la enterotoxina purificada de C. per—
fringens tipo A en el intestino del cerdo y su patogénesis.

MATERIAL Y METODOS.

17 cepas de C. perfringens tipo A aisladas de casos de diarrea en cerdos
fueron analizadas en su capacidad de esporular en los medios promotores de -
esporulacién de Duncan y Strong, Ellner y Tsai (6). Una cepa que produjo mas
de 90 % de esporulacién del nmero total de células bacterianas se utilizd -
para la produccidén y purificacién de enterotoxina. La enterotoxina se extra-
jo por medio de la sonicacidén de las esporas y se purificé por medio de pre-—
cipitaciones de sobrenadante con sulfato de amonio al 40 % y 15 % seguidos —
por cromatografia en gel (Sephadex G-200). Antisueros contra la enterotoxina
se obtuvieron por medio de inmunizacién de éstas en cerdos y conejos.

Cuentas de esporas de C. perfringens tipo A se determinaron en muestras
fecales de 23 cerdos diarréicos y en 10 muestras de cerdos sanos por medio —
de diluciones seriadas de las muestras las cuales fueron calentadas a 80°C -
por 10 min. y sembradas en agar de triptona-sulfito-cicloserina. La presen——
cia de enterotoxina en las muestras se determiné por su efecto en células Ve
ro; pruebas de neutralizacién se llevaron a cabo utilizando antienterotoxina.

Titulos de antienterotoxina se determinaron en 106 sueros de cerdos adul

tos sanos procedentes de 4 granjas por medio de contrainmunoelectroforesis —
(CIE) utilizando una concentracidén estandarizada de enterotoxina purificada.

27



XXIV CONVENCION AMVEC MORELIA 89

Diluciones de la enterotoxina purificada se probaron en su efecto en el -
intestino de cerdo por medio de su inoculacién en asas intestinales en un le-
chén de un dia de edad, la acumulaci6n de fluidos en las asas se determind y
secciones intestinales se tomaron para estudios histopatolédgico y de inmuno—
fluorescencia.

En estudios de patogenicidad, dos lechones libres de patdgenos especifi—
cos se infectaron oralmente con esporas y dos con células vegetativas de la -
cepa de C. perfringens tipo A productora de enterotoxina. Los animales se ob-
servaron por 7 dias, los signos clinicos se observaron y cuentas de esporas y
titulos de enterotoxina se analizaron en sus muestras fecales.

RESULTADOS.

Cinco de las 17 cepas de C. perfringens tipo A esporularon a un porcenta—
je mayor del 30 % del nimero total de bacterias; 7 de las cepas produjeron me
nos del 30% de esporas y 5 cepas no esporularon.

La enterotoxina purificada de la cepa de origen porcino presentdé una ac—
tividad de 256 unidades toxicas/ml en células Vero. La antienterotoxina obte—
nida en cerdos y conejos mostraron una sola banda de identidad en pruebas de
inmunodifusidén doble utilizando enterotoxina cruda o purificada como antigeno.

Cuentas mds altas de esporas se detectaron en animales con diarrea que en
cerdos sanos; la enterotoxina se detectd solamente en la materia fecal de ani
males con diarrea (cuadro 1).

92.5 % de los sueros examinados presentaron anticuerpos hacia la enteroto
xina, con titulos variando de 1:2 - 1:64 (cuadro 2).

Concentraciones de la enterotoxina purificada de 0.356 mg/ml a 5.7 mg/ml
produjeron acumulacién de fluide en las asas intestinales. La histopatologia
de las secciones mostré que la enterotoxina causa destruccidn del epitelio —
intestinal. La enterotoxina se observé adherida a las células epiteliales del
intestino por medio de inmunofluorescencia

Los lechones infectados con la cepa de C. perfringens tipo A productora de
enterotoxina presentaron una diarrea profusa que durdé 12 horas. No hubo di--
ferencias en las caracteristicas de la diarrea de los lechones inoculados con
células esporuladas o vegetativas (cuadro 3).
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Cuadro 1

Rango de cuentas
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Nimero de muestras dentro del rango

(esporas/g) Heces normales Diarrea Deteccidn de enterotoxina
o} 4 4
5 X_ 10° 5 9 -
5 X 103 abX 105 i 8 2
5X 105 - 3 3
Cuadro 2
CIE Nimero de cerdos Total %
(Reciproco del Granja 1 Granja 2 Granja 3 Granja 4
titulo).
o] 3 2 3 0 8 7.5
2 5 8 6 1 20 18.8
4 9 7 8 4 28 36.4
8 17 8 5 2 32 30.1
16 4 3 0 2 9 8.4
32 2 1 2 3 8 7.5
64 0 1 0 0 1 0.9
TOTAL 40 30 24 12 106 100
Cuadro 3
Lechén Diarrea Cuenta de Titulos de entero
esporas. (esporas/g heces) toxina (heces)
Control -
1 Cel. esporuladas + 7.0 X105 1:8
2 Cel. esporuladas + 5.5. X 10 1:8
3 Cel. vegetativas + 3.5 X 10 1:32
4 Cel. vegetativas + 1:16

4.5 X 10
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DISCUSION.

70.5 % de las cepas aisladas en cerdos de C. perfringens tipo A mostra—
ron la capacidad de esporular en diferentes grados, indicando qué cepas pro-—
ductoras de enterotoxina pueden estar ampliamente distribuidas en poblacio-—
nes porcinas.

Altos niveles.' de enterotoxina purificada se obtuvieron de una cepa de -
origen porcino al igual que altos niveles de anticuerpos fueron inducidos ——
por inmunizacidn.

La deteccidn de altos niveles de esporas y de enterotoxina en algunos ca
sos de diarrea en cerdos sugiere que la enterotoxina se encuentra involucra—
da en el sindrome. La alta prevalencia de anticuerpos antienterotoxina en los
hatos porcinos sugiere que la exposicidén individual a la enterotoxina de —
C. perfringens tipo A es comin. La enterotoxina provoca acumulacién de flui-
do en asas intestinales de lechdn siendo capiz de causar dafio intestinal y -
adherencia al epitelio intestinal. :

La infeccidn de lechones libres de patégenos especificos con una cepa —
productora de enterotoxina fueron detectadas.

Cepas de C. perfringens tipo A productoras de enterotoxina son causa de
diarrea en lechones y pueden estar involucradas en sindromes diarréicos en -
otras etapas de produccidn.
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