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Resumen

A las enfermedades causadas por bacterias del género Clostridium se les
denomina clostridiasis. Mas de 100 especies de esta bacteria estan reconocidas,
pero solo unas cuantas son patégenas para los animales domésticos. Estos
microorganismos producen esporas y dependiendo de la enfermedad que
producen se dividen cuatro grupos: neurotoxicos, histotoxicos, hepatotdxicos y
enterotoxicos. Estas bacterias tienen gran importancia econémica en medicina
veterinaria, debido a que su tratamiento es impractico. El diagnéstico de las
clostridiasis se realiza por cultivo y aislamiento; asi como por identificacion del
agente o sus toxinas mediante pruebas tales como inmunofluorescencia o PCR. El
control y la prevencibn comprenden medidas adecuadas de manejo, y las
vacunaciones son esenciales debido a que los animales estan en contacto
permanente con los agentes y los factores que pueden desencadenar la

enfermedad.

Palabras clave: Clostridiasis, Bovinos lecheros, Diagndstico, Tratamiento,
Profilaxis

Abstract:

Diseases caused by Clostridium bacteria are called clostridiasis. More than
100 species of these bacteria are recognized, but only a few are pathogenic for
domestic animals. These organisms produce spores and depending on the disease
consists producing four groups neurotoxic, histotoxic, enterotoxic and hepatotoxic.
These bacteria are of great economic importance in veterinary medicine, because
their treatment is impractical. Diagnosis of clostridiasis is by culture and isolation,
as well as identification of the agent or its toxins through tests such as
immunofluorescence or PCR. The control and prevention measures include proper
handling, and vaccinations are essential because the animals are in constant

contact with the agents and the factors that can trigger the disease.

Key words: Clostridiosis, Dairy cows, Diagnosis, Treatment, Prophylaxis



Introduccion

El género Clostridium estd conformado por bacilos Gram-positivos,
fermentativos, catalasa y oxidasa negativos. Los clostridios son ubicuos y algunas
especies estan asociadas a areas geograficas definidas, esto debido al pH, clima,
tipo de suelo y presencia de otros microorganismos; asi mismo, estas bacterias
tienen la capacidad de adaptarse a diferentes condiciones medioambientales
debido a su capacidad de producir esporas. Clostridium tiene mas de 100
especies conocidas (Ortiz-Ortega et al., 2012), pero solo unos cuantos tienen
potencial patdégeno para el ser humano y los animales domésticos (Carter y Wise,
2004; Ortiz-Ortega et al., 2012), y dependiendo de la enfermedad que producen se
dividen cuatro grupos (cuadro 1) (Carter y Wise, 2004):

Cuadro 1. Clasificacion de los clostridios (Carter y Wise, 2004; Ortiz-Ortega et al., 2012).

Causan enfermedad mediante la produccion de
Neurotoxicos potentes exotoxinas (neurotoxinas), ejemplo:

tétanos y botulismo

Son causantes de afecciones tisulares,
Histotoxicos principalmente en los musculos, después de

sufrir alguna herida, ejemplo: edema maligno y

pierna negra

Estos producen toxinas en el higado y causan
Hepatotoxicos enfermedades tales como la hepatitis necroética
o hemoglobinuria bacilar

La fuente de infeccién es alimenticia, provocan
Enterotoxicos enterotoxemia, aunque ocasionalmente pueden
ser histotoxicas

Clostridium es uno de los géneros que comprenden el grupo de bacterias
de importancia econdmica considerable en medicina veterinaria, debido a que su
tratamiento es impractico. En general, se le da el nombre de clostridiasis a una
amplia variedad de enfermedades causadas por bacterias de este género, las
cuales tienen la capacidad de afectar cualquier parte del cuerpo que ofrezca las
condiciones para su desarrollo (Miyashiro et al., 2007). Los clostridios poseen

poca habilidad invasiva, y la patogenicidad de dichas bacterias esta determinada



principalmente por la produccion de toxinas (Baldassi et al., 2004), las que a su
vez proliferan en los tejidos parenquimales con la subsecuente toxemia fatal
(Glock y DeGroot, 1998).

1. Caracteristicas bacteriologicas

1.2. Habitat

Los clostridios son saprofitos de vida libre, distribuidos ampliamente en el
suelo. Persisten en nichos ecoldgicos con condiciones de potencial de oxidacion-
reduccion bajo. Algunas especie son mas prevalentes en algunas areas

geograficas y algunas existen en el tracto intestinal (Carter y Wise, 2004).
1.3. Modo de infeccién
Aunque las infecciones clostridiales mas importantes son adquiridas por

ingestion o mediante heridas (cuadro 2), otras surgen por via endogena (Carter y
Wise, 2004).

Cuadro 2. Algunas infecciones y su via de inicio (Carter y Wise, 2004).

Heridas Ingestidn
C. chauvoei Pierna negra
[ Botulismo (alimento)
C. septicum

Enterotoxemia
Enfermedad negra
Hemoglobinuria bacilar

Otras gangrenas
gaseosas (mionecrosis)

1.4. Morfologia

Los clostridios son bacilos méviles (excepto C. perfringens) relativamente
largos, con terminaciones redondeadas, pueden observarse solos, en cadenas o
filamentos largos. Las endosporas pueden estar localizadas en las regiones

central, terminal o subterminal (figura 1) (Carter y Wise, 2004; Mainil et al., 2006).



Figura 1. Fotomicrografia de contraste de fases de C. hungatei en la que pueden observarse los
bacilos y las células esporuladas (Monserrate, s/f).

1.5. Resistencia

Las endosporas de los clostridios son altamente resistentes a varios
agentes fisicos y quimicos, incluyendo desinfectantes. En este respecto son
similares a las esporas producidas por Bacillus anthracis. Las esporas de C.
botulinum sobreviven en el hervor hasta por 30 minutos; la autoclave a 121 °C
durante 20 minutos es letal. Las formas vegetativas de los clostridios son
susceptibles a la mayoria de los desinfectantes (Carter y Wise, 2004). En el caso
de C. botulinum las esporas pueden sobrevivir hasta por 30 afios y germinar bajo
buenas condiciones de calor y humedad (Kummel et al., 2012).



2. Clostridium chauvoei

Este microorganismo es el agente causal de las enfermedades conocidas
como pierna negra (Bagge et al., 2009; Useh et al., 2010) y edema maligno en el
ganado (Miyashiro et al.,, 2007). La enfermedad se report6 por primera vez en
1870 (Useh et al., 2003; Useh et al., 2007); y hasta la fecha dicho padecimiento
afecta principalmente al ganado bovino ocasionando altas pérdidas economicas
(Farias et al., 2012).

La pierna negra es una infeccion enddgena atraumatica, y se considera que
una proporcion considerable de bovinos alberga al C. chauvoei en el higado. Los
animales afectados estan anoréxicos, deprimidos, con fiebre y cojera (solo un lado
del miembro), se aprecia hinchazén, dolor y calor en el éarea; la cual
posteriormente se torna fria, edematosa y crepitante. La muerte suele presentarse
dentro de las 24 — 48 horas posteriores al desarrollo de la infeccién (Miyashiro et
al., 2007).

C. chauvoei produce una enzima llamada neuraminidasa, la cual se sugiere
desempefia un papel importante en la diseminacién del microorganismo en los
tejidos de los rumiantes afectados, esta enzima es la clave para el catabolismo del
acido sialico, el cual facilita la propagacion (Useh et al., 2004; Vilei et al., 2011). La
neuraminidasa y las toxinas producidas por la bacteria actGan sinérgicamente
produciendo leucopenia, linfopenia, neutropenia, eosinopenia y monocitopenia; por
lo que se cree que los protocolos terapéuticos deben enfocarse en la inhabilitacion

de esta neuraminidasa y en las toxinas producidas (Useh et al., 2010).

El agente tiene preferencia por los musculos grandes (muslo, diafragma y
corazdn), los cuales a la necropsia pueden observarse en color rojo obscuro, seco

y esponjoso al tacto (Miyashiro et al., 2007).



El edema maligno se considera una condicion exdgena, esto debido a que
el microorganismo presente en el medio ambiente logra entrar al flujo sanguineo a
través del tracto gastrointestinal o hacia los tejidos después de sufrir una herida en
la piel o mucosas, ademas de presentarse las debidas condiciones anaerobias
para el desarrollo de la bacteria (Odani et al., 2009; Vilei et al., 2011).

Los tipos de traumatismo que predisponen a un animal a desarrollar el
edema maligno incluyen, pero no se restringen a inyecciones intramusculares,
castracion, y parto. Este ultimo es una forma especial de edema maligno
caracterizado por vulvovaginitis y ocasionalmente metritis que se desarrolla

posterior al parto en vacas (figura 2a-b) (Odani et al., 2009).

Figura 2. a): Edema hemorragico difuso en la region perineal que afecta la vulva y vagina. b): En
esta imagen puede observarse edema y exudado fibrinoso que involucra la vulva (Vu), vagina (Va)
y cérvix (C). Las dos imagenes pertenecen a diferentes casos presentados en vacas Holstein
(Odani et al., 2009).



3. Clostridium septicum

Esta es una enfermedad generalmente fatal, la infeccion puede ocurrir por
la contaminacion de heridas posteriores a castracion, sanidad deficiente en la

vacunacion, etc. (Troxel et al., 2001).

Esta es una bacteria que tiene la capacidad de diseminarse rapidamente a
nivel de la fascia. El progreso de la enfermedad es rapido, con signos clinicos
evidentes dentro de las primeras 24 horas y generalmente fatal entre el dia 1y 4
postinfeccion. Este microorganismo ha sido implicado en una forma de edema
maligno en el ganado, ademas de producir abomasitis hemorragica o necrosante

en becerras, también conocida como “braxy” (Odani et al., 2009).

Este clostridio produce una alfa toxina (hemolisina) relacionada a la toxina
épsilon del C. perfringens tipos B y D. Esta alfa toxina utiliza unas proteinas de la
membrana celular como su receptor, derivando en una activacién proteolitica e
interactda con otros mondmeros para formar un poro transmembranal. Este poro
es esencial para que la toxina cause toxicidad, mionecrosis, hemorragia
intersticial, edema y colapso microvascular (Kosaki et al., 2005; Odani et al.,
2009).

En adicién, el clostridio también produce delta toxinas (hemolisina), beta
toxinas (ADNasa, leucocida), gamma toxinas (hialuronidasa), neuraminidasa,
hemaglutinina, quinasa, lipasa y sialidasa; las cuales, aunque no son letales,
contribuyen a la patogénesis facilitando la invasion de los tejidos y la mionecrosis

mediante la reduccion del flujo microvascular (Odani et al., 2009).



4. Clostridium haemolyticum y C. novyi

En rumiantes se presentan dos sindromes clinicos causados por las
bacterias exotoxémicas del grupo de C. novyi: la enfermedad negra (EN), causada
por C. novyi tipo B (Oaks et al., 1997) y la hemoglobinuria bacilar (HB) o
enfermedad , causada por C. haemolyticum (o C. novyi tipo D) (Ahourai et al.,
1990; Oaks et al., 1997).

La EN clinicamente se caracteriza por muerte repentina. Usualmente existe
evidencia de trayectos de migracion de trematodos hepaticos, lo cual suele ser

una lesion tipica (Oaks et al., 1997).

La hemoglobinuria bacilar o enfermedad de agua roja fue descrita por
primera vez en 1916, como una enfermedad enzootica en areas del oeste de los
Estados Unidos (Ahourai et al., 1990). Se caracteriza por muerte peraguda y
hemodlisis intravascular con hemoglobinuria debido a la accion de la betatoxina
(Oaks et al., 1997).

Dentro de la patogénesis de la enfermedad, se cree que esta por lo general
comienza con la ingestion de organismos presentes en el medioambiente, seguido
por el desarrollo de esporas en las células de Kupffer del higado; dichas esporas
permanecen inactivas hasta que se presenta alguna alteracion en el higado
(trauma, infarto o migracion parasitaria) (figura 3), lo cual resulta en la formacion
ambientes anaerobicos localizados que permiten la germinacion de las esporas
(Ahourai et al., 1990; Oaks et al., 1997).



Figura 3. Obsérvese el infarto en el I6bulo parietal derecho del higado de una vaca con
hemoglobinuria bacilar (Ahourai et al., 1990).

Las formas vegetativas de C. novyi tipo B producen las toxinas alfa y beta y
C. haemolyticum solo la toxina beta; cuando dichas toxinas son absorbidas
sistémicamente causan las lesiones y los signos clinicos de la EN y HB,
respectivamente. En ambas enfermedades, la lesion corresponde a una necrosis
hepatica aguda, con focos de bacterias exotoxigénicas y otras lesiones

relacionadas a toxemia y dafio vascular generalizado (Oaks et al., 1997).

5. Clostridium perfringens

El microorganismo se transmite de manera directa a animales sanos a
través del suelo y alimentos contaminados (Rahman-Mafruza et al., 2012). Es uno
de los mas importantes agentes causales de enfermedad entérica en los animales
domésticos (Kalender et al., 2007). El microorganismo se encuentra alojado en los
intestinos de la mayoria de los animales; sin embargo, permanece en bajos
nameros debido a la peristalsis (Soler-Jover et al., 2004; Fernandez-Miyakawa et

al., 2007). La enfermedad clinica no ocurre a menos que ocurra un disturbio en el
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balance microbiano del intestino, entre ellos se pueden contar los cambios
repentinos en la dieta y algunos otros factores que desencadenan una
proliferacion rapida de la bacteria, la cual produce grandes cantidades de toxinas,
gue son absorbidas desde el intestino hacia la circulacién sanguinea (Soler-Jover
et al., 2004; Nowell et al., 2012).

La enfermedad se manifiesta principalmente con disturbios neurolégicos
severos fatales; edema en los pulmones, corazén, rifiones e intestino, los cuales

se asocian al dafio microvascular (Soler-Jover et al., 2004; Sayeed et al., 2007).

La enterotoxemia en el ganado esta caracterizada por muerte subita con
alta mortalidad y lesiones de enteritis hemorragica en el intestino delgado
(Kalender et al., 2007; Miyashiro et al., 2009).

Las esporas del microorganismo persisten en el suelo, sedimentos y areas
sujetas a la contaminacion fecal. Este clostridio produce un gran namero de
enzimas y toxinas, las cuales, desempefian papeles importantes en la produccién
de varias manifestaciones de enfermedad, tales como gangrena severa, diarrea,

disenteria y afecciones musculares (Rahman-Mafruza et al., 2012).

El organismo por si solo es capaz de producir diferentes manifestaciones
patologicas entéricas e histotoxicas tanto en humanos como en animales (Ahsani
et al., 2010).

C. perfringens es uno de los agentes causales de diarrea neonatal. La
infeccion puede presentarse en animales jovenes con un rango de menos de 2
semanas y mayores de 2 meses de edad (Amimoto et al., 2007; Ko¢ y Gokge,
2007).

Este microorganismo posee un arsenal de mas de 15 toxinas (Ahsani et al.,

2010); de las cuales, las toxinas alfa (a), beta (B), épsilon (€) y iota (1), comprenden



las cuatro principales producidas por el microorganismo y que ademas forman la
base para la categorizacion de esta bacteria en cinco diferentes tipos toxigénicos:
A, B, C, Dy E (cuadro 3) (Avki et al., 2009; Ahsani et al., 2010).

Cuadro 3. C. perfringens: tipos, toxinas y enfermedades asociadas (Zerbini y Ossiprandi, 2010).

Tipo Toxinas Enfermedad

Mionecrosis, intoxicacion por alimento, enteritis necrética en aves de corral,
A a enterotoxemia en bovinos y ovinos, enterocolitis necrotica en lechones;
posiblemente colitis en equinos y gastroenteritis hemorragica en perros

Disenteria en corderos neonatos, enteritis crénica en corderos destetados,
B a, Bye  enteritis hemorragica en becerros(as) y potros, enterotoxemia hemorragica
en ovejas adultas

Enteritis necrética en humanos y aves de corral, enterotoxemia
C ayp hemorragica o necrotica en lechones, ovi-caprinos y potros neonatos,
enterotoxemia aguda en ovinos adultos

Enterotoxemia en corderos (rifion pulposo) y bovinos, enterocolitis en
D aye caprinos neonatos y adultos; posiblemente enterotoxemia en bovinos
adultos

Enterotoxemia en corderos y becerros,
E ayl enteritis en conejos;
rango de hospedero y tipo de enfermedad no esclarecido

Las toxinas producidas dependen de la cepa de C. perfringens involucrada,
y cada tipo induce un sindrome especifico; de todas, la toxina a es considerada la
mas potente de todas las producidas por el clostridio (Rahman-Mafruza et al.,
2012), la cual es hemolitica, necrotizante y letal (Kalender et al., 2007); ademas, la
toxina B2 tiene desempefia un papel sinérgico con la toxina a en el desarrollo de
las lesiones hemorragicas en el intestino delgado en los casos de enterotoxemia
en bovinos (Vilei et al., 2005; Kalender et al., 2007).

Existen reportes en el que C. perfringens tipo A ha estado asociado a
muchos incidentes de mastitis gangrenosa en bovinos (figura 4); sin embargo es
necesario definir el tipo de toxina con la finalidad de desarrollar la vacuna

adecuada para esta situacién (Osman et al., 2009).
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Figura 4. Animal afectado con mastitis gangrenosa, obsérvese la demarcacion de la linea necrética
(area negruzca) (Osman et al., 2009).

C. perfringens tipo A, D y E, se ha visto involucrado también en casos de
ulceracién del abomaso (figura 5) en becerras lactantes. En frotis de la mucosa del
abomaso fue posible observar bacilos Gram-negativos, los cuales se sembraron
en medios selectivos y posteriormente fueron identificados como C. perfringens
tipo mediante PCR (Assis et al., 2002).

Figura 5. Abomaso de una becerra con multiples Ulceras (Assis et al., 2002).
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En lo que respecta a las becerras, se sugiere que en animales hambrientos
gue toman leche en exceso se promueve el sobre-crecimiento de C. perfringens
tipo D en el abomaso; en adicion a esto, si el animal fue mal calostreado y su
estado nutricional es pobre, esto puede causar un estrés con la consecuente
disminucién de su estado inmunitario, desencadenando las condiciones para la

afeccién por el microorganismo (Assis et al., 2002).

En un estudio realizado por Nilo et al, los animales inoculados
experimentalmente con C. perfringens tipo D, presentaron signos neurolégicos
agudos y edema pulmonar severo, ademas de hidrotérax, hidroperitoneo y
hemorragias severas; algunos de los animales murieron a los 6 dias sin mostrar
signos ni desarrollar cambios patolégicos. En otro estudio desarrollado por Uzal et
al., se reportd que los animales desarrollaron pérdida de la consciencia,
hiperestesia, convulsiones toénico-clonicas intermitentes y recumbencia;
ocasionados por el edema perivascular proteinaceo en el tdlamo y el cerebro; esos
mismos animales mostraron disnea ocasionada por el edema pulmonar agudo
severo (figuras 6 y 7) (Filho et al., 2009).

Figura 6. Edema pulmonar agudo. Nétese el septo interlobulillar severamente distendido por el
liquido del edema (Filho et al., 2009).
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Figura 7. Encefalomalacia simétrica focal. Este animal desarroll6 signos neuroldgicos progresivos,
los cuales llegaron a ser muy severos al dia 8 postinoculacion, tiempo en el cual se le practico la
eutanasia (Filho et al., 2009).

Los tipos B — E son menos comunes en los tractos gastrointestinales de los
animales y pueden ser encontrados en el medio ambiente en areas donde las
enfermedades producidas por esos microorganismos son enzooticas (Zerbini y
Ossiprandi, 2010).

6. Clostridium botulinum

El botulismo es una enfermedad fatal caracterizada por pardlisis, la cual es
ocasionada por las neurotoxinas producidas por la bacteria (Steinman et al.,
2006). Dicho padecimiento tiene una gran importancia debido a la alta tasa de
mortalidad (Curci et al., 2010) y las grandes pérdidas econdmicas que ocasiona
(Nakamura et al., 2010).

El botulismo generalmente es resultado de la ingestion de las esporas de C.
botulinun; las cuales germinan, se multiplican y producen neurotoxinas (BoNT) en
el tracto gastrointestinal (Nakamura et al., 2010); aunque la infeccion puede ocurrir

por tres vias: contaminacion de una herida, ingestion de la toxina preformada, o
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por la proliferacion de neurotoxinas en el tracto gastrointestinal (botulismo toxico-

infeccioso) (Kummel et al., 2012).

Las toxinas se distribuyen a través del torrente sanguineo, viajan
retrogradamente hacia las uniones neuromusculares de las células nerviosas,
interfiiendo con la liberacion de acetilcolina, dando como resultado la
caracteristica pardlisis flacida progresiva que inicia con desplazamiento torpe, que
comienza por las extremidades posteriores y avanza cranealmente (Yoneyama et
al., 2008; Kummel et al., 2012).

El microorganismo produce siete neurotoxinas inmunolégicamente distintas
A, B, Cq, Cg, D, E, Fy G (Sharma et al., 2005; Senturk y Cihan, 2007; Kummel et
al., 2012); los tipos A, B, E y méas raramente la F, son las causantes del botulismo
en humanos (Nakamura et al., 2010), y las toxinas tipo C y D son las fuentes mas
comunes de botulismo en animales (Curci et al., 2010; Nakamura et al., 2010;

Sugawara et al., 2010).

En algunos estudios se ha encontrado que algunas cepas bacterianas
atoxicas de C. botulinum desarrollan su potencial toxico mediante la estimulacion
por bacteriéfagos, los cuales influyen en la regulaciéon de genes que inducen al

microorganismo a producir toxinas (Ortiz-Ortega et al., 2012).

En el pasado, el botulismo en el ganado estaba asociado exclusivamente a
la contaminacién del agua y alimento con toxinas provenientes de los esqueletos
de gatos, aves acuaticas y excremento de aves (Nakamura et al., 2010); pero se
ha reportado que ciertos piensos contaminados con la toxina de C. botulinum
también han resultado en botulismo (Curci et al., 2010; Nakamura et al., 2010). El
periodo de latencia varia desde 24 horas hasta 7 dias y depende de la cantidad de
toxinas ingeridas (Kummel et al., 2012). Se ha reportado que los signos clinicos
usualmente aparecen entre 3 — 17 dias post-infeccibn y que los animales

afectados suelen sobrevivir entre 1y 4 dias (Kummel et al., 2012).
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Se pueden observar signos clinicos tales como anorexia, debilidad,
dilatacion pupilar, disminucion de las contracciones ruminales, ataxia, dificultad
para levantarse, el animal puede estar en recumbencia con la cabeza hacia el
flanco (figura 8). La consistencia de las heces varia desde diarrea hasta un
excremento duro y seco, hay dificultad para tragar, salivacion y la lengua protruye
fuera de la boca (figura 9), lo cual tiene como resultado la disminucion en la
ingesta de alimento (Senturk y Cihan, 2007; Kummel et al., 2012).

Figura 8. Posicion recumbente en una vaca con botulismo, notese que la postura es similar a la
adoptada en la hipocalcemia (Senturk y Cihan, 2007).

Figura 9. Pardlisis de la lengua en un caso clinico de botulismo (Kummel et al., 2012).
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Cuadro 4. Hallazgos clinicos y neurolégicos en 26 vacas con botulismo (Senturk y Cihan, 2007).

# de animales

Variable Hallazgo en los que
se observo
: Disminuido 9
Apetito Ausente 17
- . Reducida 9
Motilidad ruminal Ausente 17
Lo Ligera 12
Salivacion Marcada 14
Fuerza de la lengua Moderadamente reducido 7
Severamente reducido 19
- Dificultosa 8
Habilidad para tragar Inhabil 18
. . Disminuido 22
Reflejo pupilar a la luz Ausente 4
Reflejo anal Reducido 26
. Bajo 6
Tono de mandibula y cola Ausente 20
Sensibilidad 26
al piquete Sin reaccion
con aguja
Temperatura corporal® Normal 15
(rango de referencia: 37.8 Alto 11
-39.2°C) Bajo 26
Frecuencia cardiaca” Normal 4
(rango de referencia: 60 — Bradicardia 18
80 latidos/minuto) Taquicardia 4
Frecuencia respiratoria® 26
(rango de referencia: 10 — Alta

30 respiraciones/minuto)

a Temperatura corporal: normal (38.5 0.4 °C); alta (39.6 +0.2 °C); baja (35.6 +0.3 °C)
b Frecuencia cardiaca: normal (7213 latidos/minuto); bradicardia (48+4 latidos/minuto); taquicardia (9646 latidos/minuto)
c frecuencia respiratoria: alta (42 + 4 respiraciones/minuto)
El prondstico depende del estado clinico de la enfermedad. Se ha reportado
la recuperacion en pacientes con signos clinicos leves. En los casos agudos, la

muerte es causada por paralisis respiratoria (Kummel et al., 2012).

Se han observado signos de botulismo toxico-infeccioso en el periparto y
estos consisten en indigestion, laminitis aguda no infecciosa, alteracion de las
venas con pulso venoso positivo; edema en las piernas, ubres, formacion de

papada, abdomen endurecido, respiracion forzosa y muerte inesperada. Estos son
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signos tipicos de la forma crénica del botulismo toxico-infeccioso y se le conoce

como “botulismo visceral cronico” (Kummel et al., 2012).

Existen casos en los que se ha confirmado la presencia de las toxinas del
microorganismo en los intestinos de vacas con desplazamiento de abomaso (Avki
et al., 2009).

7. Clostridium sordelli

Esta bacteria se aisl6 por primera vez a partir de heridas infectadas en
seres humanos, posteriormente, dicho microorganismo estuvo involucrada como la
causante de muertes en el ganado del estado de Nevada, en los Estaos Unidos.
Recientemente, se ha detectado la presencia de este organismo en infecciones

fatales posteriores a cirugias obstétricas (Ortiz-Ortega et al., 2012).

Este microorganismo es una cepa altamente patogénica para los animales,
tiene la capacidad de producir dos factores de virulencia, las toxinas hemorragicas
y las toxinas letales, que estan relacionadas con diarrea y enterotoxemia y
gangrena caseosa, respectivamente. La exposicion a la toxina hemorragica induce
hemorragias, mientras que la toxina letal provoca edema severo (Ortiz-Ortega et
al., 2012).

8. Diagndéstico

El diagndstico definitivo requiere del aislamiento e identificacién del agente
causal; sin embargo, los microorganismos son extremadamente sensibles al
oxigeno y tienen requerimientos nutricionales fastidiosos, haciendo del aislamiento
rutinario una herramienta de diagnéstico dificultosa y poco fiable (Oaks et al.,
1997).
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8.1. Cultivo

Todos los clostridios crecen bien en medios enriquecidos, aparte de ser
anaerobios, la mayoria de las especies no tienen requerimientos particulares de
crecimiento (a excepcién de C. piliforme) (cuadros 5 y 6). El pre-requisito mas
importante es enviar las muestras al laboratorio en estricta anaerobiosis (Mainil et
al., 2006).

8.2. Aislamiento e Identificacion

El diagndstico presuntivo de pierna negra y edema maligno depende de los
hallazgos clinicos y patolégicos, la confirmacion de la enfermedad se realiza
tipicamente con el aislamiento e identificacion del microorganismo, la produccion
de toxinas y los métodos inmunoldgicos; sin embargo, estos métodos son muy
tardados y laboriosos (Miyashiro et al., 2007), ademas de que los métodos
inmunologicos pueden arrojar resultados equivocados debido a que C. chauvoei y
C. septicum tienen varios antigenos en comun (Miyashiro et al., 2007; Ortiz-Ortega
et al., 2012).

Uno de los principales problemas es que los agentes causales de la
enfermedad negra y la hemoglobinuria bacilar pueden ser aislados de higados
normales, dando como resultado falsos positivos. Consecuentemente, el
diagnostico de estos padecimientos suele realizarse en base a los signos clinicos,
lesiones micro y macroscopicas, asi como con la deteccidbn de anticuerpos
fluorescentes contra los microorganismos del grupo C. novyi en improntas de
higado (Oaks et al., 1997). C. novyi tipo B y C. haemoliticum estan estrechamente
relacionados, por lo que la utilizacion de antisuero policlonal suelen presentarse
reacciones cruzadas haciendo dificil la diferenciacion entre esas dos especies
(Oaks et al., 1997).
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Cuadro 5. Ejemplo del tipo de muestra(s) y procedimientos de rutina para el diagnéstico de

algunos clostridios (Mainil et al., 2006).

Produccion
Enfermedad Especie Muestra Inmunoensayos  detoxinas
in vivo
Chauvoei IFA', PAP? No
Miositis Musculo
Septicum IFA, PAP No
Septicum IFA No
Liquido,
Novyi A efusiones, IFA Si
Gangrena - organos
Sordellii (musculo, IFA No
gaseosa higado,
Chauvoei bazo...), IFA No
hisopos
Perfringens A No Si
Novyi B IFA Si
Hepatitis Lesiones hepaticas
Haemolyticum IFA, PAP Si
Dermatitis - Piely
Septicum No No

tejido subcutaneo

Y IFA = Prueba de Inmunofluorescencia

% PAP = Técnica de Peroxidasa-Antiperoxidasa

Cuadro 6. Pruebas bioquimicas para identificar algunas especies de clostridios (Ahsani et al.,

2010).

Pruebas Agar yema de huevo I 5 Fermentacion de carbohidratos
bioquimicas i g 3 P
5 o o @
@ = c o
s o o 2 o
2 z o S o
. ) L, L, ooa 9 Q@ b @ = = >
Especie de o Producciéon  Producciéon o > c o o D =Y )
idi 8 i e 2 g g 3 5 g >
clostridio & de delipasa Q@ o 2 2 S 2 a =
Ty lecitinasa T By o o o o
g =3 3

@ > =

C. perfringens _ + _ + - + + + + - dc
C. baratii - + - - _ + +W + +w - c
C. absonum - + - + - + + + + + c
C. bifementans _ + - + + + - - -W + d
C. sporogenes _ _ + + - + - - -w + d
C. leptum - _ _ - _ _ + + + _ _
C. aurantibutyricum _ + + - + + + + + c
C. sporosphaeroides _ _ _ _ _ _ _ _ - -
C. symbiosum _ _ _ _ _ + + - - + -C
C. scatologenes _ _ _ + + _ _ _ + -
C. ramosum _ _ _ _ _ + + + + - Cc
C. sordelii _ + - + + + - - +w + d

*C: cuaja; d: digestion; dc: primero digestion después cuaja; w: débil.
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8.3. Reaccién en Cadena Polimerasa

Se ha demostrado que la utilizacién del ADNr de 16s hace mas rapido el
diagnostico de las infecciones ocasionadas por diferentes Clostridium spp (Ortiz-
Ortega et al., 2012). La amplificacion de regiones especificas de acidos nucléicos
del genoma bacteriano mediante PCR esta ampliamente difundida. La PCR tiene
la habilidad de amplificar ADN a partir de una pocas bacterias, ademas de ser
simple y rapido; por lo que ofrece muchas ventajas sobre los métodos
convencionales utilizados en la identificacion de las especies de clostridios
(Miyashiro et al., 2007; Bagge et al., 2009).

Para el diagndstico de pierna negra se ha desarrollado una prueba a partir
de la extraccion del ADN del microorganismo en papel filtro impregnado con
sangre o tejido, facilitando el envio de muestras al laboratorio, ademas de que la
factibilidad del material genético en este medio representa un gran avance en el

diagndstico de la enfermedad (Farias et al., 2012).

En el caso de C. perfringens la utilizacion de la PCR evita los problemas
como el aislamiento y las pruebas éticamente inaceptables que se utilizan para
dicho fin, esta técnica es una herramienta de facil utilizacion en el diagndstico
veterinario de rutina (Piatti et al., 2004; Zerbini y Ossiprandi, 2010). Comparada
con otras técnicas de identificacién, basadas en una gran cantidad de muestras, la
tecnologia basada en la PCR se considera la herramienta mas conveniente,
confiable y segura (Ahsani et al., 2010; Rahman-Mafruza et al., 2012), esta puede
emplearse para la deteccion de los genes de las principales toxinas, tales como a
(cpa), B (cpbl), € (etx), 1 (iap) de C. perfringens (cuadro 7) (Rahman-Mafruza et al.,
2012); esta es una técnica segura para quien la realiza, debido a que la
preparacion de la muestra comienza con una lisis celular y extraccion del ADN,
proceso que no sobrevive la célula y que la hace perder sus propiedades

patogénicas (Ahsani et al., 2010).
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Cuadro 7. Cebadores y condiciones de PCR para la deteccién los genes cpa, cpb, etx, iA, cpb2, y
cpe de C. perfringens (Das et al., 2012).

Gen de Secuencia del Concentracion del Tamafio del
la toxina cebador 5°- 3 cebador (pL) amplicén (bp)
cpa For-gctaatgttactgccgttga 0.50 324
Rev-cctctgatacatcgtgtaag
cpb For-gcgaatatgctgaatcatcta 0.50 180
Rev-gcaggaacattagtatatcttc
etx For-gcggtgatatccatctattc 0.50 655
Rev-ccacttacttgtcctactaac
1A For-actactctcagacaagacag 0.34 446
Rev-ctttccttctattactatacg
cpe For-ggagatggttggatattagg 0.36 233
Rev-ggaccagcagttgtagata
cpb2 For-agattttaaatatgatcctaacc 0.36 567

Rev-caatacccttcaccaaatactc

La PCR en tiempo real para la deteccion simultanea de las neurotoxinas
bont/a, bont/b, bont/e y bont/f de C. botulinum, ha demostrado ser una herramienta
rapida y confiable para el andlisis de alimento y muestras clinicas en casos de
botulismo; por lo que este ensayo tiene un gran valor en su aplicacién en estudios

de prevalencia; asi como en brotes (Kirchner et al., 2010).

8.4. Criterio de interpretacion de resultados

En general, los resultados de los andlisis deben ser interpretados con
precaucion. Algunos clostridios de origen intestinal (C. septicum, C. perfringens)
invaden el cuerpo rapidamente después de la muerte, incluso durante el periodo
agonico. Por otra parte, otros clostridios que son extremadamente sensibles al
oxigeno moriran rapidamente al ser expuestos al aire. No existe una regla general;
cada caso es unico. Por lo tanto, en el criterio de interpretacion deberan
considerarse aspectos tales como los signos clinicos y las lesiones, el retraso
entre la muerte y la toma de la muestra, la temperatura exterior, la calidad del
muestreo, las condiciones de transporte, asi como la pureza y el nimero de

bacterias observadas (Mainil et al., 2006).
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9. Tratamiento

Todos o la mayoria de las especies de Clostridium son intrinsecamente
resistentes a los aminoglucésidos (como todos los anaerobios), sulfonamidas (C.
perfringens es una excepcion) y diaminopirimidinas. La resistencia adquirida hacia
los miembros de otras familias de antibidticos, especialmente a los macradlidos,
lincosaminas, tetraciclinas y fenicoles, se ha ido desarrollando progresivamente.
Incluso, algunos Clostridium spp. poseen determinantes genéticos (plasmidos,
transposonas, etc.) para el desarrollo de resistencia y estos mismos sirven como
reservorio de genes de resistencia para otros géneros y especies (Mainil et al.,
2006).

10. Control y Profilaxis

El control y la prevencién comprenden medidas adecuadas de manejo y
vacunaciones sistematicas del hato debido a que los animales estdn en contacto
permanente con los agentes y los factores que pueden desencadenar la

enfermedad (Miyashiro et al., 2007).

La proflaxis y el control son esenciales, y la primera aproximacion a esto es
la vacunacion (Zerbini y Ossiprandi, 2010; Rahman-Mafruza et al., 2012). Para
gue esto sea exitoso, la vacuna debe estar basada en las cepas clinicamente
relevantes. Por lo tanto, la identificacién de los toxinotipos y subtipos es critica
para el desarrollo y uso efectivo de las medidas de prevencion, incluyendo la

vacunacion (Zerbini y Ossiprandi, 2010).

El éxito de los programas de vacunacion depende del manejo, el tiempo
adecuado de aplicacion de la vacuna y el la utilizacion del producto comercial
adecuado. La aplicacion de bacterinas/toxoides multicepas de Clostridium spp.
son parte importante en los programas de vacunacion (Curci et al., 2010).
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Respecto a C. botulinum, la inmunizacion activa se recomienda hasta los 45
dias postparto, debido a que el nivel de inmunidad transferido pos la vacas

vacunadas es alto (Curci et al., 2010).

Se considera que la vacunacion con toxoide bivalente C y D es altamente
efectiva contra el botulismo en el ganado, pero el toxoide bivalente puede ser
inefectivo contra el botulismo bovino causado por la BoNT/CD. De hecho, las
vacunas H; recombinantes para los serotipos C y D tienen poca eficacia en la
neutralizacion de la BOTN/DC comparada con la BoTN/C, BoTN/CD y la BoTN/D
(Nakamura et al., 2010).

Las enfermedades clostridiales pueden afectar al ganado de cualquier
edad, pero la preocupacion recae mas que nada en aquellos entre los 6 meses 'y 2
afos de edad. Algunas de las vacunas requieren de una revacunacion entre las 4

— 6 semanas de la aplicacion de la dosis inicial (Troxel et al., 2001).

Las vacunas clostridiales contienen adyuvantes con propiedades
especificas, utilizados para potencializar la respuesta inmune contra los antigenos
contenidos en la vacuna; sin embargo, el efecto de los diferentes animales sobre

el rendimiento de los animales merece consideraciéon (Richeson et al., 2009).

Es muy importante que la vacuna sea aplicada en el tiempo debido para
estimular una fuerte respuesta inmunologica contra los tipos de C. perfringens
causantes de diarrea o enterotoxemia (figura 10). Se ha observado que la
respuesta a los antigenos clostridiales es mayor cuando la segunda inmunizacion
se retrasa entre 2 y 6 semanas después de la dosis inicial. También se reporta
que los titulos de anticuerpos en el calostro pueden aumentar si las madres son
vacunadas 4 meses antes del parto; por lo tanto, la no aplicacion de vacunas y el
consumo insuficiente de calostro puede ser la respuesta a la alta incidencia de

diarrea neonatal e infecciones clostridiales (Ko¢ y Gokcge, 2007).

23



Figura 10. Sitios de aplicacién para las vacunas clostridiales: A) subcutanea en la oreja 'y B)
subcutanea en la region pre-escapular (Chirase et al., 2001).
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