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INTRODUCCION.
Los Clostridium son bacilos anaerobicos o microaerofilicos
gram positivos, formadores de esporas, gque en su mayor parte
llevan en la naturaleza una existencia saprdfita. Su habitat
natural es el suelo v aparato gastrointestinal del hombre y de
los animales. Estas bacterias existen en una relacién simbib-
tica mal comprendida, en la cual protegen contra la coloniza-
cién e 1invasi6én por bacterias patSgenas y contribuyen a la fun
cibn digestiva normal; sin embargo, los microorganismos anaero
bios endbgenos o adquiridos ex8genamente pueden invadir y des-
truir tejidos cuando la piel y las barreras mucosas resultan -
comprometidas por la cirugfa, traumatismo o tumor y cuando los
potenciales redox de los tejidos se alteran por isquemia, ne-
crosis o infecci6n, ocasionando asf diversos procesos patol6gi

cos. (21).

No todos los Clostridium son patégenos. En realidad solo

una pequefia minorfa son capaces de producir enfermedad.

Esta minorfa de Clostridium patégenos tienen una caracte-
ristica com@in; todos producen potentes exotoxinas con actividad
enzimfitica. Existen esvecies que descomponen protefnas, otras

fermentan carbohidratos y algunas tienen ambas actividades.

Morfologia.

Estos bacilos son de tamafio variable, generalmente son lar
gos, estrechos y con extremos redondeados. Todas las especies

esporulan, pero la situaci6n de la espora es variable (central,



subterminal y terminal). La mayoria de las especies sonh mbSviles
gracias a filagelos perf{tricos (flagelos diseminados en toda la
superficie celular). En algunas se observa una capsula (C.per-
‘fringens). Son gram-positivos en los cultivos jovenes, pero se
decolor&n facilmente en cultivos viejos. Cabe sehalar, 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 anaercbios estrictos (C.histolyticum y C.ter-
tium por ejemplo crecen en aerobiosis) y algunos como C.welchii
(C.perfringens) esporulan raramente y solo en medios especiales
(15). El tamafio y forma de las colonias es muy variable segfin
distintas condiciones. En agar sangre la hemblisis al princi-
pio es del tipo alfa, pero m&s tarde se transforma en tipo beta

(12).

Consideraciones Generales.

La especificidad de tipo entre los Clostridium depende apa
rentemente de los antfgenos O y H. Los antfgenos solubles y las
glovulinas especificas han sidn eticaces en la diferenciacibn de
especie (12). 8in embargo, otros autores (2) mencionan que mu-
chas cspecies de Clostridium se han separado en tipos segfin su
capacidad de elaborar exotoxinas especificas. La naturaleza y
cantidad de toxinas varia considerablemente para las diferentes
especies y cepas. Hay cuatro toxinas mayores y ocho menores -
descritas y clasificadas segln letras griegas (2). EIntre las
mis importantes estan la lecitinasa, colagenasa, hialorunidasa,
la toxina hemolftica teta, leucosidina, desoxirribonucleasa y

una fibrinolisina (21). Teodas cllas se producen en el interior
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de las c€lulas, 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 ditunden a través de
la pared celular facilmente y s6lo se encuentran en el fluido
de cultivo después de la lislis de la célula, estas son las to-
xinas protoplésmaticas (endotoxinas) (17). Estas potentes to-
xinas son excretadas en la lesi6én 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 1a produccibn
de gas es inconstante, Los miembros de el gé&nero que son de -
significancia en enfermedades animales y numanas incluyen al C.

chauvoei, C.septicum, C.novyi, C.perfringens, C.sordellii, C.

botulinum, C.tetani, C. haemolyticum, g.bifermentans, C.histoly~

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

Los tipos de enfermedades determinadas por los Clostridium
pueden clasificarse en toxigénicas e histot6xicas (12)., Clos-

tridium tetani 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 sanguineo y luego a todo el organismo. En el
botulismo, la toxina se forma en carne insuficientemente este-
rilizada y la enfermedad se produce por lLa ingestién de alimen
tos que la contienen. Las especies que causan el tipo histoto
xico de enfermedad (lesibén grave del mlsculo) se llaman frecuen

temente grupo de "edema gaseoso" o de la "gangrena gaseosa".



Este grupo da lugar a una toxina que lesiona las células muscu
lares. Fermentan la glucosa muscular, originando gas. 'Se pro
duce edema por la alteracifn de los capilares dé los mGsculos,
lo cual provoca que la linfa se acumule'en la éoha afectada.

Clostridium chauvoei, que produce el carbunco sintomitico y

Clostridium septicum que determina el edema maligno, son excelen

tes ejemnlos de las especies que originan el tipo histotéxico

de enfermedad.

n la inmunizacién contr» los anaerobios toxigénicos se em
plean antitoxinas. Para los tipos menos toxigénicos se dispone
ae filtrados bacterianos y suero antitoxinas. La inmunizacibn
contra el tétanos, potulismo y carbunco sintomitico se practica

universalmente con &xito.

Las Clostridiasis, debido a la ubicuidad de sus agentes -
etiolSgicos, a las peculiaridades de esa ubicuidad y a la nece
sidad de la intervencifn, para su aparicifn, de algunos facto-
res determinantes, tienen tres caracteres epizootiol6gicos co-
munes:

a) Diseminacién universal.
b) No transmisibilidad por contacto directo.
c) Incidencia esporddica con grandes variaciones de un clima a

otro y, en el mismo pafs, de una reqibn a otra.

CLASIFICACION DL LAS ENFERMEDADIS PRODUCIDAS POR CLOSTRIDIUM.

Max Sterne e Irene Batty (19) clasifican a los Clostridium

de acuerdo a las enfeormedades que causan, de la siguiente mane



ra:
ENFERMEDAD AGENTE
a) Gangrenas gaseosas e infecciones C. chauvoei

de héridas.

e}

histolyticum
novyi tipo A y B
Qerfringens tipo A
septicum

sordellii

0 1o ic

I

B) Enterotoxemias e infecciones. C. novyi tipo By D
(haemoliticum)
C. sordellii

C. perfringens tipo

A, B, CyD
£ +
C. septicum
C) infecciones neurotrépicas c. botulinum, tipo A,

B, C, D, E, FyG

e

tetani

CLASIFICACION DE LOS CLOSTRIDIUM.

Pijoan (15) clasifica a lns Clostridium de acuerdo a la -
forma en que estos producen sus exotoxinas. Asf los Clostridium
pat8genos pueden ser subdivididos en 3 grupos m&s o menos bién

definidos:

A) Clostridium exotéxicos:

Estos clostridium se caracterizan por producir toxinas de



gran potencia (de hecho los venenos mis poderosos que se cono-
cen). Estas toxinas son las responsables de producir la enfer
medad y eventuaimente la muerte del animal; sin embargo la bac
teria en sf no es invasiva. Dos especies caen naturalmente den

tro de este grupo:°C. tetani y C. botulinum.

B) Clostridium invasivos de grigen traumatico:

Este grupo incluye todos los agentes de la gangrena gaseo
sa del hombre y la mayoria de dichos agentes en los animales.
Sus dos especies mds representativas son: C, perfringens en el
humano y C.septicum en los animates (Wilson y Miles, 1975), aun
que una gran variedad de especies, tales como C. novyi (C.oede-

matiens), C. bifermentans, C. sordellii y C. histolyticum , oca-

sionalmente se asocian en este sfndrome.

C) Clostridium invasivos de origen digestivo.

Estos Clostridium, que solo se han demostrado de manera -
concluyente en animales, presentan la patogenia menos compren-
dida. El grupo estd representado fundamentalmente por C.chauvoel
{que produce el Carbén Sintomitico también llamado carbunco sin
tomitico o pierna negra) C.haemolyticum {Hemoglobunuria bacilar)

y algunos serotinos de C. perfringens.

HISTORIA:

bebido a que el genero Clostridium es muy amplio, me res-
tringirf a estudiar a las especies que estan intimamente asocia
das a la "gangrena gaseosa”, también conocida como "edema gaseo

so" o "edema maiigno"”, las cuales son enfermedades que afectan



frecuentemente al ganado bovino, caprino y ovino.

Clostridium chauvoei.

La pierna negra (Carbunco sintom&tico), es una infeccién
del grupo de la gangrena gaseosa que afegta al ganado bovino,
caprino y ovino, €s causada por la propagaci6n de 'C._chauvoei*
en los mfisculos y asociado a tejido conectivo. Otras de las

sinonimias de este agente son: Bacillus chauvoei, Bacillus gan-

graenae emphysematosae, Clostridium feseri, bacilo del carbun-

co sintomdtico.

Las primeras referencias sobre el descubrimiento de este
agente se refieren a Chabert, en los anos L78Us, quien enuncia
doctrinas de diagnbstico, diferencfa el carbunco sintomitico -
del carbunco bacteriano a base de los sintomas y lesiones. Bo-
llinger y Feser (1875-1876 respectivamente) son los primeros en
demostrar que el carbunco bacteriano y el sintomitico tenfan -
agentes etiol&gicos distintos. Arloing, Cornevin y Thomas (1877)
realizaron importantes aportaciones sobre el carbunco sintomdti
€0, idearon y atenuaron una bacterina la cual ahora se encuen-
tra desacreditada pero que sin embargo fue usada durante 60 anos
o mas; esto explica porque con frecuencia se les considera como

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

Clostridium septicum.

Este microorganismo fue probablemente el primero de los -

*:1 nombre de este germen se debe a J.B.,A. Chaurean, cientffi-
co francés del siglo XIX.
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Clostridium histot6xicos descrito por su apariencia e identiti-

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

y Gaffky (1881) lo describieron y le dieron el nompbre de Qede-

mbacillus, Liborius lo nombra como Bacillus oedematis mdligni,

Mace lo llama Baciilus septicus, y Schroeter como Bacillus oe-

dematis, En la actualidad se tiende a aarle el nombre especi-
fico septique de Pasteur, que tiene prioridad, latinizandolo y

convirtiendolo en septicum. ‘Clostridium septicum es uno de los

gérmenes del grupo del edema gaseoso que se na asignado frecuen

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

Clostridium novyi.

Fue descrito por primera vez bajo el nombre de Bacillus -
oedematis maligni II por Novyi en 1834, El nombre fue cambia-

do a Bacillus novyi por Migula en 1900, En 1915 fue aislado y

descrito por Weinberg y Seguin bajo el nombre de Bacillus oede-
matiens, L[l Manual de Bergey 8° Edicién reconoce como valida

la designacién de Clostridium novyi. Un organismo similar fue

aisiado de casos de hepatitis necrética en cabras por Zeissler

y Rassfeld (1949), quienes lo nombran Bacillus gigas. Cultivos

no patégenos fueron aislados de animales de laboratorio por -~
Kraneveid (1934). En la clasificaci6bn de Prévot (1938) se le

encuentra como Clostridium bubalorum. Aunque los autores Bri-

té&nicos y BEuropeos lo nombran Clostridium oedematiens, parece

tener prioridad el nombre de Clostridium novyi (4,6,12,16,17).

Clostridium gozgellii.

kn 1922, Sordelli aisl6 en Argentina un germen al que de-
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nomind Bacillus oedematiens sporogenes, de dos casos mortales

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

sin conocer el trabajo ‘de Sordelli describieron y denominaron

un germen similar, el Clostridium oedematoides. En 1927 Hall

y Scott propusieron el nombre de Bacillus sordellii después de

haber estudiado cultivos aislados de casos humanos de gangrena
gaseosa. Algunos microbiologos encontraron similitud entre el

Clostridium sordeliii y el Clostridium bifermentahs; por lo -

cual, consideraron al Clostridium bifermentans una variante no

patbgena del Clostridium sordellii. Actualmente se sabe que -

existen diferencia serol6gica y bioquimica entre estas dos es-

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

Clostridium perfringens.

Este germen fue aislado por primera vez y descrito correc
tamente, en 1892, por Welch y Nutal, quienes lo aislaron de un
cadaver. En 1893 E. Fraenkel aisl6 un germen al gue llamé B.

phlegmonis emphysematosae de cuatro casos de gangrena gaseosa.

En 1898, Veillon y Zuber le dieron el nombre de Bacillus per-
fringens empleado en la edicitn de 1948 del Manual de Bergey.
En su clasificacién de 1900 Migula design6 el germen con el nom

bre de Bacillus welchii. Desde La descrincién realizada por -

Welch en 1900 a la fecha se han aislado de multitud de procesos
que afectan tanto al hombre como a los animales, por lo cual se

ha dado las siguientes sininimias: Bacillus aerogenes capsulatus,

Bacillus welchii, Bacillus phlegmonis emonysematosae, B, enteri-

tidis sporogenes, Bacilius perfringens, ‘Granulo bacillus saccha-

ro butyricus immobilis, Bacillus anaerobicus crytobutvricus, -
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Bacillus cadaveris butyricus, Bacillus amphysematis vaginae, -

Clostridium welchii \12}16).

DIAGNOSTICO.

La bacteriologia de anaerobios en el &rea de procedimien-
tos de diagnbstico de rutina ha sido muy descuidada. Esto se
debe a que los procedimientos para la identificacién de las bac
terias anaerobias son dificiles y poco conocidos, especialmen-
te para los laboratorios de diagnésticos de rutina (3,8,14).
Sin embargo, se ha visto que muchas clfinicas gque se han entera
do de procedimientos disponibles para el cultivo e identifica-
cién de bacterias anaerobias,han incrementado el némero de cul

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

AISLAMIENTQ E IDENTIFICACION.

Los primeros frotis con tincibn de Gram, tomados de exuda
dos de las heridas que muestren bacilos Gram-positivos esporu-

lados siempre deben ser sospechosos.

Rutinas a sequir 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 cnales es calentado a 63°C durante

30 minutes para aniquilar los organismos no esporulados después
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de la inoculacibn (como C.perfringens no forma esporas en los
tejidos, el frdseo calentado quiza no muestre este microorganis
mo en los cultivos secundarios).

~ Medio Smith y Holdeman el cual es un excelente medio para ana
erobios y para pruebas de utilizaci6én de carbohidratos. Los =
carbohidratos mis usados en la diferenciacién de especie son:
Glucosa, lactosa, sucrosa, maltosa, salicin y manitol (ver ta-
bla I).

- Las pruebas biogquimicas son variadas y para diferenciar entre

tipos, se requiere generalmente de pruebas con antitoxinas.

La serologia de los anaerobios patfgenos fue revisada por
Smith (1955). Con excepcién de la prueba de inmunofluorescen-
cia las reacciones serolégicas, tales como aglutinacién som§ti
ca y flagelar, pruebas de precipitaci6n v fijacién de complemen
to, no juegan un papel importante en el reconocimiento o subdi
visién de estos microorganismos debido a gue presentan muchas

reacciones cruzadas.

La aplicacidén de las técnicas de tinci6n inmunofluorescentes
de algunas especies de Clostridium por Batty y Walker (1963 a,b;
1965; 1966) proporcionan un sistema adecuado para la identifica
cién de estos organismos (Walker, Batty y Thomson, Métodos de
Microbiclogia, vol.5), El trabajo de Batty y Walker (1963 a,b;

1965), 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 fluo

rescencia., Por estos métodos los organismos pueden identificar
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se, no solamente en frotis de cultivo purcs y mixtos, sino tam
bién en frotis de material patolégico y en secciones de tejidos.
Esta técnica puede proveer igqual valor en diferenciacién de -

miembros proteoliticos como en Clostridium botulinum de Clostri -

dium sporogenes (Batty y Walker, 1964, 1965; Boothroyd y Georgala

1964). La fluorescencia de anticuernos marcados también actua

especificamente para Clostrilium oedematiens y Clostridium teta--

ni (Batty y Walker, 1Y63b, 1965}, La aplicacién 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 antfgeno en comun que ho

pertenece a ningfina otra especie (13).

GENERALIDADES SOBRE LA TECNICA DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES,

La técnica de marcar los anticuerpos o los antfgenos con
ciertos productos guimicos que poseen la propiedad de ser fluo-
rescentes, @5 de desarrollo creciente y ha sido la base de muchos
métodos de diagnfstico e investigacién (11). Entre los diferen
tes reactivos que introducen grupos fluorescentes en las protef
nas, el mis amplianerfte usado es el isotiocianato de fluorescef
na. Los anticuernos marcados con fluorescefna son intensamente
fluorescentes, retienen su reactividad especffica y esta se pue
de percibir por medio de microscopios con iluminacidn ultravio-

leta.

El principio bésico imnlicado en el procedimiento es que
en el portaobjetos del microscopio se produce la microconjuga-

cibn entxe el anticuerpo marcado conocido y el patdgeno especI



TABLA I. REACCIONES BIOQUIMICAS CARACTERISTICAS DE LAS ESPECIES MAS IMPORTANIES DE CLOSTRIDIUM

ET TR v dhes e
organism ldan cosa tosa tosa sav - oin tal sa | Indol che - Opalescencia Capa perlada J3.000 7
Cl.perfringens - + + + + v - + - - + - Y
Cl.butyricun + + o+ + + + v - - - - - -
Cl.fallax + + o+ o+ + + Vv - - - - - v
Cl.chauvoei + +  + + + + - + - - - - +
Cl.septicum + + 4+ + - + - + - - - - +
Cl.botulinum (A,B y F) + + 4+ - - v - + - + + + +
Cl.botulinum (C-E) + + o+ - - Vv - - - - - - -
Cl.oedematiens (A) (novyi) + + 4+ - - - - + - - + + +
Cl.oadematiens (B) + + vV - - - - + - - + - +
Cl.oedematiens (C) o+ o+ - - + - - - - -
Cl.oedematiens (D) + + - - - Y + - + - +
Cl.piferrentans + + o+ - - + - + + + + - -
Cl.sordellii + + + - - - = + + + + - v
Cl.sporogenes + + 4+ - - vV = + - + + + v
Cl. tetanomorphum + + 4+ - - -~ - - v - - - -
Cl.capitovale + + - - - - - - v - - - -
Cl.tetani + - - - - -+ - + - - - v
Cl.histolyticum + - - - - - - + - + - - +

V = Variable
* Sucrosa = Sacarosa.

Tomado de Willis, A.T. (1977) y conple
mentado de Smith, L.D. (1975).

e



TABLA II.

MEDIOS LIQUIDOS

CACION DE CLOSTRIDIUM

MUES''RA SOSPECHOSA
(BASTONES ESPORULADOS)

SE SIEMBRA EN:

MEDIOS SOLIDOS
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ESQUEMA D TRABAJO PARA AISLAMIENYTO E IDENTIFI-

NOTA: Se puede trabajar la
muestra de las siguien
tes formas:

MEDIQOS SOLIDUS

l (no selectivos) (selectivos”

-Medio reforzado para -
Clostridium
-Medio Smith y Hoideman
-tedio Robertson con -
carne
-Medio de Tioglicolato
-Medio selectivo para -~
clostridium (Merck).
Dos tubos conteniendo -
cualquiera de los medios
antes mencionados son -
inocultados con la mues-
tra. Un tubo se catienta
a 65C durante 3u min y
posteriormente se 1incu-
ba a 37 Qurante 24 h y
el otro tubo se incuba
directamente a 37C duran
te 24 h. -

El crecimiento obtenido ——————y

se siembra en:

MEDIOS NO SELECTIVOS

Sin polimixin

* **

Se inocula una placa de
cada uno de los medios

y se incuban en atmosfe
ra anaerobia de 24 a 36

Sin polimixin

*Agar sangre *Mgar yema de
enriquecido huevo enrique
con suero es cido con sue=
teril de ca- ro esteril de
ballo (8%) caballo (8%)
+ +
Polimixin B Polimixin B

Se inocula una placa
de cada uno de los -
medios y se incupan
en atmbsfera anaerc~
bia ae 24 a 36 horas
a 37,

horas a 37C.|

La identificacién de las
efectua de acuerdo a las
observaciones:

=Cambios de medio
~Caracteristicas de
las colonias.
~-Reaccién de Gram
(morfologfa).
-Catalaza.

colonias aisladas se
siguientes pruebas y

-Permentacién.de car
bonhidratos o croma-
tografia de gases.

~Pruepas con antito-
xinas.

-Pruebas de inmuno-
fluorescencia.
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TABLA TII. GUIA PARA LA IDENTIFICACION DEL GENERQ DE
LAS BACTERIAS ANAEROBIAS MAS IMPORTANTES.,

*#’/’f//’,MORFOLOGIA
coco BACTLO
Tincién Tincidn
de Gram de Gram
(+) (=) (+) | -]
Reaccion VEILLONELLA Reacci6én de Sphaerophus
de cata- catalaza. Dialister
laza. Fusobacterium
$ \L Bacteroides
(+) (=) S ' )
Peptococos Peptoestreptococos Corynebactarium .
Propionibacterium Z‘:g\i;;én de
(+)¥ =)
Clostridium Formas de
ramas (mi
R celios).
+1 ¥ {-)
Actinomyces .
Ramipacterium zggg\igzén de
|
+F =7
Clostridium Motilidad
|
Yo 4 ()

Cillobacterium Eubacterium
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fico, atin cuando el Gltimo esté presente inclusa en cantidades
muy peguefias ya sea vivo o muerto. Reciprocamente, emplenado
un antfgeno conocido marcado es posible determinar si un suero
conocido contiene algGn anticuerpo especifico (11). Como en -
todas las reacciones inmunolégicas es necesario establecer la
especificidad con controles adecuados. Los anticuerpos conju
gados con fluoresceina pueden ser usados tanto en reacciones
directas como en indirectas para la determinacifén y localiza-
cidén de una amplia variedad de antfgenos. La prueba directa -
consiste en colocar sobre el antigeno el anticuerpo marcado.
La prueba indirecta o de sandwich consiste en colocar sobre el
antigeno los anticuerpos especificos sin marcar. Después de
un perfodo de incubacién se lava el exceso y se agrega un segun
do anticuerpo marcado especifico 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 especfficas.

Mediante el uso de anticuerpos especificos marcados se pue
den identificar varias especies de Clostridium, por lo que la
enfermedad;s como enterotoxemia (C. perfringens tipo A,B,C y D)
enfermedad del rifon pulposo (C. novyi tipo D también llamado
¢. hacmolyticum o C. perfringens tipo D); nepatitis necrética

an bovinos (C. novyi tipo B); tetanos (C. tetani); carbunco sin

tomitico (C.cnauvoei, C. septicum, C. novyi tipo B, C. sorde-

11ii), disenterfa ovina (C. perfringens), etc., se pueden diag

nosticar rapidamente (19),
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En este trabajo utilizamos el método directo ya que es ~
sencitlo, facil de usar y permite identificar los germenes -
patogenos involucrados. Is necesario mencionar qge{aliusa:
bacterias completas como antigenos se crea una amplia respues-
ta de anticuerpos, por lo que puede bajar la especificidad de
la prueba, sin embargo este método tiene la ventaja de ser ré
pido, reproducible y nos permite abrir la puerta para un cam-
po de investigacifn m&s amplio hasta la obtencién de antisue-
ros monhoespecificos que mejoren la especificidad y aplicacién

del método.

JUSTIFICACION DEL ''RABAJO,

En algunos paises existen pruebas como la neutralizacién .
de toxinas, cromatograffa de gases, y algunas otras que son de
gran utilidad para confirmar diagn6éstico bacteriolbgicos, sin
embargo, es necesario emplear métodos que proporcionen la ra-
pida identificacién de los gérmenes patbgenos especificos, -~
mientras se esperan los resultados de las técnicas bacteriolf

gicas tradicionales.

La caracterizaci6n de las distintas especies de Clostri-
dium involucradas en los procesos patolfgicos 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 contaminacién de las muestras por la flora anaero-
bia normal, la actual tecnologfa permitirfa aislar microorganis

mos anaerobios de importancia clinica nasta en el 10% de las
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muestras enviadas a un laboratorio de Bacteriologia (21).

Como es conocido en nuestro.pais, la toma Qe muestras. es
muy deficiente por lo tanto, aumenta la dificuitéd‘péra~difergn
ciar entre las especies causantes del proceso y aquellas produc
to de contaminaci6én después de la muerte del animal, es por es
ta razbn que buscando una solucibn adecuada para este problema,
se investiga el sistema de oruebas de inmunofluorescencia, (an

ticuerpos fluorescentes).

En Mé&xico se han realizado estudios de inmunofluorescencia

para Clostridium perfringens solo en el laboratorio (22), sin

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

muestras de campo.

OBJETIVOS.
a) Ubtenci6én de conjugados a partir de cepas de C. septicum,

C. chauvoei, C. sordellii y C. novyy tipo B

b) A partir de estos conjugados realizar diagnéstico diferen
cial de especies, por medio de microscopfa de inmunofluo-

rescencia,

MATERIAL Y METODOS.

Material biolégico.

Los conjugados de los Clostridium se hicieron a partir de

las siqguientes cepas:
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C. cnauvoei IRP 206 Estas cepas fueron donadas por
C. novyi tipo B IRP 190 el Natiocnal veterinary Services
C. sordellii IRP 233 ‘ . Laboratories.

Ames, ‘Iowa.
C. septicum Cepa donada por el Laboratorio

de Bacteriologfa de la Escuela
Veterinaria de la Universidad

de Glasgow,

Las cepas donadas por estns laboratorios fueron remitidas

a nuestro pafs en ampulas liofilizadas.

Reconstitucibn de las ampulas liofilizadas.

Las ampulas liofilizadas se reconstituyeron con solucién
amortiguadora de fésfato 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 técnica descrita por Bagadi (1).

Se verific6 el género y especie de estas cepas observando
las caracteristicas de crecimiento en medios de agar sangre y
agar yema de huevo, patogenicidad en animales de laboratorio,
tinci6n de gram, vruebas de motivilidad, catalaza, indol y uti
lizaci6n de carbohidratos (glucosa, maltosa, lactosa, sacarosa,

salicin, manitol).
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Produccién de antigeno.

Se sembraron las cepas de C. sépticum, C. chauvoei, C. sor-
dellii y C. ﬁgxxi tipo B, en tubos que contenian caldo tiogli-
colato y en medio reforzado para Clostridium; se incubaron estos
tubos durante 24 hrs a 37 vy para el caso de C. novyi tipo B,

durante 48 hrs a 37C (ya que crece lentamente}.

A partir del crecimiento de estas cuatro cepas tipo para
desaffo, se produjeron los antigenos de acuerdo a la técnica -
descrita por Claus y Macheak (5), estos antigenos se obtuvieron
inoculando matraces de 500 ml que contenfan 125 ml de medio de
Smith y Holdeman (19) con crecimiento bacteriano de los tubos y
se incubaron en jarras de anaerobiosis a 37C durante 12 hrs, -
después de este tiempo se adicionaron nuevamente 125 ml del mis
mo medio, se sometieron a incubacién en anaerobiosis durante -
otras 8 hrs a 37C, posteriormente se efectué una prueba de pu-
reza (frotis) por medio de una observacién microscépica; cuando
las cepas estaban puras (y existfa como minimo un 80% de celulas
vegetativas), se procedid a inactivarlas adicionando formalina
con una concentracién final equivalente al 1%, esta Gltima se
rmezcld con la suspensién de bacterias por agitacién lenta duran
te 18 hrs a 37C, una vez terminado este paso, se procedif a la
var las celulas inactivadas; esto se hiz6 con solucibn amorti-
guadora de f6sfatos salino (3 veces), y después se estandarizé
el antfgeno a una concentracién de 9x108 bacterias/ml (usando

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

Posteriormente Los antigenos cstadorizados se sometieron



- 21 -

a prueba de esterilidad, sembrando estos en placas de agar sah
gre t agar yema de huevo e 1ncubando aeroblca y anaeroblcamen-

te por 36 hrs a 37C; una vez aorobada la*prueba se esterilldad

se envasaron los antigenos ‘en frasc05'de 100" ml y: se conserva-

ron a 4t,

Obtencién de los sueros hiperinmunes.

Los antigenos obtenidos segln la t&cnica de Claus y Macheak
(5}, se inocularon en conejos, como lo recomienda Frerichs y -
Gray (7), ya que estos proporcionan buenos tituleos de anticuer-

pos cuando son desafiados con bacterinas de Clostridium.

[ ¢ trabajaron B8 conejos con un peso promedio de 1.5 kg, es
tos conejos se sometieron a la misma alimentacifn 1 mes antes
del‘experimento. Se inocularon 2 conejos por cada ceva bacte-
riana. La ruta de administraci6n fue la intravenosa y no se
utiliz6 adyuvante, esto es con el fin de obtener la respuesta

més r&pida (respuesta humoaral).

ESQUEMA DE INOCULACION

Conejos de

1.5 kgr. (aproximadamente) 0 2 8 12 DIAS
Volumen de

antfgeno administrado 0.2 0.8 1.5 2 ML
NGmero aproximado de 8 8

bacterias administradas  1.8x10% 7.2x10% 1.35x10 1.8x10 macToL
‘Via de inoculacibn I.v. I.V, I.V. I.V,

I.V. = INTRAVENOSA.
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El volumen de inoculos se administré seq€n lo reportado por
Max Strene e Irene Batty (19). Antes de las dos Gltimas inocula

ciones, se sangraron los conejos y:se obéqrvaron’los titulos ob

tenidos por la prueba de aglﬁﬁiﬁq

fén §i§¢a'qué se describe

mds adelante; af los tftulos obﬁéﬁi&éS~eI%12Qo. dfa eran bajos;
entonces se procedfa ha efectuéf Uﬁa.inoculacién el 15vo. dia -
y la dosis na administrar era de 2.0 ml. SI al finalizar el pe
riodo de inoculacibn, los tftulos de anticuerpos eran adecuados
(iguales o superiores a 1:409) entonces se procedfa ha efectuar
el sangrado en blanco de estos animales para obtener el suero =
hiperinmune, el cual fue utilizado para la elaboracién del con-

jugado con isotiocianato de Fluorescefna.

DETERMINACION DEL TITULO DE ANTICUERPOS.

Los tfitulos de anticuerpos obtenidos en la inoculacién de

los antfgenos de C. chauvoei, C. septicum, C. sordellii y C. -

novyi tipo B fueron determinadas por prueba de aglutinacién en

placa (Claus y Macheak, 1972).

Procedimientos:

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, después se coloch
sobre cada una de las diferentes cantidades de suero, 0.03 ml
de antigeno hom6logo de Clostridium; de esta forma se obtuvieron
las diluciones de 1:25 en 0.08 ml de suero, 1:50 en 0.04 ml de
suero, 1:100 en 0.02 ml de suer0, 1:200 en 0.01 ml de suero y

1:400 en 0.005 ml de suero. Posteriormente se homogeniz6 con
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un palillo la mezcla suerc-antfgeno comenzando por La dilucién
mids alta y terminando en la mds baja; se dej6 repozar la placa

durante 8 minutos y después se efectud la lectura.

;Los resultados en la lectura fueron : Cuando los conglome-
rados de antfigeno aglutinado estaban separados por liquido cla
ro transparente e incoloro fue leido como positivo o aglutina-
cién completa (+); cuando hubo una aglutinacibén manifiesta aun
que en diferentes grados, sin clarificacién completa del liqui
do esta se leyd como incompleta (+) y cuando no existi6 ningGn

signo de aglutinacidén la reaccifn se consider6 negativa (-).

CONJUGACION DE AWTICUERPQS CON ISOTIOCIANATO UE FLUORESCEINA.

Parte I: Fraccionamiento del suero.

Procedimiento:

Por cada 30 ml de suero hiperinmune, en un vaso de preci-
pitados en bafic de hielo y agitacién constante, se le agregé
15 ml de una solucién saturada de sulfato de amonio en el espa
cio de 15 minutos, se dej6 en agitacién constante a 4t durante
24 horas y después se centrifugé a 3,000 rpm durante 10 minutos
a fb, posteriormen’:2 se decantf el sobrenadante y se disolvié
el precipitado en 15 ml de agua destilada, a esta Gltima solu-
ci6n se le agregd 15 ml de una solucibn sanrada de sulfato de
amonio en el espacio de 15 min, y despué: se centrifugb a 3,000
rpm durante 10 minutos a 4T y se decantd :1 sobrenadante y se
procedib a disolver el precipitado en 10 ml de agua destilada;

este precipitado disuelto se transfiri6 a un tubo de dialisis.
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Se dializé en una solucién de NaCl al 0.85% (pH 8.0) en refri-
geracién (4C), cambiando la solucién salina frecuentemente (por
lo menos ée efectuaron J‘éambios,,uno cada 12 horas). Se deter
min6é si el dializado contenfa residuos de sulfato de amonio ca
da 2 6 3 horas después de un cambio de solucién salina, esto se
efectud de la siguiente formak

A una pequeha cantidad del dializado se le afiadis un volu
mén igual de cloruro de bario saturade, cuando aparecib un pre
cipitado se continué la diflisis y cuando no aparecif precipi-
tado, se consideré que la fraccibn era satisfatoria para la de

terminacién de protefna y la conjugacién.
Finalmente se retir6 la globulina del tubo de didlisis y
se centrifug6 a 7,000 rpm durante 15 min a 4C desechando el se

dimento.

Parte II: Determinacién de proteina.

Procedimiento:

Se hiz6 una dilucién 1:50 de globulina en solucifn salina
y se lee en el espectrofotfmetro* 3 280 nm y utilizando como ~
blanco solucibn salina. La determinacién de la protefna se hi

z6 de acuerdo con la siguiente férmula,

mg de protefna/ml = Densidad 6ptica (D.0) x Dilucién (15)
1.5

*Titachi Modelo 100-20
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Parte III: Conjugacién.

Procedimiento:

Se ajustaron las globulinas (protefnas) a una concentracifn
de 10 mg/ml; esto se efectué con solucibn amortiguadora de car
bonatos (pH 9.5-9.8) y soluci6n salina fisiol6gica siguiendo la
relacién que se muestra en la tabla IV poder efectuar la conju
gacibn. Se adicionaron de 0.025 a 0.033 mq de isotiocianato de
fluoresceina*/mg de globulina. pespués se procedif a efectuar
la conjugaci6n (se hiz6 a temperatura ambiente, aproximadamente
20t). se dejb en agitacibén constante y lenta durante 2 horas
y después se centrifugb a 5,000 rpm durante 15 min a ac y se -
eliminé el precipitado. Posteriomente se pasé 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 1/2 a 2 -
horas). El conjugado recolect6 en varios tubos de ensayo y se
elimin6 el mds diluildo, por simple atraccifn visual. Posterior
mente el conjugado se dializé en PBS pH 7.2 en refrigeracién -
(ib) por espacio de 48 horas, haciendo 2 cambios; uno cada 24
horas, despué&s se centrifug6 a 5,000 rpm durante 15 min a 4C -
para eliminar bacterias y grumos. Se agregb merthilate para
lograr una concentracién final de 1:10,000, El conjugado ya
dializado se envaso en alicuotas de 0.3 ml y se congelaron es-

tas a ~-70C

Titulacifn del conjugado:

Se hicier6n diluciones dobles en PBS pH 7,2. El antfgeno

*E. Merck, Darmsta D.T.
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fue tefiido con cada dilucifn y se observ6 en un microscopio de
fluorescencia. S8e dan grados de fluorescencia de +, ++.y -+t

dependiendo de la intesnsidad de la;ﬁiéméfmégéféénsidera‘éi tL
tulo del conjugado la Gltima dilucién que da una brillantez de

tt,

Por Gltimo se determinaron las posibles reacciones ¢ruza-
das que podrfan tener los conjugados, eso se realizé probando
contra antigenos de cepas identificadas, de esta forma se deter

miné la especificidad gue el conjugado posefa.
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RESULTADOS.
Los resultados de las pruebas efectuadas a cada una de las

cepas donadas, para la werificacifn del género y especie, se -

encuentran resumidos en la TABLA V,

Se obtuvieron concentrados de los antigenos "0" (Somdticos)
con un minimo de 80% de celulas vegetativas. A partir de estos
concentrados, se prepararén 20 ml de antigeno a una concentra-
cién de 9x10B bacterias v posteriormente se inocularon a los
conejos por via intravenocsa para la obtencifn de los sueros -~

hiperinmunes,

Los sueros hiperinmunes obtenidos al 12vo dia de inocula-
ci6én presentaron un tftuio promedio superior a 1:400 en la prue
ba de aglutinacién, por 1o cual se procedif a sangrar en blanco

a los conejos al 1l4vo dfz de iniciada la inoculacién.

Los resultados del fraccionamiento del suero obtenido (pu
rificacién de -Globulines) y la determinacién de la concentra

cibén de protefnas, se muestran en la TABLA VI.

Para realizar la corjugacibn se ajustaron las proteinas
{ =-Globulinas) a una concentracién de 10 mg/ml, as{ mismo se
utiliz8 una concentraciér de 0.028 mg de isotiocianato de fluo
resceina/mg de -Globulinzs, Los calculos efectuados para la

conjugacién se muestran en la TABLA IV,

Para determinar la ezpecificidad de los conjugados obteni

dos, se confrontaron estcs con antigenos de cepas ya identifi-
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cadas {pruebas cruzadas). Los resultadeos de estas pruebas se

muestran en la TABLA VII,



TABLA IV,

CALCULOS EFECIUADOS PARA LA CONJUGACION DE ¥ -GLOBULINAS {OBTE

NIDAS A PARTIR DE LOS ANTIGENOS DE Clostridium chauvoel, Clos-

tridium septicum,Clostridium no
1 CON EL ISOTIOCIANATO DE FLUORESCEINA

delTiT)

i tipo B y Clostridium sorde-

Total de prote
fnas (¥ -Globu
linas) obteni<
das, y concen-
traciones co-

rrespondientes

Volumen de aforo
para obtener las
¥~Globulinas al
10%

Relacién de:

-Protefnas (¥ -Globulinas).

-Solucibn amortiguadora de car
bonatos*

-Solucién Salina Fislol8gica ~
(SSF) .

Adicionados para obtener las -

Y ~Globulinas al 10%

mg de isotocianato

de fluoresceina usa_

dos en la conjuga -
cién**

] 422 .65 mg en 28.5 ml de protefna
Cl. cnauvoel 28.5 ml 42,26 ml 4.2 ml de Sol.amortiguadora 11.83 mg
(14.28 mg/ml) .56 ml de S.S.F.
163.28 mg en 13.0 ml de proteina
Cl. septicum 13.0 ml 16.32 ml 4.2 ml de sol.amortiguadora 4,56 mg
(12.56 mg/ml) 1.7 ml de S.S.F.
9.3 ml
Cl. novyi ig 3? en *x*an este, 10.0 ml de protefna 2.60 m
tipo B se aforb a 1.0 ml de Sol,amortiguadora : q
(9.3 mg/ml)
11,0 ml
,] 171.9 mg en 15.0 ml de protefna
Cl. sordellii} 15 pl 16.32 ml 1.7 ml de Sol.amortiguadora 4.81 mg

(11.46 mg/ml)

*Solucién Amortiguadora de Carbonatos (pH 9.5-9.8).
**Para la conjugacién se usd 0,028 mg de isotiocianato de fluoresceina/mg de proteina.

- 67 -



TABLA V.- RESULTADOS DE LAS PRUEBAS REALIZADAS.
Patog. en
‘ Yema de huevo Animales
Moti- Glu- Mal- Lac- Sucro Sali Mani In- Hemo- Opale- Capa per de
lidad. cosa. tosa. tosa. sa. cin, tol. dol. lisis.cencia lada. Laboratorio
(1. chauvoei
IRP 206 + + + + + + - - + - - +
('l.septicum
¢2pa escosesa, + + + D + - - - - - - +
tl.novyi tipo B
TRP 190 + + D - - - - - + + - ¥
C.sordellii
IRP 233 + + + - - - - + + + - +

* D = dudoso.

NOTA: Se considera

que la bacteria utiliza el

carbohidrato, si esta disminuye la escala de pH 0.8 o mis



TABLA

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

Volumen de Y'-Globulinas *k T%}al de proteinas

obtenidas a partirx del .- 4| Concentraccién ( ¥'~Globulinas) ob

suero hiperinmune, Absorbancia* de protefnas | tenidas.

{mg /ml}

Cl. chauvoei 28,5 ml 0.445 14,83 422,65 mg en 28,5 ml
Cl, septicum 13 ‘ml 0.377 12,56 163.28 mg en 13,0 ml
Cl. novyi tipo 10 ml 0.279 9.3 93.0 mg en 10.0 ml
Cl. sordellii 15 ml 0.344 11.46 171.9 mg en 15.0 ml

* Absorbancia obtenida a 280 nm en un egpectrofotometro Hitachi 100-20,
**bgtos valores se obtuvieron por la siguiente f6rmula:

de protefnasml = Densidad 6ptica (DO) x dilucién

mg

nm
mg
ml

nunn

nanémetros.
miligramos,
mililitros.

1.5

(Morilla, G.A.

1979) .,



TABLA VII.

OBTENIDOS ("PRUEBAS CRUZADAS").

DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS CONJUGADOS

CONJUGADO DE:

*ANTIGENO DE
C. chauvoei,

*ANTIGENO DE
C. septicum.

*ANTIGENO DE
C, novyi ti-
_po

*ANTIGENO Dk
C. sordellii

C. chauvoei

C. septicum

- + - +
C. novyi - - . -
tipo B
C. sordellii - + - +

*Estos antfqgenos se obtuvieron a partir de improntas de tejido mGscular
(desparafinados)de cuyes vreviamente infectadns con las cenas tipo para
desafio de Clostridium chauvoei, Clostridium septicum, Clostridium novyi

tipo B y Clostridium gsordellid.

Estos animales fueron Tmoculados por -

via intramuscular con una mezcia (l:1) de crecimiento bacteriano (24 ho

ras de incubacidn) y cloruro de calcio (5%).

- ¢¢€ -
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DISCUSION, -

Los procedimientos para el aislamiento e identificaci6én de ~
anaerobios son dificiles y poco conocidos, ya que existe una gran
variabilidad En las pruebas bioquimicas que caracterizan a estos,.

Para diferenciar a los anaerobios positivos, se requiere ge-
neralmente de pruebas con antitoxinas y pruebas de fermentacién -
de carbohidratos, ya que las pruebas serolfgicas no juegan un pa-
pel importante en el reconocimiento o subdivisi6n de estos organis
mos (13). Sin embargo, la identificacifn de cultivos por pruebas
de fermentacién de carbohidratos se debe manejar con mucho cuidado,
debido a la variacién que existe entre las mismas especies del gé

nero.

Los resultados de las pruebas de fermentacibén de carbohidra-

tos realizadas a las cepas de desaffo (C. chauvoei, C. sordellii,

C. novyi tipo B) muestran concordancia, no siendo asi para la cepa
de.E. septicum, para la cual la mayorfa de los autores estipulan

que la fermentacidn de sucrosa es negativa, sin embargo, Smith, -
L.D. (16), menciona que existen algunos serotipos de C. septicum

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

ci6n de salicin, ya que los resultados obtenidos para la fermenta
cién de este carbohidrato son negativos, no siendo asf para la ma
yorfa de los autores. La explicacibn de este Gltimo resultado pue
de ser que debido a que el medio base es muy rico en nutrientes y
el salicin tiene una estructura compleja, la bacteria desdobla pri

merc las moleculas més simples y por lo tanto no alcanza ha degra



dar el carbohidrato en las primeras 24 horas de incubacién.

Existen otras pruebas diferentes a la fermentaci6n de carbo-
hidratos, tales como la neutralizacién de toxinas, cromatografia
de gases, etc que son de gran utilidad para confirmar diagnSsticos
bacteriolégicos de anaerobios, perc ninguna de ellas proporciona
la rdpida identificaci6n de los gérmenes patSgenos especfficos, ya
que todas ellas requieren del cultivo del microorganismo. La apli
cacién de las técnicas de tinci6n inmunofluorescentes tiene gran-~
des ventajas sobre estas oruebas; por estos métodos los organismos
pueden identificarse no solamente en frotis de cultivos puros y -
mixtos, sino que tambifn en frotis de material patolfgico y en sec
ciones de tejidos, por lo tanto el diagn6stico se puede hacer ra-
 pidamente. Mediante el uso de sueros especificos marcados se pue
den identificar varias especies de Clostridium. Esta técnica pue
de proveer igual valor en la diferenciaci6n de miembros proteolf-

ticos como en Clostridium botulinum de Clostridium sporogenes (Ba

tty y Walker, 1964,1965; Boothroyd y Georgala, 1964). La fluores-
cencia de anticuerpos marcados también actua especificamente para

Clostridium oedematiens, Clostridium tetani, Clostridium septicum

y Clostridium chauvoei (Batty y Walker 1963 a,b; 1965), La aplica
cifn con &xito de las técnicas de inmunofluorescencia depende del
fraccionamiento de las porciones antigénicas de varias cepas de -
las especies particulares para obtener al menos un antigeno en co

mun gue no pertenece a ningln otra especie (13).

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

19,23) son los antiqgenos somAtices los gue brindan la mejor espe-
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cificidad de los conjugados no solo depende de la calidad de los
antigenos, sino que también depende del perfodo de inoculacién.
Se ha observado que cuando el perfodo de inoculacién se continua
por mids de 14 dias, aparecen enconces los anticuerpos contra los
flagelos de las celulas, los cuales presentan pruebas cruzadas
entre las diferentes especies del género Clostridium y por 10
tanto ocasionan una disminucién de la especificidad del conjuga

do (19).

Los resultados de las pruebas cruzadas realizadas nos mues
tran que los conjugados de C. chauvoei y C. novyl tipo B son es
pecificos, no siendo igual para los conjugados de C. septicum y
C. sordellii, los cuales cruzan entre si; esto puede deberse a
la presencia de un determinante antigénico que es com@in para -
ambas especies, por lo cual para diferenciar entre estas dos es
pecies, es necesario recurrir a pruebas de identificacién bac-

teriolbgicas.



- 36 -

COUNCLUSLONES:

Los antigenos obtenidos de acuerdo a la técnica recomendada
por Claus y Macheak (5) presentaron minimo un 80% de células ve-
getativas (antfigenos “0O" vegatativos); asi mismo, el Medio Smith
y lloldeman (19) demostrd ser adecuado para la produccibn de estos

antigenos,

Las pruebas bioquimicas tradicionales usadas en la diferen=-
ciacién de los anaerobios positivos (fermentacibn de carbohidra

tos) pueden presentar resultados falsos.

El esquema de inoculacibn en conejos utilizado con los antl
genos "0" vegetativos proporcionf buenos titulos de anticuerpos.
El tf{tulo de los anticuerpos obtenidos pueden ser medidoé por -
prueba de aglutinacién en placa, aunque existen pruebas mis espe

cificas que esta.

Se obtuvieron anticuerpos "O" vegetativos marcados con iso-
tiocianato de fluoresceina de las cepas de:
C. chauvoei IRP 206
C. novyi tipo B IRP 190
C. sordellii IRP 233

C. septicum (cepa escosesa)

Los anticuerpos marcados con isotiocianato de fluoresceina
{Conjugados) de las cepas de C. chauvoei y C. novyi tipo B mues
tran especificidad en las pruebas cruzadas realizadas desde la

diluci6n 1:40, no siendo as{ para las de las cepas de C. septi-

cum y ., sordellil.
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