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RESUMEN. 

El objetivo de el. presente trabajo fue investigar si existen di

ferencias en las distintas cepas de Clostridium utilizadas en 1.a 

produccion de biol.ógicos. 

Se desarroll.aron cepas de Clostridium chauvoei y Clostridium 

~ en el medio liquido de Smith & Holdeman, las cuales se 

incubaron a 37 e por 48 hrs. 

Posteriormente se verificó la pureza de los cultivos y del de

sarrollo se obtuvieron los extractos totales de proteinas; 

determinándose por el método de Bradford. 

De 1.5 ml de cultivo se obtuvo la masa celular, la cual fué sus

pendida en buffer de muestra de Laemmli en condiciones desnatu

ralizantes, hirviendose por 10 minutos. 

Las muestras se corrieron en geles de poliacrilamida al 12%. 

Después del corrimiento, se observaron diferencias en las bandas 

que se encuentran entre 160 y 150 Ko· de peso molecular del patrón 

protéico entre las cepas de Clostridium chauvoei, en las que se 

cuentan: una cepa utilizada en la producción de biológicos, tres 

cepas mantenidas en el laboratorio y una cepa de desafio. 

-2-

.J 



Las cepas de Clostridium septicum no mostraron diferencias en las 

bandas del patrón protéico. 

Estos resultados refuerzan la hipótesis de la existencia de di-

ferencias antigénicas entre lns cepas existentes en el pais y 

' ' posiblemente sea una de las múltiples ?ªusas en la falla vacunal 

o en la ausencia de anticuerpos diri.gidos contra éstas proteinas • 
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1. INTROOUCCION. 

El carbón sintomático al igual que el edema maligno se clasifi-

can dentro de las gas gangrenas, ambos afectan con cierta 

periodicidad a bovinos, caprinos y octi.sionalmente a ovinos, 

causando pérdidas económicas sever~s a la ganaderia mundial, lo 

cual repercute en las explotaciones pecuarias. 

En México, Vargas (43) calculó las pérdidas producidas por éstas 

enfermedades en 480, 000 dólares anuales de 1972 a 1977. Más 

tarde, un estudio real.izado por el Instituto Nacional de 

Investigaciones Pecuarias (INIP) y la Direccción General de 

sanidad Animal (44), señala que las enfermedades que afectaban 

con mayor frecuencia a la ganadería productora de carne en México 

en 1985 son brucelosis, pasteurelosis bovina, carbón sintomático, 

antrax, abortos y rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR); 

mientras que la ganaderia productora de ·ieche es afectada con 

mayor frecuencia por tricomonlasis y vibriosis, además por las ya 

mencionadas. 

De acuerdo a la literatura (38), las clostridiasis pueden ser 

prevenidas eficazmente por algun tipo de inmunógeno, siempre que 

cumplan los requisitos de control de calidad rninimos necesarios 

para todo blológ ico. 
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¡. 

La información que se tiene sobre la distribución de las espe-

cies de Clostridium causantes de clostridiasis en México, es 

escasa. En el Instituto Nacional de Invel:> .. tigaciones Forestales y 

Agropecuarias, desde hace años se sabe que a pesar de realizarse 

vacunaciones cada 4 ó 5 meses en algunas explotaciones, éstas no 

son efectivas y si aumentan el costo de producción en las gana

derias afectadas, ya que las pérdidas ocasionadas por éstas 

enfermedades i!O las explotaciones ganaderas persisten. 

A su vez, Seifert y col. (32), mencionan que en el noreste de 

México, a pesar de que se realizan inmunizaciones repetidas con 

vacunas introducidas ilegalmente de los Estados Unidos, no se 

logra una inmunización eféctiva. 

·' ·' Por otro lado, en el congreso de Buiatria (Ver., 1991) al hablar 

de el tema, se comentó que los biológicos elaborados en los 

Estados Unidos de diferentes marcas comerciales, pasan por el 

control de calidad de la FDA (Food & Drugs Administration), el 

cual es estricto para todos los productos (26). 
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1 .. 1 GENERALIDJ\DES DE LJ\S CLOSTRIDIASIS. 

Las especies del género clostridium consideradas como pató

genas, son capaces de producir severas eniermedades en la mayoría 

de las especies de animales domésticos e incluso a los seres 

humanos. Estas enfermedades son conocidas con el nombre genérico 

de clostridiasis (27). 

Dependiendo de la especie de Clostridium involucrada, se pro

ducen diferentes manifestaciones clínicas, de ésta manera se 

utiliza un término especifico para ser mención a un tipo 

particular de clostridiasis, por ejemplo la enfermedad causada 

por Clostridium tetani, se identifica como tétanos;asi mismo al 

hablar de pierna negra ó de carbón sintomático, se esta refi

riendo al padecimiento producido principalmente por Clostridium 

chauvoei. 

En el cuadro No. 1 se expone una lista de las clostridiasis más 

importantes para bovinos y caprinos, asi como la especie de 

Clostridium considerada como agente causal. 
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Las clostridiasis debido a la ubicuidad de sus agentes atio

lógicos, a las peculiaridades de ésta y a la necesidad de 

intervencion de algunos factores predisponentes para su 

aparición, tienen tres caracteres epizootiológicos comunes: 

a) Oisemenación universal. 

b) No transmisibilidad por contacto. 

·' c) Incidencia esporádica. 

Sterne (37), divide a las cl.ostridiasis en tres grupos de acuer

do a las principales manifestaciones y órganos afectados, como se 

vé en el. cuadro No. 2, el grupo de las enterotoxemias coru- prende 

a las condiciones que afectan el tracto intestinal y órganos 

parenquimatosos. El grupo de las intoxicaciones neurotrópicas 

incluye a las enfermedades en quC:! se involucra principalmente el 

sistema nervioso¡ y el de las miositis clostridiales, a aquellas 

enfermedades en que predomina la mionecrosia con toxemia y 

formación de gas. 
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CUADRO! 

PRINCIPALES CLOSTRIDIOS PATOGENOS EN BOVINOS Y CAPRINOS. 

ESPECIE DE CLOSTRIDIUM; NOMBRE DE LA ENFERMEDAD QUE ·. 
. OCASIONA·· 

CI. Tete.ni Tétanos 

CI. botullnum Botulismo 

CI. chauvoel Pierna negra (carbón slntomé.tlco,cuarto 
negro ó mancha). 

CI. soptlcum Edema maligno: en bovinos causa ademas 
un cuadro de abomnstltls. 

CI. perfrlngens Enterotoxemla. 

CI. novyl tipo A Gangrena gaseosa y síndrome de cabeza 
hinchada de los carneros. 

CI. novyl tipo B Hepatitis necrótlca. 

CI. haemolltlcum Hemogloblnura bécllar. 

CI. sordelll Aparentemente se asocia con otros clostrldloi 
cara oroduclr cuadros de aanarena aaseosa. 

Sterne. M.1981 
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1. 2 CARAC'l'ERISTICAS MORFOLOGICAS Y BACTERIOLOGICAS • 

El género Clostridium son bacterias gram positivas, anaerobias 

estrictas, en forma de bastón, formadora~ de esporas que por lo 

general son móviles. La esporulación se produce cuando las 

condiciones de temperatura, humedad y pH son desfavorables para 

la existencia de las formas vegetativas; también puede ocurrir 

cuando en el medio ambiente hay escasez de elementos nutricio

nales ó presencia de oxigeno libre; éstas esporas son resis

tentes al cnlor, descecasión y a las sustancias germicidas,y 

representan una fuente de contaminación para los animales. Es 

común que las esporas se encuentren en el suelo y también en 

distintos animales que habitan áreas donde el padecimiento es 

endémico (l.0,27). 

Algunas caracteristicas comunmente encontradas en Clostridium 

~ y Clostridium septicum se muestran en el cuadro 3 (40). 

El Clostridium chauvoei es un bastón que en la fase logaritmica 

de crecimiento es marcadamente pleomórfico; mide de 3 a B micras 

de longuitucl por o.6 a o.a micras de ancho. Forma esporas ova

les, con posición central ó subterminal, con un diámetro de 0.6 
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CUADRD2 

CLASIFICACION DE LAS CLOSTRIDIASIS. 
EN BASE A SUS MANIFESTACIONES 

GRUPOS 

Enterotoxemlas. 

CI. sordelll. 

CI. bolullnum tipo A,B,C,D,E,F,G. Intoxicaciones. 

cr. tetan!. Neurotroplcas. 

CI. chauvoel. Mlosltls. 

CI. septlcum. Gangrena. 

CI. sordelll. Gaseosa. 

S:omo, M. 1381 
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micras y de a micras de largo. 'l'iene extremos largos 

filamentosos con frecuencia se encuentran formas pleomórficas con 

extremos engrosados y formas de limón. Existen flagelos 

peritricos (10). 

Las colonias que se producen en agar sangre al ser sembradas son: 

hasta de J mm de diámetro, redondas, crateriformes, de color gris 

neutro y generalmente muestran una zona de hemólisis completa. 

Habita en el tracto digestivo de animales asintomáticos y 

al.gunas esporas sobreviven por más de 10 años en el suelo (8, 35). 

Clostridium sept1cum es un bacilo cilindrico, anaerobio obli

gado, que mide o. 5 micras de diámetro por 2 a 6 micras de ancho; 

tiene flagelos peritricos. La forma vegetativa se presenta por 

lo general aislada, pero se le puede encontrar en grandes 

cadenas y filamentos. No es encapsulado y no se tiñe unifor

memente. Con la tinción de azul de mcti,1eno puede verse gránulos 

en la célula. La temperatura óptima para su desarrollo es de 37 

e y el pH es de 7. 6. Forma esporas ovales y subterminales, que 

le dan al microorganismo esporulado una forma de zapato para 

nieve. Las colonias en ayar sangre con lo\ a 16 horas de 

crecimiento son grisaceas, irregulares, con crecimiento en 

oleadas, puede mostrar una zona de hemQlisis hasta de 4 mm de 

diámetro (B, 1.0). 
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CUADR03 

CARACTERISTICAS COMUNMENTE ENCONTRADAS EN LÓS CLOSTRIOIDS 
c. &epUcum y C. chauvoel. 

. >~:u·: -.-· PRUEBA.,.· ... RESULTADO . .-: .. 

Tlnclón de gram. Positivo 

Morfologla. Bastones enneroblos estrictos con 
esporas ovales y aubtermlnalea. 

Movolldad. Poslllvo 

Cépsuta Negativo 

Formación de gas. Poslllvo 

Hemóllsls. Positivo 

Cetelesa. Negativo 

Ureasa. Negativo 

Indo!. Negativo 

Llpasa. Negativo 

Maltose. Poslllvo 

Lactosa. Poslllvo 

Manito!. Poslllvo 

Fermentación de Gluc. Positivo 
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No es conveniente suponer que una especie de Clostrldium es 
.J 

siempre la \lnica responsable de la gangrena gaseosa en el hombre 

ó de las infecciones de las heridas y del edema maligno en los 

animales. Otras especies patógenas de Clostridium pueden ayudar a 

la destrucción tisular. Clostridium septicum no es siempre el 

agente infectante: pero debido a su rápido y vigoroso desarro

llo, puede enmascarar a otros patógenos presentes como 

Clo::::.tr!dium pcrfringens, Clo~tri di nm Aorr1Pl 1 i i y Clostridium 

~ (10,16,27,40). 

Cl. perfringens es un germen que mide de 1 a 1. 8 micras de an

cho por 4 a 10 micras de largo, puede presentar f armas cocoides o 

elongadas (8). sus esporas son rara vez observadas en cultivos, 

aproximadamente J/ 4 partes de las cepas tienen esporas 

demostrables con tinta china (38). cuando ocurre, son de forma 

oval y de posición subterminal, aunque en ocasiones se observan 

en posición terminal. Las esporas asi como las cepas recuperadas 

a partir de muestras clinicas, pasan rápidamente en 4 a 6 horas 

al ponerse en cultivos a 37 e, por lo que es el anaerobio más 

fácil de aislar (38) y de más rápido crecimiento, ya que tiene un 

tiempo de duplicación de 10 minutos a 45 e en un pH de 7 (35, 47). 

Las caracteristicas morfológicas de las colonias después de una 

incubación de 12 a le horas en agar sangre son: colonias de 1 a 3 

mm de diámetro, bajas, convexas, semiopacas ó brillantes, con 
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bordes enteros, muestran una doble zona de hemólisis, una 

completa debido a la toxina theta y una más extensa por la toxina 

alfa (35). 

clostridium novyi es una especie que comprende a bastones de 

4 a 8 micras de longuitud por l de ancho, son gram positivos en 

cultivos jóvanco, forma esporas ovales y subterminales. ·Después 

de las 24 horas de incubación, las colonias en agar sangre casi 

nunca son aparentes, a las 48 horas, miden de 2 a 4 mm de 

diámetro, son elevadas, regulares, con bordes enteros, con una 

zona de hemólisis incompleta de aproximadamente 8 mm de diámetro 

(8). 

Clostridium sordelli es una bacteria con puntas redondeadas, mide 

de 2 a 4 micras de largo por l de ancho, forma esporas ovales 

centrales ó subtermlnales (35). Las colonias que produce en agar 

sangre miden de a mm y muestran ramificaciones que se 

extienden sobre la estria del asa, su apariencia es variable, se 

observan desde semiopacas y grlsaceas a blancas y opacas mientras 

avanza la esporulación (B). 
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1. 3 PATOGENEBJ:B Y TRJ\.NBMISION • 

Con respecto a las clostridiasis, el carbón sintomático conocido 

también como pierna negra, mal de paleta, cuarto negro ó mancha, 

es una enfermedad infecciosa, aguda, febril de los bovinos y 

otros rumeantes, distribuida ampliament; en todo el mundo, pero 

predomina en áreas tropicales, causada por CloRtridium chi'l11VOPi; 

la via de infección más comUn es la oral, aunque en ocasiones 

puede penetrar por lesiones en la piel (1,28). 

El carbón sintomático, al igual que otras enfermedades clostri-

dianas, ha tenido un interesante pasado. Anteriormente se le 

confundia con antrax, pero en 1874 se demostró que era una 

enfermedad diferente, y en l.920 se precisó que era causada por 

distintos agentes etiológicos. En 1887 se le dió el nombre de 

Bacillus chauvoei al microorganismo, y en 1920 se le estableció 

que era un clostridio ( 10) . 

El edema maligno es una enfermedad febril, aguda, que se cla

sifica dentro de las gas gangrenas; su agente etiológico prin-

cipalmente es el Clostridium septicum, pero puede estar asociado 

el ~tridium chauvoei y en ocasiones el Clostridium 

perfringens, Clostridium sordell i y Clostridium novyi. Se 

encuentra normalmente en el tracto gastrointestinal de los ani-
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males herviboros, contaminando asi tierras y pastos; la in

fección natural. so realiza mediante lesiones bucales ó cutaneas 

(1,27). 

El nombre de edema maligno, se aplicó en 1881 a una infección b.Q 

vina en la cuál se aislaron microorganismos esporulantes, anae

robios, en forma de bastón llamados Bacillus oedermatiens mali

gni. Ot.ros invc::otigadores hablan aislado previamente de l.a sangre 

de una vaca, un microorganismo similar al cuál llamaron Vibri on 

~. Este microorganismo puede no haber sido idéntico al 

descrito en 1881, pero el nombre de su especie ha sido aceptado 

después de haber latinizado en septicum (l.O) • . 
Clostridium septicum se encuentra distribuido ampliamente en todo 

el mundo, incluso en los climas más fries e indudablemente es 

muchas veces el microorganismo predominante el las infecciones 

clostridianas de las heridas y en el edema maligno de todos los 

animales de la granja. Se encuentra en el suelo, por lo cuál 

puede introducirse con facilidad en los tejidos a través de 

heridas penetrantes ó quirürgicas. 
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CUADR04 

MODO DE PRODUCCION DE TOXINAS LETALES DE! ALGUNOS 
CLOSTRIDIOS PATOGENOS. 

EXOTOX,INAS TOXINAS PROTOPLASMATICAS 

ESPECIE TOXINA ESPECIE. 

J'Arf...rlnrum§ alla,beta botu\lnum 
epsllo,lota. 

~ alfa lQllilll 

!!Qn1 bala, gama rum1 

~ todas sordelll 

haemoly:tlcum beta 

Adaptado de Smlth, L. OS Holdeman. L.V., 1968. 

~ 

TOXINA. 

todas 

todas 

alfa 

todas 

TOXINAS LETALES SEGUN SU ACTIVIDAD AL SER PRODUCIDAS 

TOTALMENTE ACTIVAS PROTOXINAS 

ESPECIE'' TOXINA ESPECIE TODAS 

~ a\fa,beta ~ epsilon,iolc 

!!Qn1 alfa,beta botullnum todas 

hgemol~lcum beta septlcum alfa 

hystolltlcum alfa, beta 

Adaptado y modificado deSmlth, Los. Holdeman, LV., 1968. 
-17-



1. -6 TOXINAS Y OTROS FACTORES 'I'OXICOS. 

Todos los clostridios patógenos producen toxinas, pero no de la 

misma forma. Algunas son producidas en el interior de la célula y 

no forman parte de la pared celular, llamadas "Exotoxinas11 , las 

cuales difunden a través de la pared celular, encontrandose en 

mayor cantidad al final del periodo logaritmico de crecimiento. 

otras no difunden a través de la pared celular y son liberadas al 

producirse la lisis de la célula, llamadas 11 Endotoxinas11 (34). 

En el cuadro No. se muestra el modo de producción de las 

toxinas letales de algunos clostridios. 

A su vez l.as toxinas pueden ser sintetizadas en forma activa ó 

inactiva, necesitando éstas ultimas de enzimas proteoliticas para 

su activación. Lo anterior se puede demostrar añadiendo al medio 

de cultivo enzimas como la tripsina, aunque a veces no es 

necesarlo, ya que el ?Jismo microorganismo produce dichas enzimas 

(34). En el cuadro No. 5 se presentan algunas toxinas sinteti-
• zadas por distintos cl.ostridioo pat<?genos. 

La mayoria de éstas toxinas son especificas para sus antitoxinas 

ó antisueros (34), sin embargo existe neutralización entre ellas; 

por ejemplo: la toxina de el. chauvoei con la toxina de ~ 



~ además por la producida por el mismo Cl chauvogi. Asi 

mismo Cl. septicum se relaciona antigénicamente con .c.L_ 

hystol i ticum. 

Mussa (2J}, cotudió las caracteristicas de Cl. chauvoci y de ~l..t. 

~ y representó a los antigenos de la espora con letras 

romanas mayU.sculas, los somáticos con números arábigos y los 

flagelares con letras mimisculas. Asi podernos observar que la 

mayoria de las cepas de Cl. chauvoei comparten antigenos 

somáticos y de la espora, siendo la diferencia ünicamente en los 

flagelares. La fórmula es por tanto: A:J:f ó A:J:g. 

El antigeno de la espora es compartido por ~~ y apa

rentemente es responsable de la aglutinación cruzada entre las 

dos especies. 

En el cuadro .No. 6 se observan las cuatro toxinas de el. chauvoei 

(35), la toxina alfa es letal necro~ante y hemolitica. La gama 

hialuronidasa, la toxina beta es ctasoxirribonucleasa, la delta es 

oxigeno lábil y se relaciona antigénlcamente con la 

estreptolisina o. 
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TOXINAS PRODUCIDAS POR Clos!rldlum cheuvoel Y SU RELACION 
ANTIGENICA CON OTRAS TOXINAS • 

·TOXINA, .. CARACTERISTICAS . RELACION ANTIGENICA,-. 

alfa felel, necrozante, hemoll- toxina alfa 
tlca. ~ 

bote desoxlrrlbonucleasa 

gama hlaluronldasa 

della hemoflslna oxigeno lllbll anllestreptollslna 

Tomado parclalmenlo de Smllh L. os, 1975. 

Q!.1MIBQ1 

TOXINAS PRODUCIDAS POR CLOSIRIDIUM SEPTICUM Y SU RELACION 
ANTIGENICA CON OTRAS TOXINAS. ' 

TOXINA· 'CARACTERISTICAS .. RELACION ANTIGENICA · 

alfa 

bata 

letal, necrozanle, hemoll
tlca, 

úesoxlnibonucleasa 

gama hlaluronldesa 

della hemollslne oxigeno lébll 

Tomado de Smllh & Holdemen (35). 
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Pruebas inmunológicas con el. chauvoei·, han demostrado que son 
.J 

similares entre si (B), lo que nos conduce a el hecho de que las 

pruebas de control de calidad que se realizan en los Estados 

Unidos a biológicos que tienen en su fórmula a éste agente, 

util.izan una cepa de desafio. 

Sin embargo, aunque son similares entre si, las cepas si tienen 

diferencia antigénica ( 23). 

Se conaidera que para la producción de biológicos, los antigenos 

somáticos desarrollan un papel importante y primordial (8), 

mientras que para la actividad inmunogénica de los flagelos apa

rentemente es escasa. Debido a lo anterior, se producen comer

cialmente bacterinas de cultivos formalinizados. 

Clgstridium septicum: éste microorganismo es menos complejo en 

comparación con los otros clostridios. Segú.n Mussa (23), quien 

estudió 39 cepas en 1959 determinó: seis grupos antigénicoa 

flagelares (a,b,c,d,e, í}; <los somáticc:::; (l, 2) y uno comün llamado 

A de la espora. 

En el cuadro no. 7 se observan las toxinas producidas por gL_ 

septicum. La toxina alfa es letal, necrozante, hemolitica y muy 

similar , tanto en su acción, como antigenlcamente. a la toxina 
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alfa de Cl. chauvoei, la que es inactivada por anticuerpos 

producidos contra la toxina alfa de Cl. septicum (J9). Esta 

toxina alfa es la causante de la hemólisis de eritrocitos en 

diferentes especies animales (J5). su acción in Vitre es com

pleja; aparentemente estimula una vasoconstricción periférica que 

aumenta la presión arterial y posterlorme~1te tiene efecto directo 

sobre el músculo cardiaco, ocasiona también contracción del 

músculo liso y liberación de histamina en el pulmón • 
• J 

La toxina delta oxigeno lábil, hemolitica y similar a la 

producida por Cl. chauvoei. 

Este clostridio también .forma otros .factores (36), uno similar a 

la agresina de el. perfringens, Una hemoaglutinina asociada a la 

pared celular, y una neurominidasa diferente a la hemoaglutini-

na, que posiblemente ayuda a la diseminación del organismo en 

tejidos ó bién interfiere en la función de la membrana de otros 

tejidos afectados. 

Algunos estud los {7, 2J), hi!n dcmo::tr~d.o l~ hctorogenlcitlaü Üt:t las 

cepas de Cl septicum, ya que poseen un antigeno comün y que la 

inmunidad conferida por los antígenos somáticos es más importan

te que la estimulada por otros antigenos. Además, el que la 

inmunidad producida sea de corta duración, hace suponer que la 
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resistencia estimulada por exposición natural a éste agente es 

más importante que el tratamiento con Dacterinas-toxoides(?). 

1. S SI.GNOS CLI.NI.COB. 

Debido a que los clostrldlos product:orc::; de gangrena gaseosa prQ. 

ducen enfermedades de curso agudo y sobreagudo, los animales son 

encontrados generalmente muertos y en estado de descompoaición, 

ya que éstos mueren en un lapso de 24 a 48 horas después de 

haberse iniciado los primeros signos, y éstos son observados ó 

informados con poca frecuencia. Es también por estas razones que 

la rnayoria de los autores que mencionan los signos clinicos se 

·' basan en infecciones experimentales. 

Williams (46), describe los siguientes hallazgos patológicos ma-

croscópicos encontrados en 173 casos de gangrena en bovinos de 

.:J.cucrdo al ó a los microorganismos demostrados en las lesiones: 

el. chauvoei y el. septicum: área negruzca, seca, esponjosa, 

con olor rancio. Presencia de liquido amarillo pálido que rodea 

el músculo afectado y después se tiñe de sangre. 
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Cl. noyyi y Cl. septicum: edema gelatinoso muy abundante en 

tejido subcutáneo y tejido conectivo intermuscular, claro al 

principio, después se tiñe de sangre. 

Cl. septicum: edema teñido de sangre abundante, con numerosas 

burbujas de gas. Müsculo de color rojo obscuro. 

Sterne y Batty (38}, mencionan que en el caso de animales que 

hayan muerto de una enrermedild que :::e ::iospeche de clostridiasis, 

se debe realizar la necropsia, enfocándose principalmente a piel 

y musculatura, vejiga y órganos parenquimatosos, y a la cavidad 

torácica, incluyendo el corazón y su cubierta. 

Cl. chauyoei: debido a que no se logran observar lesiones en piel 

que expliquen la entrada de éste microorganismo a los animales 

afectados (34), se considera que la mayor parte de los casos de 

carbón sintomático son de origen endógeno. 

La patogénesis de las clostridiasis de origen endógeno, en ge

neral, no R~ han estudiado extensivamente, en el caso de carbón 

sintomático, en el que los animales que más lo sufren tienen de 6 

meaes a J años de edad y se encuentran en las mejores condi

ciones de carne (B,38), se han visto patrones de comportamiento 

que atribuyen a cambios climáticos, por la repercusión que tienen 
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sobre el tipo de ingesta, ocasionando directamente cambios en la 

flora ruminal, que aunados a factores estresantes levan al animal . 
a un estado en que los gérmenes ó .sus esporas pueden llegar a 

sangre después de pasar la pared intestinal y de ahi a mllsculos, 

donde un trauma posiblemente sea el. factor desencadenante del 

proceso patológico, ya que se crearia un potencial redox 

suficientemente bajo para que las esporas germinen produciéndose 

entonces el. cuadro el inico. 

Otros autores {31), sostienen que en las Cpocas de sequias los 

forrajes secos contaminados con esporas lanceran la mucosa oral y 

las inoculan, llegando al torrente circulatorio que las trans

porta a músculos donde se depositan y esperan las condiciones 

similares a las del caso <interior para ge;r;minar. 

Los animales afectados por este microorganismo y que llegan a 

observarse vivos, muestran una toxcrnia grave, con crepitación del 

miembro afectado por el gas producido. En algunos casos se llega 

a observar relación con sitios de vacunaciones u otros traumas, 

en esos casos se observa mayor presentación de gas y un edema 

predominante, con diseminación rápida, la muerte se presenta de 

24 a 48 horas después de la inflación del sitio afectado con los 

primeros signos. Al final e.le la enfermedad, se presenta una 

bacteremia (J 4) • 
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La lesion principal generalmente se encuentra en los mlisculos 

grandes de la espalda, pierna ó cuello, pero se puede presentar 

en lengua y confundirse con actinobacilos!s. En el animal recién 

muerto se observan los músculos .afec!tados de un color rojo 

negruzco, de aspecto seco y esponjoso, debido a la gran cantidad 

de burbujas de gas que se encuentran en los tejidos. Estos 

músculos se encuentran rodeados de grasa y emiten un olor rancio, 

dulzón, muy caracteristico de las infecciones por Cl. chauvoei y 

Cl. septicum (J4,JB). Los órganos internos se encuentran 

relativamente sin cambio, a diferencia de la gangrena gaseosa, 

producida por el. novyi. El bazo muestra un tamaño normal, 

a diferencia de la csplcnomegalia que se presenta en casos de 

antrax (JJ). 

Malone y cols. (21), reportan haber cnconbrado de 29 casos de bQ 

vinos con miositis producida por el. ·
1
chauvoei, 14 que tenian 

lesiones de miositis unicamcnte, B tenian miositis y pericardi

tis fibrinosa y 6 present?-ban linicamcnte pericarditis fibrinosa 

y uno prr:?scntc.bc. r.¡cnigiti~ purulcnt.:t. 

En bovinos la enfermedad por contaminacion perineal postparto, 

presenta inflamación y edema de la zona, la que avanza hacia la 

pierna (JB). En ovinos tambión se ha observado miocarditis 

necrótica y hemorrágica ( 11) • 
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La via de entrada del ~~' es generalmente por medio de 

heridas,aunque en bovinoa también se ha descrito en casos de 

infecciones endógenaa similares al carbón sintomático causado 

por CL chauvoei. El edema maligno producido por Cl. seoticum, es 

secuela de heridas tales como castraciones, esquila ó partos mal 

atendidos (JO). La infec:,ción es de curso agudo, en forma de 

muerte súbita (24), inicia con inflamación dolorosa,de la parte 

afectada. Después, se presenta edema, pero disminuye el dolor y 

la hipertermia de la zona afectada. A la necropsia se observa 

edema y hemorragias frecuentemente con algunas burbujas de gas. A 

menudo existe septisemia y las hemorragi~s se observan en todo el 

cuerpo, también puede notarse la pr.eGencia de exudado seroso 

sanguinoliento en el peritonéo (JJ). 

1. 6 DIAGNOSTICO DE LJ\B CLOBTRIDIJ\SIS. 

se considera que la eficacia de los métodos de cultivo de anag 

robios dependA del método de colección, del transporte de los 

especimenes, de la prontitud del cultivo y del método de cultivo 

adecuado. Además del tiempo de exposición de la muestra al 

oxigeno ambiental, que les ocasiona pérd.~da de viabilidad, es una 

limitante. 
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Sterne (38), menciona que las muestras que se tomen de animales 

en que se sospeche de clostridiasis, deben enviar en conge-

!ación ó en su defecto refrigeradas; pero si no es posible y el 

transporte excediera más de un dia ó si las temperaturas a que 

se someterá la muestra van a ser elevadas, se debe de hacer_ uso 

de agentes quimicos ó fisicos, que no permitan la multiplicación 

bacteriana y no lastimen a los patógenos cuya presencia es 

deseable para elaborar un diagnóstico. '' 

Los agentes fisicos son: hipertonicidad, lo cuál inhibe el crec.i 

miento bacteriano. Esta puede ser en concentraciones elevadas de 

sales ó de glicerina. 

La deshidratación es un mótodo ütil, donc:J.Q: los medios de comuni

cación son dificiles. Tiene la desventaja que el nümero de 

bacterias se altera, pero en ocasiones es el ünico método 

disponible. 

La mayoria de las jarr.1.:4 anaerúLlcas son modificaciones a la di

señada por Me. Intosh y Fildes en 1916 (22). son básicamente 

recipientes cilindricos hermeticamente cerrados, en uno de los 

cuales el aire puede ser evacuado mecánicamente y reemplazado por 

otro gas ó una mezcla de ellos. Micntran que en el otro sistema 

el oxígeno se elimina en forma quimica, por medio de generadores 
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de hidrógeno y dióxido de carbono como los desarrollados por 

Brewer y cola. (6). En ambos casos, so remueven los vestigios do 

oxigeno con la ayuda de un catalizador. Dicho catalizador ayuda 

en la · reacción del oxigeno que se encuentra dentro de la jarra 

con el hidrógeno que so introduzca dando la atmósfera anaeróbica. 

Existen métodos bacteriológicos enfocados a realizar tanto el 

aislamiento e identificación de clostridios. Sin embargo, en la 

literatura se encuentran diferentes manuales y articulos (B, 27, 

28 1 35) que contienen cuadros de identificación de clostridios por 

medio de pruebas bioquimicas, mismas que en ocasiones se 

contraponen en el resultado de algunas pruebas bioquimicas de 

algunas especies. 

Tal vez éstas diferencias sean por motivos de falta de unifica

ción de criterios para la preparac;=ión de medios ó sustratos 

utilizados por diferentes autores, ó bién, porque el periodo de 

incubación empleado sea diferente, lo que puede invalidar la 

identificación (15). 

Además, la interpretación de los resultados, tanto bacteriolo

gicos asi como los de inmunofluorescencia, para emitir un 

diagnóstico debe ser con cierta reserva' tJB), debido a: 

a) las características del habitat de Cl. chauvoei y Cl. novyi, 
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que son francamente patógenos han sido recuperados en pequeñas 

cantidades de higado de ovinos sanos (9,42,47); mientras que~ 

~ y Cl. perfringens invaden casi la totalidad de los 

clostridios pocas horas de muerto el animal y aunque no hayan 

sido la causa de muerte es posible realizar su aislamiento y 

debido a su rápido crecimiento pueden enmascarar la presencia del 

agente etiológico. 

b) su forma de presentación, asi debido a las lesiones, el 

diagnóstico clínico de carbón sintomático es, a diferencia de 

otras miositis clostridiales, el más fácil de realizar con los 

datos obtenidos en la necropsia y a partir de la historia 

clínica, pero existen reportes de casos clínicos con lesiones 

iguales a ésta enfermedad en los que se ha logrado el aisla

miento de Cl. septicum, pero no se ha logrado demostrar la 

presencia de Cl. chauvoei. Además en los animales con varias 

horas de hab.er muerto y que presentan gas, es dificil los cambios 

post-mortem, de los producidos por las miositis clostridiales 

(35,38). 

e) su amplia distribución; que permite se presenten con facili

dad como contaminantes de la muestra (J'a) • 
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sin embargo, como son agentes patológicos potenciales, su hallaz. 

go debe considerarse importante para estudios epidemiológicos y 

se aceptan muestras que para otro tipo de estudios no podrian 

considerarse en condiciones adecuadas ( 2) • 

1. 61 DIJ\NOBTICO POR INMUNOFLUORESCENCIA. 

De acuerdo a Stcrne y Datty (JB), ln técnica de anticuerpos flUQ 

rescentes para el. diagnóstico de anticuerpos da clostridiasis, 

depende de la demostración de la pared celular de los clostri

dios, utilizando para ello anticuerpos especificas teñidos con un 

col.orante fluorescente, mencionan que la tácnica tiene las 

siguientes ventajas: ofrece un diagnóstico rápido y económico, en 

el cuál las muestras se pueden tomar directamente del sujeto en 

el campo, no se de ter lora durante el transporte, ni los números 

relativos de las bacterias varia y su eficacia no depende de los 

microorganismos de la muestra que se encuentren vivos, por lo que 

es posible emplear después da un tratamiento terapéutico~ Tiene 

alta sensibilidad './ los clostridios patógenos pueden detectar 

en prese.i;tcia de un al to contenido de microorganismos 

contaminantes. 
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Actualmente, en el mercado internacional· se dispone de conjuga-

gados para la identificación de Cl. botulinum. el chauvoei, &l....t.. 

D.Q.XYL, Cl. perfringens, tipos A,C,D, 1 el. septicum y Cl. tetani. 

1.7 CONTROL Y TRJ\.'rA!-lIENTO. 

De acuerdo a Drandor y Ellis (5), en la mayoria de los casos el 

control de enfermedades, puede ser llevado a cabo por un buen 

entendimiento de los métodos de diseminación de l.a enfermedad, la 

importancia del ambiente, y la relación entre el hombre y el 

animal en la situación de l.a enfermedad. 

El control de las enfermedades causadas por clostridios difiere 

de cualquier otro tipo de enfermedad, en que puede ser prevenida 

por algún tipo de inmunógeno, vacuna ó antisueros (1,37.38). sin 

por defectos de control de calidad, muchos de ellos ni siquiera 

son algo U.ti les, ad~más e.n l.i práctica pueden 11 fallar 11 porque se 

empleó uno no adecuado para las condiciones clostridiales espe

cificas en su región, debido a un diagnóstico erróneo ó bión 

porque se haya empleado uno en que la cadena fria se haya roto. 
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En México, Labrandero y Hernández en 1979 (18) ,al evaluar la 

efectividad de cinco bacterinas comerciales contra carbón sin-

tomático, 
. 

de acuerdo a las normas oficiales establecidas por la 

Direccción General de Sanidad Animal de la S.a.R.H. (JO), 

encontraron que un producto protegió Unicamcntc al 23 de los 

cuyos inmunizados en dos ocasiones y desafiados con una cepa, los 

biológicos restantes no confirieron ninguna protección. 

1\:::i mismo Daca (1), en su trAbajo tit~.1ado 11 Elaboración de un 

Inmunógcno contra Clostridiasis en Animales (Carbón Sintomá.tico 

y Edema Maligno} y Evaluación Comparativa de la Inmunogenicidad 

con los Productos Comerciales", Concluye que los productos no 

cumplen con los requisitos de potencia del manual de requeri

mientos minimos para productos biológicos veterinarios de la 

S.A.R.H. Además señala que en la admi~fstración de la bacte

rina-toxoide existe poca protección, y que el toxoide no protege, 

por lo que p~ra aumentü.r la protección de éstos productos hay que 

separar la bacteria de su medio de cultivo para poder 

administrarla como inmunógeno. 

Es necesario recordar la importancia que tiene la necesidad de 

realizar un diagnóstico etiológico, para lograr controlar éstas 

enfermedades, ya que como se mencionó anteriormen~e, aunque 

generalmente el agente causal de las gangrenas gaseosas es el ~ 

el el scpticum, puede hQbcr otros agentes 
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involucrados ó una combinación de más de uno de ellos y 

clinicamente es dificil diferenciarlos. Por lo que, una vez 

determinado el agente etiológico rclacion\do con el brote, se 

debe realizar una selección adecuada de los biológicos, para que 

esté de acuerdo a los tipos de bacterias presentes en la región 

donde se van a emplear, teniendo cuidado tanto en la conser-

vación corno en la aplicación de los biológicos para obtener una 

inmunidad duradera. 

Knott y cols. (17), en un estudio de campo en el cuál utilizaron 

un solo lote de 9448 bovinos en sistema de engorda en corral, 

aplicaron la mitad de bacterinas-toxoldes polivalentes, obser-

varen que en· 1os animales vacunados hubo J22 muertos, 4 7. 3 

menos en comparación con los no vacunados (311) muertos, 
.1, 

independientemente de la causa de muerte.· Concluyeron que los 

clostridios fueron el factor que contribuyó más a las muertes de 

los animales no vacunados. 'l'uvieron un ahorro solo por marta-

lidad de 104,040 dólares americanos en dicho estudio. 

En Inglaterra se ha visto (12), que las fórmulas polivalentes 

utilizadas no tienen efectos adversos en bovinos, sin embargo, en 

caprinos y menos en ovinos se puede presentar inflamación 

prolongada en la zona de aplicación, además en los caprinos el 

efecto inmunizante de éstos biológicos polivalentes es menor que 

en los ovinos. -J4-



En los Estados Unidos, dentro de las diferentes presentaciones 

que existen en el mercado (42), hay una bacterina-toxoide con los 

siguientes antigenos de: Cl.chauvoei, Cl. sept icum, &L. 

haemolyticum, Cl. novyi, el. sordellii, Cl. perfringens tipos 

c,o; Pasteurella haemolytica y Pastgurella multocida. 

En México en general la:. l.:is bacterinas comerciales son dirigi

das a proteger contra infecciones de: 

Cl. chauvoei y Cl. septicum, en las llamadas bacterinas dobles. 

Cl. chauvoei, CL septicum y Pasteurclla multocida en las 

llamadas bacterinas triples. 

Solo una bacterina-toxoide presenta il ~l'.111chauvoei, cLsepticum y 

Pasteurella mul toe ida. 

Todas son cultivos formalinizados con adyuvantes de hidróxido de 

aluminio, oleosos ó bién registrados bajo un nombre comercial. 

Debido a las tres caracteristicas epidemiológic.::i.::::; corauues de las 

clostridiasis (36) (diseminación universa.J., no transrnisibilido.d 

por contacto e incidencia esporádica); la cuarentena no es una 

medida práctica para el control. Esto es porque en general el 

suelo y el contenido intestinal de los animales son el habitat de 
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los agentes etiológicos. Lo que aunado a su alta ditribuclón, las 

caracteristicas de la esporulación de los gérmenes, hacen que 

éstas enfermedades sea resistentes. 

1. 8 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA. 

Esta es una técnica de al ta resolución para la separación de me.a 

olas de proteinas u otros compuestos de el.evado peso molecular. 

Al igual que en otros tipos de electroforesis la migración de las 

proteínas va a depender del tamaño, formas y cargas de las 

moléculas. Los geles de poliacrilamida se forman por la 

polimerización del monómero de acrilami
1

da y la N,N'-metilen-bis 

acrilarnida, la que sirve de agente de entrecruzamiento (45). 

Variando las cantidades de bis-acrilamida se obtienen geles con 

un rango de poro muy amplio. 

El sistema mils utilizado para la electroforesis es ·el sistema 

discontinuo de Laemmli 1970 (19), en e-i cual la separación se 

efectUa por diferencias en peso moleculQr. Si se añade al sistema 

dodecil sulfato de sodio (SOS), la carga original de cada 
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molécula se enmascara.por el SOS y quedan ~odas las moléculas con 

carga negativa uniforme y al. someterse a electroforesis se 

separan de acuerdo a su tamaño, actuando el gel como un tamiz. 

Aunque las proteinas pueden ser separadas en su estado natural, 

general.mente se obtiene mejor resolucuón si los puentes disul

furo se reducen primero (por ejemplo con 2-Mercaptoctanol) (45), 

permitiendo asi la separación de las cadenas polipeptidicas. La 

técnica de SDS-P/\GE se utiliza frecuentemente para determinar el 

peso molecu"lar de las proteinas por comparación de su movil.idad 

relativa (Rf), con proteinas estandar de peso molecul.ar conocido. 

Estudios realizados anteriormente, han demostrado los perfiles 

electroforéticos en SDS-PAGE de las proteinas membrana.les de 

algunas bacterias (13,25,29). En dichos trabajos se han modi

ficado la técnica de obtención de las proteinas, el agente 

solubilizante para éstas y las condiciones de corrimiento ( 14) • 
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2. O OBJETIVOS. 

L- Analizar el patrón electroforético de las proteinas que se 

encuentran los extractos totales de diferentes cepas de 

Clostridium chauvoei y Clostridium septicum. 

2.- Comparar dichos patrones electroforéticos y establecer pro-

tainas comunes en las diferentes cepas y proteinas 

especificas para cada cepa. 
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3 •O MATERIAL Y ME TODOS• 

3, l. PREPARACIOU DE EXTRACTOS. 

Para la obtención de los extractos totales de clostridium 

chauvoei, se empleó una cepa utilizada en la producción de blo-

lógicos (314, donada por 1os laboratorios ·PRONABIVE); cepas 

mantenidas en el laboratorio de Enfermedades Bacterianas de los 

Rumeantes del CENIO_ Microbiologia,; una cepa de desafio como 

cepa patron (donada por el laboratorio PROUABIVE): y dos cepas 

proporcionadas por el or. Maloy de la Universidad Estatal de Iown 

(Iowa State Unlversity). 

Las cepas de Clostridium septicum, utilizadas en éste trabajo 
.l 

fueron proporcionadas por el laboratorio PROlfABIVE. 

Para éste propósito, las cepas se conservaron en el medio de 

carne cocida (cooked Meat). 

Una vez que se obtuvo el desarrollo de las cepas de Clostridium, 

se realizó la tinción de gram y pruebas bioquimicas como ureasa, 

citratos, indol, cata.lasa, lactosa, manito!. tal y como lo des

cribe el manual de bacteriologia de anaerobios, para confirmar la 

pureza del microorganismo (40, 47). 
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MEDIO DE SMITH-HOLDEMAH. 

TRIPTOSA 20.0 g 

EXTRACTO DE LEVADURA 5.0 g 

CISTEillA llCl O.J g 

Kll PO 0.5 g 

UaCl 2.5 g 

11 o 1000 ml. 

Estas cepas se sembraron en matraces Erlen-Mayer de 250 mL que 

contenian 125 mL del medio liquido de Smith-lloldeman (15) y se 

incubaron a J7 e por 48 horas jarras Gas-Pack. 

Posteriormente a el desarrollo de cada una de las. cepas de 

clostridium chauvoei y Clostridium septiCum les realizó una 

prueba de pureza que consistió en una tinción de gram. 

Para la inactivación se les añadió formalina ajustando a Ulld 

concentración final de 0.1 \ v¡v, mantenientlose a. J7 e por 18 

horas (20). 
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Pasado el tiempo, se sedimentó la suspensión bacteriana en una 

centrifuga Beckman modelo J-6b a sooo rpm. por 20 minutos. 

Una vez efectuada la centrifugación, separaron los 

sobrenadantes por decantación y el paquete celular se trató de la 

siguiente manera; 

AMORTIGUADOR DE lJ\EMMi.I. 

(Buffer de muestra) 

TRIS-OH (hidroximetilamino-metano) 

SUS (dodecil-sulfato de sodio) 

Glicerol 

Pironina 

H O 

1.51 9 

2.0 9 

25.0 9 

0.002 g 

100.0 ml. 

Se tomaron 100 microl.itros (mcl) del paquete celular de cada una 

de las cepas de Clostridium, depositandose en tubos Eppendorff 

perfectamente identificados, posteriormente se les agregó 100 

mcl del amortiguador de Laemmli (lJ), mezclandosc en un vortcx. 

se hierven a 100 e en baño maria por 7 minutos, transcurrido el 

tiempo se les agregó 20 mcl de 2-Mercaptoetanol, mezclandose en 
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vortex y sometiendose nuevamente a l.00 e por 7 minutos mas en 

baño maria. Pasado éste tiempo se centrifugaron a 5000rpm por 10 

minutos ( l.3) • 

Se tomaron 50 mcl de cada uno de los sob,ljenadantes, depositando-

en una serie de tubos de ensaye 12 X 100, a los que se les 

agregó 50 mcl de solución salina fisiológica (SSF) y 5.o 

mililitros (ml) del reactivo de Bradford (4), se agitaron en 

vortex y se leyeron en un espectro fotómetro Beckman modelo 34, a 

595 nanómetros (nm). Los resultados se interpolaron en una curva 

estandar previamente realizada, bajo las mismas condiciones 

utilizando como proteina estandar albllmina sérica bovina ( 4) • 

La preparación de la muestra para el corr imicnto clectroforótico 

se realizó de la siguiente manera: 

De los paquetes celulares del desarrol.lo de cada cepa de 

Clostridium, se transfirieron 100 mcl. de cada uno en tubos 

Eppendorff, posteriormente se les agregó 100 mcl de amortiguador 

de Laemmli (13) y se mezclaron en un vortex; se transtirieron a 

un baño maria, donde permanecieron a 100 e por 7 minutos. 

Transcurrido dicho tiempo, se les agregó 2-Mercaptoetano1 a una 

concentración final de 10 % , poniendose nuevamente en baño maria 

por 7 minutos mas. 
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Finalmente, las muestras se centrifu"gan a 5000 rpm por 10 minu-

tos y el sobrenadante 

forético. 

utiliza pa:c'a el corrimiento electro-

3 .. 2 PERFILES ELECTROFORETICOB. 

Se emplea un sistema de geles discontinuos de acuerdo al proce

dimiento de Laemmli 1970 ( 19) • 

Se prepararon las siguientes soluciones:·J 

Acrilamida Sol. al JO.O 

Bis-acrllamida Sol. al o.e 

N,H,U' ,N•-tetrametiletllendiamino (TEMED) Sol. al e.4 

Persulfato de amonio Sol. al 12.5 

Dodecil-sulfato de sodio (SOS) Sol. al 20.0 \:. 
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TRIS-OH 

H O 

BUFFER DE pH e.e. 

cbp. 

18.165 g 

100 ml 

(1.5 M) 

(El pH se ajusta con HCl concentrado.) 

BUFFER pi! 6.e 

TRIS-OH 

SOS sol.al 20 

H o cbp 

6.055 q 

2 ml 

100 ml 

( 0,5 M) 

(El pH se ajusta con Hcl concentrado.) 

La cámara de electroforesis empleada en éste trabajo fué marca 

U.Electrotorº. 

Primeramente se prepara un tapón (que es una capa dura) y sirve 

para sellar la base de la placa, la cual consiste: 
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Bis-acrilamida 

Agua 

~'EMED 

TAPON, 

Persulfato de amonio 

i.o ml. 

o.s ml. 

25.0 mcl. 

so.o mcl. 

se adiciona rápidamente la mezcla 11 tapón", sellando la base de 

las placas. 

Ya polimerizado el tapón, el gel de separación se vierte a las 

placas de vidrio, guardando una pequeña cantidad para observar en 

que momento polimeriza, 

GEL DE SEPARACION AL 12 % 

Buffer plt e. e 

Acrilamida-bisacrilamida 

Agu<J. destlldcla 

TEMED 

Persulfato de amonio 
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2.5 ml. 

J,77 ml. 

J.75 ml. 

so.o mcl. 

roo.o mol. 



.J 

Se adiciona la mezcla (gel concentrador) sobre el gel de 

separación con cuidado y rapidez, quedando una pequeña cantidad 

en el matraz, se coloca el peine, el cual so retira cuando el gel 

ha polimerizado, quedando de ésta forma pozos bien definidos. 

GEL CONCENTRADOR. 

Buffer pH 6.8 

Acrilamida-bisacrilamida 

/\gua destilada 

TtMEO 

Persulfato de amonio 

CORRIMIENTO DE LAS MUESTRAS. 

1.0 ml. 

0.66 ml. 

2.JJ ml. 

20. o rncl. 

40.0 mcl. 

Con la ayuda de una jeringa Hamilton o con una micropipeta, colg 

car el volumen necesario (preparado) de ~pda muestra para tener 

una concentración de proteína en los pozos del gel de concen

tración. Junto con las muestras problema, se corrieron pozos 

adyacentes de proteínas de peso molecular conocido con el fin de 

tomarlos de re!ercncia y poder hacer el cálculo de los pesos mo

leculares de las proteinas desconocidas presentes en las mues

tras. La electroforesis se corrio de 95 a 110 volts a tempe-
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ratura ambiemte, hasta el momento en que el colorante (pironina) 

que sirve de referencia, llega al final del gel de separación. 

J.3 TINCION DE LOS GELES DE 609-CON NEGRO DE AMIDO. 

SOLUCIOU STOCK DE COLORJ\tlTE: 

Negro de Amida al 

SOLUCIO?l OESTEtiIDORA: 

Metano! 

Acido acético 

Agua 

SOLUCION llIDM1'ANTE: 

Acido acético al 

0.1 " 

400.0 ml 

100.0 ml 

soo. o ml 

10.0 % 

Finalmente desensamblar los moldes (placas de vidrio) del gel 

cuidadosamente, y colocarlo en la solución teñidora por JO 

minutos con agitación constante; por 24 horas en la misma 

solución sin agitación. Una vez que pa5ó éste tiempo, se sacó el 

gel y se colocó en la solución desteñidora,, haciendo cambios 
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constantes hasta que el colorante del gel se eliminó y las bandas 

de proteinas se observaban perfectamente (aproximadamente 24 

horas). 

Posteriormente se transfirió a la solución hidratante. 

3 • 4 CURVA PATRON DE MOVILIDAD RELATIVA DE PRO'l'P.IN1\B • 

En cada gel se incluyeron los siguientes marcadores de peso 

molecular: 

Miosina (cadena pesada) 200.0 KD; fosforilasa B 97.4 J<D: albümina 

aérica bovina 68.0 KD; ovoalbU.mina 43.0 KO¡ lisozima 14.J KD. 

Previamente se deberá construir una curva patrón que muestre la 

relación entre los logaritmos naturales de los pesos ll'!Oleculares 

de los marcadores de peso molecular (eje de las Y): y la movi

lidad relativn de las pcoteinas estandar en el gel de polia

crilamida (eje de las X). Esta relación es directamente pro

porcional y por tanto debe formar una linea recta, la cuál debe . 
ser ajustada mediante el tratamiento r,natemático de minimos cua-

drados y a través de regresion lineal, determinar los valores de 

11y 11 de las muestras desconocidas. 
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X = R.f de los marcadores de peso molecular (MPM) • 

Y = Logaritmo Natural del peso molecular de los MPM. 

Donde: 

Rf = coeficiente de movilidad rclativi1. 

CALCULO DE COEFICIENTE DE MOVILIDAD RELATIVA. 

La movilidad relativa de las proteinas contenidas en las mues

tras, es el desplazamiento que tienen con respecto a la dis

tancia total que corre la muestra, dato que se obtiene con la 

siguiente, Córmula: 

corrimiento de los MPM (bandas) (cm) 

Rf c-------------------------------------
corrida de la muestra . 

·' 
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4..0 REBULTJ\009. 

4. 1 IDENTIFICACION. 

Los resultados de las pruebas realizada~ para la identificación 

de las cepas de ~~$~ se resumen en el cuadro No. J. 

Las pruebas de identificación del microorganismo se realizaron 

continuamente a lo largo de todo el trabajo, verificando asi la 

pureza de los cultivos de ClostridJum utilizados. 

El paquete fué tratado como se describió en la metodologia y la 

concentración proteica se determinó por el método de Dradíord, 

para lo cu~l fué necesario realizar una curva estandar. Dicha 

curva se muestra en el cuadro No. a. 

Las resultados del contenido proteico de las diferentes cepas de 

g_l,p~ empleadas en este trabajo, ª·*"' resumen en el cuadro 

No. 9. 
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Valores para la curva de Prolelna ( k • 595 ). Célculos slguelndo 

la melodologla de Bradford, utilizando Albúmina Sérlca Bovina co-

mo Pro1erna (figura 1 ). Regresión llneel. Correlación: 0.9844, 
-3 

m • 7.6209 X 10 o b • 0.0692. 

C(JNCENTRACION PROTEICA ; 
~ ... -:-.::-,:,:,'.:;mca1m1 ·" _, · 

10 

20 

30 

50 

70 

60 

100 
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0.0679 

0.199 

0.367 

0.474 

0.670 

0.692 

0.796 .) 



Curva patrón de proteínas. Elaborada con base a loe datos mos

trados en el cuadro No. e. Los datos experimentales fueron aju~ 

tados con regresión lineal: 

-3 
Regresión - 0.9844, m a 7.6309 X 10 , b a 0.06192 1 usando alb6-

mina sérica bovina como proteína estandar. (km 595nm). 

o.a 

o. 7 

"' 0.6 

u 
z 0.5 

"' "' 0.4 

o: 
o 0.3 

"' 0.2 .,, 
0.1 

o.o 

10 20 30 50 70 80 100 

e o N e E N T R A e I o N mcg/ml 

* Resultados experimentales. 

o Resultados ajustados con regresión lineal. 
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CUADR09 

RESULTADOS DEL CONTENIDO PROTEICO DE LAS CEPAS OE 

CLOSTRIDIUM UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO. 

CEPAS OE CLOSTRIDIUM CONCENTRACION PROTEICA 

Cepa ·c1. chauvoel: mantenida 7.3583 
en laboretorlo 

Cepa . CI. sepllum: lab. 11.9509 

Cepa CI. sepllcum:prod.blol. 12.8694 

Cepa CI. sepllcum: pairen 20.7424 

Cepa CI. chauvoel: Prod. Bici. 73.9655 

Cepa CI. chauvoel: mantenida 9.5710 
en laboretorlo 

Cepa CI. chauvoel: Prod. Bici. 39.9510 

Cepa CI. chauvoel: mantenida 9.9704 
en laboratorlo 

Ceo a CI. chauvoel: ostrón 93.5681 
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Curva patrón de pesos moleculares, elaborada con base en loe 

datos mostrados en el cuadro No. 10. Los datos experimentales 

fueron ajutados con regresión lineals 

Rcgrcai6n • 0.98, m • -2.47, b • 5.3. 

7.0 

6.0 

s.o 

"' 4.0 o. 

"' e: 3.0 ... 
2.0 

l..O 

o.o 

o.o 0.1 0.2 o.3 o.4 o.s o.6 0.1 o.e o.9 l.o 

R f 
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<&.2 TRATAMIENTO DEL PAQUETE CELULAR. 

Como ya se mencionó anteriormente, el agente solubilizante em

pleado en éste trabajo fué SOS al 10 %, lo cuál fué efectivo, ya 

que la solubilización del paquete fué casi total. La pequeña 

cantidad que no se solubili:ó dc::::puós del calentamiento, se 

separó por centrifugación, siendo empleada la fracción que se 

solubilizó (sobrenadante), para el corrimiento electroforético. 

4.3 PERFILES ELECTROFORET:ICOB DE Ll\S CEPJ\S DE Clostridium. 

Para dicho trabajo, fué necesario ensay~r diversas concentra

ciones del gel de poliacrilamida, que varió del 5 % hasta el 12 

%, siendo éste último en el que el patrón electroforético quedó 

mejor definido. 

Los coeficientes de movilidad relativa {Rf) de los marcadores de 

peso molecular, se muestran en el cuadro No. 10; y la curva que 

los define se presenta en la figura Uo. 2. 

Los resultadoa de las bandas de la estimación de los pesos mole

culares de las cepas de Clostridium utilizadas, se muestran en 

la figura No. 3. 
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VALORES DE LOS COEFICIENTES DE MOVILIDAp RELATIVA (RQ Y 

LOGARTIMO NATURAL DEL PESO MOLECULAR DE LAS PROTEINAS 

PATRON. 

PROTEINA PMIKdl LnPm RI 

Mloslna 200.00 5.3 0.083 

Fosforllasa B 97.40 4.6 0.20 

Alb. Sér. Bov. 68.00 4.2 0.43 

Ovoalbúmlna 43.00 3.7 0.65 

Chlmoulpslnógeno 25.70 3.2 0.87 

Lactolobullna 18.40 2.9 0.97 
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Patr6n elactroforético de los extractos totales de Cloetridium 

chauvoei y Clostridium eepticum. 

1.- MPM: Miosina, Fosforilasa B, Albumina Sérica Bovina, 

Ovoalbúmina,Chimotripsinogeno, Lactolobulina. 

2.-ct. chagvoe!t cepa patrón. 

J.-ci. cbau~oe,tr cepa mantenida en el laboratorio. 

4.-c1. chayvge,Lt cepa mantenida en el laboratorio. 

s.-ci. cbayvoe,Lt cepa mantenida en el laboratorio. 

6.-Cl. chauvoe;i,t cepa utilizada en la produc. de biológicos. 

7.-Cl. chauvoeJir cepa de desafio 6 patr6ri. 

e.-ci. aeeticum1 cepa utilizada en la produc. de biológicos. 

9.-ci. eeg:ttcum: cepa de desafio 6 patrón. 

lo.e;¡,. eeJ;!ticumt cepa mantenida en el laboratorio. 
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DIAGRAMA QUE REPRODUCE TODAS LAS BANDAS QUE SE REPRESENTARON EN 

EL PATRON DE PROTEINAS DE LOS EXTRACTOS TOTALES DE CLOSTRIDIUM 

UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO. 
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5. O D:CSCUSION. 

Los microorganismos pueden presentar cambios ó alteraciones de 

origen genético ó no genético; esto es, las bacterias por si 

mismas desarrollan mutaciones en forma espontánea, sin contar con 

las que presentan dicho cambio a nivel di! la estructura de DNA 

crorno::;ór.iico 6 por adquisición de DHA extracromosómico. 

Se ha encontrado que las cepas de Clostridium aunque se loca-

lizan en una misma zona geográfica, pueden presentar una diver

sidad antigénica, la cual se observa bajo ciertas condiciones 

(23). 

Los trabajos realizados por Labrandera .y Jlernández en 1979 (18), 

al evaluar la efectividad de cinco bacterinas comerciales que 

contenian Clostridium chauvoei, reportan que la máxima pro-

tección conferida fué del 23 % ; por lo tanto ninguna de las 

bacterinas probadas cumple con los reqnhdtos minimos d<.:? 

potencia exigidos por el Departamento de Control de Productos 

Biolóficos, Farmacéutico, AlimenticiOs y Equipos para Animales, . 
de la subsecretaria de Ganadería, ,Dirección General de sanidad 

Animal (30). 
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Paralelamente Bojorquez 1979 (J), realiza un estudio de nuevos 

inmunógenos contra carbón sintomático y obtiene un 60 \ de pro

tección con. una bacterina elaborada a partir de células lavadas 

de Clostridium chauvoei; la bacterina-toxoide protegió en un 20 \ 

y el toxoide no protegió, 

Posterlomente Daca en su tr<ibajo en 1997 (!) 1 evaluó cuatro pro-

duetos comerciales de bacterinas triples que contenian: 

Cl.chauvoei, el. septicum y Pausterella sp; bacterinas dobles: 

Cl. chauvoei y el. septicum, encontrando a casi 10 años de 

trabajo publicado por Labranderas (1), que los resultados 

muestran semejanza entre ambos ya, que no hubo una adecuada 

protección. 

En el mismo trabajo de Baca 1987 (1), se elaboró un inmunógeno 

contra carbón sintomático con cepas de Cl. chauvoei y .QL. 

septicum, encontrándose que la bacterina protegió en un 60 %, la 

bacterina-toxoide en un 20 % y el toxoide no confirió ninguna 

protección. 

Las cepas empleadas en ésta investigación, tuvieron un desa

rrollo de 48 horas, observandose que no todas tenian el mismo 

creclmiento, lo qu~ no5 conduce a corroborar que existen cepas 

estrictamente anaerobias y fastidiosas. 
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También se determinó que la concentración proteica varia entre 

cepa y cepa. 

Con respecto al corrimiento electroforético 1 fuá necesario 

ajustar l.as condiciones mediante ensayos previos, desde probar la 

concentración del gel, hasta las cantidades adecuadas de muestra 

para el. corrimiento. 

En la figura No. J se muestra el corrimiento electroforético de 

las cepas de el. chauvoei y de el. septicum analizadas en éste 

trabajo y en la cuál se logra observar diferentes bandas. Todos 

los carriles mantienen bandas en comtln de bajo peso molecular que 

se encuentran entre 40 y 50 KO. de peso molecular. sin embargo 

la misma figura J, muestra que hay una banda que no es comU.n a 

todas que se encuentra entre 160 y 150 KO. de peso molecular, 

lo cuál nos podria sugerir que hay diferencias antigiénicas 

entre cepas de el. chauvoei mantenidas en el laboratorio y 

cepas de Cl. chauvoei utilizadas en la producción de biológicos y 

por lo tanto podemos especular que ésta podría ser una de las 

mültiples causas por las cuales los biológicos comerciales no 

protegen adacuadamente. 
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Cabe señalar que éste es uno de los primeros trabajos realizados 

en México, que por medio de geles de poliacrilamida se analizó e1 

perfil electroforético de diferentes cepas de Cl. chauvoei y asi 

poder determinar las diferencias entre ~as dichas cepas. 

No obstante que en éste trabajo no se utilizaron cepas de casos 

clinicos, Ramirez 1991 (20) sugiere que se requieren estudios 

epidemiológicos en áreas geográficas pequeñas para poder contar 

con muestras representativas de los problemas, esto es, con 

pocas horas de haber muerto ó enfermos, con el fin de evitar 

contaminaciones postmortem, y de ésta ,_forma aclarar la impar-

tanela de Cl. chauvoei y Cl.septicurn'productores de miositis. 

Por otro lado, de acuerdo a los resultados obtenidos y aunados a 

los que Baca (1) en 1987 reportó, Cl. septicum, no presentó· 

diferencia en el corrimiento electroforético y en la evaluación 

de las bacterinas confiere un 100 % de protección, lo cuál nos 

conduce a inferir que ésta especie es muy simil~r ~ntr~ cepa y 

cepa; sin embargo los resultados de Cl.chauvoei muestran ésta 

diferencia. 

Por Ultimo, se puede decir que es posibl~Jque de ésta investi

gación se tome en consideración sus resultados para trabajos 

posteriores, en los que consecuentemente, con la ayuda de la . 
inmunotransf erencia con sueros hipe~inmunes ó sueros de animales 
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infectados, se logre determinar la banda de diferencia exis

tente en el análisis electroforético de las cepas de el. chauvoei 

y poder lograr de ésta forma que los biológicos elaborados 

mejoren en su protección, ya que como se mencionó anteriormente, 

ésta puede ser una de las mUltlples causas por la cual los 

biológicos que contienen Cl.chauvoei no protegen adecuadamente. 

·' 
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6. O COllCLUSIONES 

1.- Se encontró que la cepa de Clostridium chauvoei utilizada en 

la producción de biológicos, presenta diferencia en una pro

teina de elevado peso molecular (150-160 KD.). 

2.- Las cepas de Clostridium septicum analizadas no presentan 

ninguna diferencia en sus patrones proteicos, ya que ésta es

pecie es muy similar entre cepa y cepa. 

J.- La inmunidad contra Clostridiasis depende de la patogenici

dad de la especie. 

4.- Para aumentar la protección de los productos biológicos ela

borados contra carbón sintomático y edema maligno hay que se

parar la bacteria de su medio de cultivo para poderla 

adminis- trar como inmunógeno. 
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7.0 RECOMENDACIONES 

! 

1.- Revisar periódicamente los métodos de producción y la cali-

dad de los productos biológicos comerciales que se 

distribuyen contra éstas enfermedades en México. 

2.- Evaluar constantemente la incidencia' de la enfermedad. 

J.- Se sugiere utilizar cepas de Clostridium en la elaboración 

de productos biológicos contra éstas enfermedades (carbón 

sin- temático y edema maligno) involucradas en la zona 

geográfica afectada. 
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