Técnicas de  aislamiento  de Clostridium spiroforme, a partir de casos de enteritis en conejos

Introducción
La enterotoxemia de los conejos causada por cepas productoras de toxina Iota de Clostridium spiroforme (C. spiroforme) (SMD), ha sido descripta como consecuencia de estrés por manejo, debida a desequilibrios en la dieta (Carman y Evans., 1984), posterior a la administración de algunos antibióticos (Hara-Kudo et al., 1996) o de aparición espontánea (Bain et al., 1998). Habitualmente solo se realiza un diagnóstico presuntivo de la enfermedad, basado en la demostración de la bacteria en el intestino del animal afectado, mediante impronta del contenido cecal y visualización de bacterias Gram positivas de forma circular o espiral.

 Sin embargo, el diagnóstico definitivo comprende el aislamiento de la bacteria, su identificación mediante pruebas bioquímicas (Carman y Evans., 1984), la demostración de la toxina en el contenido cecal (Butt et al., 1994) y la presencia de signos clínicos y lesiones típicas de la SMD. El objetivo de este estudio, fue el de comparar 4 técnicas para la detección o el cultivo de C. spiroforme en heces de conejos, con o sin lesiones de enteritis. 

Materiales  y  Métodos 

Cincuenta y cuatro casos clínicos (1 a 5 conejos menores de 60 días de vida), procedentes de diversas explotaciones cunícolas de Cataluña, Levante, Aragón y Portugal, fueron sometidos a necropsia entre julio del 2002 y diciembre del 2003. Se realizó una valoración de las lesiones entéricas (enteritis catarral, impactación del contenido cecal y enterocolitis mucoide). La toma de muestras para la detección y/o el aislamiento de C. spiroforme en la sala de necropsias consistió en:

a) Siembra de contenido cecal en agar MacConkey. 

b) Siembra de contenido cecal en agar sangre de cordero (denominado AS-1).

c) Impronta directa de la mucosa cecal (denominada IMP-1).

d) Recogida de contenido cecal (2 alícuotas de 2 ml cada una). 

En el laboratorio, la IMP-1 fue teñida mediante tinción Gram. El agar MacConkey se incubó en aerobiosis a 37º C por 24 horas. El AS-1 se incubó en condiciones de anaerobiosis estricta a 37º C por 24-48 horas.

 Una de las muestras de heces fue procesada por la técnica de flotación, para la detección de ooquistes de coccidias.

La segunda muestra de heces se procesó esencialmente como lo describieron Holmes y colaboradores (Holmes et al., 1988). Las heces no diluidas fueron sometidas a centrifugación a 4ºC y 20.000x durante 15 minutos. 

El sobrenadante se desechó cuidadosamente y la interfase entre el sobrenadante restante y el pellet se empleó para la realización de una segunda tinción Gram (denominada IMP-2) y una segunda siembra en agar sangre de cordero (denominada AS-2) que se incubó en las mismas condiciones de las AS-1. Las improntas (IMP1 e IMP-2) fueron evaluadas para la presencia de C. spiroforme mediante microscopía óptica. 

A partir del agar MacConkey se aislaron e identificaron las bacterias que presentaron crecimiento abundante. A partir de los AS-1 y AS-2 se realizaron subcultivos en anaerobiosis de colonias de 1 milímetro de diámetro, no hemolíticas, lisas, opacas y de color marronoso. Las colonias aisladas en cada caso se observaron al microscopio tras tinción Gram. Aquellas que mostraron la morfología típica de C. spiroforme se consideraron positivas. 

Resultados  y  Discusión 

De los 54 casos clínicos analizados para la presencia de C. spiroforme, 30 (55.5%) fueron negativos y 13 (24.1%) fueron positivos a las 4 técnicas simultáneamente.

 La detección de casos positivos osciló entre el 24.1% (AS-1 y AS-2) y el 44.4% (IMP-2) (Tabla 1).

 Al realizar una centrifugación previa del contenido cecal se incrementó la proporción de improntas positivas en un 14.8%. Sin embargo, en ninguno de estos casos se consiguió el aislamiento de C. spiroforme. Esta misma tendencia fue reportada previamente (Holmes et al., 1988). 

Tabla 1: Detección de Clostridium spiroforme mediante 4 técnicas de laboratorio

	
	Impronta  y 
siembra  directas
	Impronta  y  siembra 
tras  centrifugación

	Muestra
	IMP-1 - AS-1
	IMP-2 - AS-2

	Casos positivos/Total casos
	16/54 - 13/54
	24/54 - 13/54

	% positividad 
	29.6% - 24.1%
	44.4% - 24.1%


En la necropsia se observaron 44 casos con lesiones macroscópicas y 9 sin ellas (un caso no fue documentado). De estos últimos, 1 (un grupo de 3 animales) fue positivo a C. spiroforme en la muestra IMP-2. Este resultado concuerda con otros trabajos (Carman y Borriello, 1984; Holmes et al., 1988), que reportaron la presencia de C. spiroforme en animales aparentemente sanos. 

Analizando por separado los 44 casos con lesiones entéricas, se aisló C. spiroforme en el 27% de ellos, siendo también la muestra IMP-2 la que detectó una mayor proporción de positivos (48%). Estos últimos resultados son inferiores a los reportados por Holmes et al. (1988) y comparables con los de Cerrone et al. (2003). Estos últimos autores aislaron C. spiroforme de conejos con patología entérica en un 36% de animales lactantes (de 0 a 28 días de edad), en un 15% de conejos destetados (29-40 días de edad) y en un 21% de conejos de engorde (41-80 días de edad). 

Los análisis bacteriológico y parasitológico de los 44 casos con diagnóstico de enteritis se resumen en la tabla 2. 

Reportes previos (Peeters et al., 1986) describen la coinfección entre C. spiroforme y otros patógenos entéricos de los conejos como, Escherichia coli, Eimeria spp. Rotavirus y Criptosporidios. 


Tabla 2: Microorganismos aislados en 44 casos clínicos de enteritis de conejos

	Microorganismos
	Casos positivos/Casos analizados
	Incidencia (%)

	C. spiroforme1
	2/44
	4.6

	C. spiroforme1 + E. coli
	15/44
	34.1

	C. spiroforme1+ C. perfringens 
	6/44
	13.6

	C. spiroforme1 + Eimeria spp.
	3/44
	6.8

	C. spiroforme1 + E. coli + C. perfringens
	3/44
	6.8

	C. spiroforme1 + E. coli + Eimeria spp.
	2/44
	4.6

	C. spiroforme1 + C. perfringens + Eimeria spp.
	2/44
	4.6

	C. spiroforme1 + E. coli + C perfringens + Eimeria spp.
	1/44
	2.3



1C. spiroforme detectado por impronta tras centrifugación del contenido cecal. 

Los resultados obtenidos corroboran la utilidad de la centrifugación previa de las heces, para incrementar el éxito de la detección de C. spiroforme, no así el incremento de cultivos viables de la bacteria. 
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