S

f./.g’j'-

DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

ANALISIS PROTEICO DE DIFERENTES CEPAS
DE CLOSTRIDIUM

FAL%ES‘IS coy

4 DE ORigry

T E S | S

QUE PARA CBTENMNER EL TITULO DE:
QuUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A
JOSE LEON LZ_ARATE VAZQUEZ

ASESORES: M,C. MA. LOURDES ONTIVERO CORPUS
M.C. VICTOR TENORIO GUTIERREZ

CUAUTITLAN I1ZCALLI, EDO. DE MEX. 1992



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



RESUMEN

[
P o

1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8
2.0
3.0
3.1

3.2

Introduccicn

Generalidades de las Clostridiasis.

caracteristicas morfolégicas y bacterlolégicas.

patogénesis y transmision.

Toxinas y otros factores toxices.
signos clinicos y lesiones,
biagnéstico.

Control y tratamiento.
Electroforesis.

objetivos.

Material y métodos.

Preparacién de extractos. B
perfiles electrofordéticos.

Tincion de geles.

curva patrén de movilidad relativa.
Resultados.

Discusién.

conclusiones.

Recomendaciones.

Bibliografia.

il

15
18
23
27
32
36
a8
39
39
43
47
48
50
59
64
65

66



RESUMEN.

El objetivo de el presente trabajo fue investigar si existen di-
ferencias en las distintas cepas de Clostridjum utilizadas en la

produccion de bioldgiceos.

Sa desarrollaron cepas de (Clostridium chauvoej y glestridium
septicum en el medio ligquido de Smith & Holdeman, las cuales se

incubaron a 37 C por 48 hrs.

Posteriormente se verificé la pureza de los cultivos Yy del de-
sarrolloc se obtuvieron los extractos totales de proteinas;
determinandose por el método de Bradford.

De 1.5 ml de cultive se obtuve 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 cobservaron diferencias en las bandas

que se encuentran entre 160 y 150 KU de peso molecular del patrdn
protéico entre las cepas de clostridium chauveoel, en las gue se

cuentan: una cepa utilizada en la produccién de bioldgicos, tres
cepas mantenldas en el laboratorie y una cepa de desafio.
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Las cepas de Clostridjum septjicum no mostraron diferencias en las
bandas del patrén protéice.

Estos resultados refuerzan la hipdtesis de la existencia de di-
ferencias antigénicas entre las cepas existentes en el pais y
posiblemente sea una de las miltiples calsas en la falla vacunal

o en la ausencia de antlcuerpos dirigidos contra éstas proteinas.
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1. INTRODUCCION.

El carbdn sintomatico al igual que el edema maligno se clasifi-
can dentro de las gas gangrenas, ambos afectan con cierta
periodicidad a bovinos, caprinos y ochsionalmente a ovinos,
causando pérdidas econdmicas severas a la ganaderia mundial, lo

cual repercute en las explotaciones pecuarias.

En México, Vargas (43) calculd las pérdidas producidas por éstas
enfermedades en 480,000 ddlares anuales de 1972 a 1977. Mas
tarde, un estudie realizado por el Instituto Nacional de
Investigaciones Pecuarias (INIP) y la Direcccion General de
sanidad Animal (44), sefiala que las enfermedades que afectaban
con mayor frecuencia a la ganaderia productora de carne en México
en 1985 son brucelosis, pasteurelosis bovina, carbon sintomatice,
antrax, abortos y rinotragueitis infecciosa bovina (IBR);
mientras que la ganaderia productora de'ieche es afectada con
mayor frecuencia por tricomoniasis y vibriosis, adem&s por las ya

menciocnadas.

De acuerdo a la literatura (38}, las clostridiasis pueden ser
prevenidas eficazmente por algun tipc de inmundgeno, siempre gque
cumplan los requisitos de control de calidad minimos necesarios
para todo biecldégico.
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La dinformacién que se tiene sobre la distribucién de las espe-
cies de Clostridium causantes de clostridiasis en México, es
escasa. En el Instituto Nacional de Inve¥tigaciones Forestales y
Agropecuarias, desde hace afios se ségc que a pesar de realizarse
vacunaciones cada 4 ¢ 5 meses en algunas explotaciones, éstas no
son efectivas y si aumentan el costo de produccién en las gana-
derias afectadas, ya que las pérdidas ocasionadas por éstas

enfermedades an 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 inmunizacion efectiva.
.

Por otro lade, en el congreso de Buiatria (Ver.,1991) al hablar
de el tema, se comentd que los bioldgicos 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 GENERALIDADES DE LAS CLOSTRIDIASIS.

Las especies del género Clostridjum consideradas como patd-
genas,son capaces de producir severas enfermedades en la mayoria
de Jlas especies de animales domésticos e incluso a los seres
humanué. Estas enfermedades son conocidas con el nombre genérico

de clostridiasis (27).

Dependiendo de la especie de Clostridium involucrada, se pro-
ducen diferentes manifestaciones clinicas, de ésta manera se
utiliza un término especifico para ser mencidén a un tipo
particular de clostridiasis, por ejemplo la enfermedad causada
per Clostridium tetani, se identifica como tétanos;asi mismo al
hablar de pierna negra ¢ de carbdn sintomatico, se esta refi-
riende al padecimiento producido principalmente por Clostridium
chauvoei.

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

importantes para bovinos y caprines, asi como la especie de

Qlostridium considerada como agente causal.
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Las clostridiasis debido a la ubicuidad de sus agentes etio-
logicos, a las peculjaridades de ésta y a la necesidad de
intervencion de algunos factores predisponentes para su

aparicidén, tienen tres caracteres epizootiolégicos comunes:

a) Disemenacion universal. ot
b) No transmisibilidad por contacto.

c) Incidencia esporadica.

Stexne (37), divide a las clostridiasis en tres grupos de acuer-
do a las principales manifestaciones y organos afectados, como se
vé en el cuadro No. 2, el grupo de las enterotoxemias com— prende
a las condiciones que afectan el tracto 3intestinal y d&rganos
parenquimatosos. El grupo de las intoxicaciones neurotrdpicas
incluye a las enfermedades en que se involucra principalmente el
sistema nervioso; y el de las miositis clostridiales, a aquellas
enfermedades en que predomina la mionecrosia con toxemia Yy

formacién de gas.
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CUADRO t

PRINCIPALES CLOSTRIDIOS PATOGENOS EN BOVINOS Y CAPRINOS.

ESPECIE DE CLOSTRIDIUM, - NOMBRE DE LA ENFERMEPAD QUE,
Pl il T OCASIONA T T :
Cl. Tetant Tétanos

Cl. botulinum Botullsmo

Cl. chauvoei Plerna negra {carbdn sintomético,cuarto

negro 6 mancha).

Cl. septicum Edema maligno; en bovinos causa ademas
un cuadra de abomastitls.

Cl. parfsingens Enterotoxemia.

Cl. novyi tipo A Gangrena gaseosa y sindroms de cabeza
hinchada de los carneros.

Cl. novyitipo B Hapalitis necrética.

Cl, haemnoliticum Hemoglobinura bécllar,

Cl. sordelll Aparentamente se asocla can otros clostridiog

para producir cuadros de gangrena gaseosa.

Sterne, M, 1981



1.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS ¥ BACTERIOLOGICAS.

El génerc GClostridium son bacterias gram positivas, anaerobias
estrictas, en forma de bastdn, formadorai de esporas que por o
general son méviles. La esporulacién 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 ¢ presencia de oxigeno libre; éstas esporas son resis-
tentes al calor, descecasién y a las sustancias germicidas,y
representan una fuente de contaminacién para los animales. Es
comin Qque las esporas Se encuentren en el suelo y también en
distintos animales que habitan &reas donde el padecimiento es

endémico (10,27),.

Algunas caracteristicas comunmente enpcoptradas en Clestridium

chauvoei y Clostridjum_septicum se muestran en el cuadro 3 (40).

El Clostridium chauveei es un bastén que en la fase lagaritmica

de crecimiento es marcadamente pleomdrfico: mide de 3 a 8 micras
de longuitud por 0.6 a 0.8 micras de ancho. Forma esporas ova-
les, con posicién central ¢ subterminal, con un diametro de 0.6

—-9=



CUADRO 2

CLASIFICACION DE LAS CLOSTRIDIASIS.
EN BASE A SUS MANIFESTACIONES

GLOSTRIDIUM INVOLUCRADOS GRUPOS
Cl._perfrinngens tipo A,B,C,D.
Cl. Nowyi tipo 8,D. Enterotoxemias.

Cl. septicum.

CI. sordeili.

Cl. bolulinum tipo A,B,C,D,EF,G.

Intoxicaclones.

CI. tetanl, Neuratroplcas.
Cl. chauvoel. Miasitls,

Cl. septicum. Gangrena.

Cl. sordalii. Gaseosa.
CI._novyi tipo B.

torng, M. 1081
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micras y de 3 a 8 micras de largo. Tiene extremos largos
filamentosos con frecuencia se encuentran formas plecmdrficas con
extremos engrosados y formas de 1limon. Existen flagelos

peritricos (10).

Las <olonias que se producen en agar sangre al ser sembradas son:
hasta de 3 mm de didmetro, redondas, crateriformes, de color gris
neutro y generalmente muestran una zona de hemdlisis completa.
Habita en el tracto digestivo de animales asintomaticos y

algunas esporas sobreviven por mas de 10 afos en el suelo {8,35).

Clostridium_septicum es un bacilo c¢ilindrico, anaerobio obli-
gado, que mide 0.5 micras de diametro 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 ¥ no se tifie unifor-
memente. Con la tincién de azul de metileno puede verse granulos
en la célula. La temperatura optima para su desarrollo es de 37
C 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 agar sangre con 14 a 16 horas de
crecimiento son grisaceas, irregulares, con crecimiento en
oleadas, puede mostrar una zona de hemglisis hasta de 4 mm de
diametro (8,10). *

' “)le
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CUADRO 3

CARACTERISTICAS COMUNMENTE ENCONTAADAS EN LOS GLOSTRIDIOS
C. septicum y C. chauvoel,

PRUEBA ;.7 o - e o AESULTADD -0
Tincldn de gram. Posltivo
Morfologla. B ar 1 con
esporas ovalas y subterminales.

Movolldad. Posltivo

[Capsula Nagativo
Formaclén de gas. Posllivo
Hemdlisis, Positivo

Catalasa. Nagativo

Ureasa. Negativo

ndol. Nepativo

Lipasa. Nagativo

Maltose. Positivo

Lactosa, Positivo

Manltol. Positivo
Fermentacién de Gluc. Posilivo
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No es conveniente suponer gue una especie de Clostridium es
siempre la unica responsable de la gangrgna gaseosa en el hombre
6 de las infecciones de las heridas y del edema maligno en 1los
animales. Otras especies patdgenas de Clostridium pueden ayudar a
la destruccion tisular. ostridium septicum no es siempre el
agente infectante; pero debido a su rapido y vigoroso desarro-
llo, puede enmascarar a otreos patdégenos presentes como
stridiup ingens, Clostridium sordellii vy Clastridium

povyi (10,16,27,40).

Cl. perfringens es un germen gue mide de 1 a 1.8 micras de an-
cho por 4 a 10 micras de largo, puede presentar formas cacoides o
elengadas (8). Sus esporas son rara vez observadas en cultivos,
aproximadamente 3/4 partes de las cepas tienen esporas
demostrables con tinta china (38). cCuando ocurre, son de forma
oval y de posicidén subterminal, aungue en ocasiones se cobservan
en posicidn terminal. Las esporas asi como las cepas recuperadas
a partir de muestras clinicas, pasan rdpidamente en 4 a 6 horas
al ponerse en cultivos a 37 ¢, por lo que es el anaerobio mas
facil de aislar (38) y de mas rapido crecimiento, ya que tiene un
tiempo de duplicacidn de 10 minutos a 45 € en un pH de 7 (35,47}.
Las caracteristicas morfoldgicas de las colonias después de una
incubacidn de 12 a 18 horas en agar sangre son: colonias de 1 a 3
mn de diametro, bajas, convexas, semiopacas ¢ brillantes, con

-13-



bordes enteros, muestran una doble zona de hemélisis, una
completa debido a la toxina theta y una mas extensa por la toxina

alfa (35).

stridiu A es una especie que comprende a bastones de
4 a 8 micras de longuitud por 1 de ancho, son gram positivos en
cultivos Jovenes, forma esporas ovales y subterminales. Despuds
de las 24 horas de incubacidn, las colonias en agar sangre casi
nunca son aparentes, a las 48 horas, miden de 2 a 4 mm de
didmetro, son elevadas, regulares, con bordes enteros, con una
zona de hemdlisis incompleta de aproximadamente 8 mm de diametro

(6).

Clostridium sordelli es una bacteria con puntas redondeadas, mide
de 2 a 4 micras de largo por 1 de ancho, forma esporas ovales
centrales ¢ subterminales (35). Las colonias que produce en agar
sangre miden de 2 a 5 mm Yy muestran ramificaciones gque se
extienden sobre la estria del asa, su apariencia es variable, se
observan desde semiopacas y grisaceas a blancas y opacas mientras

avanza la esporulacién (8).

~14-



1.3 PATOGENEBIS ¥ TRANSBMISION.

Con respecto a las clostridiasis, el carbdn sintomatico conocido
también como pierna negra, mal de paleta, cuarto negro 6 mancha,
es una enfermedad infecciosa, aguda, febril de 1los bovinos y
otros rumeantes, distribuida ampliamenti en todo el mundo, pero

predomina en areas tropicales, causada por Clostridium chauvoai:

la wvia de infeccion mds comin es la oral, aundue en ocasiones

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

El carbdén sintomatico, al igual gue otras enfermedades clostri-
dianas, ha tenido un interesante pasado. Anteriormente se le
confundia con antrax, pero en 1874 se demostrd gque era una
enfermedad diferente, ¥ en 1920 se precisd gue era causada por
distintos agentes etioldgicos. En 1887 se le did el nombre de
Bacillus chauveoei al microorganismo, y en 1920 se le establecic
gue era un clostridio (10}.
N

El edema maligno es una enfermedad febril, aguda, que se cla-
sifica dentre de las gas gangrenas; su agente etioldgico prin-
cipalmente es el Clostridium septicum, pero puede estar asoclado
al Clostridium chauvoei Y en occasliones el (Clostridium
perfringens, Clostridium sordelli v gClostridium novyd. Se
encuentra normalmente en el tracto gastrointestinal de los éni-
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males herviboyxos, contaminando asi tierras y pastos: la in-
feccidén natural se realiza mediantc lesiocnes bucales ¢ cutaneas

(1,27},

El nombre de edema maligno, se aplicdé en 1881 a una infecclidn bg
vina en la cudl se aislaron microorganismos esporulantes, anae-

robios, en forma de bastdn llamados Bacillus oedevmatiens mali=-

qnk. Otxos investigadores hablan alslado previamente de la sangre
de una vaca, un microorganisme similar al cudl liamaron Vibriop
septlque. 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 gepticum (10).
N

Clostridium septicum se encuentra distribuido ampliamente en todo
el mundo, incluso en los climas mas Iriés e indudablemente es
muchas veces el microorganismo predominante el las infecciones
clostridianas de las heridas y en el edema maligno de todes 1los
animales de la granja. Se encuentra en el suelo, por lo cual
puede introducirse con facilidad en los tejidos a través de

heridas penetrantes o quirnirgicas.

-16=-



CUADRO 4

MODO DE PRODUGCION DE TOXINAS LETALES DE ALGUNOS

CLOSTRIDIOS PATOGENOS.
~EXOTOXINAS . - TOXINAS PROTOFLASMATIGAS|
éisvp'e'cléf 5 i "r_oxm.xj < ESPECIE . E ‘TQX_‘IN'A::.
narlringens alla,betla botulinum todas
apsllo,lota.

- |gepticum alfa atan] todas
novyj beta,gama nowyi alfa
chauvoel todas sordelli todas
hagmolyticum beta

Adaptado de Smith, L. DS Holdeman, L.V., 1968.
CUADHO 5§

TOXINAS LETALES SEGUN SU ACTIVIDAD AL SER PRODUCIDAS

. TOTALMENTE ACTIVAS ~ PROTOXINAS - 7"
ESPEGIE” | i ToXiNa | Eseecie - - ToDhs .
perliingans alfa,beta parftingens epsilon,iolg
mowvyl alfa,beta botulinum todas
hagmolyticum beta seplicum alfa
hystolificum alfa,beta

Adaptado y modificado de Smith, L. DS, Holdeman, L.V., 1968,
-17=



1.4 TOXINAS Y OTROB FACTORES TOXICOS.

Todos los clostridios patégenos producen toxinas, pero no de la
misma forma. Algunas son producidas en el interior de la ceélula y
nc forman parte de la pared celular, llamadas "“Exotoxinas", 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 "Endotoxinas" (34).

En el cuadro No. 4 se muestra el modo de produccién de las
toxinas letales de algunos clostridios.

A su vez las toxinas pueden ser sintetizadas en forma activa o
inactiva, necesitando éstas ultimas de enzimas proteoliticas para
su activacién. Lo anterior se puede demostrar anadiendo al medio
de cultivo enzimas como la tripsina, aungue a veces no es
necesario, ya guo ol mismo microorganismo produce dichas enzimas
(34). En el cuadro No. 5 se presentan algunas toxipas sinteti-

L)
zadas por distintos clostridiocs patdégenos.

La mayoria de éstas toxinas son especiflcas para sus antitoxinas

L] antisuéros {34), sin embargo cxiste neutralizacion entre ellas;

por ejemplo: la toxina de €l. chauvgej con la toxina de g1,
Z18-
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septicum ademas por la producida por el mismo CJ. chauvoei. Asi
mismo €l. septicum se relaciona antigdénicamente con €l.
hystoliticum,.

Mussa (23), estudidé las caracteristicas de Cl. chauvoel y de €1,
septicun y representd a los antigenos de la espora con letras
romanas mayisculas, los somdticos con numeros arabigos y los
flagelares con letras minusculas. Asi podemos observar que 1la
mayorla de las cepas de g£l. chauvoei comparten antigenos
somadticos y de la espora, siendo la diferencia tdnicamente en los

flagelares. La fdrmula es por tanto: A:3:f © A:d:g.

E1l antigeno de la espora es compartido por ). septicum y apa-
rentemente es rasponsable de la aglutinacidn ¢ruzada entre las

dos especies.

En el cuadro No. 6 se observan las cuatro toxinas de Cl. chauvoej
(35), la toxina alfa es letal necrozante y hemolitica. La gama es
hialuronidasa, la toxina beta es desoxirribonucleasa, la delta es

oxigeno 1labil Y se relaciona antigénicamente con la

estreptolisina oO.

-19~



CUADRO 8

TOXINAS PRODUCIDAS POR Clostildium chauvoel Y SU RELACION
ANTIGENICA CON OTRAS TOXINAS.

- TOXINA: . .. CARACTERISTICAS . . RELACION ANTIGENICA .-
alfa letal, necrozante, hemoli- toxina alla

' tica. Cl._sepifcum,
beta desoxirribonucteasa :
gama higluronidasa —————
delta hemolisina oxigeno 18bll antlestreptolising

Tomado parclalmente de Simith L. DS, 1975,

CUADRO 7

TOXINAS PRODUCIDAS POR CLOSTRIDIUM SEPTICUM Y SU RELACION
ANTIGENICA CON OTRAS TOXINAS.

-TOXINA - CARACTERISTICAS - - RELACION ANTIGENICA s

alfe fetal, necrozante, hamoll- toxina alfa
tica, Cl, chayvosl
bsta = desoximibonucieasa desoxirribonucleasa

de Cl. chauvog),

L3

gama hlaluronidasa
delta hemolisina oxigeno {abil similar a dalta de
Gl. chauvoel,
il "H'l’lﬂ

Tomado de Smith & Holdeman (35),

-20-



Pruebas inmunolégicas con ClL. chauvoei, han demostrado que son
sinilares entre si (8), lo que nos condu-ée a el hecho de que las
pruebas de control de calidad que se realizan en los Estados
Unidos a bioldégicos que tienen en su formula a éste agente,

utilizan una cepa de desafio.

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

diferencia antigénica (23).

se considera que para la produccién de bioldgicos, los antigenos
somdticos 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.

glostridium septicum: éste microorganismo es menos complejo en
comparacidn con los otros clostridios. Segun Mussa (23), quien
estudidé 39 cepas en 1959 determind: seis grupos antigénicoes
flagelares (a,b,c,d,e,{}; dos somitices (1,2) vy uno comin llamado

A de la espora.

En el cuadro Ho. 7 sc observan las toxinas producidas por gl.
septicum. La toxina alfa es letal, necrozante, hemolitica y muy
similar , tanto en su accién, como antigénicamente a la toxina

=21~



alfa de Cl, chauvoei, la gque es Jinactivada por anticuerpos
producidos contra la toxina alfa de ¢l. septicum (39). Esta
toxina alfa es la causante de la hemdligsis de eritrociteos en
diferentes especies animales (35). Su accidéh in Vitro es com-
pleja; aparentemente estimula una vasoconstriccién perirérica que
aumenta la presion arterial y posterio:me?Fe tiene efecto directo
sobre el misculo cardiaco, ocasiona también contraccién del
misculo liso y liberacidn de histamina en el pulmdn.

La toxina delta es oxigenoc 1labil, h;malitica y similar a la

producida por ¢). chauveei.

Este clostridio también forma otros factores (36), uno similar a
la agresina de ¢l. perfringens. Una hemoaglutinina asociada a la
pared celular, y una neurominidasa diferente a la hemoaglutini-
na, que posiblemente ayuda a la diseminacion del organismo en
tejidos ¢ bién interfiere en la funcién de la membrana de otros

tejidos afectados.

Algunos estudios (7,23), han demostrade 1a heterogeniclidad de las
cepas de C). septicum, ya que possen un antigeno comun y que la
inmunidad conferida por los antigenos somdticos es mas importan-
te que la estimulada por otros antigenos. Ademas, el que la

inmunidad producida sea de corta duracidén, hace suponer gque la
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resistencia estimulada por exposicion natural a éste agente as

mAs importante que el tratamiento con Bacterinas-toxoides(7).

1.5 BIGNOB CLINICOS.

Debido a que los clostrldios productcores de gangrena gaseosa pro
ducen enfermedades de curso agudo y sobreagudo, los animales son
encontrados g¢eneralmente muertos y en estado de descompesicidn,
¥a gue éstos mueren en un laopso de 24 a 48 horas después de
haberse iniciado 1los primeros signos, y éstos gon observados &
informados con poca frecuencia. Es también por éstas razones que
la mayoria de los autores que mencionan les signos clinicos se

. .
basan en infecciones experimentales.

williams (46), describe los siguientes hallazgos patoldogicos ma=
croscépices encontrados en 173 casos de gangrena en bovinos de

acucrdo al 6 a los microorganismos demostrades en las lesicnes:

ClL., chauveej y cl. septicun: area negruzca, seca, esponjosa,

con olor rancio. Presencia de liguido amarillo palido que rodea

el misculo afectado y después se tife de sangre.
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.
Cl. npovyli y Cr. septicum: edema gelatinoso muy abundante en
tejido subcutaneo y tejido conectivo intermuscular, claro al

principio, después se tifie de sangre.

Cil. septicum: edema teiido de sangre abundante, con numerosas

burbujas de gas. Misculo de color rojo obscuro.

Sterne y Batty (38), mencionan que en el caso de animales gque
hayan muerto de una enfermedad gue Se gsospeche de clostridiasis,
se debe realizar la necropsia, enfocandose principalmente a piel
Y musculatura, vejiga y drganos parenquimatosos, y a la cavidad

toracica, incluyendo el corazén y su cubierta,

Cl.chauveoel: debido a que no se logran observar lesiones en piel
due expliguen 1la entrada de éste microorganismo a los animales
afectados (34), se considera gue la mayor parte de los casos de

carbdn sintomatico son de origen enddgenc.

La patogénesis de las clostridiasis de origen enddgeno, en ge-
nerzl, no se han estudiado extensivamente, en el caso de carbon
sintomatiéo, en el que los animales que mds lo sufren tienen de 6
meses a 3 afos de edad y se encuentran en las mejores condi-
ciones de carne (8,38), se han visto patrones de comportamiento
que atribuyen a cambios climdticos, por la repercusidon que tlenen
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sobre el tipo de ingesta, ocasionando directamente camSios en la
flora ruminal, que aunados a factores estresantes levan al animal
a un estado en que los gérmenes S sus ;sporas pueden llegar a
sangre después de pasar la pared intestinal y de ahi a misculos,
donde un  trauma posiblemente sea el factor desencadenanta del
proceso patoldgico, ya que se crearia un potencial rédox
suficientemente bajo para gue las esporas germinen produciéndose

-3
entonces el cuadro clinico.

Otros autores {31), sostienen que en las épocas de sequias los
forrajes secos contaminados con esporas lanceran la mucosa oral y
las inoculan, llegando al torrente circulatorio que las trans-
porta a misculos donde se depositan y esperan las condiciones

similares a las del caso anterior para gexpminar.

Los animales afectados por éste microorganismo ¥y que 1llegan a

observarse vivos, muestran una toxemia grave, con crepitacién del
miembro afectado por el gas producido. En algunos casos se llega

a observar relacidn con sitios de vacunaciones u otros traumas,

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

predominante, con diseminacién rapida, la muerte se presenta de

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

primeros signos. Al final de la enfermedad, se presenta una

bacteremia (34).
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La lesion principal generalmente se encuentra en los misculos
grandes de la espalda, pierna ¢ cuello, pero se puede presentar
en lengua y confundirse con actincbacilosis. En el animal recién
muertoc se observan los misculos afedtados de un color rojo
negruzco, de aspecto seco y esponjosﬁ, debido a la gran cantidad
de burbujas de gas gue se encuentran en los tejidos. Estos
misculos se encuentran rodeados de grasa y emiten un olor ranclo,
dulzdén, muy caracteristico de las infeecienes por Cl. chauveei y
Cl. septicum (34,38). Los organos internos se encuentran
relativamente sin camblo, a diferencia de la gangrena gaseosa,
producida por ¢€l, pnovvi. El1 bazo muestra un tamafio normal,
a diferencia de la esplenomegalia que se presenta en casos de

antrax (33).

Malone y cols. (21), reportan haber enconbrado de 29 casos de bg
vinos con miositis producida per cl.'LnauvoeL, 14 que tenilan
lesiones de miositis unicamente, 8 tenian miositis y pericardi-
tis fibrinosa y 6 presentaban unicamente pericarditis fibrinosa

y uno presentebe menigitis purulenta.

En bovinos la enfermedad por contaminacion perineal postparto,
presenta inflamacién y edema de la zona, la gquc avanza hacia la
pierna (38). En ovinos también se ha observado miocarditis
necroética y hemorragica (11);
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La via de entrada del Cl. septicum, es generalmente por medio de
heridas,aunque en bovinos también se ha descrito en casos de
infaecciones endodgenas similares al carbén sintomdtico causado
por Cl. chauvoei. El edema maligno producido por €l. septicum, es
secuela de heridas tales comc castraciones, esquila & partos mal
atendidos (38). La 1nfagcién es de cursoe agudo, en forma de
muerte sutbita (24), inicia con inflamacién 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 algunhas burbujas de gas. A
menudo existe septisemia y las hemorragiis se observan en todo el
cuerpo, también puede notarse la presencia de axu&ndo seroso

sanguinoliento en el peritonéo (33).

1.6 DIAGNOSTICO DE LAS CLOSTRIDIASIS.

LY
Se considera que la eficacia de los métodos de cultivo de anag
robios depende del método de coleccidn, del transporte de los
especimenes, de la prontitud del cultive y del método de cultivo
adecuado. Ademias del tiempo de exposicidén de la muestra al
oxigeno amblental, que les ocasiona pérdida de viabilidad, es una
limitante.
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Sterne (38), menciona que las muestras que se tomen de animales
en gque se sospeche de clostridiasis, se deben enviar en conge-
lacién ¢ en su defecto refrigeradas; pero si no es posible y el
transporte excediera mas de un dia ¢ si las temperaturas a que
se sometera la muestra van a ser elevadas, se debe de hacer uso
de agentes quimicos & fisicos, gue no permitan la multiplicacién
bacteriana y no lastimen a los patdgenos cuya presencia es

deseable para elaborar un diagnostico. '’

Los agentes fisicos son: hipertonicidad, lo cudl inhibe el crecj
miento bacteriano. Esta puede ser en concentraciones elevadas de

sales ¢ de glicerina.

La deshidratacidén es un método util, dondg los medios de comuni-
cacién son dificiles. Tiene 1la desventaja que el numerc de
bacterias se altera, pero en ocasiones es el wnico método

disponible.

La mayoria de las jarras anaerdbicas son modificaciones a la di-
sefiada por Mc. Intosh y Fildes en 1916 {22). Son basicamente
recipientes cilindricos herméticamente cerrados, en uno de los
cuales el aire puede ser evacuado mecdnlcamente y reemplazado por
otro gas ¢ una mezcla de ellos. Mientras que en el otro sistema
el oxigeno se elimina en forma quimica, por medio de generadores
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de hidrogeno y didxido de carbono come los desarrollados por
Brewer y cols. {6). En ambos casos, £a remuaeven los vestigios de
oxigeno con la ayuda de un catalizador. Dicho catalizador ayuda
en la ‘reacclon del oxigeno gue se encuentra dentro de la jarra

con el hidrdgeno que sc introduzca dando la atmésfera anaerébica.

Exlsten métodos bacterloldgicos enfocados a reallzar tanto el
aislamiento e identificacién de clostridios. Sin embargo, en la
literatura se encuentran diferentes manuales y articules (8,27,
28,35) que contienen cuadros de identificacién de clastridios por
medio de pruebas bioquimicas, mismas que en ocasiones se
contraponen en el resultado de algunas pruebas bioguimicas de

algunas especies.

Tal vez éstas diferencias sean por motivos de falta de unifica-~
cién de criterios para 1la preparaqién de medios 6 sustratos
utilizados por diferentes autores, ¢ bién, porque el periodo de
incubacion empleado sea diferente, lo gque puede invalidar 1a

identificacidén (15).

Ademas, la interpretacion de los resultados, tanto bacteriolo-
gicos asi como los de inmunofluorescencia, para emitir un
diagnéstico debe ser con clerta reserva'{38), debido a:

a) las caracteristicas del habitat de Cl. chauveel ¥y €l. novyi,
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que son francamente patégenos han sido recuperados en pegueiias
cantidades de higado de ovinos sanos (9,42,47); mientras que Cl,
septicum y C£l. perfrindens invaden casi la totalidad de los
clostridios pocas horas de muerto el animal y aunque no hayan
gido 1la causa de mucrte es poasible rcalizar su aislamiento y
debido a su rapldo crecimiento pueden enmascarar la presencia del

agente etiolégico.

b} su forma de presentacien, asi debido a las leﬁicnes, el
diagndstico clinico de carbén sintomatico es, a diferencia de
otras miositis clostridiales, el mas fdcil de realizar con los
datos obtenidos en la necropsia y a partir de la historia
clinica, pero existen reportes de casos clinicos con lesiones
iguales a ésta enfermedad en los que se ha lograde el aisla-
miento de ClL. septicum, pero no se ha lograde demostrar la
presencia de Gl. chauvoei. Ademds en los animales con varias
horas de haber muerto y que presentan gas, es dificil ios cambios
post-mortem, de los producidos por las miositis clostridiales

(35,38) .

c) su amplia distribucion; que permite se presenten con facili-

dad como contaminantes de la muestra (38).
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Sin embargo, como son agentes patoldgicos potenclales, su hallaz
go debe considerarse importante para estudios epidemiolegicos y
se aceptan muestras que para otro tipo de estudios no podrian

considerarse en condiciones adecuadas (2).

1.61 DIANOSTICO POR INMUNOFLUORESCENCIM,

De acuerdo a Sterne y Batty (38), la téenica de anticuerpos flug
rescentes para el diagnéstico de anticuerpos de clostridiasis,
depende de la demostracicn de la pared celular de los clostri=-
dios, utilizando para elloc anticuerpos especificos tenidos con un
colerante fluorescente, mencionan gque 1la técnica tiene las
siguientes ventajas: ofrece un diagnostico ripido y econdmico, en
el cudl las muestras se pueden tomar directamente del sujeto en
el campo, ho se deteriora durante el transporte, ni los nameros
relativos de las bacterias varia y su eficacia no depende de los
microorganismos de la muestra que se encuentren vives, por lo gque
es posible emplear después de un tratamiento terapsutico. Tiene
alta sensibilidad vy los clostridios paﬁdgenos se pueden detectar
en presencia de un alto contenido de microorganismos

contaminantes.
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Actualmente, en el mercado internacional 'se dispone de conjuga-
gados para la identificacion de €l. botulinum, C1. chauveoel, Cl.
novyl, ¢l. perfringeps, tipos A,C,D,; Cl. septicum y cl. tetani.

1.7 CONTROL Y TRATAMIENTO.

De acuerdo a Brander 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 diseminacicon de la enfermedad, la
importancia del ambiente, y la relacidn entre el hombre y el

animal en la situacidén de la enfermedad.

El control de las enfermedades causadas por clostridios difiere
de cualquier otro tipo de enfermedad, en gue puede ser prevenida
por algun tipo de inmundgeno, vacuna ¢ antisueros (1,37.38). Sin
por defectos de control de calidad, muchos de ellos ni siquiera
gon algo utiles, ademas &n la prictica pueden "fallar' porque se
empled uno no adecuado para las condiciones clostridiales espe-
cificas en su region, debido a un diagnéstico errdnec o6 bién

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

efectividad de cinco bacterinas comerclales contra carbon sin-

tomatico, de acuerdo a las nermas oficiales establecidas por la

Direcccién General de Sanidad Animal de la S.a.R.H. (30),

encontraron que un producto protegié unicamente al 23 % de los

cuyos inmunizados en dos ocasiones y desafiados con una cepa, los
bioldgicos restantes no confirieron ninguna proteccion.

Asi mismo Baca (1), en su trabajo titg}ado "Elaboracién de un

Inmundgeno contra Clostridiasis en Animales (Carbon Sintomatico

¥y Edema Maligno) y Evaluacidn Comparativa de la Inmunogenicidad

can los Productos Comerciales", Concluye gque los productos no

cumplen con los requisitos de potencia del manual de requeri-

mientos minimos para productos biolégicos veterinarios de 1la

S.A.R.H. Ademas sefala que en la admiq}stracién de la bacte-

rina~-toxoide existe poca proteccion, y que el toxoide no protege,
por 1o que para aumentar la proteccidén de éstos prcductbs hay que
separar la bacteria de su medie de cultive para poder

administraria como inmunodgeno.

Es necesario recerdar la importancia que tiene la necesidad de
realizar un diagndéstico etiolégico, para lograr controlar éstas
enfermedades, ya 4gue como se menciond anteriermente, aunque
generalmente el agente causal de las gangrenas gasecosas es el C1,
C. voe Y el septi , puecde haber otros agentes
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invelucrados ¢ una combinacién de mds de uno de ellos y
clinicamente es dificil diferenciarlos. Por 1lo gque, una vez
determinade el agente etioldgico relacionkdo con el brote, se
debe realizar una seleccidn adecuada'ﬂe los bioldgicos, para que
esté de acuerdo a los tipos de bacterias presentes en la region
donde se van a emplear, tenlendo cuidado tanto en la conser-
vacidon come en la aplicacién de los bioldgicos para obtener una

inmunidad duradera.

Knott y cols. (17}, en un estudio de campo en el cual utilizaron
un solo lote de 9448 bovinos en sistema de engorda en corral,
aplicaron la mitad de bacterinas-toxoides polivalentes, obser-
varon que en los animales vacunades huboe 322 muertos, 47.3 #
menos en comparacion con les no vacunados (311} muertos,
independientemente de la causa de muerte:h Concluyeron gque los
clostridios fueron el facter gue contribuyé mas a las muertes de
los animales no vacunados. Yuvieron un ahorre solo por morta-

1idad de 104,040 ddlares americanos en dicho estudio.

En 1Inglaterra se ha visto (12), gue las férmulas polivalentes
utilizadas no tienen efectos adversos en bovinos, sin embargo, en
caprinos y menos en ovinos se puede presentar inflamacion
prolongada en la zona de aplicacion, ademds en los caprinos el
aefecto inmunizante de éstos bioldgicos polivalentes es menor gque

en los ovinos. -34-



En los Estados Unidos, dentro de las diferentes presentaciones

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

siguientes antigencs de: Cl.chauveei, Cl1. septicum, cl.
haepmglyticum, €. povyd, €1. sordellii, ¢1l, perfringens tipos
C,D: Pasteurella haemolytica y Pasteurella multocida,

En México en general las las bacterinas comerciales son dirigi-
das a proteger contra infecciones de:

€l. chauvoej y Cl. septicum, en las llamadas bacterinas dobles,
€y, chauvoel, g€l. septicum y Pasteurella multocida en las

1lamadas bacterinas triples.

Solo una bacterina-toxoide presenta a cltchauvoej, cl.septicum y
Pasteurella multocida,

Todas son cultivos formalinizados con adyuvantes de hidroxido de
aluminio, oleosos & bién registrados bajo un hombre comercial.

Debido a 1las tres caracteristicas epidemiologicas comunes de las
clostridiasis (36) (diseminacion universa), no transmisibilidad
por contacto e incidencia esporddica), la cuarentena no es una
medida practica 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 etioldgicos. Lo que aunado a su alta ditribuclén, las
caracteristicas de la esporulacién de los gérmenes, hacen que

éstas enfermedades sea resistentes.

1.8 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

Esta es una técnica de alta resolucicn para la separacion de mez
clas de proteinas u otros compuestos de elevado peso molecular.
Al igual que en otros tipos de electroforesis la migracion de las
proteinas va a depender del tamafo, formas ¥y cargas de las
moléculas. Los geles de poliacrilamida se forman por la
polimerizacidn del monémero de acrilam%da y la N.N'-métilen-bis

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

Varlando las cantidades de bis-acrilamida se obtienen geles con

un rango de poro muy amplio.

El sistema mas utilizado para la electroforesis es ‘el sistema
discontinuc de Laemmli 1970 (19), en €1 cual la separacidn se
efectua por diferencias en peso molecular. Si se afiade al sistema

dodecil sulfato de sodio (SDS), la carga original de cada
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molécula se enmascarapor el SDS y quedan Ecdas las moléculas con
carga negativa uniforme y al someterse a electroforesis se

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

Aungue las proteinas pueden ser separadas en su estado natural,
generalmente se obtiene mejor resolucudn si los puentes disul-
furo se reducen primere (por ejemplo con 2-Mercaptoectanol) (45),
permitiendo asi la separacidn de las cadenas polipeptidicas. La
técnica de SDS-PAGE se utiliza frecuentemente para determinar el
peso molecular de las proteinas por comparacién de su movilidad

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

Estudios realizados anteriormente, han demostrado los perfiles
electroforéticos en SDS-PAGE de las proteinas membranales de
algunas bacterias (13,25,29). En dichos trabajos se han modi-
ficado 1la técnica de obtencidén de las proteinas, el agente

solubilizante para éstas y las condiciones de corrimiento (14).
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2.0 OBJETIVOS.

1.~ Analizar el patrdn electroforéticoe de las proteinas que se
encuentran en los extractos totales de diferentes cepas de

Clostridium chauvoei y Clostridium septicum.
2.~ comparar dichos patrones electroforéticos y establecer pro-

teinas comurnes en las diferentes cepas y protelnas

especificas para cada cepa.

ey



3.0 MATERIAL Y METODOS,
CcIoN TRACTOS .

Para la obtenclén de los extractos totales de clostridium
chauvoej, se empled una cepa utilizada en la produccion de bio-
légicos (314, denada por los laboratorios ‘PRONABIVE); 3 cepas
mantenidas en el lahoratorio de Enfermedades Bacterianas de los
Rumeantes del CENID_ Microbieclogia,; una cepa de desafioc como
cepa pa.tron {donada por el laboratorio PRONABIVE):; y dos cepas
Preoporcionadas por el Dr. Maloy de la Universidad Estatal de Iowa

(Iowa State University).

Las cepas de Clostridium septicum, utilizadas en éste trabaja
4

fueron proporcionadas por e) laboratorio PRONABIVE,

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

carne coclda (cooked Meat).

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

se realizé la tincion de gram y pruebas bioguimicas como ureasa,

citratos, indol, catalasa, lactosa, manitel. tal y como lo des—

cribe el manual de bacterioclogia de anaerobios, para confirmar la
pureza del ﬁic:oorganlsmo (40,47).
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MEDIO OE SMITH-HOLDEMAN.

TRIPTOSA ’ 20.0 g
EXTRACTO DE LEVADURA » 5.0 g
CISTEINA HNCl : 6.3 g
KH PO 0.5 g
2 4

Nacl 2.5 g
Ho 1000 ml.
) .

Estas cepas se senbraron en matraces Erlen~Mayer de 250 ml. que
contenian 125 ml. del medio liguido de Smith-Holdeman (15) y se
incubaron a 37 € por 48 horas en jarras Gas-Pack.

Posteriormente a el desarrollo de cada una de las cepas de
Clostridium chauvoei y Clostridium septicum se les realizdé una

prueba de pureza gue consistié en una tincién de gram.
Para la inactivacion se les aiadid formalina ajustando a una

concentracién final de 0.1 % v/v, manteniendose a 37 C por 18

horas (20}.
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Pasa§o el tiempo, se sedimenté la suspensidn bacteriana en una
centrifuga Beckman modelo J-6b a 5000 rpm. por 20 minutos.

Una vez efectuada la centrifugacidén, se separaron los
sobrenadantes por decantacidén y el paquete celular se tratd de la

siguiente manera;
Iy
AMORTIGUADOR DE LAEMMLI.

(Buffer de muestra)

TRIS~OH (hidroximetilamino-metano) 1.51 g
SDS (dodeclil-sulfato de sodio) 2.0 g
Glicerol 25.0 g
Pironina 0.002 g
HoO 100.0 ml.
2

-3

Se tomaron 100 microlitros (mcl) del paquete celular de cada una
de las cepas de Clostridium, depositandose en tubos Eppendorff
perfectamente identificados, posteriormente se les agrego 100
mcl del amortiguador de Laemmli (13}, mezclandose en un vortex.
Se hierven a 100 C en bafic maria por 7 minutos, transcurrido el
tiempo se les agregdé 20 mcl de 2-Mercaptoetanol, mezclandose en
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vortex y sometiendose nuevamente a 100 C por 7 minutes mas en
bafio maria. Pasado éste tiempo se centrifugaron a 5000rpm por 10

minutos (13).

Se tomaron 50 mcl de cada uno de los sobyenadantes, depesitando-
se en una serie de tubos de ensaye 12 X 100, a los que se les
agregd 50 mcl de solucidn salina fisioldgica (SSF) y 5.0
mililitros (ml) del reactivo de Bradford (4), se agitaron en
vortex y se leyeron en un espectrofotdmetro Beckman modelo 34, a
595 nanémetros (nm). Los resultados se interpolaron en una curva
estandar previamente realizada, bajo 1las mismas condiciones

utilizando como proteina estandar albumina sérica bovina (4).

La preparacién de la muestra para el corrimiento electroforético
se realizé de la siguiente manera:

De los paquetes celulares del desarrollo de cada cepa de
Clostridium, se transfirieron 100 mcl. de cada uno en tubos
Eppendorff, posteriormente se les agregd 100 mcl de amortiguador
de Laemmli (13) y se mezclaron en un vortex; se transfirieron a
un bafio maria, donde permanecieron a 100 C por 7 minutos.
Transcurrido dicho tiempo, se les agregé 2-Mercaptoetanol a una
concentracién final de 10 %, poniendose nuevamente en‘bnﬁo maria
por 7 minutos mas.

-
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Finalmente, las muestras se centrifugan a 5000 rpm por 10 minu-
tos y el sobrenadante se utiliza para el corrimiento electro-

forético.

3.2 PERFILES ELECTROFORETICOS.

[

Se emplea un sistema de geles discontinuos de acuerdo al proce-
dimiento de Laemmli 1970 (19).

Se prepararon las siguientes soluciones:!

Acrilamida Sol. al 30.0 3
Bis-acrilamida Sol. al 0.8 %
H,H,H',H'~tetrametiletilendiamino (TEMED) Sol. al 8.4 %
Persulfato de amonio Sol. al 12.5 %
Dodecil-sulfato de sodio (SDS) Sol. al 20.0 %.
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BUFFER DE pH 8.8,

TRIS-OH 18.165 g (1.5 M)
HoO cbp. 100 ml
2

{E1 pH se ajusta con HCl concentrado.}

BUFFER pH 6.8

TRIS~OH 6.055 g ( 0.5 M)
SDS sol.al 20 % 2 ml
RO cbp 100 m)

' 2

(E1 pH se ajusta con HCl concentrado.)}

La cémara de electroforesis empleada en éste trabajo fué marca
Iglectrofor!.
Primeramente se prepara un tapén (gue es una capa dura) y sirve

para sellar la base de la placa, la cual consiste:
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TAPON.

Bis-acrilamida 1.0 ml.
Agua 0.5 ml.
TEMED 25.0 mcl.
Persulfato de amonio 50.0 mel.

Se adiciona rapidamente la mezcla "tapén®, sellando la base de

las placas.

Ya polimerizado el tapén, el gel de separacion se vierte a las
placas de vidrio, guardandeo una pequefia cantidad para observar en

que momento polimeriza.

GEL DE SEPARACION AL 12 %

Buffer pH 8.8 2.5 ml.
Acrilamida~bisacrilamida 3.77 ml.
Agua destlilada . * 3.75 ml.
TEMED 50.0 mcl.

Persulfato de amonio . 100.0 mcl.
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Se adiciona la mnezcla (gel concentrador) sobre el gel de
separacién con cuidado y rapidez, quedando una pequefia cantidad
en el matraz, se coloca el peine, el cual se retira cuando el gel

ha polimerizado, quedando de ¢sta forma pozos bien definidos.

GEL CONCENTRADOR.

Buffer pH 6.8 1.0 ml.
Acrilamida-bisacrilamida 0.66 ml.
Agua destilada 2.33 ml.
TEMED 20.0 mcl.
Persulfato de amonio 40.0 mcl.

CORRINIENTO DE LAS MUEESTRAS.

Con la ayuda de una jeringa Hamilton o con una micropipeta, colg
car el volumen necesario (preparado) de qyda muestra para tener
una concentracion de proteina en los pozos del gel de concen-
tracidén. Junto con las muestras problema, se corrieron pozos
adyacentes de proteinas de peso molecular conocido con el f£in de
tomarlos de referencia y poder hacer el cdlculo de los pesos mo-
leculares de las proteinas desconocidas presentes en las mues-
tras. La electroforesis se corrio de 9§ a 110 volts a tempe=-

~46-



ratura ambiemte, hasta el momento en que el colorante (pironina)

que sirve de referencia, llega al final del gel de separacién.
1

3.3 TINCXON DE LOB GELES DE ED8-CON NEGRO DE AMIDO.
1

SOLUCION STOCK DE COLORANTE:

Negro de Amido al 0.1 %

SOLUCIOH DESTENIDORA:

Metanol 400,0 ml
Acido acético 100.0 ml
Agua . 500.0 ml

SOLUCION HIDRATANTE:

Acido acetico al 10.0 %

Finalmente desensamblar 1os mnoldes (placas de vidrio) del gel
cuidadosamente, y colocarle en la solucién tefildora por 30
minutos con agitacidn constante; por 24 horas en la misma
solucisén sin agitacidn. Una vez que paso éste tlempo, se saco el
gel y sBe colocd en la solucion destehidora, haciendo cambios
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constantes hasta que el colorante del gel se elimind y las bandas
de proteinas se observaban perfectamente (aproximadamente 24

horas). *

Posteriormente se transfiri¢ a la solucign hidratante.

3.4 CURVA PATRON DE MOVILIDAD RELATIVA DPE PROTEINABS.

En cada gel se incluyeron los siguientes marcadores de peso

molecular:

Miosina (cadena pesada) 200.0 KD; fosforilasa B 97.4 KD; albumina
seéxica bovina 68.0 KD; ovoalbumina 43.0 KD; lisozima 14.3 KD.
.1

Previamente se debera construir una curva patrén gue muestre la
relacidén entre los logaritmes naturales de los pesos moleculares
de los marcadores de peso molecular (eje de las Y); y la movi-
lidad relativa dc las proteinas estandar en el gel de polia-
crilamida (eje de las X). Esta relacién es directamente pro-
porcional y por tanto debe formar una linea recta, la cudl debe
ser ajustada mediante el tratamiento wateﬁktico de minimos cua-
drados y a traves de regresion lineal, determinar los valores de
ty" de las muestras desconocidas.
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X = Rf de los marcadores de peso molecular (MPM).

¥ = Lagaritmo Natural del peso meolecular de los MPM.
Donde:

RE = Coeficiente de movilidad relativa.

CALCULO DE COEFICIENTE DE MOVILIDAD RELATIVA.

[
La movilidad relativa de las proteinas contenidas en 1las mues~
tras, es el desplazamiento que tienen con respecto a la dis-
tancia total gue corre la muestra, dato que se obtiene con 1a
siguiente_térmula:

corrimiento de los MPM (bandas) (cm)

RE

corrida de la muestra .
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4.0 REBULTADOS.

4.1 IDENTIFICACION.

Los resultados de las pruebas realizadai para la identificacidn
de las cepas de Clostrijdium se resumen en el cuadro No. 3.

Las pruebas de identificacidén del microorganismo se realizaron
continuamente a lo largo de todo el trabajo, verificando asi 1a

pureza de los cultivos de glostridium utilizados.

El paquete fué tratado como se describid en la metodologia y 1la
concentracion proteica se determiné por el método de Bradford,
para lo cual fué necesario realizar una curva estandar. Dicha

-1
curva se muestra en el cuadro No. 8.

Los resultados del contenido proteico de las diferentes cepas de

Clostridium empleadas en este trabajo, se resumen en el cuadro

No. 9.
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CUADRO 8

Yalores pasa la curva de Protelna ( k = §95 ), Gdlculos slgueinde
ia metodologia de Bradford, utllizando Albumina Sérlca Bovina co~

mo Prolefna { figura 1 ). Regreslén lineal. Correlacion: 0.8844,

me=7.6208% 10 , b-?- 0.0692. .
CONCENT_RACION PROTEICA i Al_S_SQBBANCIA.
smeg/mb .

10 o.ositl)

20 0.199

30 0-35?

50 0.474

70 0.570

80 0.692

100 0.798_ )
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FIGURA 1

Curva patrén de proteinas. Elaborada con base a los datos mos—
trados en el cuadro No. B. Los datos experimentales fueron ajus
tados con regresisn lineal:

-3 °
Regresién = 0.9844, m = 7.6309 X 10 ;, b = 0.06192, usando albG-

mina sérica bovina como protefina estandar. (k= 595nm).

ABSORBANCIA

0.0 + $

+ + + t + ¥

0 10 20 30 50 70 80 100
CONCENTRACION meg/ml

« Resultados experimentales.
Il

o Resultados ajustados con regresién lineal.
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CUADRO ®

RESULTADOS DEL CONTENIDO PROTEICO DE LAS CEPAS DE

CLOSTRIDIUM UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO.

CEPAS DE CLOSTRIDIUM

CONCENTRACION PROTEICA

Ceps ‘Cl. chauvosl: mantenida 7.3583
) an laboratorlo
Cepa . Cl. septium: lab, 11,9509
Cepa Cl. septicum:prod.blol. 12,8894
Cepa Cl. septicum: patron 20,7424
Copa Cl. chauvoel: Prod, Blol. 73.0858
Cepa Cl. chauvoel: mantenida 8.6710
on laboratorio
Cepa Cl. chauvoel: Prod. Blol. 36.6510
Cepa Cl. chauvoel: mantenida 8.8704‘
en laboratorlo
Cepa Cl. chauvosl; patrén 83.5681
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FIGURA 2
Curva patrén de pesos moleculares, elaborada con base en los
datos mostrados en el cuadro No. 10. Los datos experimentales

fueron ajutados con regresidn lineals

Regresidén = 0,98, mw =2,47, b = 5,3,

Ln MPM

s L N 1 " ' s '
0.0 + + t t + + =

0.0 0.) 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
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4.2 TRATAMIENTC DEL PAQUETE CELULAR. B}

como ya se menciond anteriormente, el agente solubilizante em—
pleado en éste trabajo fué DS al 10 %, lo cuadl fué efectivo, ya
gque la solubilizacien del paquete fué casi total. La pequeria
cantidad que no se solubili:zd después del calentamiento, se
separd por centrifugacioén, siendo empleada la fraccién gue se

solubilizd (sobrenadante), para el corrimiento electroforético.

4.3 PERFILES ELECTROFORETICOS DE LAS8 CEPAS DE Clostridium.

Para dicho trabajo, fué necesario ensayar diversas concentra-
ciones del gel de poliacrilamida, gue varid del 5 % hasta el 12
%, siendo eéste ultimo en el que el patrdn electroforético quedd
mejor definido.

Los coeficientes de movilidad relativa (Rf) de los marcadores de
peso molecular, se muestran en el cuadro No. 10; y 1la curva. que
los define se presenta en la figura No. 2.

Los resultados de las bandas de la estimacion de los pesos mole-
culares de las cepas de Clostridium utilizadas, se muestran en
la figura No.3J,
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VALORES DE LOS COEFICIENTES DE MOVILIDAD RELATIVA (R} Y

ADR

LOGARTIMO NATURAL DEL PESQ MOLECULAR DE LAS PROTEINAS

PATRON.

PROTEINA - .PM (Kd) | : LnPm Af -
Miosing 200,00 6.3 0.083
Fosforilasa B 97.40 4.6 0.20
Alb, Sér. Bov. 68.00 4.2 0.43
Ovoalbimina 43.00 3.7 0.65
Chimotripsinégeno 25.70 3.2 0.87
Lactolobulina 18.40 29

0.97




Patrén electroforético de los extractos totales

FIGURA

chauvoei y Clo m pticum.

stridium se

1.~ MPM:

Miosina,

1

Fosforilasa

3

de Clostridium

B, Albumina Gérica Bovina,

Ovoalbtimina,Chimotripsinogeno, Lactolobulina.

2.~C}. chauvosei
3.-Cl, chauyvgai:
4.~-Cl.
5.-Cl. chauvoeit
6.~-Cl. chauvoei?
7.-Cl. chauvoei:
8.-Cl. septicum:
9.-Cl. septicum:
10.Cl. septicumt

chauvoels?

cepa patrén.

cepa mantenida en
cepa mantenida en
cepa mantenida en
cepa utilizada en
cepa de desafio 6
utllizada en

de desafio 6

cepa
cepa
cepa mantenida en
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FIGURA 4

DIAGRAMA QUE REPRODUCE TODAS LAS BANDAS QUE SE REPARESENTARON EN
EL PATRON DE PROTEINAS DE LOS EXTRACTOS TOTALES DE CLOSTRIDIUM

UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO.

1 2 3 4 5 6 7 8 s 10
l200]

., — -
MiyiniminiRInInInin
43! |57

T — b= ] ] — —
18| oo =
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5.0 DIBCUBION.

Los microorganismos pueden presentar cambios 6 alteraciones de
origen genético 6 no genético; esto es, las bacterias por si
mismas desarrollan mutaciones en forma espontdénea, sin contar con
las que presentan dicho cambio a nivel de la estructura de DNA

cromosomico 6 por adquisiclon de DNA extracromosomico.

Se ha encontrado gque las cepas de Clostridium aungue se loca-
lizan en una misma zona geografica, pueden presentar una diver-
sidad antigénica, la cual se observa bajo wciertas condicicnes

{23).

Los trabajos realizados por Labranderc.y llerndndez en 1979 (18)

al evaluar la efectividad de cince bacterinas comerciales que
contenian Clostridium chauvoei, reportan que 1la maxima pro-
teccion conferida fué del 23 %; por lo tanto ninguna de las
bacterinas probadas cumple con los reguisitos minimos de
potencia exigidos por el Departamento de Control de Productos
Bioldficos, Farmacéutico, Alimenticios y Equipos para Animales,
de la Subsecretaria de Ganaderia, pireécién General de Sanidad

Animal (30}.
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Paralelamente Bojorquez 1979 (3), realiza un estudio de nuevas
inmunégenos contra carbdén sintomitico y obtiene un 60 % de pro-
teccidn con una bacterina elaborada a partir de células lavadas
de glgst;!gfum chauvoei; la bacterina-toxoide protegisé en un 20 %

)

Y el toxoide no protegio,

Posteriomente BDaca en su trabajo en 1287 (1), evalud cuatro pro-
ductos comerciales de bacterinas triples que contenian:
€l .chauvoei, ¢l. septicum y Pausterella sn; bacterinas dobles:
Cl. chauvoel y £l. septicum, encontrando a casi 10 afos de
trabajo publicado por Labranderos (1), dque 1los resultados
muestran semejanza entre ambos ya & que no hubo una adecuada

proteccidn.

En el mismo trabajo de Baca 1987 (1), se elabord un inmunégeno
contra carbén sintomatico con cepas de Cl. chawvoel y Cl.
septicum, encontrandose que la bacterina protegid en un 60 %, la
bacterina-toxoide en un 20 % y el toxoide no confirio ninguna

L]
protecciodn.

Las cepas empleadas en ésta investigacidén, tuvieron un desa-
rrollo de 48 horas, observandose gue no todas tenian el mismo
crecimiento, lo gue nos conduce a corroborar que existen cepas
estrictamente anaeroblias y fastidiosas.
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También se determiné que la concentracidén proteica varia entre

cepa y cepa.

Con respecto al corrimiento electroforético, fué nacesario
ajustar las condiciones mediante ensayos previos, desde probar la
concentracién del gel, hasta las cantidades adecuadas de muestra

para el corrimiento.

En la figura No. 3 se muestra el corrimiento electroforético de
las cepas de Cl. chauvoej y de €l1. septicum analizadas en éste
trabajo y en la cudl se logra observar diferentes bandas. Todos
los carriles mantienen bandas en cum\'!n de bajo peso molecular que
se encuentran entre 40 y 50 KD. de peso molecular. Sin embargo
la misma figura 3, muestra que hay una banda que no es comun a
todas que se encuentra entre 160 y 150 KD. de peso molecular,
lo cudl nos podria sugerir gque hay diferencias antigiénicas
entre cepas de Cl, chauvoei mantenidas en el laboratorieo y
cepas de Cl, chauvoei utilizadas en la producclén de blolégicos y
por lo tanto podemos especular que ésta podria ser una de las
miltiples causas por las cuales 1los bioldgicos comerciales no

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

en México, que por medio de geles de poliacrilamida se analizé el
perfil electroforético de diferentes cepas de Cl. chauvoei y asi

poder determinar las diferencias entre las dichas cepas.

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

elinicos, Ramirez 1981 (28) sugiere gue se requieren estudios

epidemioldégicos en dreas geograficas pequeias para poder contar

con muestras representativas de los problemas, esto es, con

pocas horas de haber muerto 6 enfermos, con el fin de evitar

contaminacliones postmortem, y de ésta ,forma aclarar la impor-

tancia de C€l. chauvoei y Cl.septicum productores de miositis.

Por otro lado, de acuerdo a los resultados obtenidos y aunados a
los que Baca (1) en 1987 reporto, cl. septicum, no presents-
diferencia en el corrimiento electroforético y en la evaluacion
de las bacterinas confiere un 100 % de proteccion, lo cual nos
conduce a inferir que ésta especie es muy similar entre cepa y
cepa; sin enbargo los resultados delcg.ghauvoei muestran ésta

diferencia.

Por ultimo, se puede decir gque es posible, que de ésta investi-
gacion se tome en consideracion sus resultados para trabajos
posteriores, en los que consecuentemente, con la ayuda de la
inmunotransferencia con sueros hipexinmu;es 6 sueros de animales
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infectados, se logre determinar la banda de diferencia exis-
tente en el analisis electroforético de las cepas de Cl. chauvoei
y poder lograr de ésta forma gue los bioldgicos elaborados
mejoren en su proteccidn, ya que como se menciond anteriormente,
ésta puede ser una de las multiples causas por la cual los

biolégicos que contienen €l.c¢hauvoei no protegen adecuadamente.
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CONCLUSIONES '

Se encontrd que la cepa de Clostridium chauvoei utilizada en
la produccicon de bioldgicos, presenta diferencia en una pro-
teina de elevado peso molecular (150-160 KD.}.
»
Las cepas de Clostyidium septicum analizadas no presentan
ninguna diferencia en sus patrones proteicos, ya que ésta es-

pecie es puy similar entre cepa y cepa.

La inmunidad contra Clostridiasis depende de la patogenici-

dad de la especie.

Para aumentar la proteccidn de los productos bioldgices ela-
borados contra carbdn sintomatico y edema maligne hay que se-—
parar la bacteria de su medio de cultivo para poderla

adminis- trar como inmundgeno. :
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RECOMENDACIONES

H
Revisar periddicamente los métodos de produccién y la cali-
dad de 1los productos biolégicos comerciales que Be

distribuyen contra éstas enfermedades en México.
Evaluar constantemente la incidencia’de la enfermedad.

Se sugiere utilizar cepas de Clostridium en la elaboraciocn
de productos biolégicos contra éstas enfermedades (carbdn

sin- tomatico y edema maligno) 4involucradas en la zoha

geogrdfica afectada.
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