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1 INTRODUCCION

1.1 PRESENTACION DEL PROBLEMA A INVESTIGAR

Los brotes de enfermedades del complejo de las
miositis clostridiales afecgan con cierta periodicidad a
bovinos, caprinos y ocasionalmente a ovinos, infligiendo
perdidas econdmicas severas a la ganaderia mundial, lo cual
repercute en el rendimiento de-las explotaciones pecuarias.

En México, Vargas (67) calculd las pérdidas
producidas por estas enfermedades en 480, 000 dolares
americanos anuales de 1972 a 1977. Mas tarde, un estudio
realizado por el Instituto Nacional de Investigaciones
Fecuarias (INIF), y la Direccidn General de Sanidad Animal
(68), sefala que las enfermedades que afectaban con mayor
frecuencia a la ganaderia productora 59 carne en México en
1983, eran brucelosis, pasteurelosis bovina, carbén
sintomdtico, antrax, abortos y rinotraqueitis infecciosa
bovina (IBR)j mientras gue la ganaderia productora de leche
era afectada con mayor frecuencia por brucelosis, carbén
sintomdtico, pasteurelosis, abortos, IBR, tricomoniasis vy
vibriosis, y menciona que la mastitis y 1la pododermatitis
tenian alta incidencia.

De acuerdo a la literatura (59), las clostridiasis
pueden ser prevenidas eficazmente por algln tipo de
inmunégeno, siempre que cumplan los requisitos de control de
calidad minimos necesarios para todo biolégico, as!i come wuna
buena conservacién y que su aplicaciédn sea contra los

gérmenes presentes en la region, lo que implica que debe

-1-



existir un 'diagnostico etiologico.

La inmformacidn que se tiene sabre la distribucidn
de las especies de Clostridium productoras de miositis en
México as escasa. En el Instituto Nacional de
Investigaciones Farestales y Agropecuarias, desde hace aMos
se sabe que a pesar realizarse vacunaciones cada 4 o 3 meses
en algunas explotaciones éstas no son efectivas y si aumentan
gl costo de produccién en las ganaderias afectadas, ya que

las pérdidas bpcasionadas por estas enfermedades en las

explotaciones ganaderas persisten.

For otro lado, Seifert y col. (51), mencionan gque
an  ©1 Noregte de Mexico, a pesar de que sa realiran
inmunizaciones repetidas con vacunas introducidas ilegalmente

de los Estados Unidos, no se logra una inmunizacidn efectiva.

El proposito principal de este trabajo fue
identificar por medios bactericlégicos las especies de
clostridios "productores de miositis" presentes en el Noreste
de la Republica Mexicana, considerando comp “clostridios
productores de miositis" a los siguientes (60):

C. chauvoei

L}

septicum

0

sordellii

o

navyi tipos A y B

0

pistolyticum

Asi mismo dada la disparidad encontrada en el

criterio de diferentes autores respecto a la identificacién



de - los clostridios ~ productores de miositis por medio de
“pruebas “bioquimicas, un objetivo secundario de este  trabaijo
fue integrar el criterio de dichos autores en un Cuadro de

Identificacisn, que permitiera identificarlos.



71.2 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS
--142.1.. . .GENERALIDADES
De’ acuerdo con Sterne y Ratty (59), los Vaniﬁales
’doﬁésticos, aun cuando se encuentren en las mejores
condiciones posibles, viven constantemente eupuestos tanto a
microorganismos del suelo, como a los de sus propias
axcretas, a un grado que el hombre sbélo experimenta cuando la
guerra o algun desastre han rote la organizaciéon social.
Entre esos microorganismos se incluyen los clostridios
patogenos, cuyo habitat es el suelo y la excreta de 1los

animales y el hombre, por lo que al estar en contacto con

ellos, los animales pueden sufrir con mas frecuencia de
enfermedades producidas par diferentes especies de
clostridios patogenos come, enterotoxemias, hepatitis

necréotica, hemoglobinuria bacilar, tétanos, botulismo Y
miositis clostridiales.

En general, las clostridiasis debido & la ubicuidad
de sus agentes etioldgicos, a las peculiaridades de e=sa
ubicuidad y & la necesidad de la intervencion de algunos
factores predisponentes para su aparicidn, tienen tres
caracteres epizootioldgicos comunes (57):

a) diseminacidn universal

b} no transmisibilidad por contacto vy,

c) incidencia esporadica.

Sterne (60) divide a las clostridiasis en tres
grupos de acuerdo a las principales manifestaciones y organos

afectados, como se ve en el Cuadro Ne. 1.1, el grupo de las
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enterotoxemias comprende a las con&iciones que efectan el
éraétu intestinal y 6rganas parenquimatosos. El grupo de las
intoxicaciones neurotrdpicas incluye a las enfermedades en
que se invalucra principalmente el sistema nervicso. Y el de
las wmiositis clostridiales, a aquellas enfermedades en que

predomina la mionecrosis, con toxemia y formacion de gas.

{
{
-

/ -~
Cuadro No. 1.1

Clasitficacidn de las Clastridiasis#

Grupo clostridios involucrados

perfringens tipos A, B, C, D

naovyi tipo B, D -
septicum -
sardellii

botulinum tipos A, B, L, D, &, F, G
tetani . )

Enterotoxemias

10101010

Intoxicaciones
neuratrépicas

0

chauvoei

septicum

sordellii

novyi tipo B

perfringens tipo A
histolyticum

\

Tomado y modificado de Sterne, M. I. Br, Vet. J. 137,5:443-
53, (1981).
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T12:2 CLASIFICQCION DE LAS BACTERIAS DE ACUERDO

A SU REQUERIMIENTO DE OXIGENG

Smith (53), describe lo siguiente: *"Al principio,
todo el mundo era anaerdbico, hace unpos S,000 millones de
affos cuando el munda se habia enfriado, las rocas al
solidificarse producian gases similares a los que actualmente
se obtienen de los volcanes..., No existia oxigeno libre, 1a
atmésfera era reducida, al igual que la superficie de 1la
tierra. Ademds carecia de capa de ozono que absorviera las
ondas ultravioletas cortas del sol... La combinacién de ondas
cortas, radiacitn de alta energla y una atmésfera rica en
didrido de carbonao, amonic y vapores de agua, produjo
compuestos orgdnicos simples, los aldehidos y las cetonas, vy
posteriormente al polimerizarse, la primera forma viviente...
Después, hace unos 3,000 millones de ahos, en alguin mar, las
elementos hidrdégeno, oxigeno y nitrdgeno se expresaran
lentamente, y el ozaono comenzd a acumularse en las capas
altas de la atmosfara , lo que permitid aproximadamente 1,000
aflos después la evolucion de plantas fotosinteéticas y algas,
as{ como algunas criaturas unicelulares que utilizaban el
oxigeno como aceptor final de electrones".

Actualmente, las bacterias se dividen con base a su
necesidad o sensibilidad al oxigeno en varios grupos (38),
en:

a) ‘“aerochios obligados", como las micaobacterias vy
otros organismos gque tienen el oxigeno gaseoso coma  un
requerimiento absoluto y no crecen en su aucencia, ya que &1

oxigeno es el aceptor final de electrones de su metabolismo.

__6—.



b) "microaerofilicos: como Erucella abortus y

-Campylobacter, .los . cuales crecen en medios de cultivo con

baja tension de oxigeno, o bien bajo la superficie de wmedios

liquidos.

c) "facultativos", por ejemplo: Escherichia coli,

la cual crece en ptresencia o aucencia de oxigeno.

d) "aerotolerantes", como Clostridium tertium vy

algunos peptoestreptococos, son esencialmente anaerobios que
crecen lentamente en la superficie de medios de cultivo
s6lidos recién preparados, como agar sangre, pero que lo

hacen mas rdpido y mejor en forma anaerdbica.

e) "anaerobios obligados" o simplemente
"anaerobios", organismos que no pueden .crecer en presencia de
oxigeno.

Aungue la mayoria de las bacterias se ajustan a
esta clasificacian (55), Histen excepciones, como algunos
peptoestreptococos, que crecen en primoaislamiento en forma
anaerdbica pero en subcultivos pueden crecer aercdbicamente.

For otro lado, el Clostridium perfringens, asi como otros

anaerobios tienen un metabolismo vigoroso que les permite
reducir la columna completa de medios liquidos que se han
agitado cuando su crecimiento se ha iniciado y crecen en la
superficie de medios liquidos que se han agitado, pero no
pueden hacerlo en la superficie de medios sédlidos eupuestos

al oxigeno.



1.2.3 METODOS BACTERIOLOGICOS DE ESTUDIO DE LAS MIOSITIS

CLOSTRIDIALES.

1.2.3.1 'Sistemas de cultivo anaerdbicos

. La mayoria de las jarras anaerdbicas son
modificaciones a la disefMada por Maclntosh y Fildes en 1916
(37). Son basicamente recipientes ¢ilindricos cerrados
heqméticahente, en uno de los cuales el aire puede ser
evacuado mecdnicamente y reemplazado por otro gas o una
mezcla de ellas, esta operacidn se repite tres veces para
asegurar el intercambioc de gases. Mientras que en el otro
sistema el oxigeno se elimina en forma quimica, por medio de
sobres generadores de hidrdégeno y bioxido de carbono como los
desarrollados paor Brewer y col (7). En ambos casos, por
ultimo se remueven los vestigios de oxigeno que hayan quedado
con ayuda de un catalizador situado dentro de la Jjarra. El
catalizador ayuda en la reaccitin del oxigeno que se encuentra
dentro de la jarra con el hidrégeno que se introduce, de la
siguiente forma:

H +0=-->HO, yal no quedar oxigeno libre la atmésfera se
2 2

vuelve anaerdbica (7).

Los gases que se emplean comunmente son hidrogeno,
nitrdgeno y bidxido de carbono, o bien una mezcla de ellos,
caomo 10% de biduido de carbono, 10% hidrégeno y B80% nitrogeno
(59). Los catalizadores que se emplean actualmente son de
tipo frio y no requieren de corriente eléctrica para
activarse, consisten en pequefias barras de aluminio cubiertas

de paladio, que estdn contenidas en una malla de alambre

—-8-



sﬁjeté'a 1a pafté inféﬁidr de la tapa de la jarra.

Lbs catalizadores se inactivan al ser expuestos a
géé;;r thb Eiorb,rbiakido de sulfuro, mondxido de carbono vy
sulfuro de hidrégeno, siendo este ultimo especialmente
problematico ya que wmuchos -  gérmenes anaerdbios liberan
cantidades importantes de &1, especialmente a partir de
medios liquidos (55). Asi mismo se inactivan por aceites,
vapores organicos y acidos fuertes, asi como por humedad, 1la
cual es muy alta dentro de la jarra, debido a lo cual deben
reactivarse antes de reutilizarse, para esto s2 calientan en
un horno a 160 - 170 C, durante 2 horas (28, 73) y se
almacenan en tubos cerrados herméticamente, en lugares secos
y calientes.

Fara todos los tipos de jarras anaerdbicas es una
practica comin incluir dentro del sistema indicadores de
anaercbiosis que permiten verificar el desarrollo y
mantenimiento de las condiciones anaerdbicas. El azul de
metilenn se considera en general util para ésto, ya que al
ser colocado dentro de una jarra se reduce, cambia de su
farma colaoreada azul a un compuesto quimicamente leuco,
incoloro (73), sin embargo, debido a que no es un indicador
absoluto de anaerobiosis, @s necesario reducirlo por medio de
calentamiento antes de utilizarlo, de otra forma es posible
que se vuelvan incoloros, aunque las condiciones de
anaerobiosis dentro de la jarra no sean las adecuadas (28).
El indicador de anaercbiosis gque se wutiliza en forma
generalizada consiste una solucién de azul de metileno con

hidroximetil amino metano y dextrosa (TRIS), que es posible
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bolsa de tefldn permeable al oxigeno.

1.2.3.2 Agentes reductores R e e

Los agentes reductores son empleados en la
bacteriologlia de anaerobios para obtener medios de vcultivo
que tengan las condiciones para permitir el crecimiento
satisfactorio de gérmenes anaeraobios estrictos y no porgue
les sean necesarios. Entre ellos estd el Acido tioglicédlico o
su sal de sodia, gque se utilizan en concentracidn de 0.01 a
0.2 %, tiene la desventaja de inhibir el crecimiento de
varios clostridios ; de volverse gradualmente téxico a una

variedad de anaerobios durante su crecimiento (67).

Otro agente reductor empleado es la glucosa, la
cual se incorpora al medio de cultivo en propovcian.de 0.5 a
1.0 %4, es un buen reductor, no es toxico y sirve como
nutriente adicional para el crecimiento de bacterias; sin
embargo, Sterne y Ratty (59) mencionan que no se debe emplear
en cultivos que se vayan a mantener por mas de Z semamas, ya

que si fermentan la glucosa, se acidifica el medio y se puede

lograr una esterilizacidn del mismo.

El acido ascérbico se puede emplear en
concentracién de 0,1 %, en lugar del tioglicolato de sodio al
realizar cultivaos de bacterias por el método ‘deep pour"
(72), el cual era empleado como medio de cultivo anaerdébico
antes del desarrollo de las jarras anaerébicas.

La cisteina es un agente teductor, se utiliza en



concentraciones. no. . mayore en medios - de cultivo

- 75@}@995; o 7Liquidpsj,(73l; consrdéra*fmejoﬁ' que el

tioglicolato de éodio 112?},” odfé” (38), demostrd la
naturaleza esencial  de lé‘ cisteina~L, para lograr el
crecimiento de C. povvi tipo B en la superficie de medios
s¢lidos, y puso atencidn a la importancia de la proteccidn

que otorga la cisteina contra la oxidacion atmosférica.

El hierro metdlico puede ser empleado como agente
reductor en medios liquidos (59) y sdélidos. Les provee
condiciones de adecuadas para favorecer y lograr el
crecimiento de anaerobios estrictos (10). Hayward y Miles
(25), mencionan el uso de tachuelas o clgvos pequefas
esterilizadas en flama antes de ser afadidos a los medios de
cultivo estéiles. Al ser espolvoveado'sobre indculos de C.
novyi tipos B, C o D, se observa que crecen alrededor de las
particulas de hierro en forma de satelites (10), aungue
parece setr que este efecto estéd restringido a estos
organismos (6%9).

El medio carne cocida, o medio de Robertson, fue
desarrallado en 1915~1916 (44), es ampliamente utilizado para
cultivos de anaerobios debido a que los tejidos musculares
tienen sustancias reductoras, especialmente glutatidn, que
permiten el crecimiento de anaercbios estrictos, sin la
aplicacidn de atros métodos anaerobicos (73).

En la producciédn de vacunas y esporas de diferentes
especies de clostridios para ser ser utilizadas como cepas
desafia, asi como en la produccion de bioldgicos se wutilizan

medios suplementados con higado o con sus extractos, cisteina
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v .carne (2, 24, 31). Aunque se ha visto que 1las bacterinas

praducidas agregando ademéas carne al medio son mas eficaces =7

1.2,3.3 Medios de cultivo

La preparacion de medios de cultivo para
anaerobiosis, tanto sdélidos como liguidos, es similar a la de
medios de cultivo de uso general, pero se deben evitar
aereaciones innecesarias, tanto durante la preparacién, como
durante el mantenimiento previo a la inoculacidn, por lo que
éste debe ser lo mas corto posible. Los medios sélidos se
pueden almacenar en refrigeracidn dentro de jarras de
contenciéon con atmosfera anaerdbica ("holding jar"), mientras
que los liquidos en tubos tapadas herméticamente a

temperatura ambiente sin luz directa.

En el caso de medios liquidos, es conveniente
utilizar agar en concentraciéon de 0.1 a 0.5 %4, para dismipuir
la conveccion del medio y ayudar a mantener el medio en

condiciones ¢ptimas.

1.2.3.4 Aditivos para medios de cultivo

a.- Indicadores de pH.- En general, se utiliza el
azul de bromotimol como indicador de pH para hacer las
lecturas de las pruebas de fermentacitdn, aunque para ésto es
posible hacer uso de potencidmetros. Deben ser agregados al
medio después del periodo de incubacidn, ya que la mayoria
son reducidos, bajo condiciones de anaerobiosis, a la forma

leuco incolora (73).
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B,~ Indicadores de anaeraobiosis.- La rezasurina,

se utiliza. en forma rutinaria para medios de cultivo

~liquidos, -ya 'que en condiciones de anaercbiosis es incolora,

y - torna a rosa en presencia de trazas de oxigeno.

C.- Sangre.- Fara preparar gelosa sangre o gelosa
chocolate, se recomienda el uso de sangre de bovino, oveja o
conejo, en concentraciones de S % aproximadamente. La sangte
de  caballo no es util para observar la hemdlisis producida
por L. chauvoei, ya que sus eritrocitos no son atacados por
su hemolisina (3). Sin embargo, la adicién de cloruro de
calcio en concentraciones finales de 0.5 % aumenta el
desarrollo de 1la hemolisis producida por cepas de C.

perfringens (77).

D.- Yema de huevo.— Se usa para preparar el agar
yema de huevo, medio que es Gtil para observar reacciones
debidas a la produccién de lecitinasa y de lipasa, y para
realizar la prueba de ureasa y la de catalasa sobre las

colonias que hayan crecido después de la incubacidn (73).

1.2.3.8 Agentes selectivos

Los agentes selectivos se utilizan para facilitar
el aislamiento de bacterias (59) deseadas a ‘partir de
muestras en que existe una combinacidn con otras indeseadas,
algunos son mds uUtiles que otros, pero ninguno es ideal, por
lo que nunca se recomienda utilizarlos en sustituciéon de 1los
métodos de rutina. Dentro de los mas utilizados estan:

-La azida de sodio (0.02%), se recomienda



utilizarlo junto .con sdlfaﬁdyda héémféina (150 mg/ml), para

,xél:fculfivp~selectivq”dggglqstrididé histotoxicos en medios
~sélidos (18),

~ La neomicina, para el aislamiento de claostridios

- El sulfato de estreptomicina, también ha sido

utilizado para el aislamiento de clostridios (71).



1.2.4 MORFOLOGIA, CARACTER{STICAS TINTORIALES Y DE

CuLTIVO

El género Clostidium reune a agquellos bastones
anaerobios, gram positivos, formadores de endosporas,

catalasa negativos (12, 28, 54),

Las caracteristicas morfolagicas de los
clostridios, como son la forma y localizacién de la espora, a
menudo han sido utilizadas camo elementos impartantes para
ayudar a diferenciar entre especies de clostridios, sin
embargo, ésto se debe tomar con cuidado, ya que en algunas
cultivos se pueden observar tantoc cepas con esporas
subterminales como realmente terminales (33). Se considera
(85) que para su observacion las tinciones especiales de
esporas son solamente poco mejores que la tincidn de gram vy
que la microscopia de contraste de fases es excelente cuando
las esporas se encuentran maduras, pero cuando son inmaduras

y poco refractantes, la tincidn de gram es mejor.

Algunas cepas no forman esporas en farma
apreciable, a menos que se utilicen medios especiales, ésto
sucede con el L. perfringens y C. paragerfringens (54?,
mientras que otras las faorman lentamente y para lograrlo
requieren ser estimuladas por medio de "choques" térmicos,
calentando los cultivos de 70 a 80 C por 10 nminutos e
incubéandolas a 30 C en una atmdsfera de 10% de bidnido de
carbona. Este procesc se sigue también para recuperar cepas

de clostridios a partir de cultivos viejos (55) .

-15~
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Clostridium perfringens (C. welchi)

Este gérmen midé de 1 & 1.8 micras de ancho por 4 a
10 de largo, aungue puede presentar formas cocoides o
elongadas (12). Sus espotras son rara ve: observadas en
cultivos, aproximadamente tres cuartas partes de 1las cepas
tienen esporas demostrables con tinta china (5%). Cuando
acurren son de forma oval y de posicidén subterminal, aungue
en ocasiones se observan en posicidn central. Se han descrito
medios especiales para lograr su esporulaciédn, sin embargo,
estas esporas, asi como las cepas recuperadas a partir de
muestras clinicas, pasan rapidamente a la forma vegetativa en
4 a & horas al ponerse en cultivos a 37 C, caracteristica que
se aprovecha para lograr su aislamiento. De hecho, este
clostridio es probablemente el anaerobio mds facil de aislar
(59) y de mds rdpido crecimiento, ya que tiene un tiempo de
generacibn'de 10 minutos & 45 C, en un pH 7.0 (55, 73).

Las caracteristicas morfolégicas de las colonias
de este microcrgaﬁismc después de una incubaciodn de 12 a 18
horas en agar sangre son: colonias de uno a trés milimetros
de diametro, bajas, convexas, semiopacas o btrillantes, con
bordes enteros, muestran una doble zona de hemédlisis, una
completa debida a 1la toxina theta y una mas extensa

ocasionada por la toxina alfa (53).

Clostridium chauvoei (L. feseri)

Esta bacteria es un bastdan gram positivo, que en
la fase logaritmica de crecimiento es marcadamente

pleomérfico, mide de 3 a B micras de longitud por 0.6 a 0.8
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de ancho, Forma ecporas ovales, con posicien central o
subterminal (12}, Las colonias que produce en agar sangre
s0n, de muy pequeflas a I mm de didmetro, redondas,
crateriformes, de color gris neutreo y generalmente muestran

una zona de hemdlisis completa (55).

Clostridium septicum

Las bacterias que conforman esta especie son
bastones gram positivos en 1la fase logaritmica de
crecimiento, pleomérficos, pueden volverse filamentasos si se
encuentran factores inhibidores en el media. Las équ»as que
forman son ovales y subterminales. Las colonias en agar
sangre con 14 a 16 horas de incubacién son grisiceas,
irregulares, con crecimiento en oleadas ("swarm”), y pueden

mostrar una zona de hemdlisis de hasta 4 mm de didmetro

(12).

Clostridium povyj tipos A y B

Egsta especie comprende a bastones de 4 a 8 micras
de longitud por una de ancha, son gram positivos en cultivos
jovenes, forman esporas ovales y subterminales. Después de 24
horas de incubacién, las colonias casi nunca son aparentes, a
las 48 horas, miden de 2 a 4 mm de dismetro son elevadas,
irregulares, con bordes enteros, can una zona de hemélisis

incompleta de aproximadamente 8 mm de diadmetro (12).

Clostridium histolyticum

Este gérmen mide de 4 a B micras de longitud, por

1 de ancho, es gram positivo en cultivos jovenes, forman
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esporas ovales y subterminales rapidamente, Ge observa
pleombrfico en cultivo, petre no en impronta de tejido
afectado. Muestra dos tipos de colonias, unas lisas vy
traslucidas de 0.1 a 1 mm de diametro, incoloras o

blanquecinas, y otras rugosds, muy similares a las del C.

sporogenes (53).

Clostridium sordellii

Esta bacteria tiene las puntas redondeadas, mide
de 2 a 4 micras de largo por i de ancha, forma esporas ovales
centrales o subterminales (55). Sus colonias miden de 2 a 5
mm y muestran ramificaciones que se extienden sobre la estria
del asa, su apariencia variable, se observan desde semiopacas
y grisaseas, a blancas y opacas -mientras avanza la

esporulacisn (12).



1.2.5 NATURALEZA Y ACTIVIDAD DE LAS TOXINAS DE LOS

CLOSTRIDIOS PRODUCTORES DE MIDSITIS
1.2.5.1 Ca;acteristicas de las toxinas.

Todos los clostridios paté%enos producen toxinas,
pero no todas de la misma forma, se pdede decir que todas son
exotoxinas, ya que se producen en el interior de la célula vy
no forman parte de la pared celular, como las endotoxinas.
Algunas, llamadas "toxinas exocelulares", difunden a través
de la pared celular y se encuentran en mayor cantidad al
final del periodo logaritmico de crecimiento. Y otras, que no
difunden a través de la pared celular y son liberadas al
producirse la lisis de la ceélula, son llamadas "toxinas
protoplasmaticas" (53), Eﬁ el Cuadro 1.2, se puede observar

el modo de producciéon de toxinas letales de algunos

clostridios patdgenos.

/ \
t Cuadro Na 1.2 !
H -1
! Modo de Produccidn de Toxinas Letales de !
i Algunos Clostridios Patdgencs* !
! H
! toxinas exocelulares itoxinas protoplasmdticas!
H b H
jespecie i toxinas i especie toxinas |
[} ] 1 - :
‘€. perfringens 1lalfa, beta, { C. botulinum | todas

i iépsilon, iota { €. tetani { todas i
iC. septicum ialfa ! C. novyi i alfa

iC. novyli tbeta, gamma ! !

{C. haemolyticum ibeta i i {
{C. chauvagei {todas H | |
iC. sgrdellii {todas t ! i
‘€. histolyticum i{alfa, beta | H

e - /
#+ Adaptade de Smith, L. DS., Holdeman, L. V. 1948, pp 1?4

-1~
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For . otro lado, como se observa en el Cuadro No.
1.3,- las ‘toxinas pueden ser sintetizadas por la célula en
T forma Tactiva o imactiva, siendo éstas las que requieren de
-enzimas protealiticas para su activacion, y para ser
demostradas se afladen enzimas, como la tripsina, al medio de
cultivo; aunque en ncasiones no es necesario agregarlas,
debido a que el mismo organismo las produce y la activacion
se lleva a cabo, aunque sea en forma parcial (53).

Por tal motivo, para probar la toxigenicidad de
cepas desconocidas y activar las prototoxinas que pudieran
estar presentes, se utilizan cultivos con 8 o 12 horas y con
3 a 5 dias de incubacidn a los que se les agrega tripsina.
Siendo este tiempo de incubacidn y la concentracién de
tripsina factores importantes para la realizacidn de 1la
prueba, ya que las toxinas también pueden ser inactivadas por

enzimas proteoliticas (53).

/ \
i Cuadro No 1.3 !
! 1
i Toxinas Letales Clostridiales Segun su Actividad !
! al ser Producidas# {
t !
i Totalmente activas H prototoxinas {
i especie {  toxinas ! especie ¢ toxinas |
H ! ——— t {
{ C. perfringens talfa, beta ! C. perfringens !épsilon,iotal
{ C. novyi talfa, beta ! C. botulinim ltodas {
{ C. haemolyticum ibeta ! C. tetani ! !
i C. septicum talfa i !

i C. histolyticum talfa, beta ! ! !
{ C. sordellii LY ! t !
\ /
* Adaptado y modificado de Smith, L. DS., Holdeman, L. V.
1968, pp 194.

La mayoria de las toxinas producidas por diferentes

especies de clostridios, son especificas para sus antitoxinas



(53) 6 antisueros, sin embargo, existe neutralizacién de 1la
toxina  del C. chauvgei, por antisueros del C. septicum,

ademds de la producida por antisueros del mismo C.

chauvoei.
Asimismo la antitoxina alfa del C. septicum y la del C.

histolyticum se relacionan antigénicamente.

1.2.5.2 Antigenos somdticos, flagelares y actividad

antigénica de las toxinas.

Clostridium perfringens (C. welchi)

El C. perfringens, se clasifica para su estudio en
cinco serogrupos de acuerdo & las toxinas mas importantes que
produce (53, &9, 73), mismas que se denominan alfa, beta,
épsilon e inta. Actualmente se consideran los tipos A, B, C,
D y E. Un sexto tipo F se sugirid, pero no se aceptd, debido
a que es similar al tipo C y porque existe un acuerdo entre
los bacteridlogos especialistas en anaerobios, de que 1la
multiplicacién de los tipos de C. perfringens, con bhase a la
produccién de toxinas menos importantes pudiera no ser util,
y consecuentemente, su Aumero ha permanecido suficientemente
pequefo como para ser util (35).

Las toxinas principales que se emplean en el estudio
y «clasificacidn del C. perfringens, son la alfa, beta,
épsilon e iota, las que son producidas hiperinmunizando
conejos con los tipos A, C, D, y E.

Las toxinas beta, épsilon e iota solo se reconocen
en tejidos vivos jin vitro o in vivo, mientras que la toxina
alfa, también puede <ser reconocida in vitro debido a la

accidn que tiene sobre la lecitina.



Clostridium chauvoei (C. fegeri)

Las caracteristicas de C. ¢chauveei y de C.
septicum, fueron estudiadas por Moussa (39), guien representd
32 los antigenos de la espora con letras romanas mayusculas,
los somdticos con numeros arabigos y los flagelares con
letras romanas mindsculas. Asi la mayoria de las cepas de C.
chauvogi comparten antigenos somdticos y de la espora, siendo
su formula antigénica A:3:f, o bien A:3:g, ya que existen dos

tipos de antigenos flagelares.

El antigeno de la espora, es compartido por el C.
septicum y es aparentemente el responsable de la aglutinacidn
cruzada que existe entre las dos especies, lo cual ocurre al
ptepararse antisueros con cultivos relativamente viejos, en
etapa de esporulacién. En las pruebas de proteccion o de
neutralizacidn de torinas, se observa que eriste
neutralizacidn de la toxina A de la espora de C. chauvoei,
con antitoxinas del C. septicum, sin embargo ésto no sucede

en forma contraria (§3).

Asimismo, como se observa en el Cuadro No. 1.4, se
han descrito cuatro toxinas del C. chauveei (55, la toxina
alfa es letal, necrozante y hemolitica; la toxina bheta es
una desaxirribonucleasa; la gamma es una hialuraonidasa, v la
delta es hemolitica y se relaciona antigénicamente con 1la
estreptolisina 0, con la toxina delta del €. novvi, asl como
con hemolisinas oxigeno labiles del C. sporogenes, c.

histolyticum, de otros clostridios y del neumococo.
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i Cuadro No 1.4 !
i Toxinas Producidas por Clostridiym chauvoei H
i Yy su Relacidn Antigénica con otras Toxinas !
H !
{ Toxina! Caracteristicas | Relaciéon Antigénica !
H i -1 H
i alfa | letal, necrozante ' toxina alfa C. septicum i
H ! hemolitica t {
i beta | desoxirribonucleasal - H
[} 1] ] 1
[} t 1 1
i gamma ! hialuronidasa : - !
! delta | hemolisina oxigeno—! antiestreptolisina 0, hemo— !
H i 14bil ! lisinas de otras bacterias, H
i i ! tetha C. perfringens, tetano-!
! ! i lisina, delta C. novyi, |
! | ! hemolisina oxigeno—-labil. |
H 1 ! Otros clostridios |
\ /
Tomado parcialmente de Smith, L. DS. 197S.

Resultados de ptruebas inmunoldgicas realizadas en
Estados Unides e Inglaterra con cepas de C. chauvoei, han
mostrado que son muy similares entre si{ (12), lo cual se
confirma con el hecho de que las pruebas de control de
calidad que se realizan en Estados Unidos a biolédgicos que

tienen en su férmula a este agente, utilizan una sola cepa de

desafio (Maloy, S. E., Com. pers., 1983).

Sin embargo las cepas si tienen diferencias en su
capacidad inductora de inmunidad (39). As{, para la
produccién de bioldgicos se considera que los antigenos
somaticos desarrollan un papel primordial en el desarrollo de
la inmunidad (12, 15, 25, &1), mientras que la capacidad
antigénica de 1oz antigenos solubles es menor, pero si
contribuye en la produccién de bioldgicos potentes (12, 26),

y la actividad inmunogénica de 1los flagelos aparentemente es



escasa en comparacion con los otros:componentes (14), debido
a esto, se producen comercialmente bacterinas de cultivos

enteros formalizados.

Clostridium septicum

Este clostridio es menos complejo que la mayoria
de los clostridios, Moussa (39) estudid 39 cepas en 1959 vy
determind seis grupos antigénicos con base en los antigenos
celulares, cinco de éstos son antigenos flagelares (a, b, c,
d y e), dos son somaticas (1 y 2) y uno llamade "A" comun
de la espafa es compartido cbn €. chauvoei.

En el Cuadro No. 1.5, se observan las taxinas
producidas por C. septicum. La toxina alfa es letal,
necrozante, hemoli{tica y muy similar, tanto en su accién,
como antigénicamente, a la toxina alf; del C. bhistolyticum,
la que es inactivada por anticuerpos producidos contra 1la
toxina alfa de C. gepticum (58). Esta taxina alfa es 1la
causante de 1la hemélisis de eritrocitos en di ferentes
especies animales (58), 8Su accidn in vitro es compleja,
aparentemente estimula una vasoconstriccion periférica que
aumenta la presién arterial y posteriormente tiene efecto
directo sobre el misculo cardiaco, ocasiona también
contraccion del musculo liso y liberacidn de histamina en el
pulmén.

La toxina delta es oxigeno sensible, hamolitica vy
similar a la producida por el C. chauvoei.

Este clostridio también forma otros factores (§5),
uno similar a la agresina del C. perfringens. Una

hemoaglutinina azociada a la pared celular., Y una



neuraminidasa diferente a la hemoaglutinina, que posiblemente
“ayuda-.a..la diseminacidn del organismo en tejidos o bien
interfiere en la funcidn de la membrana celular de los

tejidos afectados.

Resultados de estudios (9, 39) han mostrado la
heterogenicidad de las cepas de C. septicum, ya gue no poseen
un  antigeno comin, y que la inmunidad conferida por 1los
antigenos somdticos es mads importante que la estimulada por
otros antigenos. Ademds, el gue la inmunidad estimulada sea
de corta duracién hace suponer que ;a resistencia estimulada

por exposicidn natural a este agente es mas importante que el

tratamiento con bacterinas~toxaides (9).

/ + \
i Cuadro No 1.5 H
} - —— !
! Taxinas Producidas por Clostridium septicum i
i y su Relacidén Antigénica con otras Toxinas H
H !
! : ! H I
! Toxinai Caracteristicas ! Relacitn Antigénica # !
1 1 [ ]
I3 L 1 1
t alfa 1 letal, necrozante | toxina alfa €. histolyticum !
i { hemalitica H l
H i ! !
! beta | desoxirribonucleasal desoixirribonucleasa de C. |
i H ' chauvoei t
H -t ! --1
! gamma | hia&luronidasa H H
) L . : ;
{ delta | hemolisina ox{geno-! similar a delta C, chauvoei |
! { 1abil { antiestreptolisina 0, hemo-~ |
} H ! lisinas de otras bacterias {
\ /
# Seguin Smith. L. DS5. y Holdeman (335)
Clostridium sordellii

Comp se aprecia en el Cuadre No. 1.6, este

microorganismo produce varias sustancias biolégicamente
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écti?as‘{SS), la toxina letal principal parece ser un 4;;;£cé
productor de edema", llamado antigeno beta, que también es
‘;é;ﬁoﬁecbbtico. Otro antigeno es el gamma Q "factor
hemorrdgiceo”, cuya accidn hidralitica se asemeja a la de 1la
fasfolipasa A del C. perfringens. Su accidn in vive se
manifiesta principalmente sobre los mastocitos (53). Asi
misma produce una fosfolipasa C, llamada antigeno alfa, que
apatrentemente no se encuentra en relacidn con el “factor
productor de edema", es hemolitice, pero de poca importancia
debido a su pobre praduccidén.

Otras dos enzimas que produce este microorganismo
son  una neuraminidasa y una desoxirribonucleasa (35, 73); la
primera tiene poca accién bioldgica y la segunda es
aparentemente responsable de los cambios degenerativas en los
nMicleos de las células de los tejidos afectados, pero tiene

poca accién in vive.

Deoxiribonucleasa aparentemente nula

/ \
! Cuadro No 1.6 H
! - - ——
i Toxinas Producidas por Clostridium sordellij # i
) 1
L) L}
! Factor {Toxina ! Actividad bioldgica H
] ] ) 1
L 1 t L}
i Productor de edema | beta | letal, dermonecrdtico }
! Hemorrégico ! gamma | fosfolipasa, similar a la i
H H i taxina alfa de C. perfringens!
{ Fosfolipasa C { alfa | poca !
{ Lisolecitinasa b { ¥ }
! Hemolisina aoxi{geno-{ ~-— ! hemolitica B
t 1abil i H !
i Neuraminidasa . { pota H
H H i !
\ /
*

Segun Smith, L. DS (55)

En el caso de C. saordellii, no se ha generalizado

el uso de letras griegas para designar toxinas.
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La causa de la muerte de los animales afectados
;éparentemente es debida a la accidén de la toxina letal,
mientras que la fosfolipasa A es responsable de la apariencia
de la grasa en el érei afectada (55). Se ha visto que Ilos
animales inmunizados contra C. haemolyticum desarrollan una
inmunidad sdlida, la gue sin embargo, en infecciones mixtas

con L. sordellii, puede ser insuficiente (55).

Clostridium povyi (C. pedematiens)

Dengro de las toxinas que produce esta especie se
encuentra 1la toxina alfa, que es considerada como la
principal. En el Cuadro 1.7, se presentan otras toxinas que
produce este microorganismo, su actividad y la distribuciotn
por tipos.

Existen cepas de L. nowvi qQE son mas resistentes
al calor y a los desinfectantes que los demds clostridios,
sin embargo, se ha visto que 1las cepas con estas

caracteristicas son menos toxigénicas (41).

/ -\
! Cuadro No. 1.7 H
el H
i Toxinas Producidas por Clostridium novyi #* !
! i
i Toxina! Actividad ! Tipo que la produce !
! H i A ! t C ID%x |
! H e ! H ! !
talfa ‘necraozante, letal R L SRR L R
ibeta inecrozante, letal, hemoliti-} ~— | ——= | —— | ++ |
H ica, lecitinolitica H ! ! i !
igamma Inecrozante, hemolitica [ bom= ) - ==
idelta ‘hemolisina, termolabil P+ e I
tépsilontlipolitica HE R
lzeta {tropomiosinasa [ T B A
itheta |lipasa LI L S -1 R S R 2
A\ /

* Tomado de Smith, L. DS. 1975.

#* C. haemolyticum
+ = producido; ++ producido en cantidad 1letal; -~ = no

producidoj tr = trazas
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La inmunizacidon de animales domésticos contra C.
povyi, se realiza cominmente mediante toxoides comerciales
'preparados con la toxina alfa del tipo A, asi  como " con
toxinas de otros clostridios y antigenos de C. chauvoei (S57).
Sin embargo, se recomienda que contengan toxoides de los
tipos A y B, ya que a pesar de que el efecto letal de ambos
sea la toxina alfa (55), ambas producen efectos .diferentes

(33).

Clostridium histolyticum

Este microorganismo tiene una estructura antigénica
relativamente simple, todas sus cepas tienen un antigeno 0 en
comin, que aparentemente es un polisacdrido compuesto de
cinco ;zacares. Este antigeno es activo en reacciones de
fijacién de complemento y precipitacidn, asi misma es una
hemoaglutinina activa, Se sabe que tiene otros antigenos
somaticos en su estructura, pero no han sido determinados
(55). Para su estudio se divide en dos grupos conforme a sus
antigenos 13  y 14, que son termoldbiles (53). Comparte un
antigeno (IV) con C. sporggenes, C. tetani y cepas

proteoliticas de C. botulinum, tipos A, B y F.

Como ‘se aprecia en el Cuadro No. 1.8, produce
varias sustancias exocelulares, dos de ellas, la alfa y la
beta son relativamente importantes en la producién de cambios
patolégicos. La toxina alfa se considera como la principal,
es letal y se sintetiza en la fase logaritmica  del

crecimiento bacteriano. La toxina beta estd compuesta por lo



menos

por

bigquimicamente,

m29e

dos enzimas similares,

actda

cansiderable (55).

digiriendo

tanto

la

antigénicamente como

coldgena en forma

Otras toxinas de este microorganismo son: la gamma,

proteinasa que se activa por la cistina,

afecta a la caldgena

previamente alterada por la toxina alfa (855), aparentemente
no tiene importancia en infecciones. La toxina delta, es una
de las cuatro elastasas que produce, se inactiva par la
cistelna (55), y la toxina épsilon, hemolisina termoldbil,
relacionada con la toxina theta de C. erfringens, 1a
estreptolisina 0O, 1la toxina delta de C. navyi, y otras
toxinas termoldbiles. Los eritrocitos de la mayoria de las
especies son susceptibles a su accidn.

/ -=\
! Cuadro No 1.8 H
H !
H Propiedades de las Toxinas de H
! Clostridium histolyticum * !
} H
' Toxina ! Actividad H Relacidn con i
H H H -1
i alfa { letal, necrozante ! toxina alfa de C. !
! ! i septicum ;
! beta i colagenasa, letal, ¢ otras colagenasas {
H ! necrozante ! - i
i gamma- | proteinasa H - H
{ delta | proteinasa H —— [
! épsilon! hemolisina ! aotras hemolisinas t
\ /
#*Tomado de Smith L. DS. y Holdeman (355).
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CLOSTRIDIALES

1.2.6.1. Habitat

Los Clostridium son gé&rmenes con distribuciodn
v mundial, cuyo habitat principal es el contenido intestinal de
los animales y el suelo (53, S5, 59), en el cuadro No. 1.9,
se encuentran los resultados de estudios realizados para
conocer la distribucidn de clostridios patogenos en
diferentes tipos de suelo (S54). Se puede observar que el C.
perfringens se encontrd en todos los tipos de suelo, con un
1007 de aislamientos, mientras que el C. botulinum, el C.
tetani y el C. novyi, no se aislaron con tanta frecuencia, ni
en todos los suelos, Yy que el C. . septicum tuvo mayor
porcentaje de aislamientos que éstos, a partir de tres de los
cuatro suelos estudiados, pero tampoco se logré aislar a

partir de suelo virgen.

/ ==\
' Cuadro No. 1.9 !
| Prevalencia de Clostridios Patégencs en Suelos (%)# i
!Tipo de HI o4 1 a s t r i d i u a !
isuelo ibotulinum! tetani inovyi iperfringens! septicum !
f—= H H i H H !
IVirgen ## ! 0 !0 ! 0§ 100 H Q }
1 1 1 1 t 1 [}
] t t 1 1 [ I
{Con pastizal | 4 i 8 Vo160 100 ' 8 H
[} 13 13 1} 1 ] ]
1 1 ] 1 1 T i
iCultivado ###! 10 P13 P12 1 100 | 20 !
| H H ! ! : !
{Con bovinos ! 4 I g {48 | 100 ! 28 i
‘productores ! ' i ' H !
ide leche H H H H ' i
\ /

# Tomando vy modificando parcialmente de 8Smith, L.DS.,
Holdeman L.V., (34) p. 258, 1968.

##% Suelo virgen = nunca cultivado con pastizal.

##%# Suelo cultivado = usado para cultivar alfalfa o trigo.
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Esta distribucién de los clostridios nos indica,
que si bien los microotganismos no se encuentran en algunos
suelos, pueden llegar a ellos por la introduccidn de animales
que eliminen los microorganismos por el excremento.

Se ha observado taﬁbién, que existe una relacidn
con el tipo de suelo que llegan a contaminar vy su
supervivencia en él, por el tipo de suelo y su humedad, vya
que son caracteristicas que les pueden ser favorables o
detrimentales (53). Por otro lado, en algunaos suelos, se ha
visto que la presencia de otros determinantes, como éon
larvas de parasitos, también estadn relacionados con 1la

presentacidn de algunas clostridiasis.

De acuerdo a Sterne (&0), las especies de
Clostridium que se encuentran relacionadas en infecciones de
heridas y con infecciones de origen hepatico y gangrenas

gaseosas, son las siguientes:

Clostridium perfringens (C. welchii)

Esta bacteria es una de las mas ampliamente
difundidas. Su habitat es el sueloc y el contenido intestinal
de animales y el hombre (59). Princewell y col. (42), lo
encontraron como la especie de clostridic mas prevalente en
el contenido intestinal, siguiendole en frecuencia - C.
bifermentans. Asi mismo, Ricke, y col. (45) detectaron su
toxina en el suero de todos los animales que estudiaron.

De sus tipos, sblo el tipo A se encuentra como

parte de la microflora del suelo, mientras que los demas



-32-

aparentemente no logran multiplicarse ni sobrevivir por
periodos largos en_ _él.

Generalmente, Clostridium perfringens se describe

asociado a la presentacién de enterotoxemias en diversas
especies. Se considera que ias tipos A y C ocurren en el
humano, mientras que el tipo D rara vez lo afecta. No hay
evidencias que confirmen séa productor de miositis en
animales (70), y aunque el tipo A se encuentra en ocasiones
involucrado en infecciones mixtas en heridas su aislamiento a

partir de material patoldgico es de poca importancia (59).

Clogtridium chauvoei (C. feseri)

Desde que el Clostridium chauvoei fue descubierto por

Arloing, Corvein y Thomas en 1897 (1); se ha regconocido como
el clostridio mads importante, desde el punto de vista
econémico, ya que su distribucién es mundial, y se ha
trecuperado de casi todas las partes donde se encuentra
ganaderia causando pérdidas econdmicas elevadas. Produce la
enfermedad 1lamada "carbén sintomatico”, es enzodtica en
determinadas areas, especialmente las sujetas a inundaciones
(Sa).

Se considera pardsito obligado (53), debido a que
su habitat es el contenido intestinal y a que a diferencia de
otros clostridios el tipo de suelo tiene un papel importante
en la presentacidn de la enfermedad porque determina su
estancia en é1, por ello no se le recupera con frecuencia del
mismo. Se ha aislado de contenido intestinal, riflones e

higado de ovinos y de bovinos aparentemente sanos (29).
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Los animales ungulados gon los animales mds
susceptibles a infecciones por C. chauveei (33), los bovinos
principalmente, sgeguidos por los ovinos, mientras que los

caprinos y porcinos, se afectan menos frecuentemente.

No se encuentra asociado a infecciones en humanos
(S8, 73}, y aungue segun Sterne (40), el equino es
completamente resistente existen reportes de su aislamiento a

partir de casos clinicos (22, I7, 66).

Los cadaveres de animales muertos por pierna negra
son ingeridos por animales de carrofia, como perros, coyotes,

. gatos, zorras y aves, con aparentemente resistencia (53).

De las especies de laboratorio, los cuyos, hamster y
ratan éon susceptibles, sobre todo al emplearse cloruro de
calcio iOZ, o algun otro debilitante muscular gue produzca
necrosis y disminuya la tension de oxigeno, facilitando ast

la germinacidn y diseminacidn de las ‘bacterias (53).

Clostridium ge cu

Su  distribucién es mundial y se le ha logrado
recuperar incluso a partir de muestras de suelo del Desierto
del Sahara (5S8). Aparentemente, este clostridio se encuentra
en mayor cantidad en los suelos mas fértiles y es un
habitante constante del tracto intestinal de humanos vy
animales (55).

El nombre de la enfermedad que produce el C.

septicum es “"edema maligno", en Mexico se le conoce tambien



céﬁo "matlazahuatl" en algunas regiones de Veracrudz '(20),
afecta con mas frecuencia a bovinos y en menor, a ovinos vy
Vgerao. El hombre témbién es afectado.r Seguin Rebhun Vy col.
(43), en los equinos aparentemente existe un incremento en
la prevalencia de la enfermeaad, debido supuestamente mds a
la aplicacidn de inyecciones con agujas contaminadas, que a

la contaminacién de heridas.

Nervig, R. M. y Col. (40Q) consideran que el C.
septicum, es un patégeno primario, ya que de acuerdo a una
encuesta realizada durante 1977 y 1978, recibieron
informacion de 644 casos de infecciones producidas por este
clostridio, de estos casos se detectaron infecciones putras en
29.2% de los casos y junto con otros clostridios en 41.6% de
los casos; sin embargo, en 188 casos no se pudo determinar si
era el uUnico organismo aislado. De esta informacidn se
observéd también que los bovinos productores de carne eran
afectados por esta bacteria entre los 6 y 12 meses de edad.
Su  importancia econémica como productor de miositis se
refleja en el hecho de que en 1973, en los Estados Unidos se

prepararaon y vendieron mas de 16 millones de deosis de

bacterinas que contenian sus componentes (11).

Clostridium novyi tipo A y Tipo B

El Clostridium novyi existe como parte de la
microflora del suelo, sedimento marino y en el cuerpo animal.
Smith, y col. (55), mencionan gue de los tipos A y B, sdélo el

tipo A se ha aislado del suelo, petro gue no se sabe si el



tipo- B ‘es un par4sito obligado o si los métodos de
=aislamiento utilizados por varios investigadores han “sida
inadecuados. Ambos tipos se han recuperado a partir de hi{gada

de animales aparentemente sanos (17, &3, 74).

Clostridium sordellji

Se considera que el suelo es el habitat del C.
sordellii, ya que no se le encuentra en forma normal en el
cantenido intestinal del hombre ni de animales. Aparentemente
ocurre sd6lo en ciertas regiones del mundo, generalmente las
mas dridas (55) y depende de las caracteristicas del suelo
mismo. Su recuperacién, aun en los lugares donde se le

considera comun, es sdlo en areas pequeflas.

Su importancia es debida priﬁcipalmente ] gue es un
gérmen enterotoxigénico (62), produce enteritis asociadas §1
sindrome de muerte subita en bovinog en sistemas de engorda
en corral (585), debido a ellas es considerado el tercer
clostridio en importancia econdmica en los Estadés Unidas
(Scanlan com. pers. 1988). Ademas se asocia a infecciones de

heridas (12).

) Ciogt»;gium histolyticum

Aungue no se conoce bien cual es su habitat
principal (SB8)y se le encuentra ampliamente - pero no
abundantemente en el suelo y probablemente en contenido
intestinal de animales (73) y de humanas (S8).

Consideranda que forma parte de la microflora del

suelo, las enfermedades causadas por este germen son Menas
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frecuentes“que “lo que podria esperarse; la mayoria de los
mEéébé”fuhdameﬁtados son en’humanos, ‘durante - confrontamientos
armados (83), en los que se ha visto que su via de entrada al
organismo es a través de heridas, todos los casos en qué esta
bacteria estaba en forma ﬁura o bien asociada logroé
sabrevivir.

En el Cﬁadro No. 1.9, se encuentran los resultados
de hallazgos presentados pot williams, B. J. (700, en 173

casos de miositis clostridiales en ganado.

/ \
! Cuadro No. 1.9 !
H !
} Presentacién de Clostridios Patégenos en Miositiss H
! Especie ' c a s o s | % H
1 ] ——— — : :
i C. chauvoei t 75 ! 43 !
! ! H H
i C, chauvoei - H H H
i C. gsepticum H 22 ! 13 i
1 ] ) l|
i C. novyi ! 53 H 31 t
t ! ! i
i C. povyi - H ? H S !
i C. septicum H t i
H | ! !
t C. septicum H 11 i & i
[} ) 1} :
! C. sordellii | z | 1.7 1
\ /
*#Tomado de Williams, B. M. Vet. Rec. 100,5:20-91(1977).

1.2.6.2 Distribucién de las wmiositis clostridiales en

México.

En nuestro pais, se desconoce en general cuales son
los clostridios involucrados en problemas de campo y cudl es
su distribucion. De 1975 a 1977 (&4), se presentd un brote,
cuya distribucién geogrdfica cubrid los Estados de Veracruz,

Puebla, San Luis Fotosi, Chiapas y Yucatan, en &l aumentarcn



13.5% “los VCasps‘begisfradosynen‘comparacibn para los afos

anteriores,

éntélmcgaaréwﬁﬁl 1,11 sédeﬁcuentéan los resultaaosA
de 1la identificacidn de clostridios realizados por el
Laboratorio Central de Diagnbgtico de la 8. A. R. H., de 1975
a Marzo de 1977, de acuerdo & Torres y col (&4).

Como consecuencia de ese brote, Labrandero y col.
(32) realizaron un estudio que mostrd que ninguno de cinco
bioldégicos comerciales probados, conferian la proteccidn

exigida por la Direccion General de Sanidad Animal (46).

/ \
H Cuadro No. 1.11 H
1} )
i Clostridios Patdgenos Aislados en México (1975-1977)% |
t Especie i Estado Frecuencial %

i €. chauvoej {Veracruz, Fuebla, Estado ! 9 t47.41
H ide México H i |
! €. novyi tMéxico, Tabasco, Tamau- | 4 21,10
i ilipas (Ciudad Victoria) | t !
) I3 1 1 1]
) 1 1 1 v
! C. septicum tVeracrdz (Fanuco), Hidal-! 4 19,61
H lgo, Coahuila (Sabinas) ! ! i
1 [} 1 1 1
i C. perfringens iBaja California Norte, t 2 i 10.51
! " tPuebla | t H
(] ] 1 ) H
! ! totalt 19 1100, 01
\ /
# Adaptado de Torres, B. J. I, y Aguilar, D. P. Actualidad

Veterinaria, 2,8:11-1B(1979)

Por otro lado, Bojorques y col. (Sb),- en 1979
reportan el aislamiento de C. perfringens tipo A, a paréir de
un brote de enterotoxemia en caballos en el Distroto Federal.

En 1984, Seifert, H. S. H. y col. (51) mencionan

que de acuerdo & sus observaciones, las vacunaciones



-3B-

efectuadas con bioldgicos introducidos ilegalmente al pais de
los Estados Unidos, no protegen contra lo'que el ‘denomina

Ycomplejo epidémico" producido por clostridios.
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CLOSTRIDIALES

En el Cuadro No. 1. 12 se observan las enfermedades
producidas por clostridios productores de miositis, as! como

algunas de sus simonimias con que se conocen en nuestro pais.

Cuadro No. 1.12

Enfermedades Producidas por Clostridios
Productores de miocsitis

Organismo En%crmedad (sinonimias )

P

Carbdn sintomatico (mal de paieta, pierna
n

(C. feseri) egra, carbunco bacteridiano, matlazdhuatl)

Bangrena gaseosa (matlazahuatl)
Carbon sintomdtico, en cerdos rato.

C. septicum

]

1

C. novyi tipo Al "big head"

C. pedematiens Al Gangrena gaseosa
t
t
!

C. novyi tipo E! Gangrena gaseosa

Ocasionalmente en infecciones de heridas
en humanos, produce gangrena gaseasa

C. perfringens

/
!
1]
:'
t
H
!
!
i\ €. chauvoei
13
[}
13
I3
[}
{
1
1
!
1
1
§
)
1
13
!
! tipo A

€. gsordellii pierna negra, raro

edema maligno

C. histolyticum! gangrena gaseosa

R

(]
!
\
#* Tomadas de Frappe M. R. C.: Manual de Infectologia
Veterinaria. Francisco Méndez QOteo, México D.F. 1982,

Debido a que los clostridios productores de
gangrenas gaseosas o de miositis, producen enfermedades de
curso agudo y sobreagudo, los animales son encontrados
generalmente muertos y en estado de descompaosicion, ya que

los animales afectados mueren en un lapso de 24 a 48 horas

-39~
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después de haberse iniciado los primeros signos, y éstos son
observados o informados con poca frecuencia. Es tambien por
estas razones que la mayoria de los autores que mencionan los

signos clinicos se basan en infecciones experimentales.

Williams (70), describe los siguientes hallazgos
patolégicos macroscopicos encontrados en 173 casos de
miositis en bovinos de acuerdo al o los organismos

demostrados en las lesiones:

-~ €. ghauvoei, C. cthauvoei vy C. septicum: Area
negruzca, seca, esponjosa, con olor rancio. Presencia de
liquido amarillo palido que rodea el musculo afectado vy
después se tife de sangre.

-~ €. povvi, €. ngvyi y C. septicum: Edema
gelatinoso muy abundante en tejido subcuténeo y tejido
conectivo intermuscular, claro al principio, después se tifre
de sangre.

- C. septicum: Edema teMido con sangre abundante,
con mumerasas burbujas de gas. Misculo de color rojo obscuro.

- €. sordellii: Parecido a las infecciones por C.
novyi, excepto que el edema es mas teMido de rojo y un olor
mas fetido.

Sterne y col. (59) mencionan que en el caso de

. animales - que hayan muerto de una. enfermedad én que se
sospeche de clostridiasis, se debe realizar 1la necropsia,
enfocdndose principalmente a piel y musculatura, vejiga vy
érganos parenquimatosos, y a la cavidad toracica, incluyendo

el corazén y sus cubiertas.



Dentro de las caracteristicas clinicas vy las
lesiones encontradas a los animales con infecciones de

..musculares causadas por clostridios se encuentran:

Clostrjdium perfringens (C. walchii)

La mayoria de las cepas de C. perfringens aisladas
de infecciones de heridas en humanos, pertenecen al tipo A ¥y
en menor parte al tipo B. En &1 producen infecciones que ge

pueden dividir en tres tipos (73):

a) Infecciones de tipo simple, que causan a menudo
sédlo una infeccidn pequefa y localizada, limitada a la

superficie de la herida, sin causar efectos mayores.

b} Celulitis anaerdbica, infecciones mas saveras,
en la que planos anatémicos més profundos se afectan, pero
sin involucrar al mdsculo, y en ellos es donde aparentemente
se producen las toxinas. Su presentacidn es mds dramatica Yy
seria, pero al ser tratada quirurgicameﬁte la mortalidad es

baja.

c) Bangrenas gaseosas o mionecrosis clostridiales,
en humanaos tienen una presentaciéon clinica aguda y fatal, con
mortalidad apreciable. El tejido muscular si se afecta, se
vuelve suave y pulposo por la accidn de la toxina kappa. En
el edema <e pueden observar gotas de grasa tal vez por la

accion de la lecitinasa sobre complejos lipoprotéicos.

En animales, segan Williams (70), no se ha

establecido firmemente gi C. perfringens es causante de



gangrena gaseosa en animales. aunque de acuerdo a Taylor y
col,. (62) si se encuentra en ellas, pero no menciona

especificamente si estas infecciones son en animales.

Clostridium chauvoei (C. feseri)

Debide a que no se logran observar lesiones en piel
que expliquen la entrada del organismo a los animales
afectados, se considera (53) que la mayor parte de los casos

de carbén sintomAtico son de origen enddégeno.

La patogénesis de las miositis clostridiales de
arigen enddgeno, en general, no se encuentra del todo bien
estudiada, en el caso de Carbén Sintomatico, en el que 1los
animales que mds lo sufren tienen de 6 meses a I afos de edad
y se encuentran en las mejores condiciones de carne (12, 39),
se han visto patrones de comportamiento que se atribuyen a
cambios climaticos, por la repercusién que tienen sobre el
tipo de ingesta, ocasionando indirectamente cambios en la
flora ruminal, que aunados a factores estresantes, llevan al
animal a un estado tal en que los gérmenes o sus easporas
pueden llegar a sangre después de atravesar la pared
intestinal, y de ahi a misculos, donde un trauma posiblemente
sea el factor desencadenante del procesa patolégico, ya gue
se crearia un microambiente anaerdébico con un poteﬁcial redox
suficientemente bajo para que las asporas germinen,
produciéndose entonces el cuadro clinico.

Otros autares (50) mantienen la teoria de que en

lag épocas de sequia, los forrajes secos contaminados con
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esporas laceran la mucosa oral y las inoculan, 1llegando al
torrente circulatorio que las transporta a misculos donde se
depositan y esperan las condiciones similares a las del caso

anterior para germinar.

Los animales afectados por este microorganismo vy
que llegan a observarse vivos, muestran una toxemia grave,
con crepitacién del miembro afectado por el gas producido. En
algunos casos se llega a observar relacién con sitios de
vacunaciones u otros traumas, en esos casos se gbserva mayor
presentacién de gas y un edema predominante, con diseminacidn
rapida, la muerte se presenta de 24 a 48 horas después de la
presentacién del trauma. La elevacion de la temperatura y la
inflamacidn del sitio afectado son los primeros signos. Al

final de la enfermedad, se presenta una bacteremia (53).

La lesidn principal generalmente se encuentra en
los misculos grandes de la espalda, pierna o cuello, pero se
puede presentar en lengua y confundirse con actinobacilosis
(52). En el animal recién muerto se observan los musculos
afectados de un color rojo negruzco a casi negro, de aspecto
seco y esponjoso debido a la gran cantidad de burbujas de gas
que se encuentran en los tejidos. Estos muasculos se
encuentran rodeados de grasa amarillenta, edema y exudado
sanguinolento, emiten un olor rancio, dulﬁén, muy

caracteristico de las infecciones por C. chauvoei y C.

s€, cum (53, 59). Los 6érganos internos se encuentran
relativamente sin cambios, a diferencia de la gangrena

gaseosa, producida por C. septicum o C. novyi. El1 bazo



muestra un tamabo normal, a diferencia de la esplenomegalia

que se presenta en casos de antrax (52).

Malone y col. (24), reportan haber encontrado de 29
casos de bovinos con miositis producida por Q. chauvoei, 14
que tenian lesiones de miositis unicamente, B tenian miositis
y pericarditis fibrinosa y seis presentaban  unicamente
pericarditis fibrinosa y uno presentaba meningitis purulenta.
En ovinos, la enfermedad éor contaminacidn perineal
posparto, presenta inflamacién y edema de la zona, la que
] .

avanza hacia la pierna (592). En ovinos también se ha

observadeo miocarditis necrdética y hemorrdgica (21). v

Clogtridium septicum

La via de entrada de este oréanismo es generalmente
a través de heridas, aunque en bovinos, ‘también se hé
deserito en casos de infecciones endbgenas simila#es al
carbén sintomdtico causado por el C. chauvoei.

El edema maligno producido por C. septicum, es
secuela de heridas tales como castraciones, esquila o partos
mal atendidos (59). La infeccién es de curso agudo, en forma
de muerte subita (40), Inicia con inflamacidén doforosa de la
parte afectada, después, se presenta edema, pero disminuye el
dolor y la hipertermia de la zona afectada. A la necrdépsia se
observa edema y hemorradgias frecuentemente con présencia de
algunas burbujas de gas. A menudo existe septicemia y las
hemorrdgias se observan en todo el cuerpo, también puede
notarse la presencia de exudado serosa sanguinolento en el

peritoneo (52).
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Clostridium novyi (C. ocedematiens)

La infeccion por C. powvyi tipp A ocurre en
carneros que al pelear se laceran la cabeza y contaminan las
heridas con este clostridio, preoduciéndose la enfermedad
llamada "big head", se prese&ta con poco gas, el misculo no
se obscurece, se produce un edema incoloro abundante, par el
cual inicialmente se llamd a este agente C. gedematiens,
mismo que todavia es utilizado en la literatura europea. En
humanos produce gangrena gaseosa rara vez (b0). Mientras que
el tipo B causa un tipo de carbdn sintomatico en bovinos con
poca produccidn de gas, el mdsculo se presenta en color claro
y olor diferente al producido por el C. chauvoei y el C.
septicum (53).

Los casos de antrax subagudos que se presentan
ocasionalmente, sobre todo en animales inmunizados, pueden
dar lugar a confusiones en el diagnéstico, debido a ello es
necesario realizar tinciones como Giemsa y Wright, para

excluir esta posibilidad (59).

Clostridium sgrdellii

Las infecciones causadas por este gérmen, son
originadas principalmente en heridas, su sintomatologia es
similar a la producida por el C. novyi, o sea présencia de
edema abundante, pero de caolor rojizo, tefMido de sangre, en
vez del casi incoloro que presenta en casos de las
infecciones por €. npovyi. Laé parasitosis hepaticas

producidas por Fasciola hepatica asociadas a las lesiones
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de Clostridium sordellii se pusden confundir con las de C.
novyi tipo D y sdalo el examen bacterioldgico las puede
diferenciar (53). Puede haber asociacién de Clostridium
sordellii con C. haemplyticum, con lo que se puede vencer a
la inmunidad inducida patr bacterinas contra hemoglobinuria

bacilar (S55).

Clgstridium histolvticum

Comp en otras infecciones clostridiales los 1la
mayoria de los reportes existentes son debido a inoculaciones
experimentales de animales (53). Al inocularse éste organismo
en los musculos grandes de la pierna, en 12 horas se observa
en el sitio de inoculacidn desarrollo de edema que se
disemina hacia el abdomen. Los misculos inoculados comienzan
a ser digeridos por las enzimas del clostridio, la piel se
wlcera y en 24 hatras el hueso es denudado de 1los tejidos
blandos. Puede ocurrir amputacion de la pierna camo resultado
de la digestidn de los ligamentos y capsula de la

articulacién de la cadera (53, 73).



1.2.8 DIAGNGSTICO POR MED10S BACTERIOLOGICOS,

INMUNOFLUDRESCENCIA ¥ CROMATOGRAFfA DE GASES

1.2.8.1 Coleccién y transporte de la muestra

En general se con;ideva que la eficacia de los
métodos de cultivo de anaerobios depende del método de
célecciﬁn y de transporte de los especimenes, de ila prontitud
del cultivo y de un método de cultivo adecuado., Se considera
también como limitante, el tiempo de exposicidn de los
organismos de la muestra al oxigeno ambiental, que les
ocasiona pérdida de viabiliadad. Para evitar esto Gltimo se

han estudiado diferentes métodos de coleccivdn y transporte.

Sterne y Batty (&9), discuten saobre las diferentes
técnicas de mantenimiento de muestras, -tomadas de animales en
que se sospeche una clostridiasis, refiriendo que idealmente,
se deben enviar en congelacion, o en su defecto refrigeradas;
pero dicen que si ésto no es posible y el transporte
excederd de un dia o si bien las temperaturas a que se
someterd a la muestra van a ser elevadas, entonces gse debe
hacer uso de agentes quimicos o fisicos, que na permitan la
multiplicacidn bacteriana y no lastimen a los patégenos cuya
presencia es deseada para elaborar un diagnostico. Dentro de

los agentes fisicas mencionan los siguientes:

- Hipertonicidad, inhibe el crecimiento
bacteriano y de esta forma mantiene a las bacterias de la
muestra en el estado que se encuentran al ser tomadas e

incluidas en concentraciones elevadas de sal o de glicerina.

...47._
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B.- Deshidratacian, ‘es’ un método Util donde 1los
medios de comunicacidn son dificiles, tiene la desventaja que
los numeros de las baeterias presentes se alteran y que el
viento puede incorporarle bacterias del suela; sin embargo
aclaran que en ocasiones es el dnico método disponible, udtil
s6lo donde es necesario establecer gue un microorganismo en
particular se encuentra en un area, y cuando la muestra no

puade ser transportada rapidamente al laboratorio.

Los mismos autores (59) mencianan, que dentro de
las agentes quimicos utilizados para el mantenimiento de la
muestra, los fenoles, cresoules y el formaldehido son
demasiado activos (tanicos) para ser utilizados para este
fin, mientras que desinfectantes mas deébiles como el
timerasal o el nitrato—fenil—merc&rico'y compuestos similares
son virtualmente inefectivos en presencia de compueétos
arganicos, pero que existen microorganismos (clostridios) que
son altamente sensibles a ellos.

Sobre el uso de antibidticos mencionap que la
neomicina es util en concentraciones de 100 a 250 microgramos

por mililitro y que favorece el crecimiento del c.

perfringens.

For otro lado, Berkhoff y Redenberger {(4), en un
estudio que realizaron con el objeto de determinar diferentes
especies de clostridios a partir de muestras de campo
utilizaron tubos estériles con atmdosfera de bioxido de
carbono, inoculados con jeringas con las que previamente se

habian succionado fluidos tisulares que constitulan la



muestra, y para el transporﬁe'de;@déstras;solidaé empiearon

bolsas de plastico.

Seifert y Col" (5 por-otro lado, . describen. un
método de transporte de muesgras sencillo, econdmico y que
evita el uso de aditivos y/o refrigeracién, consiste en
utilizar una aguja que tiene ensartados un tapén de hule vy
varios circulos de papel filtro de &6 mm de didmetro, que se
esterilizan dentro de un tubo de ensayo. Al momento de tomar
la muestra, se impregnan los papeles filtros con la médula
ésea de un hueso largo, colocdndose de nuevo en el tubo para
su transporte al laboratorio. El mismo autor (com. pers.
1985), recomienda el uso de hisopos de algoddn en lugar del

papel filtro.

Por otro lado, para el diagnéstico inmunolégico par
medio de ptruebas de neutralizacion de toxinas con anticuerpos
especificos, las muestras pueden ser tomadas, ya sea de
tejidas sbélidos, contenido intestinal, fluldos tisulares o

exudados serosos (59).
1.2.8.2 Diagndstico bacteriolégico

Como se vié anteriormente, existen mé todos
bacteriolégicos enfocados a realizar tanto el aislamiento e
identificacién de clostridios productores de miositis. Sin
embargo, en la literatura se encuentran diferentes manuales y
articulos (8, 12, 13, 16, 28, 53, 54, 56, v9, 73 que
contienen cuadros de identificaciéon de clostridios por medio

de pruebas bioquimicas, mismas que en ocasiones se
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ycﬁntraponen en el resultado de algunas pruebas bioquimicas de
Jflgqnas especies; Tal vez estas diferencias sean por mativos
de: falta de unificacion de criterios para la preparacidn de
los diversos medios y/0 sustratos utilizados por los
diferentes autores, o bien posiblemente porgue el perioda de
incubacién empleado sea diferente o menor de 10 dias, lo que
puede invalidar la identificacion (16).

Ademas, la interpretacidon de los resultados tanto
de bacteriologia, como inmunofluorescencia y cromatografia de
gases, para emitir un diagnéstico debe ser con cierta reserva
(59), debido a:

al) las caracteristicas del habitat de laos
clostridios, C. chauvoei y el C. novvyi, que son francamente
patodgenos han sido recuperados en pequefras cantidades de
higada de ovinos sanos (17, &3, 723); mientras que C. gepticum
y C. perfringens invaden casi la totalidad de los tejidos
pocas horas después de auerto el animal y aungue no hayan
sido la causa de la muerte es posible realizar su aislamiento
y debidoe a su rapido crecimiento pueden enmascarar la
presencia del agente etiolégico (85, 59).

b) su forma de presentacidn, asi debido a las
lesiones, el diagndstico clinico del carbdn sintomdtico es, a
diferencia de otras miositis clostridiales, el mis facil de
realizar con los datos obtenidos en la nacrépsia y a partir
de la historia clinica, pero existen reportes de casos
clinicos con lesiones iguales a esta enfermedad en las que se
ha 1logrado el aislamiento de C. gepticum, pero no se ha

logrado demostrar la presencia de C. chauvoei (8535). Ademds,




en los aniha}és cnn'vériés horas de  haber muerto y que
pvesentan gés, es dificil diferenciar 1los cambios post
mortem, de los producidos por las miositis clostridiales
(S .

y €) su amplia distribucién, que permite se presenten

con facilidad como contaminantes de la muestra (59).

Sin embatgo, como son agentes patogenos
potenciales, su hallazgo debe considerarse importante para
estudios epidemiolédgicos y se aceptan muestras gque para otro
tipo de estudios no podrian considerarse en condiciones

adecuadas (4).

1.2,8.3 Diagnéstico por inmunofluorescencia

De acuerdo a Sterne y Batty (59), la técnica de
anticuerpos fluorescentes para el diagnéstico de
clostridiasis, depende de la demostracién de antigenos de . la
pared celular de laos clostridios, wutilizado para ello
anticuerpos especi{ficos teNidos con un colaorante
fluorescente, mencionan que la técnica tiene las siguientes
ventajas: ofrece un diagnéstico rédpido y econdmico, en el
cual las muestras se pueden tomar directamente del sujeto en
el campo, no se deteriora durante el transporte, ni los
numeros relativos de las bacterias varia y su eficiencia no
depende de 1los microorganismos de la muestra que se
encuentren vivos, por lo que es posible emplearla después de
un tratamiento terapeutico. Tiene alta sensibilidad y los
clostridios patdgenos se pueden detectar en presencia de un

alto contenido de microorganismos contaminantes.



Actualmente, en el mercado internacional se dispone

de -conjugados* para la identificacién de C. botulinum, GC.

chauvoei, C. novyi, C. perfringens tipos A, C..y D, ,Q‘

septicum v C. tetgni.

1.2.8.4 Diagndstico por medio de cromatografia de gases.
Ademds de la determinacidn de especies por medio de
sus caracteristicas culturales, es muy Gtil hacer uso de la
cromataografia de gases, ya que sirve como ayuda pa}a una
identificacion rdpida de una cepa determinada vy es
usualmente dtil para confirmar resultados de otras pruebas

(859).

En este método, se analizan los alcoholes y 4cidos
voladtiles, producto del metabolismo b;cteriano de cultivos
pUras, los que después de ser acidificados y tratados con
éter para su extraccien, son registrados en cromatogramas que

se camparan con patrones ya establecidos.

El métado de cromatografia de gases empleado
directamente en la muestra, de acuerdo a Finegold (19}, no da
mejores datos que los obtenidos por un frotis teftido con la

tincidn de Gram.

* Wellcome Research Laboratories,



1.2.9 CONTROL DE LAS MIOSITIS CLOSTRIDIALES.

De acuerdo a Brander y Ellis (&), en la mayoria de

los casos el contral de enfermedades, pusede ser llevado a

cabo pot un buen entendimientq de los meétodos de diseminacidn

de la enfermedad, la importancia del ambiente, y la relacién

entre el hombre y el animal en la situacion de la
enfermedad.

El control de las enfermedades causadas por
clostridios, difiere de cualquier otro tipo de enfermedad, en
que pueden ser prevenidas por algun tipo de inmundgeno,
vacunas o antisueros, o una combinaci6tn de ambos (59, 60).
Sin embargo, por defectos de control de calidad, muchos de
ellos ni siquiera son algo utiles, ademés en la préctica
pueden "fallar" porque se empled uno'no adecuado para las
condiciones clostridiales especificas en su regitn, debido a
un diagndstico errédneo , o bien porque se haya empleado uno

en el cual la cadena fria se haya roto.

Asi, en México, Labrandero y Hernandez en 1977
(32, al evaluar 1la efectividad de cinca bacterinas
comerciales contra carbén sintomidtico, de acuerdo a las
Notrmas Dficiales establecidas por la Direccién General de
Sanidad Animal de la S.A.R.H. (4&), encontraron que un
producto protegid unicamente 23% de los cuyes inmunizados en
dos oacasiones Yy desafiados con una cepa de desaffo, y los
biolédgicos restantes no confirieron ninguna proteccion.

Es necesario recordar la importancia que tiene la
necesidad de realizar un diagnéstico etioldgico, para lograr

53—



controlar estas enfermedades, ya que como se mencionbd
anteriaormente, aunque generalmente el agente causal de 1la
gangrena gaseosa es el C. septicum, puede haber otres
agentes involucrados, como el C. histglyticumi el C. novyi,

tipos A, By el C. chauvoei; €l €. perfringens tipo A; el C.

sordellii; o bien una combinacion de uno o mas de ellos vy
clinicamente es dificil diferenciarlas. For lo que, una ve:
determinado el agente etiolégico relacionado con el bhrote, se
debe realizar una seleccién adecuada de los bioldgices, para
que esté de acuerdo a los tipos de bacterias presentes en la
regién donde se van a emplear, teniendo cuidado tanto en la
conservacion como durante la aplicacion de los bioldgicos

para abtener una inmunidad duradera.

Knott y col. (Z0), en un e;tudio de campo en el
cual wutilizaron un salo lote de 7448 bovinas en sistema de
engorda en caorral, aplicaron a la mitad bacterinas-toxoides
polivalentes, obsetrvaron que en los animales vacunados hubo -
322 muert;s, 47.3% menos, en comparacidn con los na vacunados
(611 muertes), independientemente de la causa de muerte. Y de
acuerdo a ellos, los clostridios fueron el factor gque
cantribuyd mds a las muertes de los animales no vacunados,
tuvieron un ahorro solo por mortalidad de $104,040 dolares

americanos en ese estudio.

En Inglaterra se ha visto (22}, que las formulas
polivalentes utilizadas no tienen efectas adversos en
bovinos, sin embargo, en caprinos y menos &n ovinos se puede

¥ g

presentar inflamacién prolongada en la zona de aplicaciodn,



ademids en los caprinos el efecto inmunizahte de estas
b;oldéicos po1iva1entes es menor que en los ovinos.

En los Estadas Unidas, dentro de las diferentes
presentaciones que existen en el amercado (65), hay una
bacterina toxoide con antigencs de los siguientes organismos:

C. chauvoei; C. septicum; C. haemolyticum; €. povyi; C.

sordellii; €. perfringens tipos C y Dy Leptospira omona;

Fasteurella haemolytica y Fasteurella multocida.

En Méxica, en general las bacterinas comerciales
son dirigidas a proteger contra infeccianes de:

- C. chauvoei; E£. s icum en las llamadas

"bacterinas dobles"”

- €. chauvoei; E. gepticum y Fasfeurslla multocida
en las llamadas "bacterinas triples”.

Y sédlo una bacterina toxoide presenta a C.

chauvoei; C. septicum y C. sordellii; Pasteurella multocida.

Tadas son anacultivos formalizados, con adyuvantes
de hidréxido de aluminio, oleosos o bien, registrados bajo un
nombre comercial.

Debido a las tres caracteristicas epidemioldgicas
comiunes de las clostridiasis (57) (diseminacion universal, no
transmisibilidad por contacto e incidencia esporddical)y la
cuarentena no es una medida practica para su control. Esto es
porque en general el suelo y el contenido intestinal de los
animales y el hombre son el habitat de los agentes
etiolégicos. Lo que aunado a su  alta distribucidn, las
caracteristicas de esporulacidn de los gérmenes hacen gue

estas enfermedades sean resistentes a este medio de control.



2 DISEND DE LA INVESTIGACION
2.1 : PREPARACIAN DEL CUADRO DE IDENTIFICACION

FPara alcanzar el objetiveo principal de este trabaio
Yy definir las pruebas bacteriolégicas a las que se
sometieron las muestras, sé realizd uno secundario, que
consistib en integrar un Cuadro de Identificacidn de
Clostridios Froductores de Miositis (ver Cuadro No. 3.1,
pagina 66).

Dicho Cuadrao de Identificacién se prepard
ponderando el criterio de los siguientes autores:
Carter, G. R. (B), Cottral, E. B. (12); Cowan, S. T. y Steel,
K. J. (13); Dowell, V. R. y Hawkings, T. M. (14); Holdeman,
L. V., Cato, E. F. vy Moore, W. E. C. (2B); Smith L. DS. vy
Holdeman, L. V. (53); Smith, L. DS, Hobbs, G. (54); Smith,

L. DS. {86); Sterne, M. y Batty, I. (59); y Willis, A. T.

El Cuadro incluye a las siguientes especies de
clostridios:
- productoras de miositis:

- €. chauvoei,

|
o

septicum,
sordellii,
novyi tipes Ay B, vy

I 1
0 10

1
0

histolyticum,,
- no productores de miositis:
- otras especies que de acuerdo a la
literatura se encuentran comunmente en
muestras clinicas.

—54—
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Las pruebas bioquimicas mencionadas en este Cuadro,
se prepararon de acuerdo a lo descrito por el "Anaerobe
Laboratory Manual" del Instituto Politeédnico de Virginia
(28), en aquellos casos en los que los resultados no
permitian la identificacidn ae las cepas, se usaron las del
mismo Manual.

Las fdrmulas de los medios de cultivo, reactivos vy

sustratos empleados, se encuentran en el Apéndice.

2.2 ESPACIO Y TIEMPO MUESTRALES

Para identificar las especies de clostridios
asociados a cuadros clinicos sugestivos de miositis
clostridiales en el Noreste del pais, se colectaron muestras
de animales sospechosos de tales procesos en ganaderias
pertenecientes a los Estados de Nuevo Leébn, Coahuila vy

Tamaulipas.

El tiempo de coleccién de las muestras fue de dos

aflos y medio, desde 1985 a mediados de 1987.

2.3 MATERIAL Y METODOS

El C. perfringens no se considerd en este . trabajo
como productor de miositis en animales, debido a:
- su amplia distribucidn en suelos y contenido
intestinal
- su aislamiento junto con otras bacterias a

partir de muestras clinicas, y
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—~:que. a pesar de gque en humanos si es causa de
gangrena - gaseasa, en  animales no existen
evidencias que lo confirmen como productor de

gangrena gaseosa.

2.3.1 REQUERIMIENTOS MICROBIOLOGICOS

Para la realizacién del trabajo de laboratorio, se
utilizaron cepas de Clostridium que sirvieron como patrones
de comportamiento de las difetentes pruebas bioquimicas que

se practicaron,
Dichas cepas fueron obtenidas de:
- €. chauvaei.- Universidad de Texas A & M.

~ €. chauvoei y C. septicum.—- Instituto Nacional de

Investigaciones Fotrestales y Agropecuarias.

- C. novyi IRF-190 y C. sgsordellii IRP-233.-

Departamento de Agricultura de los Estados Unidos.

2.3.2 REQUERIMIENTOS INSTRUMENTALES

El equipo egpecializado necesario para la
realizacidn de este trabajo incluyd: jarras de cultive
anaertbico, generadores de hidrégeno y bidxido dé carbono,
indicadores de anaerobiosis, microscopio de fluorescencia vy

anticuerpos conjugados contra C. chauvoei y €. septicum. As{i

como equipo de bacteriologia general, v.g. estufa de cultivo,

mechera, pipetas, asas, etc.



2.4 MeTODOLOGIA
2.4.1 OBTENCION Y TRANSPORTE DE MUESTRAS

Las muestras fueron obtenidas de acuerdo al método
descrito por Seifert y Col. (50) y modificados por el mismo
(Comunicacidn personal, 1985), siguiendo el siguiente

criterio:

i.- Si al momento de tomar las muestras el animal
estaba vivo o con menos de & horas de haber muerto, la
muestra se tomaba del lugar de 1la lesitn, con hisopos

estériles.

2.~ 8i el animal tenia mas de & horas de haber
muerto, se exponia un hueso largo del caddver, el cual se
fracturaba evitando al maximo contaminar la médula dsea y con

el hisopo estéril se tomaba la muestra.

3.~ Las muestras se colocaron en tubos con tapon de
rosca y se identificaron en numero progresivo y de acuerdo a
su procedencia conforme a la distribucidén municipal dada por
el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informadtica

(47, 48, 49).

4, - Las muestras se transportaron al laboratorio

de bacteriologi{a de anaerobios.

5.~ Las muestras eran mantenidas en refrigeracién

hasta el momento de setr procesadas.



2.4.2 TECNICA DE CULTIVO, AISLAMIENTO E IDENTIFICACION

DE CLOSTRIDIOS PRODUCTORES DE MIOSITIS
2.4:.2.1 Técnica de cultivo y aislamiento de clostridios.

El cultivo de los afslamientos se realizd a 37 C en
el Sistema de anaercbiosis Bas Pak#, gue consta de jarra de
cultivo, indicador de anaerobiosis, catalizadores de
aluminio-paladio y sobres generadores de hidrégeno y bidxido

de carbono ¥, %,

Se practicéd la siguiente teédnica de cultivo:

A. - Los hisopos se introdujeron en un tubo con
medio caldo carne cocida y se incubaron por 24 horas,
después, para determinar el tipo, morfologia y proporciones
de las bacterias presentes, se practicé la observacion

microscépica de un frotis del cultivo.

Si la observaciond demostraba:

A. - presencia de bacterias esporuladas gram
positivas con morfologla sugerente de ser clostridios y que
no existia o habla solo un numero escaso de otras bacterias,
para determinar si se trataba de bacterias anaerabias y
purificar las colonias, la muestra se resembrdé en medio
stlido y se incubd en anaercbiosis y aerobiosis.

B.- que en el tubo habia bacterias sugérentes de
ser clostridios mezclados con otros tipaes en proporcibn
elevada, entonces el tubo era sometido a un tratamiento de
% BBL Laboratories
#% Bioxdn de México 8. A de C. V.
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descontaminacidn selectiva, que consistiéd en calentarlo a 70C
por 10 minutos.

C.~- En ambos casos, para purificar los aislamientos
de bacterias anaerobias, se realizaron los subcultivos
necesarios. .

D.- Una vez puras, para obtener los indculos para
usarse en las pruebas de identificacién, se inocularon en
medio base liquido peptona-estracto de levadora (PY) vy sé
incubaron de 18 a 24 horas.

E.~ Fara mantener las cepas se utilizé el medio

carne cocida.

2.4,2.2 Pruebas bioquimicas para determinacion de especies.

La siembra de los diversos sustratos liquidos se
realizo’con pipetas tipo Fasteur, depositando en el fondo de
los tubos aproximadamente 0.5 ml del indculo. Mientras que
los medios sédlidos, como el agar yema de huevo, se sembraron
por estria.

En el caso de los aislamientos de bacterias que
correspondidn al género Bacillus, se diferenciaron de BRB.
anthracis con base en su morfologia colonial y la observacidn

de la presencia de céapsula.

2.4.2.3 Lectura de las pruebas bioguimicas.

La lectura de 1las pruebas de degra&acian de
carbohidratos se realizé a los 5 y 10 dias de incubacidén. de
la siguiente forma:

A los cinco dias de incubacion de cada tubo

inoculado, se tomé con pipeta pasteur aproximadamente 1 ml



del medio, se colocd en tubos de ensayo éstérilésry se ie;
affadidé una gota de azul de bromotimol, como indicador de pH.
Si el color del medio tornaba a amarilleo, indicaba gque habia
ocurride acidificaciéon y que la prueba era positiva, si
permanecia arul indicaba que.no habla cambio de pH y era
negativa. En caso de variaciones intermedias, se consideraron
como resultados positivos o negativos débiles (+—,~+),

A los diez dias de incubacidn se realizéd la lectura
final en los tubos que habian resultado negativos a los cinco
dias. Fero en esta ocasién se agregd el colorante
directamente a los tubos.

La prueba de indol y de reduccidn de nitratos, se
realizé en el medio "Indol-Nitrate Medium" (BBL), y las
lecturas como sigue: primero se deterﬁinb la produccién de
indol, afMadiendo & gotas de teactivo de Kovacs y
posteriormente se realizé la lectura de la reduccidn de
nitratos, usando 4cido sulfanilico y alfa-naftilamina, y si
se requetria completar la prueba, zinc en polveo.

La lectura de la prueba de produccién de lecitinasa
y de lipasa se realizd después de incubar 48 horas; la
lecitinasa, se considero positiva al observar opacidad del
medio alrededor de las colenias y la lipasa cuando se notaba
un color iridiscente sobre las colonias. En ambos casos

negativas cuando no habia cambios en el medio.

La prueba de ureasa se realizé en la misma placa de
agan yema de huevo de la prueba de lipasa y lecitinasa.

Después de dejarla expuesta al aire 20 minutos, se le aftadit



easa a las .colonias, dejando  1a.

uns onte . rescvive aei
caja ' a  temperatura amﬁiente vdurante’ Qﬁatra horas, la
aparicion de un color rosa en el Area del crecimiento
bacteriano se considerd como un resultado positivo.

Fara la prueba de cétalasa se tomd una asada de las
colonias del mismo agar yems de hueve y se mezcld con una
gota de agua oxigenada en una laminilla, o bien s2 puso una
gota de agua oxigenada 5% sobre las colonias, en ambos casos

'la produccién de burbujas indicd un resultado positivo.

La lectura de la prueba de esculina ge realizd
después de 10 dias de incubacion, ahadiendo dos gotas de
cloruro férrico al media. Una coloracién chscura se considerd
como positiva y la ausencia de esta coloracidn como negativa.

Fara la lectura de las pruéba de reduccién del
almidén se afMadid una gota de lugol al cultivo, una
coloracidn de café claro o café obscure indica la
persistencia de almidén en el medio y por tanto un resultado
negativo, su ausencia se registrd como reduccion o hidrélisis
positiva. La acidificacidn del almidon se detectd afadiendn
azul de bromotimol, si torpaba a amarillo, se considerd

positiva y negativa si se mantenia el color azul.

2.4.2.4 Interpretacién de las pruebas bioquimicas.

Ura vezr efectuadas las lecturas de las pruegbas
bicquimicas y de degtadacién de carbohidratos, se compataron
los resultados con el Cuadro No. 3.1 "Identificacidn de
Clostridios Froductores de Miositis" (pégin; 66), las cepas
cuyos resultados no correspondieron a ésta, fueron comparadas

con los cuadros del "Anaerobe Laboratory Manual" (28).



3 . RESULTADOS

3.1 -~ RESULTADOS DE LA REVISION BIBLIOSRAFICA DE PRUEBAS

proQuimicas

En general el criterio de los autores revisados
12, 3, 116, 28, S3, 54, 55, 59, 72, coincide para
siguientes caracteristicas esperadas en la identificacidn

los clostridios productores de miositis:

1.~ Son bastones gram positivos, aunque varian
su reactividad a la tincidn de gram.

2.—- Son catalasa negativos.

3.- Son anaerobios no aerotolerantes, aunque

limite superior del potencial de oxidg~reduccidn (Eh) en

en

el

el

que pueden crecer difiere entre las cepas, ¥y aun en la misma

especie.

4.—- Sus esporas son generalmente subterminales
ovales.

S.—- Son mdviles, excepto C. perfringens.

6.- Carecen de cépsula excepto C. perfringens.

7.— Digieren la gelatina.

8.—~ Son bacterias hemoliticas.

9.— Fermentan la glucosa.

10.— En su mayoria acidifican, coagulan y forman

al crecer en medio leche descremada.

Y

gas

11.~ No fermentan la sacarasa, excepto C. chauvoej.

12.~ No producen ureasa, excepto C. sordellii.

~-64-
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Respecto  a~ las - ‘caracteristicas bioquimicas. que
sinven para la identificaciéon de clostridios de interés para
este estudio, se prepard el Cuadro No. 3.1, de acuerdo al
criterio emitido por los autores citados anteriormente, migma
que fue utilizada para la especiacidon de los clostridios

aislados durante el trabajo.



Cuadro No. 3.1

ldentificacibn de Clostridios Froductores de Miositis

ESPO- |AERDTO- |GELA |LECHE JLECT ~)INDOL |LI~ |BLU~ [MAL- [LAC~ |SACA- |SAL I{NITRA-ESCLHUREA{MOT I~ [HEMO- [ALMIDON

RAS {LERANCIA|TINA TINRSA . {PASA |COSA [TOSA {TOSAIROSA [CIN {TOS |LINAISA |LIDAD|LISIS
% % % .
. chauvoei sT A(C)
——— [} ~ + [$1]] - - - A A A a (=) + v - + + -
C. septicum 8T A C,D
- ———— 0 - + - - - A A A - A v v - + + -
C. perfringens (sT CGAD
ALAAAL L B - o P |+ - dadatal -t vl -]+ rd
C. sordellii ST :
- — 0 - + 9] + + - A" A - - - (=) -+ | + + + -
ﬂi bifermentans 8T
———eees o - - + CDB + + - A [ - - Wy (=} -+ - + + -
€. haemolyticum ST B, A
b ———————— | . D - + ool o+ + - a - - - - - - | - + + -
C. novyi A ST
= 0 - + v + - + A j(a) |~ - - (= |- - + + -
C. novyi B ST
- — o] - + (o + - - A a - - - (=) | - - + + -
€. histolyticum ST CD .
f ——————— {0 + + (B) - - ~ - - - - - - - ~4 + + -
€. sporogenes ST CD
b~ ——————— 0 - + (B) (d) dr| + A W) -~ -y [ v (=) | - - + (+) -
C. subterminale ST co _
| 1] - + (B) Y v - - - -~ - - - - ~ + (+) -
Esporas~ Pruebas blcquxmxcas y de fermentacién de azdcares: Cambios en leche:
= ovales A = acidificacidon (mas de 80% autores) D = digestién total
ST= subterminales V = criterio diversificado =variable C = coagulacion
T = terminales = nagativo sepun mas de BOY de autores B = enegrecimiento
Y = variable + = positivo mds de 80% de autores ( )= mayarfa >B0% autores
D = dudosas ()= criterios variables (> 80 % autores) G = gas
Q=3 80% autores = dudoso . A = acidificacidn
r = peduccibn parcial FT = farmentacion tormentosa
V = variable

-d b




3.2 RESULTADO DE LOS EXAMENES BACTERIOLOGICOS

En total se recibieron 112 muestras procedentes de
los tres estados que comprendic el estudio, 46 procedentes de
Nuevo Ledn (NL), 27 de Tamaulipas (Tamps), 13 de Coahuila
(Coah) y otras 26 muestras gque se colectaron de animales de
la :zona bajo estudio, pero cuyo municipic no pudo ser
identificado y que para fines del estudio se consideraron

como muestras "sin clasificacion" (S/0).

No se pudo determinar si las muestras procedian de
animales vacunados contra miositis clostridiales, ni si habia
evidencias clinicas de proceder de animales con cuadros

sugestivos de miositis.

De esas 112 muestras, como se aprecia en el Cuadro
No. 3.2, catorce se recibieron en malas condiciones y pobr
ello no se trabajaron (NF), y de otras 11 no fue peosible
recuperar bacterias y pop ello fueron consideradas

"negativas".

/ \
! Cuadro No. 3.2 !
! Origen de las Muestras Negativas y No Procesadas !
H Muestras ' NL | Tamps ! Coah | S/C ! Total

! Negativas' A s T R R & ! !
i No procesadas t 8 i 2 ' 2 1 2 1t 14 !
! i H i H ! }
! Total: | 1S ! 2 H 2 1 &6 t 25 |
\ /
NL = Nuevo Ledn; Tamps = Tamaulipass Coah = Coahuilaj
S/C = sin clasificar.

_67_
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En el Cuadro 3.3, se puede apreciar el origen de
los aislamientos. Se ve que de las B87 muestras restantes, se
obtuvieron 117 aislamientos de bacterias, de 1los cuales
67 corresponden al género Clostridium, 33 al género Bacillus,

16 a cocos anaerdbios y uno al género Fusobacterium.

/- \
| Cuadro No. 3.3 H
t !
t Origen de los Aislamientos i
' ——
! Aislamientos { NL | Tamps ! Coah | S/C ! Total ! %
' B ! H i ! i i
iClostridium {20t 15 ! 8 {14 | &7 1 57.3 %
tBacillus P10} 10 ) 4 4+ 9 | 33 P 28.2 1
lcocos anaerobios | 2 | 7 ! 2 ¢+ 85 t 16 113,71
Fusobacterium [ ] ! o 1 o0 | i i 0.9 1
i H ! - ! H ! i
! Total: i 43 1 32 i 14} 28 1 117 1100.0 1
\ /

NL = Nuevo Leédn; Tamps = Tamaulipas; Coah = Coahuila; S/C
sin clasificar.

En el Cuadro No. 3.4, se observa la frecuencia y la
significancia nosolégica de las cepas del género Clostridium
aisladas en el trabajo, de acuerdo a su procedencia. Como se
ve se aislaron &7 cepas, de ellas, 27 son consideradas como
"productoras de miositis" de acuerdo a la clasificacién de
clostridios, que se adaptd para este trabajo, y 3I4 "no
productoras de miositis". No se logré determinar la especie
de 6 cepas, ya que los resultados obtenidos en las pruebas
bioquimicas que se les practicaron no corresponden a los
esperados al compararlas con los Cuadros de identificacién

utilizadas.

Asi mismo en el Cuadro No. 3.5, se observa que el

clostridio ‘“productor de miositis" que se recuperd en mayor
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frecuencia fue el C. sordellii con 16 aislamientos,
siguiéndole ‘en orden, el C. chauvoei con cinco aislamientos,

as{ como el C, povyi y el C. septicum con tres cada uno.

/ —==\
} Cuadro No. 3.4 {
1 1
! Significancia Nosoldgica de los Aislamientos !
! de Clgstridium !
! Aislamientos ! NL | Tamps | Coah | S/c¢ | Total ! A
{ ' ! | H | H H
{ prod miositis P12 0 2 I 4 H 9 1 27 1 40,3 ¢
! no prod miositis | 15 t 12 3 ' 4 | 34 | 50.7 !
! no identificados*! 3 | 1 Pl H 11 & 1+ 2,01
! H ! ! H ! ! !
! Total: | 30 1 15 i 8 V14 67 1100,0 ¢
\ /
NL = Nuevo Ledén; Tamps = Tamaulipasj Coah = Coahuila; S/C =
sin clasificar; # = no aplica.

L = Nuevo Letdn; Tamps = Tamaulipasi Coah = Coahuila; S/C =
in clasificar.

/ \
! Cuadro No. 3.5 !
! Frecuencia y Origan de las Aislamientos de

t los "Clostridios Productores de Miositis" !
! Especie ! NL | Tamps | Coah | S/c iTotal ! % 1
) 1 ] ) 1 ) I‘ .l
! C. sordellii [T 2 1 it 5 1 16t 59.3 1
t C. chauvoej o4 (] ] [ S S 1 18.5 !
{ C. novvi tipo B L S N ] -1 LA S I 11,10
i C. septicum LI S ] HE ) P20 I b o11.1
| ! | H P ! | !
i Totalz: 1} 12 } 2 P4 9 1 27 1100.0 1
\ /
N

S

En el Cuadro No. 3.6, se observa la egpecie,
procedencia y el porcentaje del aislamiento de las diferentes

especies de Clostridium que son consideradas como "no

productoras de miositis". Como se puede ver, al C.

perfringens se recuperé en 17 ocasiones, seguido por el C.

bifermentans y el C. cadaveris, de los cuales se obtuvieron



"“seig cepas respectivamente,

...7(:)_

y por Ultimo se encuentran . otras

cinco especies, de las cuales se logré sélo aislar upa cepa
de cada una.
/ \
: Cuadro No. 3.6 !
| !
H Frecuencia de ARislamientos de Clostridios H
! "No Productores de Miositis" !
1 ]
! Especie t NL | Tamps { Coah | S/c | Total! %
H | t | ! H H i
‘C. perfringens LIS 7 ! I 01 v 17 % 50.0 1%
iC. bifermentans o2 3 1 [ S 6 1 17.6
iC. cadaveris HE I 1 H o 2 1 &6 117,86
{C. subterminale LI B [¢] ! o ! 0 1 1 6.1 1
{C. felsinerum S S [u] ! o 4+ 0, i 1 v 6.1
iC. baratij HES S (v} H o 1 o i 1 1 6.1
tC. propionicum HES S [v] ! oV 0 i 1 v 6.1
iC. agrantibutyricum! O | 1 } c | 0o 1 1 1 6.1
| ! ! | ! ! i !
{ Total: t 15 1 12 ; T 1 4 + 34 1100.0 1
\ /
NL = Nuevo Leén; Tamps = Tamaulipasj; Coah = Coahuila; S/C =
sin clasificar.

En el Cuadro No. %.7, se observa la frecuencia de
los cultivos de clostridios puros o mixtas.
/ \
! Cuadro No. 3.7 t
! !
{ Frecuencia de Cultivos Puros y Mixtos de Clostridios H
! t
! Especie ! Frecuencia/7v% | Total
! ! puro imizx¢to ! cepas
{ C. sordellii V137 19.4 i/ 4.5 V16 |
{ €. chauvoei ; 2/ Z.0 3/ 4.5 ! 5
{ C. gepticum i 0/ 0.0 | I/ 4.5 ! 3
i C. novyi H 1/ 1.5 | 2/ Z.0 H K H
{ C. perfringens ! 5/ 7.5 | 127 17.9 v17
{ C. bifermentans | 4/ 6.0 | 2/ 3.0 ! b
{ L. cadaveris H o/ 0.0 | &/ 9.0 H b
| Otras especies* | 27 3.0 i 3/ 4.5 ! 51 b
! No identificadas | 5/ 7.5 | 1/ 1.5 H 5 }
i H H ! H
H Total | 32/ 47.8 | 35/ 52.2 P67 1
\ - /
* = subterminale, C. felsinerum, C. baratii,

propionicum, C. aurantibutryricum
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For otro lado, en el Cuadiro No. 3.8 se observa la
frecuencia de los aislamientos de bacterias que no
corresponden al género (lostridium. Asi tenemos que se
recuperaron 3% cepas de Bacillus spp, las que de acuerdo a
los exdmenes practicados resultaron ser diferentes a la
especie B. anthracis; asi como 16 cepas de cocos anaerchios y

una de Fusobacterium spp.

/ \
H Cuadro No. 3.8

1 1
! Fracuencia de Aislamientos Diferentes a Clog¢ridjum |
! H
! Especie | NL | Tamps | Coah ! S/C | Total ! % 0
! 1 } | H H | !
! Bacillus spp# P10 0 1o i 4 + 9 | 33 | 66,0 |
| Cocos anaercbios | 2 | 7 ! 2 ! 85 1t 16 P32.0 1
! Fusobacterium Voo [y { o it 0 1 V2,01
H t t i =1 ! t H
! Total: P13 0 17 ! & 1 14 50 1100,0
\ /

+ Especies diferentes a B. anthpracis.

NL = Nuevo Leén; Tamps = Tamaulipasj; Coah = Coahuila; S/C =
sin clasificar.

3.2.1 MUESTRAS DEL ESTADO DE NUEVO LEON

Pe las 112 muestras recibidas en el laboratoria, 46
procedian de 17 municipios de los 54 en que estd dividido el
Estado Nuevo Ledén, ocho de ellas no fueron procesadas debido
a que que no se encontraban en condiciones adecuadas para el
trabajo de laboratorio y de otras siete no se logrd aislaron
anaerobios, por lo que se consideraron como "negativas".

La procedencia de las muesttas de Nuevo Ledn se
obgerva en el Cuadro No. 3.9. Y en el Cuadro No. 3.10, el
or{igen de los aislamientos de clostridios productores de
miositis que se realizaron a partir de ellas. Tres de esos

aislamientos no lograron ser identificados.
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Cuadro No. 3.9
) oL
| Origen de las Muestras Recibidas
' de Nuevo Laeén
()
Pe | Namero de | Total
1 Municipio : {Muestras por! Mues—
H Municipio i tras
' ! !
lAllende, Lampazos de Naranjo, Los | 1 H 4
{Ramones, Monterrey i !
! § H
{Bustamante, Villaldama, Doctor Atrroyo, | 2 i 18
iGaleana, Doctor Coss, Cerralvo, China,! !
{General Zudzua, General Teran ! !
i H !
{Doctor Gonzdle:z ! 4 ! 4
! ! H
{Andhuac, Higueras ! 5 !0
! ! !
iLos Herreras i 10 i 10
\
/ \
! Cuadro No. 3.10 - H
! 1
t Origen de los Aislamientos de Clostridios !
| "Productores de Miositis" de Nuevo Ledn !
! !
! Municipio ! Especie iCeapas por |
! ! Municipio |
H H ! !
{Andhuac t C. chauvoei ! 1 H
{Allende ! C. chauvoei H 1
iLampazos de Naranjo | €. chauvoei ' 1
{Los Herreras ! €. chauvoei ! 1
|Los Herreras { C. sordellii ! 2
iDoctor Gonzalez ! C. sordellii ! 2
iChina t €. sordellii ! 1
tAndhuac | €. sordellii t 1 !
tAndhuac ! C. septicum ! 1
iGeneral Terdn i C. poyyi tipo B | 1
t 1 .I
! Total ! 12 H
\ /

Asimismo,

procedencia de las

cuales se logré recuperar 15 cepas de 7 diferentes

de clostridios "no p

en el Cuadro No. 3.11 se

aprecia la

muestras de Nuevo Leén, a partir de las

roductoras de miositis",

especies
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/ - \
B Cuadro Na. 3.1t H
t H
! Origen de los Aislamientos de Clostridios t
o "No Froductores de Miositis" de Nuevo Leén {
- H
|- Especie H Cepas por Municipio | Total!
) -1 H H
{C. perfringens | Andhuac (1), Los Herreras (1), - H
H ! Galeana (1), Higueras (1), ! H
H ! China (1), Allende (1) ! H
{C. cadaveris ! Higueras{l), Baleana (1), i3 ¥
! i Los Herreras (1) H oo
iC. bifermentans ! Bustamante (1), General Terdn (1) | 2 !
IC. felsinerum { Andhuac (1) RS S e
€. baratij ! Doctor Gonzalez (1) [ERES SEE |
€. subterminale | Beneral Teran (1) TR P
iC. propionicum | Higueras (1) LIS Sot B
H ! { - i
H ! Total P1g
A\ /

De igual manera, en el Cuadro No. 3.12, se observa
el origen de los aislamientos diferentes a Clostridium, de

muestras procedentes de Nuevo Lebn.

/ \
H Cuadro No. 3.12 }
H : !
t Orfgen de los Aislamientos Diferentes a {
! Clostridium del Estado da Nuevo Ledn }
H Aislamiento H Municipio (cepas) t Total i
tBacillus spp tAndhuac (2), Los Ramones (2), t10 H
H iDoctor Cass (2), China (1), ! H
! iDoctor Arroya (1), Monterraey (1)! !
H iVillaldama (1) i i
{Cocos anaercbios 1Galeana (1), Andhuac ' 2 |
{Fusobacterium spp iLos Herreros (1) H 1 .
\ /

En el Cuadrao No. 3.13, se observa la procedencia de
acho muestras de Nuevo Ledn que no fueron pracesadas por
encontrarse en mal estado y de las siete que resultaron

negativas.
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5 Cuadro Nao. 3.13

{ Origen de las Muestras No Procesadas y

{ Negativas del Estado de Nueve Ledn

]

I{No procesadas | Cerralvo (1), RHigueras (3), Bustamante (1)
! { Los Herreras (1), Genetral Zuitua (1),

i { Villaldama (1)

{Negativas { Los Herreras (3), Anidhuac (1), Higueras
t { (1), Doctor Gonz&lez (1), Cerralvo (1)
\ -

3.2.2 MUESTRAS DEL ESTADO DE COARUILA

De las 112 muestras que se recibieron en el
trabajo, 13 provenian de cuatro de los 38 Municipios de
Coahuila, ocho de ellas procedian de Candela, tres de
Saltille, una de Cuatro Ciénegas y una .de Zarago:za,

En el Cuadro 3.14, se observa la procedencia y la
frecuencia de los aislamientos de clostridios "productaores de

miositis" de muestras procedentes del Estado de Coahuila.

/ \
{ Cuadro No. 3.14 t
{ Origen y Gignificancia Nosolégica de los {
H Aislamientos de Clostridios de Coahuila !
¢ {
! Aislamientos iSignificancia! Municipio (cepas? H
H ! —— :
{C. sordellii ! (a) ! Candela (X)

€. novyi tipo B | (a) | Candela (1)

L. perfringens | (h) i Candela (1), saltillo (1},

H ! { Zaragoza (1) : !
{No identificado | () ! Baltillo (1) H
\ /
(a) = Productor de miositisy (b) = no productor de miositis

(¢} = no aplica

Como se puede apreciar, se aislaron cuatro cepas de

clostridios ‘“productores de miositis®, ttres de ellas se

N e e e e e L e

.
¥
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identificaron como C. sordellii y una como C. novyi tipo VB;
mientras que de los clostridios "no productores de miositis"
tres correspondieron a la especie C. perfringens; una cepa no
se pudo identificar.

También se recuperaron tres cepas de Bacillusg
diferentes a B. anthracis de las muestras procedentes de

Candela y de Cuatro Ciénegas y dos de cocos.

3.2.3 MUESTRAS DEL ESTADO DE TAMAULIPAS

Del Estado de Tamaulipas se recibieron 27 muestras,
de & de sus 43 municipios. Una de ellas procedente de Tampico
y otra de Aldama no se procesaron debido a la mala condicién
de la muestra.

En la Cuadro No. 3.15 se observa que del municipio
que mas recibieron fue de Villagran, siguiendo Aldama, Nuevo

Guerrera y Tampico, Llera de Canales y Ganz&le:z.

/ \
! Cuadro No." 3.15 !
H Origen de las Muestras de Tamaulipas !
! !
i Municipio ! Nimero de muestras !
) 1 )
1 1 4
I Villagran H 7 !
i Aldama ! & t
! Tampico | S !
{ Ciudad Nuevo Guerrero | S H
i Llera de Canales ! 3 |
{ BGonzdlez | 1 !
\ /
Como se puede aobservar en el Cuadro No.Z.16, se
aislaron 2 cepas C. sordellii, mientras que de los

clostridios "no productores de miositis" se aislaron 7 cepas
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de C.perfringens, tres de C. bifermentans, una de c.

aurantybutiricum y de C. cadaveris, y un aislamiento no pudo

ser identificado.
Ademas se aislaron diez cepas de Bacillus spp,
diferentes a B. anthracis y siete mis correspondieron a cocos

anagrabios.

/ \
! Cuadro No, 3.14 i
i ]
1 " 1
! Origen y Significancia Nasolédgica de los

1 Aislamientos de Clostridios de Tamaulipas

! H
. Aislamiento | S#! Municipio (cepas) iTotal |
{ ] i !
iC. sordellii { a ! Llera de Canales (2), 12 H
| : H ! 1 !
iC. perfringens ! b | Aldama (2), Ciudad Nuevo V7 !
! H t Guartera (2), Gonzalez (1) | |
B i I Tampico (1), Villagréan (1) | H
! H H ! !
€. bifermentans i bt Villagrdn (2), Tampico (1)} t 3

| H H ! {
€. aurantibutyricum! b | Villagran (1) vl |
H H ! | H
{C. cadaveris t b ! Tampico (1) LIS ! b
! ! ' ! !
iNo identificado f ¢ | Llera de Canales (1) H H
\ /
Sk= significancia. a= productores de miositis, b= no

productores de miositis, {(c) no aplica

3.2.4 MUESTRAS SIN CLASIFICACION GEOGRAFICA
De las 112 muestras del estudio, en 26 nao pudo ser
determinado el municipio de origen a pesar de proceder de la
zona en estudiao, dos de ellas estaban en mal estado y na se
procesaron, y de otras cuatra no se logro recuperanr
bacterias.
Como se puede apreciar en el Cuadro No. 3.17, del

resto de las muestras se logrd el aislamiento de 2B cepas  de
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bacterias, nueve de clostridios "productoras de miositis",

““eincode C, sordellii, dos de C. septicum, una de C. novyi

tipo By una de €. chauvoei. Otros cuatro "no productoras

de miositis" se recuperaron:t dos de (. cadaveris, una de C.

bifermentans y de C. gerfriAQggg, y de uno mds no se pudo
establecer 1la espécie, ya que no concordaron sus resultados
con 1los de los Cuadros de identificacion. Asimismo se
obtuvieron 9 aislamientos de PBacillus diferentes a B.

anthracis y cinco de cocos anaerobios.

Cuadro No. 3.17

Aislamientos de Clostridios de las Muestras
Sin Clasificacién y su Significancia Nosoldgica

N

Aislamiento Significancia {Numero cepas

sardellii

;
1

1

H
septicum !
chauvoei !
1

1

{

H

!

1

1

0

NN ENNNP2A

novyi tipo E
bifermentans
cadaveris
perfringens
Clostridium spp.

01010100010
"

N ooCos oo w
Lol S R e e R
[ T RN

i

4
1 1
i i
] ]
i '
] ]
i ¢
] '
i i
4 1
i '
i ]
| i
§ ]
' '

[l
| i
] ]
§ i
] ¢
4 |
' ]
| i

Total 14 100.0

A R e me e e e e me e e e e e == an ==

"productor de miositis"; b = "no productor de miositis"j;
no aplica, no identificado.

N W 7 == me o oo e ce em om e e e e e an e e e N

nu



a DISCUSION
40 DISCUSION SOBRE LAS PRUEBAS Broaufmicas
Dentro de la literatura revisada (8, 12, 13, 1&,
28, 53, 54, 55, 59, 73), se encontrd que la mayoria de las
pruebas que: mencionan 165 autores para logtar la
diferenciacidn de especies de clostridios productores de

miositisy v.g., C. chauvoei, C. septicum, C. sordelliji, C.

novyi tipos A, B, y D, asl como del C, histolyticum y C.
perfringens, son: hidrdlisis de la gelatina; fermentacién de
glucosa, lactosa, sacarosa, salicin e indol; asl como la
produccidn de lipasa y lecitinasa.

Otros afMaden la deteccién de la producciédn de
ureasa, la reduccién de nitratos, la fermentacién de 1la
maltosa y del manitol; la reduccién y'coagulaciOn de lechej
y algunos mencionan ademds la fermentacidn de la manosa.
Mientras que 1la prueba de esculina y la treduccioén o
acidificacidn del almiddn, asi como la produccidn de esporas
y hemdlisis son paco mencionadas para la diferenciacién de
los clostridios productores de miositis.

Las principales diferencias gque se encontraron en

el criterio de los autores revisados, son las siauientes:

Clogtridium chauvoei

l.os autores coinciden en genetral en la descripcion
de los resultados esperados para el C. chauvoei, salvo en el
caso del salicin, la sucrosa, la reduccidén de nitratos y en
la reduccidn de la esculina.

Fara el salicin, su fermentacién es considerada
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negativa por siete autores (8, 12, 13, 52, 54, 59, 73), uno
mas (53) menciona que la fermenta débilmente y otra (28) qﬁe
es variable,

De 1la reduccién de nitratos, el criterio de los
autores difiere mas, tres (13, 53, 59) dicen que si1 los
reducen, dos (8, 1&) que débilmente, y uno mds (3I7) que es

variable.

Clostridium septicum

Cinco autores (8, 12, 13, 14, 59) mencionan que C.
septicum, fermenta el salicin , tres mas (28, 54, 55), dicen
que lo hace en forma variable, y uno (53) que sdlo en forma
débil,

Sobre la reduccién de nitratos, dos autores (28,
S3) dicen que es varible, dos que es débil (16, 73), y uno

que es dudosa (35).

Clostridum so 11

El criterio de los autores coincide en que el C.
sordellii y el C. bifermentans, son sumamente similares
entre si, pero expresan que existen diferencias que-ayudan a
separatr estas dos especies, mismas que se mencionan a
continuacién. Asi acerca de la reducciéon de 1los nitratos
cuatro autotres mencionan que no los reducen (8, 16, 28, 53,
uno que lo hacen en forma débil (13) y otro mas que lo hacen
en forma dudosa (59).

Nueve autores coinciden en que el C. sordellii si
fermenta el salicin (8, 12, 13, 16, 28, 54, 53, 55, 73,

mientras que para el C. bifermentans, tres dicen que no lo
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.hace. (28, .54, 55),.dos mas mencionan que es variable (8;716), 7

y uno mds dice que lo hace en forma débil (S3).

Los autores mencionan que el C. sordellii, produce
urea, mientras que el C. bifermentans no lo hace, siendo esta
caracteristica la principal diferencia entre las cepas.

Asimismo, el aspecto de patogenicidad es importante
para diferenciarlas, pero dificil de evaluar, ya que se han
encontrado cepas de C. sordellji que no son patogénicas,
pero no se han encontrado cepas de C. bifermentans con esta

capacidad (59).

Clostridium perfringens (C. welchij)

En el caso de esta especie, se presentan también
diferencias respecto a los resultados expresados por los
autores.

En el caso de la fermentacién del salicin, cinco
autores (8, 164, 53, 5S4, 95) dicen que es variable, Cottral
(12) menciona que la mayoria de las cepas lo hacen, y otro
mas (28) dice que es negativa débil.

La produccidn de nitratos es positiva segun tres
autores (B, 13, 14), dudosa de acuerdo a otro (54), negativa
para otro (53) y variable para uno mds (28).

l.a produccion de ureasa s negativa de acuerdo a
tres autores (8, 13, EE), negativa débil segun otro (53), ¥y

uno mds dice que es dudosa (54).

Clostridjum novyi (C. oedematiens)
El C. novyi tipo A, tiene divergencias en los

resultados esperados: la fermentacién de la maltosa es
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positiva de acuerdo a tres autores (12, 53, 73), variable
'segan otros tres (16, 28, 58) y dudosa por otro mas (54). La
reduccién de nitratos es considerada negativa por un autor
(28), negativa débil por dos (8, 16), dudosa uno (54), ¥y
positivo débil otro mas (53)..

Respecto a la fermentacién de la maltosa, cinco
autores, dicen que el €. novvi tipo B es positive (8, 12,
28, 54, 55) y uno dice que es variable (53). Por otro lado
sobre la reduccién de nitratos, dos mencionan que no 1lo
reducen (8, 28), uno dice que si (33) y otra mas expresa que
el resultado es dudoso (54).

También difiere de la descripcion del resultado
esperado de la maltosa para C.nQvyi tipo C, dos dicen que si

la fermenta (54, 73), otro mas lo niega (55).

Clostridium histolyticum

Los criterios de los autores revisados coinciden en
general, variando sdélo respecto a lo esperado sobre la
prueba de ureasa, uno dice que si produce (13), mientras que

tres mas lo niegan (28, 53, 94).

Los resul tados de las pruebas bioquimicas
practicadas a las cepas controles concordaron con el cuadro
de identificacidn de clostridios productoﬁes de miositis que
se prepard en este trabajo, debido a ello se considera que
éste cumple su cometido para ser empleado en forma rutinaria

con este fin.



4.2 DISCUSION SOBRE LA COLECCIﬁN. ENVIO Y PROCESO DE

LAS MUESTRAS

El estudio bacterioldgico para el diagndstico de
miositis clostridiales se encuentra con el inconveniente de
que los clostridios son bactefias anaerdbias presentes en el
intestine de los animales en forma normal y que al morir
éstos, aunque no hayan sido productores de su muerte, invaden
el resto de su organismo en forma postmortem aproximadamente
en & horas. For eso, para disminuir la probabilidad de que
los aislamientos sean contaminantes, no se recomienda tomar
muestras después de ese tiempo y al emitir un resultado en
forma conservadora siempre que se base en el aislamiento a

partir de muestras de animales muertos.

Por otro lado, de acuerdo a Berkhoff y Redenberger
4), aungque los aislamientos no estén obligadamente en
relacion al supuesto proceso patolégico del animal del cual
se tomd la muestra, si{ pueden tener un papel etioldgico y por
ello se puede justificar el proceso de muestras que para otro
tipo de bacteriologia se considerarfan en mal estado. De tal
manera que es posible obtener muestras Gtiles para estudios
epidemioldgicos en el caso de miositis clostridiales, aunque
el tiempo de toma de muestras sea mayor a las 6 horas
pastmortem.

Fara casos en que los animales tengan mas de las
seis horas de haber muerto, Seifert y col. (50, y Seifert, H.
S. H., com. pers. 1986), describen el método de coleccidn de

muestras seguido en este estudio, el cual se basa en el
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khecho de que exisfe una fase septicémica previa a la muerte

~del...animal...durante la cual los clostridios se alojan en
’méduia 4sea (55, Seifert, H. S. H., com. pers, 198%), donde
la misma estructura dsea impide la penetracién de bacterias
contaminantes postmortem a su interior.

Sin embargo, durante la manipulacién del hueso al
exponer la médula ésea y obtener la muestra con el hisopo,
axiste la posibilidad de introducir bacterias presentes en
piel y tejidos adyacentes al huesoj por ello, en aquellas
muestras en las que la observacion microscopica del

primoaislamiento en medio carne cocida, mostraba la presencia

de bacterias no caracteristicas del género Clostridium (Gram
positivas, esporuladas, de tamaMo grande), en numeros
relativos superiores a los de las bactérias caracteristicas,
se les practicd un proceso fisico que permitiéd disminuir su
cantidad o eliminarlas, sin el uso de métodos quimicos o de
antimicrobianos.

Se considera que este proceso fue esencial para
recuperar clostridios a partir de muestras en las que se noto
la presencia de otras bacterias no esporuladas, aunque
aparentemente no tuvo efecto sobre cepas esporuladas, vg.

Bacillus spp., Mmismas que sSe recuperaron en proporcidn

elevada a partir de las muestras, de la misma forma que el C.
perfringens, mismo que consideramos como un indicador de la

contaminacién postmortem.



4.3 DISCUSIEN SOBRE LOS AISLAMIENTOS

Respecto a los resultados de los aislamientos de
7 clostridios productores de miositis de este trabajo, se
considera muy interesante haber realizado 16 aislamientos de
€. sordellii, cinco aislamientﬁs de €. chauvoei y tres de (.
gsepticum, ya que no concuerdan con lo descrito por Torres vy
col. (&4) vy los hallazgos de Williams (70), ya que ellos
describen a €. chauvoei como el organismo que con mas
frecuencia se encuentra en problemas asociados con miositis

clostridiales, seguido por C. septicum, mientras que c.

sordellii se ha descrito con menos frecuencia en pequeftas
porciones de lugares Aaridos (§4) y frecuentemente en
combinacitn con otros clostridios como el C. perfringens, C.
histolvyticum (59).

Farte de 1la diferencia encontrada puede ser
explicada porque Williams (70) Gnicamente trabajd muestras
seleccionadas que no mostraban evidencias de putrefaccion y
la mayoria provenian de animales gue tenian menos de ocho
hotas de haberseles practicado el examen postmortem y la toma
de muestras. Mientras en este trabajo se procesaron muestras
de campo que procedian muchas de ellas de animales con varios
dias de haber muerto.

Aungue no se conocit el estado vacunal de los
animales muestreados, se puede suponer de acuefdo a los
resultados, que existe una inmunidad de hato en los animales
de 1la reglon que se trabajo, debida posiblemente a la
practica generalizada entre los productores de realizar
inmunizaciones a su ganado para prevenir infecciones de C.
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chauvoei y C. septicum y por ello el ndmero de muestras con
esas bacterias fue menor. Si ésto fuera cierto indicaria que
la calidad de los productos elaborades por los labaratorios
comerciales es buena, asi como el mantenimiento de la cadena
fria, desde la salida de los laboratorios hasta el mamento de
la aplicacién.

Desafortunadamente ninguna de estas suposiciones
puede ser apoyada con fuerza, ya que no se realizan
diagnésticos de laboratorio que confirmen la etiologia de las
muertes sibitas. Ademds, se sabe de fallas de potencia de los
biolégicos producidos en nuestro pais (32); y que el cuyidado
que se da a los hioldégicos en general es pobre, ya que muchas

veces no se da importancia a su congervacién,

De acuerdo a los resultados, aparentemente la
distribucison del . sordellii es mas alta en esta regidn, gque
lo descrito por otros autores (54) para otras zonas, esto
podria ser debido a que actualmente, de los bioldgicos
comerciales nacionales, solo uﬁo paosee dentro de su  férmula
antigenos de este gérmen y aunque se sabe de la introduccidn
de productos polivalentes de las Estados Unidos, sus
resultados aparentemente no son satisfactorios (S1), aunque
de acuerdo a algunos productores, cuando menoas en una
explotacién, el problema ha sido controlade con estos
productos. Esto indica por un lado, que aparentemente existe
falta de inmunidad debida a 1la poca disponibilidad de
bioldgicos con €. sordellii, pero por otro lado, también

falta de inmunidad en animales vacunados, debida a la mala
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calidad de los biolégicos, ya sea desde su produccién o. por

descuido de la cadena fria.

Aunque no se trealizaron estudios sobre la ="

patogenicidad de las cepas aisladas, como sugieren Sterne y
Batty para dar un diagnodstico pasitivo (59), aparentemente
este gérmen representa un riesgo potencial para los animales
de la zona y es claro que se requieren estudios
epidemiolégicos restringides a =zonas mds pequefas, que
permitan, por un lado controlar la toma de la muestras para
evitar lo mds posible contaminar la muestra, y lograr
identificar tanto a los agentes involucrados en los brotes, y
por otro conocer su distribucién. Es deseable que los
resultados de dichos estudios permitan dar recomendaciones
encaminadas a controlar el problema de las clostridiasis con
base a binlégicos que contengan es su férmula a los antigenos
de los clostridios presentes en la zona.

For otro lado, Torres y col (64), informan el
aislamiento de C. septicum, de muestras procedentes de
Coahuila, asl como C. novyi de Tamaulipas, y de Fanuco, Ver.,
ciudad colindante con Tamaulipas. En éste estudio se detectd
la presencia de C. septicum en Nuevo Ledn y en dos muestras
Sin Clasificacién. Asi como C. novyi en Nuevo Ledn, Coahuila.
y en una muestra Sin Clasificacidn. Estos resultados indican
la posibilidad de que sean organismos con una amplia
distribucién en 1la zona. Sin embargo, asi como en el caso
anterior, los estudios son muy dispersos y ascasos para dar

recomendaciones ] conclusiones sobre la importancia
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epidemiolégica que cada clostriaio jQégéiéhyia: pvééentgtién
de las miositis en la zona. 7 : »

Se considera que las cepas de C. perfringens o de
Bacillus spp, bacterias contaminantes postmortem de ‘r&pido
crecimiento y abundantemente distrubuidas en la naturaleza,
pudieron ocultar cepas de clostridios "productores de
miositis" con tasa de crecimiento mas lenta y por ello no se
hayan detectado. De acuerdo a las caracteristicas culturales
obgervadas, ninguna de las cepas de Bacillus que se aislaron

concordd con la especie B. anthracis.

Por atro lado, el aislamiento de las cinco cepas de

C. bifermentans, se considera es debido a que es un gérmen

ahpliamente distribuido en la regibn,.lo que concuerda con
Smith (58), quién menciona que se le encuentra fracuentemente
en muestras clinicas. O bien, puede ser que algunos de esos
aislamientos sean cepas de L. sordellii, con baja tasa de

produccidn de ureasa y que debido a ello se hayan

identificado en forma equivocada como C. bifermentans,

hipotesis que implicaria que la importancia del C. sordellii
como patédgeno potencial en la zona sea mas elevada.

Asimismo, el C. cadaveris que también se recuperd
en cinco ocasiones mostrd tener una amplia ditribucidn en la
zona, la que concuerda con Smith y Holdeman (53), quienes
dicen que se encuentra en casi todas las muestras de suelo
cultivado anaerdbicamente y se asocia a otros clostridios en
gangrenas gaseosas de humanos, en las que aparentemente tiene

un  papel sinérgico.
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Sobre el hallazgo de otras cepas de clostridios que
‘se’encontraron en €l estudio’ con’ menor: “frecuencia’ - se-
considera que son especies de clostridios contaminantes de la
muestra o que pudieron ser acompafantes de algun patogeno.
Esto dltimo se ve como muy ﬁrobable, ya que (19, &7) los
estudios de las infecciones de gangrenas gaseosas en humanos,
al igual que otras infecciones por gérmenes anaerdbios, han
mostrado que generalmente son infecciones mixtas, o bien,

cuando al tomar la muestra no es posible separar a la flora

naormal, haciéndose dificil o imposible conocet la
significancia relativa de los diferentes aislamientos.
Dentro de estos gérmenes asociados se encuentran los

siguientes (S8): C. perfringens tipo A; €. novyi tipo A, con
menos frecuecia el tipo B; asimismo el C. sporogenegs; el C.
tertium y el C. septicum. Adem&s de otros géneros, como:

Staphylococcus, Escherichia, Froteus y Bacillus.

Se obtuvieron algunos aislamientos de cepas de
clostridios que no pudieron ser clasificadas por medio del
cuadro que se prepard en este trabajo, ni con las tablas del
Anaerobe Laboratory Manual (28B), lo que era de esperarse, ya
que se se sabe de especies de anaerdbios, en éste caso
cloastridios, en las que para lograr su clasificacion se
requiere de ayuda de técnicas cromatograficas. Ademas, se
sabe muy poco de ellas, tanto en su papel an la ﬁatuvaleza,
como como productoras de enfermedad en forma directa como en

infecciones mixtas.



5 CONCLUSIONES

=i e o.le= 8@ logrd el aislamiento de los siguientes
clostridios productores de miositis que no estaban reportados

con. anterioridad en la zona estudiada:

~C. chauvoei, de Nuevo Leon, Tamaulipas y Coahuila
-C. septicum, de Nuevo Ledn y Tamaulipas

-C. sordellii, de Nuevo Ledn, Coahuila y Tamaulipas
-C. novyi tipo B, de Nuevo Leon y Coahuila.

2.~ Se requieren estudios epidemiolégicos en areas
geograficas pequefias para poder coantar con muestras
representativas de los problemas. Esto es, de animales con
pocas horas de haber muerto o enfermos, con el fin de evitar
contaminaciones posmortem, y de esa fdrma:

a) aclarar la importancia del Clostridium sordellii

en la zona, vya que la frecuencia de sus aislamientos en este
trabajo indica que potencialmente es un agente etioldgico
importante en ella.

b) determinatr la importancia de otros clostridios
productores de miositis como el C. chauvoei y C. septicum en
la zona.

c) recomendar a laboratorios la produccion de
biolégicos, de acuerdo a las especies dq clostridios
involucradas presentes en la zaona.

d) recomendar a médicos veterinarios y productores

el empleo de los bioldgicos especificos.
3.~ El método descrito par Seifert (50), para el
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diagndstico de miositis clostridiales, en animales que tienen
mds de 6 horas de muertos, no es Gtil como método de
diagndstico debido a la posibilidad de introducinr
contaminantes a la muestra, pero s1 para estudios
epidemioldgicos en que se qﬁiera unicamente demostrar la

existencia de especies de clostridios en una zona.

4.~ Se considera que el cuadro de identificacidn de
clostridios productores de miositis, que se prepard en este
estudio con base en las publicados por diferentes autores, es

de utilidad.

S.~ Se aislaron cepas de clostridios diferentes a
las consideradas como productaoras de miositis, que no fue
posible colocar dentro de una especie con el cuadro de
Identificacidén que se prepard en este trabajo, ni con el
Anaerobe Laboratory Manual de la Universidad de Virginia
(28). Cepas cuyo valor nosolégico se desconoce y en cuya
clasificacién puede ser muy Gtil el auxilio de otras

técnicas, como la cromatografia de gases.



& - APENDICE
e e MEDIOS DE CULTIVO % - o e

Medio Base Liquido - Peptona Estracto de levadura (PY)

peptona 2.0 g
tripticasa 0.5 ' g
estracto de levadura ==—————-- i e 0.5 g
solucio’n de resazurina ————————————— 0.4 ml
solucion de sales 4.0 ml
agua destilada 100.0 ml
cisteina HC1.HZ20 0.05 g

La cisteina se aflade después de que el medio es hervido, peto
antes de ser servido y esterilizado. Se le puede agregar agar
en concentracidn de 0.5 a 0.05% para reducir la conveccion vy
retardar la oxidacidén.

Medio Base Sélido - PYA
Este medio puede ser utilirado en forma sédlida si se le afrade
de 4 a 8% de agar, de acuerdo a la consistencia deseada, patra
inhibir el crecimiento en oleadas ("swarm") que presentan
algunos clostridios.

Medio Carne Cocida de Rdbcrtton

(Modificado por el Instituto Folitécnico de Virginia (28).

carne magra (libre de grasa) ---—————- S00.0 g
agua destilada 1000.0 ml
NaOQH 1 Normal 25.0 g

Use carne magra, o de caballo. Remueva la grasa y el tejido
conectivo antes de moler. Mezcle la carne, el agua y el
hidrdxido de sodio y hiérvase agitando lentamente, enfrie a
temperatura ambiente. Remueva la grasa de la superficie vy
filtre reteniendo la carne y el filtrado. Al filtrado afltada
agua ‘suficiente para restaurar el volumen original de un
litro y agregue:

tripticasa 30.0 g
estracto de levadura -————————-———-— 5.0 g
fosfato de potasio 5.0 g
solucidn de resazurina --————————- 4.0 ml

Hierva, enfrie y affada 0.5 g de cisteina. Ajuste el pH. Sirva
7 ml en tubos a los que se les ha introducido la carne (use
una parte de particulas de carne para 4 ¢ 5 de liquido).
Estarilice a 120 C por 20 minutos. Enfrie répidamente vy
apriete el tapdn tan pronto se haya enfriado. Verifique que
el pH este entre 7 y 7.4.

# Tomados de Holdeman, L. V. ¥y col (28)
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Medio Basal Smith y Holdeman (1968)

neopeptona (o equivalente) -———-——-—-- 20.0 g
estracto de levadura —-——-——~--- 5.0 g
cisteina hidrocloruro —=s——=m- et 0.3 g
KH2PO4 0.5 g
NaCl —--———- Q.5 a
agar et : 0.5 g
agua destilada 1000.0 ml

Se puede utilizar como alternativa del Medio Base. Ajuste el
pH a 7.4 con NaCl., Sirva en tubos con tapén de rosca vy
esterilice a 120 por 15 minutos. Enfrie répidamente y apriete
los tapones.

Fara utilizarlo en pruebas de fermentacidén afMada 1
ml de solucidn de azul de bromotimol

FPara usarse en pruebas de licuefaccién de gelatina,
aflada gelatina S5%.
. ~

Medio Agar Sangre Anaerdbico

infusién cerebro Corazén ——————————-— Z.7 9

estracto de levadura -—-—-—-—————-ooumm . 0.5 g

agua destilada 100.0 ml
resazurina solucién  ————=————————— 0.4 ml
agar 2.5 g

Hierva, enfrie y agregue:

cistelna HC1.H20 --- 0.05 g

Esterilice, enfrie a 60 C y agregue 4 ml de sangte
estéril, sirva en cajas petri.

Este medio no es prereducido, por lo que se debe
preparar en la cantidad que se va a utilizar cada ocasién.
Fara facilitar ésto, se puede tener tubos ya preparados con
10 ml del medio BHIA, a los que, después de disolverlos, en
bafo maria, se le agregan 0.4 ml de sangre.

Agar Yema de Huevo de McClung-Toabe (modificado) (EYA)

peptona o tripticasa 20.0 g
NaZHF04 2.5 g
NaCl 1.0 g
Mg504, sol. 9% 0.1 ml
glucosa - 1.0 g
agar - 12.5 g
agua destilada S00.0 ml




Ajuste el pH de 7.3 a 7.4. Esterilise a 121 por 15 minutos.
Enfrie a 60 c, aMada en forma aséptica una yema de huevo,
mezcle y sirva en cajas petri. Los huevos se introducen 15
minutas en alcohol etilico 96%, se decanta el alcohol. Se
sujetan con gasas estériles, se rompe el cascardn con pinzas
esterilizadas en flama, se quita la albumina y las membranas
de la yema, y ésta se agrega al medio, mezcldndola suavemente
para evitar formar burbujas.

Medio de Gelatina

peptosa 1
estracto de levadura -—-———m——m—o———ea-~ 1
glucosa 0.
sol. resazurina 0.
4
0
0.

sal. sales
agua destilada 10
cisteina HC1.H20

BBBBIDID

..
O ™~ o~

C-"O-bHOO

Hierva, enfrie, aflada la cisteina, ajuste el pH, sirva 5 ml
en tubos que contengan 0.6 g de gelatina.
Ver también en Medio Basal Smith y Holdeman (1968)

Medio Leche

leche fresca 100.0 ml
solucidn de resazurina ———————c————-- 0.4

Medio Indol-Nitratos
Indole-Nitrate Medium (BBL)
Freparela como se describe en el frasco, la vida media del
medio preparado es de 10 dias a 2 semanas. Si no se almacena
en forma prereducida (con flujos de gases libres de axigeno),
debe calentarse en bafMo maria hirviendo durante 10 minutos vy
enfriarse antes de ser inoculado.

6.2 COMPONENTES REACTIVOS Y SUSTRATOS

Caldo Urea )
(Para uso con placas de agar de yema de huevo)

Bacto~Urea Broth (dehydrated)# ---——- 4.0 g
agua destilada —-—= 100.0 ml
sol. rojo de fenol 0.02% —————e—w———- 3.0 ml
cloroformo 1,0 ml

# Lab. Difco

Manténgalo en frascos con tapdn de rasca, no con tapon de
hule, a 4 C. .
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Solucién de Urea
(para afadir a FY y preparar caldo Urea-PY)
Bacto-Urea EBEroth (dehydrated)* ——-——w- 6b6.0 g

agua destilada 100.0 ml
# Lab., Difco

Esterilice por filtracidn. AMada 0.3 ml de esta solucién a S
ml de solucién de caldo PY para preparar caldo urea-FY.

Solucién de Sales

CaCl (anhidra) 0.2 g
MgS04 (anhidro) * 0.2 g
K2HPO4 1.0 g
KH2F04 - 1.0 g
NaHCO03 -- 10,0 g
NaCl - 2.0 g

# 0 use 0.48 g MgS04.7HZ0.

Mezcle el CaCl2 y en MgS504 en 300 ml de agua destilada hasta
que se disuelva. AMada S00 ml de agua vy, mientras agita
agregue el remanente de sales lentamente. Continde agitando
hasta que se disuelvan. Aflada 200 ml de agua destilada,
mezcle, almacene a 4 C.

Solucion de Azdl de Bromotimol
(Indicador de cambio de pH)

azul de bromotimol 1.0
NaDH N/10 22,0 ml
agua destilada -- cbp 100.0 ml

#Tomados de Holdeman, L. V. y col. (55

Reactivos Nitratos

Solucidn A.

acido sulfanilico 1.6 g
4cido acético § N 200,00 ml
(56.8 ml ac.acético + 143 ml H20 dest)

Solucidn B.
alfa-dimetil-paftilamina ———==—e—~——- 1.2 ml
ac. acético S N 100,0 ml

Almidén Soluble

Se wutiliza en cantidad de 1 g por cada 100 ml de
medio basal.
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Soluciones de Carbohidratos

Los diferentes carbohidratos se utilizan a una
concentracian final del 1% a excepcidn de la esculina, que es
de 0.5%4. El pH después de esterilizados es de 7.0.
Esterilice por filtracién las soluciiones de los sustratos vy
afadalos al medio basal estéril. O bien se pueden esterilizar
si la temperatura del autoclave se reduce a 110 C por 18
minutos y se enfria rdpidamente. La glucosa se puede aftadir
al medio basal antes de esterilizarle, sin necesidad de
alterar la temperatura.

/ \
i sustrate ! cantidad | medio base ! pH { tiempo i
! i gramons/lt ! ! { autoclave |
t ! ! ! t (minutos) |
! | H ! | "
tgelatina ' a/ | a’/ | 7.0 15 !
tglucosa ! 1.0 ! PY b/ ! 7.0 | 15 !
ilactosa | 1.0 i PY | 7.0 15 H
isacarosa ' 1.0 l FY { 7.0 15 !
isalicin { 1.0 } rY H 7.0 15 |
tmanitol H 1.0 | FY 1 7.0 | 15 !
imaltosa H 1.0 ! PY ! 7.0 15 |
tindol ! ars ! c/ { 7.0 | 15 !
initratos i as t c/ i as ! i5 !
tlecitinasa | a/’’ ! EYA d/ |} a/ | a/ H
ilipasa ! a/ i EYA i a/ i 94 H
tureasa i a’s ! EYA | a’/ | a’ i
tesculina ! 0.5 ! Py { b.b 15

talmidoén ! 1.0 ! PY i 6.5 | 15 t
\ /

a/ leer texto.

b/ FY, peptona-estracto de levadura

c/ Medio Indol Nitratos, RBL Labaoratories.
d/ agar yema de hueva (EYA)

Reactivo de Ehrlich, para Indol

para-dimetil-amino-benzaldehido ~—-~ 2.0 9
alcohol etilico 95% 190.0 ml
HC1 concentrado 40.0 ml

Reactivo de Kavaka, para Indol

alfa dimetil benzaldehido -—--———-——e- 5.0 gr
alcohol iscamilico  ——mmm—mmmemeeoe 75.0 ml
acido clorhidrico 25.0 ml

Disuelva el alfa dimetil benzaldehido con el alcohol
calentado en bafio maria a 60 C., enfrie y agregue lentamente
el &cido clorhidrico.
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Citrato Férrico Amdnico
{pata hidrdlisis de esculina)

citrato férrico aménico ———~———-—=-— 1.0 g
agua destilada 100.0 ml
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