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r;".ESUMEM 

A pe rti r dE· ce~·as de C.to.&.:t!i..ld.lurr e.ha.uva el.. IRP 206 y Clo.&

.:t1i.J..d.lum .&ep.:t.lcum se prepararan las bacterinas y taxoides co-

rrespondientes Gamo productos inmunizantes. Se h1z~ un 8Stu-

dio comparativo de la rEspuesta inmune con cuatro productos -

comerciales conteniendo dichos microorganismos tomftndo como -

base de an&lisis la ticnica del man~al de requerimientos m'n1 
mas para prod~ctos biológicos de la S.A.R.H. l 9i'7, dando ce•-

mo resultado el recr.dl" de ti:>dos los prodwctos probados. Nue~ 

tras productos inmunizantes se probaron en las ccmb1nacion~s 

de b~ctErina, toxoide y bacterina to>oide, de los cuales, el 

que tuvo rnaycr protección pero sin llegar al 100% fue la bac

terina. En adición, se hizo una cuantificación del t1t~lo de 

articuerpos producidos por c~da uno de los productos probcdos, 

encontrando que todos elevaban una respüesta de anticuerpos -

satisfactoria, pero na una protección efectiva. Para la cuant1 

ficEción de anticuerpos se utilizó la ticnica de fijación de

complemE,nto, utilizando como antígenc de prueba, el ant1geno 

correspondiente al m~terial de inmunización ~ue se produjo en 

este trabajo. 
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INTF<ODUCCION 

lo4 Clo4~n¿d¿um son bacilos anaer6biccs o microaeroffliccs --

Gram pes itivcs, formadc·res de E·sporH, que en su mayor parte -

1 levan en la naturalezi' una existencia saprófita. Su t.abitat. -

né.tural es el suelo y el aparato gastrointest.in<ol d('l hcmbre 

Y los animales; estas bé•cterias existen en una relación simbi.§. 

tica mül cc·mprendida en la cual protegen contra la ro1oniza-

ción e invasión por- bacterias patógenas y contribuyen a la fun 

ción digestiva normal; sin embcrgc•, los microorganismcs anaer_g 

bias endógen0s o ~dquiridos exógenarrente pueden inv1di1 y des

truir tejidos cuando la piel y la! barre1·as mucosas resultan -

corr0 prometidas por la cirugía, traumatismo o tumor y cuando los 

potenciales redcx se reducen por isqu€mia, necr-os~s o infección, 

ocasionando Hst diversos µreceses patol6siccs. Estos bacilos -

son de tamaño variable, generalmente son largos,_ estrechoE y -

con e·xtt·emos redondeet'os; todas las espe·cies e~.pot·ulan, perc -

la posición del esporo es variable; la m<1yor·ía de las especies 

son móviles gracias a flaselos perítricos.[25] 

Los tipos de enfermedades producidas por los CLo~~n¿d¿um pue-

den clasificar·se E·n toxigénicas (C,{'.,o¿;t:n¿d¿um ~ y C.lo¿.~n¿

d.ium bo~uf.lnuml e histot6xicas. (todas las especies del grupo -

de la gangrena gaseosa son ejemplos) (33). Un aspecto 1mportal!_ 

h· que hay que resaltar, es el hechc· de que no todos los clos

tridios son patógenos, en realidad, solo ~na pequefia minarla -
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Eon capaces de ~·rot'ucir er.fermedad (10); ad. los clostri 

dios patógenos puEden ser subdivididos en tres grupos más o 

~en0s bien t'efinidos: 

l.-ce.oa.t1tl.dloa exo.:t6xicoa. Estos clost~idfos se caracterizan 

por prot'ucir toxinas de gran potencia; estas tox1nas son las 

responsables de producir la enfermedad y evEntualmente la --

muerte del animal, sin embargo, la b<cteria en sl no es inv.e, 

siva. Ejemplos de éste grupo son el CLoa.t1tldlum ~y~

.tr.id.<um ho.tut'.ll!um. 

2.- CLoa.tnidioa lnvaaivoa de 01tigen .tnaum4.:tlco. Este grupo -

incluye todos los agentes de la gangrena gaseosa del hombre 

y la mayor'ia de dichos ¡¡gentes en 1os animales. Sus dos esp~ 

cies más rEpresentativas son CLoa.:t1tldlum pe1t61tlngea en el hQ 

mano y C.lo¿-t1tld.lum aep.:ticum en los animales. Estos clostridios 

producen toxinas de menor potencia que los del grupo anterior, 

sin embargo, las tox·inas en vez ·oe atacar al sisterr•a nervi'ciso, 

atacan dirEctame~te al mOsculo con una actividad necro1ante;-

' _esta diferencia permite a estas especies ser invasivas, ya --

que sus toxinas van necrosando el tejido, permitiéndoles de -

esta ma\'lera avanzar. 

3.- C.t.oa.t1tldluni lnc•aa.<voio de cnl.gen d.lge.a.tl.vo. Estos clo1tri

- dios que solo se han demostrado de manE:ra concluyen 'lie E·n arima

les, presentan 1 a ¡;atogenia w.enos ccmprenciida. El grupo F:stá 

- represer.tac!o fundamentalmente por CL0~.:t1tld .. iu)!! cha.}:l~$;b· ~-
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.tJt-ld.iwn lia.e.mo.t-l.t-lc.um y algunos serotipos de C.Co-0.t1t.i.d-lum ~.!}. 

~· Er estos casos las tacter1as no entran a través de una h_t 

rida, sino por vía oral; pasan por una fase de reproducción i_!! 

testinal y pc·r un mecanismo descor.ocido e incom~·re.nsible se -

trasladan a trav~s de la sangre a sus tejidos de acción, en -

dor:de se reproducen:¡ elaboran sus t.oxinas quE· producen la 1~ 

si ón. 

For ctra parte, se hacE hincapié en un aspecto importante, y -

es el hecho de que la mera presencia de un microorganismo en -

el cuerpo no constituye infección, sino qt;e la infección se· C.!!_ 

l ifica cuando hay presercia del microorganismo, síntomas de en 
fermed2d y cambioL patológicos de los tejidos.[25] 

Ei cc.rbón sintomático (al igual que el ed<-ma maligno) se clasi_ 

fica der.tro de las gas-gargrenas (33); su asente etiológico es 

el C.tc-0.tJt-ld.iwn chai:voe-l y es una •enfermedad que afecta al gan~ 

do bovino, caprino y.ovino principalmente; la vía de infección 

más común es la oral, aunque en ocasiones pue·dé pene:trar por 

lesiones en la piel; el periodo de incubaci6n es de 1-3 d,as Y 

se marifiest.a .por cc·jeras agudas con tumedacción cal ient:e y -

crepitar.te, posteriormente fria e indolora; la enfermedad es -

mortal de 12 a 48 horas después de la aparición de los prime-

res síntomas (37). 

Del edema maligno su «gente etiológico es el c.ea¿.t1t.i.d-lt0n -0ep.t.i.

~· que se encuentra normalmente en el .tracto ga~.trcint:est .. ína-. .l 
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dE los animales herbl~oros, contaminando asf tierras y pastos; 

la infección natural se realiza mediante lesiones bucales o c~ 

tánEas; los slntomas se manifiestan por tumefacciones edemato

sas locales, blandas, con sas y exudaco gElatincso, con fiebre 

elevada (37). 

En el hombre, la higiene ha jugado un papel más Importante que 

la inmunización en el control de las enfermE•dades. La gran r~ 

dGcclón en la incidencia de enfermedades como el cólera, la -

escarlatina, la fiebre tifoidea y el tifus, poco le debe~ a -

la inmunización y casi todo a loE cambios en el medio. En los 

a11imcles, pc·r otra parte, la inmunización jugó un·1papel decisi 

va en el control de las enferm•·d~ées ir.f:::cciosas; ld higiene -

no ha tenido la importancia c;ue en el caso de·l hc·mbre, la ra--

zón es simple, los animales no pueden ser separadcs de las 

fuentes de infección en la forma que es posible con el hombre; 

los animales defecan, orinan, dan nacimiento, mueren y eventual 

me~te se descomponen en el lugar donde comen y viven; ellos e~ 

tán cont;~ua e intimamente expuestos a los microcrganismos del 

suelo y de sus propias excretas. Debido a isto y hasta que la 

inmunización no fue desarrollada, fueron aceptadas como inevi-

tables grandes pér¿idBs producidas por enfermedades infeccio--

s as. 

El tratamiento de las infecciones e intoxicaciones causac.'as 

por Clostridium es de valor limitac.'o, pues los antibióticos y 

los agentes quimioterápicos son de poca efectividad. En ac.'ición 
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e n 1 a n: a Y o r í a d E 1 o s c a s os , el c u r s o d E· l a en fe rm e, da e pu e de 

ser tan rápido que los animales se encuertran moribundos G mu~ 

ron artes de que e:l tratair.ier.to puecla ser considerado. sin erro

bargc. "TODt.s u,s INFECCIONES o INTOXICACIONES CAUSADAS POR 

CLca~nidLum PUEDEN ~ER FREVENJDAS POR INM~NlZACJON"(34). 

AfortunaclamE,nte, México no es un país endémico de:· las 1nfecci.Q 

nes clostridiales q~e nos ocupan (carbón sintomático y edema -

mé1ligno), sin embargo Existen muertes de animales y brotes epi 

znoticos que har logrado aceptar la atención de algunos inves

tigac:!ores. 

Durante los. años dE 1970-1977 el país sufrió una epizootia de 

clostridiasis (carbón sintomático) (ver cuadro 1) que costó -

pérdidas cuantiosas a la ganadería nacional (13); el no ccn-

tar cor, biológicos de alta calidad permitió que el núimert· de 

trotes se incrementara; en 1977 al real izar un estudio epi-

zooetiológico de la enfermedacl se cbtuvieron las siguientes 

con el us iones: 

1.- Que las vacunas existentes (pc·liValentes) no protegían -

en forma adecuada, por lo que se recomendó a la industria -

farmacéutica se produjerar vacunas monovalentes de alta calj 

dad inmunológica. 

2.- Que 1 as coberturas de vacunación a r.ivel nacional eran 

bajas. 
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3.- Que los estados mis afectados eran Veracruz, Puebla, Ta-

basca y Yucatán, y q~e debían de aumentar su cobertura ~e vacg 

nación y acortar el tiempo de revacunación a seis meses. 

Con estas medidas se obtuvo un descenso en el reporte de casos 

de clostridiasis, sin emb<.rgo, estas medidas se han ido descuJ_ 

dc.ndc0
, pc•r lo que se hace necesario reforzar las actividades -

de prevención de esta enfermedad. 

CUADRO l 

Número de casos de clostridiasis en el país duran 

te los aijos de 1970-1979. 

Al'lO 

70 

71 

72 

74 

CASOS 
EO 

50 

40 

1 ">e 'J 

120 

AfiO 

75 

76 

77 

78 

79 

CASOS 
225 

476 

375 

200 

175 

Durante la epizootia, en 1976-1977, Bojbrquez y cc·lat-oradores (27) evó.lua

rcn la potencia de las bacterinas existentes en el pafa, encontrando resul 

tados nada halagadores, por· lo que recomer.da ron revisar· los métodos de· pr.Q. 

ducción y pe·riódicarriente la calidad de· los productos que se distribuyen -

contra esta enfermedad en México, además de· evaluar pe·riódicamente la in-

cidencia de la enfermedad en zonas afectadas. 

Labrandera (22) reporta en 1979 que• ninguna de 5 bacterinas comerciales 

probadas cumple con los requerimientos mínimos de pote·ncia exigidos por el 

departamento de control de producci6n de biológicos, farmacéuticos, alimen 
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ticios Y equipos para animé.les de la SubsEcretaría de Ganadería de la Dire~ 

ción General de Sanidad Animal S. A.R.H .• 

Bojorquez repor·ta en 1981 (81) que· las pérdidas económicas En el garado a 

cc,usa de C.toi,búdlu.m c.l:auvoe:f. ascendieron a cien millones de pesos en --

1980. 

Un aspecto muy importante del problema de clostridiasis es GUe no solo se 

presenta en países en vías de desarrollo cc·mo f.léxico o algunos ~·a'ises su

darr.ericanos, sino que también es problema en países desarrollados con•o 

los Estados Unidos de Norteamerica (9), Francia(l7), Australia (29,11) 

y al gunc·s otro$ de donde ne se tienen reportes concretos pero el problema 

existe. El pr·oblem11 con•Úro que se comparte no es El hE:chc• de c;ue en todos 

estos lugares existan er.fermedades clostridiales, el verdadero problema -

es que los casos de clostridiasis qut• se reportan se presentan en a.nima--

1 es qut• ya han si deo vacunados cor,tra 1 a enfennedad. 

A!.í pues, cc·n todos· los antecedentes citadc•s se forma la base de estudio 

del presente trabajo. 
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OBJETIVOS 

- PRODUCIR l NMLl"NOGENOS CONTRA LAS INFECCIONES CAUSADAS POR 

ce.o¿,.tJúcli.u.m c.f:auc ou 1J Clo¿,;tlLi.cUum ¿,eFUc.um. 

EVALUAF. LA PATOGENICIDAD DE LAS CEPt.s m PRODUCCION POR 

MEDIO DE LA DETERMINACION r:€ OOSIS LETALES, PARA UTILI

ZARLAS CClt'O CEPAS DE DESAF !O, 

- EVALUAR LA CAPACIDJlD INMJNOGENA DE LOS PRODUCTOS QUE F~J;. 

PARN'OS ASI COl"O DE CUATRO PROUJCTOS COl'IERCIALES G.UE CON 

TIENEN LOS CliJ¿,;tJúcli.u.m cf:auvou y ¿,ep-t.foun1. 
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M A T E-R I AL ES Y ME T O DO S 

Para la rec: l i zac i ón del preser:te trabajo se· 11 evaron a ca~o -

las siguientes etapas: 

I.- Preparación de medios de cultivo 

II.- Preparación de soluciones 

III.- Preparación de curvas de calibración 

IV.- Elaboración de lotes de esporas 

V.- Producción ant,genos 

VI.- Evaluación dc·l NÚm~•ro Miis Probat-le de esporas (NMP) -

por ~l mitodo de diluciones 

VII.- E~a]uación de los pro¿uctos inmunizantes utiliznndo -

las m8to¿ologfas de Manual de Requerimientos Mfnimos 

para Prod~ctos Biológicos de la S.A,R.H. 

VIII.- Evaluación de los prod~ctos inmunizantes cuantifican~ 

do la producción de anticuerpos por wedio de la t~cni 

ca de fijación de co~plemento. 

1 ,- PRE.PARACION DE ME.DIOS DE CULTIVO 

Para el cultivo de las especies de c¿o•~n¿dium que se traba

jaron, se utilizaron los tres mudios dt• cultivo cuyas formul.!! 

cio~es son las siguientes: 

MEDIO DE KOLBE (21) MEDIO MALOY (21) 

Higado digerido por papa•na lOOOml Tripticasa 

Tripti casa 40 g Agar 

15 g 

o. 75g 



Agar 20 g 

Extracto de levadura 10 g 

11 

Extracto de levadura 

Cloruro de sc;dio 

Cisteina-HCl 

!i g 

2. 5 g 

0.5 g 

Agua destilada csp l CJOO n•l 

MCDIO DE CLAUS Y MACflEAK (8} 

Extracto de carne 

Peptona de carne 

Cloruro de sodio 

Cisteina-HCl 

Almidór, soluble 

Glucosa 

Agua dEstilada csp 

11,- PREPARACION DE SOLUCIONES 

30 g 

10 g 

5 g 

0.3g 

g 

g 

1 000 ml 

La preparación de todas las scluciones utilizadas en el presen 

te trabajo se enuncia a continuación: 

- SOLUCION BUFFER DE FOSFA"TOS (PB5) 0.1 M PH 7(27) 

Sdluci6n A: Na H2P0 4 0.2M (NaH 2Po 4 . H20 , 27.6 g/lt) 

Solución B: Na 2HP0 4 0.2M (Na 2HPC 4 . 7H 2D , 53.65 g/lt) 

PBS • 195 ml solución A + 305 ml .solución B + 500 ~1 de ag~a. 

Esterilizar en autoclave durante 20 minutos a 15 lb/tn2 

(121 ºC). 
1 

- SOLUCION DE CLORURO DE CALCIO 5% 

Disolver 50 g de cloru~o de celcio en 1000 ml de agua des---
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tilada; esterilizar en aL·toclave dt•rar;te 20 minutos a 15 lb/in2 

(12l°C). 

SOLUCION DE ALBUMINA 

Disolver 2.5 g de albumin~ s~rica bovina en 100 ml de agua 

de~tilad<: (p1·epéorat· inmediatamente antes de usarse) 

REACTIVO Dl BIURET 

Disolver en suficie~te agu~ destilada 1.5 g de sulfato de 

cobre pentaHidratado y 6 g de tartra~o de sodio y potasio

adicioriar 300 rr:l dE· hidr6xido de ~-odio al 10~-; aforar cc-n 

agua destilada a 1000 ml, agitar y guardar en la obscuri-

dad. 

-SOLUCION B~FER DE eARBITURADOS (SA~) 

D1solver en sufi iente agua destilada 42.5 s de cloruro de 

sodio, 2.875 g de ácido dietil barbitarico, 1.875 g de di~ 

til barbiturato d~ sodio, 1.018 g de sulfato de magnesio -

7Hé~O y C).147 g de cloruro de calcio; aforar con agua destj_ 

lada a 1000 ml y esterilizar en autoclave durarte 20 minu

tos a 15 1b/in2 (12lºC); almacenar en refrigeraci6n. 

lll. - PREPARACION DE CURVAS DE CALIB~ACIÓN 

NEFELOME"f RO 

rl ni,felome.tro es una curva dE· cal ibraci6r• para la cu<•ntific.!!. 

ción del número de bacte1·iné1S por mililitro, tomc:.ndo como ba-



~-----------------13 

se la turbidez de las "suspensicines. 

-

Tubo 

2 

3 

4 

6 

e 
9 

10 

ml H2 so4 

9.9 

9.8 

9.7 

9.6 

9.5 

S.4 

9.3 

9.2 

9. 1 

9. o 

1% ml BaC1 2 1% 

0.1 

(:. 2 

0.3 

0.4 

o.s 

C.6 

0.7 

o.a 

0.9 

l. o 

CURVA DE CALJBRAC!OM ne· r'ROTE i NA~~ 

Por- medio de la cuantificación de sustancias 
téica PC•r el métoéo de Biuret, se constato 1 a 
1 as toxinas. 

Tubo ml B i u re t ml s (¡ 1 • ml medio ml agua albumina Claus 

Blanco a 

8 O.l(sc.1 l : lo) 0.9 
2 a 0.2(sol l: l ü) o.a 
3 8 o.J(sol l: lo) o. 7 
4 8 C:. 4( sol l : lo) 0.6 
5 B o. 2 0.8 
6 8 0.4 0.6 
7 8 0.6 0.4 

Cor0 c. X 1 0 6 
MO/ml. 

300 

600 

900 

1200 

1500 

laoo 

2100 

2400 

2700 

2000 

de r.aturalezé pre• 

pt•esencia dE· 

Abs. Conc. 
(530 nm) mg/ml 

o o 

0.0075 0.025 

o. 01 o.os 

0.0105 0.075 

0.025 0.1 

0.115 0.5 

0.225 l . o 
0.29 l. 5 
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8 8 fl. 8 0.2 0,35 2. o 

IV.- ELABORACION DE LOTES DE ESPORAS 

Se prepararon 500 ml del medio sólido de Kolbe ) se esteril1-

z6 En actoclave d~rante 20 minutos a 15 lb/in 2 de presión -

(12lºC)' En condicior.es de esterilidad, se repérte el medio -

aúr. caliente (uno~. 45-so<c) en si;ficientes cajas petti estérJ_ 

les, ero cantidad ée 20-2E' ml de me·dio por cada caja. Se oej6-

que El medio solidificara en las cajas y posteriormente se -

metieron éstas a inccbar a 37ºC durante 24 horas. A cac'a caja 

petri en condicior•es de esteril idacl se le adiciona un rr.il ili-

trc de inoculo (sus:n:nsi6r: 1 :10 de la suspensión de· C.i.oi.:t.41. -

d.<.un• .6e¡;-.;t.<.c.um propCtrcionada ~ar el departamento dE· Bac:terio-

1 asía del INIFAP, SARH), difundiendo éste a toda la superfi-

cie del ag&r por mCt~irnientos hacia edelante y hacia atrás y -

hacia un lado ) ctro de la caja; en ~eguid& se colocaron las 

cajas en una jarra Eas-pack, la cual se pone en condicionesde 

anaerobi6sis con un sobre Gas-gen, se cerró la jarra herrréti

carrente y se puso en incubación a 36"C durarte 48 horas. 

Para real izar la cosecha de bacter·ias al término de· la incl!b-ª. 

ci6n se le agregaron 20-25 n•l de PBS a cc;da caja, se frotó la 

superficie del agar con un isopo estéril y se recolectó la 

suspensi6n en un matraz estéril de capacidad adecuada; se re-ª. 

liz& un lavado mis de la superficie del agar con menos canti-
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dad de PBS. El total de la suspensi6n cosechada se filtr6 a -

trave·s de una gasa estéril peora elirninar residuos de agar; a 

la suEpensión resultante se le realizó prueba de pureza sem-

br·andoun poco de ésta en cuatro cajas de a¡;ar sangre, inc.uba .. n 
do dos cajas de etm6sfera de anaerobfosis y dos cajas en at-

m6sfera aeróbica durante 72 horas a 36ºC. Al crecimiento de -

las cajas de anaerobiosis y a la suspensión filtrada por gasa 

se les realiz6 tinción de Gram, para verificar la p~reza de -

los ci. l tfvoL 

Al volumen de la suspensión filtrada por ga1a se le agreg~ un 

ve.· lumen igual dE glicerol y se ruso eir.i agitaciór: lenta curan

te 14 días; ceda 72 horas se le real izaron prue·bas de pur~;za 

a la suspensión en agitación. Al c!bc de los catorce dfas, la 

s~spensión (sin dejar de egitar) se envasó en frascos viales 

y se puso en congel aci6n a -25ºC. El lote de• es¡:·oras asf pr..Q 

ducido se muestre6 y se le realiz6 la evaluación del nómero 

m&s probable de esp6ras viable por milímetro. 

Se prepararon 500 ml del mec\io l 'iquido dE• Maloy y se esterill 

zó en a~toclave durante 20 minutos a 15 lb/in 2 de presión -

( 12lºC); una vez frfo el medio, se p~so en incubaci6n por 24 

horas a 36ºC. En condiciones de esterilidad se le adicionaron 

al medio 5 ml de inoculo (suspensión de Clo~~n¿d~um cha~voe¿ 

IRP 206 proporcionada por el departamento de Becteriolog'ia --
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del INIFAP, SARH ); ei medio inoculado se agitó para hcmogeni

zar la su~pensión y se puso en incubaci6n por 46 horas a 36"C. 

Al cabo dEl tiempo de incuba.ci6n, las esporas se cosechan por 

centrifugación; el contenido del mntraz de cultivo se vació en 

tubos de centrifuga que se pusieron a cectrifugar a 2000 rpm -

durante 15 minutos; el líquidc· sobrenadante se decantó y el P.!!. 

quete celular se: reEc·nstituy6 a suspensión con PBS. A la suspe·_!! 

si6n asf obtenida se le hacen las mismns pruebas de FUreza que 

a la suspensión d€· C.ta.&.tl!A.d.éum ~ep.t.lcum y se le hacen las mis

mas pruebas de evaluación. 

V.- PRODUCCIOM DE ANTlG~ílOS 

a) BJlCTERINAS 

La prodi;cci 6r· de los ant.fgenos tanto de ·c.e.a.&.t1t.i.d.lu11i ·c.ho.u.vc:e.l -

cerno de C.to.&.t1t.ld.lum '.&ep.t:.lcum se .llevó a cabo mediante la mismc. 

metodología por tanto, solo se hará mcnci6n una vez. 

Se prepararon 500 ml del medio liquido de Claus y Macheak y se 

esterilizó en autoclave por 20 minutos a 15 lb/in 2 (l2lºC); el 

medio pas6 a prueba de esterilidad incubandose a 37ºC durante 

24 horas¡ en condicion~s de esterilidad se 1e adicionaron al -

medio 5 rr·l del inóc ul o ( suspens i6n de esporas de los lote·s pr..Q. 

ducidos. en Ell apartadc anterior) y se meti6 a incubar en atmó.?_ 

fera de anaerobiosis durante 15 horas a 37°C. A1 cultivo qit·e -
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se obtuvo se le realiEaron las mismas pruebas de pureza descri

tas para los lotes de esporas, y paralelamente a estas pruebas, 

se cc0 rre la inactivación del cultivo ac!icionand(I formaldehidc 

en solución en ctntidad suficiente para lograr una concentra-

e i ó r• f i na 1 o e l % ; s E a g i ta y s e de j a en re pe• so p o r 7 2 hu r a~ .. 

Al caho de la inactivaciár•, se repartió ei cor•tenidc· del matraz 

en 1uficientes tubo~ de centr•tuga, los cuales se centrifuga-

rl"n a 2000 rprr durante 15 m·inut:os; el líquido sobrenadante se

decantó y el paquete celular se reconstituyó a suspensión ~on 

el ~enor volumen de PSS. La suspensión obt~nida se ccmparó con 

los tub~s del nefelometro y se le agregó PBS hasta llegar a una 

concentración lo mas cercana posible a la del tubo nOmero 4 ¿el 

nefelometro (1200MO/ml). A la suspensión final se le agregó~~ 

merosal en cantidad suficiente para obtener una concentración 

fiílé.l de i:lOOOO. La !:>acterina (suspensión final) se dosificó 

. en frascos viales que se almacené1ror• en i·efrigc·racHin a 4ºC. 

b) TOXOIOES 

La producción de los toxoide~. se i·ea1iz6 ccn la misma técnica 

de· producción de las bacterinas hasta el paso de la centr1fug~ 

ci6n, e~ donde los pasos subsecuentes fueron de la suguiente · 

manera : 

El líquido sobrenadante se decantó y recolectó; el paquete ce

lular se desechó. La solución recolectada se envasó en frascos 

viales que se almacenaron en congelación abajo de - SºC. 



18 

Vl • - EVALUt.C ION ·r:~ L NliMEf:O MJ\S PF:OBJIBLE DE ESPORAS ( NNP) 

POR EL METODO DE DILUCIONES 

Se prepararen 250 ml del met'io de Claus y Macheak, se E·steril i

zó en autoclave durante 20 minutos & 15 lb/in 2 de p1·esi6n (121 

ºC); el ir.edio se repé•rtió en 2!'> tubos de ensaye estéril es a rj!, 

zón d~ 9 ml por tubo; los tubos se dividieron y se m11rc<·roro en 

cinco tubos cada uno, se scmetieron <. prueba de E·Steril idad i.!! 

cubándolo~ durante 24 he.ras a 37ºC. 

Cu¡ndo los tubos hubieron pasadc la prueba de esterilidad, se

inocularon dE· la siguiente manera: 

Al tubo 1 del primer grupo de tubos se le adicionó 1 ml de la -

su~.persión de esporas pre¡;arada en el ap¡.rtado IV, se hcmoseni

za la rr:ezcla y coro otra pip~·ta estéril se toma una a1fcuota de 

1 nil, la ct;al se de:posit6 en el tubc• número 2, se t;omc•ger.iz6 -

esa me,zcl a y con C·tre pi peta estéril se transfirió lml de este 

tubo al núme·ro 2, así. hasta 1lei;ar al tubo núme•ro cinco. 

La o~eración GUe se ac&ba de dEscribir se re¡;iti6 cuatro veces 

más, en cada uno de los gru¡;os de tubos. re!.tartes. 

Todos los tubos se metieror a inct;bar en atmósfera de anaerobi~ 

sis por 24 t;oras a 37ºC. 

La lectura de los resultadc•s se hace sumando todc•s los tubos. -
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turbios correspondier~es a cada dilución, 

La interpretación de los resultados se ha.ce comparando los n# 

meres que obtuvimos en series de tres, con los reportados en 

la bibliograffa [26]; la primara combinación de nümaros que -

logremos equiparar, ccrrespcnderi a la m§x1ma probabilid&d d~ 

tener el ndmero reportado multiplic1do por la primera dilu-

ción dE los tres nümaros escogidos, de esporas viables por -

mililitro de nuestra suspensión original. 

VI l ,- EVALUACION DE LOS PRODUCTOS INMUtlIZP.NTE:S UTILIZAN

DO LAS /YiETODOLOGTAS DEL MANUAL DE RE.QUERIMIE~:TQE: 

MINIMOS PhRA PRODUCTOS BIOLOGICOS DE LA S,A,R.H, 

a) TOXOIDE 

Al toxoide producido se le realizaron las siguientes evalua-

ciar.es: 

-Centidad de $Ustancias de naturaleza protªica(toxinas) por -

e:·I mªtqdo de Eliuret. Se tomó un mililitrc; del toxoide, se le 

agregaron 8 ml del reactivo dE· Biuret, se le adicior·ó i.;n milJ 

litro ce as u a, se z gi tó !:f se leyó en espectrofotómE,tro a s:::o 

nm. 

-DOSIS. Para determinar la dosis de toxoide ~ue ceb1a ser ad

ministrada con fines profilictic os, se inoculó ur conejo in-
' tradermicame•nte corc varias dilucione's dt:.1 prodt.:cto, tomándose 
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como la dosis de inoct:lari6n inmurog.ánica a la mínim11 dilu-

ción c'el proéucto que ne· causa trastorno~. dérmicos (necrosis) 

en el ccnejo. 

-ESTERll!DAD. Se tiizo la siembra del producto en me·dio lfqui

do tioglicolatc y medio liquido Sabouraud, incubánc'ose a 37ºC 

dl!rarte 48 he.ras. 

p n T E N e I A 
-E11 el mar.ual de reqL;erimientos mínimos para biológico~ vete

rinc.rios ne se espe.cifica ningur.a técnica al respecto, por lo 

que la evaluaci6n c'.e la potencia se realizó de rnanera similar 

a 1 as bacteri nas. 

b) BACTERINAS 

- PJ<.UEBA DE ESTERILIDAD. Se hicieron siembras del producto ~n 

medio líquido Tiogl icolato y mec'io 1 iquido Saboi.:raud y se in

cubaron d~rante 48 hc1ras a 37ºC. 

- Pl<.UEE!A DE PUREZA. Solament:e por tinci6n de Gram y observa-

ci6n microscópica se c'etermin6 la pureza del p.roducto. 

- PRUEBA DE INOCUIDAD. Se inocularon subcutanearnente 2 cuye·s 

de• 350 g de peso ccn dos mililitros del proc'ucto; los anima~es 

ne presenta ron al teracior•s fisiológicas o síntomas patológi-

cos at.ribui bles al proc'ucto d~rar.te 7 días des~·ués dt:! inocu

larlos. 
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- PF:UEE:A DE POTENCIA. ·El manual de reque•rimierotos m1nimos rr.ar

ca "Se utilizan 15 cuyes de la misma raza o varieda~. con un -

peso de 350-450 g; ~stos recibir1in dos inyecciones con 1/5 de 

la dosis bovina por vta subcut1inea en la regi6n toraco ventral 

derecha e. izquierda, con un intervalo de 14-21 dfas entre cada 

inyección. 7-14 días después de.la Gltima inoculaci6n, los cu

yes va·cunados (9) y los controles (6) ser1in desafiados cc·n 

lOODL 50% contenido~ en. 0.5 ml por vía intramuscular. Todos -

los animales se observar1in diariam~•nte: durante tres dfas poste

riores a la inoculación. La prueba se considerar§ satisfactoria 

cuando por lo menos 5 de los 6 controles mueran y cua~do ~enos 

8 ele los 9 vact.1naclos sob1·evivan durante el período <le observa

ción". 

En vista de que la t'ificultad poi· co1tsesuir cuyes fué muy gran

de, las cantidades de éstos se modiftcaroc para la re~lizaci6ro 

de la prueba de potencia, quedando como sigue: considerando -

que el C.t'.o.1. . .t1t.i.d.i.um l>ei.pt.i.~ es mertos patógeno que ·cto.6.t1t.i.d.i.um 

c.lia.uvoe.l y que• la fecuenc:ia de que ocurra es menor también, P-ª. 

ra todas las evaluaciones de C.lo.6.:tJi..ld.i.um .6ep.:t.i.c.unr sel o se tra

bajaron tres cuyes. Para las evaluaciones de C.lo.6.t.Jr..i.d.i.um c.hclu-. 

~ se trabajaron cinco cuyes; y en vista de que todas las 

pruebas se trabajaron al mismo tiempo, solo se tuvo un lote de 

control es de cinco. cuyes para C.lo.6.t1t.ld.i.uni c.ha.uvo·e.i. y tres c:u

yes para Clo.6.tll.Á..d.iu.m -0·ep.:t.i.c.u.m. 
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A los pro¿uctos que se les realiz6 esta prueba fueron: 

- BACTl:.RINA TRIPLE (C.!. cha.Ltvocl y e.e. . .6e.p.t.lci.:ml. laborato

rios Norden lote 23G01-A, caducidad Julio 67. 

-POL IBAC (il.:_ clta.uvoe . .l y 2.b, .6ep.t:.lcL'.m), laboratorios Fort De>_!!· 

ge Nova lote 8350, caducidad Febrero B7. 

-BACTHINJ!. BL~.CKLEG (g_. clta.uvce.l y .!:.b_ .6e.pticuml, laborato-

rios Brovel lote 1185, caducidad Enero 88. 

- BACTERINA DOBLE (~ c·l>.a.uvoe.i.J, 1 aboratorios Anchor 

lote 2385, caducidad julio 88. 

El Onico aparato utilizado en la real1zac16n de este trabajo

fue un espectrofot6metro Perkin-Elmer modelo Colem~n 111. 



23 

VIII PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTO 

En esta prueba intervinieneo dos reacciones Ag-Ac que compiten 

por activar el compleirento: 

REACCION PRINLIPAL C' SJST~MA INDICArOR 

Antígeno. 

(Bacterina 
6 Toxoide) 

Anticlierpo 

(Suero de co 
bayos i nocJ:! 
lados) 

Complemento Antfgeno Ar.ti cuerpo 

Esta prueba consta de dos partes 

I.- Re~cciones µ~c1irnina1es 

(Er.itroc1tos (Ant1cuE•r"~ 

de carnero) ant1er1-
troc1 tos 
de c«rne: 

ro) 

a) Titulación del amboceptor 6 hemolisina 

b) Titulación del complemento 

II.- Reacción principal 

I. a) Titulación del amboceptor 6 hemolis1na 

Esta titulación sirve para determinar la cantidad exacta de -

éste que puede provocar la lisis de los globulos rojo$ de ca.r: 

nero en presencia de complemento. 

La hemolisina se prepara ~ediante la inocu1aci6n de eritroci

tos de carnero a conejos; se obtiene todo el suero dE· los co

nejos a los catorce días de inoculados (hemolisina). S~ prep~ 
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ra una dilución, madr'e del amboceptor mezclando volumenes i-

!iual es de aIT'boceptor y glicerol. do~. mililitros de esta rr.ez-

cl a se diluyen con 98 ml de solución salina fenolada al 5:1., -

para as, obterer una solución madre diluida 1:100. 

PREFAR~CION DE LAS DILUCIONlS DEL AMBOCEPTOR 

Primeramente se prepara a partir de la solución madre, una s~ 

lució,-. l : 1000, y se hace el siguiente patrón de diluciones: 

Tubo Amboceptor SAV Transferir SAV Transferir SAV Di l. del 
Amb.oceptor 

2 

3 

4 

l : 1000 

0.5 ml 

0.5 ml 

o. 5 ml 

C.5 rr.1 

5 O. 5 ml 

6 

7 

8 

9 

1 o 

o. 5 ml 

rr 1 0.5 

l - 5 ml 0.5 

2 ml 0.5 

ml 

::~.5 
0.5 

.• 5 

ml 

ml 

ml 

o.5 ml 

0.5 '''ll 1 : 

1 : 

~·'•"' 
. 5ml 1 ; 

1000 

20C•O 

3000 

4000 

5000 

6000 

8000 

l 0000 

12000 

16000 
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PREPARACION DE LA SUSPENSION 2% DE ERITROCITOS 

Se sangra un carnero y se recolecta la s~ngre en un tubo va 

cutainer, que contiene un volumen igual de solución Alsevert 

igual al v~lurnen ~e sangre que se pretende recolectar. 

+ (Gluco~a 18.6E g. Cloruro de sodio 4.18 5 1 Citrato de sodio 

8 g, Acidc citrico 0.55 g, Agua destilada lOOOml) 

Las células recolectadas se almacenan en refrigeración duran

te ~na semBna. Se bacen tres lavados por centrifugación, con 

buffer de veronal, a 2000 rpm durante 10 minutos cada uno. -

Despué~ de la tercera cer.trifu~ación, del paquete celular se

to~a l ml y se suspende en 49 ml de SAV; ésto nos dá una ~us

pensi6n 21 d~ gl6bulos rojos. Para comprobarlo, se hace una d! 

lución de esta s~spensi6n, 1:10, y se lee en el e~pectrcfotó

metro a 561 nm y la lectura se ajusta a 0.6 adtciona~do SAV -

6 gl6bulos rojo~ segün se requiera. 

COMPLEMENTO 

Este prodccto es suero fresco de cobayos sanos, el cual se tr~ 

b~ja en una dilución l : 30. 
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TI~ULACION DE LA HEMOLISINA 

Pez o Cilucf6n amboceptor 
(microlitros) Complemento 1:30 

(mi crol i tras) Eritrocitos 2X SAV 
(microlftros) (~icro 

1: 1 ººº 125 250 125 
2 1:2000 125 250 125 
3 1:3000 125 250 125 
4 1: 400C 125 2 se 125 
5 1: 500(1 125 250 125 
6 1: 60C·O 125 2 5(1 125 
7 1: so e.o 125 250 125 
8 l:lOOOC 125 250 125 
9 1:12000 l 25 250 125 

10 1: 16000 125 25G 125 

Incubar a 27 ºC du r·an te nwdia hora. 
La unidad di;: ambocE·pto r e~. 1 a máximil dilución que muestra ó -
presEnta hemolisis completa. 

I. b). - Titulación del complemento 

En la ~rueba preliminar del con•plemer:to se determina la car.ti 

da~ de lste que es suficiente para ~roducir apenas la lisis -

de E·ritrocitos de carnero en presencia del amboceptor; la unJ 

dad de complemento se define cerno la mfnima dilución de com-

plemento en donde se presenta la lisis de los eritrocitos. 

litios) 

250 

<50 

250 

250 

25C 

25(; 

250 

25(; 

250 

25(; 

1 
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Pre~-araci ón c'e 1 as diluciones del compl ernento 

Tubo Cc•mp 1 eme· n to SAV Dilución 
1 : 3 (l 

0.9 ml o. 1 rn l 33.3 

2 0.8 ml 0.2 IP 1 37.5 

3 0.7 ml o. 3 ml 42.8 

4 0.6 ml 0.4 ml 50 

5 o. 5 ml O.E IT• l 60 

6 0.4 mi 0.6 ml 75 

7 0.3 ml o. 7 rn l 1 00 

8 (:. 2 TT'l 0.8 ml 1 50 

s o. 1 5 ml o. 85 m1 200 

10 o. 1 ml 0.9 ml 300 

T1tulaciór. del corrplemer.to 

Foz e• Dilución Complemento ~AV Amboceptor Eritrccitos <% 

( <'50 nti e rol i t ro s ) (mi cr.Q titulado (mi crol i tras) 
litros) (rr,icrol itros) 

33.3 25C· 125 ~ 25 

2 37. 5 250 125 1 25 

3 42.8 2f.O 125 125 

4 5C 25(: 125 125 

5 60 250 125 125 

6 75 2f.O 125 J. 25 

7 100 250 125 125 

8 150 250 125 125 

9 2(•0 250 125 125 

1 o 300 2!:'0 125 125 
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P.1 ac'icioner la solución de veronal (SAV), se inct•ba E'l sist.§_ 

mu a 37ºC durante media Mora; se adiciona el sistema indica-

dar y se incuba nuevamente a 37ºC durante medio hora. 

I I. - Reacción Principal 

En la reacción principal SE determino si están oresentes en 

los sueros problen1a los anticuerpo!':. Prímera111ent.e, comCt en t.Q 

da reacción de fijación de complemento, los sueros se inacti

van durante 30 minutos a 56ºC, ya que es nEcesario eliminar -

el corr·plemento del suero m1 smo, d(·biclo a que ("1 resu1 tac!o de

la prueba depende dE· la cantidc.d dE·1 ccmµiemento 1 ibre. Si -

los snticuerpos centra la bacteria Están presentes en los s~~ 

ros de los cuyes, reaccionaran con el antfgeno consumiendo el 

complemrnt<P que se adicionó; por su parte, con10 el sistemil 

herolftico depende de la prs~ncia de complemento, no habr~ h~ 

molisis. Pero si no hay anticuerpcs frente a la bact12ria en -

lo! sueros problema, el complemento estará dispc·nible ¡:ara la 

reacción entre el amboceptor y los eritrocitos di:, carnero, en 

este caso, resulta herr·olisis. 
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REACCION PRINCIPAL 

Poi.o Dilución del suero Antígeneo Ccimpleme•nto Sistema hemolítico 
(250 mic.rolitros) (microlitros)(microlitro~)(n.icrolitros) 

2 25(. 2 5G 250 

2 4 2~0 2<'0 2f.O 

3 8 250 2 50 250 

4 1 6 25(. 2 5(. 250 

5 32 2!'>0 2 ~.o no 
6 64 250 25G 2 5G 

7 128 25(. 25(; 25(; 

8 256 250 25(. 250 

Al adicior.at' el ccmplemer.to, el sistemé. se incuba a 37ºC du-

rante 15 minutos; se le agrega el sistema hemoHtico y se in-

cuba nuevamente a 37ºC durante media hora. 

Las condiciones de trabajo fueron las siguientes: 

Título de la he:molisina 2000 

Título del complemento 42 

Dilución antígeno tac terina C.f.o¿;t1¡_,ld-lum el: a.ul· o e-i 20 

Dilución ant ígenc· toxoide Cto6,f4-ld-i.um eh auv o e-i. 2(! 

Dilución artíger,o bacteri na C.1'.o6.t4.ld-lum 6 er;.t-i.c.um 40 

Dilución ar.tígero toxoide e lo~ . .tlt.-i.dútm .6 e. t!:t-i c. um 4D 
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R E S U L T A D O S 

I.- CUENTA DE MlCRCORGANISMOS POR MILILITRO DE LAS DACTE"INhS 

Como ya se indicó, la concentración de microorganismos de las 

b~cterinas se ajustó por medio de comparación con los tutos -

del nefelómetro, ajus~ando dicha concentración cercana a los 

1200 mi croo1·gar. i sn:os/ ml. 

II.- EVALUACION ~E Lh CAhTICAD DE TOXINA PRODUCIDA (TOXOIDE) 

Lns lecturaL ob1enidas por el m~todc de eiuret reportaron: 

Toxina CL06:t1tldlu111 chouvuel 

Taxi na Clo6.t.1tlclút111 6ep;t-lcum 

Jl.bs G.047 

Abs 0.04 

Estas absorbancias nos indicDn una concentración aproxima~a de 

0.2 mg/ml, interpoladas e~ la curva de calibración de proLef-

nas. 

III.- E~ALlACION DEL NUMlRO MAS PROBABLE (NMP) DE ESPCRAS VIA

BLt:"S". · 

Conforme a la ticnica descrita con anterioridad, se obtuvieron 

1 os si g u i entes res u 1 ta dos : 

Tubos turbios para C.lo-0.tl!Á.cf.i.unr clic:uvl'e-i. 5 5 5 4 3 

NMf' = 5 4 3 = 2E X 10 3 = 28 000 e~.po1·as/ ml (26) 
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Tubos turbios pc·.ra c.eo~.;(:Jt.{_d,{_um ;,ep.U.CWI• 5 5 3 1 4 

N M P = 4 O O = 1 • 3 X 10 5 = 1 3 O O O O e• s pe• r a!;/ m 1 

IV.- EVALUACION Df. OOó.jS LETl>LES 

{26) 

Siguiendo 1 a metodología de Reecl-Muen<.h U8) se ccnstruyó el 

·.cuadro número 2, para los datos correspor·dientes al c.ec¿,;tJi..i. --

~ c.ha.uvce.i. , 

CUADRO No, 2 

Datos correspondientes a la mortalidad causada por c.eo¿;t1tl --

~ cha.uvoe.i.. con diferer.tes dosificacior.es de e&poras, se-

gún la metodologia dE Reed-Muench. 

Ño. de Esporas Vivos Mue' rto s Vivos Acuniulativos % MC1rtalidad e.e. c.lta.uv o e.(. Mue t·to!· 

250 l,. 4 7 4 36.36 

300 2 6 3 10 76. 9<: 

400 7 l 7 94.44 

500 o [l o 2f. 1 00 

Los cálculo& para la determin&ci6n de los parametros que nos -

interesan(DL), SE efectuaron mediante la& siguientes fórmulas: 

Diferer:cia de =rorcen1aje bu~.cado - Mortalidad inferior al porcertaje X 

Lo¡;aritmc1s Mortalidad superior - Mortalidad inferior al portentaje 

Lo g ar i tm C• de 1 fa e to r· de di 1 u e i ó n 
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Log DL Diferencia <lE· logaritmos+ Log Di]. menor al porcentaje. 

Los resL..ltados quE· se obtuvieron fueron los siguientes: 

DL SO 271 esporas DL 70 298 esporas DL 80 315 e!.po1·as 

En forrra análog<• al procedimiento anterior, se constrLy6 el cua 

:dro 3 y se obtuvie.ron los datos. correspor·dientes al C.1'.<16.tt<.<. 

d.lunr 6eF.t.lcum. 

CliADf'D No. 3 

Datos ccrrespcndierites a la mortalidad causada por Clo¿.tnldlum 

.óe.p..t..lc.u;; con c~ift:¡-ente~. do~.ificaciones de esporus, según 1¡i m_g_ 

tudologia de Reed-Muench. 

Ne•. de esporas Vivos Muertos Vivos Aci.:mulativos MC1rtalidad 
e.e.. .&ep.t.lcum Muer·tos % 

4 500 7 Q 36.36 

5 soc 2 3 1 o 76.92 

8 ººº 1 7 94.44 

11 000 o 8 o 25 100 

Les resultados que se obtuvieron en este caso fueron los siguien 

tes: 

DL 50 5 049 esporas DL 70 5 573 3 esporas DL 80 8 :=:25 i=spc•ras 
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V.- PRUEBA DE POTENCIA 

Para la rEalización de la prueba ~e potencia se utilizaron 61 

cuyes entre 350 y 450 g de peso distribuidos de la manera si-

guientes: 

Cu yes 1- 5, evaluaciór. de Blackleg con f.f.: chauvoe,( 

Cuy es 6-8, evaluación de Blackleg c:on e ,e. -0 c¡::.t.ieum 

cuyi:s 9-13, evaluación de· Pol ibac CC·n e.e. c.ltav.vo e-l 

CL!yes 14-1 6, evalu<.ción c~e P c.J iba e conc.e. -0 C[';t.lc um 

Cuyes 17-21, eval uaciór. de e.acteri na triple con e.e. ehauvor.l 

Cuyi:s 22-24, eval uaciór· de E?acterina triple con eL -0 e.~;t.{euni 

Cuy es 25-29, evaluaciór, de Bacterina doble CC•n ~ efta.tlVOC-Í. 

Cuyes- 30-34, evi·1ucc·iú11 de nuestra bacterina de C-l'.. ehauvc.'e.l 

Cuy es 3 5- 3 7. evaluación de nuE:str·a bc.cterina de· fi.: -0ee;t.lcum 

Cuy es 38-42, evaluación de nuestro toxoi de ce fb_ chai•voc-l 

Ct•yes 43-45, evo.luación de nLest.ro t.oxoidt· de ~ -O er:-.t-lcum 

Cuy es 46- se., eval uac-i ór, de nuestra bacterina-toxoide dE• C.t. e haul' o e.<. 

Cuyes 51- 53. evaluación de nuestra bacterina-toxoide de e.e. -O ee.t-let·m 

Cuy es 54- 58. controles de· e.t. crauvoe-l 

Cuyes 59- 61 • controles de f.&.:_ 1.e.~.t:-let•m. 

Los cuadros que a continuación siguen se hicieron tomando en -

cuenta la división de los cuyes que se acaba de rnercionar, y -

contienen el nGmero correspondiente a cada cuye, el titulo de 

a n t i c u e r p os e o n t. r a 1 a e s pe e i e de C 1 os t r i d i un• e n E• 1 d f a e e ro -

(día de la primera inoculación), al día catorce· (administra--
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C i Ó n d E' l rE' f U E· r Z O ) Y al d Í d V e i n t i OC h O ( d €• S a f Í O ) , a S Í e O íll O e] 

res u l ta do de l a p r u e t. a d E· d e~· a f í o " rn a 1· e a r, d o s i l os a n ; m a l es vi 

vieron o mur·ieron después d€ tres días de habe·rlos dl•safiaco. 

Resultadcs dE· la prUE:ba ce pc0 ter,cia para la Bacter·ina Blackleg 

Evaluaca ccn cepa de .fk.· chauc·oe.i IRP 206. 

Cuye No. Título d (' a n 1. i cu e r pos ( l / T '.f:tu l o) Vi v i ó Mur· i ó 
día o aía 14 dfa 28 

2 

3 

4 

5 

2 

4 

2 

4 

8 

8 

4 

8 

1 6 

8 

8 

e 
8 

l 6 

CUAmo No. 5 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Resultados de la prueba de potencia para la Bacterina Blackleg 

E·val uaca ceon CE·pa de C.t • .óep.t.lcvm. 

Cuy e No. Título dE antici:erp·os ( l / Título) Vivió Murió 
día o día l 4 día 28 

6 2 ( + 

7 4 8 lé + 

8 ,. 2 4 + 
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· CUADRO No, 6 

Resultadcos de la pruE-ba de pcter.cia para la Bacteriné. Pol ibac 

evaluada cor. ce~a dE· ~ c.lto.uvl'e.l IRF' 20€. 

--------- -----
Cuy e No. Título de ar.ti cuer poE ( l I Título) Vi Vi 6 ~u rió 

día o día 14 día 28 
-----· 

9 4 4 8 + 

lo 4 4 8 + 

l 1 2 2 4 + 

l 2 2 4 4 + 

13 2 4 e + 

CLIADRO No. 7 

Resultado!. de la prueba de potencia para la Bacteri na Pal iba e 

evá l u a da con cepa de ~ ~e.p:t.lc.L·.m. 

----------·---------------------
Cuy e ffo. Título de anti cuerpos ( l / Título) Viv i6 Murió 

día o día 14 día 28 

------· 
14 2 2 4 + 

1 5 2 2 4 + 

1 6 2 2 4 + 

.... 
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· CUADf.'O No. 8 

Resultac'os de la prueba de potenc ia para la Bacterina triple 

e\aluadc· con cepa de· e.e. c.ho.uvce.l IRF' 206. 

Cuye No. 

17 

18 

19 

20 

21 

-------------
T'tulo de anticuerpos (l /Titulo) Vivi6 Muri6 
d,a o cía 14 día 28 

2 

2 

2 

2 

2 

4 

8 

8 

8 

l 6 

32 e 
8 8 

CLIADRO No. 9 

.¡. 

+ 

+ 

l\esultadOE· para la prbebc. de potencia para la Bacterina tt iple 

e\ al uad<o cor< ce~a de E!:,:. ~ep.t:.<.c.um. 

---------~------------------------

C1.;ye No. 

22 

23 

24 

Título cle anticuerpos (l / Título) Vivi6 Muri6 
día O día 14 día 28 

2 

2 

4 

8 

4 

8 

2 

4 

+ 

+ 

+ 
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CUADRO ~io, J 0 

Resultados para la prueba ce potencia para la Bacterina doble 

e v a l u a e a ce· n c r· p a o e e .f. • eh au v o e-i I R P 2 o 6 . 

----- --------- -- -- ------------
Cuy e No. Título cie ar.ticuerpos (1 /Título 

cía o día 14 día 28 
Vivi6 Murió 

----------
25 2 8 4 + 

26 2 8 4 

27 2 8 4 ~· 

28 2 ~ 4 

29 2 8 4 

CUJ1DRCJ No, 11 

Resultados para la prueba de potencia para ~uestra Bacterina ~ 

valuada con cepa de·~ c.ha.uvoe.l IRP 206. 

--- ---------------- -----
Cuy e No. Título de anti cue·rpos (1 / Título) V 1Vi6 Mur16 

día o día 14 día 28 

-·---
30 2 + 

31 2 4 4 + 

32 2 8 l; + 

33 2 8 8 + 

34 2 8 8 + 
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CUADRO No, 12 

Resultados par-a la prueba de ¡:otencia para nuestra Bacteriné. _g 

val u a da cor. ce~-a de s:.!:._ • .t.ep.:U.cum. 

Cuye No. Título dE· antict:er~os (1 / Titulo) Vivi6 Muri6 
día O día 14 día 28 

---------- - --------
35 

36 

37 

2 

2 

2 

4 

4 

CUADRO fio, 13 

------------
+ 

8 + 

+ 

Resultados para la prueba de potencia para ~uestro Toxoide e-

val u2 do con e.e pe de ~ c.hauvoe.i. I RF 206. 

----· ------
Cu_ye Ne·. Título de anti cuerpos (1 / Tí tul o) Vivi6 Muri6 

día o día 14 día 28 
----·-

38 4 4 8 + 

39 2 4 + 
40 2 4 4 + 
41 2 4 4 + 

42 2 2 8 .¡. 
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CUADRO ria , 14 

Resultados para la prueba de p0tencia para nuestro Toxoide ev~ 

luadc- con cepa de e.e.. -.1ep.:U.c.cm. 

Cuy e No. Tí tu 1 o de <ntiuerpos( 1 I Título) Vi Vi ó 1".urió 
día G día l 4 dí a 2B 

---------
43 2 2 4 t 

44 2 2 32 + 

45 2 2 e. + 

cuADf.~o No. 15 

Resultados para la prueba de pDtePcia para nLestra eacterina

Toxoide evaluad;:, con cepa de f.&..:. c.ho.u.voe.l IRP 206. 

--------------- ------
Cuy e No. Tí tu 1 o de e.nti cuE·rpos ( 1 / Htul o) Vi Vi 6 Murió 

día o e! í a 14 día 28 

-----------------
46 2 4 

47 4 8 256 + 

48 2 e 256 + 

49 2 1 6 2 t 

50 16 2~.6 2!\6 + 
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CUADRO No, 16 

Resultado& para la prueba de pcte~cia para nuestra Bacterina

ToXoide evaluada con ce¡:a dé e.e. ~EY~· 

C1..ye No. 

51 

52 

53 

Título de anticuE·rpcs (1 f Título) Vivi6 Mut·i6 
día O Gía 14 cía 28 

2 

2 

2 

4 

[J, 

CUADRO No. J.7 

e + 

+ 

4 + 

Resultadcs para la prueba de poten~ia para el grupo control de 

Cto~~~idi~ ~h~uvoei. 

Cuy e No. T'ftulo dE• anticuerpos ( 1 I T'ftulo) Vivió Mt1ri6 
día o día 14 día 28 

-------- - -- -- ----
54 2 " 2 + 

55 2 2 4 + 

56 2 2 2 + 

57 2 2 2 + 

58 2 2 4 ,_ 
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CUADRO No. 18 
Resultadc•s para la pruet:a dE potenc.ia para el gruFo cc•ntrol de· 

C~oó~~~d~um ¿ep~{c~m. 

- ------ - ----- -- -- -- ------- -- -- -~· -- -- ·-
Cuye No. 

SS 

60 

61 

Tftul o dE:· anti ct;erpos ( 1 / Tf tul o) Vi.vil5 Muri6 
día O día 14 día 28 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

4 

2 

+ 

+ 

•· 
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D 1 S C U S I O N D E L O S R E S U L T A D O S 

Prime,rarnente, la evaluaciór, de los toxc·ides, en ci.;anto a la 

cal' ti dad de materia de· naturaleza proteica, no se hiz.o pa ru t.E_ 

ner la seguridad de que cantidad de toxinas se tenfan, sino 

que.• al sabe·r que el C-l~.6;tl1..í.d).u.m c. l crecer un un n1edio ge·nera -

la producción de toxina (sustancia de naturaleza protéical, lo 

qL<e se que·ría a~egurar era solamer:te esta preser.cia, pL1es los 

estudios q¡¡e se le iban a real izar a éste pt'cduc:to r.o deperdfan 

específicamente de una ~oncentraci6n bien definida. 

Para la determinación de· las dosis letales se trabajó el método 

de Ree·d-Muench; di che ~1iit Gctc es tab i e ce que· to(ja el a 1 ua e i ón se 

haga bajo ur. mismo patr·ón o factor de dilusi6n, sin embargo, -

como a 1 o que nc·sotro~. nos i nteres 6 reportar no iba a ser final 

mente una expresión de dilusión si~o un número especifico de -

esporas se trabajó no con .un patrón c'efi nido de dil usione·s, si 

no cc.n ur.•as dilusiones que nos diera!' concer.traciones específi 

c!s de esporas por mililitro. 

Finaime•nte, la prueba de pote.neta q1..1e es la ¡:arte me,du1 ar de -

este trabajo neis aporta resultados interesant:es. En ¡:rimera -

instancia vemc•s ur.a marcada c'ife.rer.cia entre Cld.6.t:.11.í..d-i.um .,\ep-C.l

~ y C.f.o.6.tl!..í.d.<.u.m e.Iza.u.ve.e.<.; en las ~·rue•ba~. de desafio en las -

que se uti 1 izó C-lo.6.t:.11..i.d.lwn .6ep.t:.-i.c.u.m,. no hubo ningún a nill al mue.r 

to de 1 os i n m Li n i z ad e s a ú n e u a r do t o de s l o s e c n t ro 1 es mu r i i: ro r• 
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artes de setenta y do~ harar; mientra~ que en ]as prueba! co~ 

C.f.c.i.t1i,i.d,fum c.ha.l:ve-i el resultado ~·enE,ral es la muerte d€· to-

dos los anime.les. Vemos que de los anim«ler 1nmunizacos con --

cuatro pr:odi.;ctos ccmerciales conter.iendo C.f.o<!.:t1t.i.d-i.um ~q,~{_ 

ningi:no sobr·evivió al de1afío, aún CL•anc'o pr·esentaror. elevac1.Q 

ner en el Título C.e anticuerpos. 

De- los producto~ por· nosotros »re~·arados, el único quE' cor.fi-

rió una inumidac! protectiva fué la bacterina, en dc·nde sesún -

nuestros resulta dos, la protección fué de un 60~: (ver cuadro -

11 ); los resultados cor re1pecto al toxoide r-stán c'e acuerdo -

cor. l o e; u e reporta Boj o r que z ( 2 ) , e r: do r. de ta m t• i é n s e en c u e r. - -

tra una protección negativa para éste producto (ver cuadru 13), 

üE í mismo, también repor·ta Lina protección del 60% para la Bac

terina y un 151 para la Eacterina-toxoide, endonde norotros -

re portamos un 2C•% (ver cuacro 15). 

En el caso ¿e la Bacterina-toxoide se observó un fenóm~no muy 

curiosc, teniendo corno artecedente los va·lores de· 101 títulos 

para la Eacterina y el Toxoide por separado, esperábamos te-

ner unes resultac'os semHjantes para este prodi.;cto, sin embargo, 

los resultadcs q¡,e se obtubieron eran L:nos títulos demé1siado -

elevados, por· lo e;ue se de·cidió evaluc: r nLevame~te los sueros 

y probarlos cor bacterina y toxoide ~·ar separaéo; los result~ 

dos· que s1;, observaron esta vez fueron que la evaluación con -

bacterina daba resulta¿os concordantes con la dem&s serie de 

resultados, mientra& que los resultadcs de la evaluación con-

tcxoide segufan siendc de~asiado elevadosi ésto no resultaría 
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extrano si la protecci6n conferida hubiera sido alta, pero en 

vista de que suceéió lo cont.rario, es posible per.sar que el -

toxoide producido tenga un carácter antigifinico inmunodominan 

te con respecto a la bacterina, por tal raz6n, la respuesta -

inrrune ful dirigida cor•tra és.t.e, perc los antici;erFOS r.o sc.n 

pr·otectores, lo cual pLede ser debido a qu~ durante la inacti

vaci6r. las toxinas y antfgenos de superficie bacterianos hayan 

s1;frido i;na rr.odificaci6r. por acción dE·l form<ildehído, y pc·r lo 

tar.to, los antici;erFos pro¿ucidos (o la respLesla inmune mont~ 

dD) contra el toxoide y la bacterina no son eficases, por lo 

cual, los animales mueren 6 pesar de detectar elevación er. el 

tftulo de anticuerpos. 

A1 observar los resultados podr,a pensarse que todos los pro-

duetos al mer.os están cumpliendo con une de sus ~rop6s1tos que 

sería el de proteger contra C.l~d.ium ~-t-i.F:um, pero .. 1110 1 o -

hacemos vil ido ya que se h~ establecido ~ue la infección ~or -

C.C.c:>6út-<.EL<um ~p;t-<.S:!:!.!E es ir.uy c.islada y qt.:e los casos mis graves 

e~.tán asociados ccn 5.t..o.!.-t1L).d.lum .s:_h~e-<. y ~).d-i.um No!i.Ji:f:. --

( 32) . 

En los resultados de los tftulos de anticuerpcs se presentan -

en algunos casos ausenLia ~e algunos tftulos, esto se debi6 a 

que en ~·1 momento del sansrado de los animal es se di fi cul tó É-2. 

ta opera e i ór., por 1 o que para ne arl'i esgar· al animal a morir 

por el efecto trauwitico se ¿ecidió ne intentar rrás por esa -

vez y desconocer en Ese rr•omento el tftul o de anticuE·rpcs de ese 
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animal· Por otro lac.'o; observamos en algtinos datos un aL,mer.to 

.1 posterior disminución del título de anticL•erros, éste tipc· -

dE. resultac'os los atribuimos a factores no determinados de la 

metodclo~ía. 

Debido a ~ue la técnica utilizada para la cu1ntificaci6n de -

los anticuerpos es muy sensible y que los anim~les utilizados 

n~nca estuvieron en contacto previo con CLo~th¿dium o ilgGn e

t r o m 1 c ro o r Q a n i s m c., e 1 t í tu 1 o 1 : 2 s E c o n s i d era e o n• o u r, v a l o r -

negativo de presencia de anticuer~os. 

Cabe hacer notar una observación más y es el hecho de que los 

cuyes inoculados con los productos comerciales presentaban un 

absesc; en la zona de inoculación;- ql!e dicho abseso no dezap!!_ 

reció durante el tiempo que duró la experim~ntación; al cabo 

de una se~ana de haber sido inoculados, los animales presenta

ban en la z0na c'e inoculación el necrosamiento de la epidernis; 

ésto nos lleva a pensar tambi&n que la v,a de administración 6 

los adyuvantes por esa vfa no están funcionando. 

Existe una gran disc~sión a cerca de que metodolog,a de evalu! 

ción de bacterinas es la más adecuada, si la de los Estadas U

nidos {que utiliza una cepa estandarizadE para el desaffo de 

todos los productos similares) o la del British Veterinary Co

dex {la cual utiliza como ce¡:a de desafío la mism< cepa dE· pr.Q. 

dt•cciór. del biológico}; la respue~ta s.igue ve.car.te €n cwanto -

no se cor.sidere el hecbo de que se ha logrado abatir el pr·obl~ 
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ma cuandc se han incluido en la p~oduccl6~ cepas aisladas d~ -

ca~os C:e infección clostridial, y quE éstos pre dueto~. se han~ 

plicado en la zona de· la cual fué aislada la ce¡:a {11,29). 
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e o Ne L u s I o NE s· 

PRIMERA Los productos biológicos ccmerciales evaluados no 

cumplen con el requisito ¿e potencia coqstatado con la modifi

cación hecha por nosotros a la tlcnica del Manu~l de Requeri-

mientos Mfnimos Para Productos Biológicos Veterinarios de la 
1 

S.A.R. H .. 

SEGUNDA. - Del análisis de los resultaras podemos concluir -

que la inumidad centra CLoa~n¿dLurn depende de la patoge~icidad 

de la especie. 

TERCERJl . - Vimos que en la administración de la bacterina-tQ 

xoide existe poca protección, y que el toxoide n0 prctc;~. por 

lo que para aumentar la protección (e lstos productos hay q~e 

separar la bacteria de iu medio de cultivo para peder adminis

trarla como inmunóge:no. 

CUJl.RTA . - El presente trabajo sólo cc•mprueta que dE- 1980 (de 

donde se tier.en los últimos repoºrtes ) a la feche ,el problema 

clostridiasis sig~e igual. 
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R E e o M E N D A e I o N E s 

UNICA . - Lo~ laborator·ios productores de biológico~ quE con

tengan C.la.&:t1t..ld.lun• deber'íar de incorµc.rar· a su p reducción to-

das las cepas que se PLJdieran aislar de infecciones clo~t.ridi.!!. 
de sus productos. 
les nat.urJ1es, para buscar con ésto,un aumento en la protección 
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