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INTRODUCCION. 

Los Clostridium son bacilos anaerobicos o microaerof!licos 

gram positivos, formadores de esporas, que en su mayor parte 

llevan en la naturaleza una existencia saprÓfita. Su habitat 

natural es el suelo v aparato qastrointestinal del hombre y de 

los animales. Estas bacterias existen en una relaci6n s1mb16-

tica mal comprendida, en la cual protegen contra la coloniza­

ci6n e invasi6n por bacterias pat6genas y contribuyen a la fun 

ci6n digestiva normal; sin embargo, los microorganismos anaero 

bios end6genos o adquiridos ex6genamente pueden invadir y des­

truir tejidos cuando la piel y las barreras mucosas resultan -

comprometidas por la cirug!a, traumatismo o tumor y cuando los 

potenciales redox de los tejidos se alteran por isquemia, ne­

crosis o infecci6n, ocasionando as! diversos procesos patol6g~ 

cos. (21). 

No todos los Clostridium son pat6genos. En realidad solo 

una pequeña minor!a son capaces de producir enfermedad. 

Esta minor!a de Clostridium pat6genos tienen una caracte­

r!stica coman; todos producen potentes exotoxinas con actividad 

enzirn~tica. Existen especies que descomponen prote!nas, otras 

fermentan carbohidratos y algunas tienen ambas actividades. 

Horfolog!a. 

Estos bacilos son de tamaño variable, generalmente son laE_ 

gos, estrechos y con extremos redondeados. Todas las especies 

esporulan, pero la situaci6n de la espora es variable (central, 
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subtcrrninal y terminal). La mnyoría de las especies son móviles 

gracias a flagelos perítricos 1flage1os diseminados en toda la 

superficie celular). En algunas se observa una capsula (~.per­

•fringens). Son gram-positivos en los cultivos jóvenes, pero se 

decolor§n facilmente en cultivos viejos. Cabe señalar, sin em­

bargo, que no todos los Clostridium son gram positivos (los Clos 

tridium que fermentan la celulosa por ejemplo, son gram-negati­

vos) no todos son anaerobios estrictos (E_.h'istolyticum y ~ .• ~­

tium por ejemplo crecen en aerobiosis) y algunos como E,.welch1i 

(~.perfringens) esporulan raramente y solo en medios especiales 

(15). El tamaño y forma de las colonias es muy variable segGn 

distintas condiciones. En agar sangre la hemólisis al princi­

pio es del tipo alfa, ?ero más tarde se transforma en tipo beta 

(12). 

Consideraciones Generales. 

La especificidad de tipo entre los Clostridium depende ap~ 

rentemente de los antígenos o y H. Los anttgenos solubles y las 

glooulinas específicas han sid~ eticaces en la diferenciación de 

especie (12). Sin embargo, otros autores (2) mencionan que mu­

chas especies de Clostridium se han separado en tipos segGn su 

capacidad de elaborar exotoxinas específicas. La naturaleza y 

cantidad de toxinas varia considerablemente para las diferentes 

especies y cepas. flay cuatro toxinas mayores y ocho menores 

descritas y clasificadas scgCin letras griegas (2). Entre las 

m5s importantes estan la lecitinasa, colagenasa, hialorunidasa, 

la toxina hemolítica teta, leucosidina, desoxirribonucleasa y 

una fibrinolisina (21). Todas ellas se producen en el interior 
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de las células, algunas facilmente difunden a través de la pa­

red celular y salen al fluido de cultivo, estas son las toxinas 

extracelulares (exotoxinas). Otras no se ditunaen a través <le 

la pared celular facilmente y s6lo se encuentran en el fluido 

de cultivo después de la lisis ae la célula, estas son las to­

xinas protopl§smaticas (endotoxinas) (17). Estas potentes to­

xinas son excretadas en la lesi6n local y pueden causar la muer 

te cuando son vertidas a la sangre circulante del individuo. 

Caracteristicamente las enfermedades se manifiestan primero por 

una toxemia aguda (botulismo y tétanos) y secunaariamente como 

un edema gaseoso, el edema es la regla general y la producción 

de gas es inconstante. Los miembros de el género que son de -

significancia en enferrnedaaes animales y numanas incluyen al c. 

chauvoei, ~.septi~, ~.novyi, ~.perfringens, ~.sordellii, ~· 

botulinum, ~.tetani, ~· haemolyticu1~_, ~.biferrnentans, ~.histolx­

ticum y C.fallax (2,4,6,12,19,21J. 

Los tipos de enfermedades determinadas por los Clostridium 

pueden clasificarse en toxigénicas e histot6xicas (12). Clos­

tridiurn ~ y Clostridium botulinum provocan enfermedades -

toxigénicas mediante las toxinas que peoducen. En tétanos la 

toxina se libera por el germen en la zona de la herida, se di­

funde a torrente sangu1neo y luego a todo el organismo. En el 

botulismo, la toxina se forma en carne insuficientemente este­

rilizada y la enfermedad se produce por la ingesti6n de alime~ 

tos que la contienen. Las especies que causan el tipo histot~ 

xico de enfermedad (lesi6n grave del masculoJ se llaman frecuc~ 

temente grupo de "edema gaseoso" o de la "qangrena qaseosa". 
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Este grupo da lugar a una toxina que lesiona las celulas muse~ 

lares. Fermentan la glucosa muscular, originando gas. Se ~r~ 

duce edema por la alteraci6n de los capilares de los músculos, 

lo cual provoca que la linfa se acumule en la zona afectada. 

Clostridium chauvoei, que produce e! carbunco sintomltico y 

Clostridium septicum que determina el edema maligno, son excel~n 

tes ejem~los de las especies que originan el tipo histot6xico 

de enfermedad. 

En la inmunizaci6n contr~ los anaerobios toxigénicos se e~ 

plean antitoxinas. Para los ti9os Menos toxig6nicos se dis9one 

ae filtrados bacterianos y suero an~itoxinas. La inmunizaci6n 

contra el t6tanos, ootulismo y c~rbunco sintom~tico se practica 

universaimente con éxito. 

Las Clostridiasis, debido a la ubicuidad de sus agentes -

etiológicos, a las peculiaridades de esa Ubicuidad y a la nece 

sidad de la intervenci6n, para su aparici6n, de algunos facto-

res determinantes, tienen tres caracteres epizootiol6gicos co-

munes: 

a) Diseminación universal. 

b) No transmisibilidad por contacto directo. 

c) Incidencia esporldica con grandes variaciones de un clima a 

otro y, en el mismo país, de una región a otra. 

CLASIFlCl\CION DC LAS ENPC::rulEDl\DFS PRODUCIDAS POR CLOS'rJUDIUM. 

Max Stcrnc e Irene Batty ( t9l clasifican a los Clostridium 

de ac:11erdo a l il s L'll fe r~ned ad·~s que c<iusiln, de la siguiente mane 



ra: 

ENFEIUlliDAD 

A) Gangrenas gaseosas e infecciones 

de Mridas. 

B) Enterotoxemias e infecciones. 

C) infecciones neurotrópicas 

CLASIFICACION DE LOS CLOS'l'RDHUM. 
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AGENTE 

c. chauvoei 

c. histolyticum 

C. ~ tipo A y B 

c. perfringens tipo A 

c. septicum 

c. sordellii 

c. novyi tipo u y D 

(haemoliticum) 

g_~ sordell!ii 

c. perfringens tipo 

A, B, C y D 

c. septicum 

c. botulinum, tipo A, 

B, C, o, E, F y G 

c. tetahi 

Pijoan (15) clasifica a l~s Clostridium de acuerdo a la -

forma en que estos producen sus exotoxinas. Ast los Clostridium 

patógenos pueden ser subdivididos en 3 grupos m~s o menos bién 

definidos: 

A) Clostridium exotóxicos: 

Estos clostridium se caracterizan por producir toxinas de 
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gran potencia (de hecho los venenos mis poderosos que se cono-· 

cen). Estas toxinas son las responsables de producir la enfer 

medad y eventualmente la muerte del animal; sin embargo la ba~ 

teria en si no es invasiva. Dos especies caen naturalmente den 

tro de este grupo:-~. uetani y c. botulinum. 

B) Clostridium invasivos de origen traurnatico: 

Este grupo incluye todos los agentes ae la gangrena gase~ 

sa del hombre y la mayoría de aicnos agentes en los animales. 

Sus dos especies más representativas son: C. perfringens en el 

humano y ~.septicum en los anima1es (Wilson y Miles, 1975), aun 

que una gran variedad de especies, tales como c. novyi (~.oede­

matiens), ~· bifermentans, ~· sordellii y ·c. !!_j.stoly::iCU"ll, oca­

sionalmente se asocian en este síndrome. 

CJ Clostridium in_yasi~ de origen digestivo. 

Estos Clostridiurn, que solo se han demostrado de manera -

concluyente en animales, presentan la patogenia menos compren­

dida. El grupo est~ representado fundamentalmente por ~.chauvoei 

(que produce el Carbón Sintom~tico también llamado carbunco si!!_ 

tom~tico o pierna negra) ~.haemolyticum_ (Hemoglobunuria bacilar) 

y algunos seroti~os de c. perfringens. 

HISTORIA: 

oebido a que el genero Clostridium es muy amplio, me res­

tringir~ a estudiar a las especies que estan int:imamente asoci~ 

das a la "gangrena gaseosa", también conocida como "edema gas9_o. 

so" o "edema rna1tgno", l~n cuales son enfermedades que afectan 
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frecuentemente al ganado bovino, caprino y ovino. 

Clostridiurn chauvoei. 

La pierna negra (Carbunco sintomático) , es una infección 

del grupo de la gangrena ~aseosa que afecta al ganado bovino, 

caprino y ovino, es causada por la propagación de ·c. chauvoei* 

en los rnGsculos y asociado a tejido conectivo. Otras de las 

sinonimias de este agente son: Bacillus. chauvoe'i, Bacillus gan­

graenae ernphysematosae, Clostridiwn feseri, bacilo del carbun­

co sintomático. 

Las primeras referencias sobre el descubrimiento de este 

agente se refieren a Chabert, en los anos 178üs, quien enuncia 

doctrinas de diagnóstico, diferenc!a el carbunco sintorn&tico -

del carbunco bacteriano a base de los síntomas y lesiones. Bo-

llinger y Feser !1875-1876 respectivamente) son los primeros en 

demostrar que el carbunco bacteriano y el sintorn&tico tenían -

agentes etiológicos distintos. Arloing, Cornevin y Thomas (11:177) 

realizaron importantes aportaciones sobre el carbunco sintorn&t!_ 

co, idearon y atenuaron una bacterina la cual ahora se encuen-

tra desacreditada pero que si11 embargo fue usada aurante 60 años 

o rn~s; esto explica porgue c~1 frecuencia se les considera corno 

los aescubridores del germen (4,6,12,16,17). 

Clostridiuni.septicurn. 

~ste microorganismo fue probablemente el primero de los -

*Bl nombre de este germen se debe a J.B.A. Chaurean, científi­
co francés del siglo XIX. 
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Clostridium histot6xicos aescrito por su apariencia e identiti-

do por Pasteur y Joubert como Vibrion septigue (17,18). Koch 

y Gaffky (1881) lo describieron y le dieron el nombre de Oede-

mbacillus, Liborius lo nombra como Bacillus oeaematis m~ligni, 

Mace lo llama Baci1lus septicus, y Schroeter como Bacillus oc-

dematis. En la actualidad se tienae a aarle el nombre espec!-

fico septique de Pasteur, que tiene prioridad, latinizandolo y 

convirtienctolo en septicum. ·clostridium septicum es uno de los 

gérmenes del grupo del edema gaseoso que se na asignado frecuen 

temente en los períodos bélicos (4,6,12,16,17), 

Clostridium novyi. 

Fue descrito por primera vez bajo el nombre de Bacillus -

oedematis maligni II por Novyi en 1894. El nombre fue cambia-

do a Bacillus ~ por Migula en 1900. En 1915 fue aislado y 

descrito por Weinberg y Seguin bajo el nombre de Bacillus oede-

matiens. El Manual de Bergey 8ª Edición reconoce como válida 

la designaci6n de Clostridium novyi. Un organismo similar fue 

aislado de ~ases de hepatitis necr6tica en cabras por Zeissler 

y Rassfeld (19L9), quienes lo nombran Bacillus ~· Cultivos 

no patógenos fueron aislados de animales de laboratorio por 

Kraneve1d (1934). En la clasificación de Prévot (1938) se le 

encuentra como C1ostridium bubalorum. Aunque los autores Bri-

tánicos y Europeos lo nombran Clostridium oedematiens, parece 

t:ener prioridad el nombre de Clostridium ~ (4,6,12,16,17). 

Clostridium sordellii. ----
Bn 1922, Sordelli aisló en Argentina un germen al que de-
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nomin6 Bacillus oedemat:iens sporogenes, de dos casos mortales 

de gangrena gaseosa humana. Meleney, Humphreys y Carp (1927), 

sin co11oct:ir el trabajo dt:i Sordelli uescril>ieron y denominaron 

un germen similar, el Clostridium oedematoides. En 1927 Hall 

y Scott propusieron el nombre de Bacillu~. sordelli1 después de 

haber estudiado cultivos aislados de casos humanos de gangrena 

gaseosa. Algunos microbiologos encontraron similitud entre el 

Clostridium sordeliii y el Clostridiúm bifermentahs; por lo 

cual, consideraron al Clostridiwn h1fermentans una variante no 

pat6gena del Clostridiu~ sordellii. Actuaimente se sabe que -

existen oiferencia serol6gica y bioquímica entre estas dos es­

pecies (4,6,12,16,17). 

Clostri~~ perfringens. 

Este germen fue aislado por primera vez y descrito corre~ 

tamente, en 1892, por welch y Nutal, quienes lo aislaron de un 

cadaver. En 18Y3 E. Fraenkel ais16 un germen al que llam6 ~· 

phlegmonis emphysematosae de cuatro casos de gangrena gaseosa. 

En 1898, Veillon y Zuber le dieron el nombre de Bacillus ~!:.­

fringcns empleado en la edición de 1948 del Manual de Bergey. 

En su clasificaci6n de 190u Migula design6 el germen con el nom 

bre de Bacillus welchii. Desde la descripción realizada por -

Welch en 1900 a la fecha se han aislado oe multitud de procesos 

que afectan tanto al hombre como a los animales, por lo cual se 

ha dado las siguientes sininimias: Bacillus aerogenes ~ñpsulatus, 

Bacillus welchii, Hacillus phleg'.Tloni~ e111pnyse111atosae, u. ~ntcri­

tidis ~orogenes, Bacilius perfringens, 'Granulo bacillus s~ccha­

~ butyric'us immobilis, Ba'cilJ.us an;oierobicus crvtobutvrir.'us, -
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Bacillus cadaveris butyricus, Bacillus 8mphysematis vaginae, -

Clostr idium welchii 112, 16 J , 

DlAGNOS'l'ICO. 

La bacteriología de anaerobios en el §rea de procedimien­

tos de diagn6stico de rutina ha sido muy descuidada. Esto se 

debe a que los procedimientos para la identificaci6n de las bac 

terias anaerobias son dificiles y poco conocidos, espec:almen­

te para los laboratorios de diaqn6sticos de rutina (3,8,14). 

Sin embargo, se ha visto que ;1n1c:1as clínicas que se han entera 

do de procedimientos disponibles para el cultivo e iden~ifica­

ci6n de bacterias anaerobias,han incrementado el número de cul 

tivos de anaerobios positivos en sus aislamientos (9,14,23). 

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION. 

Los pri1~eros frotis con tinci6n de Gram, tomados de exud~ 

dos de las heridas que muestren bacilos Grarn-positivos esporu­

lados si~mpre deben ser sospechosos. 

Rutinas ~seguir para estas muestras: 

Las muestras sospechosas son sembradas en los siguientes 

medios: 

- Agar sangre, incubado en forma aerobia. 

- Agar sangre y agar yema de huevo incubados en forma anaerobia. 

NOTA: Para muestras que son transportadas se recomienda sembrar 

en 2 frascos de medio de Robertson con carne o medio reforzado 

para Clostridium, uno de los C"nles es calentado a 65°C durante 

30 minutos para aniauilar los organismos no esporulados después 
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de la inoculaci6n (co1110 c;_.perfrJ':!!_~~ no forma esporas en los 

tejidos, el frasco calentado quiza no muestre este microorgani~ 

mo en los cultivos secundarios). 

~ Medio Smith y Holdeman el cual es un excelente medio para an! 

erobios y para pruebas de utilizaci6n de carbohidratos. Los -

carbohidratos más usados en la diferenciaci6n de especie son: 

Glucosa, lactosa, suerosa, maltosa, salicin y manito! tver ta­

bla I). 

- Las pruebas bioqu1micas son variadas y para diferenciar entre 

tipos, se requiere generalmente de pruebas con antitoxinas. 

La ~erología de los anaerobios pat6genos fue revisada por 

Smith (1955). Con excepci6n de la prueba de inmunofluorescen­

cia las reacciones serol6gicas, tales como ag1utinaci6n somát~ 

ca y flagelar, pruebas de precipitación y fijación de complem~n 

to, no juegan un papel importante en el reconocimiento o subdi 

visi6n de estos microorganismos debido a que presentan muchas 

reacciones cruzadas. 

La ap1icaci6n de las t~cnicas de tinciOn inmunofluorescentcs 

de algunas especies de Clostridium por llatty y l'l'alKer ( 1963 a,b; 

1965; 1966) proporcionan un sistema adecuado para la identific~ 

ci6n de estos organismos (Walker, Batty y 'l'homson, Métodos de 

Microbiolog!a, vol.5)". El trabajo de Batty y Walker (1963 a,b; 

1~651, mostr6 que Clostridium septicum y Clostridium chauvoei 

pueden identificarse y diferen~iarse uno de otro con certera es 

pecificidad usando antisueros "O" vegetativos marcados con flu~ 

rescencia. Por estos métodos los organismos pueden identificar 
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se, no solal'lentc en frotis de cultivo purcs y mixtos, sino tal'l 

bién en frotis de material patol6gico y en secciones de tejidos. 

Esta técnica puede proveer igual valor en diferenciación de 

miembros proteoliticos como en Clostridium botulinum de ClostrJ­

diu.Jl!. sporogenes (Batty y !'lalker, 1964, 1965; Boothroyd y Georgala 

1964 l. La fluorescencia de anticuer1?os l'larcados también act.ua 

especifical'lente para Clostri.liurn. ~atie~. y Clo'3tridium ~-· 

ni (Batty y Walker, 1%3b, 1965), La aplicación con exito de 

las técnicas de inmunofluorescencia depende del fraccionamiento 

de las porciones antigénicas de varias capas de las especies -

particulares para obtener al menos un antígeno en comun que no 

pertenece a ning6na otra especie (13). 

GENERALIDADES SOBRE LA TEC.:NICA DE AN'rICUERPOS FLUORESCENTES, 

La técnica de marcar los anticuerpos o los antígenos con 

ciertos productos qu!l'licos que poseen la propiedad de ser fluo-

rescentes,es de desarrollo creciente y ha sido la base de muchos 

métodos de diagn6stico e investigación (111. Entre los diferen 

tes reactivos qun introducen grupos fluorescentes en las protef 

nas, el más a~plia:.ierfte usado es el isotiocianato de fluoresceí 

na. Los anticuer9os marcados con fluoresceína son intensamente 

fluorescentes, retienen su reactividad específica y esta se pu~ 

de percibir por medio de microscopios con iluminación ultravio-· 

le ta. 

El principio básico implicado en el procedimiento es que 

en el portaobjetos del microscopio se produce la microconjuga­

ción entre el anticuerpo marcado conocido y el patógeno espec!. 



TABLA I. llFJ\OCIOOES BIO;:JUIMICAS CARACTERISTICil.S DE IAS ESPEX:IF.s MAS IMPOIW\NTES DE CLOOTRIDIUM 

Activi- DÍ ges Yema de huevo Patogenici 
dad ge- ti3'n- dad de anI 

M:lti- Glu- Mal- Lac- Sucr~ S~l! Manl latina- de l~·Opalescencia Capa perlada males de = 
Organisno lidad cosa tosa tosa sa * cin tol sa Indol che laboratorio 

Cl.perfringens + + + + V + + V 

Cl. bu tyricum + + + + + + V 

Cl. fallax + + + + + + V V 

Cl. chauvoei + + + + + + + + 
Cl. septictun + + + + + + + 
Cl. botulim.nn (A,B y F) + + + V + + + + + 
Cl.botulinum (C-EJ + + + V 

C!. oedematiens (AJ (novyi) + + + + + + + 
Cl.oedernatiens (li) + + V + + + 
Cl.oedernatiens (C) + + + + 
Cl. oedernatiens (O) + + V + + + 
C.:l.oife~ntans + + + + + + + + 
Cl. sordellii + + + + + + + V 

Cl • sporogenes + + + V + + + + V 

Cl.tetanonorphum + + + V 

Cl,capitovale + + V 

Cl.tetani + + + V 

Cl. histol yticum + + + + 

Toma o e Willis, A.T. (1977) y conpl~ 

V= Variable rrentado de Smith, L.D. (1975). 
* Suerosa = Sa~arosa. 
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TABLA II. ESQUEMA DI:! 'l'RAIJl\JO PARA AISLAllIEN'l'O E IDENTH'I­
Cl\CION UE CLOS'l'RillIUM 

NOTA: se puede trabajar la 
muestra delas siguien 
tes formas : -

MUES'fRA SOSPECUOSA 
(BASTONES ESPORULADOS) 

SE SIEMIJRA EN: 

MEDIOS LIQUIDOS 

l 
MEDIOS SOLIDOS 
(no selectivos) 

l 
MEDIOS SOLIDOS 

\selectivos) I 
1~--'---..! 

-Medio reforzado para - MEDIOS NO SELECTIVOS *Agar sangre *"flgar yema de 
enriquecido huevo enrique 
con suero es cido con sue= 
teril de ca= ro esteril de 
hallo (8i) caballo (81) 

Clostrictium 
-Medio Smi.th y Ho1deman 
-Medio Robertson con -
carne 

-Medio de •r.ioglicolato 
-Medio selectivo para -
clostridium tMerck). 

Dos tubos conteniendo -
cuaiquiera de ios medios 
antes mencionados son -
inocuiados con la mues­
tra. Un tubo se calienta 
a 65'l: durante 3u min. y 
posteriormente se incu­
ba a 37t durante 24 h y 
el otro tubo se incuba 
directamente a 37t duran 
te 24 h. 

El crecimiento obtenido 
se siembra en: 

** 

+ + 
Po}imixin ll Polimixin B 

Se inocula una placa 
de cada uno de los -
medios y se incuoan 
en at~6sfera anaero­
bia ae 2q a 3b horas 
a 37t:. 

Sin pol1mixin Sin polimixin 

Se inocula una placa de 
cada uno de los medios 
y se incuban en atmosfe 
ra anaerobia de 24 a 36 

horas a 37't.J---~~~~~~~~~~~~~ 

La identificaci6n ae las colonias aisladas se 
efectua de acuerdo a las siquientes prueoas y 
observaciones: 

-Cambios de medio 
-Coracterísticas de 

las colonias. 
-Reacci6n de Gram 

(morfología). 
-catalaza. 

-Fermentaci6n.de car 
bonidratos o croma~ 
tografía de gases. 

-Prueoas con antito­
xinas. 

-Pruebas ae inmuno­
fluorescencia. 



Peaccion 
de cata­
laza. 

J; 

(+) 

(+) 
Peptococos 
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TABLA UI. GUIA PARA LA IDENTIFICAC:tON DEL GENERO DE 
LAS BAC'l'EHIAS ANAEROBIAS MAS IM.ºOR'l'ANTES. 

~MORFOLOGIA 

COCO . ~ BACILO 

Tinci6n 
de Gram 

(-) 

VEILLONELLA 

(+J 

'rinci6n 
de Gram 

Reacción de 
catalaza. 

(-) 

Sphaerophus 
Dialister 
r~usobacterium 

Bacteroides 
(-) :i. (+) ¡.-----(--) ----, 

PeptoeGtreptococos Corynebact~rium Fonnaci6n de 
Propionibacterium 

(+)' 
Clostridium 

(+J J 
Actinomyces 
Ramioact:erium 

(+r 
Clostridium · 

s (+) 

esporas 

l 
(-) ~1 

Formas de 
ramas (mi 
celiosl. -

(-) 11 
Formaci6n de 
cadenas 

(-il 
Motilidad 

t (-) 
Ci llobacteri um Eubacterium 
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fico, aún cuando el Gltimo est6 presente inclusa en cantidades 

muy pequenas ya sea vivo o muerto. Recíprocamente, emplenado 

un antígeno conocido marcado es posible determinar si un suero 

conocido contiene algGn anticuerpo específico (11). Como en -

todas las reacciones inmunol6gicas es necesario establecer la 

especificidad con controles adecuados. Los anticuerpos conj~ 

gados con fluoresce!na pueden ~er usados tanto en reacciones 

directas como en indirectas para la determinaci6n y localiza­

ci6n de una amplia variedad de antígenos. La prueba directa -

consiste en colocar sobre el antígeno el anticuerpo marcado. 

La prueba indirecta o de sandwich consiste en colocar sobre el 

ant!geno los anticuerpos específicos sin marcar. Después de 

un período de incubaci6n se lava el exceso y se agrega un seg~n 

do anticuerpo marcado específico contra el primer anticuerpo. 

La reacci6n indirecta amplifica la respuesta y permite que un 

conjugado sea utilizado en una amplia variedad de recciones se 

rologicamente específicas. 

l·lediante el uso de anticuerpos específicos marcados se p!:!_e 

den identificar varias especies de Clostridium, por lo que la 

enfermedades como enterotoxemia (~. perfrinqens tipo A,B,C y D) 

enfermedad del riñon pulposo (~. !:!ºvy i tipo D tambi~n llamado 

c. hacmo_!yticu~ o c. e:erfringens tipo D); :1epatitis necr6tica 

en bovinos (~. novyi tipo B); tetanos {~. ~); carbunco si~ 

tnm:§t:ico (~. cnau_l!oc2:_, ~· septicum, ~· novyi tiro !3, S:· sorde­

·_l_!_~~l, disentcda ovlllil (~. per~rinqens), P.tc., se ¡rnerlen dia~ 

ncisticur rapidanentc ( 19). 
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En este trabajo utilizamos el m6todo directo ya que es -

sencillo, fácil de usar y permite identificar los. germenes -

patogenos involucrados. Es necesario mencionar que al usar 

bacterias completas como antígenos se crea una amplia respues­

ta de anticuerpos, por l~ que puede bajar la especificidad de 

la prueba, sin embargo este método tiene la ventaja de ser rá 

pido, reproducible y nos permite abrir la puerta para un cam­

po de investigaci6n más amplio hasta la obtenci6n de antisue­

ros monoespecíficos que mejoren la especificidad y aplicaci6n 

del método. 

JUSTIFICACION DEL 'l'RABAJO. 

En algunos paises existen pruebas como la neutralizaci6n 

de toxinas, cromatografía de gases, y algunas otras que son de 

gran utilidad para confirmar diagn6stico bacteriol6gicos, sin 

embargo, es necesario emplear métodos que proporcionen la rá­

pida identificaci6n de los gérmenes pat6genos específicos, 

mientras se esperan los resultados de las técnicas bacteriol6 

gicas tradicionales. 

La caracterizaci6n de las distintas especies de Clostri­

dium involucradas en los procesos patol6gicos de los animales 

(pierna negra, mal de paleta, edema maligno, etc.) no ha sido 

hasta la fecha un sistema de diagn6stico adecuado. De poder 

evitarse la contaminaci6n de las muestras por la flora anaero­

bia normal, la actual tecnología permitiría aislar microorganis 

mos anaerobios de importancia clínica hasta en el 10% de las 
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muestras enviadas a un laboratorio de Bacteriología (21). 

Como es conocido en nuestro pa!s, la toma de muestras es 

~uy deficiente por lo tanto, aumenta la dificultad para difer~n 

ciar entre las especies causanten del proceso y aquellas prod~c 

to de contaminaci6n después de la muerte del animal, es por e~ 

ta raz6n que buscando una soluci6n adecuada para este problema, 

se investiga el sistema de ?ruebas de inmunofluorescencia, (a~ 

ticuerpos fluorescentes). 

En México se han realizado estudios de inmunofluorescencia 

para Clostridium perfringens solo en el laboratorio (2l), sin 

embargo no se ha reportado la efectividad de esta prueba con -

muestras de campo. 

OBJETIVOS. 

al ubtenc16n de conjugados a partir de cepas de C. septicum, 

c. chauvoei, c. sordellii y ~· novy1 tipo B 

b) A partir de estos conjugados realizar diagn6stico difere~ 

cial de especies, por medio de microscopía de inmunofluo­

rescencia. 

~~TERIAL ! METODOS. 

Material biol6gico. 

Los conjugados de los Clostridium se hicieron a partir de 

las siguientes cepas: 



C. cnauvoei IRP 206 

c. novyi tipo B IR~ 190 

C. sordellii IRP 233 

c. septicum 
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Estas cepas fueron donadas por 

el National Veterinary Services 

Laboratories. 

Ames, Iowa, 

Cepa donada por el Laboratorio 

de Bacteriolog!a de la Escuela 

Veterinaria de la Universidad 

de Glasgow. 

Las cepas donadas por est~s lauoratorios fueron renitidas 

a nuestro pa!s en ampulas liofilizadas. 

Reconstituci6n de las amoulas liofilizadas. --
Las ampulas liofilizadas se reconstituyeron con soluci6n 

amortiguadora de f6sfato pH 7.0 y fueron inoculadas en el medio 

recomendado por Kolbe y col (10), para su desarrollo. Para man 

tener estos cultivos se obtuvieron esporas viables de las dife 

rentes especies siguiendo la t~cnica descrita por Bagadi (l). 

Se verific6 el g~nero y especie de estas cepas observando 

las caracter!sticas de crecimiento en medios de agar sangre y 

agar yema de huevo, patogenicidad en animales de laboratorio, 

tinci6n de gram, 9ruebas de motivilidad, catalaza, indo! y ut~ 

lizaci6n de carbohidratos (glucosa, maltosa, lactosa, sacarosa, 

salicin, manito!). 
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Producci6n ~ antígeno. 

se sembraron las cepas de c. septicum, ~· chauvoei, ~· ~­

dellii y~· novyi tipo B, en tubos que contenian caldo tiogli­

colato y en medio reforzado para Clostridium; se incubaron estos 

tubos durante 24 hrs a 3ft y para el caso de S nbyyi tipo B, 

durante 48 hrs a 31t \ya que crece lentamente). 

A partir del crecimiento de estas cuatro cepas tipo para 

desafío, se produjeron los antígenos de acuerdo a la técnica -

descrita por Claus y Macheak (5), estos antígenos se obtuvieron 

inoculando matraces de 500 ml que contenían 125 ml de medio de 

Smith y Holdeman (19) con crecimiento bacteriano de los tubos y 

se incubaron en jarras de anaerobios is a 3ic durante 12 hrs, -

después de este tiempo se adicionaron nuevamente 125 ml del mis 

mo medio, se sometieron a incubaci6n en anaerobiosis durante -

otras 8 hrs a 3~C, posteriormente se efectu6 una prueba de pu­

reza (frotis) por medio de una observaci6n microsc6pica; cuando 

las cepas estaban puras (y existía como mínimo un 80% de celulas 

vegetativas) , se procedi6 a inactivarlas adicionando formalina 

con una concentraci6n final equivalente al 1%, esta Oltima se 

mezcl6 con la suspensi6n de bacterias por agitaci6n lenta duran 

te 18 hrs a 31C, una vez terminado este paso, se procedi6 a la 

var las celulas inactivadas; esto se hiz6 con soluci6n amorti­

guadora de f6sfatos salino l3 veces), y después se estandariz6 

el antígeno a una concentración de !ixl0 8 bacterias/rnl (usando 

como referencia el tubo 3 del Nefelometro de Mac-Farland). 

Posteriormente los antfgcnos cst.1darizados se sometieron 
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a prueba de esterilidad, sembrando estos en placas de agar sal!_ 

gre t agar yema de huevo e incubando aerobica y anaerobicaMen­

te por 36 hrs a 3iC; una vez aprobada la prueba se esterilidad 

se envasaron los antígenos en frascos de loo r.ü y se conserva­

ron a 4'1::. 

Obtenci6n de los ~ hiperinmunes. 

Los antígenos obtenidos segOn la t~cnica de Claus y Macheak 

(5), se inocularon en conejos, como lo recomienda Frerichs y 

Gray (7), ya que estos proporcionan buenos títulos de anticuer-

pos cuando son desafiados con bacterinas de Clostridium. 

[e trabajaron B conejos con un peso promedio de 1.5 kg, ~s 

tos conejos se sometieron a la misma alimentaci6n 1 mes antes 

del experimento. Se inocularon 2 conejos por cada cepa bacte-

riana. La ruta de administraci6n fue la intravenosa y no se 

utiliz6 adyuvante, esto es con el fin de obtener la respuesta 

más rápida (respuesta humoaral). 

ESQUEMA DE INOCULACION 

Conejos de 
1.5 kgr. (aproximadamente) o 2 8 12 DIAS 

Volumen de 
antígeno administrado 0.2 0.8 l. 5 2 ML 

Número aproximado de 
bacterias administradas 1.Bxl0

8 
7.2xl0

8 
1.35xla9 1.Bxlif BACT/ML 

Via de inoculaci6n I.V. I.V. I.V. I.V. 

I.V. = INTRAVENOSA. 
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El volumen de inoculas se administró según lo reportado por 

Max Strene e Irene Batty 119 l. Anter. de las dos últimas inocul~ 

ciones, se sangraron los conejos y se observaron los títulos ob ' .. ' ' :> 
tenidos por la prueba de agl~ti~a~i~~~n placa que se describe 

más adelante; aí los títulos obt~nid~s el.12vo. día eran bajos; 

entonces se procedía ha efectuar una inoculación el lSvo. día -

y la dosis na administrar era de ~.O ml. Sí al finalizar el pe 

rfodo de inoculación, los títulos de anticuerpos eran adecuados 

(iguales o superiores a 1:40~) entonces se procedía ha efectuar 

el sangrado en blanco de estos animales para obtener el suero -

niporinmune, el cual fue utilizado para la elaboración del con-

jugado con isotiocianato de Fluoresceína. 

DETERMINACION DEL TITULO DE ¡i;NTICUERPOS. 

Los títulos de anticuerpos obtenidos en la inoculación de 

los antígenos de c. chauvoei, ~· septicum, ~· sordellii y ~· -

novyi tipo D fueron determinadas por prueba de aglutinación en 

placa (Claus y Machcak, 1972). 

Procedi111ientos: 

Se depositaron en la placa por medio de una pipeta de Bang 

0.08, 0.04, 0.02, 0.01 y 0.005 ml de suero, despu~s se coloc6 

sobre cada una de las diferentes cantidades de suero, 0.03 ml 

de antígeno hom6loqo de Clostridium; de esta forma se obtuvieron 

las diluciones de 1:2~ en 0.08 ml de suero, 1:50 en 0.04 ml de 

suero, 1:100 en 0.02 ml de suero, l:¿OO en O.O! ml de suero y 

1:400 en 0,005 ml de suero. Posteriormente se nomogenizó con 
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un palillo la mezcla suero-antígeno comenzando por la dilución 

más alta y terminando en la más baja; se dej6 repozar lft placa 

durante 8 minutos y después se efectuó la lectura. 

0 Los resultados en la lectura fueron : Cuando los conglome-

rados de antígeno aglutinado estaban separados por líquido el~ 

ro transparente e incoloro fue leido como positivo o aglutina-

ción completa (+); cuando hubo una aglutinación manifiesta au12_ 

que en diferentes grados, sin clarificación completa del liqu! 

do esta se leyó como incompleta (~) y cuando no existió ningún 

signo de aglutinación la reacción se consider6 negativa (-). 

CONJUGACION DE ANTICUERPOS CON ISOTIOCIANA~O UE FLUORESCEINA. 

Parte I: Fracciona~iento del suero. 

Procedimiento: 

Por cada 30 ml de suero hiperinmune, en un vaso de preci-

pitados en baño de hielo y agitación constante, se le agregó 

15 ml de una solución saturada de sulfato de amonio en el esp~ 
p 

cio de 15 minutos, se dejó en agitación constante a 4C durante 

24 horas y después se centrifugó a 3,000 rpm durante 10 minutos 

a (e, posteriormen'.:.~ se decantó el sobrenadante y se disolvió 

el precipitado en 15 ml rle agua destilada, a esta altima solu­

ción se le agregó 15 ml de una solución s~nrada de sulfato de 

amonio en el espacio de 15 min, y despué~ ~e centrifugó a 3,000 

rpm durante 10 minutos a 4~ y se decantó 21 sobrenadante y se 

procedió a disolver el precipitado en 10 ml de agua destilada; 

este precipitado disuelto se transfirió a un tubo de dialisis. 
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Se dializ6 en una soluci6n de NaCl al O.B5% (pH 8.0) en rcfri­

geraci6n (4't:J, cambiando la soluci6n salina frecuentemente (por 

lo menos se efectuaron 3 cambios, uno cada 12 horas). Se deter 

min6 si el dializado contenía residuos de sulfato de amonio ca 

da ¿ 6 3 horas después de un cambio de soluci6n salina, esto se 

efectu6 de la siguiente formah 

A una pequeña cantidad del dializado se le añadi6 un volu 

mén igual de cloruro de bario saturado, cuando apareci6 un pr~ 

cipitado se continu6 la diálisis y cuando no apareci6 precipi-

tado, se consider6 que la fracci6n era satisfatoria para la de 

terminaci6n de proteína y la conjugaci6n. 

Finalmente se retir6 la globulina del tubo de diálisis y 

se centrifug6 a 7,000 rpm durante 15 mina fe desechando el se 

dimen to. 

Parte II: Determinaci6n de proteína. 

Procedimiento: 

Se hiz6 una diluci6n 1:50 de globulina en soluci6n salina 

y se lee en el espectrofot6metro* a ¿ao nm y utilizando como -

blanco soluci6n salina. La determinaci6n de la proteína se hi 

z6 de acuerdo con la siguiente f6rmula. 

mg de proteína/ml 

*Hitachi Modelo 100-20 

Densidad 6ptica (O.O) K Diluci6n (15) 

1.5 



Parte III: Conjugaci6n. 

Procedimiento: 
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Se ajustaron las globulinas (prote!nas) a una concentraci6n 

de 10 mg/ml; esto se efectu6 con soluci6n amortiguadora de ca~ 

bonatos (pH 9,5-9,8) y soluci6n salina fisiol6gica siguiendo la 

relación que se muestra en la tabla IV poder efectuar la conj!!. 

gaci6n. Se adicionaron de 0.025 a 0.033 mg de isotiocianato de 

fluoresce!na*/mg de globulina. Despu~s se procedi6 a efectuar 

la conjugaci6n (se hizó a teMperatura ambiente, aproximadamente 

20~). Se dejó en agitación constante y lenta durante 2 horas 

y después se centrifugó a 5,000 rpm durante 15 min a 4c y se -

eliminó el precipitado. Posteriomente se pas6 el conjugado a 

través de una columna de Sephadex G-25 eluido en PBS pH 7.2 se 

recomienda que el conjugado pase en el espacio de 1 1;¿ a 2 -

horas). El conjugado recolectó en varios tubos de ensayo y se 

elimin6 el más diluido, por simple atracci6n visual. Posterior 

mente el conjugado se dializó en PBS pH 7.2 2n refrigeración -

(ÍC) por espacio de 48 horas, haciendo 2 cambios; uno cada 24 

horas, despu~s se centrifugó a 5,000 rpm durante 15 min a 4~ -

para eliminar bacterias y grumos. se agregó rnert~ilate para 

lograr una concentración final de 1:10,000. El conjugado ya 

dializado se envaso en alicuotaa de 0.3 Ml y se congelaron es­

tas a -7d'C 

TitulaciOn del conjugado: 

Se hicierón diluciones dobles en PBS pH 7.2. El ant!geno 

*E. Merck, Darmsta D.'l', 
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fue teftido con cada diluci6n y se observó en un microscopio de 

fluorescencia. Se dan grados de fluorescencia de +, ++ y +++ 

dependiendo de la intcsnsidad de la misma. Se considera el tí 

tulo del conjugado la Cltima diluci6n que da una brillantez de 

+++. 

Por Cltimo se determinaron las posibles reacciones cruza­

das que podrían tener los conjugados, eso se realiz6 probando 

contra antígenos de cepas identificadas, de esta forma se deter 

min6 la especificidad que el conjugado poseía. 
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RESUL'l'ADOS. 

Los resultados de las pruebas efectuadas a cada una de las 

cepas donadas, para la ~erificaci6n del g~nero y especie, se -

encuentran resumidos en la TABLA v. 

se obtuvieron concentrados de los antígenos "O" (Som&ticos) 

con un mínimo de 80% de celulas vegetativas. A partir de estos 

concentrados, se preparar6n ¿o ml de antígeno a una concentra­

ci6n de 9xl0 8 bacterias y posteriormente se inocularon a los 

conejos por vía intravenosa para la obtención de los sueros -

hiperinmunes. 

Los sueros hiperinm~nes obtenidos al 12vo día de inocula­

ci6n presentaron un títclo promedio superior a 1:400 en la pr~e 

ba de aglutinaci6n, por ~o cual se procedi6 a sangrar en blanco 

a los conejos al 14vo d!G de iniciada la inoculaci6n. 

Los resultados del :raccionamiento del suero obtenido (p~ 

rificaci6n de -Globulinas) y la determinaci6n de la concentra 

ción de proteínas, se muestran en la TABLA VI. 

Para realizar la cor.jugaci6n se ajustaron las proteínas 

-Globulinas) a una cor.centración de 10 mg/ml, así mismo se 

utiliz6 una concentraci6r. de 0.028 rng de isotiocianato de flu~. 

resceina/mg de -Globuli~as. Los calculas efectuados para la 

conjugación se muestran e:-i la TABLA IV. 

Para determinar la especificidad de los conjugados obten! 

dos, se confrontaron estcs con antígenos de cepas ya identifi-
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cadas (pruebas cruzadas) . Los resultados de estas pruebas se 

mue3tran en la TABLA VII. 

.-

1 ' 



Cl. cl1auvoei 

Cl. septicum 

Cl. novyi 
t.ipo B 

Cl. sordellii 

'l;'ABLA IV, CALCULOS EFEC'!'UADOS PARA LA CONJUGACION DE t -GLOBULINAS ( OBTE 
NIDAS A PARTIR DE LOS AN'l'IGENOS DE ClostridiUm chauvoei, Clos::' 
tridium septiclll'l,Clostridium !!.Q__V'f_f_ tipo B y Clostridium sorde-
dellii) CON EL ISOTIOCIANATO OE"'FLUORESCEWA --

Total de prote Relaci6n de: 
!nas ( 't -GlobÜ -Prote!nas ( 't -rilobulinas) . 
linas) obten{:' 

Volumen de aforo -Soluci6n amortiguadora de car 
das, y concen-

para obtener las bona tos"' -
traciones co-

'f-Globulinas al -Soluci6n Salina Fisiol6gica - mg de isotocianato 
rrespondientes 

10% (SC:F), de fluoresceina uga 
Adicionados para obtener las - dos en la conjuga ::-
Y' -Globulinas al 10% ci6n** 

422.65 mg en 28.5 ml de prote!na 
2!l. 5 ml 42.26 ml 4.2 ml de Sol.amortiguadora 11. 83 me¡ 

(14.28 mg/ml) 9.56 ml de s.s.F. 

163.28 mg en 13.0 ml de proteína 
13.0 ml 16.32 ml 4.2 ml de So!.amortiguadora 4.56 mg 

(12. 56 mg/ml) l. 7 ml de s.s.F. 

93 mg en 9,3 ml 
*"*en este, 10. o ml de pro te fo a 10 ml 2,60 mq 

(9.3mg/ml) se afor6 a l. o ml ele Sol.amortiguadora 
11. O ml 

171. 9 mg en 15. o ml de proteína 
15 ml 16.32 ml l. 7 ml de Sol.amortiguadora 4.81 mg 

(11. 46 mg/ml) 

*Soluci6n Amortiguadora de Carbonatos (pH 9.5-9,8). 
**Para la conjugaci6n se usó 0,028 mg de isotiocianato de fluoresceina/mg de proteína. 



Tl\BLA V.- RESULTADOS DE LAS PRUEBAS REALIZADAS. 

Yema de huevo Patog. en 
Animales 

Moti- Glu- Mal- Lac- Suero Sali Mani In- Hemo- Opale- Capa per de 
lidad. cosa. tosa. tosa. sa. cin 7 tol :- dol. lisis.cencia lada. - Laboratorio 

Cl. cllauvoei 
·::¡p 206 + + + + + + + + 

Cl. septicum 
< "~p::i escosesa, + + + o + + 

l'.l. novyi tipo B 
1RP 190 + + o + + + 

t:.sordellii 
.lRP 233 + + + + + + + 

* lJ = dudoso. 
!JOTA: Se considera que la bacteria utiliza el carbohidrato, si esta disminuye la escala de ptt o.e o m§s 

w 
o 



TABLA VI. RESULTADOS OBTENIDOS DEL FRACCIONAMIENTO DEL SUERO Y DETER 
MINACION DE PROTEINAS. 

Volumen de t-Globulinas ** Total de proteínas 
Concentracci6r ( }"-Globulinas) ob obtenidas a partir del Absorbancia* -suero hiperinmune. de protetnas tenidas. 

·1-~ ,_, 1 
~-

Cl. chauvoei 28.5 ml 0.445 14.83 422.65 mg en 28,5 ml 

Cl. septicum 13 ml 0.377 12.56 163.i8 mg en 13.0 ml 

Cl. novyi tipo 10 ml 0.279 9.3 93.0 
B 

Cl. sordellii 15 ml 0.344 11. 46 171. 9 

* Absorbancia obcen1da a 280 nm en un espectrofotometro Hitacni 100-20. 
**Estos valores se obtuvieron por ia sigu1ence fórmula: 

mg de procetna/ml = Densidad óptica (DO) x diluci6n (Morilla, G.A. 1979). 

l. 5 

nm nan6metros. 
mg miligramos. 
ml mil il i tras. 

mg en lo.o ml 

mg en 15.0 ml 



TABLA VII. DETER'HNACION DE LA ESPECIFICID/\D DE LOS CONJUGADOS 
OBTENIDOS ("PRUEBAS CRUZADAS"). 

CONJUGADO DE: *ANTIGENO DE *AN'l'IGENO DE *A.NTIGENü DE *ANTlGENO DI!: 
c. chauvoei, c. septicum. c. novvi ti- c. sordellii 

O.Q B 

c. chauvoei + - - -
-- ·-
c. septicum - + - + 

c. novyi - + -tipo B -
c. sordellii - + - + 

*Estos aut1'.qenos se obtuvieron a partir de improntas de teiido mt1scular 
(desparafinados)de cuyes nreviamente infectados con las cen~G tipo para 
desafio de ~los~.ridium i::hauvoei, Clostridium ~epticum, ,Clostridium no~ 
ti!_)o B y Cl'oetrldium sordellii. Estos animales fueron t-noculados por -
vía intramuscular con una mezcla (1:1) de crecimiento bacteriano (24 ho 
ras de incubaci6n) y cloruro de calcio (5%). 

w 
N 
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DISCUSION.-

Los procedimientos para el aislamiento e identif icaci6n de -

anaerobios son dificiles y poco conocidos, ya que existe una gran 
j 

variabilidad en las pruebas bioqu!micas que caracterizan a estos. 

Para diferenciar a los anaerobios positivos, se requiere ge-

neralmente de pruebas con antitoxinas y pruebas de fermentaci6n -

de carbohidratos, ya que las pruebas serol6gicas no juegan un pa-

pel importante en el reconocimiento o subdivisi6n de estos organ~s 

mos (13). Sin embargo, la identificaci6n de cultivos por pruebas 

de fermentaci6n de carbohidratos se debe manejar con mucho cuidado, 

debido a la variaci6n que existe entre las mismas especies del g~ 

nero. 

Los resultados de las pruebas de fermentaci6n de carbohidra-

tos realizadas a las cepas de desafio (~. chauvoei, ~· sordellii, 

~· novyi tipo B) muestran concordancia, no siendo as! para la cepa 

de C. septicum, para la cual la mayoría de los autores estipulan 

que la fermentaci6n de suerosa es negativa, sin embargo, Smith, -

L.D. (16), menciona que existen algunos serotipos de~· septicum 

que fermentan la suerosa. Algo similar ocurre para la fermenta-

ci6n de salicin, ya que los resultados obtenidos para la ferment~ 

ci6n de este carbohidrato son negativos, no siendo as! para la ma 

yor!a de los autores. La explicaci6n de este último resultado p~e 

de ser que debido a que el medio base es muy rico en nutrientes y 

el salicin tiene una estructura compleja, la bacteria desdobla p~i 

mero las moleculas más simples y por lo tanto no alcanza ha degr~ 
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dar el carbohidrato en las primeras 24 horas de incubaci6n. 

Existen otras pruebas diferentes a la fermentaci6n de carbo­

hidratos, tales como la neutralizaci6n de toxinas, cromatograffa 

de gases, etc que son de gran utilidad para confirmar diagnósticos 

bacteriol6gicos de anaerobios, pero ninguna de ellas proporciona 

la rápida identificaci6n de los gérmenes pat6genos especfficos, ya 

que todas ellas requieren del cultivo del microorganismo. La ap!i 

caci6n de las técnicas de tinci6n inmunofluorescentes tiene gran­

des ventajas sobre estas ~ruebas; por estos métodos los organismos 

pueden identificarse no solamente en frotis de cultivos puros y -

mixtos, sino que también en frotis de material patológico y en s~c 

cienes de tejidos, por lo tanto el diagnóstico se puede hacer ra­

pidamente. Mediante el uso de sueros especificas marcados se pu~ 

den identificar varias es~ecies de Clostridium. Esta técnica pu~ 

de proveer igual valor en la diferenciaci6n de miembros proteolf­

ticos como en Clostridium botulinum de Clostridium sporogenes (B! 

tty y Nalker, 1964,1965; Boothroyd y Georgala, 1964). La fluores­

cencia de anticuerpos marcados también actua especificamente para 

Clostridium oedernatiens, Clostridium tetani, Clostridium septicum 

y Clostridium chauvoei {Batty y Walker 1963 a,b; 1965), La apli~a 

ci6n con éxito de las técnicas de inmunofluorescencia depende del 

fraccionamiento de las porciones antigénicas de varias cepas de -

las especies particulares para obtener al menos un ant1geno en co 

mun que no pertenece a ningún otra especie (13). 

De acuerdo a la experiencia obtenida por varios autores (17, 

ig,23¡ son los ant!qnnos somAticos tos que brindan la mejor espe-
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cificidad de los conjugados no solo depende de la calidad de los 

antígenos, sino que también depende del período de inoculaci6n. 

Se ha observado que cuando el período de inoculaci6n se continua 

por más de 14 días, aparecen ~nconces los anticuerpos contra los 

flagelos de las celulas, los cuales presentan pruebas cruzadas 

entre las diferentes especies del género Clostridiurn y por lo 

tanto ocasionan una disminuci6n de la especificidad del conjug~ 

do (19). 

Los resultados de las pruebas cruzadas realizadas nos mues 

tran que los conjugados de ~· chauvoei y ~· noVyi tipo B son es 

pecíficos, no siendo igual para los conjugados de c. septicum y 

c. sordellii, los cuales cruzan entre sí; esto puede deberse a 

la presencia de un determinante antigénico que es coman para -

ambas especies, por lo cual para diferenciar entre estas dos es 

pecies, es necesario recurrir a pruebas de identificaci6n bac­

teriol6gicas. 
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CUNCLUSlONJ::S: 

Los ant1genos obtenidos de acuerdo a la t~cnica recomendada 

por Claus y MacheaK (SJ presentaron mínimo un 80% de c~lulas ve­

getativas (antígenos "O'.' vegatacivos); as1 mismo, el Medio Smith 

y l~ldeman (19) demostr6 ser adecuado para la producci6n de estos 

antígenos. 

Las pruebas bioquímicas tradicionales usadas en la aiferen­

ciaci6n de los anaerobios positivos (fermentaci6n de carbohidra 

tos) pueden presentar resultados falsos. 

El esquema de inoculaci6n en conejos utilizado con los anti 

genes "O" vegetativos proporcion6 buenos titulas de anticuerpos. 

El título de los anticuerpos obtenidos pueden ser medidos por 

prueba de aglutinaci6n en placa, aunque existen pruebas m&s esp~ 

cificas que esta. 

se obtuvieron anticuerpos "O" vegetativos marcados con iso-

tíociana to de fluoresceina de las cepas de: 

c. chauvoei IRP 206 

c. novyi tipo B IRP 1~0 

C. sordellii IRP 233 

c. septicum (cepa escosesa) 

Los anticuerpos marcados con isotiocian~to de fluoresceina 

(Conjugados) de las cepas de ~· chauvoei y f · ~ tipo B mue~ 

tran especificidad en las pruebas cruzadas realizadas desde la 

diluci6n 1:40, no siendo asi para las de las cepas de f· septi-

curn y C. sor~cllii. 
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